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ABSTRACT 

 

 

        Leaf senescence is an important process to rice plant growth and crop 

productivity. During senescence, macromolecules were degraded and nutrients were 

mobilized from mature leaves to younger leaves and to developing seeds. The 

molecular studies of the senescence process revealed that numerous genes were 

increased expression level or were completely switched off. Many senescence-related 

genes related to natural senescence or induced-senescence processes have been 

isolated from multiple plant species. However, the complete understanding about 

number and role of senescence-related genes is still unclear. This study was designed 

to gain insight into the role of small GTP-binding Rab family proteins genes in rice by 

studying the expression profiles of OsRabs in different rice tissues and its functional 

analysis was also performed. 

        The first set of studies on the role of Rab genes in jasmine rice, the cDNA 

fragments encoding small GTP-binding Rab family proteins were isolated and its 

expressions were analyzed. The degenerate primer were designed from highly 
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conserved domain of phosphate/Mg2
+
 binding domain; DTAGQE(RKS) which 

retained at N-terminal of Rab sequences and a specific reverse primer; oligo(dA)18. 

Two partial of Rab cDNAs; OsRab5 and OsRab7 were amplified by PCR using 

senescing leaves cDNA as template. The full length of these cDNAs was identified 

using Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE). The full length 1,111 and 1,010 

nucleotide of OsRab5 and OsRab7 respectively were successfully obtained. OsRab5 

contained 178 nucleotide of the 5’ untranslated region (UTR), an open reading frame 

(ORF) of 612 nucleotide, and included 321 nucleotide of the 3’ UTR, exclusive of the 

poly-A. The polypeptide of 203 amino acids had a calculated molecular mass of 22 

kDa. OsRab7 contained 65 and 317 nucleotide of 5’ UTR and 3’ UTR, respectively. 

A 628 nucleotide of open reading frame corresponded to a translation product of 206 

amino acids with a calculated molecular mass of 23 kDa. From the multiple alignment 

results revealed that the deduced amino acid sequences of OsRab5 was highly 

homologous to those genes isolated from other plants particular from japonica rice 

(98%) and the deduced amino acid sequences of OsRab7 was highly homologous to 

Rab7 from japonica rice (97%). The expression pattern analysis showed that the 

OsRab5 and OsRab7 expression levels were monitored in all rice tissues via Reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Moreover, the expression of 

OsRab5 and OsRab7 were upregulated in rice leaves under induced-senescence 

conditions; abscisic acid (ABA), ethylene, sodium chloride (NaCl), dark treatment 

and wounding. These results indicate that OsRab5 and OsRab7 are involved in the 

leaf senescence process.  

        According to the deduced amino acid sequences of OsRab5 and OsRab7 isolated 

from jasmine rice showed high similar to Rab5 and Rab7 from japonica rice, the 

second set of studies were demonstrated in homologous plant system. In japonica rice, 

the sequences of forty-six genes encoding the Rab family proteins were retrieved from 

the Rice Annotation Project (RAP) database. The multiple alignment of these 

sequences revealed that Rab specific conserved regions and a double cysteine C-

terminal motif are retained in most of the OsRab sequences. To determine differential 

expression pattern, the OsRab expression levels were monitored in all rice tissues. 

Furthermore, the different expression patterns in the leaf tissues treated with plant 

growth regulators and dark-induced or natural senescence were also presented. Two 
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of the OsRab genes, OsRab7A1 and OsRab7B3, closely associated with senescence in 

the expression pattern were chosen for functional analysis in stable transgenic rice. 

The results found that T1 transgenic seedling overexpressing OsRab7B3 showed rapid 

leaf senescence under dark induced-senescence condition whereas wild type and T1 

transgenic seedling overexpressing OsRab7A1 cannot. Therefore, only the 

OsRab7B3OX transgenic rice was chosen for further functional analysis. 

Consequence, the T1 plants were grown in a greenhouse and the change in leaf color 

from green to yellow occurred earlier in the transgenic plants than in the wild type at 

the ripening stage. The further studies in T2 transgenic rice were performed. The 

results found that the chlorophyll content levels in transgenic detached leaf 

overexpressing OsRab7B3 showed a dramatic decrease under the dark condition. The 

expression of the genes involved in plant senescence (PaO, ATG4a and ATG8a) was 

also upregulated in a similar manner as OsRab7B3. In addition, the promoter analysis 

was performed by fused sGFP which produced green fluorescent protein (GFP) to 

OsRab7B3 promoter to construct promoter analysis vector. The results obtained the 

expression of sGFP under the control of the OsRab7B3 promoter increased in leaf 

tissues within 12 hours when ABA, NaCl was applied and kept under the darkness 

within 3 days. Hence it is suggested that OsRab7B3 act as a stress–inducible gene that 

plays an important role in the leaf senescence process in rice.  
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บทคัดย่อ 
  
 
        การเส่ือมสภาพของใบเป็นกระบวนการท่ีส าคญัต่อการเจริญเติบโตและการสร้างผลผลิตของ
ตน้ขา้ว ในระหวา่งท่ีเกิดการเส่ือมสภาพสารโมเลกุลใหญ่ถูกยอ่ยสลายและสารอาหารท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยสลายจะถูกส่งไปยงัส่วนอ่ืน ๆ ของตน้ อาทิเช่น จากใบแก่ไปยงัใบอ่อนหรือไปยงัเมล็ดท่ีก าลงั
พฒันา ในการศึกษาทางอณูชีววทิยาของกระบวนการเส่ือมสภาพ พบวา่ยนีจ านวนมากถูกกระตุน้ให้
มีการแสดงออกมากข้ึนหรือถูกยบัย ั้งไม่ให้แสดงออก ทั้งน้ีมีการศึกษาโคลนยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
เส่ือมสภาพตามธรรมชาติหรือการเส่ือมสภาพท่ีเกิดจากการชกัน าจากพืชหลายชนิด อยา่งไรก็ตาม
องคค์วามรู้ในเร่ืองของจ านวนและบทบาทหนา้ท่ีของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเส่ือมสภาพยงัไม่มีความ
กระจ่างชดั การศึกษาคร้ังน้ีจึงมุ่งเน้นให้มีความเขา้ใจมากข้ึนในส่วนของบทบาทหน้าท่ีของยีนท่ี
สังเคราะห์สมอลล์จีทีพีบายด้ิงโปรตีนในกลุ่ม Rab family ในขา้วโดยศึกษารูปแบบของการ
แสดงออกของยนีในเน้ือเยือ่ต่าง ๆ ของขา้วและวเิคราะห์ถึงบทบาทหนา้ท่ีของยีน 
        การศึกษาชุดท่ี 1 ศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของยนี Rab ในขา้วขาวดอกมะลิ 105 โดยโคลนช้ินส่วน 
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ซีดีเอ็นเอท่ีเขา้รหัสสมอลล์จีทีพีบายด้ิงโปรตีนและศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีโคลนได ้การเพิ่ม
ปริมาณของช้ินส่วนซีดีเอ็นเออาศยั degenerate primer ของยีน Rab ท่ีออกแบบจากบริเวณอนุรักษ์
ของยีนตรงส่วนท่ีเข้าจบัของหมู่ฟอสเฟตหรือแมกนีเซียมไอออน; DTAGQE(RKS) ซ่ึงพบใน
บริเวณ N-terminal ของโปรตีน Rab ควบคู่กบัไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อ poly A; oligo(dA)18 ไดผ้ลลพัธ์
เป็นช้ินส่วนซีดีเอน็เอจ านวน 2 ช้ินส่วน โดยใชซี้ดีเอ็นเอของใบขา้วท่ีมีการเส่ือมสภาพเป็นแม่พิมพ ์
ไดแ้ก่ ช้ินส่วนของยีน OsRab5 และ OsRab7 จากนั้นหาล าดบัเบสเต็มเส้นของซีดีเอ็นเอทั้งสองดว้ยวิธี 
Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) พบวา่ ล าดบัเบสเต็มเส้นของซีดีเอ็นเอ OsRab5 และ 
OsRab7 มีขนาด 1,111 นิวคลีโอไทด์ และ 1,010 นิวคลีโอไทด์ตามล าดับ ทั้ งน้ีซีดีเอ็นเอของ 
OsRab5 ประกอบดว้ยส่วนปลาย 5              เป็นกรดอะมิโนขนาด 178 นิวคลีโอไทด์ มีช่วง
เปิดของยีนส าหรับการสร้างโปรตีนขนาด 612 นิวคลีโอไทด์ และส่วนปลาย 3              เป็น
กรดอะมิโนขนาด 321 นิวคลีโอไทด์ สายโพลีเปปไทด์มีขนาด 203 กรดอะมิโน ซ่ึงค านวณน ้ าหนกั
โมเลกุลได ้22               ห   ซีดีเอน็เอของ OsRab7 ประกอบ ดว้ยส่วนปลาย 5 และ ปลาย 3 
             เป็นกรดอะมิโนขนาด 65 และ 317 นิวคลีโอไทด์ตามล าดบัช่วงเปิดของยีนส าหรับการ
สร้างโปรตีนมีขนาด 628 นิวคลีโอไทด์ สามารถแปลรหสัไดเ้ป็นกรดอะมิโนท่ีมีความยาว 206 กรดอะ
มิโน ค านวณน ้ าหนกัโมเลกุลได ้23            จากการเปรียบเทียบในระดบักรดอะมิโนแสดงให้
เห็นวา่กรดอะมิโนของ OsRab5 มีความเหมือนกบักรดอะมิโนของ Rab5 จากพืชชนิดอ่ืนเป็นอยา่ง
มาก โดยเฉพาะท่ีพบในขา้วจาโปนิคา ซ่ึงมีค่าความเหมือนถึง 98% และล าดบักรดอะมิโนของ 
OsRab 7 มีค่าความเหมือนกบัล าดบักรดอะมิโนของ Rab7 จากขา้วจาโปนิคาสูงถึง 97% จากการ
วเิคราะห์รูปแบบของการแสดงออกของยีนโดยอาศยัเทคนิค RT-PCR พบวา่ OsRab5 และ OsRab7 
แสดงออกในเน้ือเยือ่ขา้วทุกส่วนท่ีน ามาศึกษา นอกจากน้ีพบวา่ในใบขา้วท่ีอยูภ่ายใตส้ภาวะท่ีมีการ
ชกัน าให้เกิดกระบวนการเส่ือมสภาพ อาทิเช่น การบ่มในสารละลายท่ีมี abscisic acid (ABA), 
ethylene, sodium chloride (NaCl) หรือเก็บในท่ีมืด หรือการท าให้เกิดบาดแผล สามารถกระตุน้ให้
ยนีทั้งสองมีการแสดงออกมากข้ึน จากผลการทดลองน้ีสามารถบ่งช้ีไดว้่า OsRab5 และ OsRab7 
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการเส่ือมสภาพของใบ  
        เน่ืองจากล าดบักรดอะมิโนของยีน OsRab5 และ OsRab7 ท่ีโคลนไดจ้ากขา้วขาวดอกมะลิ 105 
                  ล าดบักรดอะมิโนท่ีพบในโปรตีน Rab5 และRab7        จาโปนิคา จึงท า 
การศึกษาชุดท่ี 2 ในขา้วจาโปนิคาซ่ึงเป็นพืชท่ีมีกระบวนการต่าง ๆ คลา้ยคลึงกบัขา้วขาวดอกมะลิ 
105 โดยน าขอ้มูลของล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโนของยีน Rab                  
ฐานขอ้มูล Rice Annotation Project (RAP)        การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน 
พบว่าล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน Rab         มีต าแหน่งของบริเวณอนุรักษ์ท่ีจ  าเพาะต่อ
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โปรตีน Rab   ะพ กรดอะมิโนชนิด cysteine (C) สองต าแหน่งในบริเวณ C-terminal ในการศึกษา
รูปแบบการแสดงออกของยีน พบว่าการแสดงออกของยีน OsRab มีรูปแบบการแสดงออกท่ี
แตกต่างกนัในเน้ือเยือ่ส่วนต่าง ๆ ของขา้ว นอกจากน้ียงัพบรูปแบบการแสดงออกท่ีแตกต่างกนัของ
ยนี Rab               ในสารละลายท่ีมีสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชผสมอยู ่หรือเก็บภายใต้
ความมืดซ่ึงชกัน าใหเ้กิดการเส่ือมสภาพของใบ หรือแมก้ระทัง่ในใบขา้วท่ีมีการเส่ือมสภาพของใบ
ตามธรรมชาติ ในการศึกษาคร้ังน้ีไดค้ดัเลือกยีน OsRab7A1   ะ OsRab7B3 มาศึกษาต่อถึงบทบาท
หนา้ท่ีการท างานของยนี เน่ืองจากยนีทั้งสองมีรูปแบบการแสดงออกท่ีใกลเ้คียงกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการเส่ือมสภาพ โดยสร้างตน้ขา้วตดัแต่งพนัธุกรรมข้ึน และจากการศึกษาในขา้วตดัแต่ง
พนัธุกรรมรุ่นท่ี 1 พบวา่ตน้ขา้วตดัแต่งพนัธุกรรมให้มียีน OsRab7B3 แสดงออกมากเกินพอ จะเกิด
การเส่ือมสภาพของใบอย่างรวดเร็วเม่ือเก็บภายใต้ความมืดซ่ึงเป็นเง่ือนไขท่ีชักน าให้เกิดการ
เส่ือมสภาพ ในขณะท่ีตน้ขา้วปกติและตน้ขา้วตดัแต่งพนัธุกรรมให้มียีน OsRab7A1 แสดงออกมาก
เกินพอนั้นไม่มีการแสดงลักษณะดังกล่าว จึงศึกษาต่อเฉพาะในข้าวตดัแต่งพนัธุกรรมให้มียีน 
OsRab7B3 แสดงออกมากเกินพอ โดยปลูกขา้วตดัแต่งพนัธุกรรมรุ่นท่ี 1 ในเรือนเพาะช า พบวา่ใน
ระยะท่ีมีการพฒันาของเมล็ดการเปล่ียนสีของใบขา้วจากสีเขียวกลายเป็นสีเหลืองจะเกิดข้ึนในตน้
ขา้วตดัแต่งพนัธุกรรมจะเกิดข้ึนก่อนตน้ขา้วปกติ จึงด าเนินการวิจยัต่อในรุ่นท่ี 2 พบว่าเม่ือน าใบ
ของตน้ขา้วตดัแต่งพนัธุกรรมไปเก็บไวใ้นท่ีมืดความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลลล์ดลงเป็นอยา่งมากและ
ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเส่ือมสภาพของพืช ไดแ้ก่ PaO, ATG4a และ ATG8a ถูกกระตุน้ให้มีการ
แสดงออกมากข้ึนเช่นเดียวกบัยนี OsRab7B3 นอกจากน้ีไดศึ้กษาการท างานของโปรโมเตอร์ของยีน 
OsRab7B3 โดยการสร้างเวคเตอร์ซ่ึงเช่ือมต่อยีน sGFP ท่ีสังเคราะห์โปรตีนเรืองแสงสีเขียว       
โปรโมเตอร์ของยนี OsRab7B3 พบวา่    sGFP ท่ีถูกควบคุมการแสดงออกโดยโปรโมเตอร์ของยีน 
OsRab7B3 จะแสดงออกมากในใบขา้วท่ีบ่มในสารละลายท่ีมี ABA หรือ NaCl ผสมอยูเ่ป็นเวลา 12 
            เก็บ                       ดงันั้นจึงกล่าวไดว้า่ OsRab7B3 เป็นยนีท่ีมีการแสดงออกเม่ือ
ถูกกระตุน้ดว้ยสภาวะเครียดและมีบทบาทส าคญัในกระบวนการเส่ือมสภาพของใบขา้ว 
 


