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บทคัดย่อ 
  

แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุท่ีละลายน้้าได้ จัดอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ และมีฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระสูงสามารถพบสารดังกล่าวได้บริเวณเนื้อเยื่อของพืช เช่น เมล็ดข้าวท่ีมีสี การสังเคราะห์
แอนโทไซยานินมียีนท่ีเกี่ยวข้องหลัก 2 ชนิด คือ ยีนควบคุมและยีนโครงสร้าง ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษา
การถ่ายยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเข้าสู่ข้าว ศึกษาการท้างานร่วมกันของยีนควบคุม
สองชนิดในข้าว และตรวจสอบการใช้ยีนควบคุมเป็นยีนเครื่องหมายในการคัดเลือกแคลลัสในขั้นตอน
การถ่ายยีน จากการศึกษาการถ่ายยีนท่ีโคลนได้จากข้าวด้าพันธุ์ก่้า ได้แก่ ยีน OsC1 และ OsB2 และ
ถ่ายยีน OsC1, OsB2 และ OsC1 ร่วมกับยีน OsB2  เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีแดง 
พบว่ามีต้นข้าวท่ีได้รับยีนจ้านวน 8, 59 และ 10 ต้น ตามล้าดับ โดยฟีโนไทป์ของต้นข้าวท่ีได้รับ
ยีน OsC1 และยีนร่วมจะมีลักษณะกาบใบ ข้อ เข้ียวกันแมลง ปลายกลีบดอกใหญ่ และหางข้าวเป็นสี
แดง นอกจากนี้ยังพบว่ายอดเกสรเพศเมียเป็นสีม่วง  ส่วนต้นข้าวท่ีได้รับยีน  OsB2 มีฟี โนไทป์
เหมือนกับต้นข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน แต่จะพบว่าเมล็ดอ่อนและเมล็ดแก่มีการสะสมรงควัตถุสีม่วง 
และข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับ OsB2 มีฟีโนไทป์ของต้นเหมือนกับต้นท่ีได้รับยีน OsC1 เมล็ดมีการ
สะสมรงควัตถุสีม่วงเหมือนต้นท่ีได้รับยีน OsB2 การวิเคราะห์ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ีได้รับ
การถ่ายยีน OsC1, OsB2 และยีนร่วม ไปสู่รุ่นลูก พบว่ามีการกระจายตัวของยีนได้อัตราส่วน 3 : 1 
และ 15:1 ในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 และ OsB2 แสดงว่าอาจมียีนแทรกในจีโนม
ข้าว 1 หรือ 2 ต้าแหน่ง และพบอัตราส่วน 9 : 3 : 3 : 1 ในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีนร่วม
ระหว่าง OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 แสดงว่ามียีนแทรกในจีโนมข้าว 2 ต้าแหน่ง จากการสร้างข้าว
ลูกผสมโดยผสมต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมียีน  OsC1 เป็นต้นแม่ กับต้นท่ีมียีน OsB2 เป็นต้น
พ่อ พบว่าได้ลูก F1 ท่ีมียีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 เมื่อน้ามาตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่ามี
ต้นท่ีได้รับยีนร่วมจ้านวน 8 ต้น โดยมีฟีโนไทป์สีม่วงท้ังต้นซึ่งเกิดจากการสะสมแอนโทไซยานิน 
นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR พบว่าต้นข้าว
รุ่น T1 ท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2 ยีนร่วม และลูกผสม F1 มีการแสดงออกของยีน OsC1 OsB2 และยีน
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โครงสร้างท่ีส้าคัญในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินสูงกว่าต้นข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน เมล็ดแก่ของ
ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ีได้รับยีน OsB2 มีปริมาณแอนโทไซยานินและฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง
กว่าเมล็ดแก่ของข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 และข้าวที่ได้รับยีน
ร่วม งานวิจัยนี้สามารถใช้ยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเป็นยีนคัดเลือกหรือยีน
เครื่องหมายในขั้นตอนการถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสข้าว และน้าไปพัฒนาในการปรับปรุงพันธุ์เพื่อให้ได้ข้าว
พันธุ์ดีท่ีมีแอนโทไซยานินสูงในอนาคต 
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ABSTRACT 
  

Anthocyanins are water soluble pigments, classified in the flavonoid group 
and have high antioxidant activity.  They can be found in the tissues of plants, 
including pericarp of colored rice.  Anthocyanin biosynthesis in rice involves two 
major classes of genes, the regulatory genes and the structural genes.  In this study, 
transformation of genes controlling anthocyanin synthesis into rice was studied for 
complementary effects of two regulatory genes to be used as markers for callus 
selection in rice transformation.  Transformation of OsC1 and OsB2 genes which were 
cloned from Thai black rice, Kham and co-transformation of both genes into red 
pericarp rice, Kasalath were investigated.  The results showed that transgenic rice 
plants containing OsC1, OsB2, and both OsC1 and OsB2 genes were 8, 59 and 10 
plants respectively.  The phenotypic traits of OsC1 transgenic rice were red in some 
tissues including leaf sheath, node, apiculus and awn.  The high accumulation of 
purple pigments in stigma were also found.  The phenotypic traits of OsB2 transgenic 
rice were similar to those of wild-type but developing and mature seeds showed 
purple pigmentation on their pericarp.  Transgenic rice containing both genes, had 
similar phenotypes to OsC1 transgenic rice.  However, the seeds accumulated purple 
pigment similar to those of OsB2 transgenic rice.  Segregation analysis of OsC1 and 
OsB2 transgenic rice showed 3 : 1 and 15 : 1 ratios in T1 generation, possibly 
suggesting one or two gene insertion sites in the rice genome.  Transgenic rice plants 
containing both genes showed the ratio of 9 : 3 : 3 : 1 in T1 generation , 
indicating  two  insertion sites of transgenes in the rice genome.  The cross between 
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T1 generation plants of OsC1 transgenic plants as a female plant and OsB2 transgenic 
plants as a male plant produced 8 F1 hybrids which had both transgenes and high 
accumulation of anthocyanins in purple seedlings.  In addition, semi-quantitative RT-
PCR analysis revealed that overexpression of OsC1, OsB2 and important structural 
genes in anyhocyanin biosynthetic pathway was found in T1 seedlings of transgenic 
plants with OsC1, OsB2 and both genes as well as F1 hybrids.  Mature seeds of OsB2 
transgenic rice plants in T1 contained higher anthocyanin contents and antioxidant 
activity than those of untransformed plants and transgenic plants with OsC1 and 
both genes.  The results of this study can be applied for use of regulatory genes as 
selectable markers in the process of rice transformation into calli and development 
of marker genes for improvement of elite rice with high anthocyanins in the future. 

 
Keywords : Rice, Anthocyanins, Transformation, OsB2 gene, OsC1 gene 
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บทท่ี 1  
บทน า 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

 
แอนโทไซยานินเป็นสารประกอบอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ และเป็นรงควัตถุหรือสารสี มีอยู่

ด้วยกัน 6 ชนิด ได้แก่ เพลาโกนิดิน (pelargonidin) ไซยานิดิน (cyanidin) เดลฟินิดิน (delphinidin) 
พีโอนิดิน (peonidin) เพทูนิดิน (petunidin) และมาลวิดิน (malvidin) สารแอนโทไซยานินเป็นสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (biological activity) ช่วยในการต้านอนุมูลอิสระ ช่วยในการป้องกันและลด
ความเส่ียงต่อการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน และโรคมะเร็ง (Geekiyanage et al., 2012) 
นอกจากนี้ ยังสามารถลดคอเลสตอรอลในเลือด และต้านไวรัส ซึ่งประสิทธิภาพในการต้านอนุมูล
อิสระของแอนโทไซยานินนั้นสูงกว่าวิตามินซี และอี (Bagchi et al., 1998; Cossins et al., 1998; 
Shi et al., 2003) 

ข้าวเป็นพืชท่ีมีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ และเป็นอาหารหลักของประชากรในประเทศไทย
และหลายประเทศ อีกท้ังยังเป็นธัญพืชท่ีส้าคัญในด้านโภชนาการ ข้าวบางพันธุ์มีสารต้านอนุมูลอิสระ
ท่ีส้าคัญ คือ แอนโทไซยานิน ซึ่งสามารถพบสารดังกล่าวได้บริเวณเนื้อเย่ือใบ และบริเวณเย่ือหุ้มเมล็ด 
ข้าวที่มีเมล็ดสีแดงและสีด้า มักมีแอนโทไซยานินสะสมอยู่จ้านวนมาก การสังเคราะห์แอนโทไซยานินมี
ยีนท่ีเกี่ยวข้องหลัก ๆ 2 ชนิด คือ ยีนโครงสร้าง (structural genes) ซึ่งมีรหัสสร้างเอนไซม์ในวิถีการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานิน (Geekiyanage et al., 2012) และยีนควบคุม (regulatory genes) ซึ่งมี
รหัสสร้างโปรตีนทรานสคริพชันแฟคเตอร์ แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม Myc และ Myb ซึ่ง ยีน
ควบคุมกลุ่ม Myc ทรานสคริพชันแฟคเตอร์ จัดอยู่ในกลุ่ม basic helix-loop-helix (bHLH) ในข้าว 
ไ ด้ แ ก่  ยี น  OsB1  (Sakulsingharoj et al., 2 0 1 6 )  แ ล ะ ยี น  OsB2  ( Inta et al., 2 0 1 3 ; 
Sakulsingharoj et al., 2014) ก่อนหน้านี้มีการศึกษายีน OsB2 พบว่าจากการค้นหายีนโดยใช้
เทคนิค RT-PCR พบการแสดงออกของยีนเฉพาะในข้าวสีแต่ไม่พบในข้าวขาว อาจเนื่องจากในข้าวขาว
มีการแสดงออกของยีน OsB2 น้อย (Inta et al., 2013) ยีน OsB2 มีหน้าท่ีควบคุมการสังเคราะห์
แอนโทไซยานินในเมล็ดข้าว (Kim et al., 2018) สามารถกระตุ้นให้เกิดการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน
ในข้าวโดยไปกระตุ้นยีนโครงสร้างให้มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น (Hu et al., 1996; Sakamoto et 
al., 2001) ยีนควบคุมกลุ่ม Myb ในพืชส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่ม R2R3 transcription factor ในข้าว
ได้แก่ ยีน OsC1 เป็นยีนควบคุมท่ีเป็นรหัสของโปรตีนทรานสคริพชันแฟคเตอร์ควบคุมการแสดงออก
ของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ยีน OsC1 อยู่บนแขนข้างส้ันของโครโมโซมแท่งท่ี 
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6 บริเวณเอกซอนท่ี 3 (Saitoh et al., 2004) ก่อนหน้านี้มีการศึกษายีน OsC1 ท่ีควบคุมการสร้างสี
ในข้าวสายพันธุ์ต่าง ๆ พบว่ายีน OsC1 มีขนาด 1,290 bp ประกอบด้วย 3 เอกซอน และ 2 อินทรอน 
ในข้าวขาวมีการเกิดการขาดหายไป 10 bp ใน R3 (Choudhury et al., 2014) การศึกษาสีม่วงของ
กาบใบข้าวพบการขาดหายไป 10 และ 3 bp ใน R2R3 Myb domain ของยีน OsC1 ในกาบใบท่ีมีสี
เขียว (Choudhury et al., 2014) ยีน OsC1 ควบคุมการสร้างสีในข้าวสายพันธุ์ต่าง ๆ โดยควบคุม
การสังเคราะห์แอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ยกเว้นเย่ือหุ้มเมล็ด (Choudhury et al., 2014; Kim 
et al., 2018; Zheng et al., 2019) ซึ่งการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าวต้องใช้ยีนเด่นสามชนิด 
(dominant genes) โดยยีนสองชนิดเป็นรหัสของ transcription factor B1 หรือ B2 (basic helix-
loop-helix) และ C1 (R2R3-Myb) และยีนอีกชนิดมีรหัสส้าหรับเอนไซม์ท่ีใช้ในการสังเคราะห์แอนโท
ไซ ย านิ น  คื อ  dihydroflavonol 4 -reductase (DFR) (Furukawa et al., 2007; Nagao and 
Takahashi, 1963; Oshima et al., 2019; Saika et al., 2011; Saitoh et al., 2004; Sakamoto 
et al., 2001; Zheng et al., 2019; Zhu et al., 2017a)  
 ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการถ่ายยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเข้าสู่
ข้าว ศึกษาการท้างานร่วมกันของยีนควบคุมสองชนิดในข้าว ตรวจสอบการใช้ยีนควบคุมเป็น
เครื่องหมายในการคัดเลือกแคลลัสในขั้นตอนการถ่ายยีน และสามารถประยุกต์ใช้เป็นยีนเครื่องหมาย
เพื่อใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวได้ และใช้เป็นยีนเครื่องหมายในการคัดเลือกข้าวในระยะต้นกล้า    
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
1. เพื่อถ่ายยีน OsC1 และ OsB2 ซึ่งเป็นยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเข้าสู่ข้าว 
2. เพื่อศึกษาหน้าท่ีของยีน OsC1 และ OsB2 และการท้างานร่วมกันของท้ังสองยีนท่ีมีต่อ

การสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าว 
3. เพื่อตรวจสอบการใช้ยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเป็นยีนคัดเลือกหรือยีน

เครื่องหมายในขั้นตอนการถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสข้าว 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
1. สามารถถ่ายยีน OsC1 และ OsB2 เข้าสู่ข้าวได้ 
2. ทราบหน้าท่ี และการท้างานร่วมกันของยีน OsC1 และ OsB2 ท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุม

การสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 
3. ได้ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีการแสดงออกของยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซ

ยานินและมีสีม่วง 
4. สามารถประยุกต์ใช้เป็นยีนเครื่องหมายเพื่อใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวได้ และใช้เป็น

เครื่องหมายในการคัดเลือกข้าวในระยะต้นกล้า 
5. ได้ข้อมูลพื้นฐานเพื่อน้าไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มีปริมาณแอนโทไซยานินสูง และมี

ประสิทธิภาพในการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ 
 



 
 

บทท่ี 2  
การตรวจเอกสาร 

 
สถานการณ์ข้าวไทย 

 
การสรุปสถานการณ์การผลิตข้าวปีการผลิต 2559/60 คาดการณ์ว่าผลผลิตข้าวนาปีจะมี

ประมาณ 25.41 ล้านตันข้าวเปลือก เพิ่มขึ้นจากปีการผลิต 2558/59 ซึ่งมีประมาณ 24.31 ล้านตัน
ข้าวเปลือก คิดเป็นร้อยละ 4.52 เนื่องจากปลายปี 2559 ต้นปี 2560 คาดว่าจะมีปริมาณน้้าฝนเพิ่มขึ้น
จากปรากฏการณ์ลานีญา ในเดือนพฤศจิกายน 2559 ข้าวนาปีออกสู่ตลาดมากท่ีสุด ร้อยละ 54.96 
หรือประมาณ 13.97 ล้านตันข้าวเปลือก และเดือนธันวาคม 2559 ผลผลิตข้าวนาปี ปีการผลิต 
2559/60 ออกสู่ตลาด ร้อยละ 21.02 หรือประมาณ 5.34 ล้านตันข้าวเปลือกช่วงเดือนพฤศจิกายน 
2559 ไทยส่งออกข้าวประมาณ 8.71 ล้านตัน มูลค่า 3,906 ล้านเหรียญสหรัฐฯ (137,005 ล้านบาท) 
เพิ่มขึ้นจากช่วงเดียวกันของปี 2558 คิดเป็นร้อยละ 1.52 และมูลค่าเพิ่มขึ้นร้อยละ 0.15 ตามล้าดับ 
และช่วงเดือนพฤศจิกายน 2559 ตลาดส่งออกข้าวท่ีส้าคัญของไทยส่วนใหญ่เป็นตลาดภูมิภาค
แอฟริกาโดยมีสัดส่วนการส่งออก ถึงร้อยละ 51.21 ของปริมาณการส่งออกข้าวไทยท้ังหมด รองลงมา
ได้แก่ ตลาดภูมิภาคเอเชีย อเมริกา และยุโรป ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 32.49 ร้อยละ 6.43 และร้อยละ 
3.90 ตามล้าดับ (กรมการค้าต่างประเทศ, 2560) ปัจจุบันป ี2562 กระทรวงพาณิชย์ก้าหนดเป้าหมาย
การส่งออกข้าวไทย ปริมาณ 9.5 ล้านตัน โดยในเดือนมกราคม มีการส่งออกข้าวรวม 951,700 ตัน 
โดยลดลงจากเดิมร้อยละ -1.56 คิดเป็นมูลค่า 471.26 ล้านเหรียญสหรัฐฯ โดยมีคู่แข่งท่ีส้าคัญคือ 
เวียดนาม สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย  จีน อินเดีย ปากีสถาน เมียนมา เป็นต้น ปัญหาและปัจจัยท่ี
ส่งผลการส่งออกข้าวไทยคือ มาตรการกีดกันทางการค้า มาตรการของประเทศคู่ค้าในการอุดหนุน
ภาคเกษตรเพื่อเพิ่มผลผลิตในประเทศและลดการพึ่งพาการน้าเข้า ภาวะการแข่งขันท่ีทวีความรุนแรง
โดยประเทศคู่แข่งเร่งพัฒนาสายพันธุ์ข้าวและราคาต้่า การท่ีเงินบาทมีการแข็งค่าขึ้นอย่างต่อเนื่องท้า
ให้กระทบต่อภาวะการแข่งขันด้านราคา ปัญหาภัยพิบัติและภัยแล้งในหลายประเทศท้าให้ความ
ต้องการข้าวในตลาดโลกเพิ่มสูงขึ้น (กรมส่งเสริมการค้าระหว่างประเทศกระทรวงพาณิชย์, 2562) 
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สถานการณ์ข้าวโลก 

 
การบริโภคข้าวโลกปี 2559/60 คาดว่าจะมีปริมาณ 478.38 ล้านตันข้าวสาร เพิ่มขึ้นจาก 

470.37 ล้านตันข้าวสาร ในปี 2558/59 หรือเพิ่มขึ้นร้อยละ 1.70 การค้าข้าวโลกปี 2559/60 คาดว่า
จะมีปริมาณ 40.85 ล้านตันข้าวสาร เพิ่มขึ้นจาก 40.07 ล้านตันข้าวสาร ในปี 2558/59 หรือเพิ่มขึ้น
ร้อยละ 1.95 (กรมการค้าต่างประเทศ, 2560) สถานการณ์การผลิตข้าว ปีการผลิต 2561/62 คาดว่า 
โลก มีการผลิตข้าวท้ังหมด 490.7 ล้านตัน ข้าวสารลดลงจากปี 2560/61 ท่ีมีปริมาณการผลิต 
494.31 ล้านตันข้าวสาร หรือลดลงร้อยละ 0.7 ประเทศท่ีมีปริมาณผลผลิตสูงสุด ได้แก่ จีน อินเดีย 
และอินโดนีเซีย ตามล้าดับ ส้าหรับไทย มีเนื้อท่ีเพาะปลูก 69.62 ล้านไร่ ปริมาณผลผลิต 21.2 ล้าน
ตันข้าวสาร ท้ังนี้ปริมาณเนื้อท่ีและผลผลิต มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นจากปีก่อนหน้า และในปีการผลิตหน้า
คาดว่าจะมีปริมาณผลผลิตข้าวลดลง เนื่องจากคาดว่าจีนและอินเดียซึ่งเป็นประเทศท่ีมีปริมาณผลผลิต
ข้าวสูงจะมีปริมาณผลผลิตลดลง (ส้านักงานนโยบายและยุทธศาสตร์การค้ากระทรวงพาณิชย์, 2562)  
 
ข้าว 

 
ข้ าว เป็ น พื ชต ระกู ลห ญ้ า  (Gramineae) ซึ่ ง จั ด อยู่ ใน สกุ ล  (Genus) Oryza สกุ ล นี้ 

ประกอบด้วยชนิด (Species) ต่าง ๆ ถึง 25 ชนิด แต่ชนิดท่ีเพาะปลูกเป็นอาหารมีเพียง 2 ชนิด คือ 
ชนิด sativa ซึ่งปลูกท่ัวไปในเขตต่าง ๆ ของโลก และ ชนิด glaberrima ซึ่งปลูกอยู่บ้างในอัฟริกา
ตะวันตก O. glaberrima แตกต่างจาก O. sativa ตรงท่ีไม่มีการแตกระแง้แรก (secondary 
branch) ของฐานช่อดอก (panicle) และมีความแตกต่างเล็กน้อยในส่วนของขนบนกลีบดอกใหญ่ 
(lemma) และความยาวของเย่ือกันน้้าฝน (ligule) ชนิด sativa มีการปรับตัวเข้ากับสภาพท้องท่ีต่าง 
ๆ สามารถจ้าแนกได้เป็น 3 subspecies คือ Indica, Japonica และ Javanica ลักษณะความ
แตกต่างของ ข้าวทั้ง 3 subspecies ดังกล่าว จะมีแหล่งปลูกต่างกันกล่าวคือ ข้าว Indica นั้น รวมถึง
พันธุ์จากศรีลังกา จีนทางใต้ และตอนกลาง ชวา ปากีสถาน ฟิลิปปินส์ ไต้หวัน และประเทศในเขต
ร้อนอื่น ๆ ในขณะท่ี Japonica เป็นพันธุ์ท่ีมีอยู่ทางภาคเหนือ และภาคตะวันออกของจีน ในญี่ปุ่น 
และเกาหลี subspecies javanica ซึ่งมีการก้าหนดเพิ่มเติมภายหลัง หมายถึง ข้าวพวก bulu และ 
gundil ของอินโดนีเซีย (bulu มีหนวดข้าวยาว ส่วนข้าว gundil ไม่มีหนวดข้าว) ต่อมาเมื่อมีการ
รวบรวมพันธุ์ข้าวจ้านวนมาก พบว่า ลักษณะต่าง ๆ ท่ีกล่าวแล้วนั้น เป็นลักษณะท่ีมีความแปรปรวน
อย่างต่อเนื่อง และการท่ีเกิดการเป็นหมัน (sterility) เมื่อผสมระหว่างพันธุ์ก็ไม่สามารถใช้เป็นข้อสรุป
ได้ว่าเป็นข้าวคนละ subspecies กัน เพราะการเป็นหมัน เป็นเรื่องซับซ้อน และอาจเนื่องจากสาเหตุ
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อื่น ๆ ด้วยไม่ใช่เป็นเพราะต่าง subspecies กันเพียงอย่างเดียว ดังนั้น การจ้าแนกข้าวเป็น 3 
subspecies ตามสภาพท้องท่ีก็ค่อย ๆ ลดความส้าคัญลง เพราะมีพันธุ์บางพันธุ์ท่ีจัดว่าอยู่ในกลุ่ม 
Japonica ขึ้นอยู่แถบเนปาล รัฐ Orissa ในอินเดีย และทางภาคเหนือของไทย (ศูนย์การเรียนรู้
การเกษตรต้าบลสาคู, 2554) 

 

 
 

ภาพที่ 1 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของข้าว 
ท่ีมา: ศูนย์การเรียนรู้การเกษตรต้าบลสาคู, (2554: ระบบออนไลน์) 
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของข้าว 

 
ราก ระบบรากเป็นแบบรากฝอย (ภาพท่ี 1 และภาพท่ี 2) ประกอบด้วยรากท่ีพัฒนามาจาก

ส่วนรากแรกเกิด (radicle) เรียกว่ารากปฐมภูมิ (primary root/first seedling root)  และรากท่ี
แตกแขนงออกมาเรียกว่า รากถาวร (secondary root/ lateral root) รากท่ีเกิดจาก scutellar 
node เรียกว่ารากแรกเกิด (seminal root) ส่วนรากท่ีเกิดจากข้อใต้ดินต้ังแต่ coleoptilar node 
ขึ้นไป เรียกว่ารากเสริม (adventitious root) 
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ภาพที่ 2 รากต้นข้าว 
ท่ีมา: Bardenas, (1965) 

 
ล้าต้น (haulm หรือ culm) ประกอบด้วย ปล้อง (internode) และข้อ (node) ในส่วนของ

ข้อประกอบด้วย วงเจริญ (growth ring) ปุ่มท่ีก้าเนิดราก (root primordia) ตา (bud) และรอยกาบ 
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ภาพที่ 3 ล้าต้นข้าว 
ท่ีมา: บุญหงษ์, (2557)  

 
ใบ (leaf scar) (ภาพท่ี 3) เป็นต้น ในส่วนของต้นข้าวมีการแตกหน่อ (tillering)  ซึ่งล้าต้น

หลัก เรียกว่า main culm หน่อท่ีเจริญจาก primary tiller เรียกว่า secondary tiller หน่อท่ีเจริญ
จาก main culm เรียกว่า primary tiller และหน่อท่ีเจริญจาก secondary tiller เรียกว่า tertiary 
tiller ตามล้าดับ 
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ภาพที่ 4 ลักษณะใบของข้าว 
ท่ีมา: Southwestern, (2019) 

 
ช่อดอก เป็นแบบ panicle ปล้องสุดท้ายของล้าต้น (uppermost internode) เป็นก้านช่อ

ดอก (peduncle) แกนกลางช่อดอกเรียกว่า rachis หรือ panicle axis กิ่งท่ีแตกจาก rachis เรียกว่า 
primary branch และกิ่งท่ีแตกจาก primary branch เรียกว่า secondary branch (ภาพท่ี 5) 
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ภาพที่ 5 ลักษณะดอกของข้าว 
ท่ีมา: กองวิจัยและพัฒนาข้าวกรมการข้าว, (2559: ระบบออนไลน์) 

 
ดอกข้าว เกิดเป็นกลุ่มเรียกว่า spikelet ประกอบด้วย กลีบดอกท่ีหุ้ม spikelet 2 กลีบ ได้แก่ 

กลีบด้านนอก (outer glume) และกลีบด้านใน (inner glume) แต่มองเห็นไม่ชัด (rudimentary 
glume) ดอกประกอบด้วยดอกย่อย (floret) 3 ดอก มีดอกย่อยเพียงดอกเดียวท่ีมีการเจริญ เรียกว่า 
flowering glume ส่วนดอกย่อยท่ีไม่เจริญเหลือเฉพาะส่วน lemma เรียกว่า sterile lemma หรือ 
non-flowering glume หรือ empty glume 

 
ดอกย่อย ท่ีมีการเจริญประกอบด้วยกลีบดอกย่อยด้านนอก (lemma) ท่ีมีเส้นตามความยาว 

5 เส้น และกลีบดอกย่อยด้านใน (palea) ท่ีมีเส้นตามความยาว 3 เส้น ดอกย่อยประกอบด้วย เกสร
ตัวผู้ (stamen) ท่ีมีก้านชูละอองเกสรตัวผู้ (filament) และอับละอองเกสรตัวผู้ (anther) ส่วนเกสร
ตัวเมีย (pistil) ประกอบด้วยรังไข่ (ovary) ก้านชูเกสรตัวเมีย (style) ส้ัน ปลายเกสรตัวเมีย (stigma) 
แยกเป็น 2 แฉก มีลักษณะคล้ายขนนกเรียกว่า plumose stigma และเยื่อรองรังไข่ (lodicule) อยู่ท่ี
ส่วนฐานของรังไข่ (ภาพท่ี 6) 
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ภาพที่ 6 ลักษณะดอกย่อย 
ท่ีมา: กองวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, (2559; ระบบออนไลน์)  

 
ผลหรือเมล็ด เป็นแบบ caryopsis ประกอบด้วยเยื่อหุ้มผล (pericarp) ติดอยู่กับส่วนของเย่ือ

หุ้มเมล็ด (seed coat หรือ testa) มีเปลือกหุ้มซึ่งเป็นส่วนของ lemma และ palea เรียกว่า hull 
ผลของข้าวท่ีเก็บเกี่ยวมาเรียกว่า ข้าวเปลือก (hulled grain)  เมื่อแกะส่วนของเปลือกหุ้มออก เห็น
เย่ือหุ้มผล และเย่ือหุ้มเมล็ดท่ีมีสีน้้าตาล เรียกว่า ข้าวกล้อง (brown rice grain) เมื่อขัดส่วนของเยื่อ
หุ้มสีน้้าตาลออกจะเป็น ข้าวสาร (kernel) ส่วนหัวของข้าวสารมีสีขาวขุ่น เรียกว่า จมูกข้าวหรือคัพภะ 
(embryo) ท่ีเหลือเป็นเอนโดสเปิร์ม (endosperm) คัพภะประกอบด้วยแรดิเคิล (radicle) พลูมูล 
(plumule) ใบเล้ียงท่ีไม่มีการพัฒนา (epiblast) และเนื้อเยื่อท่ีกั้นระหว่างคัพภะกับเอนโดสเปิร์ม 
(scutellum) บริเวณรอบนอกของเอนโดสเปิร์มมีช้ัน aleurone layer และบริเวณส่วนท่ีเป็นสีขาว
ขุ่นท่ีด้านท้องของเมล็ดด้านเดียวกันกับคัพภะ เรียกว่า ท้องปลาซิวหรือท้องไข่ (abdominal white) 
(ภาพท่ี 7) 
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ภาพที่ 7 เมล็ดข้าว 

ท่ีมา: Bardenas, (1965) 
 

การเจริญเติบโตและพัฒนาทางล าต้นของข้าว 
 
การเจริญเติบโต และพัฒนาทางล้าต้นจะเริ่มต้ังแต่การงอกของเมล็ดจากเอมบริโอ (embryo) 

จนถึงระยะการให้ก้าเนิดช่อดอกหรือรวงอ่อน (initiation of panicle primordium)  
 ระยะต้นกล้า (seeding stage) คือ ระยะต้ังแต่ต้นข้าวเริ่มงอกจนถึงต้นข้าวอายุ

ประมาณ 30 วัน ในระยะนี้เมื่อต้นข้าวเริ่มงอกจะมีรากแรกเกิดแทงออกมาเป็นรากชุดแรก และต่อมา
จะมีรากชุดท่ีสองท่ีเรียกว่ารากแขนงแตกกอออกมาจากข้อใต้ระดับดินของต้นข้าว จากนั้นรากชุดท่ี
หนึ่งก็จะสลายไป ในระยะจะพัฒนาใบขึ้นมาจนถึงใบท่ี 5 ระยะแรกจะมีการใช้สารอาหารจากส่วน
แป้งของเมล็ด เมื่ออาหารจากเมล็ดหมดลงต้นกล้าจึงจะดูดธาตุอาหารจากดินมาใช้ในการเจริญเติบโต  

 ระยะแตกกอ (tillering stage) คือ ระยะท่ีต้นกล้าเริ่มมีการแตกหน่อใหม่หน่อแรก
ออกมาจากตาข้างล้าต้นท่ีอยู่ในซอกใบของใบท่ีสองของต้นหลักท่ีน้าไปปักด้า จนถึงระยะการแตกกอ
สูงสุด โดยปกติหน่อแรกของต้นข้าวจะแตกกอภายหลังการปักด้าประมาณ 10 วัน หรือเมื่อต้นข้าวท่ี
น้าไปปักด้าเริ่มมีใบท่ี 5 และจะแตกกอสูงสุดเมื่อเริ่มมีช่อดอกหรือรวงอ่อนเกิดขึ้น (บุญหงษ์, 2557) 
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การเจริญเติบโตและพัฒนาทางการสืบพันธุ์ของข้าว 

 
การเจริญเติบโต และพัฒนาการท่ีเกี่ยวกับการสืบพันธุ์ของต้นข้าวต้ังแต่ระยะให้ก้าเนิดช่อ

ดอกหรือรวงอ่อน จนถึงระยะท่ีต้นข้าวนั้นออกดอก ซึ่งจะใช้เวลาท้ังหมดประมาณ 30 วัน 
 ระยะก้าเนิดช่อดอกหรือระยะสร้างรวงอ่อน (panicle intiation stage) เป็น

ระยะเวลาท่ีต้นข้าวมีลักษณะล้าต้นกลมอย่างชัดเจน และปลายสุดของล้าต้นจะมีปุ่มของปุยขนขนาด
เล็กเกิดขึ้น การให้ก้าเนิดช่อดอกหรือรวงอ่อนนี้ โดยปกติจะอยู่ในช่วงระยะประมาณ 30 วัน ก่อนท่ีต้น
ข้าวจะออกรวง  

 ระยะต้ังท้อง (booting stage) เป็นระยะเวลาท่ีต้นข้าวมีการพัฒนาจากการก้าเนิด
ช่อดอกไปเป็นรวงอ่อนภายใต้กาบใบธงท่ีหุ้มไว้ ซึ่งต้นข้าวระยะนี้จะมีการยืดปล้องอย่างเห็นได้ชัด
พร้อมกับการนูนโปนขึ้นของกาบใบธง ระยะต้ังท้องนี้จะใช้เวลา 5-6 วันก่อนออกรวง 

 ระยะออกรวง (heading stage) คือ ระยะท่ีช่อดอกหรือรวงข้าวโผล่พ้นออกมาจาก
กาบใบธงซึ่งจะเกิดขึ้นในระยะเวลาประมาณ 30 วันก่อนการเก็บเกี่ยว ระยะนี้ต้นข้าวจะมีการยืด
ปล้องรองสุดท้ายจากปลายสุดของล้าต้นอย่างสมบูรณ์ก่อน หลังจากนั้นปล้องสุดท้ายก็จะมี การยืด
ตัวอย่างรวดเร็วเพื่อดันให้รวงข้าวโผล่พ้นออกมาจากกาบใบธง (ภาพท่ี 8) 

 ระยะดอกบาน (flowering or anthesis stage) คือ ระยะเวลาการปิด และเปิดของ
ดอกข้าว ซึ่งโดยปกติแล้วจะใช้เวลาประมาณ 1-2.5 ช่ัวโมง ในระยะนี้ก่อนท่ีกลีบดอกใหญ่ และกลีบ
ดอกเล็กจะเปิดอ้าออก อับเรณูจากภายในดอกจะแตก และละอองเรณูจะหลุดจากอับเรณูไปตกบน
ยอดเกสรตัวเมีย และงอกเข้าไปผสมกับไข่ ท้าให้เกิดการผสมตัวเองภายในดอกเดียวกันเป็นส่วนใหญ่ 
และเมื่อกลีบดอกท้ังสองอ้าออก ก้านเกสรตัวผู้จะยืดตัวออกให้อับเรณูโผล่พ้นออกมาจากกลีบดอก ท้า
ให้ละอองเรณูบางส่วนฟุ้งกระจายไปตกลงบนยอดเกสรตัวเมียของดอกอื่นท้าให้เกิดการผสมข้ามได้
บ้าง ซึ่งไม่เกิน 5 เปอร์เซ็นต์ในธรรมชาติ รวงข้าวแต่ละรวงจะออกดอกครบสมบูรณ์ทุกดอกภายใน 7-
10 วัน (บุญหงษ์, 2557) 
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ภาพที่ 8 การเจริญเติบโตและพัฒนาทางการสืบพันธุ์ของข้าว 
ท่ีมา: กองวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, (2559: ระบบออนไลน)์ 
 
การเจริญเติบโตและพัฒนาของเมล็ด 

 
ก่อนท่ีเมล็ดจะมีการสุกแก่นั้นจะมีขั้นตอนการพัฒนาเป็น 3 ระยะ ได้แก่ ระยะน้้านม ซึ่งจะ

เกิดหลังการออกดอกประมาณ 8-13 วัน เมล็ดในระยะแรกจะมีแป้งเหลว และต่อมาจะมีความข้นเพิ่ม
มากขึ้น เมื่อผ่านระยะน้้านมแล้วต่อไปจะเป็นระยะท่ีเป็นเนื้อเมล็ดช่วงเวลาประมาณ 14-25 วันหลัง
การออกดอก ในช่วงนี้น้้าในแป้งของเมล็ดจะค่อย ๆ ระเหยไปท้าให้เมล็ดประกอบด้วยเนื้อแป้งเป็น
ส่วนใหญ่แต่ยังไม่แข็งตัวเต็มท่ี จากนั้นระยะต่อมาจะพัฒนามาเป็นระยะสุกแก่ ซึ่งเป็นช่วงเวลา 25-35 
วันหลังข้าวออกดอกเนื้อเมล็ดจะแข็งพร้อมเก็บเกี่ยว ในการพัฒนาของเมล็ดจนเป็นเมล็ดสุกแก่เต็มท่ี
นั้นจะใช้เวลารวดเร็วขึ้นในพื้นท่ีปลูกข้าวเขตร้อนซึ่งหากเป็นพื้นท่ีเขตหนาวจะใช้เวลายาวนานกว่า 
(บุญหงษ์, 2557) (ภาพท่ี 9) 
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ภาพที่ 9 เมล็ดข้าวที่อายุต่างกัน 

ท่ีมา: กองวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, (2559: ระบบออนไลน์) 
 

คุณค่าทางอาหารของข้าว 
 
คุณค่าทางอาหารของข้าวนอกจากจะให้แป้ง (starch) หรือคาร์โบไฮเดรตในปริมาณร้อยละ 

70 ซึ่งถือว่าเป็นแหล่งพลังงานท่ีส้าคัญแล้ว เมล็ดข้าวยังประกอบด้วยสารอาหารหมู่อื่น ๆ ได้แก่ 
 โปรตีน จะมีอยู่หนาแน่นท่ีบริเวณผิวนอกของเมล็ดข้าวกล้อง และบริเวณเอมบริโอ

มากกว่าท่ีส่วนอื่น ๆ ของเมล็ด อย่างไรก็ตามปริมาณโปรตีนในเมล็ดข้าวจะมีมากหรือน้อยย่อมขึ้นอยู่
กับพันธุ์ข้าว และสภาพแวดล้อมท่ีปลูกข้าว เช่น สภาพของดิน ลมฟ้าอากาศ และการให้ปุ๋ย 

 ไขมัน พบเฉพาะท่ีช้ันในสุดของเยื่อหุ้มเมล็ด และท่ีส่วนของเอมบริโอ ดังนั้นในการ
ขัดสีข้าวกล้องให้เป็นข้าวสารขาวจึงเป็นสาเหตุส้าคัญท่ีท้าให้เกิดการสูญเสียไขมันไปอยู่ในรูปของร้า
ข้าว เป็นปริมาณมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์  

 แร่ธาตุ ส่วนใหญ่จะพบอยู่ท่ีบริเวณผิวนอกของเมล็ด ปริมาณมากน้อยของแร่ธาตุใน
เมล็ดข้าวจะขึ้นอยู่กับปริมาณของแร่ธาตุในดินท่ีมีอยู่ และปริมาณแร่ธาตุท่ีได้จากปุ๋ย และยังขึ้นอยู่กับ
สภาพแวดล้อม ซึ่งมีผลต่อการเจริญเติบโตของข้าวสารอีกด้วย 

 วิตามิน ส่วนใหญ่จะพบท่ีบริเวณเยื่อหุ้มเมล็ดช้ันในสุด และท่ีเอมบริโอจึงเป็นสาเหตุ
ให้ข้าวสารขาวมีวิตามินเหลืออยู่เพียงเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับข้าวกล้องท่ีมีวิตามินอยู่ในปริมาณท่ี
สูงกว่า วิตามินท่ีมีอยู่ค่อนข้างมาก ได้แก่ กรดนิโคตินิก หรือไนอะซิน วิตามินท่ีมีอยู่ในปริมาณน้อย 
ได้แก่ ไทอะมีน หรือวิตามินบี 1 และไรโบฟลาวิน หรือวิตามินบี 2 ส่วนวิตามินท่ีมีอยู่ในปริมาณน้อย
มาก ได้แก่ วิตามินเอ ซึ่งมีเฉพาะในข้าวเหนียวด้า วิตามินซี วิตามินดี และวิตามินบี 12  (บุญหงษ์, 
2557)  
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ข้าวสี 

 
โดยท่ัวไปข้าวท่ีปลูกจะมีเมล็ดสีขาวในขณะท่ีข้าวพันธุ์ป่ามีเมล็ดหลากหลายสีหลายสายพันธุ์ 

บางพันธุ์มีใบสีม่วงหรือสีเขียว ในขณะท่ีบางพันธุ์มีเมล็ดสีม่วง สีแดงและสีน้้าตาล ปัจจุบันกลุ่มข้าวที่มี
สี เช่น สีด้า สีแดง และสีน้้าตาลได้รับความนิยมจากกลุ่มผู้บริโภคท่ีรักสุขภาพ ซึ่งข้าวสีมีสารอาหารท่ี
เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย เช่น สารแอนโทไซยานิน ธาตุเหล็ก วิตามินบี กรดอะมิโน และแร่ธาตุต่าง ๆ 
(ภาวัช, 2560) 

การเกิดสีในส่วนเย่ือหุ้มเมล็ดของข้าวมาจากการสะสมรงควัตถุ โดยเมล็ดข้าวที่มีสีม่วงด้าเกิด
จากการสะสมรงควัตถุแอนโทไซยานินส่วนข้าวสีแดงเกิดจากการสะสมรงควัตถุโปรแอนโทไซยานิดิน 
รงควัตถุเหล่านี้เป็น secondary metabolites ท่ีอยู่ในกลุ่มของฟลาโวนอยด์ (Furukawa et al., 
2007; Min et al., 2011) การสังเคราะห์สารแอนโทไซยานินมียีนท่ีเกี่ยวข้องหลัก 2 ชนิด คือ ยีน
ควบคุม (regulatory gene) และยีนโครงสร้าง (structural gene) โดยการสังเคราะห์แอนโทไซ
ยานินในข้าวต้องใช้ยีนเด่นสามชนิดของ dominant genes ซึ่งสองชนิดแรกเป็น transcription 
factor [B1 หรือ B2 (basic helix-loop-helix) และ C1 (R2R3-Myb)] และอีกชนิดเป็นเอนไซม์ท่ีใช้
ในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน คือ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) (Arai et al., 2002; 
Furukawa et al., 2007; Nagao and Takahashi, 1963; Saitoh et al., 2004) ข้าวสีม่วงหรือด้า
เป็นข้าวสีท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูงเนื่องจากสารสกัดจากร้าข้าวของข้าวสีด้าสามารถช่วยลด
ความเครียดและปฏิกิริยาออกซิเดชันซึ่งเพิ่มความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระในสัตว์ทดลองได้ 
(Ling et al., 2001; Min et al., 2011; Nam et al., 2006; Shin et al., 2006; Sompong et al., 
2011)  

จากการศึกษาพบว่า ข้าวที่มีสีม่วงไปจนถึงม่วงเข้มอาจจะช่วยลดการเกิดโรคไม่ติดต่อเรื้อรัง
ต่าง ๆ ได้ ซึ่งปัจจุบันพบว่ามีโรคท่ีไม่ติดต่อเรื้อรังเพิ่มมากขึ้น และมีหลายการศึกษาช้ีให้เห็นว่า การ
เกิดโรคดังกล่าวมาจากการได้รับสารอนุมูลอิสระในส่ิงแวดล้อมเพิ่มมากขึ้น และพบว่ามีธัญพืชต่าง ๆ 
เป็นแหล่งท่ีดีของสารต่อต้านอนุมูลอิสระท่ีมีในธรรมชาติมากท่ีสุด เช่น วิตามินอี เบต้าแคโรทีน ลูทีน 
และสารประกอบโพลีฟีนอล ซึ่งสามารถป้องกันและต่อต้านอนุมูลอิสระได้มาก (Arai et al., 2002; 
Landrault et al., 2001; Tamimi et al., 2005)  

 
สารต้านอนุมูลอิสระ 
 

อนุมูลอิสระภายในร่างกายมนุษย์ เกิดขึ้นอยู่ตลอดเวลาจากการได้รับการกระตุ้นจากร่างกาย
ท้ังภายใน และภายนอกร่างกาย เช่น การได้รับมลภาวะท่ีเป็นพิษ แสงแดด การขาดการออกก้าลัง
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กาย ภาวะความเครียดท้ังจากการท้างาน จากส่ิงแวดล้อมเป็นตัวกระตุ้น หรือการได้รับสารพิษตกค้าง
จากยาฆ่าแมลง ความร้อนจากรังสีท่ีเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ หรือจากปัจจัยภายในร่างกายสร้างขึ้น 
เช่น กระบวนการเผาผลาญสารอาหารท่ีเกิดขึ้นภายในร่างกายท้าให้เกิดอนุมูลอิสระขึ้น อย่างไรก็ตาม 
ร่างกายจะมีกลไกในการก้าจัดอนุมูลอิสระอยู่ตลอดเวลา คือ เมื่อร่างกายสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ
ชนิดต่าง ๆ ขึ้นมา ร่างกายจะมีการก้าจัดอนุมูลอิสระเหล่านั้นออกไป แต่ความสามารถในการสร้าง
สารต้านอนุมูลอิสระนั้นจะลดลงเมื่อมนุษย์มีอายุเพิ่มมากขึ้น (Bray, 2000; Elsayed, 2001 ; 
Lachance et al., 2001) ซึ่งร่างกายของมนุษย์นั้นจ้าเป็นท่ีจะต้องได้รับสารต้านอนุมูลอิสระเพิ่มเติม
จากแหล่งต่าง ๆ เช่น อาหาร ซึ่งข้าวสีนั้นสามารถช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด และมี
คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระได้ดี เนื่องจากมีสารโพลีฟีนอล แอนโทไซยานิน และแอนโทไซยานิดิน
ค่อนข้างสูง โดยสารเหล่านี้มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และสารต้านการอักเสบ (รัชนี and 
ริญ, 2553) ในพืชสารต้านอนุมูลอิสระหรือแอนโทไซยานินท้าให้เกิดสีในดอกไม้ เมล็ด และผลไม้ เพื่อ
ช่วยในการดึงดูดแมลงส้าหรับการผสมเกสร และช่วยป้องกันพืชจากรังสี UV-B (Geekiyanage et 
al., 2012; Geekiyanage et al., 2007) 

มีการศึกษาก่อนหน้านี้ว่า สารสกัดจากข้าวสีด้าท่ีให้กระต่าย และหนูกินท้าให้ระดับของ lipid 
peroxide, triglyceride, LDL-C, VLDL-C และ Total cholesterol ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(Hu et al., 2003) และยังมีการศึกษา พบว่าสารสกัดจากร้าข้าวสีด้าสามารถยับยั้งการเกิดมะเร็งเต้า
นม และมะเร็งท่ีล้าไส้ใหญ่ได้ (Hudson et al., 2000) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่า เบต้าแคโรทีน
ในข้าวสีด้ายังสามารถยับยั้งการท้าลายดีเอ็นเอ จากสารต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ได้อีกด้วย (Hu et 
al., 2003) และยังมีสารอาหารกลุ่มแคโรทีนอยด์ (carotenoids) ซึ่งเป็นสารท่ีเป็นรงควัตถุในพืช เช่น 
ข้าว ผัก และผลไม้สร้างขึ้น เพื่อป้องกันแมลง และเช้ือโรคต่าง ๆ ให้กับตัวเอง มีการศึกษา พบว่าสาร
เหล่านี้ช่วยในการป้องกันอนุมูลอิสระต่าง ๆ เพื่อไม่ให้ท้าลายเซลล์ของมนุษย์ได้ (Joshipura et al., 
1999; Kaur and Kapoor, 2001; Serafini, 2006) สารประกอบแคโรทีนอยด์ เช่น ลูทีน (lutein) 
และซีแซนทีน (zeaxanthin) ช่วยในการป้องกันภาวะเส่ือมของตา และยังช่วยลดความเส่ียงของการ
เกิดโรคมะเร็งปอด มะเร็งล้าไส้ และมะเร็งเต้านม เป็นต้น (ริญ and รัชนี, 2551) และยังมีสารโพลีฟี
นอล ซึ่งเป็นกลุ่มของสารประกอบท่ีพบในพืช โพลีฟีนอลสามารถแบ่งกลุ่มย่อยออกเป็นแทนนิน 
(tannin) และฟีนิลโพรพานอยด์ (phenylpropanoids) ซึ่งได้แก่ ลิกนิน (lignins) และฟลาโวนอยด์ 
(flavonoid) ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระสามารถต้านฤทธิ์ของอนุมูลอิสระท่ีเป็นสาเหตุท่ีท้าให้เกิด
อาการเส่ือมของร่างกาย และโรคไม่ติดต่อเรื้อรังซึ่งพบว่าสารโพลีฟีนอลสามารถลดการอักเสบในโรค
ต่าง ๆ เช่น โรคหัวใจ และโรคหลอดเลือด นอกจากนี้ยังสามารถลดความเส่ียงของการเกิดมะเร็งได้ มี
การศึกษาในข้าวท่ีมีสีเข้มจะมีปริมาณสารโพลีฟีนอลสูง เนื่องจากพืชมักจะสร้างรงควัตถุ โดยเฉพาะ
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สารโพลีฟีนอล และสารแอนโทไซยานิดินเพื่อป้องกันเซลล์จากการโดนท้าลายโดยแสงอาทิตย์  (ริญ 
and รัชนี, 2551)  
 
ฟลาโวนอยด์ 

 
ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) เป็นสารประกอบฟีนอล (phenolic compounds) ประเภทพอ

ลิฟีนอล (polyphenol) มีสูตรโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวนอะโรมาติก (aromatic ring) ท่ีมีจ้านวน
หมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) รวมอยู่ในโมเลกุล ต้ังแต่ 2 วงขึ้นไป สามารถละลายในน้้าได้ ส่วน
ใหญ่มักพบอยู่รวมกับน้้ าตาล ในรูปของสารประกอบไกลโคไซด์ (glycoside) สารประกอบ 
flavonoids ไ ด้ แ ก่  flavonol, flavonone, flavone, isoflavone, flavonol catechin แ ล ะ 
anthocyanins ฟลาโวนอยด์ถูกสังเคราะห์โดย polypropanoid pathway และเริ่มต้นจากโมเลกุล 
phenylalanine โครงสร้างพื้นฐานคือ C6-C3-C6 ประกอบด้วยสองวงแหวนอะโรมาติก C6 ring 
และ heterocyclic ring ท่ีมีออกซิเจน 1 อะตอม ซึ่งถูกจัดกลุ่มเป็น 6 กลุ่ม คือ  

 -Flavonols ไ ด้ แ ก่  myricetin, kaempferol, quercetin, isorhamnetin แ ล ะ 
pachypodol 

 -Flavones ได่แก่ luteonin, apigenin และ tangeritin 
 -Flavanones ได้แก่ hesteretin, naringenin และ eriodictyol 
 -Flavan-3-ols ได้แก่ catechins และ epicatechins 
 -Isoflavones ได้แก่ genistein, daidzein และ glycitein 
 -Anthocyanidins ได้แก่ cyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin, 

peonidin และ petunidin (Lepiniec et al., 2006) (ภาพท่ี 10) 
สารในกลุ่มของฟลาโวนอยด์จะเกิดการสังเคราะห์ในระยะการพัฒนาขั้นต่าง ๆ ในพืช และ

พบการสังเคราะห์ในเมล็ด ได้แก่ กลุ่มฟลาโวนอล (flavonols) แอนโทไซยานิน (anthocyanins) 
และโปรแอนโทไซยานิดิน (proanthocyanidins) (Zhou et al., 2008) ท้าหน้าท่ีปกป้องพืชจากโรค 
และความเครียดต่าง ๆ ป้องกันรังสี UV (Agati et al., 2011; Kim et al., 2012; Kootstra, 1994) 
ต้านทานแมลง (Abdel-Aal et al., 2001) การสังเคราะห์สีในเนื้อเยื่อต่าง ๆ (Gu et al., 2011; Himi 
et al., 2011) และยังเกี่ยวข้องกับกระบวนการควบคุมการสังเคราะห์ออกซินอีกด้วย (Murphy et 
al., 2000)  
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ภาพที่ 10 ฟลาโวนอยด์ 
ท่ีมา: Tazzini, (2014) 
 
รงควัตถุในเมล็ดข้าว 

 
แอนโทไซยานิน (ภาพท่ี 11) เป็นสารประกอบอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ และเป็นรงควัตถุหรือ

สารสี มีอยู่ด้วยกัน 6 ชนิด ได้แก่ เพลาโกนิดิน (pelargonidin) ไซยานิดิน (cyanidin) เดลฟินิดิน 
(delphinidin) พีโอนิดิน (peonidin) เพทูนิดิน (petunidin) และมาลวิดิน (malvidin) สารแอนโทไซ
ยานินเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (Biological activity) ช่วยในการต้านอนุมูลอิสระ ป้องกันและลด
ความเส่ียงต่อการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน และโรคมะเร็ง (Geekiyanage et al., 2012) ส่วน
ใหญ่การสะสมแอนโทไซยานินพบได้ในเนื้อเยื่อและอวัยวะต่าง ๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับการท้างานทาง
สรีรวิทยาต่าง ๆ ได้แก่ การตอบสนองของฮอร์โมน รังสีอัลตราไวโอเลต และการป้องกันต่อ
ความเครียดทางชีวภาพ และกายภาพ (Ithal and Reddy, 2004 ; Reddy et al., 1995) ซึ่งมี
ความส้าคัญทางชีวภาพมากมาย เช่น สารต้านอนุมูลอิสระช่วยป้องกัน และลดความเส่ียงต่อโรคหลอด
เลือดหั วใจ และมะเร็ง (Geekiyanage et al., 2012) นอกจากนี้  ยั งมี คุณสมบั ติ ในการลด
คอเลสเตอรอลในเลือด และต้านการอักเสบ พบว่าประสิทธิภาพในการต้านอนุมูลอิสระของแอนโทไซ
ยานินสูงกว่าวิตามินซี และอี (Bagchi et al., 1998; Cossins et al., 1998; Shi et al., 2003) ข้าว
บางพันธุ์มีสารต้านอนุมูลอิสระท่ีส้าคัญ คือ แอนโทไซยานินซึ่งสามารถพบสารดังกล่าวได้บริเวณ
เนื้อเยื่อใบ และบริเวณเยื่อหุ้มเมล็ดข้าวท่ีมี เมล็ดสีแดง และสีด้า  โดยท่ัวไปแล้ว cyanidin-3-
glucoside และ peonidin-3-glucoside เป็นแอนโทไซยานินท่ีมีมากท่ีสุดในข้าวสีม่วง (Abdel-Aal 
et al., 2006; Hu et al., 2003; Hu et al., 2017; Jang and Xu, 2009; Kim et al., 2007; Kim 
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et al., 2011; Zaupa et al., 2015; Zhu et al., 2010) โดยท่ัวไปการวิเคราะห์แอนโทไซยานินและ
กรดฟีนอลิกท้าโดยวิธี high performance liquid chromatography (HPLC) (Hao et al., 2015; 
Shao et al., 2014) โดยมีการศึกษาพบว่าในเมล็ดข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงมีการสะสมปริมาณแอน
โทไซยานินสูงกว่าในข้าวที่มีสีแดงและขาว ตามล้าดับ (Na Rachasima et al., 2017; Peanparkdee 
et al., 2019; Yamuangmorn et al., 2019) และจากการศึกษาทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ
ด้วยวิธี DPPH พบว่า ข้าวท่ีมีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด คือ ข้าวแดง ข้าวด้า และข้าวขาว 
ตามล้าดับ (Jiamyangyuen et al., 2017; Muntana and Prasong, 2010; Peanparkdee et al., 
2019) ซึ่งการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าวเกี่ยวข้องกับยีนสองยีนหลัก ๆ ท่ีเป็นยีนท่ีควบคุม และ
ยีนโครงสร้างคือ ยีน hydroxylase (F3H), flavonoid 3 '-hydroxylase (F3'H), dihydroflavonol 
4-reductase (DFR) และ anthocyanidin synthase (ANS) (Shin et al., 2006) 

ยีนโครงสร้าง (structural genes) ซึ่งมีรหัสสร้างเอนไซม์ใน anthocyanin biosynthesis 
pathway (Geekiyanage et al., 2012) และยีนควบ คุม  (regulatory genes) ซึ่ งมี รหั สสร้ าง
โปรตีนทรานสคริพชันเเฟคเตอร์ แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มได้แก่ กลุ่ม Myc และ Myb ซึ่งยีนควบคุมกลุ่ม 
Myc transcription factor จัดอยู่ในกลุ่ม basic helix-loop-helix (bHLH) ในข้าวได้แก่ ยีน OsB1 
และยีน OsB2 (Sakamoto et al., 2001) และยีนควบคุมกลุ่ม Myb ในพืชส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่ม 
R2R3 transcription factor ในข้าวได้แก่ ยีน OsC1 ซึ่งในข้าวยีน OsC1 เป็นยีนควบคุมท่ีเป็นรหัส
ของโปรตีนทรานสคริพชันแฟคเตอร์ซึ่งควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอน
โทไซยานิน ยีน OsC1 ในข้าวคล้ายกับยีน C1 ในข้าวโพดซึ่งเป็นกลุ่มของ R2R3-Myb factors ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน (Martin and Paz-Ares, 1997; Reddy et al., 1995) 
ควบคุมยีนโครงสร้างในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินท้าให้เมล็ดข้าวเกิดสีแดง และสีด้า ซึ่งก่อน
หน้านี้มีการศึกษาเกี่ยวกับการเกิดสีข้าว ยีน OsC1 อยู่บนแขนข้างส้ันของโครโมโซมแท่งท่ี 6 บริเวณ 
เอกซอนท่ี 3 (Saitoh et al., 2004) การศึกษายีน OsC1 ท่ีควบคุมการสร้างสีในข้าวสายพันธุ์ต่าง ๆ 
พบว่า ยีน OsC1 มีขนาด 1,290 bp ประกอบด้วย 3 เอกซอน  และ 2 อินทรอน และมีการเกิดการ
ขาดไป 10 bp ใน R3 ในข้าวขาว (Choudhury et al., 2014) และการศึกษาสีม่วงของกาบใบในข้าว 
และพบการขาดหายไป 10 และ 3 bp ใน R2R3 Myb domain ของยีน OsC1 ในข้าวท่ีมีกาบใบสี
เขียว (Chin et al., 2016) 
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ภาพที่ 11 โครงสร้างแอนโทไซยานิน 
ท่ีมา: Horticulture industry network, (2017) 
 
ยีนโครงสร้าง 
 

ในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเกี่ยวข้องกับยีนเพื่อเปล่ียนกรดอะมิโนฟีนิลอะลานีนไป
เป็นแอนโทไซยานิน ยีนโครงสร้างท่ีส้าคัญ ได้แก่ ยีนสร้างเอนไซม์ chalcone synthase (CHS), 
chalcone isomerase (CHI), flavonoid 3 -hydroxylase (F3 ´H), dihydroflavonol 4 -
reductase (DFR), anthocyanidin synthase (ANS), flavonoid 3-glucosyl-transferase (3GT), 
และ phenyl alanine ammonia lyase (PAL) (Schijlen et al., 2004) (ภาพท่ี 12 และ 13) 

สารต้ังต้นของการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน คือ malonyl-CoA และ p-coumaroyl-CoA 
ซึ่งมาจาก carbohydrate metabolism และ phenylpanoid pathway ในการสังเคราะห์ฟลาโว
นอยด์ เอนไซม์ ตัวแรกในปฎิกิ ริยาท่ี ท้างาน คือ chalcone synthase (CHS) เร่งปฎิกิริยาให้ 
malony-CoA 3 โมเลกุล รวมกับ p-coumaroyl-CoA ได้ เป็น  naringenin chalcone จากนั้ น
เอนไซม์ chalcone isomerase (CHI) เปล่ียนโครงสร้าง naringenin chalcone ไปอยู่ในรูปของ 
flavanone naringenin C-3  ข อ ง  flavanone ไ ด้ เ ป็ น  dihydroflavonoid ซึ่ ง  flavanone 
naringenin จ ะ ถู ก เป ล่ี ย น เป็ น  dihydrokaempferol (DHK) จ าก เอ น ไซ ม์  flavonoid 3 -
hydroxylase (F3´H) เร่งปฏิกิริยาการเติม หมู่ OH (hydroxylation) ท่ีต้าแหน่ง 3´ และ 5´ ของ B-
ring ท้ า ให้ เป ล่ี ย น  dihydrokaempferol (DHK) ไป เป็ น  dihydroquerectin (DHQ) ท่ี จ ะ ถู ก
เปล่ียนไปเป็น cyanidin อีกสามารถเปล่ียนรูป DHK ไปเป็น dihydromyricetin (DHM) ส้าหรับการ
สร้าง delphinidin จากนั้นเอนไซม์ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) เร่งปฏิกิริยา reduction 
โดยเปล่ียน dihydroflavonoid ได้เป็น leucoanthocyanidins (flavan-3,4-dilo) โดยใช้ NADPH 
เป็น cofactor ซึ่ง leucoanthocyanidins เป็นสารต้ันต้นโดยตรงส้าหรับการสังเคราะห์แอนโทไซยา
นิ น  โด ย เอ น ไซ ม์  anthocyanidin synthase (ANS) เป ล่ี ย น  leucoanthocyanidins ไป เป็ น 



22 
 
anthocyanidins และเอนไซม์ flavonoid 3-glucosyl transferase (3GT/FGT/GT) จะเร่งปฏิกิริยา
การขนส่งกลูโคสจาก UDP-glucose ไปยัง hydroxyl group ในต้าแหน่งท่ี 3 ของ C-ring ซึ่งเป็น
ขั้นตอนสุดท้ายท่ีท้าให้ anthocyanindins มีความเสถียร ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีจ้าเป็นส้าหรับวิถีการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานิน 

 

 
 

ภาพที่ 12 วิถีการสังเคราะห์สารแอนโทไซยานินในเปลือกข้าว 
ท่ีมา: Sun et al., (2018)  
 
ยีนควบคุม 
 

ยีนควบคุมเป็นรหัสของทรานสคริพชันแฟคเตอร์ควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้างในวิถี
การสังเคราะห์แอนโทไซยานินท่ีส้าคัญมี 2 กลุ่มคือ MYB transcription factor ประกอบไปด้วย
บริเวณซ้้าสองบริเวณ คือ R2 และ R3 ซึ่งบริเวณ R2 ประกอบด้วยกรดอะมิโน 53 ตัว และ R3 
ประกอบด้วยกรดอะมิโน 51 ตัว ซึ่งมี DNA binding domain เป็นแบบ helix-turn -helix (HTH) 
(Zhou et al., 2008) และ MYC transcription factor มี DNA binding domain เป็นแบบ basic 
helix-loop-helix (bHLH) (Geekiyanage et al., 2012)  
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ในข้าวโพดมียีนควบคุม 2 กลุ่มคือ R/B และ C1/Pl gene families กลุ่มของ R/B gene 
families เป็นรหัสของ basic helix-loop-helix (bHLH) myc-type protein ส่วน C1/Pl gene 
families เป็นรหัสของ myb-related regulatory protein การกระตุ้นของ pathway ของแอนโท
ไซยานินขึ้นอยู่กับการท้างานของยีนในกลุ่ม R/B และ C1/Pl อย่างน้อย หนึ่งยีนท่ีท้าหน้าท่ีจากแต่ละ 
gene family ต่อการสังเคราะห์รงควัตถุในเนื้อเยื่อ (Sakamoto et al., 2001)  

การศึกษาการถ่ายยีน C1 และ R-S จากข้าวโพด ซึ่งเป็นยีนควบคุมในการสังเคราะห์ฟลาโว
นอยด์ เข้าสู่ข้าวพบว่า มีการแสดงออกของยีน C1 และ R-S ในเมล็ดข้าว โดยเมล็ดของต้น 
homozygous transgenic line รุ่น T2 และ T3  มีสีน้้าตาลเข้ม และเมล็ดเล็กกว่าเมล็ดรุ่น T1 และ
เมล็ดจากต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน เนื่องจากต้นข้าวท่ีดัดแปลงพันธุกรรมมีการสังเคราะห์ฟลาโวนอยด์
หลายชนิด (Shin et al., 2006) ยีนควบคุมก ลุ่ม Myb ในพืชส่วนใหญ่ จัดอยู่ ในก ลุ่ม R2R3 
transcription factor ในข้าว ได้แก่ ยีน OsC1 เป็นยีนควบคุมท่ีเป็นรหัสของโปรตีนทรานสคริพ
ชันแฟคเตอร์ ควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ซึ่งยีน OsC1 
อยู่บนแขนข้างส้ันของโครโมโซมแท่งท่ี 6 บริเวณเอกซอนท่ี 3 (Saitoh et al., 2004) มีการศึกษา
เกี่ยวกับการวิเคราะห์ทางพันธุกรรม และวิวัฒนาการการเกิดสีม่วงบริเวณกาบใบข้าวพบว่า ยีน OsC1 
เกี่ยวข้องในการท้าให้เกิดสีม่วงในกาบใบข้าว โดยพบว่าการเกิดสีม่วงของกาบใบในข้าว พบการขาด
หายไป 10 และ 3 bp ใน R2R3 Myb domain ของยีน OsC1 ในกาบใบท่ีมีสีเขียว และยังเกี่ยวข้อง
กับการเกิดสีบริเวณเยื่อหุ้มปลายกลีบดอกใหญ่ (Chin et al., 2016 ; Fan et al., 2008) และมี
การศึกษาพบว่า ยีน OsC1 มีลักษณะคล้ายกับยีน C1 ในข้าวโพด (Saitoh et al., 2004) นอกจากนี้ 
ยังมีการศึกษาพบว่า การท้างานของยีน Wx และยีน OsC1 นั้นเกี่ยวข้องกับฟีโนไทป์ แต่ลักษณะท่ี
เกิดขึ้นอาจไม่สอดคล้องกับฟีโนไทป์ในข้าวบางพันธุ์ เช่น ข้าวพันธุ์พื้นเมืองในประเทศเนปาล 
(Choudhury et al., 2014) และมีการศึกษายีน OsC1 พบว่ามีหน้าท่ีควบคุมการสร้างสีในข้าวพันธุ์
ต่าง ๆ พบว่า ยีน OsC1 มีขนาด 1,290 bp ประกอบด้วย 3 เอกซอน และ 2 อินทรอน ในข้าว ขาวมี
การเกิดการขาดไป 10 bp ใน R3 (Choudhury et al., 2014; Na Rachasima et al., 2017)  

ยีนควบคุมกลุ่ม MYC transcription factor ท่ีมี DNA binding domain เป็นแบบ basic 
helix-loop-helix (bHLH) เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน ได้แก่ยีน Ra1/OsB1, Rb, 
Ra2 และ  OsB2/Kala 4 (Hu et al., 1996; Hu et al., 2000; Reddy, 1998; Sakamoto et al., 
2001) โดยในยีน OsB1 ซึ่งเป็นกลุ่ม myc basic helix-loop-helix (bHLH) มีการศึกษาพบว่า ใน
ข้าวขาวมีการ insertion 2-bp ใน เอกซอน  ท่ี 7 ซึ่งเป็นสาเหตุท้าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบเฟรม
ชิฟท์ และยีน OsB1 ในข้าวสีด้า มีบทบาทส้าคัญในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน (Sakulsingharoj 
et al., 2016) ยีน OsB2 หรือ Kala 4 เป็นรหัสของ Myc transcription factor ซึ่งควบคุมการ
แสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าว และมีบริเวณ DNA-binding 
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domain เป็ น ชนิ ด  basic helix-loop-helix (bHLH) domaim ซึ่ ง ใน ยี น  OsB2  มี บ ริ เวณ  C 
terminus ซึ่ ง เป็นบริ เวณ  DNA binding domain ท่ีมีความส้าคัญ ต่อการท้างานของโปรตีน 
transcription factor มี 8 เอกซอน และ 7 อินทรอน (Oikawa et al., 2015) มีการศึกษาเกี่ยวกับ
การค้นหายีน OsB2 โดยใช้เทคนิค RT-PCR พบว่ายีน OsB2 พบเฉพาะในข้าวสี แต่ไม่พบในข้าวขาว
เนื่องจากในข้าวขาวนั้นมีการแสดงออกของยีน OsB2 น้อย (Inta et al., 2013) นอกจากนี้ ยังมี
การศึกษาเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน และพบว่า ยีน OSB2 สามารถกระตุ้นให้เกิดการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าว โดยกระตุ้นยีนโครงสร้างให้มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น (Hu et al., 
1996; Sakamoto et al., 2001) และมีหน้าท่ีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในเมล็ดข้าวท้า
ให้มีสีม่วงหรือด้า (Kim et al., 2018; Maeda et al., 2014; Oikawa et al., 2015; Rahman et 
al., 2016) การศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า ยีนในต้าแหน่ง Puple leaf (Pl) ซึ่งคล้ายกับกลุ่มของ R/B 
loci ของข้ าวโพด และอยู่ ใน ก ลุ่มของ MYC transcription factor (basic helix-loop- helix 
(bHLH) protein) พบว่า ต้าแหน่งนี้เป็นท่ีต้ังของยีน OsB1 และ OsB2 (Sakamoto et al., 2001) 
และยังมีรายงานว่ายีน OsB2 เมื่อมีการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RT-PCR พบว่า ยีน OsB2 ไม่มีการ
แสดงออกในข้าวขาว ในข้าว japonica (Shin et al., 2006) 

มีรายงานว่าการเกิดสีม่วงในข้าวนั้นต้องการยีนเด่น 3 ชนิด โดยยีน 2 ชนิดแรก เป็นรหัส
ของทรานสคริพชันแฟคเตอร์กลุ่ม B1 หรือ B2 (basic helix-loop-helix) และกลุ่ม C1 (R2R3-Myb) 
และอีกชนิดหนึ่งเป็นยีนท่ีมีรหัสสร้างเอนไซม์สังเคราะห์แอนโทไซยานิน คือ dihydroflavonol 4-
reductase (DFR) (Furukawa et al., 2007; Nagao and Takahashi, 1963; Oshima et al., 
2019; Saika et al., 2011; Saitoh et al., 2004; Sakamoto et al., 2001; Zheng et al., 2019; 
Zhu et al., 2017a) (ภาพท่ี 12) Sun et al. (2018) รายงานว่า ยีน C1 (OsC1), S1 (OsB2) and 
A1 (OsDFR) เกี่ยวขอ้งกับการสะสมแอนโทไซยานินในเปลือกข้าว (rice hull) (ภาพท่ี 12 และ 13) 
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ภาพที่ 13 วิถีการสังเคราะห์สารแอนโทไซยานินในเอนโดสเปิร์มข้าว 
ท่ีมา: (Zhu et al., 2017a)  
 
การถ่ายยีน 
 
 การถ่ายยีนในพืช (plant transformation) เป็นวิธีการผสมพันธุ์พืชโดยท่ีธรรมชาติไม่
สามารถท้าได้ เช่น การสร้างพืชท่ีสามารถสร้างสารปราบแมลงได้ พืชท่ีทนต่อยาปราบวัชพืช และพืช
ท่ีผลิตวัคซีน เป็นต้น เนื่องจากการผลิตโปรตีนท้าได้ง่ายในพืช และมีคุณภาพดี นอกจากนี้ยัง
ประหยัดเวลา ซึ่งพาหะท่ีใช้โคลนส้าหรับพืชมี 3 ระบบ คือ (ศิริลักษณ์, 2552) 

 1. พาหะท่ีมีพื้นฐานจากพลาสมิดตามธรรมชาติของอะโกรแบคทีเรียม 
 2. การถ่ายยีนโดยตรงโดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอต่าง ๆ กัน 
 3. พาหะท่ีมีพื้นฐานจากไวรัส 

 ก่อนหน้านี้ มีการศึกษาการถ่ายยีนโดยการถ่ายยีน ท้ัง 2 ยีน เข้ าไปในแคลลัส (co-
transformation) ของข้าว ยีน ท้ังสองยีน ท่ีถ่ายเข้าไปในข้าวคือยีน mALS และ ยีน NIR และ
ตรวจสอบการแสดงออกของ GFP และ GUS พบว่า สามารถถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสข้าวได้ (Wakasa et 
al., 2012) และมีการศึกษาก่อนหน้านี้มีการถ่ายยีนท้ัง 2 ยีนเข้าไปในแคลลัส (co-transformation) 
โดยใช้ยีน Lc (Leaf color), Pl (Purple leaf) และยีน  Lc ร่วมกับ ยีน  Pl ซึ่ งเกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานิน และตรวจสอบด้วยวิธี Southern และ Northern blot พบว่า พืชท่ีได้รับ



26 
 
ยีน Lc และ Pl มีสีม่วงท้ังหมด แต่หากพืชได้รับยีน Pl เพียงยีนเดียวจะท้าให้ล้าต้นมีสีม่วง หรือหาก
ได้รับยีน Lc เพียงยีนเดียวจะท้าให้พืชไม่ปรากฏสีม่วง (Han et al., 2009) การศึกษาการพัฒนาข้าว
ให้มีความสามารถในการแสดงออกของแอนโทไซยานิน และท้าให้มีความต้านทานโรคไหม้สูงขึ้นโดย
การถ่ายยีน C2 เข้าไปในพืช พบว่า ยีน C2 เกี่ยวข้องกับยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยา
นิน และได้ต้นท่ีมีสีม่วง ใบมีสีม่วงหรือสีแดง (Gandikota et al., 2001) มีการศึกษาการถ่ายยีน 
OsB2 ในข้าว 2 พันธุ์ คือ พันธุ์ Nipponbare และพันธุ์ Taichung 65 และตรวจสอบการแสดงออก
ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR พบว่า ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมมีการแสดงออกของยีน 
OsB2 เพิ่มมากขึ้นและยังสอดคล้องกับการเพิ่มการแสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอน
โทไซยานินอีกด้วย (Sakulsingharoj et al., 2014) นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาเกี่ยวข้องกับการถ่ายยีน 
8 ยีนในข้าว โดย 2 ยีนเป็นยีนควบคุมซึ่งได้มาจากข้าวโพดคือยีน ZmLc และยีน ZmPl ซึ่งยีน ZmPl 
คล้ายกับยีน ZmC1 และอีก 6 ยีนเป็นยีนโครงสร้างซึ่งได้มาจากต้นฤๅษีผสม (Coleus) พบว่า จาก
การถ่ายยีนได้ข้าวที่มีสีม่วงท้ังเมล็ด และมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระสูงในเอ็นโดสเปิร์มของข้าวที่ได้รับ
ยีน (Zhu et al., 2017b) และการถ่ายยีน OsB2 ร่วมกับยีน ZmC1 ท่ีได้จากข้าวโพดและยีน OsDFR 
ในข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีเป็นข้าวแดงเพื่อศึกษาการสะสมแอนโทไซยานินบริเวณเนื้อเย่ือกาบใบ โดย
ใช้โปรโมเตอร์ท่ีจ้าเพาะต่อเนื้อเยื่อกาบใบคือ  LSSPO1, LSSPO2 และ LSSPO3 พบว่าข้าวพันธุ์ 
Kasalath ท่ีได้รับยีนร่วมทั้ง 3 ยีน และใช้โปรโมเตอร์จ้าเพาะต่อเนื้อเย่ือกาบใบ คือ LSSPO3 แคลลัส
มีการสะสมของแอนโทไซยานินและเมื่อพัฒนาไปเป็นต้นพบว่ามีกาบใบสีแดงแตกต่างกับต้นท่ีไม่ผ่าน
การถ่ายยีนแสดงว่าการเกิดสะสมแอนโทไซยานินท่ีเนื้อเยื่อกาบใบจ้าเป็นต้นใช้ยีน 3 ยีน คือ ยีน
ควบคุม คือ MYB และ bHLH และยีนโครงสร้าง (Oshima et al., 2019)  
 



 
 

บทท่ี 3  
อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 

 
พันธุ์ข้าวที่ใช้ศึกษา 

 
ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงพันธุ์ Kasalath ท่ีใช้ศึกษาได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ. ดร. วรา

ภรณ์ แสงทอง สาขาวิชาพันธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 
 

อะโกรแบคทีเรียม 
 
 อะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ EHA105 ได้รับความอนุเคราะห์จาก Prof. Dr. Thomas W. 
Okita จาก Institute of Biological, Washington State University ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 
พลาสมิดที่ใช้ในการทดลอง 

 
 พลาสมิด pCAMBIA1305.1 (ภาพท่ี 14) ซึ่งประกอบด้วยชุดของยีนควบคุมการสังเคราะห์
แอนโทไซยานิน โดยให้ ยีน ท้ างานภายใต้การควบ คุมของ dual 35S Promoter และ  nos 
Terminator ซึ่งเป็น T-DNA vector เพื่อใช้ส้าหรับการถ่ายยีนเข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath โดยใช้อะโกร
แบคทีเรียม  
 

 
 

ภาพที่ 14 แผนท่ีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 
ท่ีมา: Raveendar and Ignacimuthu, (2010) 
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ยีนที่ใช้ศึกษา 
 

 ยีน OsB2 (ภาพท่ี 15) และ OsC1 (ภาพท่ี 16) โคลนได้จากข้าวพันธุ์ก่้าท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง
เข้มหรือสีด้าภายใต้การควบคุมของ dual 35S Promoter และ nos terminator และถ่ายยีนโดย
ใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 (Sakulsingharoj et al., 
2014; ช่อทิพา and ทอง, 2561)  
 

 
 

ภาพที่ 15 ยีน OsB2 โคลนได้จากข้าวพันธุ์ก่้าท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงเข้มหรือสีด้าภายใต้การควบคุม
ของ dual 35S Promoter และ nos terminator และถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ 

EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 (Sakulsingharoj et al., 2014) 
 

 
 

ภาพที่ 16 ยีน OsC1 โคลนได้จากข้าวพันธุ์ก่้าท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงเข้มหรือสีด้าภายใต้การควบคุม
ของ dual 35S Promoter และ nos terminator และถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ 

EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 (ช่อทิพา และคณะ, 2561)  
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วัสดุอุปกรณ์ 
 
1. ท่ีต้ังหลอดทดลอง 
2. กระบอกตวง 
3. กล้องสเตอริโอ 
4. กระดาษทิชชู่ 
5. ขวดแก้วเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อขนาด 12 ออนซ์ 
6. ขวดรูปชมพู่ (Flask) 
7. จานเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ (Petri dish) 
8. ช้อนตักสาร 
9. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
10. ตะแกรง 
11. ถ้วยใส่สาร 
12. ทิป (Tip) 
13. นาฬิกาจับเวลา 
14. บีกเกอร์ (Beaker) 
15. ปากคีบ (Forcep) 
16. ปิเปตแก้ว 
17. พลาสติกแรป (Plastic wrap) 
18. หลอดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 
19. ห่วงเข่ียเช้ือ (Loop) 
20. หลอดไมโครทิวป์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
21. หลอดพีซีอาร์ ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
  

เคร่ืองมือ 
 

1. กล้องสเตอริโอ SD 3045 (Olympus, Japan) 
2. เครื่องกวนสารและให้ความร้อน (Jenway 1000, UK) 
3. เครื่อง Vortex Cycler ยี่ห้อ Bio-RAD รุ่น T 100 (BioRad, USA) 
4. เครื่อง spectrophotometer (Perkin Elmer, USA) 
5. เครื่องช่ัง 2 ต้าแหน่ง รุ่น PG802-S (Mettler toledo, Swizerland) 
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6. เครื่องช่ัง 4 ต้าแหน่ง รุ่น AG285 (Mettler toledo, Swizerland) 
7. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง แบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุ่น Harrier 18/80 
Refrifuge (Sanyo, UK) 
8. เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) รุ่น Biofuge Pico (Sorvall, Germany) 
9. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง แบบควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Universal 32R (Hettich, Germany) 
10. เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง Sartorius Professional Meter PP-50 (Sartorius, Germany) 
11. เครื่องอิเล็คโทรฟอริซิส My Rn lntelligent Electrophoresis Unit (Tokyo, Japan) 
12. เครื่องอิเล็คโทรฟอริซิส Mupid-exu Submarine Electrophoresis system (Advance, 
Japan) 
13. เครื่อง Microplate reader (SPECTROstar® Nano, Germany) 
14. เครื่อง NanoDrop 8000 Spectroptometer (Thermo Fisher Scientific, USA) 
15. เครื่อง Gel DocTM XR+ with Image LabTM Software (BIO–RAD, USA) 
16. เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ Orbital Shakering Incubation (Shall Lab, USA) 
17. ตู้แช่ -20 องศาเซลเซียส (Haier, Thailand) 
18. ตู้แช่ -80 องศาเซลเซียส 
19. ตู้ปลอดเช้ือ ClassllA/B3 biology safety (Forma scientific, USA) 
20. ตู้อบแห้ง ED115 (E2) (BINDER, Norway) 
21. ไมโครเวฟ รุ่น lntell wave (LG, China) 
22. ไมโครปิเปต (Micropettes) 
23. หม้อนึ่งความดันไอ 
24. หม้อนึ่งความดันไอ (Zealway, China) 
25. อ่างน้้าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Julabo, Germany) 
 

สารเคมี 
 

1. Absolute ethanol (MERCK, Germany) 
2. Acetic acid (Merck, Germany) 
3. Agarose (Merck, Germany) 
4. A-Naphthaleneacetic acid (NAA) (phytotechnology, USA) 
5. Boric acid (Fisher scientific, UK) 
6. Cassamino acids powder (Bio Basic Inc, Canada) 
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7. Chloroform (LAB-SCAN, Thailand) 
8. Diaminoethanetetra-acid disodium salt (EDTA) (Fisher scientific, UK) 
9. Diethy pyrocarbonate (DEPC) (Euro clone, Italy) 
10. Dimethyl sulfoxid (DMSO) (Merck, Germany) 
11. D-Glucose anhydrous (Fisher scientific, UK)\ 
12. D-Sorbitol (Bio Basic Inc., Canada) 
13. Gelzan-CM (Phytotechnology, USA) 
14. Glycine (Fisher scientific, UK) 
15. Glycerol (Merck, Germany) 
16. Hydrochloric acid (HCl) (Merck, Germany)  
17. Isoproponol (Merck, Germany) 
18. Kinetin (6-furturylaminopurine) (Phytotechnology, USA) 
19. L-Glutamine (Fluka, Switzerland) 
20. L-Proline (Phytotechnology, USA) 
21. Methanol (Merck, Germany) 
22. Myo-Inositol (Bio Basic Inc, Canada) 
23. Nicotinic acid (Fluka, Switzerland) 
24. Polyvinylpyrrolidone (PVP-40) (Phytotechnology, USA) 
25. Potassium chloride (Merck, Germany) 
26. Sucrose (BDH Laboratory, England) (Bio Basic Inc, Canada) 
27. SYBR saft DNA gel stain (Invitrogen, USA) 
28. TRIzol reagent (Invitrogen, USA) 
29. Vitamin B1 Hydrochloride (Thiamine. HCL) (Fluka, UK) 
30. X-gal (Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-b-D-galactopyranoside) (Bio Basic Inc., Canada) 
31. X-Gluc (100 mM X-Gluc in Dimethylformamide) (Bio Basic Inc, Canada) 
32. Yeast extract (Bio Basic Inc, Canada) 
33. 2-mercaptoethanol (BIO BASIC INC, Thailand) 
34. 2, 4-Dichlorophenoxyacetic acid (Phytotechnology, USA) 
35. 2, 2-Diphenyl-1-picrydrazyl (DPPH) (Sigma, Germany) 
36. 3M Sodium acetate pH 5.2 
37. 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-glucronide (X-gluc) (Phytotechnology, USA)  



32 
 
38. (±)-6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) (Sigma, 
Germany) 
 

สารปฎิชีวนะท่ีใช้ในงานวิจัย 
 
1. สารปฏิชีวนะไทเมนทิน (Timentin) (PhytoTechnolloogy Laboratories, USA) 
2. สารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน (Hygromycin) (Caisson, USA) 
3. สารปฏิชีวนะไรแฟมพิซิน (Rifampicin) (Bio scientific Inc, USA) 
4. สารปฏิชีวนะกานามัยซิน (Kanamycin) (Siam Bheasach, Thailand) 

 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 
1. GeneRulerTM 100 bp Ladder Plus (Thermo Scientific, USA) 
2. GeneRulerTM 1 kp DNA leader (Thermo Scientific, USA) 
 

ชุดส าเร็จรูป 
 

1. ชุด ReverseAid First strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) 
2. DNaseI (Thermo Fisher Scientific, USA) 
3. ชุด Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, USA) 
4. ชุด My Taq Red Mix (Bioline, USA)  
 

โปรแกรมที่ใช้ในงานวิจัย 

 
1. โปรแกรม R3.6.0 (http://www.r-project.org) 
2. Gel DocTM XR+ with Image LabTM Software (BIO–RAD, USA)  
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วิธีการด าเนินการวิจัย 
 

วิธีการด้าเนินการวิจัยแบ่งออกเป็นขั้นตอน ดังนี้ 
 1. การถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสข้าว 
  1.1 การชักน้าแคลลัสของข้าวแดงพันธุ์ Kasalath 
  1.2 การเตรียมอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 
1305.1 
  1.3 การถ่ายยีน OsC1, OsB2 และถ่ายยีนร่วม เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath และ
ทดสอบประสิทธิภาพการถ่ายยีนในข้าวโดยวิธี GUS assay 
  1.4 การคัดเลือกแคลลัสท่ีได้รับยีน และชักน้าให้เกิดต้น  

 1.5 การวิเคราะห์ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 1.6 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรม 

 2. การทดสอบการกระจายตัวของยีนในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 
 2.1 การสกัดดีเอ็นเอจากต้นอ่อนข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 
 2.2 การทดสอบการกระจายตัวของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 โดยวิธี GUS 

assay และเทคนิคพีซีอาร์ 
 2.3 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 

 3. การสร้างข้าวลูกผสมที่มียีน OsC1 และยีน OsB2  
 3.1 การคัดเลือกต้นแมแ่ละต้นพ่อ 
 3.2 การผสมข้าว 
 3.3 การตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay และเทคนิคพีซีอาร์ในข้าวลูกผสมรุ่น F1 
4. การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR และ semi-quantitative 

 RT-PCR 
  4.1 การสกัดอาร์เอ็นเอจากต้นอ่อนข้าวที่ผ่านการถ่ายยีน 
  4.2 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR และ semi- 
quantitative RT-PCR 
 5. การวัดปริมาณแอนโทไซยานิน 
  5.1 การสกัดแอนโทไซยานิน 
  5.2 การวัดปริมาณแอนโทไซยานิน 
 6. การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
  6.1 การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
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1. การถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสข้าว 

1.1 การชักน้าแคลลัสของข้าวแดงพันธุ์ Kasalath 
 - น้าเมล็ดข้าวแดงพันธุ์ Kasalath มากะเทาะเปลือกออก แล้วน้ามาฟอกฆ่าเช้ือด้วย 

75% เอทานอล เป็นเวลา 5 นาที และ 10% โซเดียมไฮโปคลอไรต์ ปริมาตร 25-30 มิลลิลิตร เป็น
เวลา 20 นาที เขย่า 150 รอบต่อนาที จ้านวน 2 รอบ  

 - ล้างเมล็ดด้วยน้้ากล่ัน 4-5 ครั้ง ปริมาตร 25-30 มิลลิลิตร เขย่าเพื่อก้าจัดเย่ือหุ้ม
เมล็ดข้าวออกจนหมด น้าเมล็ดท่ีท้าความสะอาดแล้วซับน้้าให้แห้ง 

 - น้าเมล็ดข้าวท่ีฟอกฆ่าเช้ือและก้าจัดเยื่อหุ้มเมล็ดแล้วมาชักน้าให้เกิดแคลลัส 
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร N6D ดัดแปลง (Toki, 1997) และวางเมล็ดโดยให้ส่วนเอ็มบริโออยู่บนผิว
ของอาหาร จ้านวน 10 เมล็ดต่อเพลท  

 - เล้ียงในท่ีมืด อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 สัปดาห์ และคัดเลือก
แคลลัสท่ีมีลักษณะกลม แน่น ย้ายไปเล้ียงบนอาหาร N6D เป็นเวลา 3 วัน 

1.2 การเตรียมอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 
 - น้าอะโกรแบคทีเรียมมา streak บนอาหาร LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะไรแฟมพิซิน และ

กานามัยซิน ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เล้ียงในท่ีมืด อุณหภูมิ 28±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
3 วัน 

 - น้าโคโลนีเด่ียวไปเล้ียงในอาหาร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีเติมกานามัยซิน 
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และอะซิโตไซริงกอน ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ จากนั้นน้ามา
เล้ียงในท่ีมืด อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส เขย่า 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 12-16 ช่ัวโมง 

 - วัดความเข้มข้นของสารแขวนลอยเช้ือ ด้วยเครื่อง Spectrophotometer โดยวัด
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 

 - ปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนอะโกรแบคทีเรียม โดยปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 - เทส่วนใสท้ิงและละลายตะกอนกลับด้วยอาหารสูตร 2N6 ปริมาตร 20 ml เจือจาง
เช้ือให้ได้ 0.15 ด้วยอาหาร 2N6 

1.3 การถ่ายยีน OsC1, OsB2 และถ่ายยีนร่วม เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath 
  - น้าแคลลัสท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 วัน มาถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียมสายพันธุ์ 
EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 
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  - การถ่ายยีนร่วม น้าไปแคลลัสท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 วัน มาถ่ายยีนโดยน้าเช้ือท่ี
เจือจางได้ 0.15 ด้วยอาหารสูตร 2N6 ของท้ังสองยีนมาผสมกันในหลอด 50 ml ก่อนจึงน้ามา
เพาะเล้ียงร่วมกับแคลลัส 
 1.4 การคัดเลือกแคลลัสท่ีได้รับยีน และชักน้าให้เกิดต้น 
  - หลังจากการถ่ายยีนและเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 วัน บนอาหารสูตร Co-culture น้า
แคลลัสมาล้างด้วยน้้ากล่ัน 4-5 ครั้ง จนน้้าใส 
  - จากนั้นล้างน้้าสุดท้ายด้วยอาหารเหลวสูตร N6D ท่ีเติมสารปฏิชีวนะไทเมนทิน 
  - เขย่าเบา ๆ และเทลงตะแกรง 
  - น้าตะแกรงวางบนกระดาษทิชชู ซับให้แห้งก่อนน้าวางลงบนอาหารคัดเลือกสูตร 
SMI ท่ีมี 15 mg/L และไทเมนทิน 150 mg/L เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ให้แสง 16 ช่ัวโมงต่อวัน ท่ี
อุณหภูมิ ±28 องศาเซลเซียส 
  - เมื่อครบ 2 สัปดาห์ ย้ายแคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือก  สูตร SMI ไปวางบน
อาหารคัดเลือก สูตร SMII ท่ีมี 30 mg/L และไทเมนทิน 150 mg/L เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ให้แสง 16 
ช่ัวโมงต่อวัน ท่ีอุณหภูมิ ±28 องศาเซลเซียส 
  - เมื่อครบสองสัปดาห์ย้ายแคลลัสท่ีรอดบนอาหารชักน้าให้เกิดยอดสูตร RM จนกว่า
จะเกิดยอด 
  - เมื่อเกิดยอดน้ายอดท่ีได้ย้ายไปบนอาหารส้าหรับเพาะเล้ียงต้นข้าวเพื่อชักน้าให้เกิด
ราก สูตร MS เมื่อได้ต้นน้าไปปลูกลงบนกระถางในโรงเรือนกระจก 
 1.5 การวิเคราะห์ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
  - ปฏิกิริยา PCR ท่ีใช้ในการตรวจสอบวิเคราะห์ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีผ่านการ
ถ่ายยีนโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsB2 และ OsC1 
 

ยีน ช่ือไพรเมอร์และล้าดับเบส (5'-3') 
Annealing 
temp (°C) 

ขนาด (bp) 

OsC1 
OsC1cdsF: ATGGGGAGGAGAGCTTGCTGC 

68 819 
OsC1cdsR: TCACGCACACAAGTTCCAGGC 

OsB2 
OsB2cdsF: ATGGCATCTGCTCCTCCAGTTCAGG 

68 1,356 
OsB2cdsR: TTACGGCGCCTTCCCCTGTCC 
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ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตรต่อ 1 ปฏิกิริยา) 
2x My TaqTM Red Mix 10 
10 µM Forward primer 1 
10 µM Reverse primer 1 
DNA (100 ng) 1 
dH2O 7 
Total 20 

 
สภาวะในการท้า PCR 
Initial Denaturation 95 องศาเซลเซียส 3 นาที 

Denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Annealing 68 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Final Extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 

   

  จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วย 1% Agarose gel electrophoresis ภายใต้กระแสไฟฟ้า 
100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นถ่ายรูปเจลภายใต้แสงยูวี  สังเกตแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
800bp 
 1.6 การศึกษาฟีโนไทปข์องต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรม 
  - บันทึกลักษณะของต้นข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรม เช่น 
สีกาบใบ เข้ียวกันแมลง ข้อ หางข้าว และสีเย่ือหุ้มเมล็ด เป็นต้น 
 
2. การทดสอบการกระจายตัวของยีนในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 

2.1 สกัดดีเอ็นเอจากต้นอ่อนข้าวที่ผ่านการถ่ายยีน 
- บดใบให้ละเอียด จากนั้นเติมสารละลาย mCTAB + 1% 2-mercaptoethanol 

ปริมาตร 500 µl  
 - ใส่ Chloroform 500 ไมโครลิตร น้าไปบ่ม 65 องศาเซลเซียส 20 นาที (ผสมทุก 

10 นาที) 
 - ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที และย้ายส่วนใสใส่หลอดใหม่ 

35 รอบ 
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 - ใส่ RNaseA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ต่อสารละลาย ปริมาตร 300 ไมโครลิตร บ่ม 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

 - เติม Chloroform ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นย้ายส่วนใสช้ันบนใส่หลอดใหม ่

 - เติม 3M-Sodium acetate, pH 5.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้วเติม Cold-
absolute ethanol 2 เท่า ของสารละลาย บ่มท่ี -20 องศาเซลเซียส นาน 20 นาทีหรือข้ามคืน 

 - ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทน้้าท้ิง และใส่ 75% 
Ethanol ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร (2 ครั้ง) 

 - จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เทน้้าท้ิง ตาก
ให้แห้งและละลายกลับด้วย 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 

2.2 วิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน 
  - ปฏิกิริยา PCR ท่ีใช้ในการตรวจสอบวิเคราะห์ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีผ่านการ
ถ่ายยีนโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsB2 และ OsC1 โดยท้าตามข้อ 1.5 
 2.3 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 
  บันทึกลักษณะของต้นข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรม เช่น สี
กาบใบ เข้ียวกันแมลง ข้อ หางข้าว และสีเย่ือหุ้มเมล็ด เป็นต้น 
 
3. การสร้างข้าวลูกผสมที่มียีน OsC1 และยีน OsB2 

 3.1 การคัดเลือกต้นพันธุ์รับและพันธุ์ให้ 
  - ปลูกต้นข้าวรุ่น T1 ของต้นท่ีมียีน OsC1 และยีน OsB2 และเลือกต้นท่ีมียีน OsC1  
และยีน OsB2 มาเป็นต้นแม่และต้นพ่อ 

  - ใช้ต้น T1 ท่ีมียีน OsC1 เป็นต้นแม ่และให้ต้น T1 ท่ีมียีน OsB2 เป็นต้นพ่อ 
 3.2 การผสมข้าว 
  - เมื่อต้นพันธุ์รับออกดอกผ่านไปประมาณ 2-3 วัน จึงเริ่มผสม 
  - ก้าจัดเกสรตัวผู้ของต้นพ่อโดยแช่ในน้้าร้อนอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 10 นาที จากนั้นคีบเอาเกสรตัวผู้ของต้นพ่อออกจนหมด  
  - เมื่อดอกของต้นแม่เริ่มบาน คีบเกสรตัวผู้จากต้นพ่อเคาะใส่เกสรตัวเมีย 
ของต้นแม่ 
  - เมื่อผสมเรียบร้อยน้าถุงกระดาษไขคลุมช่อท่ีท้าการผสมของต้นพันธุ์รับ 
 3.3 การตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay และเทคนิคพีซีอาร์ในข้าวลูกผสมรุ่น F1 
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  - ตัดช้ินส่วนใบมาตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay เพื่อดูการแสดงออกของยีน gus ใน
ต้นลูกผสมรุ่น F1  
  - ปฏิกิริยา PCR ท่ีใช้ในการตรวจสอบวิเคราะห์ต้นข้าวลูกผสมรุ่น F1 โดยใช้ไพร
เมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsB2 และ OsC1 โดยท้าตามข้อ 1.5 
 
4. การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR (reverse transcriptase-PCR) และ 
semi-quantitative RT-PCR 
 4.1 สกัดอาร์เอ็นเอจากต้นอ่อนข้าวที่ผ่านการถ่ายยีน 
  4.1.1 ขั้นตอนการสกัดอาร์เอ็นเอ 
   - น้าใบข้าวมาบดให้ละเอียดในโกร่ง โดยใช้ไนโตรเจนเหลว 
   - ใส่ TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
   - บ่มตัวอย่าง 5 นาที อุณหภูมิห้อง (15-30 องศาเซลเซียส) 
   - เติม Chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าหลอด 15 วินาที และ
บ่มตัวอย่างท่ีอุณหภูมิห้อง (15-30 องศาเซลเซียส) 2-3 นาที 
   - ปั่นเหวี่ยง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
และย้ายช้ันน้้าใส่หลอดใหม่ 600 ไมโครลิตร และเติม Isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
   - บ่มตัวอย่างเป็นเวลา 3 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (15-30 องศาเซลเซียส) และ
ปั่นเหวี่ยง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   - ดูดส่วนใสท้ิงแล้วล้างด้วย 75% Ethanol เย็น ผสมแล้วปั่นเหวี่ยง 7,500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส จ้านวน 2 รอบ 
   - ดูดส่วนใสท้ิงแล้วตากตะกอนให้แห้ง เมื่อแห้งเติม DEPC (free RNase) 
20-30 ไมโครลิตร ผสมแล้วบ่มเป็นเวลา 15 นาที อุณหภูมิห้อง 
   - จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วย 1% Agarose gel electrophoresis ภายใต้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาที 
  4.1.2 การก้าจัดดีเอ็นเอด้วย เอนไซม์ DNaseI  
   - เมื่อได้อาร์เอ็นเอจากการสกัดด้านบน จากนั้นก้าจัดดีเอ็นเอด้วย เอนไซม์ 
DNaseI โดยเติมส่วนประกอบของปฏิกิริยา ดังนี้ 
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องค์ประกอบ ปริมาตรต่อปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
RNA 8 
10x Reaction buffer DNaseI 1 
DNaseI  1 
total 10 

 
   - บ่ม 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นเติม 25 mM EDTA 1
ไมโครลิตร และบ่ม 65 องศาเซลเซียส 10 นาที 
   - จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วย 1% Agarose gel electrophoresis ภายใต้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 20 นาที 
 4.2 วิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR และ semi-quantitative RT-PCR 
  4.2.1 สังเคราะห์ cDNA  
   - สังเคราะห์ cDNA ด้วยชุด RevertAid First strand cDNA synthesis 
(Thermo Scientific, USA) โดยเติมส่วนประกอบของปฏิกิริยา ดังนี้ 
 

องค์ประกอบ ปริมาตรต่อปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 

Template (RNA: 0.1 µg -5 µg) 10 µl 
Primer: Oligo (dT)18 primer 1 µl 
dH2O 1 µl 
Total 12 µl 

 
- ผสมเบา ๆ spin down บ่มท่ีอุณหภูม ิ65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

และวางบนน้้าแข็ง และเติมส่วนประกอบต่อไปนี้ 
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องค์ประกอบ ปริมาตรต่อปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) 
5x Reaction Buffer 4 µl 
RiboLock RNase lnhibitor (20 U/µL) 1 µl 
10 mM dNTP Mix 2 µl 
RevertAid M-MuLV RT (200U/µL) 1 µl 
Total volume 20 µl 

 
   - ผสมเบา ๆ และ spin down และดูดมาปริมาตร 8 ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอดตัวอย่าง แต่ละหลอด ผสมและ spin down 
   - บ่มตัวอย่าง นาน 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส และตามด้วย
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
  4.2.2 วิ เค ร าะ ห์ ก า รแ สด งอ อ ก ข อ งยี น ด้ ว ย เท คนิ ค  RT-PCR แ ละ  semi 
quantitative RT-PCR 
   - วิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ี
จ้าเพาะต่อยีน  
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ยีน ช่ือไพรเมอร์และล้าดับเบส (5'-3') Annealing temp (°C) ขนาด (bp) 

OsC1 
OsC1ex1F: ATGGGGAGGAGAGCTTGCTG 

68 263 
OsC1ex1R: CTGTTGCCGAGGAGGGTGTG 

OsB2 
OsB2cdsF: ATGGCATCTGCTCCTCCAGTTCAGG 

68 1,356 
OsB2cdsR: TTACGGCGCCTTCCCCTGTCC 

OsCHS 
OCHS1F: CGGACTGGAACTCCATCTTC 

58 366 
OCHS1R: AAAGATGACGTGTGGCGTA 

OsCHI 
OCHIF: TCCATCCTCTTCACCCACTC 

58 338 
OCHIR: TGTCAAACACGAGGGCAGTA 

OsF3'H 
OsF3'HF: ATCAAGGAGACGTTTCGGC 

60 313 
OsF3'HR: TGGCAGTCAGTGTGAC 

OsDFR 
OsDFR-RTF: GCCCACTACTCGATCCTGAA 

60 250 
OsDFR-RTR: CAGCGTGTACCTGAACCTGA  

OsANS 
OANS1F: GAAGAGGGAGTGGGAGGACT 

57 528 
OANS1R: CAGAAGACGACCCAGGAGAG 

OsActin 
OsActinR: TGATGCGCCCAGGGCTGTCT 

68 276 
OsActinR: CGATTGGCCTTGGGGTTGAG 
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ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตรต่อ 1 ปฏิกิริยา) 
2x My TaqTM Red Mix 10 
10 µM Forward 1 
10 µM Reverse 1 
cDNA (2 ng) 1 
dH2O 7 
Total 20 

 
สภาวะในการท้า PCR 
Initial Denaturation 95 องศาเซลเซียส 3 นาที 

Denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Annealing 57-68 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 

Final Extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 

 
   จากนั้นวิเคราะห์ผลด้วย 1.8 % Agarose gel electrophoresis ภายใต้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นถ่ายรูปเจลภายใต้แสงยูวี สังเกตแถบดีเอ็นเอขนาด
ท่ีคาดหวัง 
 
5. การวัดปริมาณแอนโทไซยานิน 
 5.1 สกัดแอนโทไซยานิน 
  - น้าเมล็ดแก่ของข้าวมาบดให้ละเอียดเป็นผง และใช้ผงบดละเอียด 100 มิลลิกรัม 
  - ผสมกับ 1 เปอร์เซ็นต์ HCl ในเมทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ (V/V) ดัดแปลงจาก (Chin 
et al., 2016) 
  - ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
  - ดูดส่วนในใส่ในไมโครเพลทเพื่อเตรียมน้าไปวัดค่าดูดกลืนแสง 
 5.2 วัดปริมาณแอนโทไซยานิน 
  - วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 530 นาโนเมตร และ 675 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง 
Microplate reader 

35 รอบ 
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  - ค้านวณปริมาณแอนโทไซยานินดังนี้ Monomeric anthocyanin = (A x MW x 

DF x 1000) / ε x 1 (Na Rachasima et al., 2017) ท้าการทดลอง 3 ซ้้า 
 
6. การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
 6.1 ทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
  - น้าเมล็ดแก่ของข้าวบดให้ละเอียดเป็นผง ใช้ผง 100 มิลลิกรัม 
  - ผสมกับ 80 เปอร์เซ็นต์ เมทานอล ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 
  - บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
ท้าตามวิธีดัดแปลงจาก (Shao et al., 2014)  
  - ทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระโดยใช้ 2, 2-Diphenyl-1-picrydrazyl (DPPH) 
เป็นอนุมูลอิสระและใช้ Trolox เป็นสารมาตรฐานหรือสารควบคุม ดัดแปลงจาก (Zhu et al., 
2017a)  
  - เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลต่อลิตร ในเมทานอล 
  - เทียบกับกราฟมาตราฐานของ Trolox ท่ีความเข้มข้น 0, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 
100 และ 125 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่ม 30 นาที  
  - วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 516 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง microplate 
reader 
  - ค่าดูดกลืนแสงท่ีได้ค้านวณหาค่าการยับยั้งอนุมูลอิสระ ดังสมการนี้ %DPPH 
inhibition = [(Acontrol - Asample) / Acontrol] x 100  
   Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ท่ีไม่มีตัวอย่างของ
สารสกัดโดยใช้ เมทานอล 20 ไมโครลิตร แทนตัวอย่างของสารสกัด 
   Asample คือ ค่าการดูดแสงของสารสกัดเจือจางท่ีเตรียมไว้ส้าหรับผสมกับ
สารละลาย DPPH โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 516 นาโนเมตร 
   Blank คือ สารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ร่วมกบัเมทานอล ปริมาตร 
180 ไมโครลิตร 
   Negative คือ เมทานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
  



 
 

บทท่ี 4  
ผลการวิจัยและวิจารณ ์

 
1. การถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสข้าว 
 1.1 การชักน้าแคลลัสของข้าวแดงพันธุ์ Kasalath 
  การชักน้าแคลลัสจากเมล็ดข้าวบนอาหาร N6D ดัดแปลง เป็นเวลา 4-5 สัปดาห์
พบว่า มีแคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath กระจายตัวบริเวณโดยรอบเอมบริโอเป็นกลุ่มเกาะกันแน่น มี
สีเหลืองอ่อน เหมาะส้าหรับน้าไปใช้ในการถ่ายยีน (ภาพท่ี 17) 
 

 
 

ภาพที่ 17 ลักษณะแคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath  
 

หมายเหตุ A คือ แคลลัสของข้าวแดงพันธุ์ Kasalath อายุ 4-5 สัปดาห์ 
  B คือ ลักษณะกลุ่มแคลลัส อายุ 4-5 สัปดาห์  
 
 1.2 การเตรียมอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 

 การเตรียมอะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 
ซึ่งมีชุดยีนท่ีโคลนได้จากข้าวพันธุ์ก่้าท่ีมีสีม่วงเข้มหรือสีด้าท่ีมียีน OsC1 ภายใต้การควบคุมของ dual 
35S Promoter และ  nos terminator (dual 35SP::OsC1 ::Tnos) และยีน  OsB2 ภายใต้การ
ควบคุมของ dual 35S Promoter และ nos terminator (dual35SP::OsB2::Tnos) ท่ี streak บน
อาหาร LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะไรแฟมพิซิน และกานามัยซิน พบว่าได้โคโลนีเด่ียวเหมาะส้าหรับน้าไปใช้
ในการถ่ายยีนเข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath ต่อไป (ภาพท่ี 18) 
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ภาพที่ 18 เช้ืออะโกรแบคทีเรียมท่ีน้ามา streak บนอาหาร LB ท่ีมีสารปฏิชีวนะไรแฟมพิซนิ 
 และกานามัยซิน 

 
หมายเหตุ A คือ อะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ซึ่งมี
  ชุดยีนท่ีโคลนได้จากข้าวพันธุ์ก่้าท่ีมีสีม่วงเข้มหรือสีด้าท่ีมียีน OsC1 ภายใต้การ 
  ควบคุมของ dual 35S Promoter และ nos terminator    
  (dual35SP::OsC1::Tnos) 
  B คือ อะโกรแบคทีเรียม สายพันธุ์ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1305.1 ท่ีมี
  ยีน OsB2 ภายใต้การควบคุมของ dual 35S Promoter และ nos terminator 
  (dual35SP::OsB2::Tnos) 
 
 1.3 การถ่ายยีน OsC1, OsB2 และถ่ายยีนร่วม  เข้าสู่ข้าวพันธุ์  Kasalath และทดสอบ
ประสิทธิภาพการถ่ายยีนในข้าวโดยวิธี GUS assay 
  การถ่ายยีน OsC1 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath จ้านวน 3 ครั้ง เมื่อตรวจสอบแคลลัสท่ี
ผ่านการถ่ายยีนด้วยวิธี GUS assay พบว่ามีจุดสีฟ้าปรากฏบนแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน (ภาพท่ี 19) มี
การแสดงออกของยีน gus เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของการถ่ายยีน OsC1 จากการถ่ายยีนท้ัง 3 ครั้ง 
พบร้อยละ 40, 0 และ 80 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 1) 
  การถ่ายยีน OsB2 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath จ้านวน 3 ครั้ง เมื่อตรวจสอบแคลลัสท่ี
ผ่านการถ่ายยีนด้วยวิธี GUS assay พบว่ามีจุดสีฟ้าปรากฏบนแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน (ภาพท่ี 20) มี
การแสดงออกของยีน gus เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของการถ่ายยีน OsB2 จากการถ่ายยีนท้ัง 3 ครั้ง 
พบร้อยละ 30, 0 และ 20 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 2) 
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  การถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath จ้านวน 4 ครั้ง เมื่อ
ตรวจสอบแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีนด้วยวิธี GUS assay พบว่ามีจุดสีฟ้าปรากฏบนแคลลัสท่ีผ่านการ
ถ่ายยีน (ภาพท่ี 21) มีการแสดงออกของยีน gus เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของการถ่ายยีน OsB2 จาก
การถ่ายยีนท้ัง 4 ครั้ง พบร้อยละ 20, 20, 40 และ 0 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 3) 
 
ตารางที่ 1 ประสิทธิภาพการถ่ายยีน OsC1 ท่ีตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay 

คร้ังที่ถ่ายยีน จ านวนกลุ่มแคลลัส
ทั้งหมด 

แคลลัสที่มีจุดสีฟ้า ประสิทธิภาพการถ่ายยีน 
(ร้อยละ) 

1 10 4 40 
2 5 0 0 
3 5 4 80 

 
ตารางที่ 2 ประสิทธิภาพการถ่ายยีน OsB2 ท่ีตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay 

คร้ังที่ถ่ายยีน จ านวนกลุ่มแคลลัส
ทั้งหมด 

แคลลัสที่มีจุดสีฟ้า ประสิทธิภาพการถ่ายยีน 
(ร้อยละ) 

1 10 3 30 
2 5 0 0 
3 5 1 20 

 
ตารางที่ 3 ประสิทธิภาพการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 ท่ีตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay 

คร้ังที่ถ่ายยีน จ านวนกลุ่มแคลลัส
ทั้งหมด 

แคลลัสที่มีจุดสีฟ้า ประสิทธิภาพการถ่ายยีน 
(ร้อยละ) 

1 10 2 20 
2 5 1 20 
3 5 2 40 
4 5 0 0 
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ภาพที่ 19 การตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay ในแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 
 

หมายเหตุ A คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  B คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ครั้งท่ี 1 
  C คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ครั้งท่ี 2  
  D คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ครั้งท่ี 3 

 

 
 

ภาพที่ 20 การตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay ในแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 
  

หมายเหตุ A คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน  
  B คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 ครั้งท่ี 1  
  C คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 ครั้งท่ี 2  
  D คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 ครั้งท่ี 3 
  

A B C D 
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ภาพที่ 21 การตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay ในแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2  
 

หมายเหตุ A คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน  
  B คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 
  ครั้งท่ี 1  
  C คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 
  ครั้งท่ี 2  
  D คือ แคลลัสของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 
  ครั้งท่ี 3 

 
 1.4 การคัดเลือกแคลลัสท่ีได้รับยีน และชักน้าให้เกิดต้น  
  การคัดเลือกแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath บนอาหาร 
N6D ดัดแปลง ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับไทเมนทิน 150 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าการถ่ายยีนท้ัง 3 ครั้ง มีแคลลัสท่ีสามารถรอดบนอาหารคัดเลือกครั้งท่ี 
2 โดยคิดเป็น 100, 100 และ 40 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 4) และเมื่อเพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารสูตรชัก
น้าให้เกิดต้นสูตร MS ดัดแปลง ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 30 มิลลิกรัมต่อลิตร และไทเมนทิน 150 
มิลลิกรัมต่อลิตร ย้ายแคลลัสลงอาหารใหม่ทุก 2 สัปดาห์ เพาะเล้ียงจนกว่าจะได้ต้น (ภาพท่ี 23) 
พบว่ากลุ่มแคลลัสบางกลุ่มมีการเกิดจุดสีม่วง ซึ่งจ้านวนกลุ่มแคลลัสท่ีถ่ายยีนท้ัง 3 ครั้ง สามารถ
พัฒนาไปเป็นยอดได้ 100, 40 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และพัฒนาเป็นต้นได้ท้ังหมด 8 ต้น 
(ตารางท่ี 4 และภาพท่ี 23G) และน้าต้นท่ีได้ตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay (ภาพท่ี 22) และเทคนิค
พีซีอาร์ แคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ได้จ้านวนน้อยอาจเกิดจากขั้นตอนการล้างแคลลัสเพื่อ
ก้าจัดอะโกรแบคทีเรียมไม่หมดท้าให้มีการปนเปื้อนของอะโกรแบคทีเรียมบนกลุ่มแคลลัสท่ีอยู่บน
อาหารคัดเลือก และเกิดจากการปนเปื้อนของแบคทีเรียอื่นในขั้นตอนการย้ายกลุ่มแคลลัสไปบน
อาหารใหม่ นอกจากนี้แคลลัสท่ีน้ามาใช้ถ่ายยีน OsC1 มีขนาดเล็กและเป็นเอ็มบริโอจินิกแคลลัสน้อย
ท้าให้พัฒนาไปเป็นต้นได้จ้านวนน้อย 

A B C D 
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  การคัดเลือกแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath บนอาหาร 
N6D ดัดแปลง ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับไทเมนทิน 150 มิลลิกรัมต่อ
ลิตรเป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าการถ่ายยีนท้ัง 3 ครั้ง มีแคลลัสท่ีสามารถรอดบนอาหารคัดเลือกครั้งท่ี 
2 โดยคิดเป็น 60, 100 และ 50 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 5) และเมื่อเพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารสูตรชัก
น้าให้เกิดต้นสูตร MS ดัดแปลง ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 30 มิลลิกรัมต่อลิตร และไทเมนทิน 150 
มิลลิกรัมต่อลิตร ย้ายแคลลัสลงอาหารใหม่ทุก 2 สัปดาห์ เพาะเล้ียงจนกว่าจะได้ต้น (ภาพท่ี 24) 
พบว่าจ้านวนกลุ่มแคลลัสท่ีถ่ายยีนท้ัง 3 ครั้ง สามารถพัฒนาไปเป็นยอดได้ 100, 55 และ 100 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และพัฒนาเป็นต้นได้ท้ังหมด 70 ต้น (ตารางท่ี 5 และภาพท่ี 24G) และน้าต้นท่ี
ได้ตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay (ภาพท่ี 22) และเทคนิคพีซีอาร์ 
  การคัดเลือกแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน  OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ 
Kasalath บนอาหาร N6D ดัดแปลง ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 15 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับไทเมน
ทิน 150 มิลลิกรัมต่อลิตรเป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าการถ่ายยีนท้ัง 4 ครั้ง มีแคลลัสท่ีสามารถรอดบน
อาหารคัดเลือกครั้งท่ี 2 โดยคิดเป็น 63.33, 100, 100 และ 10 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 6) และเมื่อ
เพาะเล้ียงแคลลัสบนอาหารสูตรชักน้าให้เกิดต้นสูตร MS ดัดแปลง ท่ีมีสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 30 
มิลลิกรัมต่อลิตร และไทเมนทิน 150 มิลลิกรัมต่อลิตร ย้ายแคลลัสลงอาหารใหม่ทุก 2 สัปดาห์ 
เพาะเล้ียงจนกว่าจะได้ต้น (ภาพท่ี 25) พบว่ากลุ่มแคลลัสบางกลุ่มมีการเกิดจุดสีเขียวและม่วง ซึ่ง
จ้านวนกลุ่มแคลลัสท่ีถ่ายยีนท้ัง 4 ครั้ง สามารถพัฒนาไปเป็นยอดได้ 100, 100, 20 และ 100 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และพัฒนาเป็นต้นได้ท้ังหมด 61 ต้น (ตารางท่ี 6 และภาพท่ี 25) และน้าต้นท่ี
ได้ตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay (ภาพท่ี 22) และเทคนิคพีซีอาร์ 
  การท่ีแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 และยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 บางกลุ่มมี
การเกิดจุดสีม่วง อาจเกิดจากการได้รับยีนท่ีถ่ายเข้าไป ไปเพิ่มการสังเคราะห์แอนโทไซยานินท้าให้มี
การสะสมของรงควัตถุสีม่วงขึ้น สอดคล้องกับรายงานการถ่ายยีน ZmC1 ร่วมกับยีน  OsB2 
(p35SP::B2/C1) เข้าสู่แคลลัสข้าวพันธุ์ Kasalath พบว่าแคลลัสมีการเกิดจุดสีม่วงเนื่องจากเกิดการ
สะสมแอนโทไซยานิน (Oshima et al., 2019; Saika et al., 2011) การท่ีแคลลัสเกิดจุดสีม่วงหรือมี
การสะสมแอนโทไซยานิน อาจน้าไปประยุกต์ใช้ยีน OsC1 เป็นยีนเครื่องหมายคัดเลือกในขั้นตอนการ
ถ่ายยีนได้ 
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ตารางที่ 4 จ้านวนแคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีน OsC1 ท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกและพัฒนาไปเป็นต้น 

คร้ังที่
ถ่ายยีน 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัส
ทั้งหมด 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่รอดบน

อาหารคัดเลือกคร้ัง
ท่ี 2(a) 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่เกิด
จุดเขียวและ

ม่วง(b) 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่เกิด

ยอด(c) 
 

ต้นที่ได้รับยีน/
จ านวนต้น
ทั้งหมด(d) 

1 20 20/20 (100) 20/20 (100) 20/20 (100) 2/2 (100) 
2 20 20/20 (100) 8/20 (40) 8/20 (40) 4/4 (100) 
3 20 8/20 (40) 8/8 (100) 8/8 (100) 2/2 (100) 

 
หมายเหตุ ตัวเลขในวงเล็บ คือ การแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์ 
  (a) = (จ้านวนแคลลัสท่ีรอด/จ้านวนแคลลัสเริ่มต้น) x 100 
  (b) = (จ้านวนแคลลัสท่ีเกิดจุดเขียวและม่วง/จ้านวนแคลลัสท่ีรอดบนอาหาร

คัดเลือก ครั้งท่ี 2) x 100  
  (c) = (จ้านวนแคลลัสท่ีเกิดยอด/จ้านวนแคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกครั้งท่ี 2) x 
  100 
  (d) = (จ้านวนต้นท่ีได้รับยีน OsC1 /จ้านวนต้นท้ังหมด) x 100 
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ตารางที่ 5 จ้านวนแคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีน OsB2 ท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกและพัฒนาไปเป็นต้น 

คร้ังที่
ถ่ายยีน 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัส
ทั้งหมด 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่รอดบน

อาหารคัดเลือกคร้ัง
ท่ี 2(a) 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่เกิด
จุดเขียว(b) 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่เกิด

ยอด(c) 

ต้นที่ได้รับยีน/
จ านวนต้น
ทั้งหมด(d) 

1 20 12/20 (60) 12/12 (100) 12/12 (100) 51/58 (87.93) 
2 20 20/20 (100) 11/20 (55) 11/20 (55) 6/10 (60) 
3 10 5/10 (50) 5/5 (100) 5/5 (100) 2/2 (100) 

หมายเหตุ ตัวเลขในวงเล็บ คือ การแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์ 
  (a) = (จ้านวนแคลลัสท่ีรอด/จ้านวนแคลลัสเริ่มต้น) x 100 
  (b) = (จ้านวนแคลลัสท่ีเกิดจุดเขียว/จ้านวนแคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือก 
  ครั้งท่ี 2) x 100  
  (c) = (จ้านวนแคลลัสท่ีเกิดยอด/จ้านวนแคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกครั้งท่ี 2) x 
  100 
  (d) = (จ้านวนต้นท่ีได้รับยีน OsB2 /จ้านวนต้นท้ังหมด) x 100 
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ตารางที่ 6 จ้านวนแคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีนร่วมระหว่างยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 รอดบนอาหาร
คัดเลือกและพัฒนาไปเป็นต้น 

คร้ังที่
ถ่ายยีน 

จ านวน
กลุ่ม

แคลลัส
ทั้งหมด 

จ านวนกลุ่มแคลลัส
ที่รอดบนอาหาร

คัดเลือกคร้ังที่ 2(a) 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่เกิด
จุดเขียวและ

ม่วง(b) 

จ านวนกลุ่ม
แคลลัสที่เกิด

ยอด(c) 

ต้นที่ได้รับยีน
ร่วม/จ านวน
ต้นทั้งหมด (d) 

1 30 19/30 (63.33) 19/19 (100) 19/19 (100) 3/36 (8.33) 
2 10 10/10 (100) 10/10 (100) 10/10 (100) 0/4 (0) 
3 10 10/10 (100) 2/10 (20) 2/10 (20) 2/11 (18.18) 
4 20 2/20 (10) 2/2 (100) 2/2 (100) 5/10 (50) 

 
หมายเหตุ ตัวเลขในวงเล็บ คือ การแสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์ 
  (a) = (จ้านวนแคลลัสท่ีรอด/จ้านวนแคลลัสเริ่มต้น) x 100 
  (b) = (จ้านวนแคลลัสท่ีเกิดจุดเขียวและม่วง/จ้านวนแคลลัสท่ีรอดบนอาหาร 
  คัดเลือก ครั้งท่ี 2) x 100  
  (c) = (จ้านวนแคลลัสท่ีเกิดยอด/จ้านวนแคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกครั้งท่ี 2) x 
  100 
  (d) = (จ้านวนต้นท่ีได้รับยีนร่วม/จ้านวนต้นท้ังหมด) x 100 
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ภาพที่ 22 การตรวจสอบใบของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีนด้วยวิธี Gus assay 
 

หมายเหตุ A คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน  
  B คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน 

 

 
 
ภาพที่ 23 การคัดเลือกแคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีน OsC1 บนอาหารคัดเลือกและการชักน้าให้เกิดต้น 

หมายเหตุ A-B คือ แคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกอายุ 4 สัปดาห์  
  C-D คือ แคลลัสท่ีอยู่บนอาหารชักน้าให้เกิดยอดอายุ 8 สัปดาห์ และมีจุดสีม่วง 
  E-F คือ แคลลัสท่ีพัฒนาไปเป็นยอดและเป็นต้นท่ีมีสีม่วง 
  G   คือ แคลลัสท่ีพัฒนาไปเป็นต้นท่ีมีสีโคนต้นสีม่วง 
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ภาพที่ 24 การคัดเลือกแคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีน OsB2 บนอาหารคัดเลือกและการชักน้าให้เกิดต้น  

 
หมายเหตุ A-B คือ แคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกอายุ 4 สัปดาห์  
  C-D คือ แคลลัสท่ีเจริญบนอาหารชักน้าให้เกิดยอดอายุ 8 สัปดาห์  
  E-F  คือ แคลลัสท่ีพัฒนาไปเป็นยอด  
  G    คือ ต้นข้าวที่มีการพัฒนาของรากและต้านทานสารปฏิชีวนะไฮโกรมัยซิน 
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ภาพที่ 25 การคัดเลือกแคลลัสท่ีได้รับการถ่ายยีนร่วมของยีน OsC1 และยีน OsB2 บนอาหาร
คัดเลือกและการชักน้าให้เกิดต้น  

 
หมายเหตุ A-B คือ แคลลัสท่ีรอดบนอาหารคัดเลือกอายุ 4 สัปดาห์ 
  C-D คือ แคลลัสท่ีอยู่บนอาหารชักน้าให้เกิดยอดอายุ 8 สัปดาห์  
  E-F  คือ แคลลัสท่ีพัฒนาไปเป็นยอดและเป็นต้นท่ีมีสีม่วง 
  G-H คือ แคลลัสท่ีพัฒนาไปเป็นยอดและเป็นต้นท่ีมีสีเขียว 
 

1.5 การวิเคราะห์ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเย่ือใบของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและใบ

ของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2 และยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 ด้วยวิธี mCTAB 
(ภาพท่ี 26) พบว่าได้ดีเอ็นเอขนาดใหญ่เหมาะส้าหรับน้าไปใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ เมื่อ
น้าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากต้นข้าวท่ีได้รับการถ่ายยีน OsC1 จากการถ่ายยีนท้ัง 3 ครั้ง จ้านวน 8 ต้น 
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์จ้าเพาะท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsC1 พบว่ามีต้นข้าวที่ได้รับยีน 
OsC1 จ้านวน 8 ต้น คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 4 และภาพท่ี 27) 

 เมื่อน้าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากต้นข้าวท่ีได้รับการถ่ายยีน OsB2 จากการถ่ายยีนท้ัง 3 
ครั้ง จ้านวน 70 ต้น วิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์จ้าเพาะท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsB2 
พบว่ามีต้นข้าวท่ีได้รับยีน OsB2 จ้านวน 59 ต้น คิดเป็น 84.28 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 5 และภาพท่ี 
28) 
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 เมื่อน้าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากต้นข้าวที่ได้รับการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 จาก
การถ่ายยีนท้ัง 4 ครั้ง จ้านวน 61 ต้น วิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์จ้าเพาะท่ีจ้าเพาะ
ต่อยีน OsC1 และ OsB2 พบว่ามีต้นข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 เพียงยีนเดียวจ้านวน 37 ต้น ได้รับยีน 
OsB2 เพียงยีนเดียวจ้านวน 9 ต้น ได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 จ้านวน 10 ต้น และไม่ได้รับยีน
จ้านวน 5 ต้น คิดเป็น 57.37, 14.75, 16.39 และ 11.49 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ (ตารางท่ี 7 และภาพ
ท่ี 29) การท่ีข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีผ่านการถ่ายยีนร่วมระหว่างยีน OsC1 และยีน OsB2 มีต้นท่ี
ได้รับยีน OsC1 จ้านวนมากท่ีสุด อาจเนื่องจากขนาดของยีน OsC1 มีขนาดเล็กกว่ายีน OsB2 

 

 
 

ภาพที่ 26 จีโนมิกดีเอ็นเอของต้นข้าวที่ผ่านการถ่ายยีน OsC1, OsB2 และยีน OsC1 ร่วมกับยีน 
OsB2 M: 1 kb DNA ladder 
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ภาพที่ 27 การวิเคราะห์ต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ครั้งท่ี 1, 2 และ 3 จ้านวน 
2, 4 และ 2 ต้น ตามล้าดับ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsC1 เพื่อตรวจสอบ

ต้นท่ีได้รับยีน OsC1 ท่ีถ่ายเข้าไป  
หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder,  
  WT คือ ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  P คือ plasmid p2CA ท่ีมียีน OsC1 
  หมายเลข 1-4 คือ ต้นข้าวที่ได้จากการถ่ายยีน OsC1 
 

 
 
ภาพที่ 28 การวิเคราะห์ต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 ครั้งท่ี 1, 2 และ 3 จ้านวน 

58, 10 และ 2 ต้น ตามล้าดับ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsB2 เพื่อ
ตรวจสอบต้นท่ีได้รับยีน OsB2 ท่ีถ่ายเข้าไป  

 
หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder 
  WT คือ ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
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  P คือ plasmid p2CA ท่ีมียีน OsB2 
  หมายเลข 1-58 คือ ต้นข้าวที่ได้จากการถ่ายยีน OsB2 
 

 
 

ภาพที่ 29 การวิเคราะห์ต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 ครั้งท่ี 1, 
2, 3 และ 4 จ้านวน 36, 4, 11 และ 10 ต้น ตามล้าดับ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะ

กับยีน OsC1 และ OsB2 เพื่อตรวจสอบต้นท่ีได้รับยีนร่วมกัน 
คือ ยีน OsC1 และ OsB2 ท่ีถ่ายเข้าไป 

 
หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder 
  WT คือ ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  P คือ plasmid p2CA ท่ีมียีน OsC1 และ OsB2 
  หมายเลข 1-36 คือ ต้นข้าวที่ได้จากการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 
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ตารางที่ 7 การตรวจสอบต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 รุ่น 
T0 โดยเทคนิคพีซีอาร์ 

ครั้งท่ี
ถ่ายยีน 

จ้านวน
ต้น

ท้ังหมด 

จ้านวนต้น
ท่ีมียีน 
OsC1 

จ้านวนต้น
ท่ีมียีน 
OsB2 

จ้านวนต้นท่ีมี
ยีน OsC1 

ร่วมกับ OsB2 

จ้านวนต้นท่ี
ไม่ได้รับยีน 

เปอร์เซ็นต์ต้นท่ี
ได้รับยีนร่วม 

1 36 19 9 3 5 3/36 (8.33) 
2 4 4 0 0 0 0/4 (0) 
3 11 7 0 2 2 2/11 (18.18) 
4 10 5 0 5 0 5/10 (50) 

รวม 61 
35/61 
(57.37) 

9/61 
(14.75) 

10/61 
(16.39) 

7/61 
(11.49) 

10/61 
(16.39) 

 
1.6 การศึกษาฟีโนไทปข์องต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรม 
 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและต้นข้าวที่ผ่าน

การถ่ายยีน ฟีโนไทป์ของต้นข้าวท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 พบว่า ต้นข้าวท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 มีฟี
โนไทป์ดังนี้ ต้นข้าวมีลักษณะกาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เข้ียวกันแมลง (auricle) ปลายกลีบ
ดอกใหญ่ (apiculus) และหางข้าว (awn) เป็นสีแดง นอกจากนี้ยังพบว่า เกสรตัวเมีย (stigma) เป็นสี
ม่วง เมื่อติดเมล็ดอ่อนจะมีสีเขียว เมล็ดแก่มีสีแดงเหมือนกับต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน (ภาพท่ี 30) การท่ี
กาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เขี้ยวกันแมลง (auricle) ปลายกลีบดอกใหญ่ (apiculus) และ
หางข้าว (awn) ของข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 มีสีม่วง เนื่องจากเดิม ยีน OsC1 ไม่
ท้างานในข้าวพันธุ์ Kasalath (Oshima et al., 2019; Sun et al., 2018) ฟีโนไทป์ท่ีเกิดขึ้นอาจ
เนื่องจากยีน OsC1 เป็นยีนควบคุมท่ีเป็นรหัสของโปรตีนทรานสคริพชันแฟคเตอร์ซึ่งควบคุมการ
แสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน (Saitoh et al., 2004) และยีน OsC1 
ยังควบคุมการสร้างสีในข้าวสายพันธุ์ต่าง ๆ (Choudhury et al., 2014) โดยยีน OsC1 ไปควบคุม
การสังเคราะห์แอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ยกเว้นเยื่อหุ้มเมล็ด (Kim et al., 2018; Zheng et 
al., 2019) เช่น ยีน OsC1 ท้าให้มีสีหรือการสะสมแอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อปลายกลีบดอกใหญ่ 
(apiculus) และกาบใบ  (leaf sheath) (Saitoh et al., 2004 ) นอกจากนี้  Kim et al (2018) 
รายงานว่าเมื่อถ่ายยีน OsC1 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมียีน OsDFR และยีนกลุ่ม Myb จึงท้าให้
กาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เขี้ยวกันแมลง (auricle) ปลายกลีบดอกใหญ่ (apiculus) และ
หางข้าว (awn) เกิดสีม่วง ซึ่งการเกิดสีบริเวณกาบใบเมื่อต้นข้าวได้รับยีน OsC1 ยังสอดคล้องกับ 
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(Chin et al., 2016) ท่ีศึกษากาบใบของข้าวสีม่วง พบการขาดหายไป 10 และ 3 bp ใน R2R3 Myb 
domain ของยีน OsC1 ในข้าวที่มีกาบใบสีเขียว แต่ไม่พบในข้าวที่มีกาบใบสีม่วง 

 การศึกษาลักษณะของต้นข้าวท่ีได้รับยีน OsB2 ไม่พบการปล่ียนแปลงทางฟีโนไทป์
ด้านกายภาพจากการตรวจสอบลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ กาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เขี้ยวกัน
แมลง (auricle) ปลายกลีบดอกใหญ่ (apiculus) หางข้าว (awn) และเกสรตัวเมีย (stigma) ส่วน
ลักษณะท่ีแตกต่าง คือ เมล็ดอ่อนและเมล็ดแก่จะมีการสะสมรงควัตถุสีม่วง แต่ในข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่าย
ยีนนั้นมีเมล็ดสีเขียวในระยะเมล็ดอ่อน และมีสีแดงในระยะเมล็ดแก่ (ภาพท่ี 30) การท่ีข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsB2 มีสีม่วงอาจเกิดจากยีน OsB2 สามารถกระตุ้นให้เกิดการสังเคราะห์แอน
โทไซยานินในข้าว โดยไปกระตุ้นยีนโครงสร้างให้มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น (Hu et al., 1996; 
Sakamoto et al., 2001) นอกจากนี้ Kim et al, (2018) รายงานว่ายีน OsB2 มีหน้าท่ีควบคุมการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินในเมล็ดข้าว เนื่องจากข้าวแดงพันธุ์ Kasalath มียีน DFR ท่ีท้าหน้าท่ีอยู่
แล้ว (Furukawa et al., 2007) แต่ยีน OsC1 ไม่ท้างาน (Oshima et al., 2019; Sun et al., 2018) 
เมื่อถ่ายยีน OsB2 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath แล้วท้าให้เมล็ดเกิดสีม่วงอาจเกิดจากการท้างานร่วมกัน
ของยีน OsB2 ท่ีถ่ายเข้าไปกับยีนอื่น (endogenous gene) ท่ีสร้างทรานสคริพชันแฟคเตอร์ชนิด 
Myb ในจีโนมของข้าวพันธุ์ Kasalath 

 การศึกษาลักษณะของต้นข้าวที่ผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 พบว่าต้น
ข้าวท่ีผ่านการถ่ายยีนร่วมมีฟีโนไทป์ดังนี้ ต้นข้าวมีลักษณะกาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เขี้ยว
กันแมลง (auricle) ปลายกลีบดอกใหญ่ (apiculus) และหางข้าว (awn) เป็นสีแดง นอกจากนี้ยัง
พบว่า เกสรตัวเมีย (stigma) เป็นสีม่วง เมื่อติดเมล็ดอ่อนจะมีสีเขียวและด้านข้างเป็นแถบสีม่วง เมื่อ
เมล็ดแก่จะมีสีแดงและแถบด้านข้างสีม่วง (ภาพท่ี 30) การท่ีข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 
ร่วมกับยีน OsB2 มีสีม่วงท่ีเมล็ดและเนื้อเย่ือต่าง ๆ อาจเกิดจากยีน OsB2 สามารถกระตุ้นให้เกิดการ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินในเมล็ดข้าว โดยไปกระตุ้นยีนโครงสร้างให้มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น (Hu 
et al., 1996; Sakamoto et al., 2001) และยีน OsC1 เป็นยีนควบคุมท่ีเป็นรหัสของโปรตีนท
รานสคริพชันแฟคเตอร์ซึ่งควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน  
และควบคุมการการสร้างสีในข้าวสายพันธุ์ต่าง ๆ (Choudhury et al., 2014; Saitoh et al., 2004) 
เมื่อถ่ายยีน OsB2 ร่วมกับยีน OsC1 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath แล้วท้าให้เมล็ดและเนื้อเย่ือต่าง ๆ เกิด
สีม่วง อาจเกิดจากการท้างานร่วมกันของยีน OsC1 และ OsB2 ท่ีถ่ายเข้าไปกับยีนอื่น (endogenous 
gene) ท่ีสร้างทรานสคริพชันแฟคเตอร์ชนิด Myb ในจีโนมของข้าวพันธุ์ Kasalath 
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ภาพที่ 30 ฟีโนไทป์ของข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุน่ T0  
 

หมายเหตุ A คือระยะการเจริญเติบโต  
  B คือระยะสืบพันธุ ์
  WT คือ ต้นข้าวทีไ่ม่ได้ผ่านการถ่ายยีน 
  OsB2 คือ ต้นข้าวที่ได้รับยีน OsB2 
  OsC1 คือ ต้นข้าวที่ได้รับยีน OsC1 
  OsC1+OsB2 คือ ต้นข้าวที่ได้รับยีน OsC1 ร่วมกบัยีน OsB2  

A 

B 
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2. การทดสอบการกระจายตัวของยีนในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 

2.1 การสกัดดีเอ็นเอจากต้นอ่อนข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 
 การสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเย่ือใบของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและใบ

ของข้าวพันธุ์ Kasalath ได้รับยีน OsC1, OsB2 และยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 รุ่น T1 ด้วยวิธี 
mCTAB พบว่าได้ดีเอ็นเอขนาดใหญ่เหมาะส้าหรับน้าไปใช้ในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (ภาพท่ี 
31)  

 
 

ภาพที่ 31 จีโนมิกดีเอ็นเอของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2 และยีน 
OsC1 ร่วมกับยีน OsB2  

 

หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder 
 
2.2 การทดสอบการกระจายตัวของยีนในต้นขา้วดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 โดยวิธี GUS 

assay และเทคนิคพีซีอาร์ 
  การวิเคราะห์การกระจายตัวของยีนในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ของข้าว
ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ต้น KasaOsC1.2-4 โดยวิธี GUS assay พบว่าจากจ้านวน 30 ต้น พบต้นท่ี
มีการแสดงออกของยีน gus คือมีสีฟ้าบริเวณบาดแผลของเนื้อเยื่อใบจ้านวน 27 ต้น และต้นท่ีไม่เกิดสี
ฟ้าจ้านวน 3 ต้น จากนั้นน้ามาตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsC1 
พบว่าจากต้น KasaOsC1.2-4 ท้ังหมดจ้านวน 30 ต้น มีต้นข้าวที่ได้รับยีน OsC1 จ้านวน 27 ต้น โดย
พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีคาดหวังคือ ประมาณ 800 bp (ภาพท่ี 33 และตารางท่ี 9) เมื่อวิเคราะห์ไคส
แควร์ได้ค่า p-value เท่ากับ 0.057 คือ ต้น KasaOsC1.2-4 มีผลการทดลองเป็นไปตามสมมุติฐาน
ท่ีว่ามีการกระจายตัวของยีน gus (ภาพท่ี 32) ไปสู่รุ่นลูก T1 เป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ มี
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อัตราส่วน 3 : 1 (ตารางท่ี 8) ซึ่งผลวิเคราะห์การถ่ายทอดยีน OsC1 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์นั้นสอดคล้อง
กับผลการตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay  

 การวิเคราะห์การกระจายตัวของยีนในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ด้วยวิธี GUS 
assay ของต้น KasaOsB2.1-8 พบว่าจากจ้านวน 30 และ 27 ต้น มีต้นท่ีมีการมีการแสดงออกของยีน 
gus คือมีสีฟ้าบริเวณบาดแผลของเนื้อเยื่อใบจ้านวน 27 ต้นและต้นท่ีไม่เกิดสีฟ้าจ้านวน 3 จากนั้น
น้ ามาตรวจสอบด้วยเทคนิคพี ซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ ท่ี จ้าเพาะกับยีน  OsB2 พบว่าจาก ต้น 
KasaOsB2.1-8 ท้ังหมดจ้านวน 30 ต้น มีต้นข้าวที่ได้รับยีน OsB2 จ้านวน 27 ต้น โดยพบแถบดีเอ็น
เอขนาดท่ีคาดหวังคือ ประมาณ 1,300 bp (ภาพท่ี 34 และตารางท่ี 9) โดยวิเคราะห์ไคสแควร์ได้ค่า 
p-value เท่ากับ 0.057 แสดงว่าต้น KasaOsB2.1-8 มีผลการทดลองเป็นไปตามสมมุติฐานท่ีว่ามีการ
กระจายตัวของยีน gus ไปสู่รุ่นลูก T1 เป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ มีอัตราส่วน 3 : 1 (ตารางท่ี 8) 
ซึ่งผลวิเคราะห์การถ่ายทอดยีน OsB2 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์นั้นสอดคล้องกับผลการตรวจสอบด้วยวิธี 
GUS assay 

 อย่างไรก็ตามเม่ือทดสอบการกระจายตัวของยีนโดยมีสมมุติฐานการแทรกตัวของยีน 
2 ต้าแหน่ง ซึ่งจะมีอัตราส่วนเป็น 15 : 1 ส้าหรับการทดสอบด้วยวิธี GUS assay (ฟ้า : ไม่ฟ้า) และ 
เทคนิคพีซีอาร์ (มียีน : ไม่มียีน ) พบว่าต้น KasaOsC1.2-4 และ KasaOsB2.1-8 ได้ค่า p-value 
เท่ากับ 0.396 (ตารงท่ี 8) แสดงว่าต้น KasaOsC1.2-4 และ KasaOsB2.1-8 ไม่แตกต่างจากทฤษฎี
ของการแทรกตัวของยีน 2 ต้าแหน่ง ดังนั้นในการทดลองนี้ ต้น KasaOsC1.2-4 และ KasaOsB2.1-8 
ยังไม่สามารถสรุปได้ว่ามีการแทรกตัวของยีน 1 หรือ 2 ต้าแหน่ง โดยอาจจะต้องมีการทดสอบจ้านวน
ตัวอย่างมากกว่านี้จึงจะสรุปได้ 

 การวิเคราะห์การกระจายตัวของยีนในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ด้วยวิธี GUS 
assay ของต้น kasaOsC1+OsB2.1-28 พบว่าจากจ้านวน 40 ต้น มีต้นท่ีมีการมีการแสดงออกของยีน 
gus คือ มีสีฟ้าบริเวณบาดแผลของเนื้อเยื่อใบจ้านวน 37 ต้น และต้นท่ีไม่เกิดสีฟ้าจ้านวน 3 จากนั้น
น้ามาตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsB2 และ OsC1 พบว่าจากต้น 
kasaOsC1+OsB2.1-28 ท้ังหมดจ้านวน 40 ต้น ของต้น ต้น kasaOsC1+OsB2.1-28 พบขนาดท่ี
คาดหวังคือ ประมาณ 800 bp แสดงว่ามีต้นข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 จ้านวน 8 ต้น และพบขนาดท่ี
คาดหวังคือ ประมาณ 1,300 bp แสดงว่ามีต้นข้าวท่ีได้รับยีน OsB2 จ้านวน 4 ต้น ท่ีมีท้ังสองยีน
ร่วมกันจ้านวน 25 ต้น และต้นไม่มียีนจ้านวน 3 ต้น จากท้ังหมดจ้านวน 40 (ตารางท่ี 10) ซึ่งผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับผลการตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay เมื่อวิเคราะห์ไคสแควร์ได้ค่า p-value 
เท่ากับ 0.5632 พบว่ายอมรับสมมุติฐาน ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการกระจายตัวของยีนไปสู่รุ่นลูก T1  
เป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ มีอัตราส่วน 9 :  3 : 3 : 1 (ภาพท่ี 35 และตารางท่ี 10) แสดงว่ามีการ
แทรกตัวของยีน 2 ต้าแหน่ง  
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ภาพที่ 32 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน gus โดยวิธี GUS assay ในต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรม
รุ่น T1 

 

หมายเหตุ A คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  B คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมีการแสดงออกของยีน gus 
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ตารางที่ 8 ผลการทดสอบการกระจายตัวของยีน gus โดยวิธี GUS assay ในข้าวพันธุ์ Kasalath 
ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1  

ต้น 
จ านวนต้น
ทั้งหมด 

ต้น T1 ท่ี
เกิดสีฟ้า 

ต้น T1 ท่ี
ไม่เกิดสีฟ้า 

สมมุติฐาน* 
ฟ้า:ไม่ฟ้า 𝑥

2 P-value 

KasaOsC1.2-4 30 27 3 
3:1 3.600 0.057

ns
 

15:1 0.720 0.396
ns
 

KasaOsB2.1-8 30 27 3 
3:1 3.600 0.057

ns
 

15:1 0.720 0.396
ns
 

KasaOsC1+B21-28 40 37 3 15:1 0.107 0.744
ns
 

 
หมายเหตุ ns คือ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 
  *  สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนลูกรุ่น T1 ฟ้า:ไม่ฟ้า = 3:1 และอัตราส่วนลูกรุ่น T1 ฟ้า:
  ไม่ฟ้า = 15:1 

 
ตารางที่ 9 ผลการทดสอบการกระจายตัวของยีน OsC1 และ OsB2 โดยวิธีพีซีอาร์ในข้าวพันธุ์ 
Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 

ต้น 
จ านวนต้น
ทั้งหมด 

ต้นที่
ได้รับยีน  

ต้นที่ไม่ได้
รับยีน 

สมมุติฐาน* 
มียีน:ไม่มียีน 𝑥

2
 P-value 

KasaOsC1.2-4 30 27 3 
3:1 3.600 0.057

ns
 

15:1 0.720 0.396
ns

 

KasaOsB2.1-8 30 27 3 
3:1 3.600 0.057

ns
 

15:1 0.720 0.396
ns

 

 
หมายเหตุ ns คือ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 
  *  สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนลูกรุ่น T1 ท่ีมียีน:ไม่มียีน = 3:1 และอัตราส่วนลูกรุ่น T1 

  ท่ีมียีน:ไม่มียีน = 15:1 
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ตารางที่ 10 ผลการทดสอบการกระจายตัวของยีน OsC1 และ OsB2 โดยวิธีพีซีอาร์ในข้าวพันธุ์ 
Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 

ต้น T0 
จ านวนต้น 
T1 ทั้งหมด 

จ านวนต้น
มียีนร่วม 

จ านวนต้นท่ี
มียีน OsC1 

จ านวนต้นท่ี
มียีน OsB2 

ไม่มียีน 𝒙𝟐 p-value 

KasaOsC1 
+OsB2.1-28 

40 25 8 4 3 2.044 0.5632ns 

 
หมายเหตุ ns คือ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 
  สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนลูกรุ่น T1 คือ ลูกท่ีได้รับท้ังยีน OsC1 และ OsB2 (B_C_) 
  :ลูกท่ีได้รับยีน OsC1 เพียงยีนเดียวเท่านั้น (bbC_):ลูกท่ีได้รับยีน OsB2 เพียงยีน 
  เดียวเท่านั้น (B_cc) : ลูกท่ีไม่ได้รับยีน (bbcc) = 9:3:3:1 
 

 
 
ภาพที่ 33 การวิเคราะห์การกระจายตัวของยีน OsC1 ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรม

รุ่น T1 (ต้นท่ี 1-30) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์และใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsC1 
 
หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder 
  WT คือ ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  P คือ plasmid p2CA ท่ีมียีน OsC1 
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ภาพที่ 34 การวิเคราะห์การกระจายตัวของยีน OsB2 ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรม
รุ่น T1 (ต้นท่ี 1-30) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์และใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน  

 
หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder 
  WT คือ ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  P คือ plasmid p2CA ท่ีมียีน OsB2 
 

 
 
ภาพที่ 35 การวิเคราะห์การกระจายตัวของยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath 

ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 (ต้นท่ี 1-30) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์และใช้ไพรเมอร์ 
ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsC1 และ OsB2  

 

หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder 
  WT คือ ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  P คือ plasmid p2CA ท่ีมียีน OsC1 และ OsB2  
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2.3 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 
 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 รุ่น T1 พบว่า ต้นข้าวท่ีได้รับยีน 

OsC1 มีฟีโนไทป์ดังนี้ ต้นข้าวมีลักษณะกาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เข้ียวกันแมลง (auricle) 
ปลายกลีบดอกใหญ่ (apiculus) และหางข้าว (awn) เป็นสีแดง นอกจากนี้ยังพบว่า เกสรตัวเมีย 
(stigma) เป็นสีม่วง เมื่อติดเมล็ดอ่อนจะมีสีเขียวเมล็ดแก่มีสีแดงเหมือนกับต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ซึ่ง
ลักษณะท่ีพบคล้ายกับต้นและเมล็ดจากต้นท่ีได้รับยีน OsC1 รุ่น T0 (ภาพท่ี 36) เนื่องจากมีการ
ถ่ายทอดยีน OsC1 ไปสู่รุ่นลูก 

 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวที่ได้รับยีน OsB2 ไม่พบการเปล่ียนแปลงทางฟีโนไทป์
ด้านกายภาพจากการตรวจสอบลักษณะต่าง ๆ ได้แก่ กาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เขี้ยวกัน
แมลง (auricle) ปลายกลีบดอกใหญ่ (apiculus) หางข้าว (awn) และเกสรตัวเมีย (stigma) ส่วน
ลักษณะท่ีแตกต่าง คือ เมล็ดอ่อนและเมล็ดแก่จะมีการสะสมรงควัตถุสีม่วง แต่ในข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่าย
ยีนนั้นมีสีเขียวในระยะเมล็ดอ่อนและมีสีแดงในระยะเมล็ดแก่ การท่ีเมล็ดของข้าวดัดแปลงพันธุกรรม
ท่ีได้รับยีน OsB2 มีสีม่วง ซึ่งลักษณะท่ีพบคล้ายกับต้นท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 รุ่น T0 (ภาพท่ี 36) 
เนื่องจากมีการถ่ายทอดยีน OsB2 ไปสู่รุ่นลูก 

 การศึกษาฟีโนไทป์ของต้นข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 พบว่า ต้นข้าวท่ี
ผ่านการถ่ายยีนร่วมมีฟีโนไทป์ดังนี้ ต้นข้าวมีลักษณะกาบใบ (leaf sheath) ข้อ (node) เขี้ยวกัน
แมลง (auricle) ปลายกลีบดอกใหญ่ (apiculus) และหางข้าว (awn) เป็นสีแดง นอกจากนี้ยังพบว่า 
เกสรตัวเมีย (stigma) เป็นสีม่วง เช่นเดียวกับต้นท่ีได้รับยีน OsC1 เมื่อติดเมล็ดอ่อนจะมีสีเขียวและ
ด้านข้างเป็นแถบสีม่วง เมื่อเมล็ดแก่จะมีสีแดงและแถบด้านข้างสีม่วงเช่นเดียวกับต้นท่ีได้รับยีน OsB2 
ซึ่งลักษณะท่ีพบคล้ายกับต้นผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 รุ่น T0 (ภาพท่ี 36) เนื่องจากมี
การถ่ายทอดยีน OsC1 และ OsB2 ไปสู่รุ่นลูก 
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ภาพที่ 36 ฟีโนไทป์ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน และได้รับยีน OsC1, OsB2 และ

ได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 รุ่น T1 
 

หมายเหตุ WT คือ ต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
 
3. การสร้างข้าวลูกผสมท่ีมียีน OsC1 และยีน OsB2  

3.1 การคัดเลือกต้นพันธุ์รับและพันธุ์ให้ 
  การคัดเลือกต้นพันธุ์รับและพันธุ์ให้โดยคัดเลือกจากต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับ

ยีน OsC1 และ OsB2 ซึ่งได้ต้นท่ีมียีน OsC1 คือ ต้น KasaC1.1-2 โดยข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับ
ยีน OsC1 จะมีบริเวณของโคนต้นเป็นสีแดงและใบเป็นสีเขียว และต้นท่ีมียีน OsB2 คือ ต้น KasaB2.1-
8 จะมีลักษณะต้นสีเขียวทั้งต้นเหมือนกับลักษณะของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน (ภาพ
ท่ี 37 และ 38) 
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ภาพที่ 37 ฟีโนไทป์ของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมพันธุ์ Kasalath อายุ 15 วัน 
 

หมายเหตุ A คือ ต้นข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน  
  B-C คือ ต้นข้าวที่ได้รับยีน OsB2  
  D-E คือ ต้นข้าวที่ได้รับยีน OsC1 
 
3.2 การผสมข้าว 

  การผสมข้าวดัดแปลงพันธุกรรมของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมียีน OsC1 และต้น
ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมียีน OsB2 พบว่า คู่ผสมท่ี ต้นท่ีมียีน OsC1 เป็นต้นแม่และต้นท่ีมียีน OsB2 
เป็น ต้นพ่อได้ลูกผสมรุ่น  F1 จ้านวน 59 เม ล็ด ซึ่ งได้จาก 3 คู่  คือ KasaC1.1-2.T1-4 ผสมกับ 
KasaB2.1-8.T1-15 ได้จ้านวน 37 เมล็ด KasaC1.1-2.T1-9 ผสมกับ KasaB2.1-8.T1-11 ได้จ้านวน 7 
เมล็ด และ KasaC1.1-2.T1-4 ผสมกับ KasaB2.1-8.T1-9 ได้จ้านวน 15 เมล็ด (ตารางท่ี 11) 
  การผสมข้าวของต้นคู่ผสมท่ีมียีน OsB2 เป็นต้นแม่และต้นท่ีมียีน OsC1 เป็นต้นพ่อ 
ได้ลูกผสมรุ่น F1 จ้านวน 6 เมล็ด ซึ่งได้จาก 2 คู่ คือ KasaB2.1-8.T1-15 ผสมกับ KasaC1.1-2.T1-4 
ได้จ้านวน 5 เมล็ด และ KasaB2.1-8.T1-17 ผสมกับ KasaC1.1-2.T1-13 ได้จ้านวน 1 เมล็ด (ตารางท่ี 
11) 
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ภาพที่ 38 ฟีโนไทป์ของข้าวพันธุ์ให้ และพันธุ์รับ 
 

หมายเหตุ A-B คือ ฟีโนไทป์ต้นข้าวพันธุ์รับท่ีได้รับยีน OsC1 
 C-D คือ ฟีโนไทปต้์นข้าวพันธุ์ให้ท่ีได้รับยีน OsB2  
 E คือ เมล็ดข้าวลูกผสมรุ่น F1 บนต้นแมท่ี่ได้รับยีน OsC1 

 

ตารางที่ 11 คู่ผสมระหว่างต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมียีน OsC1 และ OsB2 

คู่ผสมที่ ต้นแม่ ต้นพ่อ จ านวนเมล็ดลูกรุ่น F1 
1 KasaC1.1-2.T1-4 KasaB2.1-8.T1-15 37 
2 KasaC1.1-2.T1-9 KasaB2.1-8.T1-11 7 
3 KasaC1.1-2.T1-4 KasaB2.1-8.T1-9 15 
4 KasaB2.1-8.T1-15 KasaC1.1-2.T1-4 5 
5 KasaB2.1-8.T1-17 KasaC1.1-2.T1-13 1 

 
3.3 การตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay และเทคนิคพีซีอาร์ในข้าวลูกผสมรุ่น F1 
 เมื่อน้าเมล็ดของต้น F1 จากคู่ผสมท่ี 1 KasaC1.1-2.T1-4 ผสมกับ KasaB2.1-8.T1-

15 จ้านวน 22 เมล็ด มาเพาะเล้ียงบนอาหารพบว่าฟีโนไทป์ท่ีได้มี 2 แบบ คือ ต้นท่ีมีกาบใบสีแดง 
จ้านวน 7 ต้น และต้นท่ีมีสีม่วงท้ังต้น จ้านวน 15 ต้น จากนั้นน้าเนื้อเยื่อใบจาก 22 ต้น มาตรวจสอบ
ด้วยวิธี GUS assay พบว่ามีการเกิดสีฟ้าบริเวณบาดแผลในเนื้อเย่ือใบของต้น F1 แต่ไม่พบการเกิดสี
ฟ้าในตัวอย่างต้น Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน (ภาพท่ี 40) จากนั้นท้าการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจาก
เนื้อเยื่อใบของต้นข้าวลูกผสม F1 จ้านวนท้ังหมด 22 ต้น และน้ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้
ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsC1 และ OsB2 พบว่า มีต้นท่ีมียีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 จ้านวน 15 
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ต้น (ภาพท่ี 41) คือ ต้นท่ีมีฟีโนไทป์สีม่วงท้ังต้น และต้นท่ีมียีน OsC1 เพียงยีนเดียวจ้านวน 7 ต้น คือ
ต้นท่ีมีฟีโนไทป์กาบใบสีแดง ต้นท่ีมีกาบใบสีแดงอาจเกิดจากการผสมตัวเองของต้นแม่คือ ต้น 
KasaC1.1-2.T1-4 (ภาพท่ี 39) นอกจากนี้ยังพบว่าต้นข้าวลูกผสมท่ีมีต้นสีม่วงมีการเจริญเติบโตช้ากว่า
ต้นท่ีมีกาบใบสีแดงและตายไปในท่ีสุด อาจเกิดจากการท่ีต้นมีการสะสมแอนโทไซยานินเพิ่มมากขึ้นจึง
ท้าให้มีผลต่อการสังเคราะห์แสงของพืช (Oshima et al., 2019) และการท่ีต้นลูกผสม F1 เป็นสีม่วง
ท้ังต้นอาจเกิดจากยีน OsC1 และ OsB2 ไปกระตุ้นยีนโครงสร้างในต้นข้าวท้าให้มีการสังเคราะห์แอน
โทไซยานินเพิ่มมากขึ้น (Hu et al., 1996; Sakamoto et al., 2001) 

 

 
 

ภาพที่ 39 ต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ลูกผสมรุ่น F1  
 

หมายเหตุ A-B คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  C-D คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมีกาบใบสีแดง 
  E-F คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมีต้นสีม่วงท้ังต้น 
  ลูกศรสีแดง คือ บริเวณกาบใบสีแดง 
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ภาพที่ 40 การตรวจสอบด้วยวิธี GUS assay  ในข้าวลูกผสมรุ่น F1  
 
หมายเหตุ A คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  B คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมีกาบใบสีแดงและมีการแสดงออกของยีน gus  
  C คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีมีต้นสีม่วง และมีการแสดงออกของยีน gus 
 

 
 

ภาพที่ 41 การวิเคราะห์ยีน OsC1 และ OsB2 ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ลูกผสมรุ่น F1  
โดยเทคนิคพีซีอาร์  

 
หมายเหตุ M คือ 1 kb DNA ladder 
  WT คือ ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  P คือ plasmid p2CA ท่ีมียีน OsC1 และ OsB2 
  ลูกศรสีแดง คือ แถบดีเอ็นเอ 
 
 
4. การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR และ semi-quantitative RT-PCR 
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 4.1 การสกัดอาร์เอ็นเอจากต้นอ่อนข้าวที่ผ่านการถ่ายยีน 
  การสกัดอาร์เอ็นเอจากต้นอ่อนอายุ 15 วัน ของข้าวท่ีผ่านการถ่ายยีนและข้าว
ลูกผสมรุ่น F1 ด้วยวิธี mCTAB พบแถบอาร์อาร์เอ็นเอ (rRNA) ขนาด 28S และ 18S (ภาพท่ี 42) 
แสดงว่าสามารถสกัดได้อาร์เอ็นเอท่ีมีคุณภาพดี เมื่อน้าไปวิเคราะห์คุณภาพของอาร์เอ็นเอด้วยวิธีนา
โนดรอป พบว่าอาร์เอ็นเอมีคุณภาพดีเหมาะส้าหรับน้าไปใช้ต่อไป (ตารางท่ี 12) 

 
 

ภาพที่ 42 การสกัดอาร์เอ็นเอจากต้นอ่อนข้าวอายุ 15 วัน ในข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน
ข้าวดัดแปลงพันธุกรรม และข้าวลูกผสมรุ่น F1 

 

หมายเหตุ WT คือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  C1.2-4 คือ ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 
  B2.1-8 คือ ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsB2 
  C1+B2.1-28 คือ ข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 และ OsB2 
  F1 ม่วง คือ ข้าวลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีต้นสีม่วง 
  F1 กาบแดง คือ ข้าวลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีกาบใบสีแดง 
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ตารางที่ 12 การวิเคราะห์คุณภาพของอาร์เอ็นเอด้วยวิธีนาโนดรอป 

พันธุ์ข้าว ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ (ng/ul) A260/A280 A260/A230 

Kasa (WT) 394.2 2.03 0.73 

KasaC1.2-4 258.4 1.96 0.44 

KasaB2.1-8 343.9 1.99 0.59 

KasaC1+B2.1-28 484.6 2.05 0.74 

Kasa.F1 ม่วง 331.6 2.09 1.52 

Kasa.F1 กาบแดง 2154 1.96 1.92 

 
 4.2 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR และ semi-quantitative RT-
PCR 
  การน้า cDNA ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ต้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมรุ่น  T1 ท่ีได้รับยีน  OsC1, OsB2 และยีนร่วมระหว่างยีน  OsC1 และ  OsB2 คือต้น 
KasaC1.2-4, KasaB2.1-8 และ KasaC1+B2.1-28 ตามล้าดับ และลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีต้นสีม่วง และ
ต้นท่ีมีสีแดง มาวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน 
OsC1 พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีคาดหวังประมาณ 260 bp ในทุกตัวอย่าง (ภาพท่ี 43A) เมื่อวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsC1 พบว่าในต้นท่ีไม่
ผ่านการถ่ายยีนไม่พบการแสดงออกของยีน OsC1 ส่วนต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 มี
ระดับการแสดงออกของยีน  OsC1 สูง โดยต้น KasaC1+B2.1-28 มีการแสดงออกสูงกว่าต้น 
KasaC1.2-4 นอกจากนี้ต้นลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีแดงจะมีระดับการแสดงออกของยีน OsC1 สูงกว่าใน
ต้นท่ีมีสีม่วง (ภาพท่ี 43C และ D) การท่ีต้นท่ีได้รับยีน OsC1 ต้นท่ีได้ยีนร่วมของยีน OsC1 และ 
OsB2 ต้น F1 ท่ีมี สีม่วงและต้น F1 ท่ีมี สีแดง มีการแสดงออกสูงกว่าในต้นท่ี ไม่ผ่านการถ่ายยีน
สอดคล้องกับรายงานท่ีพบว่ายีน OsC1 ข้าวที่มีกาบใบสีม่วงมีจะมีการแสดงออกของยีน OsC1 สูงกว่า
ต้นท่ีมีกาบใบสีเขียว เนื่องจากยีน OsC1 มีบทบาทส้าคัญในการสะสมของแอนโทไซยานิน (Chin et 
al., 2016) เมื่อถ่ายยีน OsC1 เข้าสู่ข้าวพันธุ์ Kasalath ท้าให้ต้นท่ีได้รับยีน OsC1 มีการไปกระตุ้นยีน
โครงสร้างท้าให้มีการสะสมแอนโทไซยานินจึงมีการการแสดงออกของยีน OsC1 มากกว่าต้นท่ีไม่ได้รับ
ยีน 
  การน้า cDNA ของต้นข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ต้นข้าวดัดแปลง
พันธุกรรมรุ่น  T1 ท่ีได้รับยีน  OsC1, OsB2 และยีนร่วมระหว่างยีน  OsC1 และ  OsB2 คือต้น 
KasaC1.2-4, KasaB2.1-8 และ KasaC1+B2.1-28 ตามล้าดับ และลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีต้นสีม่วง และ
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ต้นท่ีมีสีแดง ท่ีได้มาวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อ
ยีน OsB2 พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีคาดหวังประมาณ 1,300 bp ในต้น KasaB2.1-8, KasaC1+B2.1-
28 และลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีต้นสีม่วง (ภาพท่ี 43B) เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsB2 พบว่าในต้น KasaC1.2-4, F1 ท่ีมีสีแดง และต้นท่ีไม่ผ่าน
การถ่ายยีน ไม่พบการแสดงออกของยีน OsB2 ส่วนต้น KasaB2.1-8, KasaC1+B2.1-28 และลูกผสม
รุ่น F1 ท่ีมีสีม่วง มีการแสดงออกของยีน OsB2 (ภาพท่ี 43E และ F) การแสดงออกของต้นท่ีได้รับยีน 
OsB2 สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีรายงานว่าพบการแสดงออกของยีน OsB2 ท่ีถ่ายเข้าสู่ข้าวขาวพันธุ์ 
Nipponbare และ Taichung 65 มีการแสดงออกสูงกว่าต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน แต่ไม่พบการ
เปล่ียนแปลงฟีโนไทป ์เนื่องจากข้าวขาวพันธุ์ Nipponbare และ Taichung 65 ท่ีน้ามาใช้ถ่ายยีนไม่มี
ยีน DFR ท่ีท้างานได้จึงไม่มีการสร้างสีในข้าวขาวท่ีน้ามาใช้ในการถ่ายยีน (Sakulsingharoj et al., 
2014) นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับ Shih et al (2008) ท่ีรายงานว่ายีน OsB2 ไม่ท้างานในข้าวที่มีใบสี
เขียว ซึ่งข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีน้ามาใช้ถ่ายยีนในการศึกษาครั้งนี้เป็นข้าวท่ีมีใบสีเขียว นอกจากนี้มี
รายงานว่าในข้าวแดงยีน OsB1 ท่ีเป็นกลุ่ม Myc จัดอยู่ในกลุ่ม basic helix-loop-helix (bHLH) 
เช่นเดียวกับยีน OsB2 ก็ไม่ท้างานเช่นกัน โดยพบว่ามีการเพิ่มขึ้น 2 คู่เบส ท้าให้มีการกลายพันธุ์แบบ 
frameshift ในข้าวแดง (Lim and Ha, 2013) 
  การน้า cDNA ของต้น Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น 
T1 ท่ี ได้รับยีน  OsC1, OsB2 และยีนร่ วมระหว่ างยีน  OsC1 และ  OsB2 คือ ต้น  KasaC1.2-4, 
KasaB2.1-8 และ KasaC1+B2.1-28 ตามล้าดับ วิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีนโครงสร้างคือยีน CHS, CHI, F3'H, DFR และ ANS พบว่าต้นข้าว
ดัดแปลงพันธุกรรมและต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนมีการแสดงออกของยีน CHS, CHI, F3'H และ DFR แต่
ยีน ANS พบการแสดงในข้าวดัดแปลงพันธุกรรมแต่ไม่พบในต้นข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน (ภาพท่ี 44A) 
เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR พบว่ายีน CHS และ CHI มีการแสดงออก
ของ ทุ ก ตั วอ ย่ า ง  แ ต่ ยี น  F3'H, DFR และ  ANS มี ก ารแ สดงออ ก ใน ต้น  KasaC1.2-4 แล ะ 
KasaC1+B2.1-28 ในระดับสูงกว่าในต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและต้น KasaB2.1-8 (ภาพท่ี 45A) อาจ
เกิดจากยีน OsC1 ไปกระตุ้นยีนโครงสร้างท้ายวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน และสอดคล้องกับ
รายงานก่อนหน้านี้ พบว่าการแสดงออกของยีนโครงสร้าง คือ F3H, DFR, ANS, CHS, CHI และ F3'H 
ในข้าวพันธุ์ T65-Plw ท่ีมีสีแดงมีการแสดงออกสูง (Shih et al., 2008)  
    
  การน้า cDNA ของต้นข้าวลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีม่วงและต้นท่ีมีสีแดง มาวิเคราะห์การ
แสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีนโครงสร้างคือยีน CHS, CHI, 
F3'H, DFR และ ANS พบว่าต้นข้าวลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีม่วงและต้นท่ีมีสีแดง มีการแสดงออกของยีน 
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CHS, CHI, F3'H และ DFR แต่ยีน ANS พบการแสดงออกในต้นข้าวลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีม่วงและต้นท่ี
มีสีแดง แต่ไม่พบใต้นข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน (ภาพท่ี 44B) เมื่อน้ามาตรวจสอบด้วยเทคนิค semi-
quantitative RT-PCR พบว่าต้นข้าวลูกผสม F1 ท่ีมีสีม่วงมีการแสดงออกของยีน CHS, CHI, F3'H, 
DFR และ ANS สูงกว่าในต้นข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและต้นลูกผสม F1 ท่ีมีสีแดง อาจเกิดจากการท่ี
ยีน OsC1 และ OsB2 ท่ีถ่ายเข้าไปในข้าวพันธุ์ Kasalath ไปกระตุ้นยีนโครงสร้างให้มีการแสดงออก
เพิ่มมากขึ้นกว่าในต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน  (Oshima et al., 2019) นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับท่ี
รายงานว่าต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีต้นสีแดงเกิดจากการท่ีสะสมแอนโทไซยานินเพิ่มมากขึ้น และ
สอดคล้องกับมีการแสดงออกของยีน ANS ท่ีมีการแสดงออกสูงเพิ่มมากขึ้น(Kawahigashi et al., 
2007)  
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ภาพที่ 43 การแสดงออกของยีน OsC1 และ OsB2 ในเนื้อเยื่อใบอ่อนของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่
ผ่านการถ่ายยีน ต้นดัดแปลงพันธุกรรมรุน่ T1 และลูกผสม F1 เมื่อเทียบกับยีน OsActin 

 
หมายเหตุ A คือ การตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR ของต้นท่ีผ่านการ
  ถ่ายยีนรุ่น T1 เทียบกับต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  B คือ การตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR ของลูกผสมรุ่น F1 
  เทียบกับต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  C-D คือ ระดับการแสดงออกของยีนควบคุม OsC1 เมื่อเปรียบเทียบกับยีน OsActin 
  ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR ของลูกรุ่น T1 และลูกผสมรุ่น F1 
  E-F คือ ระดับการแสดงออกของยีนควบคุม OsB2 เมื่อเปรียบเทียบกับยีน OsActin 
  ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR ของลูกรุ่น T1 และลูกผสมรุ่น F1  
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ภาพที่ 44 การแสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อใบอ่อนของขา้ว
พันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 และลูกผสมรุ่น F1 โดยเทคนิค RT-PCR  

 

หมายเหตุ A คือ การแสดงออกของยีนโครงสร้างของต้นท่ีผ่านการถ่ายยีนรุ่น T1 เทียบกับต้นท่ี
  ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  B คือ การแสดงออกของยีนโครงสร้างของลูกผสมรุ่น F1 เทียบกับต้นท่ีไม่ผ่านการ
  ถ่ายยีน 
  OsCHS คือ chalcone synthase 

  OsCHI คือ chalcone isomerase 
  OsF3'H คือ flavonoid 3'-hydroxylase  
  OsDFR คือ dihydroflavonol 4-reductase 
  OsANS คือ anthocyanidin synthase 
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ภาพที่ 45 การแสดงออกของยีนโครงสร้างในการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในเนื้อเยื่อใบอ่อนของขา้ว
พันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 และลูกผสมรุ่น F1 โดยเทคนิค semi-quantitative RT-
PCR 
 

หมายเหตุ A คือ การแสดงออกของยีนโครงสร้างของต้นท่ีผ่านการถ่ายยีนรุ่น T1 เทียบกับต้นท่ี
  ไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  B คือ การแสดงออกของยีนโครงสร้างของลูกผสมรุ่น F1 เทียบกับต้นท่ีไม่ผ่านการ
  ถ่ายยีน 
  CHS คือ chalcone synthase 

  CHI คือ chalcone isomerase 
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  F3'H คือ flavonoid 3'-hydroxylase  
  DFR คือ dihydroflavonol 4-reductase 
  ANS คือ anthocyanidin synthase 
 
5. การวัดปริมาณแอนโทไซยานิน 
 5.1 การสกัดแอนโทไซยานิน 
  การสกัดแอนโทไซยานินของเมล็ดแก่ของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
และเมล็ดข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ีได้รับยีน OsC1 (KasaC1.2-4), OsB2 (KasaB2.1-8) และ 
OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 (KasaC1+B2.1-28) พบว่าสีท่ีสกัดได้ของข้าว พันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่าย
ยีน OsB2 มีสีแดงเข้มมากท่ีสุด ตามด้วยข้าวที่ได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 และข้าวที่ไม่ผ่านการ
ถ่ายยีนมีสีใกล้เคียงกับข้าวที่ได้รับยีน OsC1  (ภาพท่ี 46A) ซึ่งสอดคล้องกับลักษณะของสีเมล็ด (ภาพ
ท่ี 46) 
 

 
 

ภาพที่ 46 เมล็ดข้าวที่ใช้ในการวัดปริมาณแอนโทไซยานินและทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
ด้วยวิธี DPPH  

 
หมายเหตุ A คือ เมล็ดข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน 
  B คือ เมล็ดข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับยีน OsC1 
  C คือ เมล็ดข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับยีน OsB2  
  D คือ เมล็ดข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 
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 5.2 การวัดปริมาณแอนโทไซยานิน 
  การวัดปริมาณแอนโทไซยานินของเมล็ดแก่ของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการ
ถ่ายยีน และข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2 และ OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 พบว่า
ตัวอย่างข้าวที่มีปริมาณแอนโทไซยานินสูงท่ีสุดคือ ข้าวท่ีได้รับยีน OsB2 รองลงมาคือ ข้าวที่ได้รับยีน 
OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 และข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนมีปริมาณแอนโทไซยานินใกล้เคียงกับต้นท่ีได้รับ
ยีน OsC1 (ภาพท่ี 47 และตารางท่ี 13) ซึ่งสอดคล้องกับลักษณะของสีเมล็ด (ภาพท่ี 46) เนื่องจาก
ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับยีน OsB2 และข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 มีการสะสมของ
แอนโทไซยานินบริเวณเยื่อหุ้มเมล็ด ซึ่งต้นท่ีได้รับยีน OsB2 มีการสะสมแอนโทไซยานินท่ีเมล็ดแก่
มากกว่าต้นท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2   
  การท่ีเมล็ดข้าวท่ีได้รับยีน OsB2 และยีนร่วม มีปริมาณแอนโทไซยานินมากกว่าใน
ข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 และข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน อาจเกิดจากการท่ียีน OsB2 ไปกระตุ้นยีน
โครงสร้างในเมล็ดข้าวให้มีการแสดงออกมากขึ้นท้าให้สามารถกระตุ้นการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน
ในข้าวให้แสดงออกเพิ่มมากขึ้น (Hu et al., 1996; Sakamoto et al., 2001) และยีน OsB2 เป็นยีน
ท่ีท้าหน้าท่ีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในเมล็ดข้าว (Kim et al., 2018) ท้าให้เมล็ดของต้น
ท่ีได้รับยีน OsB2 มีการสะสมแอนโทไซยานิน เมื่อวัดปริมาณแอนโทไซยานินจึงมีมากกว่าข้าวที่ได้รับ
ยีน OsC1 และข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน 

 
ตารางที่ 13 ปริมาณแอนโทไซยานินของเมล็ดข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ข้าวพันธุ์ 
Kasalath ท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2 และ OsC1 ร่วมกับ OsB2  

พันธุ์ข้าว ปริมาณแอนโทไซยานิน (µmol/gDW) 

Kasa (WT) 0.012 ± 0.001c 
KasaC1.2-4 0.011 ± 0.000c 
KasaB2.1-8 0.059 ± 0.002a 
KasaC1+B2.1-28 0.018 ± 0.000b 

 
หมายเหตุ ± คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) 
  a-c คือ อักษรแตกต่างกันมีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p > 
  0.05) 
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ภาพที่ 47 ปริมาณแอนโทไซยานินในข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ข้าวพันธุ์ Kasalath 
ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2, OsC1 ร่วมกับ OsB2 

 
หมายเหตุ A คือ สารสกัดจากเมล็ดแก่ของข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน และข้าว
  พันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยนี 
  B คือ ปริมาณแอนโทไซยานินในข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน และข้าว
  พันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยนี 
 
6. การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 
 6.1 การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ 
  การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ของเมล็ดแก่ในข้าวพันธุ์ 
Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน และข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1, ยีน OsB2 และยีน 
OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 พบว่าตัวอย่างข้าวท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินสูงท่ีสุดคือ ข้าวท่ีได้รับยีน 
OsB2 รองลงมาคือ ข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2, ต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน และต้นท่ีได้รับ
ยีน OsC1 ตามล้าดับ (ภาพท่ี 48 และตารางท่ี 14) นอกจากนี้ยังพบว่าต้นข้าวที่ได้รับยีนร่วมระหว่าง
ยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระใกล้เคียงกับข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ซึ่งผล
การทดลองนี้สอดคล้องกับลักษณะของสีเมล็ด (ภาพท่ี 46) เนื่องจากข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับยีน 
OsB2 และข้าวท่ีได้รับยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 มีการสะสมของแอนโทไซยานินบริเวณเยื่อหุ้ม
เมล็ด ซึ่งต้นท่ีได้รับยีน OsB2 มีการสะสมแอนโทไซยานินบริเวณเย่ือหุ้มเมล็ดมากกว่าต้นท่ีได้รับยีน 
OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 และผลการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระยังสอดคล้องกับปริมาณแอนโท
ไซยานินอีกด้วยท่ีพบว่าข้าวที่มีปริมาณแอนโทไซยานินสูงท่ีสุดคือ ข้าวที่ได้รับยีน OsB2 เพียงยีนเดียว 
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ตารางที่ 14 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของเมล็ดข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน และข้าวพันธุ์ 
Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2 และ OsC1 ร่วมกับ OsB2 

พันธุ์ข้าว TEAC (µmol/gDW) 

Kasa(WT) 10.15 ± 0.07d 
KasaC1.2-4 6.02 ± 0.16c 
KasaB2.1-8 13.18 ± 0.00a 
KasaC1+B2.1-28 10.22 ± 0.17b 

 
หมายเหตุ ± คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) 
  a-c คือ อักษรแตกต่างกันมีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% (p > 
  0.05) 
  TEAC คือ Trolox equivalent antioxidant capacity ในหน่วย µmol Trolox 

  equivalents ต่อกรัม ของตัวอย่างเมล็ดข้าวที่บดละเอียด 

 

 
ภาพที่ 48 การทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH ในข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีไม่ผ่านการ

ถ่ายยีน ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีได้รับยีน OsC1, OsB2, OsC1 ร่วมกับ OsB2 



 
 

บทท่ี 5  
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

 การถ่ายยีน OsC1 การถ่ายยีน OsB2 และการถ่ายยีนร่วมระหว่างยีน OsC1 และ OsB2 เข้า

สู่ข้าวพันธุ์  Kasalath พบว่ามีประสิทธิภาพการถ่ายยีนสูงสุด คือ 80, 30 และ 40 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล้าดับ แคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีนสามารถรอดบนอาหารคัดเลือกสูงสุด คือ 100, 100 และ 100 

เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และพัฒนาไปเป็นยอดสูงสุด 100, 100 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ โดย

จากยอดท่ีเกิดขึ้นสามารถพัฒนาไปเป็นต้นได้ท้ังหมดจ้านวน 8, 70 และ 61 ต้น ตามล้าดับ ซึ่งจาก

จ้านวนต้นท้ังหมดเมื่อน้าไปตรวจสอบด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่ามีต้นท่ีได้รับยีนจ้านวน 8 , 59 และ 

10 ต้น ตามล้าดับ คิดเป็น 100, 84.28 และ 16.39 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 

 การศึกษาลักษณะของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T0 ท่ีมียีน OsC1 ยีน OsB2 และยีนร่วม

ระหว่างยีน OsC1 และ OsB2 พบว่าต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T0 ท่ีมียีน OsC1 มีลักษณะกาบใบ 

ข้อ เขี้ยวกันแมลง ปลายกลีบดอกใหญ่ และหางข้าวเป็นสีแดง นอกจากนี้ยังพบว่าเกสรตัวเมียเป็นสี

ม่วง เมื่อติดเมล็ดอ่อนจะมีสีเขียวเมล็ดแก่มีสีแดงเหมือนกับต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ต้นข้าวดัดแปลง

พันธุกรรมรุ่น T0 ท่ีมียีน OsB2 ไม่พบการเปล่ียนแปลงทางฟีโนไทป์ด้านกายภาพจากการตรวจสอบ

ลักษณะต่าง ๆ เมื่อเทียบกับต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ได้แก่ กาบใบ ข้อ เขี้ยวกันแมลง ปลายกลีบดอก

ใหญ่ หางข้าว และเกสรตัวเมีย ส่วนลักษณะท่ีแตกต่าง คือ เมล็ดอ่อนและเมล็ดแก่จะมีการสะสมรงค

วัตถุสีม่วง แต่ในข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีนนั้นมีเมล็ดสีเขียวในระยะเมล็ดอ่อน และมีสีแดงในระยะเมล็ด

แก่ ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T0 ท่ีมียีนร่วมระหว่างยีน OsC1 และ OsB2 ต้นข้าวมีลักษณะกาบ

ใบ ข้อ เข้ียวกันแมลง ปลายกลีบดอกใหญ่ และหางข้าวเป็นสีแดง นอกจากนี้ยังพบว่า เกสรตัวเมียเป็น

สีม่วง คล้ายกับต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 เมื่อติดเมล็ดอ่อนจะมีสีเขียวและด้านข้าง

เป็นแถบสีม่วง เมื่อเมล็ดแก่จะมีสีแดงและแถบด้านข้างสีม่วง คล้ายกับต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ี

ได้รับยีน OsB2 

 การทดสอบการกระจายตัวของยีนในข้าวพันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ีมียีน 

OsC1 และข้าวท่ีมียีน OsB2 พบว่ามีการกระจายตัวของยีนไปสู่รุ่นลูกซึ่งสามารถเป็นได้ท้ังสองทฤษฎี

คือ มีอัตราส่วนเป็น 3 : 1 และ 15 : 1 ยังไม่สามารถสรุปได้ว่ามีการแทรกตัวของยีน 1 หรือ 2 

ต้าแหน่ง ส่วนข้าวพันธุ์ Kasalath ดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ียีนร่วมระหว่างยีน OsC1 และ OsB2 
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เป็นไปตามกฏของเมนเดล คือ มีอัตราส่วน 9 : 3 : 3 : 1 แสดงว่ามียีนแทรกอยู่ในจีโนมข้าวดัดแปลง

พันธุกรรม 2 ต้าแหน่ง และยังพบว่าลักษณะของต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T1 ท่ีมียีน OsC1 ข้าวท่ี

มียีน OsB2 และข้าวที่มียีน OsC1 ร่วมกับ OsB2 เหมือนกับต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมรุ่น T0 

 การสร้างข้าวลูกผสมพันธุ์ Kasalath ท่ีมียีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 โดยการผสมต้นข้าว

ดัดแปลงพันธุกรรมใช้ต้นพันธุ์รับท่ีมียีน OsC1 กับต้นพันธุ์ให้ท่ีมียีน OsB2 เมื่อน้ามาวิเคราะห์ด้วย

เทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะกับยีน OsC1 และ OsB2 พบว่าจากข้าวลูกผสมรุ่น F1 

ท้ังหมด 22 ต้น มีต้นท่ีมียีนร่วมระหว่าง OsC1 ร่วมกับ OsB2 จ้านวน 15 ต้น ซึ่งท้ังหมดมีฟีโนไทป์สี

ม่วงท้ังต้น และต้นท่ีมีเพียงยีน OsC1 เพียงยีนเดียวจ้านวน 7 ต้น มีฟีโนไทป์กาบใบสีแดง และใบสี

เขียว อาจเกิดจากการผสมตัวเองของต้นแม่ท่ีมียีน OsC1 จึงท้าให้มีฟีโนไทป์เหมือนกับต้นแม่ ต้นข้าว

ลูกผสม F1 ท่ีมีต้นสีม่วงมีการเจริญเติบโตช้ากว่าต้นท่ีมีกาบใบสีแดงและตายไป ซึ่งอาจเกิดจากการท่ี

ต้นมีการสะสมแอนโทไซยานินเพิ่มมากขึ้นจึงท้าให้มีผลต่อการสังเคราะห์แสงของพืชท้าให้โตช้าและ

ตาย 

 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนควบคุม คือยีน OsC1 ด้วยเทคนิค RT-PCR พบแถบดีเอ็น
เอขนาดท่ีคาดหวังในทุกตัวอย่าง เมื่อวิเคราะห์ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใช้ไพร
เมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsC1 พบว่าในต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนไม่พบการแสดงออกของยีน OsC1 ส่วน
ต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมท่ีได้รับยีน OsC1 มีระดับการแสดงออกของยีน OsC1 สูง โดยต้น 
KasaC1+B2.1-28 มีการแสดงออกสูงกว่าต้น KasaC1.2-4 นอกจากนี้ต้นลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีม่วงจะมี
ระดับการแสดงออกของยีน OsC1 สูงกว่าในต้นท่ีมีสีแดง 
 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน OsB2 ด้วยเทคนิค RT-PCR พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ี
คาดหวัง ในต้น KasaB2.1-8, KasaC1+B2.1-28 และลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีต้นสีม่วง เมื่อวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ้าเพาะต่อยีน OsB2 พบว่าในต้น KasaC1.2-
4, F1 ท่ีมีสีแดง และต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีน ไม่พบการแสดงออกของยีน OsB2 ส่วนต้น KasaB2.1-8, 
KasaC1+B2.1-28 และลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีม่วง มีการแสดงออกของยีน OsB2  
 
 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโครงสร้าง คือยีน CHS, CHI, F3'H, DFR และ ANS ด้วย
ด้วยเทคนิค RT-PCR พบว่าต้นข้าวดัดแปลงพันธุกรรมและต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนมีการแสดงออกของ
ยีน CHS, CHI, F3'H และ DFR แต่ยีน ANS พบการแสดงในข้าวดัดแปลงพันธุกรรมแต่ไม่พบในต้น
ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR พบว่ายีน CHS และ 
CHI มีการแสดงออกของทุกตัวอย่าง แต่ยีน F3'H, DFR และ ANS มีการแสดงออกในต้น KasaC1.2-4 
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และ KasaC1+B2.1-28 ในระดับสูงกว่าในต้นท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและต้น KasaB2.1-8 นอกจากนี้ยัง
พบว่าต้นข้าวลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีม่วงและต้นท่ีมีสีแดง มีการแสดงออกของยีน CHS, CHI, F3'H และ 
DFR แต่ยีน ANS พบการแสดงออกในต้นข้าวลูกผสมรุ่น F1 ท่ีมีสีม่วงและต้นท่ีมีสีแดง แต่ไม่พบในต้น
ข้าวที่ไม่ผ่านการถ่ายยีน เมื่อน้ามาตรวจสอบด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR พบว่าต้นข้าว
ลูกผสม F1 ท่ีมีสีม่วงมีการแสดงออกของยีน CHS, CHI, F3'H, DFR และ ANS สูงกว่าในต้นข้าวท่ีไม่
ผ่านการถ่ายยีนและต้นลูกผสม F1 ท่ีมีสีแดง 
 การวัดปริมาณแอนโทไซยานินและการทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ พบว่าข้าวพันธุ์ 
Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsB2 มีปริมาณแอนโทไซยานินและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด 
รองลงมาคือ ข้าวพันธุ์ Kasalath ท่ีผ่านการถ่ายยีน OsC1 ร่วมกับยีน OsB2 ซึ่งสอดคล้องกับฟีโนไทป์
เมล็ดท่ีมีการสะสมแอนโทไซยานินบริเวณเมล็ด มากกว่าข้าวท่ีไม่ผ่านการถ่ายยีนและข้าวท่ีได้รับยีน 
OsC1 เพียงยีนเดียว ซึ่งบริเวณเย่ือหุ้มเมล็ดไม่มีการสะสมแอนโทไซยานิน 

จากงานวิจัยนี้สามารถใช้ยีนควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินเป็นยีนคัดเลือกหรือยีน
เครื่องหมายในขั้นตอนการถ่ายยีนเข้าสู่แคลลัสข้าว และน าไปพัฒนาในการปรับปรุงพันธุ์เพื่อให้ได้ข้าว
พันธุ์ดีท่ีมีแอนโทไซยานินสูงในอนาคต 
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สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือและเพาะเลี้ยงเนื้อเยือพืช 
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สูตรอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 
 

ภาคผนวกที่ 1 สูตรอาหาร LB Medium (Luria-Bertani Medium) 
 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
Tryptone 10 g 
Yeast extract 5 g 
NaCl 10 g 
Agar for Bacteria 15 g 

ปรับ pH = 7 ด้วย 5N NaOH 
Autoclave 

  
 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบละลายสารในบีกเกอร์ 
 - เติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 7 ด้วย 5N NaOH 
 - หากใส่วุ้นแบคทีเรีย ช่ัง 15 กรัม ใส่ลงในขวดก่อนเติมสารตามลงไป 
 - น้าไป Autoclave 
 - รอให้อาหารอุ่นจึงเติมสารปฏิชีวนะ  
 - อาหาร LB แข็ง (ใช้ส้าหรับใช้เล้ียงเช้ือเพื่อต้องการโคโลนีเด่ียว) เติมสารปฏิชีวนะกานามัย

ซิน 50 mg/L และ ไรแฟมพิซิน 50 mg/L 
 - อาหาร LB เหลว (ใช้ส้าหรับเล้ียงเช้ือก่อนการถ่ายยีนเติมสารปฏิชีวนะเมื่อต้องการใช้) เติม

สารปฏิชีวนะกานามัยซิน 50 mg/L และอะซิโตไซริงกอน 100 µM 
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สูตรอาหารส าหรับการถ่ายยีนเข้าสู่ข้าว 
 

ภาคผนวกที่ 2 อาหารสูตร N6D Medium ส้าหรับการชักน้าเมล็ดข้าวให้เกิดแคลลัส และ  
เพาะเล้ียงแคลลัสก่อนการถ่ายยีน 
 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
N6 stock  

Stock 1 20 ml 
Stock 2 5 ml 
Stock 3 5 ml 
Stock 4 5 ml 

N6 vitamin  1 ml 
2,4-D 10 ml 
KNO3 2.830 g 
Sucrose 30 g 
Myo-inositol 100 mg 
Casamino acid 300 mg 
L proline 2.978 g 

ปรับ pH = 5.8 1N KHO 
เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 

Autoclave 

 
 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบเติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ  
 - เติม N6 stock, 2,4-D และ N6 vitamin ละลายสารในบีกเกอร์จนหมด 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 5.8 ด้วย 1N KHO 
 - เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 
 - Autoclave และเทอาหารลงในเพลท 
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ภาคผนวกที่ 3 อาหารสูตร 2N6-AS ส้าหรับปลูกเช้ือ (Infection) และเพาะเล้ียงร่วม (Co-culture) 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
N6 stock  

Stock 1 20 ml 
Stock 2 5 ml 
Stock 3 5 ml 
Stock 4 5 ml 

N6 vitamin  1 ml 
2,4-D 10 ml 
Sucrose 30 g 
Glucose 10 g 
KNO3 2.830 g 
Myo-inositol 100 mg 
Casamino acid 300 mg 

ปรับ pH = 5.2 1N KHO 
เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 

Autoclave 

 
 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบเติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ  
 - เติม N6 stock, 2,4-D และ N6 vitamin ละลายสารในบีกเกอร์จนหมด 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 5.2 ด้วย 1N KHO 
 - เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) แต่ไม่เติมอาหารส้าหรับปลูกเช้ือ 
 - น้าไป Autoclave  

 - ส้าหรับอาหารเพาะเล้ียงร่วม (Co-culture) เติมอะซิโตไซริงกอน 100 µM และเทอาหาร
ลงในเพลท 
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ภาคผนวกที่ 4 อาหารสูตร 2N6 ส้าหรับล้างเนื้อเยื่อ 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
N6 stock  

Stock 1 20 ml 
Stock 2 5 ml 
Stock 3 5 ml 
Stock 4 5 ml 

N6 vitamin  1 ml 
2,4-D 10 ml 
Sucrose 30 g 
KNO3 2.830 g 
Myo-inositol 100 mg 
Casamino acid 300 mg 

ปรับ pH = 5.2 1N KHO 
Autoclave 

  
  

 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบเติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ  
 - เติม N6 stock, 2,4-D และ N6 vitamin ละลายสารในบีกเกอร์จนหมด 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 5.2 ด้วย 1N KHO 
 - Autoclave และเทอาหารลงในเพลท 
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ภาคผนวกที่ 5 อาหารสูตร SMI (N6D Medium) ใช้ส้าหรับคัดเลือกแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
N6 stock  

Stock 1 20 ml 
Stock 2 5 ml 
Stock 3 5 ml 
Stock 4 5 ml 

N6 vitamin  1 ml 
2,4-D 10 ml 
KNO3 2.830 g 
Sucrose 30 g 
Myo-inositol 100 mg 
Casamino acid 300 mg 
L proline 2.978 g 

ปรับ pH = 5.8 1N KHO 
เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 

Autoclave 

   
 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบเติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ  
 - เติม N6 stock, 2,4-D และ N6 vitamin ละลายสารในบีกเกอร์จนหมด 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 5.8 ด้วย 1N KHO 
 - เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 
 - Autoclave และเทอาหารลงในเพลท 
 - เติมสารปฏิชีวนะ ไฮโกมัยซิน 15 mg/L และไทเมทิน 150 mg/L  
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ภาคผนวกที่ 6 อาหารสูตร SMII (N6D Medium) ใช้ส้าหรับคัดเลือกแคลลัสท่ีผ่านการถ่ายยีน 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
N6 stock  

Stock 1 20 ml 
Stock 2 5 ml 
Stock 3 5 ml 
Stock 4 5 ml 

N6 vitamin  1 ml 
2,4-D 10 ml 
KNO3 2.830 g 
Sucrose 30 g 
Myo-inositol 100 mg 
Casamino acid 300 mg 
L proline 2.978 g 

ปรับ pH = 5.8 1N KHO 
เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 

Autoclave 

 
 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบเติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ  
 - เติม N6 stock, 2,4-D และ N6 vitamin ละลายสารในบีกเกอร์จนหมด 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 5.8 ด้วย 1N KHO 
 - เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 
 - Autoclave และเทอาหารลงในเพลท 
 - เติมสารปฏิชีวนะ ไฮโกมัยซิน 30 mg/L และไทเมทิน 150 mg/L  
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ภาคผนวกที่ 7 อาหารสูตร Regenration Medium (RM) ส้าหรับชักน้าให้เกิดยอด 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
MS stock  

Stock 1 20 ml 
Stock 2 5 ml 
Stock 3 5 ml 
Stock 4 5 ml 

B5 vitamin  5 ml 
Sucrose 30 ml 
Sorbitol 30 g 
Casamino acid 2 g 
NAA (1 mg/L) 10 ml 
Kinetin (2.5 mg/L) 1000 µl 

ปรับ pH = 5.8 ด้วย 1N KHO 
เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 

Autoclave 

 
 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบเติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ  
 - เติม MS stock และ B5 vitamin ละลายสารในบีกเกอร์จนหมด 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 5.8 ด้วย 1N KHO 
 - เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 
 - Autoclave และเทอาหารลงในเพลท 
 - เติมสารปฏิชีวนะ ไฮโกมัยซิน 30 mg/L และไทเมทิน 150 mg/L  
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ภาคผนวกที่ 8 อาหารสูตร MS Medium ส้าหรับเพาะเล้ียงต้นข้าวเพื่อชักน้าให้เกิดราก 
 

องค์ประกอบ ปริมาตร 1 L 
MS stock  

Stock 1 20 ml 
Stock 2 5 ml 
Stock 3 5 ml 
Stock 4 5 ml 

B5 vitamin  5 ml 
Sucrose 30 ml 

ปรับ pH = 5.8 ด้วย 1N KHO 
เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 

Autoclave 

 
 - ช่ังสารต่าง ๆ ตามตารางเมื่อครบเติมน้้าลงในบีกเกอร์ครึ่งของปริมาตรท่ีต้องการ  
 - เติม MS stock และ B5 vitamin ละลายสารในบีกเกอร์จนหมด 
 - ปรับปริมาตรสุดท้ายตามปริมาตรท่ีต้องการ 
 - ปรับ pH = 5.8 ด้วย 1N KHO 
 - เติมวุ้น Gellan Gum (Gelrite) 2 g / 500 ml (0.4%) 
 - Autoclave และเทอาหารลงในเพลท 
 - เติมสารปฏิชีวนะ ไฮโกมัยซิน 30 mg/L และไทเมทิน 150 mg/L  
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เกิดเม่ือ 20 เมษายน 2537 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2559 ปริญญาตร ีสาขาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลัย  

แม่โจ้ - แพร่ เฉลิมพระเกียรติ จังหวัดแพร ่ 
พ.ศ. 2555 มัธยมศึกษาตอนปลาย โรงเรียนหอวงัปทุมธานี จังหวัด  
ปทุมธานี 

ประวัติการท างาน 2562 Thai Journal of Science and Technology บทความวิจัย: การ
ถ่ายยีนและวิเคราะห์การแสดงออกของยีน OsB2 ท่ีควบคุมการสังเคราะห์
แอนโทไซยานินในข้าว  
2562 National Genetics น้าเสนอโปสเตอร์: การโคลนยีนและศึกษา
คุณสมบัติของยีน OsC1 ท่ีควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าวที่มี
เย่ือหุ้มเมล็ดสีด้าพันธุ์ก่้า  
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analysis and nucleotide variation of OsC1 gene associated with 
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