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ABSTRACT 

 

Ion beam bombardment of biological organisms has been applied to plant 

mutation breeding. In order to explore relevant mechanisms, the study employed low-

energy ion beams bombardment of naked plasmid DNA to examine whether and how 

ions with very low energy and low fluence can induce mutation. Argon (Ar) and nitrogen 

(N) ions at 5 keV and 2.5 keV, respectively, were used to bombard naked plasmid DNA, 

pGFP, at ion fluence of 3, 6, 9 x 10
13

 ions cm
-2

. The results provided evidences that the 

very low-energy and low-fluence ion bombardment indeed altered the DNA structure 

from supercoil to circular and linear forms through single and double strand breaks. 

Mutation induction was confirmed by transformation of the bombarded DNA into 
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Escherichia coli cells and subsequent expression of the marker gene. The indirect effects 

of low-energy ion beam on antioxidant enzyme activity and lipid peroxidation levels 

were also studied. Local rice seeds were bombarded with Ar- or N-ion beams at 29 – 60 

keV and ion fluences of 1x10
16

 ions cm
-2

. Then activities of 6 antioxidant enzymes and 

lipid peroxidation level were determined in the bombarded rice seeds after germination. 

The results showed most of the enzyme activities and lipid peroxidation levels in both the 

Ar- and N-bombarded samples were higher than those in the natural control. N-ion 

bombardment could induce higher levels of antioxidant enzyme activities in the rice 

samples than the Ar-ion bombardment. Additional effects due to the vacuum condition 

were also found that could affect activities of some antioxidant enzymes and lipid 

peroxidation level.  

  Four rice varieties obtained from low-energy ion beam induced mutation in Thai 

jasmine rice (KDML 105) were characterized in gene expression involved in their 

phenotypic variations. The differentially expressed transcripts of mutants were analyzed 

in comparison with the KDML 105 using cDNA-RAPD technique. Two genes were 

identified; OsSPY and 14-3-3, which their functions possibly associated with stem height 

variations of rice mutants. Expression analysis of OsSPY, 14-3-3, RSG, KO, and SLR1 

was confirmed in rice internode tissues during the reproductive stage by semi-

quantitative RT-PCR technique. The results indicated that the changes of OsSPY and 14-

3-3 expression could affect internode elongation and cause the phenotypic changes of 

semi-dwarf and spindly rice mutants, respectively. The study of a gene controlling the 

anthocyanin biosynthesis in purple rice mutant (BKOS6) was also carried out.  The 
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Bkmyc gene encoding a bHLH transcription factor for anthocyanin biosynthesis in plant 

was identified. It was found that a full-length cDNA of Bkmyc is similar to O. sativa Pl
w
-

OSB2 which was previously identified in T65-Plw pigmented rice. The expression 

analysis revealed that Bkmyc expressed in all purple tissues of BKOS6. A new evidence 

of OSB2 expression in root tissue of indica rice was found and firstly reported.  

Moreover, the study of improved antioxidant properties of BKOS6 rice was 

carried out. The total phenolic content and antioxidant activities of cooked and uncooked 

rice extracts were compared among KDML105, BKOS6 and other 2 rice mutants created 

by a low-energy ion beam. The BKOS6 extracts showed the highest total phenolic 

content among all tested rice extracts. The determinations of antioxidant activities, using 

three standard methods, showed BKOS6 extract had 2–2.5-fold increased levels over 

standard KDML105 extract for each method. Interestingly, there was no significantly 

difference between the antioxidant activities of the cooked and uncooked BKOS6 rice 

extracts. Due to many remarkable improved characteristics of BKOS6 variety, a specific 

SCAR marker was generated for its varietal identification. In this study, the BKOS6 

specific SCAR marker was successfully developed and used to identify BKOS6 variety. 

It can be used to distinguish BKOS6 from other rice varieties/cultivars except Hom-nin 

rice and also to detect F1 hybrids of BKOS6. 
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บทคัดย่อ 

 
 

การระดมยิงเซลล์ส่ิงมีชีวิตดว้ยล าไอออนไดถู้กน ามาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืชโดย
การชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุ เพื่อวตัถุประสงคใ์นการเพิ่มความรู้ความเขา้ในกลไกการชกัน าให้เกิด
การกลายพนัธ์ุด้วยล าไอออน จึงได้ท าการศึกษาการระดมยิงดีเอ็นเอด้วยล าไอออนพลงังานต ่า เพื่อ
ทดสอบความสามารถและกลไกในการชกัน าการกลายพนัธ์ุโดยล าไอออนท่ีมีพลงังานต ่าและปริมาณ
นอ้ย ไอออนของอาร์กอนและไนโตรเจนท่ีมีพลงังาน 5 และ 2.5 กิโลโวล์ตตามล าดบั ท่ีความหนาแน่น
ของไอออนเท่ากบั 1 x 1013 ไอออนต่อตารางเซนติเมตร ไดถู้กน ามาใชใ้นการระดมยิงพลาสมิดดีเอ็นเอ 
pGFP ผลจากการระดมยิงพบวา่ ไอออนทั้งสองท่ีมีพลงังานและความหนาแน่นดงักล่าวสามารถท าให้
เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างดีเอ็นเอจากลกัษณะท่ีขดเป็นเกลียวให้กลายเป็นวงกลมและเส้นตรง อนั
เน่ืองมาจาก การขาดของดีเอ็นเส้นเด่ียวและเส้นคู่ ส่งผลให้เกิดการกลายพนัธ์ุเม่ือท าการทดลองยืนยนั
โดยการส่งถ่ายพลาสมิดดีเอน็เอดงักล่าวเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli แลว้ท าการตวรจสอบการ
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แสดงออกของยนีเคร่ืองหมายท่ีอยูภ่ายในพลาสมิดนั้น นอกจากน้ียงัไดท้  าการศึกษาผลกระทบทางออ้ม
ของล าไอออนพลงังานต ่าท่ีมีต่อปริมาณของเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระและการเกิดออกซิเดชนัของไขมนั
ในเซลล์พืช เมล็ดขา้วท่ีถูกระดมยิงดว้ยล าไอออนของไนโตรเจนและอาร์กอนท่ีมีพลงังาน 29 และ 60 
กิโลโวล์ตและความหนาแน่นของไอออนเท่ากบั 1x1016 ไอออนต่อตารางเซนติเมตร ได้ถูกน ามาวดั
ปริมาณของเอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระและการเกิดออกซิเดชนัของไขมนัภายหลงัการเพาะให้งอกเป็น
เวลา 2 วนั ผลการศึกษาพบวา่ ปริมาณของเอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระและการเกิดออกซิเดชนัของไขมนั
ในตวัอยา่งท่ีถูกระดมยงิดว้ยล าไอออนของทั้งอาร์กอนและไนโตรเจนเพิ่มสูงข้ึนกวา่ในตวัอยา่งควบคุม
ท่ีไม่ผา่นการระดมยงิ การระดมยงิดว้ยล าไอออนของไนโตรเจนจะส่งผลให้เกิดการเพิ่มข้ึนของปริมาณ
เอนไซม์ตา้นอนุมูลอิสระบางชนิดได้มากกว่าการระดมยิงด้วยล าไอออนของอาร์กอน นอกจากน้ียงั
พบว่าสภาวะสูญญากาศท่ีใช้ในขณะระดมยิงไอออนมีผลท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงปริมาณของ
เอนไซมต์า้นอนุมูลอิสระบางตวัและการเกิดออกซิเดชนัของไขมนัอีกดว้ย 

ขา้วกลายพนัธ์ุ 4 สายพนัธ์ุท่ีไดจ้ากการชกัน าการกลายพนัธ์ุในขา้วหอมมะลิ 105 ไดถู้กศึกษา 
การแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะท่ีแปรผนัไปจากขา้วขา้วหอมมะลิ 105 สายพนัธ์ุเดิม โดยได้
ท าการศึกษาเปรียบเทียบยนีท่ีมีการแสดงออกในขา้วกลายพนัธ์ุเปรียบเทียบกบัขา้วหอมมะลิโดยเทคนิค 
cDNA-RAPD ท าให้พบยีน OsSPY และ 14-3-3 ท่ีน่าจะมีหน้าท่ีเก่ียวข้องกับลักษณะความสูงท่ี
เปล่ียนแปลงไปในขา้วกลายพนัธ์ุ การแสดงออกของยีน OsSPY, 14-3-3, RSG, KO, และ SLR1 ไดถู้ก
ตรวจสอบในเน้ือเยื่อขอ้ปลอ้งของตน้ขา้วในระยะต่างๆ โดยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR ผล
การศึกษาช้ีให้เห็นถึงการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีน OsSPY และ 14-3-3 ท่ีสอดคลอ้งกบัการ
เปล่ียนแปลงของการยืดตวัของขอ้ปลอ้งอนัเป็นสาเหตุท าให้เกิดลกัษณะตน้เต้ียและตน้สูงในขา้วกลาย
พนัธ์ุตามล าดบั และยงัไดมี้การศึกษายีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการความคุมการสะสมรงควตัถุแอนโทไซยานิน
ในขา้วมะลิม่วงกลายพนัธ์ุ BKOS6 พบยีนท่ีให้ช่ือวา่ Bkmyc ท่ีเขา้รหสัให้โปรตีน bHLH ท่ีท าหนา้ท่ีใน
การควบคุมกระบวนการสร้างเอนไซม์ในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในพืช ซ่ึงพบวา่ล าดบัเบส
ของยีน Bkmyc มีความคลา้ยคลึงกบัยีน OSB2 ท่ีพบในขา้วสายพนัธ์ุ T65-Plw ท่ีมีการสะสมรงควตัถุสี
ม่วงเช่นกนั การศึกษาการแสดงออกของยนี Bkmyc พบวา่มีการแสดงออกในทุกเน้ือเยื่อท่ีมีสีม่วงและยงั
พบการแสดงออกในเน้ือเยื่อรากซ่ึงนบัวา่เป็นการรายงานคร้ังแรกของยีนน้ีท่ีพบการแสดงออกในราก
ของขา้วในกลุ่มสายพนัธ์ุ indica 

นอกจากน้ีไดมี้การศึกษาคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระของขา้วกลายพนัธ์ุ BKOS6 โดยท า
การวดัปริมาณของสารประกอบฟีนอลและคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัจากขา้วสาร
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และขา้วสุกของขา้วหอมมะลิเปรียบเทียบกบัขา้ว BKOS6 และขา้วกลายพนัธ์ุอีก 2 สายพนัธ์ุท่ีไดจ้าก
การชกัน าโดยเทคนิคล าไอออน พบวา่สารสกดัจากขา้ว BKOS6 มีปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงท่ีสุด
เม่ือเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากขา้วสายพนัธ์ุอ่ืนๆ ท่ีน ามาทดสอบ การวดัความสามารถในการตา้น
อนุมูลอิสระโดยวิธีการมาตรฐาน 3 วิธี พบวา่ในแต่ละวิธี สารสกดัจากขา้ว BKOS6 มีความสามารถใน
การอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึนสูงกวา่สารสกดัจากขา้วหอมมะลิถึง 2-2.5 เท่า และเป็นท่ีน่าสนใจเม่ือพบวา่ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัระหว่างความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของสารสกดัจากข้าว 
BKOS6 ท่ีผ่านและไม่ผา่นการหุงให้สุก ดว้ยคุณสมบติัท่ีดีข้ึนในขา้วกลายพนัธ์ุ BKOS6 ท่ีไดก้ล่าวมา
ขา้งตน้ จึงไดมี้การสร้างเคร่ืองหมายทางโมเลกุลท่ีมีความจ าเพาะต่อขา้วสายพนัธ์ุ BKOS6 ข้ึนโดยพบวา่
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SCAR ท่ีสร้างข้ึน สามารถใชใ้นการบ่งบอกสายพนัธ์ุของขา้ว BKOS6 ได ้
และสามารถใชใ้นการระบุความแตกต่างของขา้วกลายพนัธ์ุ BKOS6 กบัขา้วสายพนัธ์ุอ่ืนๆ ได ้ยกเวน้
ขา้วหอมนิลซ่ึงตอ้งอาศยัการใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล microsatellite เขา้มาร่วมดว้ย และยงัพบวา่สามารถ
ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SCAR ดงักล่าวในการระบุขา้วลูกผสมรุ่นท่ี 1 ของขา้ว BKOS6 ไดอี้กดว้ย 
 
 

 

 


