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บทคัดย่อ 

 ลทูีนเป็นสารที่ได้จากวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ของข้าวไทย พบมากในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด า ในการศึกษานี ้
จึงค้นหาความหลากหลายของล าดบัเบสของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์เปรียบเทียบกบัข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว              
ที่ได้จากการวิเคราะห์ผลการหาล าดบัอาร์เอ็นเอร่วมกบัการหาล าดบัเบสจีโนม ซึ่งเป็นการค้นหาล าดบัเบสที่สามารถแยกข้าว              
ที่มีเยื่อหุ้ มเมล็ดสีขาวที่ไม่พบสารลูทีนกับข้าวที่มีเยื่อหุ้ มเมล็ดสีด าที่ตรวจพบสารลูทีนสูง ผลการค้นหาพบล าดับเบสที่               
แยกกลุ่มข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวจากสีด า จ านวน 12 ยีน เป็นการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสในส่วนที่เป็นยีนจ านวน 5 ยีน                
คือ ยีน phytoene desaturase (PDS), zeta-carotene isomerase (ZISO), lycopene epsilon-cyclase (LCYe), cytochrome 
P450 carotene beta-hydroxylase (Lut5, CYP97A) และ cytochrome P450 type B (CYP97B) โดยพบความหลากหลาย
ของล าดบัเบสจ านวนมากทัง้ในสว่นที่เป็นยีน บริเวณด้านหน้า และบริเวณด้านหลงัยีน ในยีน ZISO, CYP97A และ CYP97B 
ยีนเหลา่นีจ้ึงน่าจะเป็นยีนส าคญัที่ท างานเก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์สารลทูีนในข้าวไทย ซึ่งความหลากหลายของล าดบัเบส
ดังกล่าวสามารถน าไปใช้ในการพฒันาเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการช่วยคดัเลือกหรือปรับปรุงพนัธุ์ ข้าวไทยให้มี                
สารลทูีนสงูตอ่ไป 
 

ค าส าคัญ  :  ข้าว ; ความหลากหลายของล าดบัเบส ; วิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ ; การหาล าดบัอาร์เอ็นเอ ;  
                     การหาล าดบัเบสจีโนม 
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Abstract 
 Lutein is a product from carotenoid biosynthetic pathway which is highly found in black rice pericarp. The 
purpose of this study was to identify sequence variations of genes in carotenoid biosynthetic pathway from Thai 
rice varieties with white (no lutein)  and black (high lutein)  pericarp by transcriptome and genome analyses.  The 
sequences of 12 genes in the carotenoid synthesis showing variations between white and black rice were detected. 
The variations in gene regions were found in 5 genes which were phytoene desaturase (PDS) , zeta-carotene 
isomerase (ZISO), lycopene epsilon-cyclase (LCYe), cytochrome P450 carotene beta-hydroxylase (Lut5, CYP97A) 
and cytochrome P450 type B (CYP97B) .  High levels of sequence variations in upstream region, gene region and 
downstream region were found in ZISO, CYP97A and CYP97B genes. Therefore, these three genes were probably 
key candidate genes related to lutein biosynthesis.  The sequence variations of these genes in the carotenoid 
biosynthesis pathway will be used to develop DNA markers for selection of high lutein accumulation in rice breeding 
program. 
 

Keywords :  rice ; sequence variation ; carotenoid biosynthesis pathway ; transcriptome sequencing ;  
                     whole genome sequencing 
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บทน า   
 ปัจจบุนัเทคโนโลยีการหาล าดบัเบสจีโนม (Genome sequencing) ของพืช ได้รับความนิยมอยา่งแพร่หลาย จึงมีการ
น าผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสมาประยกุต์ใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์พืชและการค้นหายีนท่ีเก่ียวข้องกบัลกัษณะทางการเกษตรเพิ่ม
มากขึน้ เนื่องจากข้าวเป็นพืชอาหารหลกัของประชากรโลก และมีการเพาะปลกูเป็นจ านวนมากในหลายทวีป ข้าวจึงเป็นหนึง่ใน
พืชที่ได้รับความนิยมในการหาล าดบัเบส เพื่อใช้ศึกษาความหลากหลายของล าดบัเบสของข้าวแต่ละพนัธุ์ เช่น การศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงล าดบัเบสของข้าวที่ได้จากการผสมข้ามระหว่างข้าวเอเชีย  (WAB56-104) กับข้าวแอฟริกา (CG14) จากการ
วิเคราะห์ล าดบัเบสของข้าวประชากรที่แยกด้วยฟีโนไทป์เป็นสองกลุม่ พบความแตกต่าง single nucleotide polymorphism 
(SNP) จ านวน 5,152 ต าแหน่ง ระหว่างประชากรข้าวสองกลุ่ม มี 6 ต าแหน่งที่เก่ียวข้องกับยีนควบคุมลกัษณะวนัออกดอก              
การแตกกอ และน า้หนกัข้าวต่อ 1,000 เมล็ดของข้าวเปลือก ซึ่งอาจจะเป็นต าแหน่งส าคญัควบคมุลกัษณะดงักล่าว (Badro                
et al., 2020) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Ren et al. (2020) ที่ใช้ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสจากเทคนิคทรานสคริปโตม 
(Transcriptome sequencing; RNA-seq) ร่วมกับการหาล าดับเบสจีโนม (Whole Genome Sequencing; WGS) ของข้าว
ลกูผสมสายพนัธุ์  Chuanyou6203 เพื่อวิเคราะห์ล าดบัเบสที่มีความสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของยีนที่ส่งผลให้เกิดลกัษณะ
ดีเด่นกว่าพนัธุ์ของพ่อแม่ (Heterosis) ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถน าไปใช้พฒันาพนัธุ์ ข้าวให้ได้ผลผลิตและคณุภาพของเมล็ดสงู
ตอ่ไป 
 จากความต้องการข้าวที่มีคณุค่าทางโภชนาการสงู จึงมีการพฒันาสายพนัธุ์ข้าวให้มีปริมาณสารแคโรทีนอยด์สงูขึน้ 
เนื่องจากสารในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ ได้แก่ แอลฟา-แคโรทีน (alpha-carotene), บีตา-แคโรทีน (beta-carotene), 
บีตา-คริพโตแซนทิน (beta-cryptoxanthin), ไลโคพีน (lycopene), ลทูีน (lutein) และซีแซนทีน (zeaxanthin) มีความเก่ียวข้อง
กบัการท างานของระบบสายตาและการมองเห็น นอกจากนีย้งัเป็นสารต้านอนมุลูอิสระและลดการเกิดมะเร็งบางประเภท จึงมี
การศึกษากระบวนการสงัเคราะห์และการสะสมของสารดังกล่าวในพืชหลากหลายชนิด (Watkins & Pogson, 2020) จาก
การศึกษาของ Kongkachuichai & Charoensir (2010) เก่ียวกบัคณุค่าทางโภชนาการของข้าวพืน้เมืองจ านวน 30 สายพนัธุ์  
ในอ าเภอกุดชุม จังหวดัยโสธร เปรียบเทียบระหว่างข้าวขดัสีและข้าวกล้องที่มีสีของเยื่อหุ้มเมล็ดสีด า แดง น า้ตาล และขาว              
พบข้าวที่ให้ปริมาณลทูีนสงูสดุคือข้าวกล้องที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด าจ านวน 2 สายพนัธุ์  ได้แก่ ข้าวเหนียวก ่าน้อยและก ่าใหญ่ 
(132.24 และ 115.15 ไมโครกรัม/100 กรัม) ในข้าวจะพบการสะสมสารฟลาโวนอยด์และแคโรทีนอยด์ที่เยื่อหุ้มเมลด็และมกัไม่
พบในเอนโดสเปิร์ม (endosperm) จากการศึกษาปริมาณของสารฟลาโวนอยด์และแคโรทีนอย์ในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว            
สแีดง และสดี า พบว่าข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด ามีปริมาณสารฟลาโวนอยด์และแคโรทีนอยด์สงูกว่าข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว
และสีแดง (Kim et al., 2010; Pereira-Caro et al., 2013) เช่นเดียวกบัการศึกษาการแสดงออกของยีนในวิถีการสงัเคราะห์           
แคโรทีนอยด์จากข้าวไทยพนัธุ์ก ่าน้อย ทบัทิมชุมแพ และปทมุธานี 1 ซึ่งมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด า สีแดงและสีขาว ตามล าดบั พบว่า
ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด าจะมีปริมาณสารลทูีนสงูกว่าข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงและขาว (Chettry et al., 2019; Janphen et al., 
2019) 
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 การศึกษาต าแหนง่ QTLs ที่เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์และโฟเลตในข้าว พบต าแหน่ง QTLs ที่สมัพนัธ์
กับปริมาณโฟเลต จ านวน  3 ต าแหน่ง คือ qQTF-3-1, qQTF-3-2 และ qQTF-3-3 ตัง้อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 3 แตไ่ม่พบ
ต าแหนง่ QTL ที่สมัพนัธ์กบัปริมาณแคโรทีนอยด์ (Ashokkumar et al., 2020) และจากผลการศกึษาการแสดงออกของยีนด้วย
เทคนิคทรานสคริปโตมในข้าวที่มีเยือ้หุ้มเมล็ดสีด า น า้ตาล และขาว จ านวน 6 พนัธุ์  พบว่ายีน phytoene synthase (PSY1), 
phytoene desaturase (PDS) , lycopene beta-cyclase (LCYb) และ lycopene epsilon-cyclase (LCYe) แสดงออกสูง             
ในข้าวที่มีเยื่อหุ้ มเมล็ดสีด าและเป็นการท างานแบบร่วมกันของยีนอื่น ๆ ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Chettry & 
Chrungoo, 2020; Chettry et al., 2019) เช่นเดียวกบังานวิจยัสร้างข้าวดดัแปลงพนัธุกรรมให้มีการสงัเคราะห์สาร Provitamin 
A ซึ่งเป็นสารที่ได้จากวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ในส่วนเอนโดสเปิร์ม โดยการแทรกยีนจ านวนหลายชุด ได้แก่ ข้าวพนัธุ์ 
Golden Rice 1 จ านวน 2 ชุดยีน คือ ยีน PSY จากดอกแดฟโฟดิล และยีน phytoene desaturase (CRTI) จากแบคทีเรีย และ
ข้าวพนัธุ์ Golden Rice 2 จ านวน 2 ชดุยีน คือ ยีน PSY จากข้าวโพด และยีน CRTI จากแบคทีเรีย และมีการศกึษาความสมดลุ
ของปริมาณสารตัง้ต้นในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์โดยแทรกยีน ZmPSY1 จากข้าวโพด, ยีน PaCRTI จากแบคทีเรีย และ
ยีน 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase (AtDXS) กบัยีน ORANGE (AtOR) จากอะราบิดอปซิส เพื่อให้มีการท างาน
ร่วมกนัของยีนมากยิ่งขึน้ พบว่ามีการสร้างสารบีตา-แคโรทีนสงูกว่าข้าวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน (Al-Babili & Beyer, 2005; Bai 
et al., 2016) การสงัเคราะห์สารในวิถีแคโรทีนอยด์พบวา่เก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีนจ านวนมาก และยงัไมพ่บยีนหลกัที่
ควบคมุการสงัเคราะห์ โดยพบวา่เป็นการท างานร่วมกนัของยีนหลายชนิดทีเ่ก่ียวข้องในวถีิการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Stanley 
& Yuan, 2019) 

งานวิจัยนีม้ีวตัถุประสงค์ค้นหาล าดบัเบสของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ ที่สามารถแยกกลุ่มข้าวไทยที่มี           
เยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวจากกลุม่ที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด า ซึ่งมีปริมาณสารลทูีนต ่าและสงูตามล าดบั ด้วยการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบัเบส
จากเทคนิคทรานสคริปโตม (RNA-seq) ร่วมกบัการหาล าดบัเบสจีโนม (WGS) ซึ่งเป็นวิธีการที่มีความถกูต้อง แม่นย าสงู เพื่อ
น าความแตกต่างกนัของล าดบัเบสที่ได้ของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์นัน้มาประยกุต์ใช้ประโยชน์ในการพฒันาเป็น
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวไทยให้มีสารแคโรทีนอยด์สงูตอ่ไปในอนาคต 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
 พนัธุ์ข้าวและการสกดัสารพนัธุกรรม 

 ตวัอย่างพนัธุ์ข้าวที่ใช้ในการศกึษาเป็นข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว ซึ่งตรวจไมพ่บสารลทูีนในเมล็ด จ านวน 2 พนัธุ์ คือ 
ปทุมธานี 1 (PTT1) และ กข-แม่โจ้ 2 (RD-MJU2) จากหน่วยความเป็นเลิศด้านการวิจัยและพัฒนาการปรับปรุงพนัธุ์ ข้าว 
มหาวิทยาลยัแม่โจ้ ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด าซึง่ตรวจพบสารลทูีนสงูในเมล็ด จ านวน 2 พนัธุ์ คือ ก ่าน้อย (KN) และ           ก ่า
ใหญ่ (KY) (Janphen et al., 2019; Kongkachuichai & Charoensir, 2010) จากเขตปฏิรูปท่ีดิน ส านกังานการปฏิรูปท่ีดินเพือ่
การเกษตรกรรม ต.ก าแมด อ.กดุชมุ จ.ยโสธร โดยเก็บตวัอยา่งใบออ่นหลงัจากการงอกของเมลด็นาน 14 วนั มาสกดั Genomic 
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DNA ด้วยวิธี mCTAB (Li et al., 2013) ละลาย Genomic DNA ที่สกัดได้ด้วย TE buffer, pH 8.0 จากนัน้เก็บตัวอย่างที่
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ระหวา่งรอสง่ตวัอยา่งไปวิเคราะห์ล าดบัเบส  
 ส าหรับการสกดั Total-RNA จากการศกึษาการแสดงออกของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์จากเนือ้เยื่อที่ระยะ
ต่าง ๆ ของข้าวในฐานข้อมูล Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) ในส่วนของ Plant: Oryza sativa (O. 
sativa) พบการแสดงออกของยีนสงูในเนือ้เยื่อสว่นใบและช่อดอก จึงได้เลือกใช้ใบธงที่ระยะ 7 วนั ก่อนและหลงัออกดอก จาก
ต้นข้าวจ านวน 4 ต้นต่อพันธุ์  ที่ปลูกในโรงเรือนพร้อมกัน มาท าการสกัด Total-RNA ด้วยสารละลาย TRIzol reagent 
(Invitrogen, USA) แล้วละลายด้วย TE buffer, pH 7.0 ก าจัด Genomic DNA ที่ปนเปื้อนด้วยชุดส าเร็จรูป RapidOut DNA 
Removal Kit (Thermo Scientific, Germany) จากนัน้เก็บตวัอย่างที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ระหว่างรอส่งตวัอย่างไป
วิเคราะห์ล าดบัเบส 
 การวิเคราะห์ผลการหาล าดบัอาร์เอ็นเอจากเทคนิคทรานสคริปโตม 
 Total-RNA ถกูวิเคราะห์ล าดบัอาร์เอ็นเอด้วยเทคนิค RNA-seq (NovogeneAIT, Singapore) ด้วยวิธีการอา่นล าดบั
เบสและวิเคราะห์แบบ De novo sequencing ผลจากการหาล าดบัเบสที่ได้จะผ่านการวิเคราะห์ข้อมลูตามวิธีการ Trinity น า 
read ที่ได้จากการอ่านด้วยเคร่ือง Illumina มาสร้าง contig จากนัน้น า contig ที่มีล าดับเบสตรงกันมาสร้างเป็นสาย 
transcripts (Grabherr et al., 2011) แล้ววิเคราะห์หน้าที่และการท างานของสาย transcript ที่ได้จากฐานข้อมูลเป็นล าดบั
ต่อไป ในกระบวนการหาล าดบัเบส RNA-seq ได้ท าการ normalization ตามวิธีการของ Dillies et al. (2013) ล าดบัเบสของ 
transcripts ที่ได้จะถกูตัง้ช่ือในรูปของ Cluster ซึ่งเป็นล าดบัเบสจากสาย mRNA ของยีนที่แสดงออกทัง้หมด รวมทัง้วิเคราะห์
ความหลากหลายของล าดบัเบสในแตล่ะ Cluster จากข้าว 4 พนัธุ์ คือ พนัธุ์ปทมุธานี 1, พนัธุ์กข-แมโ่จ้ 2, พนัธุ์ก ่าน้อย และพนัธุ์
ก ่าใหญ่  
 ในขัน้ต้นเลือกเฉพาะ Cluster ที่ เ ก่ียวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Carotenoid biosynthesis ;                   
PATH :  Ko00906 )  ที่ ไ ด้ จ า ก ก า ร เ ป รี ย บ เ ที ย บ ล า ดั บ เ บ ส จ า ก ฐ า น ข้ อ มู ล  KEGG  PATHWAY Database 
https://www.genome. jp/kegg/pathway) และเลือกเฉพาะยีนที่มีรายงานใน Oryza sativa japonica (Japanese rice; 
Refseq; PATH:osa00906) น า Cluster ที่ได้จากการเลือกขัน้ต้นไปตรวจสอบต าแหน่งของยีนบนโครโมโซมของข้าวพันธุ์  
Nipponbare (Ref. sequence) ด้วยการ BLAST ซึ่งเป็นการเปรียบเทียบล าดบัเบสของแต่ละ Cluster กับฐานข้อมูล NCBI 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) ตามด้วยน าล าดบัเบสที่แตกต่างในแต่ละ Cluster ที่ได้จากข้าว 4 พนัธุ์  ไปหาต าแหน่งบน
โครโมโซมตอ่ไป จากนัน้เลอืกเฉพาะล าดบัเบสทีส่ามารถแยกกลุม่ระหวา่งข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมลด็สขีาวและสดี า 

 การวิเคราะห์ผลการหาล าดบัเบสจีโนม 

 ส่งตัวอย่าง Genomic DNA ไปอ่านและวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิค WGS (NovogeneAIT, China) แบบ 
resequencing โดยผลการหาล าดบัเบสและการวิเคราะห์รายงานเป็นต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสชนิด single 
nucleotide polymorphism (SNP) หรือ insertion–deletion mutation (InDel) ของข้าวทัง้ 4 พนัธุ์ บนโครโมโซมทัง้ 12 แทง่ ใน
ขัน้ต้นค้นหาต าแหน่งของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์บนโครโมโซมจากฐานข้อมลู Ricebase (https://ricebase.org/) 
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ร่วมกบัฐานข้อมลู The Rice Annotation Project (RAP) (https://rapdb.dna. affrc.go.jp/) หลงัจากได้ต าแหน่งของแต่ละยีน
บนโครโมโซมแล้ว น าต าแหน่งที่ได้ไปค้นหาต าแหน่งของ SNP และ InDel จากผลการวิเคราะห์ล าดบัจีโนมของข้าวทัง้ 4 พนัธุ์ 
โดยจะค้นหาในส่วนที่เป็นยีน ได้แก่ บริเวณ ปลาย 5' ที่ไม่แปลรหัส (5' untranslated region ; 5' UTR), บริเวณเอกซอน 
(exon), บริเวณอินทรอน ( intron), บริเวณจุดตัด (splice region) และบริเวณ 3' ที่ไม่แปลรหัส (3' untranslated region ;                
3' UTR) และบริเวณด้านหน้าและหลงัของสว่นที่เป็นยีน  คือ บริเวณด้านหน้าของของต าแหน่ง 5' UTR และด้านหลงัของของ
ต าแหนง่ 3' UTR ด้านละไมเ่กิน 50 กิโลเบส (50,000 เบส) เพื่อรวบรวมต าแหนง่ที่มีการเปลีย่นแปลงล าดบัเบสแบบ SNP และ 
InDel จากนัน้คดัเลอืกเฉพาะการเปลีย่นแปลงล าดบัเบสทีส่ามารถแยกกลุม่ระหวา่งข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมลด็สขีาวและสดี า  
 การคน้หารูปแบบและต าแหน่งของความหลากหลายของล าดบัเบสจากฐานข้อมูล Gramene 

 น าต าแหนง่การเปลีย่นแปลงล าดบัเบสที่สามารถแยกกลุม่ระหวา่งข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมลด็สขีาว (พนัธุ์ปทมุธานี 1 และ
พนัธุ์กข-แม่โจ้ 2) กบัข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด า (พนัธุ์ก ่าน้อย และพนัธุ์ก ่าใหญ่) ทัง้แบบ SNP และ InDel ที่พบในสว่นที่เป็นยีน
ในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ทัง้ 14 ยีน ที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมลูทรานสคริปโตมและล าดบัเบสของจีโนม โดยใช้ข้อมลู
ล าดบัเบสของข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมลด็สีขาวเป็นหลกัและบริเวณที่แสดงความแตกตา่งนัน้จะต้องเป็นเบสเดียวกนัในข้าวทัง้ 2 พนัธุ์
ที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและมีเบสที่แตกต่างเดียวกันในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีด า จะเลือกบริเวณดงักล่าวมาท าการมาค้นหา
ต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสของ ปลาย 5' ที่ไม่แปลรหสั เอกซอน อินทรอน จุดตดั  และปลาย 3' ที่ไม่แปลรหสั           
ด้วยการน าไปค้นหาจากข้อมลู resequencing ของโครงการ The 3,000 Rice Genomes Project ซึง่เป็นข้อมลูล าดบัเบสจีโนม
ของข้าวชนิด japonica, indica และข้าวป่า จ านวน 3,000 สายพนัธุ์  ในฐานข้อมูล Gramene  (https://ensembl.gramene. 
org/Oryza_sativa/Info/Index) เพื่อหาผลกระทบที่เกิดขึน้กบักรดอะมิโนที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสส่วนที่เป็นยีน 
เช่น Silent, Missense, Insertion, Deletion และ Pre-mature stop codon (Nonsense)  
 
ผลการวิจัย     
 การคน้หาความหลากหลายของล าดบัเบสของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์จากการวิเคราะห์  

ทรานสคริปโตม 

  ในการศึกษา RNA-seq จะต้องใช้ total RNA ปริมาณมากกว่า 3 ไมโครกรัมต่อตวัอย่าง (NovogeneAIT, 
Singapore) เบือ้งต้นจึงเลอืกเนือ้เยื่อเพื่อสกดั Total-RNA จากการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของยีนในวิถีการสงัเคราะห์
แคโรทีนอยด์ในเนือ้เยื่อที่บริเวณต่างกนั 9 ชนิด ได้แก่ ใบ (20 วนัหลงัเพาะเมล็ด), ช่อดอก (50 วนัหลงัเพาะเมล็ด), ช่อดอก            
(60 วนัหลงัเพาะเมล็ด), อบัละอองเกสรตวัผู้  (65 วนัหลงัเพาะเมลด็), เกสรตวัเมีย (65 วนัหลงัเพาะเมล็ด), เมล็ดหลงัการผสม 
5 วัน (65 วันหลงัเพาะเมล็ด), เมล็ดหลงัการผสม 10 วัน (70 วันหลงัเพาะเมล็ด), เอ็มบริโอ (85 วันหลงัเพาะเมล็ด) และ              
เ อ น โดส เ ปิ ร์ ม  ( 85 วันหลั ง เ พ า ะ เ มล็ ด )  ข อ งพัน ธุ์  Nipponbare ที่ ร า ย ง าน ใ นฐ าน ข้ อมู ล  Expression Atlas 
(https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทรานสคริปโตม (Davidson et al., 2012) พบระดบัการ 
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แสดงออกของยีนสงูในสว่นของใบและช่อดอก (ภาพที่ 1) ดงันัน้จึงเลือกเนือ้เยื่อใบธง (ใบที่ติดอยู่กบัช่อดอก) ก่อนและหลงัวนั
ออกดอก 7 วนั มาสกดั total-RNA พบวา่ได้ total-RNA ปริมาณมากและคณุภาพดี เพียงพอตอ่การศกึษา RNA-seq ในขัน้ตอน
ตอ่ไป  

 
ภาพที่ 1  ผลการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์จ านวน 14 ยีน จากเนือ้เยื่อที่บริเวณ 
  ตา่งกนัของต้นข้าวในฐานข้อมลู Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) ระดบัการแสดงออกยีน 
  แสดงด้วยแถบสทีี่เป็นคา่ FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million fragments mapped)  
               สเีทา แสดงคา่ต ่าสดุ (FPKM = 0) และสนี า้เงิน แสดงคา่สงูสดุ ตามล าดบั 
 
 การวิเคราะห์ล าดบัเบสด้วยเทคนิค RNA-seq จะเป็นการวิเคราะห์ล าดบัเบสของยีนท่ีผา่นการถอดรหสั จากผลการ
วิเคราะห์แต่ละ Cluster ที่ได้จากการน าล าดับเบสไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล KEGG PATHWAY Database จากข้อมูล
จ านวน 15,166 Cluster พบที่เป็นสว่นของ Carotenoid biosynthesis (PATH:Ko00906) ของข้าว O. sativa japonica จ านวน 
111 Cluster เมื่อตดั Cluster ที่มีล าดบัเบสซ า้กนัออกและเลอืก Cluster ที่ให้ล าดบัเบสยาวที่สดุเป็นตวัแทนของ Cluster ได้ 61 
Cluster ซึ่งเป็นรหสัของยีน 24 ยีน เมื่อเลือกเฉพาะยีนของเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์แคโรทีน (Carotenes) ถึงแซน
โทฟิล (Xanthophyll) พบยีนของเอนไซม์ที่เก่ียวข้องจ านวน 12 เอนไซม์ จ านวน 29 Cluster ได้แก่ เอนไซม์ phytoene synthase 
(PSY) , phytoene desaturase (PDS) , zeta-carotene isomerase (ZISO) , zeta-carotene desaturase (ZDS) , carotene 
isomerase (CrtISO) ในกระบวนการเปลี่ยน Geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) ไปเป็น lycopene ตามด้วยเอนไซม์ 
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lycopene beta-cyclase (LCYb), lycopene epsilon-cyclase (LCYe) ในการสงัเคราะห์ alpha และ beta carotene จากนัน้ 
alpha carotene จะเปลีย่นเป็น ลทูีน (lutein) ด้วยเอนไซม์ epsilon-carotene hydroxylase (BHY,HYD2), cytochrome P450 
carotene beta-hydroxylase (Lut5, CYP97A)  และ cytochrome P450 carotene epsilon-hydroxylase (Lut1, CYP97C) 
สว่น beta carotene จะเปลี่ยนเป็น zeaxanthin จนถึง violaxanthin ด้วยเอนไซม์ beta-carotene hydroxylase (EHY,HYD3) 
และ zeaxanthin epoxidase (ZEP) (ภาพท่ี 2a)  โดยแตล่ะยีนที่ควบคมุการสร้างเอมไซม์เหลา่นีจ้ะตัง้อยูบ่นโครโมโซมของข้าว 
9 แทง่ ได้แก่ แทง่ที่ 1, 2, 3, 4, 6, 7, 10, 11 และ 12 (ภาพท่ี 2b)  

 
ภาพที่ 2   วิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Carotenoid biosynthesis) จากฐานข้อมลู KEGG PATHWAY Database  

(a.) ยีนที่เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์สารแคโรทีนถึงแซนโทฟิล (b.) ต าแหนง่ของแตล่ะยีนบนโครโมโซมข้าว  

โดยแถบสนี า้เงิน คือ ยีนจาก KEGG pathway และแถบสเีขยีว คอื ยีนที่ได้จากการสบืค้นเพิม่เติม 

 

นอกจากยีนท่ีรายงานวา่เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์สารแคโรทีนและแซนโทฟิล จ านวน 12 ยีนแล้ว จากการสบืค้นข้อมลูยงัพบ

ยีน cytochrome P450 type B (CYP97B) ที่เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์สารแคโรทีนอยด์ โดยมีความคล้ายคลงึกบัล าดบัเบส

ของยีน CYP97A (Niu et al., 2020; Villa-Rivera & Ochoa-Alejo, 2020) ซึ่งตัง้อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 2 เช่นเดียวกับยีน 

CYP97A แต่อยู่คนละแขนของโครโมโซม นอกจากนีย้งัพบว่ายีนกลุ่ม PSY ในข้าวมี 3 ยีน (isoforms) คือ ยีน PSY1, PSY2 

และ PSY3 โดยยีน PSY1 และ PSY2 เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ตัง้อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 6 และ 12 ตามล าดบั 

ในขณะที่ยีน PSY3 นัน้เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อความเครียดจากปัจจัยทางกายภาพ (abiotic stress) (Dibari et al., 
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2012; Welsch et al., 2008) ดังนัน้ในการศึกษานีจ้ึงศึกษายีนทัง้หมด 14 ยีน คือ ยีน PSY1, PSY2, PDS, ZISO, ZDS, 

CrtISO, LCYb, LCYe, BHY, CYP97A, CYP97B, CYP97C, EHY และ ZEP (ภาพท่ี 2) 

 ผลการค้นหาล าดบัเบสที่สามารถแยกกลุม่ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมลด็สขีาวกบัข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมลด็สดี า พบวา่บริเวณ SNP 
หรือ InDel ในบริเวณรหสัของยีนจ านวน 5 ยีน มีการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสของ 3 ยีน ที่สามารถแยกกลุม่ข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสี
ขาวพนัธุ์ปทมุธานี  1 และกข-แม่โจ้ 2 ที่ตรวจไม่พบสารลทูีนกบัข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีด าพนัธุ์ก ่าน้อย และก ่าใหญ่ ที่มีสารลทูีนสงู 
คือ ยีน ZISO จ านวน 4 ต าแหนง่, ยีน CYP97A จ านวน 16 ต าแหนง่ และยีน CYP97B จ านวน 3 ต าแหนง่ (ตารางที่ 1) ส าหรับ
ยีน ZDS พบ SNP ที่สามารถแยกเฉพาะข้าวพนัธุ์ปทมุธานี 1 ออกจากข้าวพนัธุ์อื่นได้ เช่นเดียวกบัยีน ZEP พบ SNP ที่แยกข้าว
พนัธุ์ก ่าน้อยออกจากข้าวพนัธุ์อื่นได้ ดงันัน้จากการวิเคราะห์ทรานสคริปโตมพบการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสบริเวณรหสัในยีน  
ZISO, CYP97A และ CYP97B ที่สามารถแยกกลุม่ข้าวที่ไมม่ีสารลทูีนและมีสารลทูีนได้  
 การคน้หาความหลากหลายของล าดบัเบสของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์จากการวิเคราะห์ 
ล าดบัเบสจีโนม 
 จากผลการวิเคราะห์ WGS ที่วิเคราะห์ล าดบัเบสของยีนท่ีตัง้อยูบ่นโครโมโซมข้าวทัง้จากสว่นท่ีเป็นยีนรวมถงึบริเวณ
ด้านหน้ายีนและด้านหลงัยีนที่อยู่ห่างจากยีนไม่เกิน 50 กิโลเบส ของยีนในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ทัง้ 14 ยีน ผลการ
ค้นหาไมพ่บความหลากหลายของล าดบัเบสในยีน ZDS และยีน ZEP ทีส่ามารถใช้แยกกลุม่ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมลด็สขีาวออกจาก
สีด า เช่นเดียวกบัผลการค้นหาจากการวิเคราะห์ทรานสคริปโตม ส าหรับอีก 12 ยีนนัน้พบความหลากหลายของล าดบัเบสที่
สามารถแยกกลุม่ได้ ได้แก่ ยีน PSY1 พบ 1 ต าแหน่ง ที่บริเวณหลงัยีน, ยีน PSY2 พบ 2 ต าแหน่ง ที่บริเวณหน้ายีน, ยีน PDS 
พบ 39 ต าแหน่ง ที่บริเวณหน้ายีน 7 ต าแหน่ง ส่วนที่เป็นยีน 2 ต าแหน่ง และบริเวณด้านหลงัยีน 30 ต าแหน่ง, ยีน ZISO พบ 
865 ต าแหน่ง ที่บริเวณหน้ายีน 478 ต าแหน่ง สว่นที่เป็นยีน 13 ต าแหน่ง และบริเวณหลงัยีน 374 ต าแหน่ง, ยีน CrtISO พบ 6 
ต าแหนง่ ทีบ่ริเวณหน้ายีน, ยีน LCYb พบ 60 ต าแหนง่ ทีบ่ริเวณหลงัยีน, ยีน LCYe พบ 3 ต าแหนง่ ทีบ่ริเวณหน้ายีน 1 ต าแหนง่ 
ส่วนที่เป็นยีน 1 ต าแหน่ง และบริเวณหลงัยีน 1 ต าแหน่ง, ยีน EHY พบ 3 ต าแหน่ง ที่บริเวณหน้ายีน 2 ต าแหน่ง และบริเวณ
หลงัยีน 1 ต าแหน่ง, ยีน BHY พบ 5 ต าแหน่ง ที่บริเวณหน้ายีน 4 ต าแหน่ง และบริเวณหลงัยีน 1 ต าแหน่ง, ยีน CYP97A พบ 
398 ต าแหน่ง ที่บริเวณหน้ายีน 112 ต าแหน่ง สว่นที่เป็นยีน 67 ต าแหน่ง และบริเวณหลงัยีน 219 ต าแหน่ง, ยีน CYP97B พบ 
783 ต าแหน่ง ที่บริเวณหน้ายีน 620 ต าแหน่ง สว่นที่เป็นยีน 20 ต าแหน่ง และบริเวณหลงัยีน 139 ต าแหน่ง และยีน CYP97C 
พบ 3 ต าแหนง่ ทีบ่ริเวณหน้ายีน ดงัแสดงในตารางที่ 1 ความหลากหลายของล าดบัเบสที่สามารถใช้แยกกลุม่ข้าวเยื่อหุ้มเมล็ด
สขีาวที่ไมม่ีสารลทูีนออกจากเยื่อหุ้มเมลด็สดี าที่มีสารลทูีนสงู ซึง่พบจ านวนมากในยีน ZISO, CYP97A และ CYP97B แสดงถึง
ความหลากหลายของล าดบัเบสของยีนดงักลา่วในข้าวไทย 
 การคน้หาต าแหน่งและรูปแบบความหลากหลายของล าดบัเบสจากฐานข้อมูล Gramene 
 ในการค้นหาต าแหน่งและผลกระทบของความหลากหลายของล าดบัเบสจะเลือกเฉพาะการเปลี่ยนแปลงในสว่นท่ี

เป็นยีน เนื่องจากจะมีโอกาสเปลี่ยนแปลงล าดบักรดอะมิโน สง่ผลกบัการท างานของเอนไซม์ แล้วจะสง่ผลกบัการสงัเคราะห์

สารลทูีนที่แตกต่างกนัในข้าวทัง้ 2 กลุม่ จึงน าความหลากหลายของล าดบัเบสในสว่นที่เป็นยีนวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์
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จ านวน 12 ยีน ที่ได้จากการวิเคราะห์ล าดบัเบสจากทรานสคริปโตมกับการวิเคราะห์ล าดบัเบสจีโนม (ตารางที่ 1) มาค้นหา

ต าแหน่งของยีนบนโครโมโซมและต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบส การเปลี่ยนแปลงของชนิดกรดอะมิโนที่เกิดขึน้มาจาก

การเปลี่ยนแปลงนัน้เป็นผลจากการเปรียบเทียบกับล าดบัเบสของ O. sativa จ านวน 6 พันธุ์  คือ Nipponbare (O. Sativa             

L. ssp japonica), IR36 (O. sativa L. ssp indica), 93-11 (O. sativa L. ssp indica), Dular (O. sativa L. ssp indica), 

Tsipala 421 (O. sativa L.), IRIS_313-9516 (O. sativa L.) และข้าวป่า (O. rufipogon) ในฐานข้อมลู Gramene พบความ

หลากหลายของล าดบัเบสสว่นท่ีเป็นยีนวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ในรูปแบบ SNP หรือ InDel จ านวน 5 ยีน ได้แก่ ยีน PDS 

พบ 2 ต าแหนง่ ท่ีบริเวณอินทรอน, ยีน ZISO พบ 13 ต าแหนง่ ท่ีบริเวณ 5' UTR เอกซอน อินทรอน และ 3' UTR, ยีน LCYe พบ 

1 ต าแหนง่ ที่บริเวณอินทรอน, ยีน CYP97A พบ 69 ต าแหนง่ ที่บริเวณ 5' UTR เอกซอน อินทรอน จดุตดั และ 3' UTR และยีน 

CYP97B พบ 20 ต าแหนง่ ท่ีบริเวณเอกซอน อินทรอน จดุตดั และ 3' UTR (ตารางที่ 2)  

 หากพิจารณาเฉพาะความหลากหลายของล าดบัเบสในบริเวณเอกซอนและจดุตดั ที่จะสง่ผลกระทบตอ่กรดอะมิโน 

พบการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสเหล่านีใ้น 3 ยีน คือ ยีน ZISO (Os12g0405200) พบ SNP จ านวน 2 ต าแหน่ง ที่ เอกซอน 3              

(1 ต าแหน่ง) และ เอกซอน 4 (1 ต าแหน่ง), ยีน CYP97A (Os02g0817900) พบ SNP จ านวน 23 ต าแหน่ง ที่ เอกซอน 1                

(7 ต าแหน่ง) เอกซอน 2 (5 ต าแหน่ง) เอกซอน 4 (1 ต าแหน่ง) เอกซอน 5 (1 ต าแหน่ง) เอกซอน 15 (2 ต าแหน่ง) จุดตัด              

(3 ต าแหน่ง) และพบ InDel จ านวน 9 ต าแหน่ง ที่ เอกซอน 1 (6 ต าแหน่ง) และจุดตัด (3 ต าแหน่ง) และ ยีน CYP97B 

(Os02g0173100) พบ SNP จ านวน 3 ต าแหน่ง ที่ เอกซอน 4 (1 ต าแหน่ง) เอกซอน 7 (1 ต าแหน่ง) และจุดตดั (1 ต าแหน่ง) 

โดยความหลากหลายของล าดบัเบสแบบ SNP และ InDel ในบริเวณยีนที่สง่ผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงล าดบักรดอะมิโน 

เช่น silent, missense และ nonsense ในแต่ละเอกซอนของยีนแสดงในตารางที่ 2 เช่น ในเอกซอนที่ 5 ของยีน CYP97A พบ 

SNP (T/C) ที่ต าแหน่ง 35,098,135 ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงล าดบักรดอะมิโนแบบ missense ส่วน SNP (A/T) ที่ต าแหน่ง 

35,098,135 ท าให้เกิดการเปลีย่นแปลงล าดบักรดอะมิโนแบบ nonsense  
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ตารางที่ 1   การวิเคราะห์การเปลีย่นแปลงล าดบัเบสของยีนในวถีิการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ที่ได้จากเทคนิค RNA-seq  
                   และ WGS 

 
ยีน 

 
เอนไซม์; Accessions ID 

ความยาว
ส่วนที่เป็น

ยีน 

จ านวนต าแหน่งการเปล่ียนแปลงล าดับเบส 
จากเทคนิค 
RNA-seq 

จากเทคนิค WGS 

ส่วนที่เป็นยนี
(ต าแหน่ง) 

ด้านหน้ายนี 
(ต าแหน่ง) 

ส่วนที่เป็นยนี
(ต าแหน่ง) 

ด้านหลังยนี 
(ต าแหน่ง) 

PSY1 Phytoene synthase 1; Os06g072900 3,956 bp - - - 1 

PSY2 Phytoene synthase 2; Os12g0626400 3,112 bp - 2 - - 

PDS Phytoene desaturase; Os03g0184000 4,416 bp - 7 2 30 

ZISO 15-cis-zeta-carotene isomerase; Os12g0405200 3,307 bp 4 478 13 374 

ZDS zeta-carotene desaturase; Os07g0204900 7,700 bp - - - - 

CrtISO Carotenoid isomerase; Os11g0572700 4,318 bp - 6 - - 

LCYb Lycopene beta cyclase; Os02g0190600 1,918 bp - - - 60 

LCYe Lycopene epsilon cyclase; Os01g0581300 3,633 bp - 1 1 1 

EHY, HYD3 carotene epsilon-ring hydroxylase; Os03g0125100 2,700 bp - 2 - 1 

BHY, HYD2 carotene beta-ring hydroxylase; Os10g0533500 2,026 bp - 4 - 1 

CYP97A, Lut5 beta-ring hydroxylase; cytochrome P450 97A; Os02g0817900 8,098 bp 16 112 67 219 

CYP97B cytochrome P450 97B; Os02g0173100 6,717 bp 3 620 20 139 

CYP97C, Lut1 carotenoid epsilon-ring hydroxylase, cytochrome P450 97C; Os10g0546600 4,717 bp - 3 - - 

ZEP zeaxanthin epoxidase; Os04g0448900 6,973 bp - - - - 

หมายเหต;ุ ความหลากหลายของล าดบัเบสท่ีแสดงจะให้ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว (พนัธุ์ปทมุธานี 1 และพนัธุ์กข-แมโ่จ้ 2) เป็นหลกัเทียบกับการเปลี่ยนแปลงท่ีพบในข้าวท่ีมีเยื่อ
หุ้มเมล็ดสีด า (พนัธุ์ก ่าน้อย และพนัธุ์ก ่าใหญ่) 
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ตารางที่ 2  ต าแหนง่ของยีนในวถีิการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ ต าแหนง่และรูปแบบของความหลากหลายของล าดบัเบส บริเวณที่ได้รับผลกระทบและล าดบัเบส 
                  ของการเปลีย่นแปลงที่พบในบริเวณยีนจากการวิเคราะห์ข้อมลูทรานสคริปโตมและล าดบัเบสจีโนมจากข้าว 4 พนัธุ์ 

ชื่อยนี ต าแหน่งยนี 
การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส 

ต าแหน่ง รูปแบบ บริเวณที่ได้รับ
ผลกระทบ* Allele** 

ข้อมูล Transcriptome sequencing (RNA-seq) ข้อมูล Whole Genome Sequencing (WGS) 
PTT1 RD-MJU2 KN KY PTT1 RD-MJU2 KN KY 

PDS 
  

Chr03:4,410,090..4,414,505 (+ strand) 
  

   4,411,054   Insertion  intron G/GTGCATTCGGCACG
CGCAATTTCTTTTCCCC
AGTCAGCCACCTTTTCG
GTGCAGGT 

        GTGCATTC
GGCACGCG
CAATTTCTT
TTCCCCAGT
CAGCCACC
TTTTCGGTG
CAGGT 

GTGCATTCG
GCACGCGC
AATTTCTTTT
CCCCAGTCA
GCCACCTTT
TCGGTGCA
GGT 

G G 

   4,412,597   SNP  intron C/T         T T C C 
ZISO 
  

Chr12:12,204,405..12,207,711 (+ 
strand) 
 
  

 12,204,484   Deletion  5’ UTR CA/C         C C CA CA 
 12,204,486   Deletion  5’ UTR  CCACCACCACCACCA/

C 
        C C CCACCA

CCACCA
CCA 

CCACCA
CCACCA
CCA 

 12,205,963   Insertion  intron  A/AAC         AAC AAC A A 
 12,206,218   Insertion  intron  C/CTGTG         CTGTG CTGTG C C 
 12,206,313   Deletion  intron  GAC/G         G G GAC GAC 
 12,206,410   Insertion  intron A/AT         AT AT A A 
 12,206,881   SNP  exon3 = silent (L223)  T/C C C T T C C T T 
 12,207,012   SNP  intron  T/A         A A T T 
 12,207,052   Deletion  intron GTTT/G         G G GTTT GTTT 
 12,207,120   SNP  intron  T/C         C C T T 
 12,207,440   SNP  exon4 = missense (A360Q)  C/A A A C C A A C C 
 12,207,619   SNP  3’ UTR T/A A A T T A A T T 
 12,207,707   Insertion  downstream gene A/ATAAAATGCACCAGT

TCATCAAACACCTCTCT
CTCCTGACCCTTAGAT 

AATATAAA
ATGC 

AATATAAA
ATGC 

A A ? A A A 

LCYe Chr01:22,535,013..22,538,645 (+ 
strand) 

 22,535,599   SNP  intron A/T         T T A A 

CYP97A, 
Lut5 
  

Chr02:35,091,194..35,099,291 (- strand) 
  

 35,092,097   SNP  3’ UTR G/T         G G T T 
 35,092,112   SNP  3’ UTR C/T         C C T T 
 35,092,234   SNP  3’ UTR C/T         C C T T 
 35,092,952   SNP  3’ UTR T/C C C T T C C T T 
 35,093,037   SNP  3’ UTR G/T         G G T T 
 35,093,684   SNP  intron T/A A A T T A A T T 
 35,093,715   SNP  intron T/C T T C C T T C C 
 35,093,967   Deletion  intron GAA/G/GA GA/G GA GA/G GA/G GA GA G G 
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ชื่อยนี ต าแหน่งยนี 
การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส 

ต าแหน่ง รูปแบบ บริเวณที่ได้รับ
ผลกระทบ* Allele** ข้อมูล Transcriptome sequencing (RNA-seq) ข้อมูล Whole Genome Sequencing (WGS) 

PTT1 RD-MJU2 KN KY PTT1 RD-MJU2 KN KY 
   35,094,024   SNP  Intron T/G T T G G T T G G 

 35,094,096   SNP  splice region C/A A A C C A A C C 
 35,094,201   SNP  exon15 = missense (V623I)  C/T T T C C T T C C 
 35,094,346   SNP  exon15 = missense 

(Q574N) 
C/A A A C C A A C C 

 35,094,610   SNP  intron C/T         T T C C 
 35,094,861   SNP  intron G/A         A A G G 
 35,095,097   SNP  intron A/G         A A G G 
 35,095,531   SNP  intron C/T         C C T T 
 35,095,669   SNP  intron A/G         G G A A 
 35,097,198   SNP  splice region  A/G G G A A G G A A 
 35,097,919   Deletion  intron TGA/T         TGA TGA T T 
 35,097,922   Insertion  intron A/ACG         A A ACG ACG 
 35,097,946   Deletion  intron CA/C         CA CA C C 
 35,098,095   SNP  exon5 = missense (T261S) T/A         T T A A 
 35,098,099   SNP  exon5 = silent (A259) T/C         T T C C 
 35,098,135   SNP  exon5 = nonsense (Y247*) A/T         A A T T 
 35,098,137   SNP  exon5 = missense (Y247D) A/C         A A C C 
 35,098,161   SNP  exon5 = missense (T239A) T/C         C C T T 
 35,098,188   SNP  intron C/G         C C G G 
 35,098,193   SNP  intron C/G         C C G G 
 35,098,197   SNP  intron C/T         C C T T 
 35,098,210   SNP  intron T/A         T T A A 
 35,098,232   SNP  intron C/A         C C A A 
 35,098,234   SNP  intron G/A         G G A A 
 35,098,348   SNP  exon4 = silent (A203) T/C T T C C T T C C 
 35,098,374   SNP  intron A/T         A A T T 
 35,098,385   SNP  intron G/C         G G C C 
 35,098,398   SNP  intron T/C         T T C C 
 35,098,399   SNP  intron A/G         A A G G 
 35,098,433   Insertion  intron T/TG         T T TG TG 
 35,098,441   Deletion  splice region CA/C         CA CA C C 
 35,098,520   Deletion  splice region TG/T         TG TG T T 
 35,098,543   SNP  intron A/T         A A T T 
 35,098,550   SNP  intron G/A         G G A A 
 35,098,566   SNP  intron C/A         C C A A 
 35,098,573   Deletion  intron GGGAGTTGC/G         GGGAGTTG

C 
GGGAGTTG
C 

G G 
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ชื่อยนี ต าแหน่งยนี 
การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส 

ต าแหน่ง รูปแบบ บริเวณที่ได้รับ
ผลกระทบ* Allele** ข้อมูล Transcriptome sequencing (RNA-seq) ข้อมูล Whole Genome Sequencing (WGS) 

PTT1 RD-MJU2 KN KY PTT1 RD-MJU2 KN KY 
   35,098,610   SNP  splice region 

 
T/C         T T C C 

 35,098,651   SNP  exon2 = silent (Y164) A/G A A G G A A G G 
 35,098,657   SNP  exon2 = silent (L162) A/G A A G G A A G G 
 35,098,744   SNP  exon2 = silent (G133) G/A G G A A G G A A 
 35,098,804   SNP  exon2 = silent (L113) A/C A A C C A A C C 
 35,098,811   SNP  exon2 = missense (V111A) A/G A A G G A A G G 
 35,098,839   Deletion  intron AG/A         AG AG A A 
 35,098,870   SNP  intron A/C         A A C C 
 35,098,887   SNP  intron G/C         G G C C 
 35,098,896   Deletion  splice region TGAGAGAGAGAGA/T/T

GAGAGA 
        TGAGAGA TGAGAGA T T 

 35,099,026   Deletion  exon1 = deletion AGCCGTC/A         AGCCGTC AGCCGTC A A 
 35,099,050   Insertion  exon1 = insertion C/CGTT         C C CGTT CGTT 
 35,099,060   SNP  exon1 = silent (S60) C/G         C C G G 
 35,099,063   SNP  exon1 = silent (A59) G/C         G G C C 
 35,099,068   SNP  exon1 = missense (A58S) C/A         C C A A 
 35,099,077   SNP  exon1 = missense (L55I) G/T         G G T T 
 35,099,093   Insertion  exon1 = insertion A/AC         A A AC AC 
 35,099,094   Insertion  exon1 = insertion G/GAC         G G GAC GAC 
 35,099,096   SNP  exon1 = silent (S48) T/G         T T G G 
 35,099,107   Deletion  exon1 = deletion CAGCAGCAGCAGA/C         CAGCAGCA

GCAGA 
CAGCAGCA
GCAGA 

C C 

 35,099,150   SNP  exon1 = silent (G30) G/A G G A A G G A A 
 35,099,173   Insertion  exon1 = insertion G/GAGC G G GAGC GAGC         
 35,099,189   SNP  exon1 = silent (Ser17) G/A A A G G         
 35,099,274   SNP  5’ UTR A/G         A A G G 
 35,099,287   SNP  5’ UTR G/A         G G A A 

CYP97B 
  

Chr02:3,995,980..4,002,696 (+ strand) 
  

   3,996,654   SNP  splice region C/T         T T C C 
   3,996,743   Deletion  intron AT/A         A A AT AT 
   3,997,137   SNP  intron G/A         A A G G 
   3,997,211   SNP  intron C/G         G G C C 
   3,997,360   SNP  intron C/T         T T C C 
   3,997,758   SNP  intron T/A         A A T T 
   3,998,726   SNP  intron T/A         A A T T 
   3,998,826   SNP  exon4 = missense (N179Q) T/A A A T T A A T T 
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ชื่อยนี ต าแหน่งยนี 
การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส 

ต าแหน่ง รูปแบบ บริเวณที่ได้รับ
ผลกระทบ* Allele** ข้อมูล Transcriptome sequencing (RNA-seq) ข้อมูล Whole Genome Sequencing (WGS) 

PTT1 RD-MJU2 KN KY PTT1 RD-MJU2 KN KY 
     3,999,100   SNP  intron C/T         C A T T 

   3,999,642   SNP  exon7 = missense (R281H) G/A         A A G G 
   4,000,036   SNP  3’ UTR G/T G G T T G A T T 
   4,000,560   SNP  intron G/A         A A G G 
   4,000,583   SNP  intron G/A         G A A A 
   4,000,743   SNP  intron T/A         A A T T 
   4,000,869   SNP  intron T/C         C A T T 
   4,000,891   SNP  intron G/A         A A G G 
   4,001,036   SNP  intron C/T         T A C C 
   4,001,826   Deletion  intron TCGTGACAACATCTCC/

T 
        T T TCGTGAC

AACATCT
CC 

TCGTGAC
AACATCT
CC 

   4,002,179   SNP  intron T/A         A A T T 
   4,002,394   SNP  3’ UTR T/A A A T T A A T T 

หมายเหต;ุ - PTT1 คือข้าวพนัธุ์ปทมุธานี 1, RD-MJU2 คือข้าวพนัธุ์กข-แมโ่จ้ 2, KN คือข้าวพนัธุ์ก ่าน้อย และ KY คือข้าวพนัธุ์ก ่าใหญ่ 
* ผลจากการเปรียบเทียบกบัล าดบัเบสของ O. sativa จ านวน 6 พนัธุ์ คือ Nipponbare (O. sativa L. ssp japonica), IR36 (O. sativa L. ssp indica), 93-11 (O. sativa L. ssp indica), Dular 
(O. sativa L. ssp indica), Tsipala 421 (O. sativa L.), IRIS_313-9516 (O. sativa L.) และข้าวป่า (O. rufipogon) ในฐานข้อมลู Gramene 

** Allele คือ ล าดบัดบัเบสที่พบใน Nipponbare (Ref. sequence) / ล าดบัเบสที่พบในข้าวพนัธุ์ที่น ามาศกึษาที่แตกตา่งจาก Nipponbare  
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วิจารณ์ผลการวิจัย    
 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค WGS พบความหลากหลายของล าดบัเบสส่วนที่เป็นยีนมากกว่าการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิค RNA-seq เนื่องจากการหาล าดบัเบสด้วยเทคนิค WGS นัน้สามารถตรวจพบความหลากหลายของล าดบัเบสในบริเวณ
อินทรอน บริเวณด้านหน้าและหลงัของสว่นที่เป็นยีนได้ด้วย จึงท าให้พบความหลากหลายของล าดบัเบสมากกวา่ เช่นเดียวกบั
การศึกษาในข้าวพนัธุ์ Chuanyou6203 ที่เปรียบเทียบการวิเคราะห์ล าดบัเบสทัง้ 2 วิธี ผลการวิเคราะห์ที่ได้จากเทคนิค WGS 
จะพบความหลากหลายของล าดบัเบสมากกวา่ผลจากเทคนิค RNA-seq (Ren et al., 2020)  
 ความหลากหลายของล าดบัเบสที่พบในสว่นที่เป็นยีน จะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงล าดบักรดอะมิโน ซึ่งจะสง่ผลให้
เอนไซม์เหลา่นีใ้นข้าวเยื่อหุ้มเมลด็สขีาวและสีด าท างานได้แตกตา่งกนั โดยพบมากในยีน CYP97A (lut5) เช่น การเพิ่มขึน้ของ
เบส (Insertion) ในเอกซอน 1 ต าแหน่ง 35,099,173  หรือ SNP ที่จุดตดัในอินทรอน 5 ต าแหน่ง 35,097,198 น่าจะส่งผลให้
เอนไซม์ beta-ring hydroxylase ของข้าวเยื่อหุ้มเมลด็สขีาวและสดี าท างานได้แตกตา่งกนั แล้วกระทบกบัการสร้างสารลทูีนได้
แตกต่างกนั สอดคล้องกบัการศึกษายีน CYP97A กลายพนัธุ์ของข้าวด้วยการ knock-out สง่ผลให้การสงัเคราะห์สารลทูีนใน
แบคทีเรียดดัแปลงพันธุกรรมลดลง 12-24 เปอร์เซนต์ เมื่อเปรียบเทียบกับยีนปกติ (Lv et al., 2012) ซึ่งยีน CYP97A และ 
CYP97B มีล าดบัเบสคล้ายกนัและท างานในกระบวนการเดียวกนั (Niu et al., 2020; Villa-Rivera & Ochoa-Alejo, 2020) จึง
สง่ผลให้พบความหลากหลายของล าดบัเบสในทัง้ 2 ยีน มีจ านวนมาก สว่นความหลากหลายของล าดบัเบสที่พบในยีน ZISO 
น่าจะมีผลกระทบกบัการสร้างสารในวิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ เช่น การขาดหายในบริเวณเอกซอนหรืออินทรอน  อาจจะ
กระทบกับการท างานของเอนไซม์ เหมือนการศึกษาการขาดหายของล าดับเบสของเอกซอนและอินทรอนของยีน ZISO                
ด้วยการกลายพนัธุ์ในข้าวโพดและอะราบิดอปซิส พบว่าต้นข้าวโพดและและอะราบิดอปซิสที่มียีนกลายพนัธุ์จะมีปริมาณ                
แคโรทีนอยด์ ลดลง 20-30 เปอร์เซ็นต์ของต้นที่มียีน ZISO ปกติ (Chen et al. , 2010) แสดงให้เห็นว่ายีน ZISO นัน้มี
ความส าคญัและหากมีการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสอาจจะสง่ผลตอ่ระดบัเอนไซม์วิถีการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Chen et al., 
2010; Wurtzel, 2019)  
 ความหลากหลายของล าดบัเบสที่พบในสว่นด้านหน้ายีน อาจจะมีผลกระทบกบัการแสดงออกของ ยีน PSY2, PDS, 
ZISO, CrtISO, LCYe, EHY, BHY, CYP97A, CYP97B และ CYP97C โดยการแสดงออกของยีนสร้างสารลูทีนอาจจะ
เก่ียวข้องกบัการจบัของโปรตีน transcription factor ที่บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน สอดคล้องกบัการศกึษาของ (Oikawa et al., 
2015) ที่ศึกษาโปรโมเตอร์ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดด าของยีน B2 พบการเพิ่มขึน้ของล าดบัเบสที่เกิดการแทรกของล าดบัเบสซ า้
ขนาด 11 กิโลเบส เมื่อเปรียบเทียบกบัโปรโมเตอร์ของข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสขีาว สง่ผลให้การแสดงออกของยีน B2 ในข้าวเยื่อหุ้ม
เมล็ดด าสงูกว่าในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว สอดคล้องกับการศึกษา Chettry & Chrungoo (2020) และ Chettry et al. (2019)            
ที่พบการแสดงออกของยีน PSY1, PDS และ LCYb สงูในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีด าที่มีการสะสมของสารในวิถีแคโรทีนอยด์สูง 
รวมถึงการท างานร่วมกันของยีน MADS26 และ R2R3MYB ซึ่งเป็นยีนกลุ่ม transcription factor กับยีนในวิถีแคโรทีนอยด์ 
นอกจากนีค้วามหลากหลายของล าดบัเบสบริเวณ 5' UTR ของยีน ZISO และ CYP97A  อาจจะสง่ผลท าให้ระดบัการแสดงออก
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ของยีนลดลง เช่นเดียวกบัการขาดหายไปของบริเวณ 5' UTR ด้วยการแก้ไขจีโนม ในยีน CrtISO ของมะเขือเทศ ที่สง่ผลให้ยีน
แสดงออกลดลง จนท าให้สีของมะเขือเทศเปลี่ยนแปลงไป (Jayaraj et al., 2021) โดยความหลากหลายของล าดบัเบสบริเวณ
ด้านหน้าและด้านหลงัยีนสามารถน าไปออกแบบเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ที่สามารถแยกความแตกตา่งของการสงัเคราะห์สาร        
ลทูีนของข้าวไทยได้ เช่นเดียวกบัสว่นที่เป็นยีน ดงัที่มีการศึกษายีน PPR9 ที่เป็นยีนแก้ความเป็นหมนัของเรณใูนระบบ WA-
CMS ที่ออกแบบเคร่ืองหมายจากการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสบริเวณด้านหน้าและด้านหลงัยีน 50 กิโลเบส พบว่าเคร่ืองหมาย 
RMS-PPR9-1 สามารถแยกข้าวกลุ่มที่มีความสามารถแก้ความเป็นหมนัของเรณู (R-line) กับข้าวกลุ่มรักษาความเป็นหมนั           
(B-line) ได้ (Pranathi et al., 2016) 
 
สรุปผลการวิจัย   
 การสงัเคราะห์สารแคโรทีนอยด์ของข้าวนัน้ เป็นการท างานร่วมกันของหลายยีนในวิถีแคโรทีนอยด์ ซึ่งยังไม่มี
รายงานยีนหลกัที่ควบคุมการสงัเคราะห์ ดงันัน้งานวิจัยนีจ้ึงเร่ิมต้นศึกษาความหลากหลายของล าดบัเบสของยีนในวิถีการ
สงัเคราะห์แคโรทีนอยด์จ านวน 14 ยีน จากการวิเคราะห์ข้อมลูล าดบัเบสทรานสคริปโตมและล าดบัเบสจีโนม พบล าดบัเบสที่
สามารถใช้แยกกลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวที่ไม่มีสารลทูีนจากข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีด าที่มีสารลูทีนสงูจ านวน 12 ยีน เป็นการ
เปลี่ยนแปลงล าดับเบสในส่วนที่เป็นยีนจ านวน 5 ยีน ได้แก่ ยีน PDS, ZISO, LCYe, CYP97A และ CYP97B โดยพบการ
เปลี่ยนแปลงล าดับเบสทัง้ในส่วนที่เป็นยีน บริเวณด้านหน้าและด้านหลงัของยีนจ านวนมากในยีน ZISO, CYP97A และ 
CYP97B จึงนา่จะเป็นยีนส าคญัในการสงัเคราะห์สารลทูีนของพนัธุ์ข้าวไทยที่ใช้ในการศกึษานี ้เนื่องจากความหลากหลายของ
ล าดบัเบสเหลา่นีอ้าจจะสง่ผลกระทบกับล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนหรืออาจจะกระทบกบัการจบัของ transcription factor  
ซึ่งความหลากหลายของล าดับเบสที่พบในแต่ละยีนนัน้ สามารถน าไปพัฒนาเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอใช้ในการคัดเลือก                 
เพื่อการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวไทยให้มีสารลทูีนสงูตอ่ไป 
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