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ABSTRACT 

 

 The research involved molecular marker identification of Pathumthani 1 rice 

mutants induced by low-energy ion beams and investigation of an application of the 

rice mutant’s biomass in ethanol production by developing a plasma-ion-

bombardment assisted gene transformation method to favor the biomass fermentation. 

Seeds of Thai fragrant rice (Oryza sativa L.var. indica cv. Pathumthani 1) 

were bombarded by nitrogen ions at a 60 keV energy level with ion fluences of 6 and 

8×10
16

 ions/cm
2
 for mutation induction. After the 5

th
 generation, a number of mutants 

was obtained including EPOS1, EPOS2, EPOS3, TPOS1, TPOS2, EBPOS1 and 

EBPOS3. These mutants showed several improved characteristics including a tall  
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variety and an early flowering variety. Moreover, the red-brown pigment which could 

be found in the mutant pericarp was similar to that in husked rice. Consequently, 

HAT-RAPD (High Annealing Temperature-RAPD) was chosen to investigate their 

genetic variation. Among the total of 110 arbitrary primers, one of the primers named 

OPAA14 produced a unique fragment presenting only in the EBPOS3 mutant at a 

molecular size of 700 bp. This fragment was subcloned and sequenced for 

identification by Sequence Characterized Amplified Region (SCAR) marker. 

 PCR amplification using the SCAR primers provided a 300 bp fragment only 

in the EBPOS3 mutant. The cDNA-HAT-RAPD technique was selected to analyze 

genes involved in the rice mutants. Approximately 40 distinct polymorphic band 

profiles were generated using ten arbitrary primers. After sequencing, none of the 

sequences were related to their phenotypic changes, and most showed high similarity 

to hypothetical proteins of rice in Genbank database. Since the EBPOS3 mutant had 

biomass of the rice straw over 40% percent higher than that of the control because of 

its height. The rice straw (lignocellulose) of EBPOS3 mutant was chosen for ethanol 

production. Lignocellulosic biomass composed of complex carbohydrates which 

could be hydrolyzed by microorganisms into single molecule of sugars before 

fermentation. In this study, Bacillus amyoliquefaciens CX1 which produced 

extracellular cellulase and xylanase was isolated from horse feces. The cellulase and 

xylanase were tested and found that they were stable over a wide broad pH from 5-9 

and had thermal tolerance between 30-70
ᵒ
C. 

In my study, plasma immersion ion implantation (PIII) was demonstrated for 

gene transfer in to bacterial cell. Both pTZ57R and pBI121 were used to transfer into 

E. coli strain DH5α. Argon and nitrogen species were compared for ion implantation  
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with a bias voltage of 2.5 kV and fluences ranging from 1x10
12

 to 1x10
17

 ions/cm
2
. 

My result showed that nitrogen ions were more efficient for the gene transfer than 

argon ions. Therefore, to analyze gene functions, both the cellulase (BglC) and 

xylanase (XynA) were cloned into expression vector (pETDuet-1) and transformed 

into E. coli BL21 (DE3) by PIII. The constructed vectors harboring cellulase (BglC) 

and xylanase (XynA) were named pETbgl, pETbgl-2, pETxy, pETxy-2, and pETbgl-

xy. There, after the constructed vectors were transformed into E. coli BL21 (DE3) 

using nitrogen ions with a bias voltage of 2.5 kV and a fluence of 1x10
15

 ions/cm
2
. 

 The transformants obtained from the PIII technique were measured for the 

hydrolysis activity in comparison with cellulase and xylanse from the wild type. The 

transformant named pETbgl-xy, which contained both BglC and XynA, showed the 

highest hydrolysis activity about 25-fold of cellulase and 50-fold of xylanase greater 

than enzyme activities of the wild type.  Then pETbgl-xy was chosen for ethanol 

production. In the ethanol production, pretreated rice straw and pretreated corn stover 

were used as substrates by simultaneous saccharification and fermentation (SSF) and 

the pETbgl-xy, Saccharomyces cerevisiae V1116 and Zymomonas sp. TISTR1102 

were used in fermentation.  Ethanol produced from pretreated rice straw and 

pretreated corn stover has yields of 2.79% v/v and 3.29% v/v, respectively. 
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วทิยานิพนธ์น้ีประกอบไปดว้ยการใชเ้คร่ืองหมายอณูโมเลกุลในการระบุขา้วปทุมธานีพนัธ์ุ
กลายท่ีถูกชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุดว้ยล าไอออนพลงังานต ่าและไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัการน า
ชีวมวลของข้าวพนัธ์ุกลายน้ีไปผลิตเอทานอล ยงัได้มีการใช้เทคนิคการระดมยิงด้วยพลาสมา
พลงังานต ่าเพื่อส่งถ่ายยนีเขา้ขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย เพื่อใชใ้นกระบวนการยอ่ยชีวมวลและน าไปใชใ้น
กระบวนการผลิตเอทานอลต่อไป 

เมล็ดขา้วปทุมธานี 1 ถูกระดมยิงดว้ยไอออนไนโตรเจนท่ีถูกเร่งท่ีพลงังาน 60 กิโลโวลท ์ 
และมีปริมาณไอออน  6 x1016 - 8x1016 ไอออนต่อตารางเซนติเมตร  เม่ือปลูกจนถึงรุ่นท่ี 5 พบขา้ว 
ปทุมธานี 1 พนัธ์ุกลาย จ านวน 7 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ EPOS1, EPOS2, EPOS3, TPOS1, TPOS2, 
EBPOS1 และ EBPOS3 ตน้พนัธ์ุกลายปรากฏลกัษณะ ตน้สูง ออกรวงเร็ว และสีเมล็ดขา้วกลอ้ง
แตกต่างจากเมล็ดต้นควบคุมโดยมีลักษณะสีน ้ าตาลแดงท่ีผิวเมล็ด ท าการตรวจสอบความ
เปล่ียนแปลงในระดบัโมเลกุลของขา้วปทุมธานี 1 พนัธ์ุกลายด้วยเทคนิค HAT-RAPD (High 
Annealing Temperature-RAPD) จากไพรเมอร์แบบสุ่มจ านวน 110 ไพรเมอร์ พบวา่ ไพรเมอร์ 
OPAA14 สามารถบ่งบอกความแตกต่างระหวา่งตน้ พนัธ์ุกลาย EBPOS3 จากขา้วสายพนัธ์ุอ่ืนท่ีใช้
ในการทดลองได้ โดยพบแถบดีเอ็นเอขนาด 700 คู่เบส  จากนั้นไดท้  าการหาล าดบัเบสของแถบดี
เอ็นเอและพฒันาเป็นเคร่ืองหมายอณูโมเลกุล SCAR เม่ือท าการทดสอบไพร์เมอร์ SCAR พบว่า
สามารถระบุขา้วพนัธ์ุกลาย EBPOS3 ไดโ้ดยพบแถบดีเอ็นเอขนาด 300 คู่เบสในตน้ EBPOS3
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เท่านั้น ส าหรับการศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะท่ีเปล่ียนไปของขา้วพนัธ์ุกลาย
เทียบกบัตน้ควบคุม โดยใชเ้ทคนิค cDNA- HAT-RAPD เม่ือใชไ้พร์เมอร์แบบสุ่มจ านวน 10 ไพร์
เมอร์ พบแถบดีเอ็นเอท่ีต่างไปจากตน้ควบคุมจ านวน 40 แถบ เม่ือท าการเปรียบเทียบล าดบัของ
กรดอะมิโนกบักรดอะมิโนของยีนในฐานขอ้มูล (Genbank) พบว่าแถบ cDNA ส่วนใหญ่มีความ
เหมือนกบัโปรตีนท่ียงัไม่มีการระบุหน้าท่ี และไม่มีแถบ cDNA ใดเลยท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะท่ี
เปล่ียนไปของขา้วพนัธ์ุกลาย ลกัษณะความสูงท่ีเพิ่มข้ึนของตน้ขา้วพนัธ์ุกลาย EBPOS3 ท าให้มีชีว
มวลเพิ่มข้ึนมากกวา่ตน้ควบคุมถึง 40 %  ส่งผลให้มีสารตั้งตน้ในการผลิตเอทานอลเพิ่มข้ึนจึงเลือก
ตน้ EBPOS3ไปใช้ในการผลิตเอทานอลต่อไป  ชีวมวลประกอบไปดว้ยคาร์โบร์ไฮเดรตสายยาวท่ี
ตอ้งผา่นกระบวนการยอ่ยใหเ้ป็นน ้าตาลโมเลกุลเด่ียวก่อนน าไปผลิตเอทานอล ในการศึกษาน้ีไดท้  า
การคดัแยกแบคทีเรีย Bacillus amyoliquefaciens CX1 ท่ีสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสและไซเลน-
เนสจากมูลของมา้ เม่ือท าการทดสอบคุณสมบติัของเอนไซมพ์บวา่สามารถท างานไดใ้นช่วง ความ
เป็นกรดเบส (pH) ท่ี 5-9 และทนความร้อนไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส 

ได้ท าการทดลองส่งถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียโดยเทคนิคการระดมยิงด้วยพลาสมา
พลงังานต ่า (PIII) ท าการทดลองใช้ทั้งพลาสมาของไนโตรเจนและอาร์กอนโดยท าการจุ่มเซลล์
แบคทีเรียลงในพลาสมาและระดมยิงเซลล์ ดว้ยการไบแอสความต่างศกัย ์2.5 กิโลวตัต์ ท่ีความ
หนาแน่นไออน 1x1012 ถึง 1x1017     ไอออนต่อตารางเซนติเมตร และเลือกใชพ้ลาสมิด pTZ57R 
และ pBI121 เพื่อใชใ้นการส่งถ่ายเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย (Escherichia coli strain DH5α)   จากการ
ทดลองพบวา่พลาสมาของไนโตรเจนสามารถส่งถ่ายพลาสมิดเขา้สู่เซลล์แบคทีเรียไดดี้กวา่พลาสมา
ของอาร์กอน ได้ท าการโคลนยีนเซลลูเลส (BglC) และยีนไซเลนเนส (XynA)  เข้าสู่เวคเตอร์ 
(pETDuet-1) และตั้งช่ือตามยีนท่ีอยู่ภายในดงัน้ี pETbgl, pETbgl-2, pETxy, pETxy-2, และ  
pETbgl-xy จากนั้นท าการส่งถ่ายเวคเ์ตอร์เหล่าน้ีเเขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย  (E. coli strain BL21 (DE3)) 
โดยท าการระดมยิงด้วยไนโตรเจนพลาสมาท่ีและไบแอสความต่างศกัย ์2.5 กิโลวตัต์ ท่ีความ
หนาแน่นไออน 1x1015  ไอออนต่อตารางเซนติเมตร และน าเซลล์ท่ีไดรั้บการส่งถ่ายพลาสมิดมา
ทดสอบความสามารถในการยอ่ยสารตั้งตน้ ปรากฏวา่เช้ือท่ีไดรั้บการส่งถ่ายพลาสมิด pETbgl-xy ท่ี
มีทั้งยนีเซลลูเลส (BglC) และยีนไซเลนเนส ( XynA) เขา้ไปสามารถยอ่ยสารตั้งตน้ไดดี้กวา่เอนไซม์
ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. amyoliquefaciens CX1  โดยมีแอคทีวิต้ีของเอนไซมเ์ซลลูเลสและเอนไซม์
ไซเลนเนสสูงกวา่เอนไซมจ์าก B. amyoliquefaciens CX1  ถึง 25 และ 50 เท่าตามล าดบั จึงไดน้ าเช้ือ
น้ีไปใชใ้นการผลิตเอทานอลต่อไป 

 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากฟางขา้วและซังขา้วโพดท่ีผา่นกระบวนการปรับสภาพ
โดยกระบวนการหมกัอยา่งต่อเน่ือง โดยใช้เช้ือแบบผสม (pETbgl-xy, Saccharomyces cerevisiae 
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V1116  และ Zymomonas sp. TISTR1102) ในการหมกัและพบวา่ปริมาณเอทานอลท่ีผลิตไดเ้ท่ากบั 
2.79% (ปริมาตร/ปริมาตร) เม่ือใช้ฟางขา้วเป็นสารตั้งตน้และ 3.29% (ปริมาตร/ปริมาตร) เม่ือใช้
ขา้วโพดเป็นสารตั้งตน้ 

 


