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การสะสมสารหนู (arsenic, As) ในพืชเปนปริมาณสูงจะสงผลใหเกิดการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของพืช ดังนั้นเมื่อพืชไดรับสารหนูเขาทางเซลลราก จึงเกิดกลไกการลดความเปนพิษ
ของสารหนูที่เขาสูเซลลพืชดวยเอนไซมหลัก คือ arsenate reductase (AR) และ phytochelatin 
synthase (PCS) งานวิจัยนี้ไดโคลนยีนสองชนิดที่เกี่ยวของกับกลไกดังกลาวจากรากของขาวขาว
ดอกมะลิ 105 ที่ไดรับสารหนู โดยพบวายีน arsenate reductase ที่โคลนไดประกอบดวยนิวคลีโอ
ไทด 414 คูเบส กําหนดการสรางสายโพลีเปปไทด 137 เรสซิดิวส ที่ประกอบดวยลําดับกรดอะมิ
โนสวนอนุรักษ HisCys(X)5Arg ซ่ึงมีหนาที่สําคัญตอปฏิกิริยารีดักเทส และพบวามีความคลายกับ 
arsenate reductase ที่ไดจากขาวแอฟริกา (Oryza glaberrima Steud.) นอกจากนี้ ยังประสบ
ความสําเร็จในการโคลนบางสวนของยีน phytochelatin synthase ขนาด 1,251 คูเบส ที่กําหนดการ
สรางสายโพลีเปปไทดที่มีความยาวกรดอะมิโน 416 เรสซิดิวส ลําดับกรดอะมิโนมีความคลายกับ 
phytochelatin synthase จากขาวสาลี (Triticum aestivum L.) ทั้งยังพบกรดอะมิโนสวนอนุรักษ 
CysCys(X)3Cys(X)2Cys บริเวณปลาย C-terminal ซ่ึงมีหนาที่สําคัญในการจับกับโลหะหนักและ
สารหนู การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase และ phytochelatin synthase 
ดวยเทคนิค quantitative real-time PCR ในรากของขาว 4 สายพันธุ ไดแก ขาวเจา (พันธุขาวดอก
มะลิ 105 และ ไรซเบอรร่ี) และ ขาวเหนียว (พันธุ กข 6 และ หางยี 71) พบวา โดยปกติ การ
แสดงออกของยีน arsenate reductase และ phytochelatin synthase พบสูงที่สุดในรากของขาว
เหนียว กข 6 และ ขาวเจาขาวดอกมะลิ 105 ตามลําดับ อยางไรก็ตาม หลังจากขาวไดรับสารหนู (50 
μM) พบวาการแสดงออกของยีน arsenate reductase สูงขึ้นเปน 2.3, 1.02 และ 0.3 เทา ในรากขาว
ขาวดอกมะลิ 105 หางยี 71 และ ไรซเบอรร่ี ตามลําดับ สําหรับขาวเหนียว กข 6 การแสดงออกของ
ยีนเปลี่ยนแปลงนอยมาก ในขณะที่การแสดงออกของยีน phytochelatin synthase เพิ่มสูงขึ้น 2.5, 
1.4 และ 0.4 เทา ในรากขาวเจาไรซเบอรร่ี ขาวเหนียว กข 6 ขาวเจาขาวดอกมะลิ 105 ตามลําดับ 
และไมพบการเปลี่ยนแปลงในขาวเหนียวหางยี 71 
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Accumulation of arsenic (As) in plant at high level can severely inhibit plant growth. 

Therefore, when plants uptake arsenic substance into root cells, arsenic detoxification 
mechanism in plant cells is activated by major enzymes such as arsenate reductase (AR) and 
phytochelatin synthase (PCS). In this study, two involving detoxification genes were cloned 
from root of arsenic-treated Oryza sativa L. ssp. indica, cv. Khao Dawk Mali 105 (Jasmine rice). 
The results showed that the cloned gene consists of 414 bp encoding a polypeptide with 137 
amino acids long. This encoded amino acid sequences contain the consensus motif 
HisCys(X)5Arg that is essential for reductase activity and are similar to the arsenate reductase 
polypeptide from African rice (Oryza glaberrima Steud.). Moreover, the partial phytochelatin 
synthase gene, containing 1,251 bp, was successfully cloned. The obtained phytochelatin 
synthase gene encoded for 416 amino acid polypeptides which highly related to phytochelatin 
synthase from wheat (Triticum aestivum L). The deduced amino acid sequence contained 
consensus motif CysCys(X)3Cys(X)2Cys at C-terminal which serves as a sensor for heavy metal 
ions and arsenic. The expression levels of arsenate reductase and phytochelatin synthase genes 
in four different rice cultivars, Oryza sativa var. indica (Khao Dawk Mali 105 and Riceberry) 
and O. sativa var. glutinosa (Korkhor 6 and Hang Yi 71) were analyzed by quantitative real-time 
PCR. Normally, the most expression level of arsenate reductase and phytochelatin synthase 
genes shows in Korkhor 6 and Khao Dawk Mali 105, respectively. However, after exposure to 
arsenic (50 μM), the expression of arsenate reductase was up-regulated to 2.3, 1.02 and 0.3X in 
roots of Khao Dawk Mali 105, Hang Yi 71 and Riceberry, but did not in Korkhor 6. While the 
expression of phytochelatin synthase gene was up-regulated to 2.5, 1.4 and 0.4X in roots of 
Riceberry, Korkhor 6 and Khao Dawk Mali 105 and no gene expression change found in Hang 
Yi 71. 
 
 
     /  /  

Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   



 

กิตติกรรมประกาศ 

ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารยพัฒนา ศรีฟา ฮุนเนอร ประธานกรรมการที่
ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก ที่ไดชวยในการวางแผนการวิจัย ใหคําปรึกษาแนะนําและชี้แนวทางในการ
แกปญหา ตลอดจนตรวจแกไขขอบกพรองตางๆ ในการทําวิทยานิพนธฉบับนี้ใหเสร็จสมบูรณ 
ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูง 

ขอขอบพระคุณคณาจารย และเจาหนาที่ภาควิชาพันธุศาสตร นักวิจัยของสถาบันวิจัย 
จุฬาภรณและสมาชิกหองปฏิบัติการ 4505 ที่คอยส่ังสอน ใหความชวยเหลือและอํานวยความ
สะดวกในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้จนสําเร็จ 

ขอขอบคุณเพื่อน พี่ นอง ในภาควิชาพันธุศาสตรที่คอยใหความชวยเหลือและเปนกําลังใจ
ในการทําวิทยานิพนธคร้ังนี้มาโดยตลอด 

สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงสําหรับคุณพอ คุณแม และนองสาว ทุกคนใน
ครอบครัวที่ใหความรัก ความเขาใจและกําลังใจ ใหการสนับสนุนในการศึกษาตลอดมา 
 

ปวรรัตน ปฏิพิพัฒน 
มิถุนายน 2557 

 



 

(1) 

สารบัญ 

 หนา
  
สารบัญ 
สารบัญตาราง 
สารบัญภาพ 
คํานํา 
วัตถุประสงค 
การตรวจเอกสาร  
อุปกรณและวธีิการ 
ผลและวิจารณ 
สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 
ขอเสนอแนะ 

เอกสารและสิ่งอางอิง 
ภาคผนวก 
ประวัติการศึกษาและการทํางาน 

(1) 
(2) 
(4) 
1 
3 
4 

27 
34 
65 
65 
65 
66 
77 
99 
 
 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 
   ตารางที่ หนา 
  

1 
2 
3 
4 
 
5 
6 
 
7 
 
8 
 

 

สรุปผลการวิเคราะหฐานขอมูลโลหะหนักในดินเกษตรกรรมที่ใชปลูกขาว
ปริมาณและคุณภาพของอารเอ็นเอที่สกัดไดจากรากขาว 
ไพรเมอรที่ใชในการโคลนยีน arsenate reductase 
การเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของกรดอะมิโนองคประกอบของ
ยีน arsenate reductase ของขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอื่น 
ไพรเมอรที่ใชในการโคลนยีน phytochelatin synthase  
การเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของกรดอะมิโนองคประกอบของ
ยีน phytochelatin synthase ของขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอื่น 
ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของดวยวิธี quantitative  
real-time PCR 
ระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase และ phytochelatin 
synthase ในรากขาว 4 สายพันธุที่เพิ่มขึ้นเปนจํานวนเทา (X) เมื่อไดรับสาร
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สรุปผลการวิเคราะหฐานขอมูลโลหะหนักในดินเกษตรกรรมที่ใชปลูกขาว 
ขอมูลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase  
ระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase (relative expression ratio) ใน
รากขาวทั้ง 4 สายพันธุที่ไดรับและไมไดรับสารหนู 
ขอมูลการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase 
ระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase (relative expression ratio) 
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การรับและลําเลียงอารเซไนตเขาสูตนขาว 
การรับสารหนู ปฏิกิริยาเคมีและการขนสงสารหนูในตนขาว 
ขบวนการสังเคราะห phytochelatins ในพืชช้ันสูง 
ตนขาว 4 สายพันธุที่ไดรับและไมไดรับสารหนูเปนเวลา 1 สัปดาห หลังจากตน
ขาวอายุ 3 สัปดาห (ไดรับการอนุเคราะหจากนางสาวกฤษณา พินิจ นักวิจัย
ประจํ าหองหองปฏิบัติการเทคโนโลยี ชีวภาพ  สถาบันวิจัยจุฬาภรณ )
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการสกัดอารเอ็นเอจากรากขาวดวย trizol reagent  
(1) ขาวดอกมะลิ 105 (control) (2) ขาวขาวดอกมะลิ 105 (As treated) (3) ไรซ
เบอรร่ี (control) (4) ไรซเบอรร่ี (As treated) (5) กข 6 (control) (6) กข 6 (As 
treated) (7) หางยี 71 (control) (8) หางยี 71 (As treated) 
การวิเคราะห multiple alignment ของ arsenate reductase จากลําดับนิวคลีโอ
ไทด (ก) และกรดอะมิโน (ข) ที่มีในฐานขอมูล ตําแหนงอนุรักษที่ใชออกแบบ
ไพรเมอรแสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
การสังเคราะหยีน arsenate reductase ดวยวิธีพีซีอาร (ก) แผนภาพการ
สังเคราะหของยีน arsenate reductase (ข) เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของชิ้นดีเอ็นเอ
ของยีน arsenate reductase ขนาด 414 คูเบส 
การตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอยีน arsenate reductase (ก) ยีน 
arsenate reductase ที่สังเคราะหไดจากโคโลนีสีขาวทั้งหมด 8 โคโลนี (59-93) 
(ข) พลาสมิดสายผสมของยีน arsenate reductase (59-93) เปรียบเทียบกับ (C) 
พลาสมิด pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน arsenate reductase มีขนาด 414 คูเบสที่แปลรหัส
เปนกรดอะมิโนความยาว 137 เรสซิดิวส สวนที่ขีดเสนใตแสดง start codon 
(ATG) และ stop codon (TAA) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
  ภาพที ่ หนา
  

10 
 
 

11 
 
 

12 
 
 

13 
 
 
 

14 
 
 

15 
 
 
 

16 
 
 
 

17 
 

การทํา multiple alignment เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน arsenate reductase 
ของขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอื่น บริเวณอนุรักษ HisCys(X)5Arg แสดง
ในกรอบสี่เหล่ียม 
phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของ arsenate reductase ในขาวขาวดอก
มะลิ 105กับพืชชนิดอ่ืนอีก 10 ชนิด (วิเคราะหดวย neighbor-joining method, 
ทําซ้ําทั้งหมด 1000 คร้ัง) 
การวิเคราะห multiple alignment ของ phytochelatin synthase จากลําดับนิวคลี
โอไทดบางสวนจากที่มีในฐานขอมูล ตําแหนงอนุรักษที่ใชออกแบบไพรเมอร
แสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
การสังเคราะหยีน phytochelatin synthase ดวยวิธีพีซีอาร (ก) แผนภาพการ
สังเคราะหของยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 3′ (ข) เจลอิเล็กโทรโฟ
รีซิสของชิ้นดีเอ็นเอของยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 3′ ขนาด
ประมาณ 1500 คูเบส 
การสังเคราะหยีน phytochelatin synthase ดวยวิธีพีซีอาร (ก) แผนภาพการ
สังเคราะหของยีน phytochelatin synthase (ข) เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของชิ้นดี
เอ็นเอของยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีนขนาด 398 คูเบส  
การตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอยีน phytochelatin synthase บริเวณ
ปลาย 3′ (ก) ยีน phytochelatin synthase ที่สังเคราะหไดจากโคโลนีสีขาว (ข) 
พลาสมิดสายผสมของยีน phytochelatin synthase เปรียบเทียบกับ (C) พลาสมิด 
pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ 
การตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอยีน phytochelatin synthase บริเวณ
กลางยีน (ก) ยีน phytochelatin synthase ที่สังเคราะหไดจากโคโลนีสีขาว (ข) 
พลาสมิดสายผสมของยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีนเปรียบเทียบ
กับ (C) พลาสมิด pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ 
แผนภาพการสังเคราะหของยีน phytochelatin synthase บริเวณที่มีลําดับนิวคลี
โอไทดซอนทับกันแสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
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ลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่มีการแปลรหัสของยีน phytochelatin synthase ขนาด 
1,251 คูเบส ที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนความยาว 416 เรสซิดิวส จากลําดับเบส
ทั้งหมด 1,876 สวนที่ขีดเสนใตแสดง stop codon (TAA) และ poly A signal 
(ATTAAA) 
การทํา multiple alignment เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน phytochelatin 
synthase ของขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอ่ืนๆ บริเวณอนุรักษ 
CysCysXXXCysXXCys แสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของ phytochelatin synthase ในขาวขาว
ดอกมะลิ  105 กับพืชชนิดอ่ืนๆ 11 ชนิด  (วิ เคราะหดวย  neighbor-joining 
method, ทําซ้ําทั้งหมด 1000 คร้ัง) 
ระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase ในรากขาว 4 สายพันธุที่ไดรับ 
(50 μM) และไมไดรับสารหนู (0 μM) ตรวจสอบดวยวิธี qPCR (ก) กราฟแทง
แสดงระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase (ข) ปริมาณดีเอ็นเอของ
ยีน arsenate reductase ที่สังเคราะหดวย RT-PCR จํานวน 27 รอบ (ค) ปริมาณ
ดีเอ็นเอของยีน arsenate reductase ที่ไดจากการทํา qPCR จํานวน 40 รอบ (ง) 
ปริมาณดีเอ็นเอของยีน eukaryotic elongation factor 1-alpha ที่ไดจากการทํา 
RT-PCR จํานวน 27 รอบ 
ระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase ในรากขาว 4 สายพันธุที่
ไดรับ (50 μM) และไมไดรับสารหนู (0 μM) ตรวจสอบดวยวิธี qPCR (ก) กราฟ
แทงแสดงระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase (ข) ปริมาณดีเอ็น
เอของยีน phytochelatin  synthase ที่สังเคราะหดวย RT-PCR จํานวน 27 รอบ 
(ค) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน phytochelatin synthase ที่ไดจากการทํา qPCR 
จํานวน 40 รอบ (ง) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน eukaryotic elongation factor 1-
alpha ที่ไดจากการทํา RT-PCR จํานวน 27 รอบ 
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แผนที่ยีนของพลาสมิด pGEM-T easy  
การวิเคราะห multiple alignment ของยีน arsenate reductase จาก sequence ที่มี
ในฐานขอมูล โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนตําแหนงของ
ไพรเมอรแสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
การวิเคราะห multiple alignment ของยีน phytochelatin synthase จากลําดับ 
นิวคลีโอไทดที่มีในฐานขอมลู GenBank ตําแหนงของไพรเมอรแสดงในกรอบ
ส่ีเหล่ียม 
ลําดับนิวคลีโอดของยีน phytochelatin synthase จากผลผลิตพีซีอารบริเวณกลาง
ยีน (ขีดเสนใต) และ บริเวณปลาย 3’ ตัวหนาแสดงสวนที่เปน stop codon 
(TAA) และ poly A signal (ATTAAA) บริเวณที่ซอนทับกันแสดงในกรอบ
ส่ีเหล่ียม 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน arsenate reductase ดวยวิธี quantitative 
real-time PCR (ก) amplification plot ของยีน eukaryotic elongation factor 1-
alpha (ข) amplification plot ของยีน arsenate reductase และ eukaryotic 
elongation factor 1-alpha (ค) melting curve 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน phytocheltin synthase ดวยวิธี quantitative 
real-time PCR (ก) amplification plot ของยีน eukaryotic elongation factor 1-
alpha (ข) amplification plot ของยีน phytocheltin synthase และ eukaryotic 
elongation factor 1-alpha (ค) melting curve 
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การโคลนยีน Arsenate reductase และ Phytochelatin synthase ที่ตอบสนองตอสารหนู
ในขาวขาวดอกมะลิ 105 

Cloning of Arsenate reductase and Phytochelatin synthase genes related to arsenic 
response in Khoaw Dok Mali 105 rice 

คํานํา 

 ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญของประเทศไทย ทั้งนี้เพราะการเกษตรสวนใหญของ
ประเทศปลูกขาวเปนพืชหลัก ประเทศไทยมีพื้นที่สําหรับการเพาะปลูกขาวประมาณ 67 ลานไร 
หรือคิดเปน 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่การเกษตรทั้งหมด ปจจุบันขาวยังเปนที่ตองการของตลาดทั้ง
ภายในประเทศและตางประเทศ ในแตละปขาวที่เหลือจากการบริโภค จะถูกสงไปจําหนายยัง
ประเทศตางๆ ประเทศไทยครองความเปนอันดับหนึ่งในการสงออกขาวนับตั้งแต พ.ศ. 2522 เปน
ตนมาโดยสงออกขาวสารปริมาณ 3 ลานตันและสูงถึง 6 ลานตันในป พ.ศ. 2540 (เปรม, 2556) 
แสดงใหเห็นถึงความสามารถในการดานการผลิตของประเทศไทยซึ่งเหนือกวาหลายประเทศที่เปน
คูแขงสําคัญ เชน อินเดีย เวียดนาม พมา และสหรัฐอเมริกา ปญหาอยางหนึ่งที่สงผลตอการสงออก
ขาวในหลายประเทศ คือ พบวามีการปนเปอนของสารหนูในเมล็ดขาว ซ่ึงนอกจากจะสงผลกระทบ
ตอคุณภาพของขาวแลวยังสงผลตอสุขภาพของผูบริโภคโดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่บริโภคขาว
เปนอาหารหลัก จากการสํารวจเมล็ดขาวในปจจุบันพบวามีการปนเปอนสารหนูมาจากดินที่ใชปลูก
ขาว (Meharg et al., 2008) โดยเฉพาะเมื่อปลูกขาวในที่ชุมน้ําหรือน้ําทวม และน้ําที่ปนเปอนสารหนู 
สารหนูจะถูกดูดซึมจากรากสงตอผานทอลําเลียงน้ําไปยังยอดและสะสมในเมล็ดขาวในที่สุด (Zhao 
et al., 2008) เนื่องจากสารหนูไมใชธาตุอาหารที่จําเปนตอพืช ดังนั้นหากพืชไดรับสารหนูและเกิด
การสะสมในพืชเปนปริมาณสูงมีผลใหเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของพืชได นอกจากนี้สารหนูที่
สะสมในเมล็ดขาวยังจัดเปนสารพิษที่มีผลเสียตอสุขภาพของมนุษยโดยตรงในระดับรุนแรง การ
ไดรับสารหนูในปริมาณมากมักจะมีอาการเฉียบพลัน เชน ปวดทอง ทองเสีย วิงเวียน อาเจียน 
กลามเนื้อเกร็งและอาจเสียชีวิต แตถาไดรับในปริมาณนอยคอยๆ สะสม จะทําใหมีอาการเรื้อรัง เชน 
มีตุมขึ้นตามบริเวณฝามือฝาเทา ผิวหนังเปลี่ยนสีเปนจุดสีน้ําตาล และอาจสงผลตอระบบเลือด 
ระบบประสาท (Meharg, 2004) 

 สารหนูที่พบในเซลลส่ิงมีชีวิตจัดเปนอนินทรียสารที่อยูใน 2 รูปแบบ คือ อารเซเนต 
(arsenate, As(V)) และ อารเซไนต (arsenite, As(III))ในเซลลพืชอารเซเนตจะถูก reduce ใหเปน 
อารเซไนตโดยเอนไซม arsenate reductase (AR) (Ghosh et al., 1999) สารหนูอารเซไนตบางสวน



2 

จะถูกสงขึ้นไปยังยอดแลวสะสมในเมล็ด บางสวนจะเขาจับกับโปรตีน phytochelatins (PCs) ซ่ึงถูก
สรางมาจากเอนไซม phytochelatin synthase (PCS) โดยใช glutathione (GSH) เปนสารตั้งตน  
อารเซไนตจะจับเขากับโปรตีน phytochelatin รวมเปน complex และเขาไปสะสมในแวคิวโอลเพื่อ
ลดความเปนพิษในเซลล (Waqar et al., 2009) ดังนั้น การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับเอนไซม
และโปรตนีตางๆในขบวนการเมตาบอลิซึมเหลานี้จึงมีผลตอการสะสมสารหนูในเซลลของพืช 

 เนื่องจากในประเทศไทยยังไมมีการศึกษาชนิดของยีนที่เกี่ยวของกับขบวนการเมตาบอลซึิม
ของสารหนูในขาวสายพันธุไทยที่ปลูกเปนการคา ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมุงเนนไปที่ชนิดของ
ยีนที่เกี่ยวของกับการลดความเปนพิษของสารหนู พรอมทั้งศึกษาความไวในการตอบสนองของยีน
ที่มีตอสารหนูในขาว 4 สายพันธุ ทั้งขาวเจาที่มีเมล็ดสีขาวและสีแดงรวมทั้งขาวเหนียว ซ่ึงขอมูลที่
ไดนี้จะเปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุขาวที่สามารถตานทานตอสารหนูไดในอนาคต 
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วัตถุประสงค 

เพื่อโคลนยีนที่เกี่ยวของกับขบวนการเมตาบอลิซึมของสารหนู จํานวน 2 ยีน คือ arsenate 
reductase (AR) และ phytochelatin synthase (PCS) ในขาวขาวดอกมะลิ 105 และศึกษาการ
แสดงออกของยีนทั้ง 2 ในขาวไทย 4 สายพันธุ ไดแก ขาวขาวดอกมะลิ 105, ขาวกลองไรซเบอรร่ี, 
ขาวเหนียว กข 6 และขาวเหนียวหางยี 71 
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การตรวจเอกสาร 

1. ความเปนพิษของสารหนูตอมนุษย 

 สารหนูที่พบในธรรมชาตินั้นมีอยูสองรูปแบบ คือ สารหนูในรูปอินทรียและอนินทรีย สาร
หนูที่อยูในรูปอินทรียจะมีความเปนพิษนอยกวา เนื่องจากสารหนูที่อยูในรูปอินทรียนั้นสามารถดูด
ซึมเขาสูรางกายไดนอยเมื่อเทียบกับสารหนูอนินทรียและยังขับออกจากรางกายไดเร็วกวาอีกดวย 
เมื่อรางกายของมนุษยไดรับสารหนูจะเกิดอาการเปนพิษซึ่งมีอยูสองกรณีคือ อาการเปนพิษแบบ
เฉียบพลันและอาการเปนพิษแบบเรื้อรัง (ศูนยขอมูลพิษวิทยา, 2545) 

 อาการพิษเฉียบพลันนั้นจะพบเมื่อไดรับสารหนูปริมาณมาก กรณีนี้ผูปวยจะมีอาการปวด
ทองอยางรุนแรง ทองเสีย วิงเวียน อาเจียน แนนหนาอก กลามเนื้อเกร็ง หมดสติและอาจเสียชีวิตได 
หากผูปวยยังไมเสียชีวิตในเวลาอันส้ันก็อาจพบวามีผมรวงทั้งศีรษะและอาการทางผิวหนัง เชน 
ผิวหนังลอกหรือเปนแผลพุพองไปทั่วทั้งตัว ซ่ึงอาการที่แสดงออกมาจะเปนอยางไรนั้นขึ้นอยูกับ
บริเวณที่รับสารหนู รูปแบบและปริมาณที่ไดรับ เชน (กฤษณา, 2550) 

 (1) หากไดรับสารหนูทางการหายใจจะสงผลใหระคายเคืองเยื่อบุทางเดินหายใจ ผูปวยจะ
เริ่มมีอาการไอ เจ็บคอ หายใจไดลําบาก อาจมีอาการรุนแรงจนคออักเสบ ปอดบวมน้ํา หรือถึงขั้น
ระบบหายใจลมเหลว 

 (2) หากรับสัมผัสทางผิวหนังจะทําใหเกิดการระคายเคือง สารหนูจะไปกัดกรอนผิวหนัง 
ทําใหผิวหนังเปนผ่ืนและเกิดการอักเสบ 

 (3) หากสัมผัสถูกตาจะทําใหระคายเคืองตา มีอาการคันตา แสบตา น้ําตาไหล เยื่อบุตา
อักเสบ ผูปวยอาจมีอาการแพแสงและมองเห็นภาพไมชัดตามมา 

 (4) หากรับสัมผัสทางการกิน จะเกิดอาการแสบริมฝปาก ลมหายใจมีกล่ินคลายกระเทียม 
ผูปวยอาจรูสึกตีบตันในลําคอกลืนอาหารไดลําบาก ตอมาผูปวยอาจมีอาการปวดทอง คล่ืนไส 
อาเจียน ถายอุจจาระเปนเลือดหรือเปนสีเหมือนน้ําซาวขาว 

 (5) หากไดรับสารหนูในรูปของแกสอารซีน (arsine) หลังไดรับแกสประมาณ 2-4 ช่ัวโมง
จะมีอาการปวดศีรษะ คล่ืนไส อาเจียน หายใจติดขัด ปวดทองบริเวณลําไสใหญ มีอาการเม็ดเลือด
แดงแตก หากไดรับแกสอารซีนในปริมาณมากจะทําใหเสียชีวิตทันทีโดยไมแสดงอาการพิษอ่ืนๆ 
(กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 
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 อาการเปนพิษเรื้อรังนั้นจะพบเมื่อผูปวยไดรับสารหนูในปริมาณนอยแลวสะสมจนมี
ระดับสูงขึ้น โดยที่ผูปวยไมไดรูสึกถึงความเปนพิษจนกวาจะมีอาการแสดงออกมา อาการที่พบมัก
เปนอาการเรื้อรัง เชน มีตุมขึ้นตามบริเวณฝามือฝาเทา ผิวหนังเปลี่ยนสีเปนจุดสีน้ําตาล และอาจ
สงผลตอระบบเลือด ระบบประสาท รวมถึงอวัยวะตางๆ เชน ตับและไต ผูปวยมักจะมีรางกายทรุด
โทรม ผอม ซีด ออนเพลีย เบื่ออาหาร มีอาการชาตามปลายมือปลายเทา มีการศึกษาพบวาผูที่อาศัย
ในพื้นที่ที่มีการปนเปอนของสารหนูนั้นมีความเสี่ยงสูงตอการเปนมะเร็งหลายชนิด แตที่แนนอน
สุดคือ มะเร็งผิวหนัง มะเร็งกระเพาะปสสาวะ และมะเร็งปอด เปนตน 

 อาการแสดงรวมของความเปนพิษทั้งชนิดเฉียบพลันและเรื้อรังคือ พบเสนลายขวางสีขาวที่
เล็บ (Mee’s lines) พบเซลลผิวหนังหนาบริเวณฝามือ หนาแดง และเหงื่อออก นอกจากนี้สารหนู
สามารถผานรกได ทําใหเกิดผลตอทารกในครรภ ทารกมีภาวะน้ําหนักแรกคลอดนอย หรือเกิด
ความผิดปกติในครรภได (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 

 สารหนูสามารถเขาสูรางกายของมนุษยไดหลายทางไมวาจะเปนการหายใจ เชน การรับฝุน 
ไอ หรือหมอกควันที่มีสารหนูปนเปอน การสัมผัสทางผิวหนังและการรับประทานอาหารหรือน้ํา
ดื่มที่มีการปนเปอนของสารหนูเขาไป โดยสวนใหญแลวมักจะเขาสูรางกายของมนุษยจากการ
บริโภคอาหารแลวดูดซึมผานทางเดินอาหารมากกวากรณีอ่ืนๆ อยางไรก็ตามมีการศึกษาวิจัยพบวา
รางกายของมนุษยนั้นสามารถขับสารหนูออกมาไดเองเมื่อไดรับสารหนูปริมาณไมมากนัก โดย
พบวา ประมาณ 80-90% ของสารหนูที่เขาสูรางกาย จะถูกกําจัดออกจากรางกายทางปสสาวะภายใน
เวลา 2 วัน (Buschmann et al., 2007) องคการอนามัยโลก (WHO, 1981) รายงานวา เมื่อสารหนูเขา
สูรางกายจะถูกดูดซึมเขาสูกระแสเลือดกอนสงตอไปยังอวัยวะอ่ืนๆ แลวในที่สุดจะถูกขับออกมา
ทางปสสาวะ อุจจาระ บางสวนจะสะสมอยูในเสนผม และเล็บ พบวาการขับออกทางลมหายใจมี
นอยมาก เมื่อไดรับสารหนูในวันแรกจะมีการขับออกทางปสสาวะรอยละ 25 และหลังจากนั้น
รางกายจะขับออกมาทางปสสาวะและอุจจาระเรื่อยๆภายใน 12 วัน ถาหากสารหนูถูกขับออกไปไม
หมดจะไปสะสมที่เสนผมและกระดูก 

2. การกระจายของสารหนูในสิ่งแวดลอม 

 สารหนูเปนธาตุเคมีที่สามารถพบในดิน หิน น้ํา และอากาศ ซ่ึงเปนสารที่สามารถเกิดขึ้นได
เองตามธรรมชาติหรือเกิดจากการปนเปอนที่มาจากการกระทําของมนุษย (Meharg, 2004) 

 ในธรรมชาติสารหนูจะอยูในรูปของสารประกอบภายในหินและแรตางๆ สารหนูที่พบ
กระจายตามธรรมชาติเกิดจากการผุกรอนของเปลือกโลกหรือจากการชะลางโดยน้ําฝน เมื่อฝนตก
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น้ําฝนจะไปชะลางหินและแรที่มีสารหนูเปนองคประกอบแลวกระจายลงสูส่ิงแวดลอมไมวาจะเปน 
พื้นดิน ชั้นใตดินหรือแหลงน้ําตามธรรมชาติ เชน แมน้ํา มหาสมุทร ทะเลสาบ บึง เปนตน 

 นอกจากสารหนูจะเกิดจากธรรมชาติแลวกิจกรรมของมนุษยยังเปนตัวการสําคัญที่ทําให
เกิดการปลดปลอยสารหนูออกสูส่ิงแวดลอมมากขึ้นดวย โลหะหนักตางๆรวมทั้งสารหนูที่ปนเปอน
ไปสูส่ิงแวดลอมจะถายทอดไปตามหวงโซอาหาร เกิดการสะสมและนํามาสูผลกระทบตอมนุษย 
แหลงที่มาของสารหนูจากกิจกรรมของมนุษยที่สําคัญมีหลายแหลงดวยกัน เชน 

 (1) ดานเกษตรกรรม การใชสารเคมีทางการเกษตรซึ่งมีสารหนูเปนองคประกอบ เชน ยาฆา
แมลง สารกําจัดวัชพืช ปุยซุปเปอรฟอสเฟต (superphosphate) ซ่ึงประกอบดวยสารหนูประมาณ 1% 
สงผลใหมีการปนเปอนสารหนูในดินและแหลงน้ําบริเวณท่ีมนุษยทําการเกษตร นอกจากนี้ สารหนู
บางสวนยังอาจถูกพืชดูดซับเขาไป บางสวนอาจปนเปอนในน้ําใตดิน เปนตน ซ่ึงเปนอันตรายตอ
ส่ิงมีชีวิตที่อาศัยอยูในบริเวณพื้นที่ดังกลาว 

 (2) ดานอุตสาหกรรม พบไดมากในงานหลอมโลหะ หรือถลุงแร เชน เหมืองดีบุก 
อุตสาหกรรมผลิตสารเคมีกําจัดศัตรูพืชและสัตวที่ใชสารหนูเปนสวนผสม นอกจากนี้ มีการใชสาร
หนูและสารประกอบของสารหนู ในการผลิตอัลลอยด (alloys) แบตเตอรี่ที่หุมสายเคเบิล ผสมในสี 
อุตสาหกรรมแกว  ใชในการฟอกหนัง  และสารถนอมเนื้อไม  สวนแกสอารซีนใชมากใน
อุตสาหกรรมชิ้นสวนอิเล็กทรอนิกส 
 การปลดปลอยของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม น้ําเสียจากเหมืองแร น้ําเสียจากชุมชน 
ทั้งหมดนี้สามารถเปนแหลงกําเนิดของสารหนูหรือโลหะหนักตางๆนํามาสูการกระจายและสะสม
ในสิ่งแวดลอม 

 (3) ดานการแพทย ใชรักษาโรคที่เกิดจากโปรโตซัวและพยาธิบางชนิด ผสมในยาปฏิชีวนะ 
โลหะอัลลอยดที่ใชในการผาตัด 

 ปริมาณสารหนูที่พบในดินนั้นมีความแตกตางกันในปริมาณความมากนอยซ่ึงผันแปรไป
ในแตละพื้นที่ ในป พ.ศ. 2553 สํานักงานวิทยาศาสตรเพื่อการพัฒนาที่ดินไดจัดทําโครงการศึกษา 
ติดตาม และพัฒนาระบบฐานขอมูลโลหะหนักในดินที่ใชปลูกขาว (ตารางผนวกที่ 1) ในพื้นที่ตางๆ
ของประเทศไทย ทั้งหมด 75 จังหวัด (ยกเวนจังหวัดหนองคายและบึงกาฬ) เพื่อวิเคราะหโลหะหนัก 
ไดแก สารหนู แคดเมียม ทองแดง ตะกั่ว และสังกะสี ที่ปนเปอนอยูในดินที่ใชปลูกขาว โดยการ
สํารวจรวบรวมตัวอยางตั้งแต เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง กันยายน 2553 ผลการวิเคราะหตัวอยางดิน
พบวาในพื้นที่ปลูกขาวที่ศึกษามีคาเฉล่ียของโลหะหนักประเภท แคดเมียม ทองแดง ตะกั่ว และ
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สังกะสีเทากับ 0.31, 12.97, 12.97 และ 27.33 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตามลําดับ (ตารางที่ 1) การ
วิเคราะหขอมูลในตารางผนวกที่ 1 พบการปนเปอนของสารหนูในดินมีคาเฉลี่ย 6.93 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมโดยพบวาดินบริเวณอําเภอเวียงปาเปา จังหวัดเชียงราย มีปริมาณสารหนูมากที่สุด ถึง  
26. 745 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และดินในบริเวณอําเภอเมือง จังหวัดชัยภูมิ พบการปนเปอนของสารหนู
นอยมาก คือ 0.653 มิลลิกรัม/กิโลกรัม อยางไรก็ตาม ในชวงฤดูหนาวพบปริมาณสารหนู แคดเมียม 
ทองแดงและสังกะสี มากกวาในฤดูฝนซึ่งจะพบปริมาณสารปรอทสูงสุด (ตารางที่ 1) (สํานักงาน
วิทยาศาสตรเพื่อการพัฒนาที่ดิน, 2553) โดยในป 2547 กรมควบคุมมลพิษไดกําหนดมาตรฐาน
คุณภาพดินของประเทศไทยที่ใชประโยชนเพื่อการอยูอาศัยและเกษตรกรรมตองมีสารหนูไมเกิน 
3.9 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และคุณภาพดินที่ใชประโยชนในดานอื่นๆ มีสารหนูไมเกิน 27 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม (กรมควบคุมมลพิษ, 2547) เนื่องจากผลจากการสํารวจดินในบางทองที่มีการปนเปอนของ
สารหนูเกินมาตรฐาน จึงสมควรไดรับการตรวจสอบและดูแลอยางใกลชิด เพราะอาจสงผลกระทบ
ตอปริมาณสารหนูที่สะสมในเมล็ดขาว 
 
ตารางที่ 1  สรุปผลการวิเคราะหฐานขอมูลโลหะหนกัในดินเกษตรกรรมที่ใชปลูกขาว (สํานักงาน 

วิทยาศาสตรเพื่อการพัฒนาที่ดิน, 2553) 
 

โลหะหนกั As Cd Cu Pb Zn 
(mg/kg) 

คาเฉลี่ย (142 ตัวอยาง) 6.934 0.314 12.968 12.969 27.332 
คาเฉลี่ยในฤดรูอน (44 ตัวอยาง) 5.984 0.285 8.557 11.747 20.857 
คาเฉลี่ยในฤดหูนาว (91 ตัวอยาง) 7.639 0.338 18.625 13.422 35.414 
คาเฉลี่ยในฤดฝูน (7 ตัวอยาง) 3.835 0.242 10.828 15.192 30.785 
คาสูงสุด 26.745 

จ. เชียงราย 
1.100 
จ. เชียงราย 

85.800 
จ. กรุงเทพฯ 

38.350 
จ. ราชบุรี 

70.700 
จ. นครปฐม 

คาต่ําสุด 0.653 
จ. ชัยภูม ิ

0.050 
จ. นครพนม 

1.000 
จ. ตรัง 

1.800 
จ. นครพนม 

4.000 
จ. ตรัง 
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3. คุณสมบัติทางเคมีของสารหนู 

 สารหนูในตารางธาตุมีสัญลักษณคือ As เปนธาตุกึ่งโลหะลําดับที่ 33 มีน้ําหนักโมเลกุล 
74.9216 มีจุดเดือดเทากับ 615 องศาเซลเซียสและมีจุดหลอมเหลวเทากับ 818 องศาเซลเซียส สาร
หนูแสดงประจุไดหลายคาคือ +3, +5, 0 และ –3 แตสวนใหญจะพบในรูป +3 คือ อารเซไนต และ +5 
คือ อารเซเนต โดยสารหนูในรูปของอารเซไนตจะมีความเสถียรและมีความเปนพิษมากกวาในรูป
ของอารเซเนต สารหนูเปนธาตุที่พบอยูทั่วไปตามธรรมชาติมักสะสมอยูในหิน ดิน แหลงแรใน
ปริมาณที่แตกตางกัน ธาตุสารหนูเปนองคประกอบของแรประมาณ 245 ชนิด ที่พบทั่วไปคือ เปน
องคประกอบของแรอาซิโนไพไรท (arsenopyrite) ซ่ึงมีปริมาณสารหนูแตกตางกันตั้งแตรอยละ 
0.02-0.5 สารประกอบสารหนูสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุมตามคุณสมบัติทางเคมี และทาง
กายภาพ (Cullen and Reimer, 1989) ดังนี้ 

 1. สารประกอบอินทรีย ซ่ึงประกอบไปดวย กลุม trivalent เชน trimethylarsine [(CH3)3As], 
dimethylarsine [(CH3)2AsH] และกลุม pentavalent เชน dimethylarsinic acid [(CH3)2AsO(OH)] 

 2. สารประกอบอนินทรีย ซ่ึงประกอบไปดวย กลุม trivalent compounds เชน arsenic 
trioxide (As2O3), arsenic trichloride (AsCl3), sodium arsenite (NaAsO2) และกลุม pentavalent 
compounds (arsenate, AsV) เชน arsenic acid (H3AsO4) และ arsenic pentoxide (As2O5) 

 3. แกสอารซีน (arsine or arsenic hydride, AsH3) เปนแกสพิษที่เปนอันตรายทําใหถึงแก
ชีวิตไดหากไดรับในปริมาณมาก สารหนูในรูปของแกสอารซีนนี้ไมควรเกิน 0.2 มิลลิกรัม/อากาศ
ลูกบาศกเมตร หรือ 0.05 สวนในลานสวนของอากาศ (กรมควบคุมมลพิษ, 2541) 

 สารหนูที่เปนองคประกอบของแรตางๆ เชน arsenopyrite, orpiment, realgar, cobaltile และ 
proustite เปนตน แรเหลานี้มักพบตามแหลงแรและมีอยูในหิน เมื่อมีการผุพังของหินหรือแรจะทํา
ใหสารหนูสัมผัสกับอากาศและน้ํา จึงเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันแลวเปลี่ยนสารหนูไปอยูในรูปของ
สารประกอบอารซีเนต (Boyle and Jonasson, 1973) ดังสมการ 

4FeAsS (arsenopyrite) + 13O2  + 6H2O ----> 4FeSO4 + 4H3AsO4 
As2S3 (orpiment) + O2  + 6H2O ----> 3H2SO4 + 2H3AsO4 
4AsS (realgar) + 11O2  + 10H2O ----> 4H2SO4 + 2H3AsO4 
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 กระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของสารหนูดังสมการที่กลาวมานี้ทําใหมีสารประกอบ
ของสารหนูสะสมอยูในสิ่งแวดลอมตามบริเวณตางๆ เชน พื้นดิน พื้นน้ํา นอกจากสารหนูจะถูก
ปลอยออกจากสิ่งแวดลอมโดยธรรมชาติแลวยังสามารถเกิดจากกิจกรรมของมนุษยดังที่กลาวไป
แลวขางตน ดวยคุณสมบัติของสารหนูที่ มีจุดเดือดเทากับ 615 องศาเซลเซียสและมีจุดหลอมเหลว
เทากับ 818 องศาเซลเซียส (Jain and Ali, 2000) ทําใหไมละลายน้ําและแขวนลอยอยูในแหลงน้ํา 
เมื่อสารหนูจับตัวกับอนุภาคของดินก็จะตกตะกอนและทับถมลงสูพื้นน้ํา สารหนูที่อยูในดินตะกอน
ทองน้ํานั้นมีโอกาสที่จะแพรกระจายเขาไปสูพืชหรือสัตวน้ําตางๆ โดยสารหนูที่ละลายน้ําจะถูกดูด
ซึมเขาสูรางกายของสิ่งมีชีวิตไดทางระบบทางผิวหนังและทางเดินอาหาร เขาไปสะสมในเนื้อเยื่อ
สวนตางๆ เมื่อส่ิงมีชีวิตอื่นๆกินพืชน้ําหรือสัตวนั้นๆ สารหนูก็จะถายทอดไปสะสมในรางกาย และ
เขาสูหวงโซอาหาร ซ่ึงผูบริโภคชั้นบนสุดก็คือมนุษย นั้นหมายความวามนุษยก็จะมีสารหนูสะสม
อยูในรางกาย ถาหากไดรับสารหนูในระดับเกินคามาตรฐาน (0.01 mg kg-1) (WHO, 2003) อาจจะ
เกิดอาการเปนพิษเรื้อรัง 

4. ขบวนการเมตาบอลิซึมของสารหนูในพืช 

 สารหนูที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม จะถูกดูดซับโดยพืชผานทางราก เมื่อพืชไดรับสารหนู 
สารหนูจะเขาไปรบกวนขบวนการเมตาบอลิซึมตางๆ ในเซลล ซ่ึงสงผลตอการเจริญเติบโตและ
ผลผลิตของพืช ตัวอยางเชน สารหนูเขาไปรบกวนการทํางานของ ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอโดยสารหนู
สามารถจับกับหมู hydroxyl (-OH) ของฟอสเฟตในกรดนิวคลีอิก ไดอยางแนนหนา ทําใหพันธะ 
ester ระหวางหมูฟอสเฟตกับหมู hydroxyl ของน้ําตาล pentose สามารถสลายไดงายขึ้น (Abedin 
and Meharg 2002) และยังสามารถจับกับหมู sulfhydryl (-SH) บนสายพอลิเพปไทดซ่ึงสงผลตอการ
ทํางานของโปรตีน นอกจากนี้ยังกอใหเกิด reactive oxygen species และ ปฏิกิริยา lipid 
peroxidation ที่มีผลเสียตอเซลลพืชอีกดวย (Hartley-Whitaker et al., 2001) ในพืชช้ันสูงชนิดตางๆ 
สารหนูที่เขาสูเซลลพืชยังมีผลตอการยับยั้งวิถี glycolysis และ การสังเคราะห ATP (oxidative 
phosphorylation) ในขบวนการหายใจระดับเซลล (Hindmarsh, 2000) 

 ในบรรดาธัญพืชทั้งหมดขาวเปนพืชที่มีโอกาสไดรับสารหนูสูงที่สุด (Williams et al., 
2007) เนื่องจาก ขาวเปนธัญพืชที่ตองการน้ําหลอเล้ียงในระหวางการเจริญเติบโต ชาวนาจึงนิยม
ปลูกขาวในพื้นที่ราบลุมและมีน้ําขัง สงผลใหพืชชนิดนี้มีโอกาสไดรับสารหนูสูงกวาธัญพืชชนิดอื่น 
Xu et al. (2008) พบวาในดินที่มีน้ําทวมขัง มีปริมาณการสะสมของสารหนูมากกวาในดินปกติ 7-16 
เทา นอกจากนี้ยังพบวา ขาวที่ปลูกในดินที่มีน้ําขัง มีสารหนูสะสมอยูในยอดและเมล็ดขาว สูงกวา
การปลูกในดินปกติ 2.6-2.9 เทา และมีผลตอการสะสมของสารหนูในเมล็ดขาว ปจจุบัน พบวา มี
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การปนเปอนของสารหนูในเมล็ดขาวในปริมาณสูงขึ้น เนื่องจาก มีสารหนูกระจายสูส่ิงแวดลอมเพิ่ม
มากขึ้นจากกิจกรรมตางๆของมนุษย 

 สารหนูที่พบในเมล็ดขาวโดยสวนใหญมักพบในรูปของอนินทรียสาร ไดแก อารเซเนต
และอารเซไนต นอกจากนี้ยังสามารถพบไดในรูปของอินทรียสารที่ถูกเติมหมูเมทิล ไดแก กรดได
เมทิลอารซีนิก (dimethylarsinic acid, DMA) และ กรดโมโนเมทิลอารโซนิก (monomethylarsonic 
acid, MMA) ซ่ึงมีความเปนพิษนอยกวาสารหนูอนินทรีย (Williams et al., 2005) Somenahally et 
al. (2011) รายงานวา อารเซเนต, อารเซไนต และ กรดไดเมทิลอารซีนิก เปนรูปแบบของสารหนูที่
มักพบใน rhizophere และ iron plaque บริเวณรากขาว รวมทั้งในเมล็ดขาวดวย Smith et al. (2009) 
ทําการศึกษาสารหนูที่สะสมในบริเวณตางๆ ของขาว โดยใช x-ray absorption near edge structure 
(XANES) พบสารหนูกระจายอยูทั่วไปตามเนื้อเยื่อตางๆ ซ่ึงสวนมากพบอยูในรูปของอารเซไนต 

 4.1 การรับสารหน ู(arsenic influx) 

ในสภาวะที่ ดินมีน้ํ าทวมขั งห รือในสภาวะที่ ขาดออกซิ เจน  (anaerobic 
environment) สารหนูมักอยูในรูป reduced form หรืออารเซไนต (Xu et al., 2008) การรับอารเซ
ไนตเขาสูเซลลส่ิงมีชีวิต ไดมีการศึกษาใน E. coli, ยีสต (Saccharomyces cereviciae) และสัตวเล้ียง
ลูกดวยนม  พบวา  อาร เซไนตจะเข า สู เซลลผ านทางโปรตีนในกลุม  aquaporin ประเภท 
aquaglyceroporins ที่แทรกอยูระหวางเซลลเมมเบรนของพืช มีหนาที่ในการคัดกรองใหเฉพาะ
โมเลกุลของน้ําและอนุภาคที่มีขนาดเล็ก เชน กลีเซอรอล รวมทั้งอารเซไนต ผานเขาออกภายใน
เซลลได (Bhattacharjee and Rosen, 2007) โดยโปรตีนชนิดนี้ใน E. coli คือ GlpF ในยีสต คือ Fsp1p 
และ ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม คือ AQP7 และ AQP9 (Liu et al., 2004) การศึกษาในขาวพบวา อารเซ
ไนตจะเขาสู เซลลรากโดยใชชองทางเดียวกับซิลิกอน (Si) ผานทางโปรตีน ประเภท 
aquaglyceroporins ที่เรียกวา nodulin26-like intrinsic protein (NIPs) หรือ silicon influx transporter 
(lsi1) และ อารเซไนตที่เขาสูเซลลจะเขาสูทอลําเลียงน้ําผานทาง Si effilux transporter (lsi2) (Ma et 
al., 2008) เมื่อรับอารเซไนตเขาสูเซลลชั้นนอก (exodermis) อารเซไนตจะถูกสงตอไปยัง lsi1 และ 
lsi2 ของเซลลช้ันใน (endodermis) ที่ทําหนาสงผานอารเซไนตเขาไปยัง xylem ดวย lsi2 จากนั้นอาร
เซไนตจะถูกสงตอไปยังยอด และสะสมในเมล็ดขาวในที่สุด (ภาพที่ 1) (Zhao et al., 2008) 
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ภาพที่ 1  การรับและลําเลียงอารเซไนตเขาสูตนขาว 
 
ท่ีมา: Zhao et al. (2008) 
 

นอกจาก lsi1 และ lsi2 จะเปนทางผานของอารเซไนตแลว ยังเปนชองทางในการ
รับสารหนูในรูปที่ถูกเติมหมูเมทิล ไดแก กรดไดเมทิลอารซีนิก และ กรดโมโนเมทิลอารโซนิก อีก
ดวย (Li et al., 2009) Dallagnol et al. (2009) ไดทําการยับยั้งโปรตีน lsi1 เพื่อลดการรับอารเซไนต
เขาสูรากขาว พบวา ยังสงผลตอการรับซิลิกอนเขาสูเซลลอีกดวย เนื่องจากซิลิกอนเปนธาตุอาหารที่
มีประโยชนสําหรับตนขาว จึงทําใหตนขาวชะงักการเจริญเติบโต ใบขาวมีสีเหลืองและกระดาง 
ดังนั้น การใชปุยที่มีซิลิกอนเปนองคประกอบนอกจากจะชวยเพิ่มผลผลิตของขาวแลว ยังชวยลด
การรับอารเซไนตเขาสูตนขาวดวย (Ma and Yamaji, 2006) 

ในดินปกติที่ไมมีน้ําทวมขังหรือในสภาวะที่มีออกซิเจน (aerobic environment) 
มักพบสารหนูในรูปของอารเซเนต (Meharg, 1994) อารเซเนตสามารถเขาสูเซลลรากโดยชองทาง
เดียวกับฟอสเฟต เนื่องมาจากสารทั้งสองชนิดมีโครงสรางคลายกัน (analogue) โปรตีนที่เปน
ทางผานของฟอสเฟตนี้ไดมีการศึกษาในพืชชนดิตางๆ โดยพบวามีมากกวา 100 ชนิด ซ่ึงจัดอยูใน 
phosphate transporter 1 (Pht1) family และมีการแสดงออกเฉพาะในเซลลราก (Buches, 2007; 
Mudge et al., 2002) ในอะราบิดอฟซิส (Arabidopsis thaliana) พบวา Pht1;1 และ Pht1;4 ทําหนาที่
รับฟอสเฟตเขาสูเซลล เมื่อทําใหเกิดการกลายพันธุที่โปรตีนดังกลาว พบวา อะราบิดอฟซิสสามารถ
อยูในสภาวะที่ปนเปอนอารเซเนตไดดีขึ้น (Shin et al., 2004) การศึกษาในขาวพบวาอารเซเนต
สามารถเขาสูเซลลรากผานทาง phosphate transporter เชนเดียวกัน โดยฟอสเฟตที่อยูในดินชวยใน
การลดอารเซเนตที่เขาสูเซลล (Zhao et al., 2008) 
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 4.2 การลดความเปนพิษของสารหนู (arsenic detoxification) 

ในเซลลพืชอารเซเนตที่เขาสูเซลลผานทาง phosphate transporter จะถูกรีดิวซให
อยูในรูปของอารเซไนตโดยเอนไซม arsenate reductase และมี glutathione ทําหนาที่เปนตัวให
อิเล็กตรอน ปฏิกิริยารีดักชั่นโดยเอนไซม arsenate reductase นี้เปนขั้นตอนแรกในขบวนการเมตา
บอลิซึมของสารหนูที่เกิดขึ้นภายในเซลลและนับวาเปนขั้นตอนที่สําคัญเพราะมีผลตอขบวนการลด
ความเปนพิษของสารหนูและการกําจัดสารหนูซ่ึงเปนขบวนการที่จะเกิดขึ้นถัดไป (Ghosh et al., 
1999) การเปลี่ยนรูปของอารเซเนตเปนอารเซไนตนั้นสามารถเกิดขึ้นไดเองโดยการรับอิเล็กตรอน
จาก glutathione และไมตองมีเอนไซมมาเปนตัวกระตุน (non-enzymatic pathway) แตปฏิกิริยานั้น
เกิดขึ้นไดชามาก ดังนั้นอารเซไนตซ่ึงถูกเปลี่ยนรูปมาจากอารเซเนตที่พบในเซลลโดยสวนใหญจึง
มาจากปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเปนตัวกระตุน (enzymatic pathway) (Delnomdedieu et al., 1994) 

หลังจากนั้นสารหนูอารเซไนตทั้งที่มาจากการเปลี่ยนรูปของอารเซเนตและการ
รับเขาสูเซลลผานทาง lsi1 จะถูกพาเขาสูแวคิวโอลเพื่อลดความเปนพิษในเซลล โดยโปรตีน 
phytochelatins ที่ถูกสังเคราะหมาจากเอนไซม phytochelatin synthase และมี glutathione ทําหนาที่
เปนสารตั้งตน (Wagar et al., 2009) อารเซไนตจะเขาจับบริเวณหมู sulphhydryl (-SH) ของโปรตีน 
phytochelatins เปน องคประกอบรวมซับซอนซึ่งมีหลายรูปแบบกอนที่จะถูกสงเขาสูแวคิวโอล 
ไดแก As(III)-(PC2)2, As(III)-PC3, และ GSH-As(III)-PC2 เปนตน (Raab et al.,2007) ดังนั้น เมื่อ
ตรวจสอบภายในแวคิวโอลจึงสามารถพบองคประกอบซับซอนเหลานี้ไดเปนจํานวนมาก (Sneller 
et al., 1999) การศึกษาในทานตะวัน (Helianthus annuus) พบวานอกจากจะพบองคประกอบ
ระหวางอารเซไนตและ phytochelatins แลวยังพบองคประกอบรวมระหวางกรดโมโนเมทิลอาร
โซนิกและ phytochelatins อีกดวย (MMA-PC2) (Raab et al., 2005) 

องคประกอบรวมของสารหนูและ phytochelatins เขาสูแวคิวโอลผานโปรตีนที่
เมมเบรนชนิดใดนั้นในพืชยังไมทราบแนชัด การศึกษาในยีสตพบวามี vacuolar membrane 
transporter yeast cadmium factor 1p (Ycf1p) เปนทางผานขององคประกอบรวมของแคดเมียมหรือ
สารหนูกับ phytochelatins เขาสูแวคิวโอล โดย Ycf1p เปนโปรตีนในกลุม ATP-binding cassette 
(ABC) และยังเปนทางผานขององคประกอบรวมของ Cd-(GSH)2 และ As(III)-(GSH)3 อีกดวย (Li 
et al., 1997) 
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 4.3 การขนสงและการปลดปลอยสารหนู (arsenic transport and efflux) 

ปริมาณสารหนูที่พบในขาวพบมากที่สุด คือ บริเวณราก ลําตน ใบ เปลือกและ
เมล็ด ตามลําดับ (Liu et al., 2006; Xu et al., 2008) สารหนูที่เขาสูรากจะเคลื่อนเขาสู ลําตน ใบและ
เขาไปสะสมอยูในเมล็ด ขบวนการขนสงสารหนูผานทอลําเลียงอาหารในขาวนั้นยังไมทราบแนชัด 
การศึกษาในอะราบิดอฟซิส (Li et al., 2006) และผักกาดกานขาว (Brassica napus) (Mendoza-
Cozatl et al., 2008) พบวา โปรตีน phytochelatins และ องคประกอบรวม Cd-PC และ Cd-GSH 
สามารถเคลื่อนที่ สู ยอดผานทางทอลํา เ ลียงอาหารได  แตองคประกอบรวมของโปรตีน 
phytochelatins และ สารหนู จะเสถียรเมื่ออยูในสภาวะที่มีคา pH มากกวา 7.5 จึงไมสามารถผานทอ
ลําเลียงอาหารซึ่งมีคา pH เปนกรดได 

เมื่อนําของเหลวในทอลําเลียงน้ํา (xylem sap) มาตรวจสอบปริมาณสารหนู ใน
พืชหลายชนิด สารหนูที่พบโดยสวนใหญมักอยูในรูปของอารเซไนต คิดเปน รอยละ 81-100 ในขาว 
(Zhao et al., 2008) และยังพบ กรดไดเมทิลอารซีนิกนอยกวารอยละ 4 ของสารหนูที่พบทั้งหมดใน 
xylem sap ของแตงกวา (Cucumis sativus) (Mihucz et al., 2005) และมะเขือเทศ (Lycopersicon 
esculentum) (Xu et al., 2007) นอกจากนี้ ยังมีรายงานวาไมพบองคประกอบรวมของโปรตีน 
phytochelatins และอารเซไนต ใน xylem sap ของผักกาดเขียว (Brassica juncea) (Pickering et al., 
2000) และทานตะวัน (Raab et al., 2005) แสดงวา สารหนูสามารถเคลื่อนสูยอดผานทางทอลําเลียง
น้ําในรูปของโมเลกุลเดี่ยว ซ่ึงมักพบในรูปของอารเซไนต เนื่องจาก ในเซลลรากมีการเปลี่ยนรูปสาร
หนูอารเซเนตเปนอารเซไนตไดอยางรวดเร็ว (Zhao et al., 2008) 

สารหนูอารเซเนตสามารถเคลื่อนที่สูยอดผานทางทอลําเลียงน้ําไดเชนเดียวกับ
ฟอสเฟต แตมักไมพบสารหนูอารเซเนตใน xylem sap เพราะมักถูกเปลี่ยนรูปเปนอารเซไนตโดย
เอนไซม arsenate reductase ในเซลลรากอยางรวดเร็ว งานวิจัยของ Quaghebeur and Rengel (2004) 
ที่ศึกษาในอะราบิดอฟซิสสายพันธุกลาย pho1 ซ่ึงไมสามารถเคลื่อนยายฟอสเฟตและอารเซเนตผาน
ทางทอลําเลียงน้ําได สงผลใหการสะสมอารเซเนตในบริเวณยอดลดลง จากนั้นสารหนูอารเซไนตที่
ไมไดถูกพาเขาสูแวคิวโอลจะเขาสูทอลําเลียงน้ําผานทางโปรตีน lsi2 (Ma et al., 2008) การรับสาร
หนู ปฏิกิริยาเคมีและการขนสงสารหนูในตนขาวแสดงในภาพที่ 2 (Tuli et al., 2010) 
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ภาพที่ 2  การรับสารหนู ปฏิกิริยาเคมีและการขนสงสารหนูในตนขาว 
 
ท่ีมา: Tuli et al. (2010) 
 

การปลดปลอยสารหนูออกจากเซลลนั้นเปนชองทางหนึ่งของการลดความเปน
พิษของสารหนู ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด สารหนูมักถูกปลดปลอยออกจากเซลลในรูปของอารเซไนต 
เชน จุลินทรียตางๆ การปลดปลอยสารหนูจะเริ่มจากปฏิกิริยารีดักชั่น เปล่ียนสารหนูในรูปของอาร
เซเนตใหเปนอารเซไนตกอน จากนั้นจึงขับออกในรูปของอารเซไนต (Bhattacharjee and Rosen, 
2007) ใน E. coli อารเซไนตจะถูกขับออกจากเซลลผานทาง โปรตีน ArsB หรือ ArsAB complexes 
ซ่ึงตองอาศัยพลังงานจาก ATP (Dey et al., 1994) และในยีสตคือ Acr3p (Wysocki et al., 1997) 
การศึกษาในพืช พบวา อารเซไนตจะถูกปลดปลอยออกจากเซลลผานทางโปรตีนในกลุม aquaporin 
ชองทางเดียวกับการรับเขามา โดยรูปแบบของการปลดปลอยเปนแบบ bidirectional passage หรือ 
diffusion นั้นยังไมทราบแนชัด (Mitani et al., 2008) Bienert et al. (2008) ทําการเพิ่มการแสดงออก
ของยีน OsNIPs หรือ lsi1 ที่แยกจากขาวในยีสต พบวายีสตสามารถทนอยูในสภาะที่ปนเปอนอารเซ
เนตไดดีขึ้น โดยอธิบายวา อารเซเนตที่เขาสูเซลลจะถูก reduce ใหอยูในรูปของอารเซไนต จากนั้น
อารเซไนตจะถูกขับออกจากเซลลผานทางโปรตีน OsNIPs เพื่อลดความเปนพิษในเซลล Xu et al. 
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(2007) พบวา ในมะเขือเทศสามารถปลดปลอยสารหนูอารเซเนตออกจากเซลลไดโดยใชชองทาง
เดียวกับฟอสเฟต แตสารหนูมักเปลี่ยนรูปเปนอารเซไนตอยางรวดเร็ว สารหนูที่ขับออกจากเซลลจึง
มักอยูในรูปของอารเซไนตมากกวา 

สารหนูสามารถพบกระจายไดทั่วไปตามสวนตางๆของตนขาว Abedin et al. 
(2002) ไดทําการศึกษาปริมาณสารหนูที่พบในบริเวณตางๆ ของตนขาวที่ปลูกในบังกลาเทศ ไดแก 
ราก ลําตน เปลือกและเมล็ดขาว พบวา มีการสะสมสารหนูมากที่สุดในราก ลําตน เปลือกและเมล็ด
ตามลําดับ เมื่อใหสารหนูที่ความเขมขนต่ํา (0.1 mg As l-1) พบวา มีสารหนูสะสมอยูใน ราก ลําตน 
เปลือก และเมล็ด เทากับ 18.6, 3.9, 0.7 และ 0.24 mg kg-1 และเมื่อใหสารหนูที่ความเขมขนสูงขึ้น  
(8 mg As l-1) พบวามีการสะสมในปริมาณสูงขึ้น เปน 107.5, 91.8, 2.82 และ 0.42 mg kg-1ในราก ลํา
ตน เปลือก และ เมล็ดขาว แสดงใหเห็นวา สารหนูมีการเคลื่อนที่ขึ้นสูยอด และสะสมอยูในบริเวณ
ตางๆของตนขาว ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Rahman et al. (2007) ที่ไดศึกษาปริมาณสารหนูใน
บริเวณตางๆ ของตนขาวที่ปลูกในบังกลาเทศเชนเดยีวกัน พบวา มีสารหนูสะสมมากที่สุดในสวน
ของลําตน เปลือกและเมล็ด ตามลําดับ โดยมีคาเทากับ 20.6, 1.6 และ 0.5 mg kg-1 สารหนูที่พบมัก
อยูในรูปสารอนินทรีย ไดแก อารเซเนต และอารเซไนต สําหรับสารหนูอินทรียมักพบในปริมาณ
นอยมาก ซ่ึงมักพบในรูปของกรดไดเมทิลอารซีนิก มีรายงานวา สารหนูอินทรียในรูปที่ถูกเติมหมู
เมทิลนี้ มาจากดินที่ใชปลูกขาวโดยดูดซึมผานทางรากเชนเดียวกับสารหนูในรูปแบบอื่นๆ ดังที่
กลาวไปแลวขางตน อยางไรก็ตาม พบวา ในระบบพืชไรดิน (hydroponics) ยังคงพบสารหนูในรูป
กรดไดเมทิลอารซีนิกและกรดโมโนเมทิลอารโซนิก แตพบในปริมาณนอยกวารอยละ 1 ของสาร
หนูที่พบทั้งหมด (Quaghebeur and Rengel, 2003; Xu et al., 2007) 

5. การศึกษายีนในขาวและสิ่งมีชีวติอื่น 

 5.1 arsenate reductase 

งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษายีนที่เกี่ยวของกับขบวนการเมตาบอลิซึมของสารหนูใน
เซลลพืช ไดแก arsenate reductase และ phytochelatin synthase ดังที่กลาวไปแลวขางตนวาสารหนู
ที่อยูในรูปอารเซเนตซึ่งผานเขาสูภายในเซลลรากทาง phosphate transporter จะถูกเปลี่ยนใหอยูใน
รูปของอารเซไนตโดยเอนไซม arsenate reductase และมี glutathione ทําหนาที่เปนตัวให
อิเล็กตรอน (Waqar et al., 2009) ดังสมการ 

H2AsO4
- + GSH ----> HAsO4 + GSSG 
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การศึกษาปฏิกิริยารีดักชั่นของสารหนูโดยเอนไซม arsenate reductase ใน
จุลินทรียและยีสต (Messens and Silver, 2006) ไดจําแนกเอนไซมออกเปน 3 กลุม กลุมแรก คือ 
ArsC ที่แยกจาก E. coli ซ่ึงมี glutaredoxin และ glutathione เปนตัวใหอิเล็กตรอน กลุมที่สอง คือ 
ArsC จาก Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis ซ่ึงมี thioredoxin เปนตัวใหอิเล็กตรอน 
และ Acr2p จากยีสต และโปรโตซัว (Leishmania major) ซ่ึงมี glutaredoxin และ glutathione เปน
ตัวใหอิเล็กตรอน 

การวิเคราะหปริมาณสารหนูในเนื้อเยื่อพืชหลาย ชนิดพบวาสารหนูที่พบโดย
สวนใหญอยูในรูปของอารเซไนต ยกตัวอยางเชน รอยละ 96-100 ในรากและยอดของผักกาดเขียว 
(Pickering et al., 2000) รอยละ 97-100 ในใบของอะราบิดอฟซิส (Dhankher et al., 2002) และ รอย
ละ 92-99 ในรากของขาวและมะเขือเทศ (Xu et al., 2007) แสดงใหเห็นวาในพืชมีประสิทธิภาพสูง
ในการเกิดปฎิกิริยารีดักชั่นของสารหนู 

การทํางานของ arsenate reductase จะชวยลดการสะสมสารหนูจากรากขึ้นสูยอด 
เนื่องจาก ในเซลลรากอารเซเนตจะถูกเปลี่ยนรูปเปนอารเซไนตและเขาไปสะสมในแวคิวโอลอยาง
รวดเร็ว เมื่อยับยั้งการทํางานของเอนไซม จะทําใหมีสารหนูอารเซเนตบริเวณรากมากขึ้นและไป
สะสมในสวนยอดผานทางทอลําเลียงน้ํา (Zhao et al., 2008) Dhankher et al. (2006) ไดทําการให 
100 μM sodium arsenate แกอะราบิดอฟซิสเปนเวลาสามสัปดาห พบวามีสารหนูสะสมอยูใน
บริเวณรากสูงกวาสวนยอด และเมื่อยับยั้งการแสดงออกของยีน arsenate reductase (AtACR2) ดวย
เทคนิค RNA interference (RNAi) ซ่ึงเปนกระบวนการที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอยางหนึ่ง 
พบการสะสมสารหนูบริเวณยอดมากขึ้น และอะราบิดอฟซิสสามารถทนตอสภาพแวดลอมที่
ปนเปอนสารหนูไดนอยลง นอกจากนี้ ยังพบการทํางานของเอนไซมในเซลลรากอยูในระดับสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อสวนอื่น 

Duan et al. (2005) รายงานวาการทํางานของ arsenate reductase (PvAcr2p) ใน
กูดหมาก ทําใหพืชชนิดนี้สามารถทนตอสภาวะแวดลอมที่ปนเปอนสารหนู และยังสงผลใหกูด
หมากสามารถสะสมสารหนูไดเปนปริมาณมาก (As hyperaccumulator) โดยพบวา สารหนูมัก
สะสมอยูบริเวณยอดในรูปของอารเซไนต ซ่ึงมาจากการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นโดยเอนไซม arsenate 
reductase ที่เกิดขึ้นบริเวณราก และในผักกาดเขียว อารเซไนตที่สะสมบริเวณยอดมาจากปฏิกิริยา 
รีดักชั่นที่เกิดขึ้นในราก เชนเดียวกัน (Pickering et al., 2000) เมื่อเพิ่มการแสดงออกของ PvAcr2p 
ใน E. coli สายพันธุกลายที่ไมมีการแสดงออกของ arsenate reductase (arsC-) พบวา E. coli 
สามารถเจริญเติบโตในสภาพแวดลอมที่ปนเปอนสารหนูไดดีขึ้น (Ellis et al., 2006) 
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นอกจาก arsenate reductase จะมีผลตอปฏิกิริยารีดักชั่นของสารหนูแลว ใน  
E. coli ยีน arsC ยังมีผลตอปฏิกิริยารีดักชั่นของแคดเมียมดวย เมื่อเพิ่มการแสดงออกของ arsC 
ในอะราบิดอฟซิสและยาสูบ และใหโลหะแคดเมียมที่ความเขมขนตางๆ ไดแก 50, 75, และ 100 
μM พบวาพืชทั้งสองชนิดสามารถทนตอโลหะหนักแคดเมียมไดดีกวาตนที่เปน wild-type โดยมี
ความยาวของรากและใบมากกวา ในขณะที่ wild-type ชะงักการเจริญเติบโต ใบและลําตนกลายเปน
สีเหลือง (Dhankher et al., 2003) 

แมวาสารหนูในรูปของอารเซไนตจะมีความเปนพิษตอพืชมากกวาสารหนูในรูป
อารเซเนต แตสารหนูรูปแบบที่พบในพืชไมวาจะเปนในสวนของรากหรือยอดมักพบในรปูของอาร
เซไนตเพราะวาภายในเซลลพืชนั้นมีโปรตีนพิเศษ ทําหนาที่สําหรับนําสารหนูในรูปของอารเซไนต
เขาไปสะสมในแวคิวโอลเพื่อลดความเปนพิษในเซลล ดังนั้นนอกจากขบวนการเปลี่ยนรูปของสาร
หนูโดยเอนไซม arsenate reductase ซ่ึงเกิดขึ้นเปนขั้นตอนแรกจะมีความสําคัญแลว ขบวนการพา
สารหนูในรูปของอารเซไนตทั้งที่มาจากการเปลี่ยนรูปของอารเซเนตและการรับอารเซไนตเขาสู
เซลลรากพืชโดยผานทาง aquaporin channel เขาไปสะสมในแวคิวโอลก็มีความสําคัญเชนกัน 
(Lombi et al., 2002) 

 5.2 phytochelatin synthase 

phytochelatins เปนโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญในการลดความเปนพิษภายในเซลล
ของสิ่งมีชีวิตที่เกิดจากโลหะหนักตางๆ เชน ตะกั่ว, แคดเมียม, ทองแดง, สังกะสี และสารหนู 
โปรตีน phytochelatins เปนเปปไทดสายสั้นๆที่มีสูตรโครงสรางดังนี้ (γ-Glu-Cys)n-Gly โดยที่ n 
เทากับ 2-11 (Ramos et al., 2008) ในเซลลพืชกระบวนสังเคราะหโปรตีน phytochetatins โดย
เอนไซม phytochelatin synthase จะใช glutathione เปนสารตั้งตน (ภาพท่ี 3) 

มีรายงานวาองคประกอบซับซอนระหวาง phytochelatins และ อารเซไนตมี
ความสําคัญตอขบวนการลดความเปนพิษของสารหนู (As detoxification) ชวยลดประสิทธิภาพใน
การสะสมสารหนูของพืช (As-non-hyperaccumulating plants) และชวยใหพืชสามารถทนตอ
สภาพแวดลอมที่ปนเปอนสารหนูได นอกจากนี้การที่พืชไดรับสารหนูยังเปนการกระตุนใหเกิดการ
สังเคราะห phytochelatins อีกดวย (Sneller et al., 1999) 
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ภาพที่ 3  ขบวนการสังเคราะห phytochelatins ในพืชช้ันสูง 
 
ท่ีมา: Braz (2005) 
 

พิษของสารหนูรวมถึงโลหะหนักชนิดตางๆ ที่มีผลเสียตอเซลลเกิดจากสาเหตุ
หลายประการ เชน โลหะหนักเขาจับกับโปรตีนบริเวณหมู thioyl-, carboxyl- หรือ histidyl- ทําใหมี
ผลเสียตอกิจกรรมและหนาที่ของโปรตีนเหลานั้น นอกจากนี้อาจทําใหเกิด reactive oxygen species 
(ROS) ซ่ึงเปนพิษตอเซลลโดยตรง ดังนั้นพืชจึงมีการปองกันตัวเองโดยการกระตุนการทํางานของ
เอนไซมในระบบขจัดอนุมูลอิสระ (Sharma and Dietz, 2008) รวมถึงการสราง phytochelatins และ 
glutathione (สารตั้งตน) (Cobbett and Goldsbrough, 2002) นอกจาก glutathione จะถูกใชเปนสาร
ตั้งตนแลวยังมีบทบาทรวมในการขจัดอนุมูลอิสระอีกดวย (May et al., 1998) มีรายงานวาการ
เพิ่มขึ้นของการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase และการสังเคราะห glutathione ในพืช
สงผลใหพืชสามารถตานทานตอแคดเมียมไดดีขึ้น แตอยางไรก็ตามหากมากเกินไปก็อาจทําใหเกิด 
สภาวะ oxidative stress ได (Nocito et al., 2006) 

โลหะหนักมีผลตอการกระตุนการทํางานของ phytochelatin synthase ในพืชชนิด
ตางๆ ไดแก อะราบิดอฟซิส (Vatamaniuk et al., 1999), ขาวสาลี (Triticum aestivum) (Clemens et 
al., 1999), ผักกาดเขียว (Heiss et al., 2003), ผักกาดหอม (Lactuca sativa) (He et al., 2005) และ 
Lotus japonicas (Ramos et al., 2008) 

Duan et al. (2011) ไดศึกษาความสัมพันธของ phytochelatins กับการสะสมสาร
หนูในเมล็ดขาว 6 สายพันธุ ที่พบสารหนูในเมล็ดแตกตางกัน โดยสายพันธุที่มีสารหนูสะสมอยูใน
เมล็ดนอยจะมีปริมาณโปรตีน phytochelatins ในบริเวณยอดมากกวาสายพนัธุที่มีสารหนูสะสมอยู
ในเมล็ดมาก นอกจากนี้ เมื่อใหสาร L-buthionine sulphoximine (0.5 mM) ซ่ึงทําหนาที่ยับยั้งการ
สราง glutathione (Cobbett, 2000) โดยการฉีดลงบนใบขาว พบวา ปริมาณโปรตีน phytochelatins 
ลดลงรอยละ 20-55 glutathione ลดลงรอยละ 40-63 และมีการสะสมสารหนูบริเวณยอดนอยลง 
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ในขณะที่เมล็ดเพิ่มมากขึ้น แสดงใหเห็นวา การพาสารหนูเขาสูแวคิวโอลของ phytochelatins ที่
เกิดขึ้นบริเวณยอดนั้น มีผลตอการลดปริมาณสารหนูที่สะสมในเมล็ดขาว นอกจากนี้การใหสาร  
L-buthionine sulphoximine ใน velvet grass (Holcus lanatus) สายพันธุที่ทนและไมทนตอสารหนู 
พบวา พืชทั้งสองสายพันธุไมสามารถอยูในสภาพแวดลอมที่ปนเปอนสารหนูได (Schat et al., 
2002) 

เนื่องจาก การสังเคราะห phytochelatins โดยเอนไซม phytochelatin synthase 
การเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของสารหนูโดยเอนไซม arsenate reductase และการสังเคราะห glutathione 
มีบทบาทสําคัญที่ทําใหพืชสามารถทนอยูในสภาวะแวดลอมที่ปนเปอนสารหนูและโลหะหนัก จึง
ไดมีการสรางพืชปรับปรุงพันธุ (transgenic plant) ชนิดตางๆ โดยเพิ่มการแสดงออกของยีน เชน 
งานวิจัยของ Dhanker et al. (2002) ทําการเพิ่มการแสดงออกของยีนสองชนิดจาก E. coli ใน 
อะราบิดอฟซิส ไดแก arsC เพื่อเพิ่มปฏิกิริยารีดักชั่นของสารหนูในรูปของอารเซเนต และ γ -
glutamylcysteine synthetase (γ -ECS) เพื่อเพิ่มการสังเคราะห glutathione สงผลใหอะราบิดอฟซิส
สามารถเจริญเติบโตในสภาพแวดลอมที่ปนเปอนอารเซเนตได งานวิจัยของ Li et al. (2004) ทําการ
เพิ่มการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase (AtPCS1) ในอะราบิดอฟซิส พบวาพืชปรับปรุง
พันธุที่ได (AtPCS1-overexpressing lines) มีปริมาณโปรตีนสูงกวาตนที่เปน wild type โดยเฉพาะ
ในบรเิวณราก และสามารถทนตอสภาพแวดลอมที่ปนเปอนอารเซเนตไดดีขึ้น แตกลับพบวาทนตอ
โลหะหนักแคดเมียมไดนอยลง การเพิ่มการแสดงออกของ AtPCS1 ในยาสูบ (Nicotiana tabacum) 

สงผลใหตนยาสูบทนตอสารหนูไดมากขึ้น (Wojas et al., 2009) ในขณะที่การเพิ่ม AtPCS1 ใน
ผักกาดเขียว ความสามารถในการทนสารหนูของพืชเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยเทานั้น (Gasic and 
Korban, 2007) การเพิ่มการแสดงออกของ AtPCS1 ในอะราบิดอฟซิสควบคูกับการเพิ่มการ
แสดงออกของยีน GSH1 พบวาพืชสามารถทนตอสภาพแวดลอมที่ปนเปอนโลหะหนักไดดีและมี
ปริมาณ phytochelatins มากกวาสายพันธุที่เพิ่มการแสดงออกเพียงแคยีนเดียว (Guo et al., 2008) 

6. ขาว 

 ขาวเปนธัญพืชเกาแกที่มนุษยใชเปนอาหารมาเปนเวลานาน ปจจุบันประชากรเกือบครึ่ง
โลกบริโภคขาวเปนอาหารหลัก ในบรรดาธัญพืชที่เปนแหลงสารอาหารพวกคารโบไฮเดรต ขาวจัด
วาเปนพืชที่มีความสําคัญตอมนุษยมากที่สุด ขาวเปนพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญของประเทศไทย 
ทั้งนี้เพราะการเกษตรสวนใหญของประเทศปลูกขาวเปนพืชหลัก ประเทศไทยมีพื้นที่สําหรับการ
เพาะปลูกขาวประมาณ 67 ลานไร หรือคิดเปน 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่การเกษตรทั้งหมด ปจจุบัน
ขาวยังเปนที่ตองการของตลาดทั้งภายในประเทศและตางประเทศ ในแตละปขาวที่เหลือจากการ
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บริโภค ถูกสงไปจําหนายยังตางประเทศ เชน สิงคโปร ฮองกง มาเลเซีย อินโดนีเซีย อิหราน และจีน 
ประเทศไทยครองความเปนอันดับหนึ่งในการสงออกขาวนับตั้งแต พ.ศ. 2522 เปนตนมาโดย
สงออกขาวสารปริมาณ 3 ลานตันและสูงถึง 6 ลานตันในป พ.ศ. 2540 แสดงใหเห็นวาประเทศไทย
มีความสามารถในการดานการผลิตเหนือกวาหลายประเทศที่เปนคูแขงสําคัญ เชน อินเดีย เวียดนาม 
พมา และสหรัฐอเมริกา (เปรม, 2556) แตในปจจุบันตลาดขาวคุณภาพต่ําถูกเวียดนามและพมายึด
ครองจากไทยไปเกือบหมดแลว ดังนั้นในอนาคตจึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองพัฒนาคุณภาพและ
ปริมาณผลผลิต โดยมุงเนนไปที่การผลิตขาวใหมีคุณภาพสูงเพื่อการสงออกโดยอาศัยความ
ไดเปรียบทางดานชื่อเสียงวาเปนผูผลิตขาวคุณภาพสูงและเปนผูสงออกขาวรายใหญที่สุดของโลกมา
เปนเวลานาน 

 ขาวมีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Oryza sativa L. จัดอยูในวงศเดียวกับธัญพืช เชน ขาวบารเลย 
ขาวโพด ขาวสาลี ขาวพันธุที่นิยมบริโภคมีอยู 2 พันธุใหญๆ คือ Oryza glaberrima ขาวพันธุนี้ปลูก
เฉพาะในทวีปแอฟริกาและ Oryza sativa ซ่ึงปลูกกันทั่วไปในทวีปเอเชีย ขาวชนิด Oryza sativa ยัง
แยกออกไดเปน Oryza sativa indica เปนขาวที่ปลูกมากในเขตรอน เชน ไทย ศรีลังกา อินเดีย อิน
โดนีเชีย บังกลาเทศ ฟลิปปนส จีนตอนใตและตอนกลาง Oryza sativa japonica เปนขาวที่ปลูกมาก
ในเขตอบอุน เชน ญี่ปุน เกาหลี จีนตอนเหนือ และ Oryza sativa  Javanica เปนขาวที่ปลูกใน
ประเทศอินโดนีเซียเทานั้น (มูลนิธิขาวไทยในพระบรมราชูปถัมภ, 2556) ลักษณะทางพฤกษศาสตร
ของขาวแบงออกไดเปนลักษณะที่เกี่ยวกับการเจริญเติบโต และลักษณะที่เกี่ยวกับการขยายพันธุ 

ลักษณะที่เกีย่วกับการเจริญเตบิโต (วาสนา, 2523) 

(1) ราก (root) รากขาวจัดอยูในระบบรากฝอย (fibrous root system) ประกอบดวย
รากเล็กๆ ที่แตกออกมาที่ขอโคนตนที่อยูใตดิน รากเล็กๆนี้จะมีรากขนออน (root hair) ทาํหนาที่ดูด
อาหาร รากขาวสวนใหญจะแตกที่ขอในดินที่ใกลผิวดิน แตมีบางครั้งที่รากขาวจะแตกออกมาตาม
ขอที่อยูในน้ําเหนือผิวดิน รากแรกที่งอกออกมาจากจุดกําเนิดเรียกวา primary seminal root (radicle) 
ซ่ึงรากนี้จะมีอายุอยูไมนาน สวนรากที่แตกออกมาตามขอเรียกวา adventitious root 

 (2) ลําตน (stem) มีลักษณะเปนโพรงตรงกลางและแบงออกเปนปลองๆ โดยมีขอ
กั้นระหวางปลอง ความยาวของปลองนั้นแตกตางกัน ปลองซ่ึงอยูที่โคนตนจะสั้นกวาและหนากวา
ปลองซ่ึงอยูที่ปลายของลําตน นอกจากนี้ ปลองซึ่งอยูที่โคนจะมีขนาดโตกวาปลองที่อยูตรงสวน
ปลาย ที่ขอซ่ึงเปนสวนที่แบงลําตนออกเปนปลองๆนั้นเปนที่เกิดของใบมีตาสําหรับเจริญเติบโต
ออกมาเปนหนอใหมขอละหนึ่งตา สีของขอแตกตางกันไปตามชนิดของพันธุขาว ซ่ึงอาจจะเปนสี
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เหลือง หรือสีมวงก็ได สวนความยาวของปลองนั้นก็แตกตางไปตามชนิดของพันธุ พันธุตนสูงจะมี
ปลองยาวกวาพันธุตนเตี้ย ตนขาวถูกหอดวยกาบใบจึงทําใหไมสามารถมองเห็นลําตนหรือปลอง
ของตนขาวในระยะแตกกอ แตตนขาวมีการยืดลําตนสูงในระยะออกรวงจนสามารถมองเห็นลําตน
ได 

(3) ใบ (leaf) ใบขาวมีลักษณะเปนแผนบาง แคบและยาว มีกําเนิดจากขอในทิศทาง
สลับกันตรงกันขาม ใบประกอบดวย 2 สวนคือ กาบใบ (leaf sheath) และตัวใบ (leaf blade) กาบใบ 
คือ กานใบ (peduncle) ที่เปล่ียนรูปมา มีกําเนิดจากขอและหอหุมปลองที่อยูเหนือข้ึนไป แตละขอจะ
มีเพียงกาบใบเดียวเทานั้น ตัวใบ (leaf blade) จะเชื่อมตออยูกับกาบใบตรงที่เรียกวา ขอตอใบ 
(collar) ตัวใบมีเสนใบ (vein) เปนเสนขนานตามลักษณะของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว มีทอน้ําทออาหาร
ใหญอยูกลางใบเรียกวา เสนกลางใบ (midrib) ใบของขาวแตละพันธุจะมีความยาว ความกวาง สี 
และการหักมุมของใบกับลําตนตางกันไป ที่ขอตอใบ จะมีอวัยวะที่เห็นไดชัดอยู 2 ชนิด คือ หูใบ
หรือเขี้ยวกันแมลง (auricle) มีลักษณะเปนพูเล็กๆอยูขางละอันที่ดานในของขอตอใบ และมีอวัยวะ
ที่มีลักษณะเปนแผนบางใส เรียกวา ล้ินใบหรือเยื่อกันฝน (ligule) 

ลักษณะที่เกีย่วกับการขยายพนัธุ (วาสนา, 2523) 

(1) รวงขาว (panicle) รวงขาว คือ ชอดอก (inflorescence) ของขาว เกิดขึ้นที่ขอ
ของปลองอันสุดทายของตนขาว ระยะตั้งแตขอของปลองสุดทายลงมาจนถึงกาบของใบธง เรียกวา 
คอรวง (neck) รวงขาวประกอบดวยกานอันใหญตอจากคอรวงขึ้นไปแลวแตกแขนงออกไปมากมาย 
โดยแตละขอของกานอันใหญแตกแขนงออกไปเรียกวา แขนงที่หน่ึง (primary branches) และแตละ
ขอของแขนงที่หนึ่ง จะแตกแขนงออกไปอีกเปนแขนงที่สอง (secondary branches) ที่แขนงที่สองนี้
เปนที่เกิดของกานดอก (pedicel) และดอกขาว (spikelet) 

(2) ดอกขาว (spikelet) ดอกขาวเปนดอกชนิดที่เรียกวา ดอกสมบูรณเพศ (perfect 
flower) เพราะมีเกสรตัวผู และเกสรตัวเมีย อยูในดอกเดียวกัน ฉะนั้น การผสมเกสรสวนใหญจึงเปน
แบบการผสมตัวเอง (self-fertilization) และมีการผสมเกสรแบบขามตน (cross-fertilization) เปน
จํานวนนอยมาก หรือประมาณ 0.5-5% เทานั้น ดังนั้นพันธุตางๆของขาวที่ปลูกอยูทั่วไปนั้น จึงมี
ลักษณะเปน homozygous gene ที่ควบคุมลักษณะตางๆ ดอกขาวเกิดเปนกลุมเรียกวา spikelet 
ประกอบดวย กลีบดอกที่หุม spikelet 2 กลีบ ไดแก กลีบดานนอก (outer glume) และกลีบดานใน 
(inner glume) แตมองเห็นไมชัด (rudimentary glume) ดอกประกอบดวยดอกยอย (floret) 3 ดอก มี
ดอกยอยเพียงดอกเดียวที่มีการเจริญ เรียกวา flowering glume สวนดอกยอยที่ไมเจริญเหลือเฉพาะ
สวน lemma เรียกวา sterile lemma หรือ non-flowering glume หรือ empty glume ดอกยอยที่มีการ



22 

เจริญประกอบดวยกลีบดอกยอยดานนอก (lemma) ที่มีเสนตามความยาว 5 เสน และกลีบดอกยอย
ดานใน (palea) ที่มีเสนตามความยาว 3 เสน ดอกยอยประกอบดวย เกสรตัวผู (stamen) ที่มีกานชู
ละอองเกสรตัวผู (filament) และอับละอองเกสรตัวผู (anther) สวนเกสรตัวเมีย (pistil) ประกอบดวย
รังไข (ovary) กานชูเกสรตัวเมีย (style) ส้ัน ปลายเกสรตัวเมยี (stigma) แยกเปน 2 แฉก มีลักษณะ
คลายขนนกเรียกวา plumose stigma และเยื่อรองรังไข (lodicule) อยูที่สวนฐานของรังไข 

(3) เมล็ดขาว (seed) เมล็ดขาวคือ สวนที่เปนแปงที่เรียกวา เอ็นโดสเปรม
(endosperm) และสวนที่เปนคัพภะ ซ่ึงหอหุมไวโดยเปลือกนอกใหญสองแผน เอ็นโดสเปรมเปน
แปงที่เราบริโภค คัพภะเปนสวนที่มีชีวิตและงอกออกมาเปนตนขาวเมื่อเอาไปเพาะ การที่ละออง
เกสรตัวผูตกลงบนที่รับละอองเกสรของเกสรตัวเมียนั้น เรียกวา การผสมเกสร หลังจากการผสม
เกสรเล็กนอย ละอองเกสรตัวผูก็จะงอกลงไปในกานของที่รับละอองเกสร เพื่อจะไดนํานิวเคลียส
จากละอองเกสรตัวผูลงไปผสมโดยรวมตัวกับไขและนิวเคลียสอื่นๆในรังไข นิวเคลียสที่ไดรวมตัว
กับไขจะเจริญเติบโตเปนคัพภะ สวนนิวเคลียสที่ไดรวมตัวกับนิวเคลียสอ่ืนๆ (polar nuclei) ก็จะ
เจริญเติบโตเปนแปงที่เรียกวาเอ็นโดสเปรม หลังจากการผสมเกสรประมาณ 30 วันเมล็ดขาวก็จะแก
พรอมที่จะเก็บเกี่ยว 

เมื่อไดแกะเปลือกนอกของเมล็ดขาวเปลือกที่เก็บเกี่ยวมา จะไดเมล็ดขาวที่เรียกวา 
ขาวกลอง (brown rice) เมล็ดขาวกลองมักจะเปนสีน้ําตาลออนๆและเมื่อผาตัดเมล็ดขาวกลองออก
ตามความยาวแลวศึกษาลักษณะของมันอยางละเอียดจะพบวา เมล็ดขาวกลองประกอบดวยเยื่อ
ช้ันนอกบางๆเรียกวา ชั้นเพอริคารพ (pericarp layers) จํานวน 3 ชั้น เยื่อช้ันกลางบางๆหนึ่งชั้น 
เรียกวา เท็กเมน (tegmen) และเยื่อช้ันในบางๆอีกหนึ่งชั้นเรียกวา ชั้นอะลูโรน (aleurone layer) ถา
ช้ันเพอริคารพเปนสีน้ําตาล เมล็ดขาวกลองก็จะเปนสีน้ําตาล และถาชั้นเพอริคารพเปนสีแดงเมล็ด
ขาวกลองก็จะเปนสีแดง สวนภายในที่เปนแปงจะมีลักษณะเปนแปงสีขาว โดยขาวเหนียวจะมีแปง
เปนสีขาวขุน สวนขาวเจามีแปงใสกวา 

โปรตีนในเมล็ดขาวจะอยูรอบนอกใกลๆกับชั้นในของชั้นอะลูโรน ดังนั้น การสี
ขาวเอาชั้นอะลูโรนออกไปมาก ทําใหสีนํ้าตาลหรือสีแดงของขาวกลองถูกขัดออกไปหมด มีผลให
โปรตีนและแรธาตุดังกลาวถูกขัดออกไปดวย โดยทั่วไปขาวกลองมีโปรตีนประมาณ 8 เปอรเซ็นต 
เมื่อขัดใหขาวจนเปนขาวสารแลวจะมีโปรตีนเหลืออยูเพียง 6-8 เปอรเซ็นต 

 ขาวที่ปลูกโดยทั่วไปสามารถจําแนกออกเปนชนิดตางๆไดหลายชนิดตามวิธีการจําแนก 
ดังนี้ (ปราณีต, 2531) 
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(1) จําแนกตามคุณสมบัติของเมล็ดขาวโดยแบงตามสวนประกอบหลักของขาวคือ 
แปง (starch) ซ่ึงประกอบดวยพอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) ประเภทฮอโมพอลิแซ็กคาไรด 
(homopolysaccharide) ไดแก อะไมโลส (amylose) เปนพอลิแซ็กคาไรดแบบโซตรงและ 
อะไมโลเพกทิน (amylopectin) เปนพอลิแซ็กคาไรดแบบโซกิ่งจึงมีโครงสรางที่เหนียวและแข็งแรง
กวาอะไมโลส หากจําแนกตามคุณสมบัติดังกลาวจะแบงออกไดเปน ขาวเหนียว (glutinous rice) 
และขาวเจา (non-glutinous rice) โดยขาวเหนียวจะมีเมล็ดสีขาวขุนเมื่อนําไปหุงตมจะเหนียวและ
เมล็ดเกาะตัวกันดี เนื่องจากขาวชนิดนี้มีสวนของอะไมโลเพกทิน มากกวารอยละ 82 โดยน้ําหนัก
สวนของอะมิโลสนอยมาก ในขณะที่ขาวเจา ขาวชนิดนี้จะมีเมล็ดใสกวาขาวเหนียวเมื่อนําไปหุงตม
จะไมคอยเกาะตัว มักจะรวนซุยไมเหนียวติดกัน เนื่องจากแปงในเมล็ดพวกขาวอะมิโลสจะมี 
ปริมาณสูงกวาในขาวเหนียวคือประมาณรอยละ 8-36 สวนของอะไมโลเพกทินประมาณรอยละ  
64-92 

(2) จําแนกตามสภาพพื้นที่ปลูก ไดแก ขาวไร (upland rice) หมายถึง ขาวที่ปลูกใน
ที่ดอน ไมมีน้ําขัง ไมมีคันนา โดยปลูกเหมือนกับพืชไรทั่วๆไป เชน ขาวโพด ขาวสาลี ขาวฟาง และ
ถ่ัวตางๆ ขาวนาสวน (lowland rice) หมายถึง ขาวที่ปลูกในพื้นที่ที่มีระดับน้ําตั้งแต 5-10 เซนติเมตร 
จนถึง 70-80 เซนติเมตรและขาวขึ้นน้ําหรือขาวนาเมือง (floating rice or deep water) หมายถึง ขาวที่
ปลูกในพื้นที่ระดับน้ําตั้งแต 80 เซนติเมตรขึ้นไปจนถึง 3-4 เมตร 

(3) จําแนกตามฤดูกาลปลูก ไดแก ขาวนาปหรือขาวนาน้ําฝน (rained rice) ซ่ึงเปน
พันธุขาวที่ปลูกในฤดูกาลทํานา คือ ฤดูฝนและขาวนาปรัง (off-season rice) ซ่ึงเปนพันธุขาวที่ปลูก
และออกดอกไดเมื่อครบอายุไมวาปลูกเดือนไหน 

(4) จําแนกตามความวองไวตอชวงแสงซึ่งแบงออกเปน ขาวที่ไวตอชวงแสง เปน
ขาวพันธุที่จะออกดอกในชวงเดือนที่เวลากลางวันสั้นกวากลางคืน เชน ในฤดูหนาวและขาวที่ไมไว
ตอชวงแสง ขาวประเภทนี้จะออกดอกตามอายุ ความยาวของชวงแสงไมมีอิทธิพลตอการออกดอก 
ดังนั้นจึงเปนขาวที่ปลูกไดทั้งปไมวาชวงไหน 

(5) จําแนกตามอายุการเก็บเกี่ยว ไดแก ขาวเบา (early variety) คือขาวที่มีอายุเก็บ
เกี่ยว 90 –100 วัน, ขาวกลาง (medium variety) คือขาวที่มีอายุเก็บเกี่ยว 100-120 วันและขาว
หนัก (late variety) คือขาวที่มีอายุเก็บเกี่ยว 120 วันขึ้นไป 

(6) จําแนกรูปรางของเมล็ดขาวสารไดแก ขาวเมล็ดส้ัน (short grain) ความยาวไม
เกิน 5.50 มิลลิเมตร, ขาวเมล็ดยาวปานกลาง (medium-long grain) ความยาว 5.51 - 6.00 มิลลิลิตร, 
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ขาวเมล็ดยาว (long grain) ความยาว 6.61-7.50 และขาวเมล็ดยาวมาก (extra long grain) ความยาว
มากกวา 7.50 มิลลิลิตรขึ้นไป 

ในการศึกษานี้ไดทําการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอสาร
หนู ในขาวสายพันธุไทยที่ปลูกเปนการคาและเปนที่นิยมในการบริโภคทั้งขาวเจาและขาวเหนียว
รวม 4 สายพันธุ คือ ขาวขาวดอกมะลิ 105, ขาวกลองไรซเบอรร่ี, ขาวเหนียว กข 6 และขาวเหนียว
หางยี 71 

 6.1 ขาวขาวดอกมะลิ 105 

ขาวขาวดอกมะลิ 105 เปนขาวเจาสายพันธุดีชนิดหนึ่งที่ชาวนานิยมปลูก เมื่อ  
พ.ศ. 2493-2494 นายสุนทร สีหะเนิน พนักงานเกษตรไดรวบรวมพันธุขาวหอมพื้นเมืองจากทุงนา
ในเขตอําเภอบางคลา จังหวัดฉะเชิงเทรา จาํนวน 199 รวง มาปลูกเพื่อศึกษาพันธุ พบวาขาวหอมรวง
ที่ 105 ที่มีลักษณะพิเศษ คือ มีเมล็ดออนนุมและมีกล่ินหอมเมื่อนํามาหุงตม จึงไดมีการปรับปรุง
พันธุใหบริสุทธิ์ตามหลักวิชาการจนไดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 และคณะกรรมการการพิจารณา
พันธุไดประกาศใหใชขยายพันธุเมื่อวันที่ 25 พฤษภาคม พ.ศ. 2502 

เนื่องจากมีเมล็ดขาวที่สวย เรียวยาว คุณภาพการหุงตมดีไดขาวที่มีรสนุมนวลและมี
กล่ินหอม จึงเปนขาวที่นิยมมากในประเทศไทยและตลาดใกลเคียงคือ สิงคโปร มาเลเซีย และทาง
ตะวันออกกลาง 

ลักษณะประจําพันธุขาวดอกมะลิ 105 ตนสูงประมาณ 140 เซนติเมตร จัดเปนขาว
ชนิดไวตอชวงแสง ใหผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 363 กิโลกรัมตอไร เมล็ดมีระยะพักตัวประมาณ  
8 สัปดาหปริมาณอะมิโลสเทากับ 12-17 % เมื่อหุงสุกจะนุมและมีกล่ินหอม เมล็ดขาวสารใส 
คุณภาพการสีดี ตนขาวทนแลงไดดี ทนตอสภาพดินเปรี้ยวและดินเค็ม ไมตานทานโรคใบสีสม โรค
ขอบใบแหง โรคไหม และโรคใบหงิก รวมทั้งแมลงศัตรูพืชตางๆเชน เพล้ียกระโดดสีน้ําตาล เพล้ีย
จักจั่นสีเขียวและหนอนกอ (กรมการขาว, 2556) 

 6.2 ขาวกลองไรซเบอรร่ี 

ขาวกลองไรซเบอรร่ี (riceberry) เปนพันธุขาวที่มีชื่อเสียงเรื่องความสามารถในการ
ตอตานอนุมูลอิสระ นักวิจัยผูปรับปรุงพันธุขาวนี้คือ รศ.ดร.อภิชาติ วรรณวิจิตร ผูอํานวยการศูนย
วิทยาศาสตรขาวมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ขาวไรซเบอรร่ีเกิดจากการผสม
พันธุระหวางขาวเจาหอมนิลกับขาวดอกมะลิ 105 (พันธุจากกรมการขาว) ลักษณะเปนขาวเจาสีมวง 
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คุณสมบัติ เดนทางดานโภชนาการของขาวไรซเบอร ร่ีคือ มีสารตานอนุมูลอิสระสูง ไดแก  
เบตาแคโรทีน, แกมมา-โอไรซานอล, วิตามินอี, แทนนิน, สังกะสีและโฟเลต ขาวชนิดนี้มีดัชนี
น้ําตาลต่ําหรือปานกลาง นอกจากนี้รําขาวและน้ํามันรําขาวยังมีคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระที่ดีเหมาะ
สําหรับใชทําผลิตภัณฑอาหารเชิงบําบัดอีกดวย 

ลักษณะประจําพันธุขาวไรซเบอรร่ี เปนขาวเจาสีมวงเขมที่มีคุณคาทางโภชนาการ
สูงรูปรางเมล็ดเรียวยาว ไดผลผลิตเฉล่ียประมาณ 300-500 กิโลกรัมตอไร มีอายุการเก็บเกี่ยว 130 
วันเมื่อหุงสุกจะมีความนุมนวลมาก ตนขาวตานทานตอโรคไหมแตไมตานทานโรคถอดฝกดาบ
หรือโรคหลาว (กรกัญญา และ ปานทิพย, 2556) 

Leardkamolkarn et al. (2011) รายงานวาสวนของรําขาว (rice bran) ในขาวพันธุ
ไรซเบอรร่ีมีปริมาณ polyphenolic ถึง 752.1 mg/100g, anthocyanin 250.36 mg/100g และ  
beta-carotene 63.3 ug/100g ซ่ึงสารทั้งสามชนิดนี้มีความสามารถในการตอตานอนุมูลอิสระที่
กอใหเกิดผลเสียตอรางกาย เชน ทําลายเยื่อหุมเซลล, โครงสรางของ DNA และ RNA ตลอดจน 
ชีวโมเลกุลในเซลล ซ่ึงเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคหลายชนิดเชน โรคหัวใจ, เบาหวาน, โรคไต, โรค
ขอ และยังเปนสารกอมะเร็งอีกดวย จากการศึกษาดวยวิธี ORAC (oxygen radical absorbance 
capacity) ในรําขาวไรซเบอรร่ีพบวามีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระสูง ถึง 229 ถึง 304.7 
umole/g ซ่ึงสูงกวาการดื่มน้ําผลไมหรือน้ําชาเขียวที่ขายตามทองตลาด ดังนั้น ขาวที่มีสารตานอนุมูล
อิสระสูงจึงไดรับความนิยมจากผูบริโภคเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง เนื่องจากผูคนในยุคปจจุบันไมไดกิน
ขาวแคเพื่ออ่ิมทองแตกินเพื่อปองกันการเกิดโรคดวย 

 6.3 ขาวเหนียว กข 6 

เปนพันธุขาวเหนียวซ่ึงถูกปรับปรุงพันธุโดยการชักนําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรมโดยใชรังสีแกมมาขนาด 20 กิโลแรด อาบเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 แลวนําไป
ปลูกคัดเลือกที่สถานีทดลองขาวบางเขนและสถานีทดลองขาวพิมาย จากการคัดเลือกไดนําขาว
เหนียวหลายสายพันธุในขาวชั่วที่ 2 นําไปปลูกคัดเลือกจนอยูตัวไดสายพันธุที่ใหผลผลิตสูงที่สุดคือ 
ขาวดอกมะลิ 105 65 จี 2 ยู-68-254 คณะกรรมการพิจารณาพันธุใหใชขยายพันธุเปนขาวพันธุ กข 6 
เมื่อวันท่ี 4 พฤษภาคม 2520 นับวาเปนขาวพันธุดีพันธุแรกของประเทศไทย ที่ไดจากการชักนําให
เปล่ียนแปลงพันธุกรรมโดยใชรังสี เมื่อเทียบกับขาวพันธุ กข อ่ืนๆที่เปนขาวเหนียวดวยกันขาวพันธุ
นี้ไดรับความนิยมในการปลูกมากที่สุด เพราะใหผลผลิตสูง คุณภาพการหุงตมไดขาวนึ่งที่ออนนุมมี
กล่ินหอม 
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ลักษณะประจําพันธุของขาวเหนียว กข 6 ตนขาวสูงประมาณ 154 เซนติเมตร ทรง
กอกระจายเล็กนอย ใบยาวสีเขียวเขม เมล็ดมีลักษณะยาวเรียว ขาวพันธุนี้จัดเปนเปนขาวชนิดไวตอ
ชวงแสง ใหผลผลิตสูงเฉลี่ยประมาณ 666 กิโลกรัมตอไร เมล็ดขาวมีระยะพักตัวประมาณ 7 สัปดาห 
คุณภาพการสีและหุงตมดีไดขาวเหนียวที่มีกล่ินหอม ตนขาวตานทานโรคใบจุดสีน้ําตาลแตไม
ตานทานโรคขอบใบแหง โรคไหมและไมตานทานตอเพล้ียกระโดดสีน้ําตาลและแมลงบั่ว 
(กรมการขาว, 2556) 

 6.4 ขาวเหนียวหางยี 71 

หา ง ยี  7 1  เ ป น ข า ว เ หนี ย ว พันธุ พื้ น เ มื อ งที่ มี ก า รปลู ก กั นม าก ในภ าค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ขาวพันธุนี้ไดมาจากการรวบรวมพันธุขาวโดยพนักงานขาว อําเภอเมือง 
จังหวัดสกลนคร เมื่อป พ.ศ. 2506 จากนั้นนํามาปลูกเพื่อคัดเลือกพันธุตามสถานีทดลองขาวตางๆ 
จนไดขาวเหนียวพันธุ 563-2-71 ซ่ึงเปนขาวเหนียวเมล็ดยาว อายุเบา ใหผลผลิตสูง เมื่อนําไปหุงตม
ขาวจะนุม เหนียว มีคุณภาพดี คณะกรรมการพิจารณาพันธุใหใชขยายพันธุเมื่อป พ.ศ. 2511 ใหชื่อ
พันธุวา หางยี 71 

ลักษณะประจําพันธุขาวเหนียวหางยี 71 ตนขาวสูงประมาณ 152 เซนติเมตรลําตน
สีเขียว ใบแคบและยาวสีเขียวเขม รวงที่โผลออกมาใหมมีระแงแผออกคลายตีนนก เมล็ดขาวมี
รูปรางเรียวขาวพันธุนี้ใหผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 506 กิโลกรัมตอไร เมล็ดมีระยะพักตัวประมาณ  
1 สัปดาหคุณภาพการหุงตมดี สามารถตานทานโรคไหมโรคใบจุดสีน้ําตาลแตไมตานทานตอโรค
ขอบใบแหง โรคใบสีสมเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล และแมลงบั่ว (กรมการขาว, 2556) 

เนื่องจากสารหนูมีผลกระทบโดยตรงกับการเจริญเติบโตของตนและคุณภาพของ
เมล็ดขาว ดังนั้น การโคลน วิเคราะหและศึกษาการแสดงออกของยีน arsenate reductase และ 
phytochelatin synthase ที่เกี่ยวของกับขบวนการเมตาบอลิซึมของสารหนู จึงมีความสําคัญตอการ
ลดความเปนพิษในเซลลและการเจริญเติบโตของขาว ซ่ึงขอมูลท่ีไดจากการศึกษาในครั้งนี้สามารถ
นําไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุขาวที่ทนตอสารหนู โดยการคัดเลือกพันธุที่มีความไวตอ
การกําจัดสารหนู หรือการสงเสริมการแสดงออกของยีนทั้งสองชนิดโดยวิธีทางพันธุวิศวกรรม 
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อุปกรณและวิธีการ 

1. การโคลนยีนจากรากขาว 

 1.1 ขาวที่ใชในการทดลอง 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดเลือกใชขาวเจาและขาวเหนียวจํานวน 4 สายพันธุ คือ ขาว
ขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจากสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการ
เกษตร 6 ขาวเหนียว กข 6, และขาวเหนียวหางยี 71 ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยขาว
หนองคาย และขาวกลองไรซเบอรร่ี ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.ดร.อภิชาติ วรรณวิจิตร 
ผูอํานวยการศูนยวิทยาศาสตรขาวมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กําแพงแสน 

 1.2 การปลูกขาวและการใหสารหนู (ไดรับความอนุเคราะหจากนางสาวกฤษณา พินิจ 
นกัวิจัยประจําหองหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันวิจัยจุฬาภรณ) 

เรียงเมล็ดขาวจํานวน 100 เมล็ด (ตอ 1 สายพันธุ) ลงในภาชนะปลูก ซ่ึงมีขนาด
ขนาด 17X30X15 เซนติเมตร ที่เติมน้ํา 500 มิลลิลิตรทั้งหมด 6 ใบ โดยแบงเปน 2 ชุดการทดลอง 
ชุดละ 3 ใบ (3 ซํ้า) เปนเวลา 2 สัปดาห จากนั้นเปลี่ยนน้ําในภาชนะชุดที่ 1 เปนน้ํากลั่นปริมาตร  
500 มิลลิลิตร (ตัวควบคุม) และชุดที่ 2 เปนสารหนูที่ความเขมขน 50 μM ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
เปนเวลาอีก 1 สัปดาห โดยตรวจสอบปริมาตรน้ําในภาชนะปลูกทุกๆ 24 ชั่วโมงใหมีปริมาตร 500 
มิลลิลิตรอยู เสมอ บันทึกการงอก  การเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงทุกสัปดาหจนครบ  
3 สัปดาห (ภาพที่ 4) แลวแยกเอาบริเวณรากมาสกัดอารเอ็นเอ  

 1.3 การแยกอารเอ็นเอ 

แยกอารเอ็นเอรวมจากรากขาวโดยใช trizol reagent (Gibco BRL, สหรัฐอเมริกา) 
นํา 0.2 กรัม ของตัวอยางบดเปนผงและแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลว นําตัวอยางที่บดแลวใสหลอด 
เติม trizol reagent 1 มิลลิลิตร เขยากลับไปมาแลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จากนั้นเติม 
คลอโรฟอรม 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ปนเหวี่ยง 
12,000 รอบ ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10-15 นาที ดูดสวนใสยายใสหลอดใหมแลวเติม 
ไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เทาตัว เขยาใหเขากันจะสังเกตเห็นสายยาวๆของอารเอ็นเอ จากนั้นบม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที หมุนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบ ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที เทน้ําใสสวนบนทิ้งเติม 70% เอธานอล 1 มิลลิลิตร (เก็บไวที่ -30 องศาเซลเซียส) นํามาทําให
ตะกอนแหงภายใตสภาพสุญญากาศ ละลายในน้ํากลั่น (DEPC treated water) 



ขา

ข

 

ภาพที่ 4  ตน
  สัปด
  เทค

 

าวขาวดอกมะลิ

ขาวไรซเบอร

ขาวเหนียว กข

ขาวเหนียว หางยี

นขาว 4 สายพั
ดาห (ไดรับก
คโนโลยีชีวภา

ลิ 105 

รรี่ 

ข 6 

ย ี71 

ันธุที่ไดรับแล
การอนุเคราะห
าพ สถาบันวจิั

ชุดที่ 1 (ชุดค

ละไมไดรับส
หจากนางสาว
จยัจุฬาภรณ) 

ควบคุม) 

 

 

 

 

สารหนูเปนเวล
กฤษณา พินจิ

ชุดที่ 2
เป

ลา 1 สัปดาห 
จ นักวิจัยประ

2 (ใหสารหนู 5
ปนเวลา 1 สัปดา

 หลังจากตนข
จําหองหองป

28 

0 μM) 
าห 

 

 

 

 

ขาวอายุ 3 
ปฏิบัติการ



29 

 1.4 การสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก โดยใช Ready-To-Go You-Prime first strand kit (GE 
Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) 

การสังเคราะหดีเอ็นเอสายแรก (first strand synthesis) โดยใช Ready-To-Go You-
Prime first strand beads (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) นําอารเอ็นเอ 5 ไมโครกรัม
ตอไมโครลิตรมาปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหครบ 29 ไมโครลิตร ไปอุนที่ 65 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที จากนั้นนําไปแชน้ําแข็งทันที 2 นาที แลวดูดอารเอ็นเอที่เตรียมไวลงบนเม็ดบีทและ
เติมไพรเมอร RACE-T จํานวน 2 ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิหอง 1 นาทีโดยไมเคาะหลอด 
จากนั้นผสมใหเขากันโดยการเคาะที่หลอด หรือดูดขึ้นลงดวยปเปต ปนเหวี่ยงชวงสั้น 5 วินาที บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

 1.5 การออกแบบไพรเมอร 

หาขอมูลของยีน arsenate reductase และ phytochelatin synthase ในพืชชนิดตางๆ
ที่มีรายงานอยูในฐานขอมูล National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) และ UniProt (http://www.uniprot.org) นําขอมูลลําดับนิวคลีโอ
ไทดและกรดอะมิโนที่ไดมาทํา multiple alignment โดยใชโปรแกรม ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) เลือกสวนที่เปนบริเวณอนุรักษเพื่อออกแบบไพร
เมอร ทําการตรวจสอบระดับอุณภูมิที่เหมาะสมในการแยกเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวของไพรเมอร 
ปริมาณของ G/C content ที่เหมาะสม การเกิดโครงสรางทุติยภูมิ และการจับกันเองของไพรเมอร
โดยใชโปรแกรม netprimer (http://www.netprimer.com) จากนั้นเลือกคูไพรเมอรที่เหมาะสม ใหมี
ขนาดความยาวประมาณ 15-25 นิวคลีโอไทด 

 1.6 การสังเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี polymerase chain reaction (PCR) 

ทําการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารในครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

(Mastercycler® gradient, Eppendorf, สหรัฐอเมริกา) โดยใชปฏิกิริยาในหลอดทดลองขนาด  
200 ไมโครลิตร โดยมีสวนประกอบและความเขมขนสุดทายดังนี้ เอนไซม i-Taq DNA Polymerase 
(Intron Biotecnology, เกาหลี) นํา first strand DNA ประมาณ 25 นาโนกรัม ใชไพรเมอรสําหรับการ
สังเคราะหนิวคลีโอไทดชนิดละ 10 ไมโครกรัม, 2mM MgCl2, 10mM Tris–HCl pH 8.3, 50mM 
KCl, 2.5 unit ของ i-Taq DNA Polymerase (Intron Biotechnology, เกาหลี) ตอการทําปฏิกิริยา 20 
ไมโครลิตร 
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ใชอุณหภูมิในการสังเคราะหที่ประกอบดวย initiation denaturation step ที่ 94 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีจํานวน 1 รอบ และ denaturation step ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที annealing step ที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที extension step ที่ 72 องศา
เซลเซียส โดยใชเวลาประมาณ 30 วินาที จํานวน 30 รอบ และ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส
นาน 5 นาที เมื่อสังเคราะหเสร็จแลว นําดีเอ็นเอที่เตรียมได 1 ไมโครลิตร มาตรวจสอบดวยวิธี 
อิเล็กโทรโฟริซิสบน 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอกับ 1 Kb DNA 
ladder หรือ 100 bp DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, สหรัฐอเมริกา) แลวตรวจสอบดวย 
UV-transilluninater 

 1.7 การสกัดดีเอ็นเอจากเจล 

นําดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจากกระบวนการพีซีอารมาแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่
สังเคราะหไดดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสบน agarose gel จากนั้นสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล โดยใช 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, เยอรมนี) เติม 3 เทาโดยปริมาตร ของบัฟเฟอร QG ตอ  
1 เทาของน้ําหนักเจล (ประมาณ 100 มิลลิกรัม-100 ไมโครกรัม) บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที จนเจลละลาย ดูดสารละลายใสในคอลัมน หมุนเหวี่ยงที่ 11,000 g นาน 1 นาที เติม
บัฟเฟอร QG 500 ไมโครลิตรลงในคอลัมน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 11,000 g นาน 1 นาที ลางตะกอน
ดวยการเติมบัฟเฟอร PE 750ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที หมุนเหวี่ยงที่ 11,000 g 
นาน 1 นาที เทบัฟเฟอรทิ้งแลวหมุนเหวี่ยงอีกครั้งนาน 1 นาที ละลายตะกอนดวยการเติมบัฟเฟอร 
EB 30 ไมโครลิตร ผานคอลัมน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 11,000 g 
นาน 1 นาที นําสารละลายดีเอ็นเอไปตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสบน agarose gel 

 1.8 การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดใน E. Coli 

นําดีเอ็นเอที่ไดมาเช่ือมตอกับ pGEM R–T vector (Promega Corporation) (ภาพ
ผนวกที่ 1) ดวยปริมาณของดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดคํานวณไดจาก 

Ng of vector x kb size of insert 
X insert : vector-inolar ratio = ng of insert 

Kb size of vector 
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ตอ Vector และช้ินดีเอ็นเอดวยเอนไซม T4 DNA ligase (2.5 Unit ตอ 100 
ไมโครลิตร) ผสมกับ 1X reaction buffer (promega Corporation) นําไปบมที่อุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียสนานขามคืน 

การนําดีเอ็นเอสายผสม (recombinant DNA) ที่ไดเขาสูเซลลแบคทีเรีย Escherichia 

coli สายพันธุ DH 5-α ใชวิธี heat shock tranformation (Sambrook et al., 1989) แลวคัดเลือก
โคโลนีโดยเลี้ยง E. coli บนอาหาร LA ผสม 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แอมพิซิลิน (amplicilin)  

ที่มี 200 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside) และ 20 นาโนกรัมตอ

มิลลิลิตร X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคโลนีที่มีสี
ขาวมาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่แทรกอยูดวยเทคนิคพีซีอาร 

1.9 การตรวจสอบโคโลนีที่คาดวาไดรับพลาสมิดสายผสมดวยวิธีพีซีอาร 

ขูดเซลลแบคทีเรียตนแบบละลายในน้ํากลั่น แลวทําการสังเคราะหสังเคราะหชิ้น 
ดีเอ็นเอดวยไพรเมอร SP6 และ T7 หรือไพรเมอรคูที่มีความจําเพาะกับยีน โดยตั้งโปรแกรมที่ 1  
ที่ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 1 รอบ โปรแกรมที่ 2 ที่ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 55 องศา
เซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 20 รอบ และโปรแกรมที่ 3 ท่ี 72 องศา
เซลเซียส 5 นาที นําผลพีซีอารมาตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสบน 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel 
เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอกับ 1 Kb DNA ladder เลือกโคโลนีที่มีช้ินดีเอ็นเอที่เราตองการแทรก
อยูมาแยกพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิด AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen Bioscience, 
สหรัฐอเมริกา) ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดบน 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel จากนั้นนําพลาสมิดที่
ไดสงบริษัท macrogen (เกาหลีใต) เพื่อหาลําดับเบสของยีนที่โคลนได 

2. การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมิโนของยีนท่ีได 

นําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่โคลนได มาแปลรหัสเปนกรดอะมิโน ดวยโปรแกรม ORF 
finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/) จากนั้นสืบคนลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายกันที่มีรายงาน
อยูในฐานขอมูล โดยใชโปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางของลําดับ
กรดอะมิโนที่ได กับลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนที่มีรายงานในฐานขอมูล ดวยโปรแกรม 
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) และสราง phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 
MEGA 4.0 (http://www.megasoftware.net) (Tamura et al., 2007) 
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3. การตรวจสอบการแสดงออกดวยวิธี Quantitative Real-time PCR 

 3.1 การเตรียมตัวอยางเพื่อตรวจสอบการแสดงออก 

สกัดอารเอ็นเอรวมจากรากขาวทั้ง 4 สายพันธุ จากนั้นทําการสังเคราะหดีเอ็นเอ
สายแรกจากอารเอ็นเอจากแตละสวนดวยไพรเมอร 3 ชนิด คือ ไพรเมอรที่จําเพาะตอปลาย 3′ ของ
ยีน arsenate reductase, phytochelatin synthase และไพรเมอรที่จําเพาะตอปลาย 3′ ของยีน 
eukaryotic elongation factor 1-alpha (eEF-1a) ซ่ึงเปนยีนมาตรฐานในการทดลอง โดยใชชุด 
Ready-To-Go You-Prime first strand kit (GE Healthcare Biosciences, สหรัฐอเมริกา) 

3.2 การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนีดวยเทคนิค Quantitative Real-time PCR 

นําดีเอ็นเอสายแรกที่เตรียมดวยไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน arsenate reductase, 
phytochelatin synthase และจําเพาะตอ housekeeping gene ที่ใชเปนยีนมาตรฐาน คือ eukaryotic 
elongation factor 1-alpha (eEF-1a) เปน template ตรวจหาโปรแกรมที่เหมาะสมสําหรับการเพิ่ม
จํานวนดเีอ็นเอโดยใชไพรเมอรสําหรับยีนเพื่อเพิ่มปริมาณยีนนั้น ซ่ึงตองทดสอบหาโปรแกรมที่ทํา
ใหทุกยีน รวมทั้งยีนที่เปนตัวควบคุมเพิ่มปริมาณไดอยางถูกตอง โดยตองไดขนาดของดีเอ็นเอตรง
กับที่คาดการณไวและไมมีผลผลิตพีซีอารขนาดอื่นๆ ดวยชุด KAPA™ SYBR® FAST qPCR Kits 
(Kapa Biosystems, USA) สวนผสมของสารละลายที่ใชทําปฏิกิริยา ไดแก First strand cDNA 0.15 
ไมโครลิตร ไพรเมอรชนิด forward 0.15 พิโคโมล ชนิด reverse 0.15 พิโคโมล 1x KAPA SYBR® 
FAST qPCR Master Mix ไมโครลิตร ในปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ใสสารละลายที่เตรียมไวลง
ในหลอด qPCR ขนาด 200 ไมโครลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปทําปฏิกิริยาใน 
Applied Biosystems StepOnePlus (Applied Biosystems, สหรัฐอเมริกา) เร่ิมจากเปดโปรแกรม step 
one software V.2.1 แลวเลือก set up ตามดวย design wizard จากนั้นตั้งชื่อการทดลองแลว
กําหนดคา method and material โดย condition method เลือก quantitation comparative CT และ 
reagent เลือก SYBR green จากนั้นระบุจํานวนตัวอยาง (target) จํานวนซ้ํา (replicate) และยีนที่ใช
เปนยีนมาตรฐาน (control) กําหนดใหมีสภาวะการทํางานโดยโปรแกรมที่ 1 ที่ 95 องศาเซลเซียส 3 
นาที จํานวน 1 รอบ โปรแกรมที่ 2 ที่ 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 55 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 
องศาเซลเซียส 7 วินาที จํานวน 40 รอบ และโปรแกรมที่ 3 สําหรับตรวจสอบคา melting curve ที่ 
94 องศาเซลเซียส 15 วินาที 60 องศาเซลเซียส 15 วินาที และเพิ่มเปน 95 องศาเซลเซียส ภายใน 20 
นาที และ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จํานวน 1 รอบ บันทึกผลคา threshold cycle หรือ CT ที่ไดเพื่อใช
ในการวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกของยีน 
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3.3 การวิเคราะหผลที่ไดจาก Quantitative Real-time PCR 

นําคา CT ที่ไดของทุกตัวอยางมาทําการคํานวณเพื่อหาคา relative expression ratio 
ตามวิธีการของ (Livak and Schmittgen, 2001) โดยใชโปรแกรม microsoft exel (Microsoft, 
สหรัฐอเมริกา) ซ่ึงคา relative expression ratio มีสูตรในการคํานวณดังนี้ 

สูตร  relative expression ratio = 2-ΔΔCT 
เมื่อ  

  ΔΔCT =  (CT, target– CT, calibrator) – (Mean CT, target– Mean CT, calibrator) 

CT, target  =  คา CTของยนีที่สนใจ (target) 

CT, calibrator =  คา CTของยนีควบคุมของยีนที่สนใจนั้นๆ (ที่จัดเปนคูของยีน target) 

Mean CT, target =  คาเฉลี่ย CTของตัวอยางทีใ่หเปน calibrator 

Mean CT, calibrator=  คาเฉลี่ย CTของยีนควบคุมของของตัวอยางที่ใหเปน calibrator 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Livak and Schmittgen (2001) 

คา CT ที่ไดแบงออกเปนคา CT ของยีนที่สนใจ และคา CT ของยีนควบคุม นําคา CT 
ทั้งสองของแตละตัวอยาง (ตัวอยางละ 3 ซํ้า) บันทึกลงในตาราง microsoft exel ทําการคํานวณ
คาเฉลี่ย CT ของแตละตัวอยาง เพื่อหาตัวอยางที่เปน calibrator โดยเลือกจากตัวอยางที่มีคาเฉลี่ย CT 
ของยีนที่สนใจสูงสุด จากนั้นหาคา relative expression ratio โดยใชสูตรคํานวณขางตน (ตาราง
ผนวกที่ 2, 4) 
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ผลและวิจารณ 

1. การแยกอารเอ็นเอจากรากขาวดวย Trizol reagent 

 หลังจากสกัดอารเอ็นเอจากรากขาวทั้ง 4 สายพันธุที่ไดรับและไมไดรับสารหนูดวย trizol 
reagent นําอารเอ็นเอที่แยกไดไปตรวจสอบคุณภาพโดยการวัดคา optical density (O.D.) หรือคาการ
ดูดกลืนแสง โดยอารเอ็นเอที่ไดจากรากขาวมีคุณภาพดี สะอาด ตองมีคา A260/ A280 อยูในชวง 1.8-
2.0 หากมีคานอยกวานี้แสดงวาอารเอ็นเอที่สกัดไดมีการปนเปอนจากโปรตีน ฟนอล หรือสารเคมี
อ่ืนๆ (Sharma et al., 2003) ซ่ึงจากผลการทดลองอารเอ็นเอที่สกัดไดจากรากขาวมีคุณภาพคอนขาง
ดี คือ มีคา A260/ A280 เทากับ 1.83-2.08 (ตารางที่ 2) จากนั้นนําอารเอ็นเอไปตรวจสอบดวยวิธี 
อิเล็กโทรโฟริซิสบน 0.8 เปอรเซ็นต agarose gel แลวตรวจสอบดวย UV-transilluninater (ภาพที่ 5) 
 
ตารางที่ 2  ปริมาณและคุณภาพของอารเอ็นเอที่สกัดไดจากรากขาว 
 
ตัวอยาง  Conc. (ng/μl) /

ขาว 0.2 กรัม 

A260 A280 A260/A280 

ขาวดอกมะลิ 105 (Control) 335.8 8.394 4.037 2.08 

ขาวดอกมะลิ 105 (As) 486.6 12.164 6.595 1.85 

ไรซเบอรร่ี (Control) 265.0 6.625 3.231 2.05 

ไรซเบอรร่ี (As) 186.7 4.669 2.409 1.94 

กข 6 (Control) 121.7 3.044 1.662 1.83 

กข 6 (As) 268.7 6.717 3.571 1.88 

หางยี 71 (Control) 486.6 12.166 6.537 1.86 

หางยี 71 (As) 170.7 4.267 2.331 1.83 

 
 พบวา RNA ที่สกัดไดมีการปนเปอนจาก genomic DNA เล็กนอยโดยเฉพาะ RNA ที่ไดจาก
รากขาวไรซเบอรร่ีซ่ึงจะเห็นจากภาพไดชัดเจนที่สุด (ภาพที่ 5(3)) ปญหานี้อาจแกไขไดโดยการใช
เอนไซม DNase I เพื่อกําจัด genomic DNA ที่ไมตองการออกหลังจากสกัด RNA เสร็จเรียบรอยแลว 
นอกจากนี้จะเห็นวา RNA ในบางตัวอยางมีการเสียสภาพเล็กนอย เชน RNA จากขาวเหนียวพันธุ 
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EER94555Sorghum_bicolor            ATGGCGCGGAGCGTGTCGTACGTTTCGGCGGCGAAGCTGGTGTCCATGGC 50 
AFW88260Zea_mays                   ATGGCGCGGAGCGTATCGTACGTTTCGGCGGCGAAGCTGGTATCCATGGC 50 
XM004983711Setaria_italica         ATGGCGCGGAGCGTGTCGTACGTGTCGGCGGCGAAGCTGGTGTCTATGGC 50 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      ATGGCGCGGAGCGTGTCGTACGTGTCGGCGGCGAAGCTCCTGGCCATGGC 50 
                                   **************.******** **************  *. * ***** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            GCGAGGCAATCCCCGCCTCGCCATCATCGACGTCAGGGATGAGGAGAGGA 100 
AFW88260Zea_mays                   GCGAGGCAATCCCCGCCTCGCCATCATCGACGTCAGGGATGAGGAGAGGA 100 
XM004983711Setaria_italica         GCGCGGCAATCCCCGCGTCGCCATCATCGACGTCAGGGACGAGGAGAGGA 100 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      GCGCAGCAACCCCCGCGTCGCCATCATCGACGTCAGGGACGAGGAGAGGA 100 
                                   ***..**** ****** ********************** ********** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            ATCATGGTACTGGAGCTCGGGTTTAACGGATGGGAGGGTTCGGGGCAGCC 350 
AFW88260Zea_mays                   ATCATGGTACTGGAGCGCGGGTTTAACGGATGGGAGGTTTCAGGGCAGCC 350 
XM004983711Setaria_italica         ATCATGGTACTGGAGCTCGGGTTTAACGGATGGGAGGTTTCAGGGCAGCC 350 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      ATCATGGTGCTGGAACGTGGGTTCAATGGATGGGAGCTTTCGGGACAACC 350 
                                   ********.*****.*  ***** ** *********  ***.**.**.** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            TGTCTGCCGCTGCACGGACGCTCCTTGCAAAGGGACGTGCTGTTAA---- 396 
AFW88260Zea_mays                   TGTCTGCAGCTGCACCGACGCTCATTGCAAAGGGACGTGTTCTTAA---- 396 
XM004983711Setaria_italica         TGTTTGCCGCTGCACCGACGCTCCTTGCAAAGGGACGTGCTCATGA---- 396 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      CGTTTGCCGGTGCACTGATGCCCCTTGCAAAGGCACATGCTCACCTGAAG 400 
                                    ** ***.* ***** ** ** *.********* **.** * :  :     
 
EER94555Sorghum_bicolor            -------------- 
AFW88260Zea_mays                   -------------- 
XM004983711Setaria_italica         -------------- 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      AACCTGAGTTGTAA 414 

 

 

XP002467557Sorghum_bicolor      MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
C5WTH4Sorghum_bicolor           MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
NP001144297Zea_mays             MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
B6TQK1Zea_mays                  MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
K4AGK1Setaria_italica           MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRVAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
M0WIP5Hordeum_vulgare           MARSVSYVSAAKLVSMARGN-RVAVIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 49 
I1QVM3Oryza_glaberrima          MARSVSYVSAAKLLAMARGNPRVAIIDVRDEERSYQAHIGGSHHFSSRSF 50 
                                *************::***** *:*:**************.*****:* ** 
 
XP002467557Sorghum_bicolor      EARMPELARAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
C5WTH4Sorghum_bicolor           EARMPELARAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
NP001144297Zea_mays             EARMPELVRAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
B6TQK1Zea_mays                  EARMPELVRAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
K4AGK1Setaria_italica           AARMPELVQAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFFDYLSETKEDSEIKN 100 
M0WIP5Hordeum_vulgare           AARMPELVRATSGKDTLVFHCALSQVRGPSCARMFSDYLSESKEDSGIKN 99 
I1QVM3Oryza_glaberrima          AARLPELARATGDKDTVVFHCALSKVRGPSCAKMFSDYLSETKEESGTKN 100 
                                 **:***.:*:..***:*******:****:**:** *****:**:*  ** 
 
XP002467557Sorghum_bicolor      IMVLELGFNGWEGSGQPVCRCTDAPCKGTCC------ 131 
C5WTH4Sorghum_bicolor           IMVLELGFNGWEGSGQPVCRCTDAPCKGTCC------ 131 
NP001144297Zea_mays             IMVLERGFNGWEVSGQPVCSCTDAHCKGTCS------ 131 
B6TQK1Zea_mays                  IMVLERGFNGWEVSGQPVCSCTDAHCKGTCS------ 131 
K4AGK1Setaria_italica           IMVLELGFNGWEVSGQPVCRCTDAPCKGTCS------ 131 
M0WIP5Hordeum_vulgare           IMVLERGYNGWEISGQPVCHCKDAPCKGTCS------ 130 
I1QVM3Oryza_glaberrima          IMVLERGFNGWELSGQPVCRCTDAPCKGTCSPEEPEL 137 
                                ***** *:**** ****** *.** *****.  

 
ภาพที่ 6  การวิเคราะห multiple alignment ของ arsenate reductase จากลําดับนิวคลีโอไทด (ก) 

และกรดอะมิโน (ข) ที่มีในฐานขอมูล ตําแหนงอนุรักษที่ใชออกแบบไพรเมอรแสดงใน
กรอบสี่เหล่ียม 

  

ARend_R 

AR1 F

ARend_R 

AR1_F 

(ก) 

(ข) 
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โดยทั่วไปไพรเมอรควรมีความยาวอยูในชวง 18-24 คูเบส การใชไพรเมอรที่มี
ขนาดสั้นประมาณ 15 คูเบสหรือนอยกวานั้น โอกาสที่ไพรเมอรจะจับกับแมพิมพในตําแหนงอื่น
หรือโอกาสในการเกิด amplified product แบบไมจําเพาะจะมีสูง แตหากยาวเกินไปก็มีโอกาสที่ 
ไพรเมอรจะจับกันเองสูงเชนกัน คา Tm ของไพรเมอรควรมีคาอยูระหวาง 55-65 องศาเซลเซียส  
คา Tm ในชวงนี้จะเกาะติดกับแมพิมพไดอยางมีประสิทธิภาพ คูไพรเมอรที่ใชในปฏิกิริยาเดียวกันไม
ควรตางกันเกิน 5 องศาเซลเซียส ปริมาณ G/C content ควรอยูที่ประมาณ 40-60 เปอรเซ็นต เพราะ
ไพรเมอรที่มีปริมาณ G/C สูงจะเกาะกับดีเอ็นเอตนแบบไดอยางสมบูรณและมีเสถียรภาพ สวน 
ไพรเมอรที่มีปริมาณ A/T สูง จะใหคา Tm ของไพรเมอรต่ํากวา การทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิต่ําเกินไป
อาจสงผลใหไพรเมอรเขาเกาะกับตําแหนงที่ไมถูกตองบนสายดีเอ็นเอ นอกจากนี้ไพรเมอรที่ดีตอง
ไมเกิดโครงสรางทุติยภูมิ ซ่ึงควรมีคา ΔG สูงกวา -3 kcal/mol หากต่ํากวานี้จะมีโอกาสเกิด hairpin 
loop ได การจับกันเองของไพรเมอรไมควรเกิน 4 พันธะและแตละชวงไมควรติดกัน (Kamel, 2003) 
 
ตารางที่ 3  ไพรเมอรที่ใชในการโคลนยีน arsenate reductase 
 
Primer Sequence Tm (ºC) 

AR1_F 5′ATGGCGCGGAGCGTGTCGTAC3′ 67.2 
ARend_R 5′TTACAACTCAGGTTCTTCAGGTGA3′ 60.0 

 
 2.2 การสังเคราะหยีน arsenate reductase ดวยวิธีพีซีอาร 

หลังจากแยกอารเอ็นเอของขาวขาวดอกมะลิ 105 ดวย trizol reagent ดงัที่กลาวไป
ขางตนแลว นาํอารเอ็นเอรวมจํานวน 5 ไมโครกรัม มาสรางดีเอ็นเอสายแรกแลวนําดีเอ็นเอสายแรก
มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี arsenate reductase โดยใชเอนไซม i-taq DNA polymerase  
ดังรายละเอยีดตอไปนี ้

นําดีเอ็นเอสายแรกมาเปนตนแบบในการสังเคราะหยนี arsenate reductase ดวย
ไพรเมอร AR1_F และ ARend_R โดยใชอุณหภูมใินการสังเคราะหที่ประกอบดวย initiation 
denaturation step ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีจํานวน 1 รอบ และ denaturation step ที่ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาท ีannealing step ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ีextension step 
ที่ 72 องศาเซลเซียส โดยใชเวลาประมาณ 30 วินาที จํานวน 30 รอบ และ final extension ที่ 72 องศา
เซลเซียสนาน 5 นาที เมื่อสังเคราะหเสร็จแลว นําดเีอ็นเอที่เตรียมได 1 ไมโครลิตร มาตรวจสอบดวย
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วิธีอิเล็กโทรโฟริซิสบน agarose gel พบวาผลผลิตพีซีอารมีขนาด 414 คูเบส ซ่ึงมีขนาดตรงตามที่
คาดหวัง (ภาพที่ 7) 

 
 

 

ภาพที่ 7  การสังเคราะหยีน arsenate reductase ดวยวิธีพีซีอาร 
  (ก) แผนภาพการสังเคราะหของยีน arsenate reductase (ข) เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของชิ้นดี
  เอ็นเอของยีน arsenate reductase ขนาด 414 คูเบส 
 
 2.3 การโคลนยีนที่สังเคราะหไดในเชื้อแบคทีเรีย E. coli 

นําผลผลิตพีซีอารของยีน arsenate reductase ขนาด 414 คูเบส ที่ไดมาทํา 
อิเล็กโทรโฟริซิสเพื่อแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดบน agarose gel จากนั้นสกัดดีเอ็นเอออก
จากเจล นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดเชื่อมตอกับ พลาสมิด pGEM®-T Easy vector เพื่อถายเขาในแบคทีเรีย  

E. coli สายพันธุ DH 5-α ดวยวิธี heat shock tranformation แลวคัดเลือกโคโลนีบนอาหารที่มียา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ไดโคโลนีที่มีสีขาวจํานวน 8 โคโลนี และสีฟาจํานวน 14 โคโลนี คัดเลือก
เฉพาะโคโลนีที่มีสีขาวซึ่งมีลําดับที่ 59, 61, 63, 74, 76, 81, 85 และ 93 มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่
แทรกอยูดวยเทคนิคพีซีอารโดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน arsenate reductase คือ ไพรเมอร 
AR1_F และ ARend_R เมื่อสังเคราะหเสร็จแลว นําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี 
อิเล็กโทรโฟริซิสบน พบวาผลผลิตพีซีอารมีขนาด 414 คูเบส ซ่ึงมีขนาดตรงตามที่คาดหวัง (ภาพที่ 
8 (ก)) จากนั้นสุมเลือกโคโลนีที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการแทรกอยูมา สกัดแยกพลาสมิดดวยชุดสกัด 
พลาสมิด โดยเลือกโคโลนีลําดับที่ 61, 81 และ 93 ตรวจสอบพลาสมิดที่สกัดไดบน agarose gel 
เทียบกับพลาสมิดที่สกัดจากโคโลนีสีฟาซึ่งเปนพลาสมิด pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ 
(ภาพที่ 8 (ข)) จากนั้นนําพลาสมิดจากโคโลนีที่ 61 ซ่ึงมีความเขมขนเทากับ 90 นาโนกรัมตอ

(ก) (ข) 
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ไมโครลิตร จํานวน 8 ไมโครลิตร (ไพรเมอร T7 2 ไมโครลิตร) สงบริษัท macrogen เพื่อหาลําดับ
เบสของยีน 
 

 

 

 
ภาพที่ 8  การตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอยีน arsenate reductase 
  (ก) ยีน arsenate reductase ที่สังเคราะหไดจากโคโลนีสีขาวทั้งหมด 8 โคโลนี (59-93) 
  (ข) พลาสมิดสายผสมของยีน arsenate reductase (59-93) เปรียบเทียบกับ (C) พลาสมิด 

pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ 
  

(ข) 

(ก) 
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2.4 การวิเคราะหยีน arsenate reductase ที่โคลนไดจากรากของขาวขาวดอกมะลิ 105 

ผลจากการศึกษาพบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน arsenate reductase ที่โคลนไดมี
ขนาด 414 คูเบส เมื่อนํามาแปลรหัสเปนกรดอะมิโนดวยโปรแกรม ORF finder ซ่ึงแปลรหัสได  
1 open reading frame (ORF) ที่กําหนดการสรางสายโพลีเปปไทดขนาดความยาว 137 เรสซิดิวส 
(ภาพที่ 9) 
 

      1 ATGgcgcggagcgtgtcgtacgtgtcggcggcgaagctcctggcc 
         M  A  R  S  V  S  Y  V  S  A  A  K  L  L  A  
     46 atggcgcgcggcaacccccgcgtcgccatcatcgacgtcagggac 
         M  A  R  G  N  P  R  V  A  I  I  D  V  R  D  
     91 gaggagaggagctaccaggcgcacatcgggaggtcgcaccacttc 
         E  E  R  S  Y  Q  A  H  I  G  R  S  H  H  F  
    136 tccagccgcagcttcgcggcgcggctgccggagctcgcgcgtgcc 
         S  S  R  S  F  A  A  R  L  P  E  L  A  R  A  
    181 accggcgacaaggacaccgtcgtcttccactgcgccctcagcaag 
         T  G  D  K  D  T  V  V  F  H  C  A  L  S  K  
    226 gtgcgaggtccatcgtgtgccaagatgttctccgactatctatct 
         V  R  G  P  S  C  A  K  M  F  S  D  Y  L  S  
    271 gagaccaaggaagaatcaggaacaaagaacatcatggtgctggaa 
         E  T  K  E  E  S  G  T  K  N  I  M  V  L  E  
    316 cgtgggttcaatggatgggagctttcgggacaacccgtttgccgg 
         R  G  F  N  G  W  E  L  S  G  Q  P  V  C  R  
    361 tgcactgatgccccttgcaaaggcacatgctcacctgaagaacct 
         C  T  D  A  P  C  K  G  T  C  S  P  E  E  P  
    406 gagttgTAA 414 

 
ภาพที่ 9  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน arsenate reductase มีขนาด 414 คูเบสที่แปลรหัสเปนลําดับ
  กรดอะมิโนความยาว 137 เรสซิดิวส สวนที่ขีดเสนใตแสดง start codon (ATG) และ stop 
  codon (TAA) 
 

เมื่อนําขอมูลการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนที่ไดมาเปรียบเทียบกับโปรตีนที่มี
รายงานอยูในฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม BLASTP พบวามีความคลายคลึงกับโปรตีนที่พบในพืช
หลายชนิดโดยเฉพาะในกลุมธัญพืช (ตารางที่ 4) ไดแก ขาวแอฟริกา (Oryza glaberrima accession 
I1QVM3), ขาวฟาง (Sorghum bicolor accession C5WTH4), ขาวโพด (Zea mays accession 
B6TQK1) และ ขาวบารเลย (Hordeum vulgare accession M0WIP5) เปนตน คิดเปนรอยละ 99, 85, 
83, และ 83 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4  การเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของกรดอะมิโนองคประกอบของยีน arsenate   
reductase ของขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอื่น 

 

Accession # Plant Species Common name Amino 
acid 

%Identity 

AHX22004  
 

Oryza sativa L. cv. Khao 
Dawk Mali 105 

ขาวขาวดอกมะลิ 105 
(jusmine rice)  

137 100 

I1QVM3 Oryza glaberrima ขาวแอฟริกา (african Rice) 137 99 
C5WTH4 Sorghum bicolor ขาวฟาง (sorghum) 131 85 
B6TQK1 Zea mays ขาวโพด (corn) 131 83 
M0WIP5 Hordeum vulgare ขาวบารเลย (barley) 130 83 
XP004983768 Setaria italica ขาวฟางหางกระรอก 

(foxtail millet) 
131 83 

I1I5V8 Brachypodium  distachyon purple false brome 131 82 
AAU11500 Holcus lanatus velvet grass 131 71 
ADK38620 Ipomoea batata มันตอเผือก (sweet potato) 139 57 
ABM05620 Pteris vittata กูดหมาก (chinese brake 

fern) 
130 48 

NP_568119 Arabidopsis thaliana อะราบิดอฟซสิ (mousear 
cress) 

130 59 

 
จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนกับโปรตีนที่มีรายงานอยูในฐานขอมูล 

พบวามีความคลายกับพืชชนิดตาง ๆ คิดเปนรอยละ 48-99 (ตารางที่ 4) ประกอบดวยพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 
7 ชนิด ไดแก ขาวแอฟริกา, ขาวฟาง, ขาวโพด, ขาวบารเลย, ขาวฟางหางกระรอก (Setaria italic 
accession XP004983768), purple false brome (Brachypodium distachyon accession I1I5V8) และ 
velvet grass (Holcus lanatus accession AAU11500) พืชใบเลี้ยงคูอีก 2 ชนิด ไดแก มันตอเผือก 
(Ipomoea batata accession ADK38620) และอะราบิดอฟซิส (accession NP_568119) รวมทั้งพืชที่
จัดอยูในกลุมไรเมล็ด ไดแก กูดหมาก (Pteris vittata accession ABM05620) เมื่อนําลําดับ 
กรดอะมิโนทั้งหมดมาทําการ alignment ดวยโปรแกรม clustalW พบวามีลําดับกรดอะมิโนอนุรักษ
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เปนโมทิฟ (motif) คือ HisCys(X)5Arg (X คือ กรดอะมิโนชนิดใดก็ได) ในพืชทุกชนิด โดยในขาว
ขาวดอกมะลิ 105 มีลําดับกรดอะมิโนเปน His70CyS71AlaLeuSerLysValArg77 (ภาพที่ 10) 

 
Ipomoea_batata               MTRS--TTYITASQLLSLKR-RPNIAIVDVRDDERSCDGHIAGSLHFASD 47 
Arabidopsis_thaliana         MARS--ISYITSTQLLPLHR-RPNIAIIDVRDEERNYDGHIAGSLHYASG 47 
oryza_sativa                 MARS--VSYVSAAKLLAMARGNPRVAIIDVRDEERSYQAHIGRSHHFSSR 48 
Oryza_glaberrima             MARS--VSYVSAAKLLAMARGNPRVAIIDVRDEERSYQAHIGGSHHFSSR 48 
Sorghum_bicolor              MARS--VSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASG 48 
Zea_mays                     MARS--VSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASG 48 
Setaria_italica              MARS--VSYVSAAKLVSMARGNPRVAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASG 48 
Hordeum_vulgare              MARS--VSYVSAAKLVSMARGN-RVAVIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASG 47 
Brachypodium_distachyon      MARS--VSCVSAAKLVSMTRGNNRLAVIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASG 48 
Holcus_lanatus               MARKG-VSYVTAAELVSLVR-DPRVAIIDVRDEERICDAHIAGSHHYASD 48 
Pteris_vittata               MASLHTLSYITASELQRLQP-NSKLAIIDVRDEERSYDGHIAGSWHFASD 49 
                             *:     : :::::*  :     .:*::****:**  :.**. * *::*  
 
Ipomoea_batata               TFLDKLPSLVQSVKGKDTLVFHCALSQVRGPKCARRLAEYLSDEMQDDAG 97 
Arabidopsis_thaliana         SFDDKISHLVQNVKDKDTLVFHCALSQVRGPTCARRLVNYL-DEKKEDTG 96 
oryza_sativa                 SFAARLPELARATGDKDTVVFHCALSKVRGPSCAKMFSDYL-SETKEESG 97 
Oryza_glaberrima             SFAARLPELARATGDKDTVVFHCALSKVRGPSCAKMFSDYL-SETKEESG 97 
Sorghum_bicolor              SFEARMPELARAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYL-SETKEDSG 97 
Zea_mays                     SFEARMPELVRAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYL-SETKEDSG 97 
Setaria_italica              SFAARMPELVQAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFFDYL-SETKEDSE 97 
Hordeum_vulgare              SFAARMPELVRATSGKDTLVFHCALSQVRGPSCARMFSDYL-SESKEDSG 96 
Brachypodium_distachyon      SFAARLPELVRATSGKDTLVFHCALSQVRGPSCARMFSDYL-SESKEDSG 97 
Holcus_lanatus               GFAERLPEIAEATRAKETLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYL-SEAKEDSG 97 
Pteris_vittata               TFVEELPALVGKLEGQEAVVFHCAKSQIRGPTCAKKFVDHL-ATLASYKN 98 
                              *  .:. :.     ::::***** *::***.**: : ::*     .    

HC.....R 
Ipomoea_batata               IKNIMVLERGYNGWEASGRPVCRCTDVFCKDNSEHGQQSNQS 139 
Arabidopsis_thaliana         IKNIMILERGFNGWEASGKPVCRCAEVPCKGDCA-------- 130 
oryza_sativa                 TKNIMVLERGFNGWELSGQPVCRCTDAPCKGTCSPEEPEL-- 137 
Oryza_glaberrima             TKNIMVLERGFNGWELSGQPVCRCTDAPCKGTCSPEEPEL-- 137 
Sorghum_bicolor              IKNIMVLELGFNGWEGSGQPVCRCTDAPCKGTCC-------- 131 
Zea_mays                     IKNIMVLERGFNGWEVSGQPVCSCTDAHCKGTCS-------- 131 
Setaria_italica              IKNIMVLELGFNGWEVSGQPVCRCTDAPCKGTCS-------- 131 
Hordeum_vulgare              IKNIMVLERGYNGWEISGQPVCHCKDAPCKGTCS-------- 130 
Brachypodium_distachyon      IKNIMVLERGFNGWEISGQHVCNCKDAPCKGTCS-------- 131 
Holcus_lanatus               VKSITILERGFNGWELSGRPVCRCKDAPCKGVCS-------- 131 
Pteris_vittata               APQVYVLERGFNGWASAGHPVCNCAQPHCKG-C--------- 130 
                               .: :** *:***  :*: ** * :  **. .          

 
ภาพที่ 10  การทํา multiple alignment เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน arsenate reductase ของขาว
   ขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอื่น บริเวณอนุรักษ HisCys(X)5Arg แสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
 

เมื่อวิเคราะหความสัมพันธของโปรตีนดวย phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม 
MEGA 4.0 (ภาพที่ 11) พบวาโปรตีน arsenate reductase ในขาวขาวดอกมะลิ 105 ถูกจัดอยูในกลุม
เดียวกับ ขาวแอฟริกา (accession I1QVM3) และมีความใกลชิดกับโปรตีน arsenate reductase ที่พบ
ในขาวฟาง (accession C5WTH4), ขาวโพด (accession B6TQK1), ขาวฟางหางกระรอก (accession 
XP004983768), ขาวบารเลย (accession M0WIP5) และ purple false brome (accession I1I5V8) ซ่ึง
จัดเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวเชนเดียวกัน ในขณะที่มีความแตกตางจากพืชใบเลี้ยงคู ไดแก มันตอเผือก 
(accession ADK38620) และอะราบิดอฟซิส (accession NP_568119) และ arsenate reductase จาก
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กูดหมาก (accession ABM05620) ซ่ึงจัดเปนเฟรน จึงถูกจัดออกจากกลุมของพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและใบ
เล้ียงคู 

 

 
ภาพที่ 11  phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของ arsenate reductase ในขาวขาวดอกมะลิ 105

กับพืชชนิดอื่นอีก 10 ชนิด (วิเคราะหดวย neighbor-joining method, ทําซ้ําทั้งหมด 1000 
คร้ัง) 

 
เอนไซม arsenate reductase เปนเอนไซมที่มีความสําคัญในกระบวนการลดความ

เปนพิษของสารหนูที่เกิดขึ้นในเซลลและเปนเอนไซมที่จําเพาะตอสารหนูเทานั้นไมเกี่ยวของกับ
โลหะหนักอื่นๆ ดังนั้น การศึกษาขบวนการเมตาบอลิซึมของสารหนูที่เกี่ยวของกับ arsenate 
reductase ในขาวสายพันธุที่นิยมบริโภคในประเทศไทยจึงมีความสําคัญ ผลจากการศึกษาในครั้งนี้
พบวา ลําดับกรดอะมิโน arsenate reductase ของยีนที่ไดโคลนจากรากของขาวขาวดอกมะลิ 105 มี
ขนาดตางจากเอนไซมชนิดเดียวกันที่พบในพืชชนิดอื่นๆ ทั้งพืชช้ันต่ํา พืชใบเลี้ยงคู และพืชใบเลี้ยง
เดี่ยวซ่ึงมีความยาว 130-139 เรสซิดิวส (ตารางที่ 4) โดยมีลําดับกรดอะมิโนคลายกันคิดเปนรอยละ 
48-85 อยางไรก็ตามพบวา arsenate reductase ทั้งหมดมีลําดับกรดอะมิโนอนุรักษเปนโมทิฟ (motif) 
คือ HisCys(X)5Arg (ภาพที่ 10) ซ่ึงเปนลําดับกรดอะมิโนที่มีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซม 
arsenate reductase เมื่อทําใหเกิดการกลายที่กรดอะมิโนซิสเตอีน (cysteine) หรือ อารจินีน 
(arginine) ในบริเวณโมทิฟ HisCys(X)5Arg ของ arsenate reductase ในยีสต พบวาความสามารถใน
การทําปฏิกิ ริยารีดักชันเปลี่ยนสารหนูในรูปของอาร เซเนตเปนอาร เซไนตของยีสตลดลง 
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 Oryza_glaberrima
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(Mukhopadhyay et al., 2000; Mukhopadhyay and Rosen, 2001) แสดงใหเห็นวาบริเวณโมทิฟดัง 
กลาวมีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซม 

เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน arsenate reductase ในขาวขาวดอกมะลิ 105 กับ
โปรตีนที่มีรายงานในฐานขอมูลพบวามีความคลายคลึงกับโปรตีนในกลุม phosphatase ไดแก dual-
specificity phosphatases 25 (CDC25) ใน purple false brome (accession XP_003574287) (รอยละ 
82), อะราบิดอฟซิส (accession NP_568119) (รอยละ 59), มันฝรั่ง (Solanum tuberosum accession 
XP_004230082) (รอยละ 58) และ บวย (Prunus mume accession XP_008241391) (รอยละ 56) 
และยังมีความคลายคลึงกับโปรตีน rhodanese ใน velvet grass (accession AAU11500) (รอยละ 71) 
ผลจาก BLASTP พบวาโปรตีนเหลานี้มีโดเมนที่อยูใน family เดียวกัน คือ rhodanese family และ
ลําดับกรดอะมิโนยังพบบริเวณโมทิฟ HisCys(X)5Arg แสดงใหเห็นวาโปรตีนเหลานี้มีความใกลชิด
กัน ในโปรโตซัว Leishmania major โปรตีน arsenate reductase (LmACR2) นอกจากจะมี
คุณสมบัติเปนเอนไซม reductase แลวยังมีคุณสมบัติเปนเอนไซม phosphatase ดวย (Zhou et al., 
2004) ในยีสตและ E. coli เอนไซม arsenate reductase มีวิวัฒนาการรวมกับเอนไซม phosphatase 
และมีความคลายคลงึกับ phosphatase ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Mukhopadhyay and Rosen, 2002)
เมื่อวิเคราะหความสัมพันธของโปรตีนดวย phylogenetic tree พบวาจัดอยูในกลุมเดียวกันกับ ขาว
แอฟริกา, ขาวฟาง, ขาวโพด, ขาวบารเลย, ขาวฟางหางกระรอก และ purple false brome ซ่ึงเปนพืช
ใบเลี้ยงเดี่ยวและแยกออกจากมันตอเผือกและอะราบิดอฟซิส ซ่ึงเปนกลุมของพืชใบเลี้ยงคู 

3. การสังเคราะหยีน phytochelatin synthase ในรากขาวขาวดอกมะลิ 105 ดวยวิธี RT-PCR 

 3.1 การออกแบบไพรเมอร 

ออกแบบไพรเมอรสําหรับยีน phytochelatin synthase โดยการเปรียบเทียบลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยนี phytochelatin synthase ที่มีรายงานในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม 
clustalW ในพืชชนิดตางๆ ไดแก ขาว (Oryza sativa accession EAY98053, EEE63734, 
AAO13349), ขาวสาลี (Triticum aestivum accession AF093752), และหญาแพรก (Cynodon 
dactylon accession AY553634) (ภาพผนวกที่ 3) 

ผลจากการทํา multiple alignment พบวามีสวนอนุรักษของลําดับกรดอะมิโน ที่จะ
นํามาออกแบบไพรเมอรชนิด forward โดยใชคูกับไพรเมอรชนิด reverse ที่มี oligodT คือ RACE(T) 
สําหรับเพิ่มปริมาณยีนบริเวณปลาย 3′ รวมทั้งไพรเมอรชนิด forward และชนิด reverse สําหรับการ
โคลนบริเวณสวนกลางของยีน (ภาพท่ี 12) (ตารางที่ 5) 
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EAY98053Oryza_sativaIndica        GCATCGACCCGGGGCGGCGGTGGAAGGGCCCCTGGCGGTGGTTCGACGAG 300 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GCATCGACCCGGGGCGGCGGTGGAAGGGCCCCTGGCGGTGGTTCGACGAG 300 
AAO13349Oryza_sativa              GCATCGACCCGGGGCGGCGGTGGAAGGGCCCCTGGCAGTGGTTCGACGAG 300 
AF093752Triticum_aestivum         CCATCGACCCCGGCCGGCCGTGGAAGGGGCCCTGGCGCTGGTTCGACGAG 255 
AY553634Cynodon_dactylon          CCATCGACCCCGGCCGCCGATGGAAGGGCCCCTGGCGGTGGTTCGACGAG 261 
                                   ********* ** ** * .******** *******. ************ 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCGCCTCGACACGGTCAGGGCGGAGGGGAT 350 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCACCTCGACACGGTCAGGGCGGAGGGGAT 350 
AAO13349Oryza_sativa              TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCACCTCGACACGGTCAGGGCGGAGGGGAT 350 
AF093752Triticum_aestivum         TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCCCCTCCACAAGGTCAAGGCCGAGGGCAT 305 
AY553634Cynodon_dactylon          TCAATGCTCGATTGCTGCGAGCTCCTCGACAAGGTCAAGGCCCAGGGCAT 311 
                                  **.******** ********** **** ***.*****.***  **** ** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCCCACTGCTCCGGCGCCGACGTCC 400 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCCCACTGCTCCGGCGCCGACGTCC 400 
AAO13349Oryza_sativa              CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCCCACTGCTCCGGCGCCGACGTCC 400 
AF093752Triticum_aestivum         CACCTTCGGCAAGGTCGTCTGCCTCGCGCACTGCGCCGGCGCCCGTGTCC 355 
AY553634Cynodon_dactylon          CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCGCACTGCTCCGGCGCCAAGGTCC 361 
                                  ***************** ********* ****** ******** . **** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GCACCTTCCGCGCCGCCCAGGCCACGCTCGCCGACCTCCGCCGCCACCTC 450 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GCACCTTCCGCGCCGCCCAGGCCACGCTCGCCGACCTCCGCCGCCACCTC 450 
AAO13349Oryza_sativa              GCACCTTCCGCGCCGCCCAGGCCACGCTCGCCGACCTCCGCCGCCACCTC 450 
AF093752Triticum_aestivum         AGTCCTTCCGCGCCGACCAGACCACCATCCACGACTTCCGCGCCCACCTC 405 
AY553634Cynodon_dactylon          AGTCTTTCCGCGCCAACCGAGCCACCATCAACGACTTCCGCAGCCATCTC 411 
                                  . :* *********..**...**** .** .**** *****  *** *** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        CTGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCG 500 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      CTGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCG 500 
AAO13349Oryza_sativa              CTGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCG 500 
AF093752Triticum_aestivum         ACGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGACTGCCATCTCATCTCCTCCTACCACAG 455 
AY553634Cynodon_dactylon          GTCCGCTGCGTCTCCTCTCAAGATTGCCATCTCATCGCCTCCTACCACAG 461 
                                     ******* ****** **.** *********.** ***********.* 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GAAGCTTCTCGGCCAGACTGGAACAGGGCATTTCTCGCCGATTGGCGGCT 550 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GAAGCTTCTCGGCCAGACTGGAACAGGGCATTTCTCGCCGATTGGCGGCT 550 
AAO13349Oryza_sativa              GAAGCTTCTCGGCCAGACTGGAACAGGGCATTTCTCGCCGATTGGCGGCT 550 
AF093752Triticum_aestivum         GAGCCCCTTCAAGCAGACTGGGACTGGCCATTTCTCACCGATCGGCGGGT 505 
AY553634Cynodon_dactylon          GAAGCCTTTACAGCAGACTGGAACTGGGCATTTCTCCCCAATCGGTGGCT 511 
                                  **. *   *. . ********.**:** ******** **.** ** ** * 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        ACCATGCTGGGCAGGACATGGCGCTGATCCTGGATGTCGCTCGCTTCAAA 600 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ACCATGCTGGGCAGGACATGGCGCTGATCCTGGATGTCGCTCGCTTCAAA 600 
AAO13349Oryza_sativa              ACCATGCTGGGCAGGACATGGCGCTGATCCTGGATGTCGCTCGCTTCAAA 600 
AF093752Triticum_aestivum         ATCATGCCGAGAAAGACATGGCGCTCATCTTGGATGTTGCGCGCTTCAAA 555 
AY553634Cynodon_dactylon          ACCACGCCGGACAGGATATGGCGCTTATCTTTGATGGTGCCCGATTCAAG 561 
                                  * ** ** *...*.** ******** *** * ****  ** **.*****. 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        TACCCTCCTCATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACAC 650 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      TACCCTCCTCATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACAC 650 
AAO13349Oryza_sativa              TACCCTCCTCATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACAC 650 
AF093752Triticum_aestivum         TACCCTCCTCATTGGGTTCCATTGACGCTTCTCTGGGATGCCATGAACAC 605 
AY553634Cynodon_dactylon          TACCCTCCACATTGGGTTCCACTGCCACTTCCTTAGGAAGCCATTAATAC 611 
                                  ********:******.****. **.*.****  *.***:***** ** ** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTATCTCAAGGA 700 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTATCTCAAGGA 700 
AAO13349Oryza_sativa              GATTGATGAGGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTATCTCAAGGA 700 
AF093752Triticum_aestivum         GACTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTGTATCAAGGC 655 
AY553634Cynodon_dactylon          GACTGATGAAACAACTGGGCTTCACAGAGGGTACATGCTCGTATCAAGGC 661 
                                  ** ******..************:***.****:****** .*.******. 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        ATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGCAGTGAATTGCAGGGATGAAAGC 750 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGCAGTGAATTGCAGGGATGAAAGC 750 
AAO13349Oryza_sativa              ATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGCAGTGAGTAAAT------TAACA 744 
AF093752Triticum_aestivum         GCAGTTCAGCTCCTTCATTGCTCTACACAGTGAGTTGCGGCCATGGAAGT 705 
AY553634Cynodon_dactylon          ACACTGCAGCTCCTTCGTTACTGTACACAGTGAGTTGTGGAGAGGAAAGC 711 
                                  . * * .******** .**..*  . .******.*:.         **   

 
ภาพที่ 12  แสดงการวิเคราะห multiple alignment ของ phytochelatin synthase จากลําดับนิวคลี 

โอไทดบางสวนจากที่มีในฐานขอมูล ตําแหนงอนุรักษที่ใชออกแบบไพรเมอรแสดงใน
กรอบสี่เหล่ียม 

 

PCS301_F 

PCS679_F 

PCS698_R 
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ตารางที่ 5  ไพรเมอรที่ใชในการโคลนยีน phytochelatin synthase 
 
primer Sequence Tm (ºC) 

PCS679_F 5′GGGTTCATGCTTATCTCAAG3′ 56.4 
RACE(T) 5′GACTCGAGTCGACATCGTTTTTTTTTTTTTTTTT3′ 57.0 
PCS301_F 5′GGGTTCATGCTTATCTCAAG3′ 60.0 
PCS698_R 5′CTTGAGATAAGCATGAACCC3′ 58.0 
 
 3.2 การสังเคราะหยีน phytochelatin synthase 

หลังจากแยกอารเอ็นเอของขาวขาวดอกมะลิ 105 และสรางดีเอ็นเอสายแรกแลว นํา
ดีเอ็นเอสายแรกมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน phytochelatin synthase ดวยวิธีพีซีอาร ดังรายละเอียด
ตอไปนี้ 

นําดีเอ็นเอสายแรกมาเปนตนแบบในการสังเคราะหยนี phytochelatin synthase 
บริเวณปลาย 3′ ดวยไพรเมอร PCS679_F และ RACE(T) โดยใชอุณหภูมิในการสังเคราะหที่
ประกอบดวย initiation denaturation step ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีจํานวน 1 รอบ และ 
denaturation step ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ีannealing step ที่อุณหภูม ิ57 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วนิาท ีextension step ที่ 72 องศาเซลเซียส โดยใชเวลาประมาณ 30 วนิาที จาํนวน 30 รอบ 
และ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที เมื่อสังเคราะหเสร็จแลว นําดีเอ็นเอที่เตรียมได 
1 ไมโครลิตร มาตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส พบวาผลผลิตพีซีอารมีขนาดประมาณ 1500 คู
เบส (ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 13  การสังเคราะหยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 3′ดวยวิธีพีซีอาร 

(ก) แผนภาพการสังเคราะหของยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 3′ 
(ข) เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของชิ้นดีเอ็นเอของยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 3′ 
ขนาดประมาณ 1500 คูเบส 

 
จากนั้นนําดีเอน็เอสายแรกมาเปนตนแบบในการสังเคราะหยีน phytochelatin 

synthase บริเวณกลางยีนดวยไพรเมอร PCS301_F และ PCS698_R โดยใชอุณหภูมิในการ
สังเคราะหที่ประกอบดวย initiation denaturation step ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีจํานวน  
1 รอบ และ denaturation step ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ี annealing step ที่อุณหภูม ิ 59 
องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที extension step ที่ 72 องศาเซลเซียส โดยใชเวลาประมาณ 20 วินาที 
จํานวน 30 รอบ และ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียสนาน 2 นาที เมื่อสังเคราะหเสร็จแลว 
ตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส พบวาผลผลิตพีซีอารมีขนาด 398 คูเบส (ภาพที่ 14) 

  

(ก) (ข) 
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ภาพที่ 14  การสังเคราะหยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีนดวยวิธีพีซีอาร 
  (ก) แผนภาพการสังเคราะหของยีน phytochelatin synthase 
  (ข) เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของชิ้นดีเอ็นเอของยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีน  
ขนาด 398 คูเบส 

 
 3.3 การโคลนยีนที่สังเคราะหไดในเชื้อแบคทีเรีย E. coli 

นําผลผลิตพีซีอารของยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 3′ ขนาดประมาณ 
1500 คูเบส และบริเวณกลางยีนขนาด 398 คูเบส มาทําอิเล็กโทรโฟริซิสเพื่อแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่
สังเคราะหไดบน agarose gel จากนั้นสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดเชื่อมตอกับ  

พลาสมิด pGEM®-T Easy vector เพื่อถายเขาในแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ DH 5-α แลวคัดเลือก
โคโลนีบนอาหารที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  

สำหรับยีนบริเวณปลาย 3′ พบโคโลนีสีขาวทั้งหมด 4 โคโลนีและโคโลนีสีฟา 55 
โคโลนี คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวลําดับที่ 175, 177, 179, และ 180 มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่
แทรกอยูดวยเทคนิคพีซีอารโดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 
3′ คือ ไพรเมอร PCS679_F และ RACE(T) เมื่อสังเคราะหเสร็จแลว นําผลผลิตพีซีอารที่ไดมา
ตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส พบวาผลผลิตพีซีอารมีขนาดประมาณ 1500 คูเบส (ภาพที่ 15 
(ก)) จากนั้นนําโคโลนีที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการแทรกอยูมาสกัดแยกพลาสมิด ตรวจสอบพลาสมิดที่
สกัดไดบน agarose gel เทียบกับพลาสมิดที่สกัดจากโคโลนีสีฟาซึ่งเปนพลาสมิด pGEM®-T Easy ที่
ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ (ภาพที่ 15 (ข)) จากนั้นนําพลาสมิดที่สกัดไดจากโคลนลําดับที่ 177 ความ
เขมขน 161.1 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ซ่ึงมีขนาดใหญกวาพลาสมิด pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้น
ดีเอ็นเอ จํานวน 4 ไมโครลิตร (ไพรเมอร SP6 2 ไมโครลิตร) สงบริษัท macrogen เพื่อหาลําดับเบส
ของยีนที่โคลนได 

(ก) (ข) 
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ภาพที่ 15  การตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอยีน phytochelatin synthase บริเวณปลาย 3′ 
  (ก) ยีน phytochelatin synthase ที่สังเคราะหไดจากโคโลนีสีขาว 
  (ข) พลาสมิดสายผสมของยีน phytochelatin synthase เปรียบเทียบกับพลาสมิด pGEM®-T 
  Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ (C) 
 

สำหรับชิ้นดีเอ็นเอบริเวณกลางยีน คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวลําดับที่ 45, 46, 47, 
48, 49 และ 52 มาตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่แทรกอยูดวยเทคนิคพีซีอารโดยใชคูไพรเมอรที่จําเพาะ คือ 
ไพรเมอร PCS301_F และ PCS698_R เมื่อสังเคราะหเสร็จแลว นําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาตรวจสอบ
ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส พบวาผลผลิตพีซีอารมีขนาด 398 คูเบส (ภาพที่ 16 (ก)) จากนั้นสุมเลือก
โคโลนีลําดับที่ 46 และ 49 ที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการแทรกอยูมาสกัดพลาสมิด ตรวจสอบพลาสมิดที่
สกัดไดบน agarose gel เทียบกับพลาสมิด pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ (ภาพที่ 16 (ข)) 
จากนั้นนําพลาสมิดที่สกัดไดจากโคลนลําดับที่ 49 ความเขมขน 110.2 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ซ่ึง
มีขนาดใหญกวาพลาสมิด pGEM®-T ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ จํานวน 5 ไมโครลิตร (ไพรเมอร T7 2 
ไมโครลิตร) ไปหาลําดับเบสของยีน 

  

(ก) 

(ข) 
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ภาพที่ 16  การตรวจสอบพลาสมิดที่ไดรับชิ้นดีเอ็นเอยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีน 
  (ก) ยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีนที่สังเคราะหไดจากโคโลนีสีขาว 
  (ข) พลาสมิดสายผสมของยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีนเปรียบเทียบกับ (C) 
พลาสมิด pGEM®-T Easy ที่ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอ 

 
 3.4 การวิเคราะหยีน phytochelatin synthase ที่โคลนไดจากรากของขาวขาวดอกมะลิ 105 

จากการโคลนดีเอ็นเอผลผลิตพีซีอารทางดานปลาย 3′ ของยีน phytochelatin 
synthase พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่โคลนไดประกอบดวย 1,498 คูเบส ซ่ึงประกอบดวย
สวนที่เปนยีน 873 คูเบส และสวนปลาย 3′ที่ไมไดถูกแปลรหัส (3′ untranslated region) อีก 625 คู
เบส ผลจากการใชโปรแกรม poly A signal miner (http://dnafsminer.bic.nus.edu.sg/PolyA.html) 
พบตําแหนง poly A signal (ATTAAA) อยูบนนิวคลีโอไทดลําดับที่ 1,534 ซ่ึงมีความสําคัญใน
ขบวนการตัดอารเอ็นเอสายสังเคราะห ณ จุดตัดจําเพาะที่อยูหางออกไป ตําแหนง poly A signal นี้
พบในพืชชนิดอ่ืนๆ เชน ขาวสาลี (Triticum aestivum accession AF093752) ณ นิวคลีโอไทด
ตําแหนงที่ 1,805 หญาแพรก (Cynodon dactylon accession AF384111) ตําแหนง 1,826 และ 
กระเทียม (Allium sativum accession AF384110) ตําแหนง 1,732 เปนตน เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนที่โคลนไดไปเปรียบเทียบกับโปรตีนที่มีรายงานไวในฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม BLASTX 
พบวายีนที่โคลนไดมีความเหมือนกับ hypothetical protein (accession EEC79817) ที่แยกจากขาว 
Oryza sativa คิดเปนรอยละ 99 ซ่ึงกําหนดการแปลรหัสเปนกรดอะมิโนขนาด 290 เรสซิดิวส 

ผลจากการโคลนยีน phytochelatin synthase บริเวณกลางยีน พบวาผลผลิตพีซีอาร
ที่ไดมีขนาด 398 คูเบส เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่โคลนไดไปเปรียบเทียบกับโปรตีนที่มี
รายงานไวในฐานขอมูลโดยใชโปรแกรม BLASTX พบวายีนที่ไดกําหนดการแปลรหัสเปนกรดอะ

(ก) 

(ข) 
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มิโนขนาด 132 เรสซิดิวสและมีความเหมือนกับ hypothetical protein (accession EEC79817) ที่แยก
จากขาว Oryza sativa คิดเปนรอยละ 99 เชนเดียวกัน 

นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมารวมกันโดยผลผลิตพีซีอารทั้งสองจะมีบริเวณ
ซอนทับกันอยู 20 คูเบส (ภาพผนวกที่ 4) ซ่ึงเปนลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูบนไพรเมอร PCS679_F 
และ PCS698_R ดังแผนภาพ (ภาพที่ 17) ลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่เปนยีนทั้งหมด 1,251 คูเบส จาก
นิวคลีโอไทดทั้งหมด 1,876 คูเบส สามารถแปลรหัสเปนกรดอะมิโนทั้งหมด 416 เรสซิดิวส และ
ตําแหนง poly A signal (ATTAAA) ณ เบสตําแหนงที่ 1,534 (ภาพที่ 18) 

 

 
 
ภาพท่ี 17  แผนภาพการสังเคราะหของยีน phytochelatin synthase บริเวณที่มีลําดับนิวคลีโอไทด

ซอนทับกันแสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
 

เมื่อนําขอมูลของกรดอะมิโนที่ไดมาเปรียบเทียบกับโปรตีนที่มีรายงานอยูใน
ฐานขอมูล พบวามีลําดับกรดอะมิโนคลายกับโปรตีน phytochelatin synthase ในพืชหลายชนิดที่
ระดับที่แตกตางกัน (ตารางที่ 6) 
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1    tccatgctcgactgctgcgagcccctcgacaaggtgaaggcggagggcatcaccttcgcc 
       S  M  L  D  C  C  E  P  L  D  K  V  K  A  E  G  I  T  F  A 
61   aaactcgcctgcctcgcgcactgcgccggtgccaatgtccgctccttccgcgccgaccag 
       K  L  A  C  L  A  H  C  A  G  A  N  V  R  S  F  R  A  D  Q 
121  tccaccatccacgacttccgccaccatctcgtccgctctgcctcctcccaggactgccat 
       S  T  I  H  D  F  R  H  H  L  V  R  S  A  S  S  Q  D  C  H 
181  ctcatcgcatcctaccacaggaagcctttcaaacagactggaaccggccatttctctcca 
       L  I  A  S  Y  H  R  K  P  F  K  Q  T  G  T  G  H  F  S  P 
241  atcggcgactaccatgccggccaagacatggcgcttatcctggatgtcgcccgcttcaaa 
       I  G  D  Y  H  A  G  Q  D  M  A  L  I  L  D  V  A  R  F  K 
301  taccctcctcactgggttccactcccactgctttgggaagccatgaatacaactgatgac 
       Y  P  P  H  W  V  P  L  P  L  L  W  E  A  M  N  T  T  D  D 
361  gcgactggtctactcagggggttcatgcttatctcaaggcactctgcagctccttcattg 
       A  T  G  L  L  R  G  F  M  L  I  S  R  H  S  A  A  P  S  L 
421  ctctacacagtgagttgcagagatgaaagctggaaaagcatggcgaagtattgcatggaa 
       L  Y  T  V  S  C  R  D  E  S  W  K  S  M  A  K  Y  C  M  E 
481  gatgtacccgatcttcttaaggatgagagtgtagacaatgttccagcacttctgtcccgc 
       D  V  P  D  L  L  K  D  E  S  V  D  N  V  P  A  L  L  S  R 
541  ttagtgaaatcccttcctgccaatgctggaaatttgatcaaatgggttattgaagttagg 
       L  V  K  S  L  P  A  N  A  G  N  L  I  K  W  V  I  E  V  R 
601  agacaagaggaaggaggatcaggattaagcaaagaggaggaagaaaggcttattttgaag 
       R  Q  E  E  G  G  S  G  L  S  K  E  E  E  E  R  L  I  L  K 
661  gaaatgatactacagcaagtccgtgatactgagctttttagattagtccgtgaactgcaa 
       E  M  I  L  Q  Q  V  R  D  T  E  L  F  R  L  V  R  E  L  Q 
721  ttcactaagcagccatgttgtagttgctcatattcaagtgatgatgattcctttacctgg 
       F  T  K  Q  P  C  C  S  C  S  Y  S  S  D  D  D  S  F  T  W 
781  attgcagcctctgtgtgctgtcaaggggccgcattgctaacagggaatctttcatcaaaa 
       I  A  A  S  V  C  C  Q  G  A  A  L  L  T  G  N  L  S  S  K 
841  gatgggttctgctgcagagaaacttgcttcaaatgtgtacaagtggatggtgatgggcct 
       D  G  F  C  C  R  E  T  C  F  K  C  V  Q  V  D  G  D  G  P 
901  aagactgtcgttacaggcacagcggtttcaggagtcaatgaacaaagtgttgatatgctt 
       K  T  V  V  T  G  T  A  V  S  G  V  N  E  Q  S  V  D  M  L 
961  ctaccgatatccacattggaaacaagcgtgtgcaattcaaattcaagcaacgaggttgtc 
       L  P  I  S  T  L  E  T  S  V  C  N  S  N  S  S  N  E  V  V 
1021 aaatatccatctagaacagatattttaactgttctattgctggctttacatcctagcaca 
       K  Y  P  S  R  T  D  I  L  T  V  L  L  L  A  L  H  P  S  T 
1081 tgggtgggcattaaagacgagaggctgaaagctgaattccagagtcttatttcaacagac 
       W  V  G  I  K  D  E  R  L  K  A  E  F  Q  S  L  I  S  T  D 
1141 attcttcatgatgatcttaaacgagagatattacatctaagacggcaactccattatgtg 
       I  L  H  D  D  L  K  R  E  I  L  H  L  R  R  Q  L  H  Y  V 
1201 aggtcctgtaaagaggaggaatatggagatcctgtgccacaatcccatTAAcaatgatgc 
       R  S  C  K  E  E  E  Y  G  D  P  V  P  Q  S  H  - 
1261 aaatcgcgcagttggttaccctggagatgcaaaaaaaaggggttagaggaggaactacat 
1321 actccgtattacctttgtttcgagtgaggacttctcatttttgagacacctgacctgaga 
1381 cggatccgtgtagacatgttcatgttcatcacctgtggtcgtttctcttggtagtgacaa 
1441 ctgacaactagcggggaggcaccgctaattgtgcgggtggtgtccttgcaaaagttctca 
1501 aataacgcaatggcggattattttcacctttatattaaaaaaaaatttgaaagggcattt 
1561 agggggtaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaacgattccatccggtaatccaattcc 
1621 cgggcgccagggggcgggagatggagtcggccattccccttaaggggggataaatactgg 
1681 gcggtttaaagctggtgggaaacaggggtccataaaccttggaacccttccccctgggta 
1741 agaaagcccaagctccacttcccttagagagcctgggggaaaaccggggtggacggggca 
1801 aaccacctctctttccttcctaccctggcctaaccaaaaaaaaaaaaattcagttaagga 
1861 aaggaaaaaaatataa 

 
ภาพที่ 18  ลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่มีการแปลรหัสของยีน phytochelatin synthase ขนาด 1,251 คู

เบส ที่แปลรหัสเปนกรดอะมิโนความยาว 416 เรสซิดิวส จากลําดับเบสทั้งหมด 1,876 
สวนที่ขีดเสนใตแสดง Stop codon (TAA) และ poly A signal (ATTAAA) 
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ตารางที่ 6  การเปรียบเทียบเปอรเซ็นตความเหมือนของกรดอะมิโนองคประกอบของยีน 
phytochelatin synthase ของขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอื่น 

 

Accession # Plant Species Common name #Amino acid  
Partial/Complete 

%Identity 

AHX22005 
 

Oryza sativa L. cv. 
Khao Dawk Mali 105 

ขาวขาวดอกมะลิ 
105 (jusmine rice) 

416/516 100 

EEC79817 Oryza sativa ขาว (rice) 416/415 (partial) 99 
AFU06381 Phragmites australis ออเล็ก (reed) 413/498 75 
AAO13810 Cynodon dactylon หญาแพรก 

(bermuda grass) 
417/504 71 

Q9SWW5 Triticum aestivum ขาวสาลี (wheat) 415/500 76 
AAG22095 Typha latifolia ธูปฤาษี (broadleaf 

cattail) 
422/422 59 

BAN08523 Nelumbo nucifera บัวหลวง (sacred 
lotus) 

420/505 60 

AAO13809 Allium sativum กระเทยีม (garlic) 421/506 58 
NP001235576 Glycine max ถ่ัวเหลือง (soybean) 413/498 54 
AAU93349 Lactuca sativa ผักกาดหอม (lettuce) 405/490 54 
AAD16046 Arabidopsis thaliana อะราบิดอฟซสิ 

(mousear cress) 
400/485 52 

CAC37692 Brassica juncea ผักกาดเขยีว (leaf 
mustard) 

400/485 52 

AEY68568 Pyrus betulifolia birch-leaved Pear 412/497 55 
 

จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโพลีเปปไทดที่โคลนไดกับโปรตีน 
phytochelatin synthase ที่มีรายงานไวในฐานขอมูล พบวาลําดับกรดอะมิโนมีความคลายคลึงกันคิด
เปนรอยละ 52-76 (ตารางที่ 6) โดยลําดับกรดอะมิโนที่พบในขาวขาวดอกมะลิ 105 มีความ
คลายคลึงกับโปรตีน phytochelatin synthase ที่พบในขาวสาลี (accession Q9SWW5) มากที่สุด คิด
เปนรอยละ 76 
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เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดมาทํา multiple alignment กับพืชอีก 11 ชนิด (ตาราง
ที่ 6) ดวยโปรแกรม ClustalW พบวา ลําดับกรดอะมิโนมีความตางกันในบริเวณปลาย C-terminal 
ของ phytochelatin synthase และพบลําดับกรดอะมิโนอนุรักษ CysCysXXXCysXXCys (X คือ 
กรดอะมิโนชนิดใดก็ได) (ภาพที่ 19) ในพืชหลายชนิด ไดแก ขาวสาลี (accession Q9SWW5), บัว
หลวง (Nelumbo nucifera accession BAN08523), ถ่ัวเหลือง (Glycine max accession 
NP001235576), Birch-leaved Pear (Pyrus betulifolia accession AEY68568), อะราบิดอฟซิส 
(accession AAD16046), ผักกาดเขียว (accession CAC37692), และ ออเล็ก (Phragmites australis 
accession AFU06381) โดยในขาวขาวดอกมะลิ 105 มีลําดับเปน CysCysArgGluThrCysPheLysCys 
นอกจากนี้ยังพบกรดอะมิโนอนุรักษซิสเตอีนหลายตําแหนง (ภาพที่ 19) 

 
Glycine_max               SMLDCCEPLETVKARGITFGKLVCLAHCAGAKVEAFHATHSSIDDFRKYVKKCSMSDDCH 60 
Pyrus_betulifolia         SMLDCCEPLETVKEKGISFGKLVCLAHCAGAKVEAFRTNHSTIDDFRKYVLRCSTSDDCH 60 
Arabidopsis_thaliana      SMLDCCEPLEVVKEKGISFGKVVCLAHCSGAKVEAFRTSQSTIDDFRKFVVKCTSSENCH 60 
Brassica_juncea           SMLDCCEPLEAVKEKGISFGKVVCLAHCSGAKVEAFRTNQTTIDDFRKFVMKCSTSENCH 60 
Lactuca_sativa            SMLDCCEPLEKVKAKGISFGKVVCLAHCAGAKVEAFRTNQSNIDEFRKHVIACSTSDDCH 60 
Nelumbo_nucifera          SMLDCCEPLEKIKAKGIAFGKVVCLAHCAGAKVEAFRTNQSTLNDFRQHVITCTSSEDNH 60 
Typha_latifolia           SMLDCCEPLEKIKAEGITFGKVACLAHCAGXKVEAFRANQSTIDDFRKHVIQCTSSEDCH 60 
Allium_sativum            SMLDCCEPLEKVKEEGITFGKVACLAHCAGANVQAIRTSQGSLEDFRQHIIRCTSSDDCH 60 
Phragmites_australis      SMLDCCEPLDKVKAQGITFGKVACLAHCSGANVQSFRANRATIHDFRRHLIRCASSQDCH 60 
Cynodon_dactylon          SMLDCCEPLDKVKAQGITFGKVALLAHCAGADVQTFRANRITLEDLRRHLVRCASSQDCH 60 
Triticum_aestivum         SMLDCCEPLHKVKAEGITFGKVVCLAHCAGARVQSFRADQTTIHDFRAHLTRCASSQDCH 60 
Oryza_sativa              SMLDCCEPLDKVKAEGITFAKLACLAHCAGANVRSFRADQSTIHDFRHHLVRSASSQDCH 60 
                          *********. :* .**:*.*:. ****:*  *.:::: : .:.::* .:  .: *:: * 
                              C                 C   C                         C       
Glycine_max               VISSYHRAALKQTGIGHFSPIGGYHVGRDMALILDVARFKYPPHWIPLKLLWEGMNYIDE 120 
Pyrus_betulifolia         VISSYDRSVLKQTGTGHFSPIGGYHAERDMALILDVARFKYPPHWVPLKILWDAMNNVDS 120 
Arabidopsis_thaliana      MISTYHRGVFKQTGTGHFSPIGGYNAERDMPLILDVARFKYPPHWVPLKLLWEAMDSIDQ 120 
Brassica_juncea           MISTYHRGVFKQTGSGHFSPIGGYNAERDMALILDVARFKYPPHWVPLKLLWEAMDSIDD 120 
Lactuca_sativa            VISSYNRATFKQTGSGHFSPIGSYHAGRDMALILDVARFKYPPHWVPVPLLWEAMDTLDD 120 
Nelumbo_nucifera          VITSYHRASFKQTGSGHFSPIGGYHAGRDMVLILDVARFKYPPHWVPLPLLWEAMNTVDE 120 
Typha_latifolia           LVVSYSRKLFKQTGSGHFSPIGGYHSGKDMVLILDVARFKYPPHWVPLELLWEAMNTVDK 120 
Allium_sativum            VITSYNRKAFGQTGTGHFSPIGGYHKGSDMALILDTARFKYPPHWVPLQLLWEAMKYEDP 120 
Phragmites_australis      LIASYHREPFKQTGTGHFSPIGGYHAGQDMALILDVARFKYPPHWVPLSLLWEAMNTTDE 120 
Cynodon_dactylon          LIASYHRKAFKQTGTGHFSPIGGYHAGQDMALILDVARFKYPPHWVPLSLLWEAMNTTDE 120 
Triticum_aestivum         LISSYHRSPFKQTGTGHFSPIGGYHAEKDMALILDVARFKYPPHWVPLTLLWDAMNTTDE 120 
Oryza_sativa              LIASYHRKPFKQTGTGHFSPIGDYHAGQDMALILDVARFKYPPHWVPLPLLWEAMNTTDD 120 
                          :: :* *  : *** *******.*:   ** ****.*********:*: :**:.*.  *  
 
Glycine_max               DTGQSRGFMLVSRPHREPGLLYTLSCKHESWINIAKFLMDDVPLLLKSEDVKDILQVVSI 180 
Pyrus_betulifolia         STGQRRGFVLISRPHSEPGQLYTLSCKHESWVGVARYLMDDVPLLLKSREVKDIQEVLSV 180 
Arabidopsis_thaliana      STGKRRGFMLISRPHREPGLLYTLSCKDESWIEIAKYLKEDVPRLVSSQHVDSVEKIISV 180 
Brassica_juncea           STGKRRGFMLISRPHREPGLLYTLSCKDESWISIAKYLKEDVPRLVSSQHVDSVDKILSV 180 
Lactuca_sativa            ASGFRRGFMLISRLQRPPALLYTLSCKHESWVNIAKYLMEDVLVLLGSRNVKDVKDVLSV 180 
Nelumbo_nucifera          TTGNYRGFMLISRLHRAPSLLYTLSCKHESWVSTSKYLMDDVPLLLESEDVKNVQQVLSV 180 
Typha_latifolia           ATGCLRGFMLISRFQKASSSLYTLSCRHESWLSMVKYLIDDVPIILKSGSLGDAPSVLLL 180 
Allium_sativum            ATGYPRGFMLISKLQRAPSLLYTLSCRHESWVQTAKYLMDDVPILLKKANLNTVQDVLSL 180 
Phragmites_australis      STGLHRGFMLISRHTAAPSLLYTVSCGNESWKSIAKYCVEDLPNLLKAESPDDVPTLLSH 180 
Cynodon_dactylon          STRLLRGFMLISRHTAAPAMLYTVSCRDESWKSMAKYCVEDLPNLLKAENLENVPTLLSC 180 
Triticum_aestivum         ATGLLRGFMLVSRRSSAPSLLYTVSCGHGSWKSMAKYCVEDVPNLLKDESLDNVTTLLSR 180 
Oryza_sativa              ATGLLRGFMLISRHSAAPSLLYTVSCRDESWKSMAKYCMEDVPDLLKDESVDNVPALLSR 180 
                           :   ***:*:*:    .. ***:** . **    ::  :*:  ::          ::   

 
ภาพที่ 19  การทํา Multiple alignment เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน phytochelatin synthase ของ

ขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชชนิดอื่นๆ บริเวณอนุรักษ CysCysXXXCysXXCys และ
ตําแหนงกรดอะมิโนอนุรักษซิสเตอีนแสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
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Glycine_max               IAASLPSNFEEFIKWIAEIRRREDGGPSLSAEEKARLAIKEEVLKQVQETGLFKHVASFL 240 
Pyrus_betulifolia         VFMSLPSYFGQFIKWVAEVRRREDGGQSLSPEEKARLAVKEEVLRQVQDTGLFKHVAELL 240 
Arabidopsis_thaliana      VFKSLPSNFNQFIRWVAEIRITEDSNQNLSAEEKSRLKLKQLVLKEVHETELFKHINKFL 240 
Brassica_juncea           VFKSLPSNFNTFIRWVAEVRIAEDTKQNLSAEEKSRLNLKQVVLKEVHETELFKHISKFL 240 
Lactuca_sativa            VFNSLPSKFLEFIKWVAEVRRTEEGDQSLSPEEQERLAIKGEILKQVQESELYRHVTEFL 240 
Nelumbo_nucifera          VFTSLPNNFGEFIKWVAEVRRQEDGNSSLSTEEKERLAVKEEVLKQVREAGLYKHVTEWF 240 
Typha_latifolia           LIKSLPANAGDFIKWFAEVRRQEEGQSRISKEEKERLALKEEVLQQVYETELYKVVKNVL 240 
Allium_sativum            IFKSLLSNAGDFIKWVAEVRRPEE-NSALSKEEKERLAIKEIVLQQIRETKLYKYVSEWL 239 
Phragmites_australis      LIESLPANAGALIKWVVEVRRKEEGRPTLSKEEKERLFLKENVLQQVRDTKLFYEVHGQQ 240 
Cynodon_dactylon          LIETLPANAGALIKWVVEVRRKEESGSSLSIEEKERLSMKEIVLQQVRDTRLFTILHDLK 240 
Triticum_aestivum         LVESLPANAGDLIKCVIEVRRKEEGESSLSKEEKERLFLKEKVLQQIRDTDLFRVVHELQ 240 
Oryza_sativa              LVKSLPANAGNLIKWVIEVRRQEEGGSGLSKEEEERLILKEMILQQVRDTELFRLVRELQ 240 
                          :  :*      :*: . *:*  *:    :* **: ** :*  :*::: :: *:  :     
 
Glycine_max               SS---SCSRQQVSGDGDTLPIIAASVCCQGAEILGGK-PSSAG-YCCRETCLKCLKA-ED 294 
Pyrus_betulifolia         SSAH-SCCGNLYSGHEENLPNIAASVCCQGAQILSGN-SAFSGVYCCQETCVKCFKA-NG 297 
Arabidopsis_thaliana      ST----------VGYEDSLTYAAAKACCQGAEILSG---SPSKEFCCRETCVKCIKG-PD 286 
Brassica_juncea           ST----------VGYEDSLTYAAAKACCQGAEILSG---CSSKEYCCRETCVTCVKG-PG 286 
Lactuca_sativa            LSEKSGCNGPLCLGKESSLSDIAASVCCQGAGILEGKRESSSNGFCCGETKVHCLKSNEG 300 
Nelumbo_nucifera          SSANSCCQNIPSLDGDDTLSQIAASVCCQGAELLTGN-SSTSNEFCCKETCVKCLKA-NG 298 
Typha_latifolia           SSANSCCTNFSFPNNKDFLPEIAATVCCQGAALLTGK-VGGKEEFCCKSTSVKCFTT-NG 298 
Allium_sativum            SDMRSCCCNASAFSGKDSLTDIAASVCCQGALLLAGN-LGRDNKSCLKETCVNNVKS-NG 297 
Phragmites_australis      Y-AKSCCSCSSSS-EEDSLTRIAAAVCCQGVAMLSGN-LASRDGLCCRETCIRCIQA-NG 296 
Cynodon_dactylon          IGNIQCCKCSLSSGRRFYCLKLQVAVCCQEAAMLSGS-IASNNGFCCRETCFSSVQA-NG 298 
Triticum_aestivum         YPKGLCGSCSSSS-DEDSLAEIAATVCCQGAAFLSGN-LVSRDGFCCRETCIKCIEA-NG 297 
Oryza_sativa              FTKQPCCSCSYSS-DDDSFTWIAASVCCQGAALLTGN-LSSKDGFCCRETCFKCVQV-DG 297 
                                                 . .*** . :* *         *  .* .  .     
                                                    CC                 CC...C..C      
Glycine_max               DKPITMVSGTVVNGNSEQGVDVLIPSSSEKLCCICSKS--KYIRVHPASTDVLTVLLLSL 352 
Pyrus_betulifolia         DKPVTVVSGTVVNGGTEEKMDMLVPSSKTNSGCSCA------IGIHPASNDVLTALLLAL 351 
Arabidopsis_thaliana      DSEGTVVTGVVVRDGNEQKVDLLVPSTQT--ECECG-----PEATYPAGNDVFTALLLAL 339 
Brassica_juncea           EAEGTVVTGVVVRDGSEQNVDLLVPSTQT--DCECG-----PEANFPAGNDVFTVLLLAL 339 
Lactuca_sativa            EMGVTVVSGKVMNGMSEQHVDMLIPS----------------IGMHPASNDVLTTLLLAL 344 
Nelumbo_nucifera          DMPVTVVSGTVLSGCSEQGVELLVPSSPTRRRACCGSSSSNYFGMHPVSNDVVTVLLLAL 358 
Typha_latifolia           NGPTTIISGTVVSDGKEQGVDMLVPVSPTKSSCCRSGLSNGVAI-HPASDNVLTVLLLAL 357 
Allium_sativum            GGPITVVSGTVVSEGGEQGVDMLVPTSPSKSHGCNAGSSSFCAIAHPGHGDVLTILSLAL 357 
Phragmites_australis      DGLKTVISGTVVSEGNEQAVDMLLPISSPYTSSCNSTVS-DEIVNYPSNTDVLTVLLLSL 355 
Cynodon_dactylon          NGVKTVISGTVVSEGKEQGVDMLLPMSPRCASSCNSEAG-DEIIKYPSKTDVLTVLLLAL 357 
Triticum_aestivum         DGLKTVISGTVVSKGNEQAVDLLLPTSSSKTSLCNSNLK-SKIVKYPSSTDVLTVLLLVL 356 
Oryza_sativa              DGPKTVVTGTAVSGVNEQSVDMLLPISTLETSVCNSNSS-NEVVKYPSRTDILTVLLLAL 356 
                              *:::* .:    *: :::*:*                    .*   ::.* * * * 
 
Glycine_max               PSTTWAGITDEQLLAEIHDLVSIENLPTLLQEEVLHLRRQLHLLKRCQEGKVDEDLGAPL 412 
Pyrus_betulifolia         PPGTWSGIKDEKLSKEISNLVSTANLPTLLQEEVLHLRRQLHLLKKCQEDRVDDDLGSPL 411 
Arabidopsis_thaliana      PPQTWSGIKDQALMHEMKQLISMASLPTLLQEEVLHLRRQLQLLKRCQENKEEDDLAAPA 399 
Brassica_juncea           PPQTWSGIKDQALMQEMKQLISMASLPTMLQEEVLHLRRQLQLLKRCQENKEEEDFAAPA 399 
Lactuca_sativa            PPHTWSGIKDEALLHQINGLVSTETLPILLQEEIMHLRGQLHVLKRCKDDEVEEDLSAPS 404 
Nelumbo_nucifera          PPRTWSGIKEEKLKQEISSLVSTESLPLLLQEEVLHLRQQLKFLRRCQDKEVIDGLSTPS 418 
Typha_latifolia           PPRTWLDIEDKSLLAEIQGLVSTENLPDVLQHEVLHLRRQFDFLKRCKNNEVDDDPILPP 417 
Allium_sativum            FTNSWFDISNKKLLDEIRALVSFQNLPDVLQEEVLHLRRQLMFLKKCKDKEVDGDVLLPS 417 
Phragmites_australis      HPNTWLGIKDEKLKAEFQALVSTDNLPDVLKQEIVHLRRQLVYL--CKAEEAGSHVPPSH 413 
Cynodon_dactylon          HPSTWLGIKDESLKAEFQALVSTDNLPEVLKQEILHLRRQLCYLKSCKEEECEDPVPPSH 417 
Triticum_aestivum         QPNTWLGIKDENVKAEFQSLVSTDNLPDLLKQEILHLRRQLHYLAGCKGQEACQ-EPPSP 415 
Oryza_sativa              HPSTWVGIKDERLKAEFQSLISTDILHDDLKREILHLRRQLHYVRSCKEEEYGDPVPQSH 416 
                           . :* .* :: :  ::  *:*   *   *:.*::*** *:  :  *:  .       .  
                                                                        C             
Glycine_max               S---- 413 
Pyrus_betulifolia         A---- 412 
Arabidopsis_thaliana      Y---- 400 
Brassica_juncea           F---- 400 
Lactuca_sativa            V---- 405 
Nelumbo_nucifera          VS--- 420 
Typha_latifolia           HSQPF 422 
Allium_sativum            ISMV- 421 
Phragmites_australis      ----- 
Cynodon_dactylon          ----- 
Triticum_aestivum         ----- 
Oryza_sativa              ----- 

 
ภาพที่ 19  (ตอ) 
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เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนดังกลาวมาทําศึกษาความสัมพันธของโปรตีนจากการ
วิเคราะหดวย phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม MEGA 4.0 (ภาพที่ 20) พบวา phytochelatin 
synthase จากขาวขาวดอกมะลิ 105 มีความสัมพันธใกลชิดกับ phytochelatin synthase ที่พบในพืช
ใบเลี้ยงเดี่ยว ไดแก ขาวสาลี (accession Q9SWW5), ออเล็ก (accession AFU06381) และหญา
แพรก (accession AAO13810) และยังจัดอยูในกลุมเดียวกับ ธูปฤาษี (Typha latifolia accession 
AAG22095) และ กระเทียม (accession AAO13809) ซ่ึงอยูในกลุมของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ในขณะที่
แยกออกจากกลุมพืชใบเลี้ยงคู ไดแก อะราบิดอฟซิส (accession AAD16046), ผักกาดเขียว 
(accession CAC37692), ถ่ัวเหลือง (accession NP001235576), birch-leaved Pear (accession 
AEY68568), ผักกาดหอม (Lactuca sativa accession AAU93349) และ บัวหลวง (accession 
BAN08523) 

 

 
 

ภาพที่ 20  phylogenetic tree แสดงความสัมพันธของ phytochelatin synthase ในขาวขาวดอกมะลิ 
   105 กับพืชชนิดอ่ืนๆ 11 ชนิด (วิเคราะหดวย neighbor-joining method, ทําซํ้าทั้งหมด 
   1000 คร้ัง) 
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phytochelatin synthase เปนเอนไซมหนึ่งที่มีความสําคัญตอการลดความเปนพิษ
ของโลหะหนักตางๆรวมทั้งสารหนูในเซลลพืช โดยมีหนาที่สังเคราะหโปรตีน phytochelatins ซ่ึง
จะเขาจับกับสารหนูที่อยูในรูปของอารเซไนต แลวนําสารประกอบนี้เขาสูแวคิวโอลเพื่อลดความ
เปนพิษตอเซลล (Waqar et al., 2009) 

เมื่อพิจารณาความเหมือนและตางของลําดับกรดอะมิโนของ  phytochelatin 
synthase ที่ไดจากรากของขาวขาวดอกมะลิ 105 กับพืชอีก 11 ชนิด พบวาลําดับกรดอะมิโนมีความ
ตางกันในบริเวณปลาย C-terminal ของ phytochelatin synthase และพบลําดับกรดอะมิโนอนุรักษ 
CysCysXXXCysXXCys (ภาพที่ 19) ซ่ึงตรงกับรายงานของ Chang et al. (2012) ที่ไดศึกษายีน 
phytochelatin synthase ใน birch-leaf pear (Pyrus betulaefolia Bunge) พบวาในบริเวณ C-terminal 
ของ Birch-leaf pear น้ันมีความแตกตางกับ phytochelatin synthase ในพืชชนิดอื่น แตพบวามีโมทิฟ
ซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโนอนุรักษเปน Cys369Cys370GlnGluThrCys374ValLysCys377 นอกจากนี้ 
Vestergaard et al. (2008) รายงานวา โมทิฟซ่ึงอยูบริเวณ C-terminal นี้มีความสําคัญตอการทํางาน
ของ phytochelatin synthase โดยจะเปนบริเวณที่ตรวจจับกับโลหะหนักแคดเมียมแลวสงโลหะหนัก
ไปยังบริเวณอนุรักษของ N-terminal และยังชวยในการรักษาเสถียรภาพของเอนไซมอีกดวย 
(Ruotolo et al., 2004) 

ลําดับกรดอะมิโนของ phytochelatin synthase ที่ไดจากรากของขาวขาวดอกมะลิ 
105 และพืชชนิดตางๆ พบวามีลําดับกรดอะมิโนอนุรักษซิสเตอีนและซิสเตอีนสองตัวที่อยูติดกัน
หลายตําแหนง (Cys-Cys) (ภาพที่ 19) กรดอะมิโนซิสเตอีนเหลานี้มีความสําคัญตอการกระตุนการ
ทํางานของเอนไซมเมื่อส่ิงมีชีวิตไดรับโลหะหนัก (Maier et al., 2003) โดยอารเซไนตสามารถจับ
กับกรดอะมโินซิสเตอีนของ phytochelatin synthase บริเวณหมู sulphhydryl (-SH) (Delnomdedieu 
et al., 1994) 

เมื่อวิเคราะหความสัมพันธของโปรตีน phytochelatin synthase ดวย phylogenetic 
tree พบวา phytochelatin synthase จากขาวขาวดอกมะลิ 105 มีความใกลชิดกับที่พบใน ขาวสาลี, 
ออเล็กและหญาแพรก ซ่ึงจัดอยูในกลุมของพืชใบเลี้ยงเดี่ยว และแยกออกจากพืชใบเลี้ยงคูบางชนิด 
ไดแก ผักกาดเขียวและอะราบิดอฟซิส ผลจากการศึกษาในอะราบิดอฟซิสสายพันธุกลาย cad1-3 
(cadmium sensitive) ซ่ึงไมมีการแสดงออกของ phytochelatin synthase พบวาพืชที่เปนสายพันธุ
กลายนี้มีความสามารถทนตอสารหนูไดไมดีเทากับตนที่เปน wild type แสดงใหเห็นถึงความสําคัญ
ของ phytochelatin synthase ที่ทําใหพืชสามารถทนทานตอสภาพแวดลอมที่ปนเปอนสารหนู (Ha et 
al., 1999) 
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4. การตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยวิธี quantitative real-time PCR 

4.1 การออกแบบไพรเมอรที่ใชในการทํา quantitative real-time PCR 

นําลําดับเบสที่ไดจากการโคลนยีนทั้งสองมาออกแบบไพรเมอรที่ใชในการ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน โดย arsenate reductase คือ ไพรเมอร forward AR1_F และไพร
เมอร reverse AR430_R ซ่ึงใหผลผลิตพีซีอารขนาด 430 คูเบส ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน phytochelatin synthase คือ ไพรเมอร forward PCS_F(RT) และ ไพรเมอร 
reverse PCS_R(RT) ซ่ึงใหผลผลิตพีซีอารขนาด 146 คูเบส (ตารางที่ 7) ไพรเมอร forward eEF-
1a_F และ reverse eEF-1a_R ถูกใชในการสังเคราะหยีน eukaryotic elongation factor 1-alpha 
(eEF-1a) ซ่ึงเปน housekeeping gene ที่มีอยูในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด (Mukesh et al., 2006) เปนยีน
มาตรฐานในการทดลองครั้งนี้ โดยใหผลผลิตพีซีอารขนาด 103 คูเบส 
 
ตารางที่ 7 ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของดวยวิธี quantitative real-time PCR 
 
Primer Sequence Tm (ºC) 

AR1_F 5′ATGGCGCGGAGCGTGTCGTAC3′ 67.2 
AR430_R 5′CAGGAAGCGAGTAGAGTTACAAC3′ 60.6 
PCS_F(RT) 5′CAGCCTCTGTGTGCTGTCAA3′ 59.3 
PCS_R(RT) 5′TGAAACCGCTGTGCCTGTAA3′ 57.3 
eEF-1a_F 5′TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT3′ 59.3 
eEF-1a_R 5′GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA3′ 59.7 
 
 4.2 การเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนในรากขาว 

นําอารเอ็นเอที่สกัดไดจากเซลลรากของขาว 4 สายพันธุ (ภาพที่ 5) จํานวน 5 
ไมโครกรัม มาสรางดีเอ็นเอสายแรก โดยใชไพรเมอรชนิด reverse ที่จําเพาะตอปลาย 3′ ของยีน 
arsenate reductase, phytochelatin synthase และ eukaryotic elongation factor 1-alpha ไดแก 
AR430_R, PCS_R(RT), RACE(T) และ eEF-1a_R 
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4.2.1 การเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase 

ผล melting curve ของยีนเปาหมายและยีนมาตรฐานมีขนาดเทากันในทุก
ตัวอยาง (ภาพผนวกที่ 5 (ค)) โดยคา Tm ของยีน arsenate reductase เทากับ 90 องศาเซลเซียส และ
ยีน eukaryotic elongation factor 1-alpha เทากับ 81 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็นวาผลผลิตพีซีอาร
ถูกตองในทุกตัวอยางที่ตรวจสอบ ผลการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน arsenate 
reductase ดวยคา Ct (ตารางผนวกที่ 2) พบวาการแสดงออกของยีน arsenate reductase ของขาวทั้ง 
4 สายพันธุมีความแตกตางกัน 

เมื่อนําคา relative expression ratio (2-ΔΔCT) (ตารางผนวกที่ 2) มาแสดง
เปนกราฟแทง (ภาพที่ 21 (ก)) พบวาการแสดงออกของยีน arsenate reductase ในขาว 4 สายพันธุที่
ไมไดรับสารหนู (0 μM) มีความแตกตางกัน โดยสายพันธุที่มีการแสดงออกสูงสุด คือ ขาวเหนียว 
กข 6 โดยมีคา relative expression ratio เทากับ 6.5453 และเพิ่มเปน 0.17 เทา (6.7194) เม่ือไดรับ
สารหนู (50 μM) รองลงมาคือ ขาวขาวดอกมะลิ 105 มีคาเทากับ 5.3519 และเพิ่มเปน 2.3 เทา 
(7.7342) เมื่อไดรับสารหนู พันธุไรซเบอรร่ี มีคาเทากับ 3.3471 และเพิ่มขึ้นเปน 0.31 เทา (3.6652) 
เมื่อไดรับสารหนู และมีการแสดงออกนอยที่สุดในขาวเหนียวพันธุหางยี 71 คือ 1.0019 และเพิ่มเปน 
1.02 เทา (2.0301) เมื่อไดรับสารหนู (ตารางผนวกที่ 3) จากผลการทดลองจะเห็นวาสารหนูมีผลตอ
การเพิ่มการแสดงออกของ arsenate reductase ในขาวขาวดอกมะลิ 105, ขาวเหนียวหางยี 71 และ
ไรซเบอรร่ี ตามลําดับ ในขณะที่มีการเปลี่ยนแปลงนอยมากในขาวเหนียวพันธุ กข 6 

การแสดงออกของยีน arsenate reductase ที่แตกตางกันในขาวแตละสาย
พันธุที่ไดรับและไมไดรับสารหนู แสดงดวยการสังเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (RT-PCR) ณ 
รอบที่ 27 เมื่อตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอของยีน arsenate reductase เปรียบเทียบกับยีน eukaryotic 
elongation factor 1-alpha ในขาวทั้ง 4 สายพันธุดวยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (ภาพที่ 21(ข), (ง)) พบวา 
ผลการทดลองที่ไดมีความสอดคลองกัน 
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ภาพที่ 21  ระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase ในรากขาว 4 สายพันธุที่ไดรับ (50 μM) 
 และไมไดรับสารหนู (0 μM) ตรวจสอบดวยวิธี qPCR (ก) กราฟแทงแสดงระดับการ
 แสดงออกของยีน arsenate reductase (ข) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน arsenate reductase ที่
 สังเคราะหดวย RT-PCR จํานวน 27 รอบ (ค) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน arsenate reductase ที่
 ไดจากการทํา qPCR จํานวน 40 รอบ (ง) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน eukaryotic elongation 
 factor 1-alpha ที่ไดจากการทํา RT-PCR จํานวน 27 รอบ – คือ ตัวอยางที่ไมไดรับสารหนู 
 และ + คือ ตัวอยางที่ไดรับสารหนู 
  

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 
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4.2.2 การเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase 

ผล melting curve ของยีนเปาหมายและยีนมาตรฐานมีขนาดเทากันในทุก
ตัวอยาง (ภาพผนวกที่ 6 (ค)) โดยคา Tm ของยีน phytochelatin synthase และยีน eukaryotic 
elongation factor 1-alpha เทากับ 81 องศาเซลเซียส ในทุกตัวอยางที่ทําการตรวจสอบ ผลการ
เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase ดวยคา Ct (ตารางผนวกที่ 4) พบวา
การแสดงออกของยีน phytochelatin synthase ของขาวทั้ง 4 สายพันธุมีความแตกตางกัน 

เมื่อนําคา relative expression ratio (ตารางผนวกที่ 4) มาแสดงเปนกราฟ
แทง (ภาพที่ 22 (ก)) พบวาการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase ในขาว 4 สายพันธุที่ไมได
รับสารหนู มีความแตกตางกัน โดยสายพันธุที่มีการแสดงออกสูงสุด คือ ขาวขาวดอกมะลิ 105 โดย
มีคา relative expression ratio เทากับ 7.4632 และเพิ่มเปน 0.49 เทา (7.9559) เมื่อไดรับสารหนู 
รองลงมาคือขาวเหนียวพันธุ กข 6 มีคาเทากับ 3.1417 และเพิ่มเปน 1.4 เทา (4.6285) เมื่อไดรับสาร
หนู พันธุไรซเบอรร่ี มีคาเทากับ 1.4345 และเพิ่มขึ้นเปน 2.55 เทา (3.9923) เม่ือไดรับสารหนู และมี
การแสดงออกนอยที่สุดในขาวเหนียวพันธุหางยี 71 เทากับ 1.1085 และเพิ่มเปน 0.12 เทา (1.2304) 
เมื่อไดรับสารหนู (ตารางผนวกที่ 5) จากผลการทดลองจะเห็นวาสารหนูมีผลตอการเพิ่มการ
แสดงออกของยีน phytochelatin synthase ในขาวพันธุไรซเบอรร่ี, ขาวเหนียว กข 6 และขาวขาว
ดอกมะลิ 105 ตามลําดับ ในขณะที่ไมพบความเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนในขาวเหนียว
พันธุหางยี 71 

การแสดงออกของยีน phytochelatin synthase ที่แตกตางกันในขาวแตละ
สายพันธุที่ไดรับและไมไดรับสารหนู แสดงดวยการสังเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (RT-PCR) ณ 
รอบที่ 27 ผลการทดลองที่ไดมีความสอดคลองกับการศึกษาดวยวิธี qPCR เม่ือตรวจสอบปริมาณดี
เอ็นเอของยีน phytochelatin synthase เปรียบเทียบกับยีน eukaryotic elongation factor 1-alpha ใน
ขาวทั้ง 4 สายพันธุดวยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (ภาพที่ 22 (ข), (ง)) 
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ภาพที่ 22  ระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase ในรากขาว 4 สายพันธุที่ไดรับ (50 
 μM) และไมไดรับสารหนู (0 μM) ตรวจสอบดวยวิธี qPCR (ก) กราฟแทงแสดงระดับการ
 แสดงออกของยีน phytochelatin synthase (ข) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน phytochelatin 
 synthase ที่สังเคราะหดวย RT-PCR จํานวน 27 รอบ (ค) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน 
 phytochelatin synthase ที่ไดจากการทํา qPCR จํานวน 40 รอบ (ง) ปริมาณดีเอ็นเอของยีน 
 eukaryotic elongation factor 1-alpha ที่ไดจากการทํา RT-PCR จํานวน 27 รอบ – คือ 
 ตัวอยางที่ไมไดรับสารหนู และ + คือ ตัวอยางที่ไดรับสารหนู 

 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 
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ตารางท่ี 8  ระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase และ phytochelatin synthase ในรากขาว 
4 สายพันธุ ที่เพิ่มขึ้นเปนจํานวนเทา (X) เมื่อไดรับสารหนู (50 μM) นาน 1 สัปดาห 

 
 ขาวดอกมะลิ 105 ไรซเบอรร่ี กข 6 หางยี 71 

 
Arsenate reductase 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
Phytochelatin synthase 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
* ความสูงของลูกศรแสดงจํานวนเทา (X) ระดับการแสดงออกของยีน 
 

รากเปนอวัยวะสวนแรกที่ไดรับสารหนูและมีการสะสมของสารหนูมากกวา
บริเวณอ่ืน (Abedin et al., 2002) ดังนั้น เมื่อพืชไดรับสารหนูจึงมักมีการแสดงออกของยีนที่
ตอบสนองตอสารหนูในเซลลรากสูงกวาเนื้อเยื่อในบริเวณอื่น (Chang et al., 2012) การแสดงออก
ของ arsenate reductase และ phytochelatin synthase ที่เกิดขึ้นในเซลลรากจะชวยลดปริมาณสาร
หนูที่จะเคลื่อนที่ขึ้นไปสูยอดและเขาไปสะสมในเมล็ดขาว เนื่องจาก สารหนูจะถูกเปลี่ยนรูปและ
นําเขาไปสะสมในแวคิวโอลภายในเซลลรากอยางรวดเร็ว (Zhao et al., 2008) จากผลการทดลองใน
คร้ังนี้แสดงใหเห็นวายีน arsenate reductase และ phytochelatin synthase ในรากขาวมีการ
แสดงออกอยูกอนแลว แมวาจะยังไมไดรับสารหนูและหลังจากที่ไดรับสารหนูความเขมขน 50 μM 
นาน 1 สัปดาห การแสดงออกของของยีน arsenate reductase สูงขึ้นเปน 2.3, 1.02 และ 0.3 เทา ใน
รากขาวขาวดอกมะลิ 105 ขาวเหนียวหางยี 71 และ ขาวไรซเบอรร่ี ตามลําดับ สําหรับขาวเหนียว กข 
6 การแสดงออกของยีนเปลี่ยนแปลงนอยมากเพียง 0.17 เทา สําหรับการแสดงออกของยีน 
phytochelatin synthase หลังจากที่ไดรับสารหนูพบวามีการแสดงออกสูงขึ้นเปน 2.5, 1.4 และ 0.4 
เทา ในรากขาวไรซเบอรร่ี, ขาวเหนียว กข 6 และ ขาวขาวดอกมะลิ 105 ตามลําดับ สําหรับขาว
เหนียวหางยี 71 พบวามีการเปลี่ยนแปลงนอยมากคือ 0.12 เทา (ตารางที่ 8) 

การแสดงออกของยีน arsenate reductase ในขาวเหนียวพันธุ กข 6 และ ยีน 
phytochelatin synthase ในขาวเหนียวพันธุหางยี 71 ที่เปลี่ยนแปลงไปเพียงเล็กนอยเมื่อไดรับสาร
หนู สอดคลองกับงานวิจัยของ Norton et al., 2008 ที่ไดทําการศึกษา transcriptome analysis โดยใช
เทคนิค microarray ในขาวสองสายพันธุคือ bala ซ่ึงเปนสายพันธุที่ทนตอสารหนู (arsenic tolerant) 
และ azucena ที่ไวตอสารหนู (arsenic sensitive) เพื่อศกึษาการตอบสนองตอสารหนูในรากของขาว

2.30 X 0.31 X 0.17 X 1.02 X

0.49 X 2.55 X 1.40 X 0.12 X 
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ทั้งสองสายพันธุ ที่ไดรับสารหนูเปนเวลา 1 สัปดาห พบวา มีการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองตอ
สารหนูเปนจํานวนมาก แตกลับไมพบการเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้นในยีน arsenate reductase และ 
phytochelatin synthase ผลจากงานวิจัยนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Chakrabarty et al., 2009 ซ่ึงได
ใชเทคนิค microarray เพื่อศึกษา transcriptome analysis ในขาวที่ไดรับสารหนูเชนเดียวกันและ
พบวามีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับขบวนการเมตาบอลิซึมตางๆ 
ในเซลลเปนจํานวนมาก เชน การสังเคราะหแสง, เจริญเติบโต และการขนสงสาร เปนตน โดยบาง
ยีนมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น ในขณะที่บางยีนมีการแสดงออกลดลง และกลาววามีการ
เปลี่ยนแปลงรูปแบบการแสดงออกนอยมากในยีน arsenate reductase และ phytochelatin synthase 
ซ่ึงผิดจากที่คาดการณเอาไววายีนทั้งสองนาจะมีการแสดงออกสูงขึ้นเพื่อตอบสนองตอสารหนู 
งานวิจัยของ Chang et al. (2012) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase (PbPCS1) 
โดยใชเทคนิค quantitative real-time PCR ใน birch-leaf Pear ที่ไดรับโลหะหนักตางๆ ไดแก 
CdSO4 (20 μM), ZnSO4 (20 μM) และ CuSO4 (20 μM) จากการศึกษาพบวาการแสดงออกของยีน 
PbPCS1 สูงขึ้น 4.34, 0.26, และ 2.82 เทา เมื่อไดรับ CdSO4, ZnSO4 และ CuSO4 ตามลําดับ เมื่อ
เปรียบเทียบระหวางการแสดงออกในใบ ลําตนและราก พบวามีการแสดงออกในบริเวณรากสูง
ที่สุด อยางไรก็ตามงานวิจัยของ Rai et al., 2011 ซ่ึงไดทําการศึกษาการแสดงออกของยีนตางๆที่
ตอบสนองตอสารหนูดวยเทคนิค semiquantitative RT-PCR ในขาว 4 สายพันธุ ไดแก triguna, IR-
36, PNR-519 และ IET-4786 พบวาการแสดงออกของยีนตางๆรวมทั้ง phytochelatin synthase มี
ความแตกตางในขาวแตละสายพันธุโดยมีการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase สูงขึ้น ใน
ขาวพันธุ Triguna และ IR-36 และมีการแสดงออกลดลง ในขาวสองสายพันธุที่เหลือ คือ PNR-519 
และ IET-4786 แสดงวาการแสดงออกของยีนดังกลาวมีรูปแบบการแสดงออกเมื่อไดรับหนูแตกตาง
กันไปในขาวแตละสายพันธุ 

จากการสรุปผลการทดลองในตารางที่ 8 จะเห็นวา ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 
105 และขาวเหนียวพันธุหางยี 71 มีการแสดงออกของยีน arsenate reductase สูง แสดงใหเห็นวา
การเปลี่ยนโครงสรางของสารหนูจากอารเซเนตเปนอารเซไนต ในขาวทั้งสองสายพันธุเกิดขึ้น
มากกวาในขาวไรซเบอรร่ี และขาวเหนียว กข 6 ทําใหสารหนูในรูปอารเซไนตซ่ึงมีความเปนพิษตอ
พืชมีมากกวา ในขณะเดียวกันทั้งขาวพันธุไรซเบอรร่ี และขาวเหนียวพันธุ กข 6 มีการแสดงออก
ของยีน phytochelatin synthase เพิ่มขึ้นสูง เพื่อลดความเปนพิษของสารหนูอารเซไนตในเซลล โดย
การรวมตัวกันระหวางโปรตีน phytochelatins และสารหนูอารเซไนต แลวพาสารหนูเขาสูแวคิวโอล 
สงผลใหตนขาวสามารถทนตอสภาวะที่ปนเปอนสารหนูไดดีและคาดวาขบวนการลดความเปนพิษ
ของสารหนูนาจะมีผลตอการสะสมสารหนูที่เหลือในเมล็ดขาว 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 

 1. การโคลนยีน arsenate reductase ที่ตอบสนองตอสารหนูจากรากของขาวขาวดอกมะลิ 

105 พบวา arsenate reductase นั้นจัดอยูในกลุมเดียวกับพืชใบเลี้ยงเดี่ยวหลายชนิดทั้งยังพบบริเวณ

อนุรักษ HisCys(X)5Arg ซ่ึงมีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซม 

 2. การโคลนบางสวนยีน phytochelatin synthase จากรากของขาวขาวดอกมะลิ 105 พบวา

ลําดับกรดอะมิโนในบริเวณนี้มีความแตกตางกันในบริเวณปลาย 3′ ซ่ึงกําหนดการสรางสาย 

โพลีเปปไทดในสวนปลาย C-terminal ระหวาง phytochelatin synthase ของพืชหลายชนิด และยัง

พบกรดอะมิโนสวนอนุรักษ CysCys(X)3Cys(X)2Cys บริเวณปลาย C-terminal ซ่ึงมีหนาที่สําคัญใน

การจับกับโลหะหนักและสารหนู 

 3. เมื่อใหสารหนู (50 μM) แกขาว 4 สายพันธุและศึกษาระดับการแสดงออกของยีน 

arsenate reductase และ phytochelatin synthase ดวยเทคนิค quantitative real-time PCR พบวามี

ระดับการแสดงออกที่แตกตางกันไปในแตละสายพันธุ พบวาการแสดงออกของยีน arsenate 

reductase สูงขึ้นหลังจากที่ไดรับสารหนูในรากขาวเจาขาวดอกมะลิ 105 ขาวเหนียวหางยี 71 และ 

ขาวเจาไรซเบอรร่ี ตามลําดับ สําหรับขาวเหนียว กข 6 การแสดงออกของยีนเปลี่ยนแปลงไปนอย

มาก ในขณะที่การแสดงออกของยีน phytochelatin synthase หลังจากที่ไดรับสารหนูเพิ่มสูงขึ้น ใน

รากขาวเจาไรซเบอรร่ี ขาวเหนยีว กข 6 ขาวเจาขาวดอกมะลิ 105 ตามลําดับ และมีการเปลี่ยนแปลง

นอยมากในขาวเหนียวหางยี 71 

ขอเสนอแนะ 

 ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase และ phytochelatin synthase 

ควบคูกับยีนที่เกี่ยวของกับขบวนการลดความเปนพิษของสารหนูอ่ืนๆ ในขาวไทยสายพันธุตางๆ

เพิ่มมากขึ้น เพื่อเก็บรวบรวมไวเปนขอมูลสําหรับนําไปตอยอดในการปรับปรุงพันธุขาวที่ทนตอ

สารหนูในอนาคต 
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Arsenate reductase 
 
EER94555Sorghum_bicolor            ATGGCGCGGAGCGTGTCGTACGTTTCGGCGGCGAAGCTGGTGTCCATGGC 50 
AFW88260Zea_mays                   ATGGCGCGGAGCGTATCGTACGTTTCGGCGGCGAAGCTGGTATCCATGGC 50 
XM004983711Setaria_italica         ATGGCGCGGAGCGTGTCGTACGTGTCGGCGGCGAAGCTGGTGTCTATGGC 50 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      ATGGCGCGGAGCGTGTCGTACGTGTCGGCGGCGAAGCTCCTGGCCATGGC 50 
                                   **************.******** **************  *. * ***** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            GCGAGGCAATCCCCGCCTCGCCATCATCGACGTCAGGGATGAGGAGAGGA 100 
AFW88260Zea_mays                   GCGAGGCAATCCCCGCCTCGCCATCATCGACGTCAGGGATGAGGAGAGGA 100 
XM004983711Setaria_italica         GCGCGGCAATCCCCGCGTCGCCATCATCGACGTCAGGGACGAGGAGAGGA 100 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      GCGCAGCAACCCCCGCGTCGCCATCATCGACGTCAGGGACGAGGAGAGGA 100 
                                   ***..**** ****** ********************** ********** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            GCTACCAGGCGCACATCGCGGGTTCGCACCACTTCGCCAGCGGCAGCTTC 150 
AFW88260Zea_mays                   GCTACCAGGCTCACATCGCGGGTTCGCACCACTTCGCCAGCGGCAGCTTC 150 
XM004983711Setaria_italica         GCTACCAGGCGCACATCGCGGGGTCGCACCACTTCGCCAGCGGCAGCTTC 150 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      GCTACCAGGCGCACATCGGGGGGTCGCACCACTTCTCCAGCCGCAGCTTC 150 
                                   ********** ******* *** ************ ***** ******** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            GAGGCGCGGATGCCGGAGCTCGCGCGGGCCGCCAGCGGAAAGGACACCCT 200 
AFW88260Zea_mays                   GAGGCGCGGATGCCGGAGCTGGTGCGGGCCGCCAGCGGCAAGGACACCCT 200 
XM004983711Setaria_italica         GCGGCGCGGATGCCGGAGCTGGTGCAGGCCGCCAGCGGCAAGGACACCCT 200 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      GCGGCGCGGCTGCCGGAGCTCGCGCGTGCCACCGGCGACAAGGACACCGT 200 
                                   *.*******.********** * **. ***.**.***..********* * 
 
EER94555Sorghum_bicolor            CGTTTTCCACTGCGCGCTGAGCCAGGTGCGAGGTCCAACTTGTGCTCGGA 250 
AFW88260Zea_mays                   CGTTTTCCACTGCGCGCTGAGCCAGGTACGAGGTCCAACTTGTGCTCGGA 250 
XM004983711Setaria_italica         CGTCTTCCACTGCGCTCTCAGCCAGGTGCGAGGTCCCACATGTGCTCGGA 250 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      CGTCTTCCACTGCGCCCTCAGCAAGGTGCGAGGTCCATCGTGTGCCAAGA 250 
                                   *** *********** ** ***.****.********.:* ***** ..** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            TGTTCTCAGATTATCTATCGGAGACCAAGGAGGATTCAGGGATAAAGAAC 300 
AFW88260Zea_mays                   TGTTCTCAGACTATCTATCGGAGACCAAGGAGGATTCAGGGATAAAGAAC 300 
XM004983711Setaria_italica         TGTTCTTTGACTATCTATCGGAGACCAAGGAGGATTCAGAGATAAAGAAC 300 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      TGTTCTCCGACTATCTATCTGAGACCAAGGAAGAATCAGGAACAAAGAAC 300 
                                   ******  ** ******** ***********.**:****..* ******* 
 
EER94555Sorghum_bicolor            ATCATGGTACTGGAGCTCGGGTTTAACGGATGGGAGGGTTCGGGGCAGCC 350 
AFW88260Zea_mays                   ATCATGGTACTGGAGCGCGGGTTTAACGGATGGGAGGTTTCAGGGCAGCC 350 
XM004983711Setaria_italica         ATCATGGTACTGGAGCTCGGGTTTAACGGATGGGAGGTTTCAGGGCAGCC 350 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      ATCATGGTGCTGGAACGTGGGTTCAATGGATGGGAGCTTTCGGGACAACC 350 
                                   ********.*****.*  ***** ** *********  ***.**.**.** 
 
EER94555Sorghum_bicolor            TGTCTGCCGCTGCACGGACGCTCCTTGCAAAGGGACGTGCTGTTAA---- 396 
AFW88260Zea_mays                   TGTCTGCAGCTGCACCGACGCTCATTGCAAAGGGACGTGTTCTTAA---- 396 
XM004983711Setaria_italica         TGTTTGCCGCTGCACCGACGCTCCTTGCAAAGGGACGTGCTCATGA---- 396 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      CGTTTGCCGGTGCACTGATGCCCCTTGCAAAGGCACATGCTCACCTGAAG 400 
                                    ** ***.* ***** ** ** *.********* **.** * :  :     
 
EER94555Sorghum_bicolor            -------------- 
AFW88260Zea_mays                   -------------- 
XM004983711Setaria_italica         -------------- 
AAK20061Oryza_sativa_Japonica      AACCTGAGTTGTAA 414 

 
ภาพผนวกที่ 2  การวิเคราะห multiple alignment ของยีน arsenate reductase จาก sequence ที่มี

ในฐานขอมูล โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน ตําแหนงของ
ไพรเมอรแสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
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XP002467557Sorghum_bicolor      MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
C5WTH4Sorghum_bicolor           MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
NP001144297Zea_mays             MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
B6TQK1Zea_mays                  MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRLAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
K4AGK1Setaria_italica           MARSVSYVSAAKLVSMARGNPRVAIIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 50 
M0WIP5Hordeum_vulgare           MARSVSYVSAAKLVSMARGN-RVAVIDVRDEERSYQAHIAGSHHFASGSF 49 
I1QVM3Oryza_glaberrima          MARSVSYVSAAKLLAMARGNPRVAIIDVRDEERSYQAHIGGSHHFSSRSF 50 
                                *************::***** *:*:**************.*****:* ** 
 
XP002467557Sorghum_bicolor      EARMPELARAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
C5WTH4Sorghum_bicolor           EARMPELARAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
NP001144297Zea_mays             EARMPELVRAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
B6TQK1Zea_mays                  EARMPELVRAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFSDYLSETKEDSGIKN 100 
K4AGK1Setaria_italica           AARMPELVQAASGKDTLVFHCALSQVRGPTCARMFFDYLSETKEDSEIKN 100 
M0WIP5Hordeum_vulgare           AARMPELVRATSGKDTLVFHCALSQVRGPSCARMFSDYLSESKEDSGIKN 99 
I1QVM3Oryza_glaberrima          AARLPELARATGDKDTVVFHCALSKVRGPSCAKMFSDYLSETKEESGTKN 100 
                                 **:***.:*:..***:*******:****:**:** *****:**:*  ** 
 
XP002467557Sorghum_bicolor      IMVLELGFNGWEGSGQPVCRCTDAPCKGTCC------ 131 
C5WTH4Sorghum_bicolor           IMVLELGFNGWEGSGQPVCRCTDAPCKGTCC------ 131 
NP001144297Zea_mays             IMVLERGFNGWEVSGQPVCSCTDAHCKGTCS------ 131 
B6TQK1Zea_mays                  IMVLERGFNGWEVSGQPVCSCTDAHCKGTCS------ 131 
K4AGK1Setaria_italica           IMVLELGFNGWEVSGQPVCRCTDAPCKGTCS------ 131 
M0WIP5Hordeum_vulgare           IMVLERGYNGWEISGQPVCHCKDAPCKGTCS------ 130 
I1QVM3Oryza_glaberrima          IMVLERGFNGWELSGQPVCRCTDAPCKGTCSPEEPEL 137 
                                ***** *:**** ****** *.** *****.  
 

 
ภาพผนวกที่ 2 (ตอ) 
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Phytochelatin synthase 

EAY98053Oryza_sativaIndica        ATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGC 50 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGC 50 
AAO13349Oryza_sativa              ATGGCGTCTAAACCAAGCAGCCGAGCGGAAAGCAACCAGGCGGCGGCGGC 50 
AF093752Triticum_aestivum         ---------------------------------------ATGGAG----- 6 
AY553634Cynodon_dactylon          ---------------------------------------ATGGCGGCGGC 11 
                                                                         . **.*      
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GGTGCCGTCGCTGTACGGGCGCGCCCTGCCGTCGCCGCCGGCGGTGGAGT 100 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GGTGCCGTCGCTGTACGGGCGCGCCCTGCCGTCGCCGCCGGCGGTGGAGT 100 
AAO13349Oryza_sativa              GGTGCCGTCGCTGTACGGGCGCGCCCTGCCGTCGCCGCCGGCGGTGGAGT 100 
AF093752Triticum_aestivum         -GTGGCGTCGCTGTACCGGCGGGTGCTGCCGTCGCCGCCGGCGGTGGAGT 55 
AY553634Cynodon_dactylon          TGTGGCATCACTGTACCGGCGGGTCCTCCCGTCGCCGCCGGCGGTGGACT 61 
                                   *** *.**.****** **** *  ** ******************** * 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        TCGCGTCGGCGGAGGGGCGGCGGCTGTTCGCGGAGGCGCTCCAGGGGGGC 150 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      TCGCGTCGGCGGAGGGGCGGCGGCTGTTCGCGGAGGCGCTCCAGGGGGGC 150 
AAO13349Oryza_sativa              TCGCGTCGGCGGAGGGGCGGCGGCTGTTCGCGGAGGCGCTCCAGGGGGGC 150 
AF093752Triticum_aestivum         TCGCGTCGGCGGAGGGGAAGCGGCTGTTCGCGGAGGCGCTGCAGGGCGGG 105 
AY553634Cynodon_dactylon          TCGCCTCTCCGGAGGGCAAGCGCCTCTTCGCGGAGGCCCTCTCGGCGGGC 111 
                                  **** **  ******* ..*** ** *********** **  .**  **  
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        ACCATGCAGGGGTTCTTCAGCCTCGTCTCCGTCTTCCAGACGCAGTCGGA 200 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ACCATGCAGGGGTTCTTCAGCCTCGTCTCCGTCTTCCAGACGCAGTCGGA 200 
AAO13349Oryza_sativa              ACCATGCAGGGGTTCTCCAGCCTCGTCTCCGTCTTCCAGACGCAGTCGGA 200 
AF093752Triticum_aestivum         ACCATGGAGGGCTTCTTCAACCTCATCTCCTACTTCCAGACGCAGTCGGA 155 
AY553634Cynodon_dactylon          ACCATGGAGGGCTTCTTCTCCCTCATCTCCTGCTTCCAGACGCAGTCCGA 161 
                                  ****** **** **** *: ****.*****  *************** ** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GCCGGCCTTCTGCGGCCTCGCCACGCTCGCCGTCGTCCTCAACGCGCTCC 250 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GCCGGCCTTCTGCGGCCTCGCCACGCTCGCCGTCGTCCTCAACGCGCTCC 250 
AAO13349Oryza_sativa              GCCGGCCTTCTGCGGCCTCGCCACGCTCGCCGTCGTCCTCAACGCGCTCC 250 
AF093752Triticum_aestivum         GCCGGCCTTCTGCGGCCTCGCCTCCCTCTCCGTCGTGCTCAACGCGCTCG 205 
AY553634Cynodon_dactylon          GCCGGCCTTCTGCGGCCTCGCCTCGCTCGCCGTCGTCCTCAACGCGCTCG 211 
                                  **********************:* *** ******* ************  
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GCATCGACCCGGGGCGGCGGTGGAAGGGCCCCTGGCGGTGGTTCGACGAG 300 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GCATCGACCCGGGGCGGCGGTGGAAGGGCCCCTGGCGGTGGTTCGACGAG 300 
AAO13349Oryza_sativa              GCATCGACCCGGGGCGGCGGTGGAAGGGCCCCTGGCAGTGGTTCGACGAG 300 
AF093752Triticum_aestivum         CCATCGACCCCGGCCGGCCGTGGAAGGGGCCCTGGCGCTGGTTCGACGAG 255 
AY553634Cynodon_dactylon          CCATCGACCCCGGCCGCCGATGGAAGGGCCCCTGGCGGTGGTTCGACGAG 261 
                                   ********* ** ** * .******** *******. ************ 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCGCCTCGACACGGTCAGGGCGGAGGGGAT 350 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCACCTCGACACGGTCAGGGCGGAGGGGAT 350 
AAO13349Oryza_sativa              TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCACCTCGACACGGTCAGGGCGGAGGGGAT 350 
AF093752Triticum_aestivum         TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCCCCTCCACAAGGTCAAGGCCGAGGGCAT 305 
AY553634Cynodon_dactylon          TCAATGCTCGATTGCTGCGAGCTCCTCGACAAGGTCAAGGCCCAGGGCAT 311 
                                  **.******** ********** **** ***.*****.***  **** ** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCCCACTGCTCCGGCGCCGACGTCC 400 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCCCACTGCTCCGGCGCCGACGTCC 400 
AAO13349Oryza_sativa              CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCCCACTGCTCCGGCGCCGACGTCC 400 
AF093752Triticum_aestivum         CACCTTCGGCAAGGTCGTCTGCCTCGCGCACTGCGCCGGCGCCCGTGTCC 355 
AY553634Cynodon_dactylon          CACCTTCGGCAAGGTCGCCTGCCTCGCGCACTGCTCCGGCGCCAAGGTCC 361 
                                  ***************** ********* ****** ******** . **** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GCACCTTCCGCGCCGCCCAGGCCACGCTCGCCGACCTCCGCCGCCACCTC 450 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GCACCTTCCGCGCCGCCCAGGCCACGCTCGCCGACCTCCGCCGCCACCTC 450 
AAO13349Oryza_sativa              GCACCTTCCGCGCCGCCCAGGCCACGCTCGCCGACCTCCGCCGCCACCTC 450 
AF093752Triticum_aestivum         AGTCCTTCCGCGCCGACCAGACCACCATCCACGACTTCCGCGCCCACCTC 405 
AY553634Cynodon_dactylon          AGTCTTTCCGCGCCAACCGAGCCACCATCAACGACTTCCGCAGCCATCTC 411 
                                  . :* *********..**...**** .** .**** *****  *** *** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        CTGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCG 500 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      CTGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCG 500 
AAO13349Oryza_sativa              CTGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGATTGCCATCTCGTCGCCTCCTACCACCG 500 
AF093752Triticum_aestivum         ACGCGCTGCGCCTCCTCCCAGGACTGCCATCTCATCTCCTCCTACCACAG 455 
AY553634Cynodon_dactylon          GTCCGCTGCGTCTCCTCTCAAGATTGCCATCTCATCGCCTCCTACCACAG 461 
                                     ******* ****** **.** *********.** ***********.* 

 
ภาคผนวกที่ 3 การวิเคราะห multiple alignment ของยีน phytochelatin synthase จากลําดับนิวคลีโอ
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EAY98053Oryza_sativaIndica        GAAGCTTCTCGGCCAGACTGGAACAGGGCATTTCTCGCCGATTGGCGGCT 550 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GAAGCTTCTCGGCCAGACTGGAACAGGGCATTTCTCGCCGATTGGCGGCT 550 
AAO13349Oryza_sativa              GAAGCTTCTCGGCCAGACTGGAACAGGGCATTTCTCGCCGATTGGCGGCT 550 
AF093752Triticum_aestivum         GAGCCCCTTCAAGCAGACTGGGACTGGCCATTTCTCACCGATCGGCGGGT 505 
AY553634Cynodon_dactylon          GAAGCCTTTACAGCAGACTGGAACTGGGCATTTCTCCCCAATCGGTGGCT 511 
                                  **. *   *. . ********.**:** ******** **.** ** ** * 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        ACCATGCTGGGCAGGACATGGCGCTGATCCTGGATGTCGCTCGCTTCAAA 600 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ACCATGCTGGGCAGGACATGGCGCTGATCCTGGATGTCGCTCGCTTCAAA 600 
AAO13349Oryza_sativa              ACCATGCTGGGCAGGACATGGCGCTGATCCTGGATGTCGCTCGCTTCAAA 600 
AF093752Triticum_aestivum         ATCATGCCGAGAAAGACATGGCGCTCATCTTGGATGTTGCGCGCTTCAAA 555 
AY553634Cynodon_dactylon          ACCACGCCGGACAGGATATGGCGCTTATCTTTGATGGTGCCCGATTCAAG 561 
                                  * ** ** *...*.** ******** *** * ****  ** **.*****. 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        TACCCTCCTCATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACAC 650 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      TACCCTCCTCATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACAC 650 
AAO13349Oryza_sativa              TACCCTCCTCATTGGATTCCGCTGCCGCTTCTTTGGGAAGCCATGAACAC 650 
AF093752Triticum_aestivum         TACCCTCCTCATTGGGTTCCATTGACGCTTCTCTGGGATGCCATGAACAC 605 
AY553634Cynodon_dactylon          TACCCTCCACATTGGGTTCCACTGCCACTTCCTTAGGAAGCCATTAATAC 611 
                                  ********:******.****. **.*.****  *.***:***** ** ** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTATCTCAAGGA 700 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GATTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTATCTCAAGGA 700 
AAO13349Oryza_sativa              GATTGATGAGGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTATCTCAAGGA 700 
AF093752Triticum_aestivum         GACTGATGAAGCAACTGGGCTTCTCAGGGGGTTCATGCTTGTATCAAGGC 655 
AY553634Cynodon_dactylon          GACTGATGAAACAACTGGGCTTCACAGAGGGTACATGCTCGTATCAAGGC 661 
                                  ** ******..************:***.****:****** .*.******. 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        ATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGCAGTGAATTGCAGGGATGAAAGC 750 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGCAGTGAATTGCAGGGATGAAAGC 750 
AAO13349Oryza_sativa              ATACTGAAGCTCCTTTATTGATCCGTGCAGTGAGTAAAT------TAACA 744 
AF093752Triticum_aestivum         GCAGTTCAGCTCCTTCATTGCTCTACACAGTGAGTTGCGGCCATGGAAGT 705 
AY553634Cynodon_dactylon          ACACTGCAGCTCCTTCGTTACTGTACACAGTGAGTTGTGGAGAGGAAAGC 711 
                                  . * * .******** .**..*  . .******.*:.         **   
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        TGGCAAAGCATGGCAAAGTATTGCATAGAAGTTGTCCCAAATCTTTTGAG 800 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      TGGCAAAGCATGGCAAAGTATTGCATAGAAGTTGTCCCAAATCTTTTGAG 800 
AAO13349Oryza_sativa              TGCCAATGCTTGG-------------------TGAATCAAATATT----- 770 
AF093752Triticum_aestivum         TGGAAAAGCATGGCAAAGTATTGTGTGGAAGATGTGCCCAATCTACTGAA 755 
AY553634Cynodon_dactylon          TGGAAAAGCATGGCAAAGTATTTTATTGAAGATTTGCCAAATATTTTGGA 761 
                                  ** .**:**:***                   * :  *.***.*:      
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        GGATAACAGCGTAGACAATGTCCTAACAATTCTTTCCCGTTTAGTGAATC 850 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      GGATAACAGCGTAGACAATGTCCTAACAATTCTTTCCCGTTTAGTGAATC 850 
AAO13349Oryza_sativa              ---------------------------------------------GAATC 775 
AF093752Triticum_aestivum         GGATGAGAGTCTAGACAATGTTACAACACTTCTGTCCCGCCTAGTGGAAT 805 
AY553634Cynodon_dactylon          GATTGAGAGTCTAGGCAATGTTCCAACACTCTTGTCCCGCTTAGTTACTA 811 
                                                                                ..:  
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        ATCTTCCTCCCAATGCTGGAAATTTTATCAAATGGGTCATTGAAGTTAGG 900 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ATCTTCCTCCCAATGCTGGAAATTTTATCAAATGGGTCATTGAAGTTAGG 900 
AAO13349Oryza_sativa              ATCTTCCTCCCAATGCTGGAAATTTTATCAAATGGGTCATTGAAGTTAGG 825 
AF093752Triticum_aestivum         CTCTCCCAGCCAATGCTGGAGATTTGATCAAATGTGTCATTGAAGTTAGG 855 
AY553634Cynodon_dactylon          CTCTTCAAGCCAATGCTGGAGCTTTGATCAAATGGGTTGTTGAAGTTAGG 861 
                                  .*** *.: ***********..*** ******** ** .*********** 
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        AGACAAGAGGAAGGAGGATCCAGCCCAAGTAAAGAGGCTAACGAAATGCC 950 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      AGACAAGAGGAAGGAGGATCCAGCCCAAGTAAAGAGGCTAACGAAATGCC 950 
AAO13349Oryza_sativa              AGACAAGAGGAAGGAGGATCCAGCCCAAGTAAAGAGGCTAACGAAATGCC 875 
AF093752Triticum_aestivum         AGAAAAGAGGAAGGTGAATCAAGCTTGAGTAAAGAGGAGAAAGAAAGGCT 905 
AY553634Cynodon_dactylon          AGAAGAGAGGAAGGTGGGTCAAGCTTAAGCGTAAAAAAAAAAAAAA---- 907 
                                  ***..*********:*..**.***  .** .:*.*... **..***     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        TTTCCTGAAGGAAAAGATCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTC 1000 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      TTTCCTGAAGGAAAAGGTCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTC 1000 
AAO13349Oryza_sativa              TTTCCTGAAGGAAAAGGTCCTACAGCAAATCCGTGATACTAAGCTTTTTC 925 
AF093752Triticum_aestivum         TTTTTTGAAGGAAAAAGTATTACAGCAAATCCGTGATACTGATCTTTTCA 955 
AY553634Cynodon_dactylon          -------AAAAAAAAAAAAAAA---------------------------- 922 
                                         **..****..:. :*                             
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              AGCTGGTCCACAAACTGCAATGTTCTAAGCAGCCCTGTTGTAGTTGCTCG 975 
AF093752Triticum_aestivum         GAGTAGTCCACGAACTGCAATATCCCAAGGGGCTATGTGGTAGTTGCTCG 1005 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     

 
ภาคผนวกที่ 3 (ตอ) 
  

537#PCS679_F 

538#PCS698_R 
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EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              TCTTTAACGGACGAAGATTCCATTT------------------------- 1000 
AF093752Triticum_aestivum         TCTTCAAGTGATGAAGATTCGCTTGCCGAGATTGCAGCCACTGTGTGCTG 1055 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         TCAAGGAGCTGCATTCCTATCTGGTAACCTTGTATCTAGAGATGGGTTCT 1105 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         GCTGCCGAGAAACATGTATCAAATGTATAGAAGCAAATGGTGATGGACTA 1155 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         AAGACTGTTATCTCAGGAACCGTGGTATCTAAAGGGAATGAACAGGCTGT 1205 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         TGATTTGCTTTTACCAACATCCTCGTCAAAAACAAGCTTATGCAATTCAA 1255 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         ACTTGAAGAGCAAGATTGTCAAGTATCCATCAAGCACAGATGTTCTAACT 1305 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         GTCCTACTGCTGGTTTTACAGCCTAACACATGGCTTGGCATAAAAGACGA 1355 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         GAACGTGAAAGCTGAATTTCAGAGTCTTGTTTCAACAGACAATCTTCCTG 1405 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         ATCTTCTTAAACAGGAGATACTGCATCTAAGGCGGCAGCTCCATTATTTG 1455 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         GCTGGTTGTAAAGGACAGGAGGCATGTCAAGAGCCTCCATCCCCTTAGGG 1505 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         ACGCTGCTGCGACAATCTGCTCACTTGGTTAGGAGATAAGGCCCTTGGAG 1555 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     

 
ภาคผนวกที่ 3 (ตอ) 

  



84 

 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         ATCCCACGAGCATACTATCGAGGCAAAAATATATGATTCAATAAACAGAC 1605 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         TTACTTCGTGAGGTAGGAGGACATACTAAGGATCAAAGTAATAGGATTTT 1655 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         GAGAGAGTATTGGAGCCAAGATAGCTGGTAACATCCTGGTTACCGGTCTC 1705 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        -------------------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      -------------------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              -------------------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         TTTTGGTTCACTATATATGTAAATTCTTTTGCGTTTATATTATTTTCTTC 1755 
AY553634Cynodon_dactylon          -------------------------------------------------- 
                                                                                     
 
EAY98053Oryza_sativaIndica        ----------------------------------------- 
EEE63734Oryza_sativaJaponica      ----------------------------------------- 
AAO13349Oryza_sativa              ----------------------------------------- 
AF093752Triticum_aestivum         GACTATGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1796 
AY553634Cynodon_dactylon          ----------------------------------------- 

 
ภาคผนวกที่ 3 (ตอ) 
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TCCATGCTCGACTGCTGCGAGCCCCTCGACAAGGTGAAGGCGGAGGGCAT 
CACCTTCGCCAAACTCGCCTGCCTCGCGCACTGCGCCGGTGCCAATGTCC 
GCTCCTTCCGCGCCGACCAGTCCACCATCCACGACTTCCGCCACCATCTC 
GTCCGCTCTGCCTCCTCCCAGGACTGCCATCTCATCGCATCCTACCACAG 
GAAGCCTTTCAAACAGACTGGAACCGGCCATTTCTCTCCAATCGGCGACT 
ACCATGCCGGCCAAGACATGGCGCTTATCCTGGATGTCGCCCGCTTCAAA 
TACCCTCCTCACTGGGTTCCACTCCCACTGCTTTGGGAAGCCATGAATAC 
AACTGATGACGCGACTGGTCTACTCAGGGGGTTCATGCTTATCTCAAGGC 
ACTCTGCAGCTCCTTCATTGCTCTACACAGTGAGTTGCAGAGATGAAAGC 
TGGAAAAGCATGGCGAAGTATTGCATGGAAGATGTACCCGATCTTCTTAA 
GGATGAGAGTGTAGACAATGTTCCAGCACTTCTGTCCCGCTTAGTGAAAT 
CCCTTCCTGCCAATGCTGGAAATTTGATCAAATGGGTTATTGAAGTTAGG 
AGACAAGAGGAAGGAGGATCAGGATTAAGCAAAGAGGAGGAAGAAAGGCT 
TATTTTGAAGGAAATGATACTACAGCAAGTCCGTGATACTGAGCTTTTTA 
GATTAGTCCGTGAACTGCAATTCACTAAGCAGCCATGTTGTAGTTGCTCA 
TATTCAAGTGATGATGATTCCTTTACCTGGATTGCAGCCTCTGTGTGCTG 
TCAAGGGGCCGCATTGCTAACAGGGAATCTTTCATCAAAAGATGGGTTCT 
GCTGCAGAGAAACTTGCTTCAAATGTGTACAAGTGGATGGTGATGGGCCT 
AAGACTGTCGTTACAGGCACAGCGGTTTCAGGAGTCAATGAACAAAGTGT 
TGATATGCTTCTACCGATATCCACATTGGAAACAAGCGTGTGCAATTCAA 
ATTCAAGCAACGAGGTTGTCAAATATCCATCTAGAACAGATATTTTAACT 
GTTCTATTGCTGGCTTTACATCCTAGCACATGGGTGGGCATTAAAGACGA 
GAGGCTGAAAGCTGAATTCCAGAGTCTTATTTCAACAGACATTCTTCATG 
ATGATCTTAAACGAGAGATATTACATCTAAGACGGCAACTCCATTATGTG 
AGGTCCTGTAAAGAGGAGGAATATGGAGATCCTGTGCCACAATCCCATTA 
ACAATGATGCAAATCGCGCAGTTGGTTACCCTGGAGATGCAAAAAAAAGG 
GGTTAGAGGAGGAACTACATACTCCGTATTACCTTTGTTTCGAGTGAGGA 
CTTCTCATTTTTGAGACACCTGACCTGAGACGGATCCGTGTAGACATGTT 
CATGTTCATCACCTGTGGTCGTTTCTCTTGGTAGTGACAACTGACAACTA 
GCGGGGAGGCACCGCTAATTGTGCGGGTGGTGTCCTTGCAAAAGTTCTCA 
AATAACGCAATGGCGGATTATTTTCACCTTTATATTAAAAAAAAATTTGA 
AAGGGCATTTAGGGGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACGATT 
CCATCCGGTAATCCAATTCCCGGGCGCCAGGGGGCGGGAGATGGAGTCGG 
CCATTCCCCTTAAGGGGGGATAAATACTGGGCGGTTTAAAGCTGGTGGGA 
AACAGGGGTCCATAAACCTTGGAACCCTTCCCCCTGGGTAAGAAAGCCCA 
AGCTCCACTTCCCTTAGAGAGCCTGGGGGAAAACCGGGGTGGACGGGGCA 
AACCACCTCTCTTTCCTTCCTACCCTGGCCTAACCAAAAAAAAAAAAATT 
CAGTTAAGGAAAGGAAAAAAATATAA 

 
ภาพผนวกที่ 4 ลําดับนิวคลีโอดของยีน phytochelatin synthase จากผลผลิตพีซีอารบริเวณกลางยีน 

(ขีดเสนใต) และ บริเวณปลาย 3’ ตัวหนาแสดงสวนที่เปน stop codon (TAA) และ 
poly A signal (ATTAAA) บริเวณที่ซอนทับกันแสดงในกรอบสี่เหล่ียม 
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 arsenate reductase 
 

(ก)  
 

  
 

 
 

ภาพผนวกที่ 5  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน arsenate reductase ดวยวิธี quantitative Real-
time PCR 
(ก) amplification plot ของยีน eukaryotic elongation factor 1-alpha 
(ข) amplification plot ของยีน arsenate reductase และ eukaryotic elongation factor 
1-alpha 
(ค) melting curve 

(ข) 

(ค) 
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phytocheltin synthase 
 

(ก) 

 
 

 
 

ภาพผนวกที่ 6  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน phytocheltin synthase ดวยวิธี quantitative 
real-time PCR 
(ก) amplification plot ของยีน eukaryotic elongation factor 1-alpha 
(ข) amplification plot ของยีน phytocheltin synthase และ eukaryotic elongation 
factor 1-alpha 
(ค) melting curve 

(ข) 

(ค) 
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ตารางผนวกที่ 1 สรุปผลการวิเคราะหฐานขอมูลโลหะหนักในดินเกษตรกรรมที่ใชปลูกขาว 
 

รหัสตัวอยาง สง
ตัวอยาง 

พิกัดทางภูมิศาสตร As Cd Cu Pb Zn 
X Y (mg/kg) 

 5301011014  28มค53  696733  1565085  13.315  0.550  85.80  18.050  46.600 
 5301011204  28มค53  639299  1546944  10.610  0.500  24.950  22.700  61.600 
 5301011205  28มค53  639974  1546503  10.870  0.500  28.750  21.300  53.750 
 5301011306  28มค53  704104  1560736  9.240  0.450  39.250  17.450  46.650 
 5301011307  28มค53  704167  1562802  10.995  0.500  44.350  19.100  42.350 
 5301011308  28มค53  704367  1563080  9.225  0.400  34.500  17.650  32.200 
 5301011309  28มค53  704394  1563149  10.215  0.450  28.800  18.500  34.850 
 5301011311  28มค53  704335  1567722  10.920  0.500  31.100  17.050  45.350 
 5301011312  28มค53  699700  1576826  10.525  0.500  30.550  13.400  38.650 
 5301011313  28มค53  699129  1575020  11.655  0.500  28.700  16.400  40.000 
 5301011315  28มค53  696961  1564406  8.785  0.400  53.050  16.350  42.950 
 5301011316  28มค53  689643  1561484  6.940  0.350  21.250  17.100  45.050 
 5301017317  28มค53  623179  1558104  16.175  0.650  23.700  27.200  70.700 
 5301017318  28มค53  623036  1559124  12.770  0.550  25.200  24.600  66.350 
 5301017322  28มค53  621773  1551381  17.895  0.700  24.850  24.850  73.800 
 5301033016  3ธค52  188573  1674271  3.959  0.200  8.200  8.700  24.150 
 5301033017  3ธค52  178965  1692542  2.603  0.150  3.950  5.550  11.450 
 5301033023  3ธค52  208379  1732483  1.429  0.150  5.650  5.050  13.800 
 5301033024  3ธค52  235997  1680991  4.232  0.250  10.800  11.800  29.800 
 5301033026  9ธค52  267735  1681010  1.225  0.100  2.850  3.400  7.500 
 5301033029  9ธค52  244414  1689257  3.347  0.200  12.800  11.450  58.250 
 5301033030  9ธค52  225754  1686611  3.310  0.150  7.850  7.700  24.100 
 5301033125  3ธค52  275636  1659914  1.104  0.100  2.800  3.450  10.300 
 5301033127  9ธค52  280115  1658260  2.725  0.150  5.900  5.950  17.350 
 5301033128  9ธค52  267784  1670163  5.335  0.250  6.550  7.500  20.250 
 5301033618  3ธค52  503189  1718122  4.618  0.250  8.300  7.900  23.250 
 5301033619  3ธค52  809794  1747091  3.439  0.200  7.850  7.550  23.100 
 5301033620  3ธค52  179202  1748556  0.653  0.100  2.750  5.100  5.850 
 5301033621  3ธค52  204177  1757876  5.087  0.250  7.850  7.850  17.650 
 5301033622  3ธค52  203925  1744006  5.360  0.300  13.700  13.050  47.350 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 
รหัสตัวอยาง สง

ตัวอยาง 
พิกัดทางภูมิศาสตร As Cd Cu Pb Zn 

X Y (mg/kg) 
 5301043422  11มีค53  502120  1683822  2.013  0.200  1.900  3.000  4.950 
 5301043423  11มีค53  525211  1680429  1.432  0.050  1.400  2.050  7.650 
 5301043424  11มีค53  533556  1676099  0.981  0.050  1.700  3.350  7.800 
 5301043425  11มีค53  499233  1683311  2.219  0.100  3.100  4.700  5.350 
 5301043529  30มีค53  423392  1722447  1.285  0.050  1.700  2.300  3.000 
 5301043530  30มีค53  423480  1721902  1.227  0.100  3.500  3.650  6.950 
 5301043531  30มีค53  423490  1721836  2.537  0.100  5.100  5.550  12.150 
 5301043726  12มีค53  468155  1753290  2.121  0.100  3.550  6.250  9.750 
 5301043727  12มีค53  493561  1758101  1.749  0.100  0.850  4.000  10.000 
 5301043728  12มีค53  463692  1734744  2.869  0.150  5.500  7.750  19.400 
 5301044503  2กพ53  389391  1721839  3.015  0.200  5.000  14.300  23.850 
 5301044507  13มีค53  368174  1784818           
 5301044819  18กพ53  473797  1888168  9.685  0.500  15.800  14.850  47.000 
 5301044820  21มีค53  443360  1873065  1.676  0.100  3.150  4.550  8.450 
 5301044821  21มีค53  441415  1871591  0.776  0.050  1.100  1.800  4.650 
 5301053921  24 มิย53  860366  1870363  4.422  0.300  12.600  21.400  36.600 
 5301053922  7กค53  862497  1866123  4.414  0.250  17.900  11.550  31.700 
 5301054038  7กย53  247154  1762547  4.446  0.300  11.350  15.450  46.450 
 5301054039  5กย53  228346  1854181  2.363  0.200  9.050  16.100  28.150 
 5301054040  5กย53  247842  1815031  1.773  0.150  7.750  13.600  22.300 
 5301054141  10เมย53  231013  1957689  0  0.050  6.100  6.500  13.500 
 5301054345  17กย53  265683  1979569  6.026  0.300  7.700  17.400  20.900 
 5301054346  17กย53  265715  1979705  3.401  0.200  9.450  10.850  29.400 
 5301054409  18กพ53  310514  1792876           
 5301054410  18กพ53  312359  1790999           
 5301054601  7 พค 53  336996  1814142           
 5301054602  7 พค 53  337066  1814063           
 5301065001  1มีค53  494963  2100224           
 5301065002  1มีค53  494963  2100336           
 5301065003  1มีค53  495674  2099503           
 5301065004  1มีค53  495376  2098533           
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 

 
รหัสตัวอยาง สง

ตัวอยาง 
พิกัดทางภูมิศาสตร As Cd Cu Pb Zn 

X Y (mg/kg) 
 5301075412  5ธค52  629318  2008849  2.835  0.150  9.650  5.900  17.750 
 5301075413  5ธค52  631929  2022093  6.130  0.250  13.300  8.800  26.850 
 5301075501  27พย52  649912  2084456  5.875  0.300  12.200  9.850  38.000 
 5301075514  5ธค52  676440  2050409  7.410  0.250  14.550  10.450  33.050 
 5301075515  5ธค52  684370  2066240  6.975  0.300  12.900  8.100  35.250 
 5301075602  27พย52  634433  2092502  7.080  0.300  10.950  8.000  32.900 
 5301075603  27พย52  633438  2113144  7.040  0.300  15.150  8.000  40.750 
 5301075604  27พย52  586541  2137714  6.335  0.250  11.900  13.250  36.550 
 5301075611  2ธค52  592709  2116443  8.900  0.350  17.100  8.800  33.600 
 5301075705  27พย52  574941  2161985  14.270  0.600  16.850  11.200  40.550 
 5301075706  25พย52  591484  2218112  4.611  0.150  9.200  32.100  25.600 
 5301075707  25พย52  595348  2233753  15.715  0.700  22.350  33.300  51.550 
 5301075708  29พย52  610578  2238074  10.540  0.400  16.650  21.700  38.250 
 5301075709  29พย52  616627  2228389  3.431  0.100  13.800  12.250  36.000 
 5301075710  30พย52  595038  2257353  15.115  0.550  24.900  27.400  50.800 
 5301075742  9พค 53  554264  2126279  26.745  1.100  35.550  17.950  51.550 
 5301075745  10พค 53  580784  2155283  7.925  0.350  17.000  15.250  40.050 
 5301084207  26พย52  757498  1953650  6.150  0.300  26.400  12.750  55.450 
 5301084208  26พย52  757683  1954509  12.665  0.700  48.500  17.800  22.900 
 5301084209  26พย52  758646  1955380  3.773  0.200  18.000  5.050  25.950 
 5301086601  26พย52  671115  1814301  4.548  0.350  20.450  11.850  46.850 
 5301086602  26พย52  666295  1808252  7.165  0.500  19.700  9.000  50.550 
 5301086603  26พย52  664650  1808150  5.860  0.700  15.800  17.000  48.100 
 5301086604  26พย52  667913  1807754  3.657  0.250  23.400  5.150  32.100 
 5301086605  26พย52  664526  1809474  3.485  0.200  26.550  5.150  30.300 
 5301086606  26พย52  668065  1769986  3.365  0.150  21.900  2.450  21.100 
 5301086611  5มีค53  675053  1786901  2.840  0.100  4.550  1.900  7.950 
 5301086612  5มีค53  657134  1785216  3.821  0.150  8.400  7.050  28.050 
 5301086613  5มีค53  657153  1771363  2.836  0.100  4.950  2.150  7.700 
 5301086614  5มีค53  657380  1772858  3.205  0.300  28.000  18.650  42.950 
 5301086615  5มีค53  651541  1800042  2.764  0.100  4.700  1.950  7.900 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 
รหัสตัวอยาง สง

ตัวอยาง 
พิกัดทางภูมิศาสตร As Cd Cu Pb Zn 

X Y (mg/kg) 
 5301086710  24กพ52  730522  1820930  7.825  0.800  40.200  14.450  34.500 
 5301096006  15มค53  619905  1745380  13.225  0.650  17.350  15.750  54.850 
 5301096010  25มค53  603733  1743814  7.425  0.250  11.350  10.250  27.050 
 5301096034  2มีค53  642735  1747550  9.540  0.500  17.800  12.600  47.450 
 5301096129  4มีค53  608032  1712345  3.662  0.150  6.900  8.600  16.150 
 5301096146  27เมย53  603431  1714109  4.769  0.150  5.900  8.050  19.400 
 5301096147  27เมย53  610148  1699333  5.015  0.200  8.750  15.150  29.400 
 5301096204  4มค53  567875  1781047  5.190  0.200  10.000  12.200  32.200 
 5301096215  26มค53  555323  1761496  5.710  0.150  5.100  7.550  14.700 
 5301096223  27มค53  534726  1840839  10.330  0.555  13.650  12.650  46.500 
 5301096342  18มีค53  527690  1845333  9.280  0.450  9.800  8.550  40.950 
 5301096343  18มีค53  527365  1846432  9.745  0.500  12.850  14.450  40.400 
 5301096344  18มีค53  526192  1847947  5.580  0.300  14.850  11.250  46.000 
 5301096426  18กพ53  570044  1901483  5.700  0.300  9.550  6.200  22.550 
 5301096435  16มีค53  615473  1876253  10.210  0.550  22.350  15.500  65.750 
 5301096436  16มีค53  594968  1881938  9.345  0.500  20.350  13.750  56.600 
 5301107003  23มีค53  576422  1498805  7.120  0.350  6.050  25.700  8.650 
 5301107004  23มีค53  575812  1498998  4.797  0.250  5.150  22.150  12.500 
 5301107005  23มีค53  575842  1499120  6.575  0.450  6.350  38.350  13.450 
 5301107006  23มีค53  576493  1498991  11.575  0.550  6.250  34.450  6.500 
 5301107007  23มีค53  575772  1499866  11.500  0.550  14.100  22.550  24.900 
 5301107008  23มีค53  576000  1499772  14.455  0.700  9.300  24.250  22.600 
 5301107009  23มีค53  576377  1499907  5.155  0.250  5.900  18.300  11.450 
 5301107010  23มีค53  576255  1499848  5.190  0.250  6.000  18.700  12.600 
 5301107012  23มีค53  575919  1499848  9.645  0.450  8.150  23.750  16.950 
 5301107013  23มีค53  581064  1497689  5.260  0.250  7.550  9.050  9.300 
 5301107014  23มีค53  584912  1493065  5.785  0.300  9.850  7.850  36.100 
 5301107015  23มีค53  585157  1492938  2.748  0.100  8.200  5.750  19.300 
 5301107111  23มีค53  548954  1552819  13.510  0.600  8.100  9.100  16.400 
 5301107601  23มีค53  609668  1439976  15.260  0.700  12.600  22.250  39.800 
 5301118031  19กพ53  557695  944565  7.650  0.300  2.600  4.250  6.050 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 
รหัสตัวอยาง สง

ตัวอยาง 
พิกัดทางภูมิศาสตร As Cd Cu Pb Zn 

X Y (mg/kg) 
 5301118032  19กพ53  557980  944168  4.855  0.200  2.250  4.550  5.900 
 5301118033  19กพ53  541277  930646  12.670  0.650  8.900  11.400  14.300 
 5301118046  19กพ53  588005  928308  7.010  0.300  3.450  6.650  7.750 
 5301118048  19กพ53  589907  927019  10.015  0.450  19.950  8.350  26.350 
 5301118049  16กพ53  601670  921959  18.885  0.750  3.650  8.200  8.900 
 5301118050  19กพ53  600015  923787  16.110  0.650  3.350  6.200  8.500 
 5301118105  18มค53  485252  940522  12.135  0.500  5.200  6.100  12.650 
 5301118115  20มค53  503374  888593  11.380  0.600  12.600  22.050  49.300 
 5301118127  25มค53  492667  889665  12.125  0.500  4.450  12.550  9.050 
 5301118128  25มค53  492700  889600  23.855  0.550  2.900  12.400  4.600 
 5301118222  8กพ53  418897  924779           
 5301118426  9มค53  541567  960043  6.660  0.250  4.600  13.350  21.450 
 5301118430  13กพ53  541443  959104  7.650  0.300  2.600  4.250  6.050 
 5301118436  13กพ53  535623  961458  4.447  0.300  7.550  11.500  22.600 
 5301129045  24มีค53  653965  076770  6.555  0.100  1.650  6.450  5.400 
 5301129048  24กพ53  794210  0653180  4.341  0.200  2.600  16.650  13.950 
 5301129049  24กพ53  794450  0653830  7.250  0.150  4.550  27.600  19.800 
 5301129050  24กพ53  681039  0788313  5.475  0.150  3.850  21.300  12.800 
 5301129102  9กพ53  618813  0751543  12.215  0.350  6.850  32.600  30.150 
 5301129204  9กพ53  572596  0832679  0.243  0.000  1.000  4.300  4.000 
 5301129206  9กพ53  576844  0834601  3.156  0.050  4.300  10.800  13.050 
 5301129208  9กพ53  576115  0837646  10.675  0.300  17.200  26.000  51.000 
 5301129213  9กพ53  561545  0826467  2.754  0.000  5.500  7.550  17.800 
 5301129318  9กพ53  605279  0867735  6.155  0.150  9.200  22.100  28.800 
 5301129440  17กพ53  785887  0748558  4.114  0.050  9.450  19.850  19.100 
 5301129441  17กพ53  785818  0748694  6.330  0.150  17.450  21.650  25.350 
 5301129629  11กพ53  804923  0692854  4.322  0.000  2.300  16.850  11.950 
 5301129652  24กพ53  817723  0707677  5.525  0.100  5.200  29.200  20.450 

คาเฉลี่ย 6.93432 0.314 12.9687 12.9695 27.3322 
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ตารางผนวกที่ 2 ขอมูลการตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีน arsenate reductase 
 

Sample 
(As mM) 

Target Tm 
(ºC) 

Ct SYBR Mean 
Ct 

Ct Mean 
Calibrator 

2-DDCT Mean 
Fold 

change 

S.D. 

ขาวดอกมะลิ105* AR 90 24.94837 23.9173 24.75089 2.6402 5.3519 3.379 
ขาวดอกมะลิ105* AR 90 23.92006 24.75089 4.2778 
ขาวดอกมะลิ105* AR 90 22.88365 24.75089 9.1377 
ขาวดอกมะลิ105* eEF-1a 81 20.97064 20.7687 24.75089    
ขาวดอกมะลิ105* eEF-1a 81 20.63854 24.75089  
ขาวดอกมะลิ105* eEF-1a 81 20.69709 24.75089  
ขาวดอกมะลิ105** AR 90 23.15804 23.2708 24.75089 9.1689 7.7342 1.300 
ขาวดอกมะลิ105** AR 90 23.32725 24.75089 7.4008 
ขาวดอกมะลิ105** AR 90 23.32725 24.75089 6.6330 
ขาวดอกมะลิ105** eEF-1a 81 20.97641 20.8304 24.75089    
ขาวดอกมะลิ105** eEF-1a 81 20.83654 24.75089  
ขาวดอกมะลิ105** eEF-1a 81 20.67852 24.75089  

ไรซเบอรรี่* AR 90 22.5456 22.7424 24.75089 3.7363 3.3471 
 

1.803 
 ไรซเบอรรี่* AR 90 22.21614 24.75089 4.9237 

ไรซเบอรรี่* AR 90 23.46565 24.75089 1.3812 
ไรซเบอรรี่* eEF-1a 81 19.06883 18.9198 

 
24.75089    

ไรซเบอรรี*่ eEF-1a 81 19.13748 24.75089  
ไรซเบอรรี่* eEF-1a 81 18.55316 24.75089  
ไรซเบอรรี่** AR 90 24.36938 24.0189 

 
24.75089 3.2702 3.6652 

 
1.383 

 ไรซเบอรรี*่* AR 90 24.0702 24.75089 2.5222 
ไรซเบอรรี่** AR 90 23.61728 24.75089 5.2031 
ไรซเบอรรี่** eEF-1a 81 20.70038 20.4483 

 
24.75089    

ไรซเบอรรี่** eEF-1a 81 20.02651 24.75089  
ไรซเบอรรี่** eEF-1a 81 20.61825 24.75089  

กข 6* AR 90 23.93494 23.6994 
 

24.75089 6.3583 6.5453 
 

1.257 
 กข 6* AR 90 23.92176 24.75089 5.3915 

กข 6* AR 90 23.24177 24.75089 7.8862 
กข 6* eEF-1a 81 21.22519 21.0139 

 
24.75089    

กข 6* eEF-1a 81 20.97406 24.75089  
กข 6* eEF-1a 81 20.8427 24.75089  
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ตารางผนวกที่ 2 (ตอ) 
 

Sample 
(As mM) 

Target Tm 
(ºC) 

Ct SYBR Mean 
Ct 

Ct Mean 
Calibrator 

2-DDCT Mean 
Fold 

change 

S.D. 

กข 6** AR 90 25.27222 24.3099 
 

24.75089 4.1139 6.7194 
 

2.353 
 กข 6** AR 90 23.62354 24.75089 8.6923 

กข 6** AR 90 24.03411 24.75089 7.3522 
กข 6** eEF-1a 81 21.93432 21.6110 

 
24.75089    

กข 6** eEF-1a 81 21.36488 24.75089  
กข 6** eEF-1a 81 21.5339 24.75089  
หางยี 71* AR 90 25.35052 24.7508 

 
24.75089 1.0557 1.0019 

 
0.074 

 หางยี 71* AR 90 24.54058 24.75089 0.9163 
หางยี 71* AR 90 24.36158 24.75089 1.0338 
หางยี 71* eEF-1a 81 20.05038 19.3725 

 
24.75089    

หางยี 71* eEF-1a 81 19.03602 24.75089  
หางยี 71* eEF-1a 81 19.03109 24.75089  
หางยี 71** AR 90 23.9818 24.0744 

 
24.75089 2.5117 2.0301 

 
0.916 

 หางยี 71** AR 90 24.46001 24.75089 0.9733 
หางยี 71** AR 90 23.78145 24.75089 2.6053 
หางยี 71** eEF-1a 81 19.93209 19.5864 

 
24.75089    

หางยี 71** eEF-1a 81 19.04263 24.75089  
หางยี 71** eEF-1a 81 19.78452 24.75089  

 
* ตัวอยางที่ไมไดรับสารหนู (0 μM) 
 
** ตัวอยางที่ไดรับสารหนู (50 μM) 
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ตารางผนวกที่ 3 ระดับการแสดงออกของยีน arsenate reductase (relative expression ratio) ในราก
ขาวทั้ง 4 สายพันธุที่ไดรับและไมไดรับสารหนู 

 
พันธุขาว relative expression ratio (2-ΔΔCT) 

control (0 μM) arsenic treated (50 μM) 
ขาวดอกมะลิ 105 5.3519 7.7342 
ไรซเบอรร่ี 3.3471 3.6652 
กข 6 6.5453 6.7194 
หางยี 71 1.0019 2.0301 
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ตารางผนวกที่ 4 ขอมูลการตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase 
 

Sample 
(As mM) 

Target Tm 
(ºC) 

Ct SYBR Mean 
Ct 

Ct Mean 
Calibrator 

2-DDCT 

 
Mean 
Fold 

change 

S.D. 

ขาวดอกมะลิ105* PCS 81 23.77225 23.9503 25.69878 8.6006 7.4632 2.168 
ขาวดอกมะลิ105* PCS 81 23.68054 25.69878 8.8263 
ขาวดอกมะลิ105* PCS 81 24.3984 25.69878 4.9629 
ขาวดอกมะลิ105* eEF-1a 81 20.54511 20.4713 

 
25.69878    

ขาวดอกมะลิ105* eEF-1a 81 20.49077 25.69878  
ขาวดอกมะลิ105* eEF-1a 81 20.37801 25.69878  
ขาวดอกมะลิ105** PCS 81 25.74165 25.2732 

 
25.69878 5.8563 7.9559 2.053 

ขาวดอกมะลิ105** PCS 81 24.9434 25.69878 8.0507 
ขาวดอกมะลิ105** PCS 81 25.13475 25.69878 9.9607 
ขาวดอกมะลิ105** eEF-1a 81 21.96007 21.9001 

 
25.69878    

ขาวดอกมะลิ105** eEF-1a 81 21.62094 25.69878  
ขาวดอกมะลิ105** eEF-1a 81 22.11943 25.69878  

ไรซเบอรรี*่ PCS 81 25.2729 24.5213 
 

25.69878 1.0786 1.4345 0.490 
ไรซเบอรรี*่ PCS 81 24.42563 25.69878 1.2316 
ไรซเบอรรี*่ PCS 81 23.86558 25.69878 1.9935 
ไรซเบอรรี*่ eEF-1a 81 19.05044 18.6581 

 
25.69878    

ไรซเบอรรี*่ eEF-1a 81 18.39458 25.69878  
ไรซเบอรรี*่ eEF-1a 81 18.5293 25.69878  
ไรซเบอรรี*่* PCS 81 24.89111 24.4233 

 
25.69878 3.4395 3.9923 0.803 

ไรซเบอรรี*่* PCS 81 24.28307 25.69878 3.6232 
ไรซเบอรรี*่* PCS 81 24.09576 25.69878 4.9142 
ไรซเบอรรี*่* eEF-1a 81 20.34174 20.0705 

 
25.69878    

ไรซเบอรรี*่* eEF-1a 81 19.80878 25.69878  
ไรซเบอรรี*่* eEF-1a 81 20.06115 25.69878  

กข 6* PCS 81 25.53927 25.3158 
 

25.69878 2.7279 3.1417 1.643 
กข 6* PCS 81 25.5574 25.69878 1.7451 
กข 6* PCS 81 24.85101 25.69878 4.9521 
กข 6* eEF-1a 81 20.65549 20.5040 

 
25.69878    

กข 6* eEF-1a 81 20.02913 25.69878  
กข 6* eEF-1a 81 20.82748 25.69878  
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ตารางผนวกที่ 4 (ตอ) 
 

Sample 
(As mM) 

Target Tm 
(ºC) 

Ct SYBR Mean 
Ct 

Ct Mean 
Calibrator 

2-DDCT Mean 
Fold 

change 

S.D. 

กข 6** AR 90 25.27222 24.3099 
 

24.75089 4.1139 6.7194 
 

2.353 
 กข 6** AR 90 23.62354 24.75089 8.6923 

กข 6** AR 90 24.03411 24.75089 7.3522 
กข 6** eEF-1a 81 21.93432 21.6110 

 
24.75089    

กข 6** eEF-1a 81 21.36488 24.75089  
กข 6** eEF-1a 81 21.5339 24.75089  
หางยี 71* AR 90 25.35052 24.7508 

 
24.75089 1.0557 1.0019 

 
0.074 

 หางยี 71* AR 90 24.54058 24.75089 0.9163 
หางยี 71* AR 90 24.36158 24.75089 1.0338 
หางยี 71* eEF-1a 81 20.05038 19.3725 

 
24.75089    

หางยี 71* eEF-1a 81 19.03602 24.75089  
หางยี 71* eEF-1a 81 19.03109 24.75089  
หางยี 71** AR 90 23.9818 24.0744 

 
24.75089 2.5117 2.0301 

 
0.916 

 หางยี 71** AR 90 24.46001 24.75089 0.9733 
หางยี 71** AR 90 23.78145 24.75089 2.6053 
หางยี 71** eEF-1a 81 19.93209 19.5864 

 
24.75089    

หางยี 71** eEF-1a 81 19.04263 24.75089  
หางยี 71** eEF-1a 81 19.78452 24.75089  

 
* ตัวอยางที่ไมไดรับสารหนู (0 μM) 

 
** ตัวอยางที่ไดรับสารหนู (50 μM) 
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ตารางผนวกที่ 5 ระดับการแสดงออกของยีน phytochelatin synthase (relative expression ratio) ใน
รากขาวทั้ง 4 สายพันธุที่ไดรับและไมไดรับสารหนู 

 
พันธุขาว relative expression ratio (2-ΔΔCT) 

control (0 μM) arsenic treated (50 μM) 
ขาวดอกมะลิ 105 7.4632 7.9559 
ไรซเบอรร่ี 1.4345 3.9923 
กข 6 3.1417 4.6285 
หางยี 71 1.1085 1.2304 
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