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การหาบางส่วนของยนีโดยออกแบบไพรเมอร์ชนิด degenerate ท่ีจาเพาะกบัยนีท่ีควบคุมการสร้าง
เอนไซม ์betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) และ myo -inositol 1- phosphate synthase 
(MIPS) เม่ือทาปฏิกิริยา PCR กบั first stranded cDNA เกิดแถบดีเอน็เอขนาด 327 คู่เบส และ 402 คู่
เบส เม่ือตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดพ์บวา่มีลาดบันิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกบัยนี BADH ใน
ขา้วโพด ขา้วฟ่าง หญา้ และ ขา้ว 96 93 90 และ 86 เปอร์เซ็นต์ ตามลาดบั และ มีลาดบันิวคลีโอไทด์
ท่ีเหมือนยนี MIPS ในขา้วโพด ขา้ว ขา้วสาลี และหญา้ 96 90 90 และ 89 เปอร์เซ็นต์ ตามลาดบั 

 
การหาบางส่วนของยนีโดยออกแบบไพรเมอร์ชนิด degenerate ท่ีจ  าเพาะกบัยนีท่ีควบคุม

การสร้างเอนไซม ์betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) และ myo -inositol 1- phosphate 
synthase (MIPS) เม่ือท าปฏิกิริยา PCR กบั first stranded cDNA เกิดแถบดีเอน็เอขนาด 327 คู่เบส 
และ 402 คู่เบส เม่ือตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดพ์บวา่มีล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกบัยนี BADH  
ในขา้วโพด ขา้วฟ่าง หญา้ และ ขา้ว 96  93  90 และ 86 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และ มีล าดบันิวคลีโอ
ไทดท่ี์เหมือนยนี MIPS ในขา้วโพด ขา้ว ขา้วสาลี และหญา้ 96 90  90  และ 89 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั 

 
             การศึกษาระดบัการแสดงออกของยนีท่ีคาดวา่จะเป็นยนี BADH โดยใชเ้ทคนิค real-time 
PCR พบวา่ ในใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ PEG ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง มีการแสดงออกของยนีมากท่ีสุด ในขณะท่ีใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ท่ีไดรั้บ 
PEG ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และรากท่ีระดบัความเขม้ขน้ 28 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมงมีการแสดงออกของยนีมากท่ีสุด ส่วนยนี MIPS พบวา่ท่ีใบและราก
ของออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ PEG ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง มี
การแสดงออกของยนีมากท่ีสุด ในขณะท่ีในใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ท่ีไดรั้บ PEG ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และรากท่ีไดรั้บ PEG ระดบัความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์
เป็นเวลา 12 ชัว่โมงมีการแสดงออกของยนี MIPS สูงสุด 
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The study of water deficit response of sugarcane cv. Kps 94-13 and Kps 01-11-6 was 
done. Sugarcane plants were cultured in the medium containing 16 and 28 % PEG for 6, 12, 24, 
48, 72, 96 and 120 hrs. It was found that leaf of sucarcane subjected to 28 % PEG were more 
yellow  than leaf in 16 % PEG. At the same PEG concentration  and the same duration of stress, 
sugarcane cv. Kps 94-13 showed less yellow leaf than Kps 01-11-6. The result confirmed that 
sugarcane cv. Kps 94-13 was more tolerance to water deficit than Kps 01-11-6.  
  

Degenerated primers specific to conserve region of  betaine aldehyde dehydrogenase 
(BADH) and myo -inositol 1- phosphate synthase (MIPS) were designed and used for PCR with 
first stranded cDNA template. It resulted the 327 and 402 bp of PCR product. Nucleotide 
sequences were analyzed and compared to the  database. It was found that they were similar to 
BADH  gene of corn (90%), sorghum (93%), grass (90%) and rice (86%) and similar to MIPS 
gene  of corn (96%), rice (90%), wheat (90%) and grass (89%) respectively. 
 

Real-time PCR was performed to determine the expression levels of putative BADH and MIPS 
gene, it was indicated that the highest expression was found in leave and root of Kps 94-13 treated with 
28 % PEG for 12 hr while leave and root of Kps 01-11-6 treated with 16 % and 28 % PEG for 12 hr, 
respectively, showed the highest expression of the gene. For the expression of MIPS gene, the results 
revealed that the leave and root of Kps 94-13 treated with 28 % PEG  for 12 hr had the highest 
expression of the gene. Leave of Kps 01-11-6 treated with 16 % PEG and root of the plant treated with 
28 % PEG for 12 hr showed the highest expression of MIPS  gene. 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่  หน้า 

   

1 degenerateไพรเมอร์ของยนี BADH  MIPS และ ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี Actin 25 
2 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ส าหรับ real-time PCR ท่ีจ  าเพาะกบัยนี Actin  

BADH และ MIPS   
 

27 
3 การใหค้ะแนนอาการของใบออ้ยในการทดสอบในสภาพขาดน ้าโดยเติม PEG 

ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
 

33 
4 ค่าเฉล่ียของคะแนนอาการของใบออ้ยในการทดสอบในสภาพขาดน ้าโดยเติม 

PEG ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
 

34 
5 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี BADH และ MIPS 39 
6 เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี BADH ท่ีสังเคราะห์ไดก้บัฐานขอ้มูล 

GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN Version 2.2.25 
 

42 
7 เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MIPS ท่ีสังเคราะห์ไดก้บัฐานขอ้มูล 

GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN Version 2.2.25 
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สารบัญภาพ  
  
ภาพที ่ หน้า 

   
1 แสดงการสังเคราะห์ glycine betaine 14 
2 แสดงการสังเคราะห์ inositol 17 
3 การใหค้ะแนนแสดงความรุนแรงของลกัษณะอาการ และการตอบสนองต่อสภาวะ

ขาดน ้าคะแนน 0-4 ตามล าดบั 23 
4 การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13 เพื่อชกัน าตน้ 28 
5 การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS       

ท่ีเติม PEG 16 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ 29 
6 การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS       

ท่ีเติม PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ 30 
7 การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS       

ท่ีเติม PEG 16 เปอร์เซ็นต ์ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ 31 
8 การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS       

ท่ีเติม PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ 32 
9 แถบอาร์เอน็เอท่ีสกดัจากใบและรากออ้ย 37 

10 ตรวจสอบหาอุณหภูมิ annealing ท่ีเหมาะสม ส าหรับปฏิกิริยา PCR โดยใช ้ first 
stranded cDNA ของออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์นาน 48 
ชัว่โมง และไพรเมอร์ของยนี BADH และ ยนี MIPS 38 

11 การเพิ่มปริมาณช้ินส่วน ดีเอน็เอคู่สมท่ีไดจ้ากปฎิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ี
จ  าเพาะ กบัยนี BADH และ MIPS  46 

12 การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first  stranded cDNA ของใบ และรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 
94-13 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี BADH 47 

13 การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first stranded cDNA จากใบ และรากออ้ยพนัธ์ุ Kps      
01-11-6 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี BADH  48 

14 การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first  stranded cDNA ของใบ และรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 
94-13 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี MIPS 49 
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15 
 

การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first strand cDNA ของใบ และรากออ้ยพนัธ์ุ       
Kps 01-11-6 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ี จ  าเพาะกบัยนี MIPS  
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16 
 

ระดบัการแสดงออกของยนี betaine aldehyde dehydrogenase ในใบออ้ยพนัธ์ุ           
Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ PEG 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 6-120 ชัว่โมง 

 
53 
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การโคลนบางส่วนของยนี Betaine Aldehyde Dehydrogenase และ Myo-Inositol 1- 
Phosphate Synthase ทีอ้่อยใช้ตอบสนองต่อสภาพขาดน า้ 

 

Partial Cloning of Betaine Aldehyde Dehydrogenase and Myo - Inositol 1 - 
Phosphate Synthase Genes for Water Deficit Response in Sugarcane 

 

ค าน า 
 

ออ้ย เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทย ประเทศไทยเป็นผูส่้งออกน ้าตาลในอนัดบั
ตน้ ๆ ของโลก ออ้ยเป็นวตัถุดิบท่ีส าคญัในอุตสาหกรรมออ้ย และน ้าตาล ดงันั้นออ้ยท่ีน าไปใชใ้น
อุตสาหกรรมนั้นยอ่มจะตอ้งใหผ้ลผลิตสูงและมีคุณภาพดี การวจิยัและพฒันาพนัธ์ุออ้ยเพื่อใหไ้ด้
พนัธ์ุใหม่ เป็นวธีิการหน่ึงท่ีสามารถช่วยเพิ่มผลผลิต ตลอดจนลดตน้ทุนการผลิตออ้ย เน่ืองจากออ้ย
แต่ละพนัธ์ุมีศกัยภาพการใหผ้ลผลิตและคุณภาพในแต่ละเขตพื้นท่ีแตกต่างกนั ส าหรับการวจิยั และ
พฒันาออ้ยพนัธ์ุ ใหไ้ดพ้นัธ์ุออ้ยท่ีสามารถปรับตวัและใหผ้ลผลิตสูงทั้งประเทศเป็นส่ิงท่ีท าไดย้าก 
เน่ืองจากตอ้งใชเ้วลาและงบประมาณมาก ความแหง้แลง้เป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลกระทบต่อผลผลิต 
จึงมีแนวคิดการน าเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชร่้วมกบัวธีิการปรับปรุงพนัธ์ุแบบมาตรฐาน 

 
ปัจจุบนัมีการใชเ้ทคโนโลยชีีวภาพมาคดัเลือก ปรับปรุงพนัธ์ุพืช เพื่อศึกษายนีทนแลง้เพื่อ

น าขอ้มูลท่ีไดม้าพฒันาสายพนัธ์ุออ้ยใหเ้หมาะสมกบัสภาพภูมิประเทศ การใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล
ช่วยการคดัเลือก (marker-assisted selection) ซ่ึงไม่ใช่วธีิดดัแปลงพนัธุกรรมก็เป็นอีกวธีิท่ีใชใ้นการ
คดัเลือกพืชใหไ้ดล้กัษณะท่ีตอ้งการ นอกจากน้ียงัไดมี้การคดัเลือกพืชทนแลง้โดยการใชเ้ทคนิค
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ โดยการเพาะเล้ียงเซลลพ์ืชบนอาหารท่ีเติมสาร osmoticum บางชนิด เช่น 
polyethylene glycol (PEG) โดยสารเหล่าน้ีจะลด osmotic potential ในสารละลายท่ีอยูร่อบเซลล ์ 
ท าใหเ้ซลลอ์ยูใ่นสภาพขาดน ้า จากนั้นจะคดัเลือกเซลลท่ี์ทนต่อสภาพขาดน ้าแลว้น ามาชกัน าใหเ้ป็น
ตน้พืชท่ีสมบูรณ์ แลว้น าตน้ท่ีไดไ้ปทดสอบความทนแลง้อีกทีหน่ึง อยา่งไรก็ตามการทดลอง
ดงักล่าว จ าเป็นตอ้งใชเ้วลาในการพฒันางานวจิยัเพื่อใหส้ามารถน าไปใชไ้ดจ้ริงในสภาพธรรมชาติ 

 
ในสภาวะเครียดจากการขาดน ้าสามารถชกัน าการแสดงออกของยนีหลายชนิดท่ีเก่ียวขอ้ง

ในพืช การบ่งช้ีวา่ยนีใดบา้งท่ีเก่ียวขอ้งและมีบทบาทส าคญัในการตอบสนองต่อสภาวะดงักล่าวของ
ออ้ยจึงสามารถน าความรู้น้ีไปประยกุตเ์พื่อการคดัเลือกออ้ยทนแลง้ไดใ้นอนาคต ในปัจจุบนัไดมี้



2 

 

การน าเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใชเ้พื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช ท าใหส้ามารถ
คดัเลือกตน้ท่ีมีลกัษณะ (มียนี) ท่ีตอ้งการไดต้ั้งแต่ระยะท่ีเป็นตน้กลา้ จึงเป็นการประหยดัแรงงาน 
เงินงบประมาณและเวลาปฏิบติังานลงอยา่งมาก และสามารถลดความแปรปรวนของสภาพแวดลอ้ม
ท่ีอาจมีผลต่อลกัษณะท่ีตอ้งการคดัเลือกได้ โดยเฉพาะลกัษณะทนแลง้การคดัเลือกในแปลงทดลอง
ซ่ึงไม่สามารถควบคุมความสม ่าเสมอไดเ้ลย อยา่งไรก็ตามในการใชเ้ทคนิคน้ีตอ้งอาศยัเคร่ืองหมาย
โมเลกุลท่ีเช่ือมโยงอยา่งใกลชิ้ดกบัลกัษณะท่ีตอ้งการคดัเลือก จึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้ง
พฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีประสิทธิภาพสูงช่วยในการคดัเลือก 
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วตัถุประสงค์ 
 

เพื่อโคลนบางส่วนของยนีท่ีควบคุมการสร้างสาร  Betaine Aldehyde Dehydrogenase  และ 
Myo-Inositol 1-Phosphate Synthase ท่ีแสดงออกเพื่อตอบสนองสภาพขาดน ้าในออ้ย  
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การตรวจเอกสาร 
 

อ้อย 
 

ออ้ย (Saccharum spp.) เป็นพืชท่ีอยูใ่นวงศ ์Gramineae ออ้ยเป็นพืชท่ีมนุษยรู้์จกัมาชา้นาน  
ปัจจุบนัออ้ยมีความส าคญัดา้นอุตสาหกรรมของไทยเป็นอยา่งมาก ประเทศไทยสามารถส่งออก
ผลิตภณัฑจ์ากออ้ยในรูปของน ้าตาลดิบ น ้าตาลทราย กากน ้าตาลดิบ ตลอดจนใชเ้ป็นพืชพลงังาน
ทดแทนเพื่อผลิตเอทานอล ในปีพุทธศกัราช 2556 ประเทศไทยมีพื้นท่ีปลูกออ้ยโรงงานถึง 
9,487,320 ไร่ (ส านกังานคณะกรรมการออ้ยและน ้าตาลทราย, 2556) สามารถใหผ้ลผลิตน ้าตาล 
100,148,689  ตนัต่อปี และมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ ในแต่ละปีออ้ยมีมูลค่าทางเศรษฐกิจไม่นอ้ย
กวา่ 7 หม่ืนลา้นบาท เม่ือเปรียบเทียบผลผลิตของออ้ยในไทยกบัประเทศต่าง ๆ พบวา่บราซิลยงัคง
เป็นผูส่้งออกน ้าตาลอนัดบัหน่ึง ตามดว้ย ไทย อินเดีย และออสเตรเลีย  
 
 พื้นท่ีปลูกออ้ยของประเทศไทยส่วนใหญ่อาศยัน ้าฝน ผลผลิตออ้ยท่ีไดใ้นแต่ละปีจึงไม่
แน่นอนข้ึนอยูก่บัปริมาณและการกระจายของฝนในแต่ละปี (ประเสริฐ, 2542) ปริมาณน ้าจะ
เก่ียวขอ้งกบัการใชปุ๋้ยของออ้ย เพราะถา้มีน ้าเพียงพอการละลายของปุ๋ยก็จะดีข้ึน พืชสามารถ
น าไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งเตม็ท่ี ซ่ึงออ้ยมีช่วงการเจริญเติบโตตรงกบัช่วงขาดน ้าในฤดูแลง้         
(60-150 วนั) จึงเป็นช่วงวกิฤตของความตอ้งการน ้าของออ้ยจะมีผลต่ออตัราการเจริญเติบโต  
ลกัษณะของ ปากใบ   ค่า water potential และผลผลิต สภาพอากาศท่ีแหง้แลง้ตน้ฤดูปลูกท าให้    
บางพื้นท่ีประสบปัญหาออ้ยปลูกใหม่และออ้ยตอแก่ไม่เพียงพอไม่เจริญเติบโต และพืชจะเหน่ียวน า
ใหย้นีท่ีเก่ียวขอ้งแสดงออก โดยสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม กลุ่มท่ีหน่ึงคือกลุ่มท่ีป้องกนัและ
ตา้นทานต่อความเครียดจากสภาพแวดลอ้มท่ีท าใหเ้กิดความเครียด ซ่ึงประกอบดว้ยโปรตีนท่ีท า
หนา้ท่ีในการป้องกนัเซลลจ์ากการเสียน ้า เช่น เอนไซมท่ี์จ าเป็นส าหรับการสังเคราะห์สารในกลุ่ม 
osmoprotectants, late embryogenesis abundant (LEA) protein, antifreeze proteins และ chaperones 
กลุ่มท่ีสองคือกลุ่มท่ีควบคุมการแสดงออกของยนีและการส่งสัญญาณในการตอบสนองความเครียด
ซ่ึงประกอบดว้ย transcription factor และ protein kinase ซ่ึงจะเก่ียวขอ้งกบัเอนไซมใ์นกระบวนการ
สันดาปของฟอสโฟอินโนซิไทด์ ซ่ึงเป็นไขมนัท่ีประกอบดว้ยฟอสโฟไลปิดและอินโนสิโทล 
(Inositol) แยกตวัไดเ้ป็นอินโนสิโทลไตรฟอสเฟต (Inositol-1, 4, 5-Triphosphate, IP3) โดย IP3 
เป็นสารละลายท่ีดีท่ีพบอยูใ่นส่วนของไซโทโซล โดย IP3 เคล่ือนยา้ยต่อไปยงัเซลลเ์มนเบรนของ       
แวคิวโอล (tonoplast) ไปจบักบัตวัรับท่ีบริเวณเมมเบรนของแวคิวโอล และถูกปลดปล่อยออกมาสู่ 
ไซโทโซล ซ่ึงเป็นการสลายโมเลกุลของสารอาหารคาร์โบไฮเดรต โดยการสันดาปดว้ยออกซิเจน  
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เพื่อน าพลงังานไปใชใ้นกิจกรรมด าเนินชีวติ (Hirt and Shinozaki, 2004) 
 
การตอบสนองต่อสภาพขาดน า้ของอ้อย 
 

ในสภาพขาดน ้าท าใหป้ริมาณน ้าลดลงจนพืชสูญเสียความเต่งของเซลลห์รือเห่ียว ซ่ึงส่งผล
ต่อกระบวนการทางสรีรวทิยา ไดแ้ก่ การปิดของปากใบ การมว้นใบ การสะทอ้นแสงของใบ และ
การลดพื้นท่ีใบ ซ่ึงเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการใชน้ ้าของพืชท่ีสภาวะขาดน ้าท่ีรุนแรง Begg (1980) 
กล่าวถึงการหมุนใบหรือการมว้นใบ เม่ือสภาวะขาดน ้าเกิดข้ึนพืชจะมีการหมุนใบขนานกบัทิศทาง
ของแสงท่ีเรียกวา่ ใบตั้ง เกิดจากชั้นอิพิเดอร์มิสมีเซลลข์นาดใหญ่และผนงัเซลลบ์าง เรียกวา่          
บลัลิฟอร์มเซลล ์(bulliform cell) ช่วยท าใหใ้บมว้นงอลดการคายน ้าของพืช และปรับตวัเพื่อลด
อุณหภูมิใบเม่ือพืชมีการสูญเสียน ้า ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Johnson et al. (1983) ท่ีพบวา่     
ใบออ้ยท่ีขาดน ้าจะมีขนท่ีใบเพิ่มข้ึนเพื่อช่วยสะทอ้นแสงเช่นเดียวกบั Begg and Turner (1976)  
กล่าววา่ทานตะวนัทานท่ีขาดน ้าจะลดพื้นท่ีใบเพื่อท่ีจะช่วยลดการสูญเสียน ้า เพราะการสูญเสียน ้า
ของพืชมีความสัมพนัธ์กบัพื้นท่ีใบ โดยพื้นท่ีใบจะลดลงเม่ือศกัยข์องน ้าในใบลดลง การขยายตวั
ของใบเป็นขบวนการทางสรีรวทิยาท่ีตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าเร็วท่ีสุด (Bradford and Hsiao, 
1982) 

 
ดงันั้นน ้าจึงเป็นปัจจยัการผลิตหลกัท่ีมีผลต่อการเพิ่มผลผลิตออ้ย หากออ้ยไดรั้บน ้าอยา่ง     

เพียงพอตลอดช่วงการเจริญเติบโต ผลผลิตออ้ยจะไดไ้ม่ต ่ากวา่ 15 ตนัต่อไร่ ออ้ยตอ้งการน ้าเพื่อใช้
ในการเจริญเติบโตและสร้างน ้าตาล ออ้ยท่ีขาดน ้าจะเจริญเติบโตชา้  ผลผลิตต ่าและใหค้วามหวานต ่า 
พื้นท่ีเพาะปลูกออ้ยส่วนใหญ่อยูใ่นเขตอาศยัน ้าฝนเป็นหลกั มีเพียงส่วนนอ้ยท่ีอยูใ่นเขตชลประทาน               
ออ้ยตอ้งการน ้าเพื่อการเจริญเติบโตตลอดปีประมาณ 1,500 มิลลิเมตร (เรวตั, 2551) ความตอ้งการ
น ้าและการตอบสนองต่อการใหน้ ้าของออ้ยจึงเป็นส่ิงส าคญัเพื่อการผลิตออ้ยใหไ้ดผ้ลผลิตสูงตลอด
ระยะเวลาการเจริญเติบโต ความตอ้งการน ้าของออ้ยจะข้ึนกบัสภาพภูมิอากาศและช่วงระยะการ
เจริญเติบโต โดยแบ่งระยะความตอ้งการน ้าของออ้ยไว ้4 ระยะ คือ  

 
1. ระยะตั้งตวั (0-30 วนั) เป็นระยะท่ีออ้ยเร่ิมงอกจนมีใบจริงและเป็นตน้อ่อน ระยะน้ีออ้ย 

ตอ้งการน ้าในปริมาณไม่มาก เพราะรากออ้ยมีขนาดสั้นและการคายน ้าต ่า และความช้ืนในดินตอ้ง
พอเหมาะกบัการงอก เพราะความช้ืนในดินนอ้ยเกินไปตาออ้ยจะไม่งอกหรืองอกแลว้ก็อาจจะเห่ียว
เฉาและถา้ความช้ืนสูงเกินไปตาออ้ยเน่า 
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2. ระยะเจริญเติบโตทางล าตน้ (31-170 วนั) ระยะน้ีรากออ้ยเร่ิมแพร่กระจายออกไปทั้งใน
แนวด่ิงและแนวระดบัเป็นระยะท่ีออ้ยก าลงัแตกกอและสร้างปลอ้งเป็นช่วงท่ีออ้ยตอ้งการน ้ามาก   
ถา้ออ้ยไดรั้บน ้าในปริมาณท่ีเพียงพอในระยะน้ี จะท าใหอ้อ้ยมีจ านวนล าต่อกอมาก ปลอ้งยาว ท าให้
ออ้ยมีล ายาว และผลผลิตสูง การใหน้ ้าจึงตอ้งใหบ้่อยคร้ัง 

 

3. ระยะสร้างน ้าตาลหรือช่วงสร้างผลผลิต (171-295 วนั) ปริมาณการใชน้ ้าและอตัราการ
คายน ้าต ่า พื้นท่ีใบออ้ยท่ีใชป้ระโยชน์ไดจ้ะลดลง มีผลต่อการตอบสนองต่อแสงแดดลดลงเช่นกนั  

 
4. ระยะสุกแก่ (296-330 วนั) เป็นช่วงท่ีออ้ยตอ้งการน ้านอ้ย และในช่วงก่อนเก็บเก่ียว 6-8 

สัปดาห์ ควรหยดุใหน้ ้า เพื่อลดปริมาณน ้าในล าตน้ออ้ยซ่ึงอยูใ่นระยะการสร้างน ้าตาล (เรวตั, 2551) 
 

การตอบสนองของพชืในสภาพขาดน า้ 
 

การเกิดความเครียดในสภาพขาดน ้า มกัจะเกิดจากความแหง้แลง้ เน่ืองจากพืชมีการคายน ้า
มากกวา่ปกติ นอกจากนั้นอาจเกิดจากพืชไม่สามารถดูดน ้าไปใชไ้ดเ้น่ืองจากอากาศหนาวเยน็ และ
ดินมีสารละลายเกลือท่ีเขม้ขน้สูง (salt stress) หรือระบบรากไดรั้บอนัตราย ถึงแมพ้ืชจะอยูใ่นดินท่ีมี
ความช้ืนในขณะท่ีพืชไดรั้บน ้ามากเกินไปท าใหป้ริมาณออกซิเจนท่ีพืชไดรั้บลดลง ส่งผลใหก้าร
หายใจ การดูดธาตุอาหารพืชและกิจกรรมต่าง ๆ ของรากลดลง (นพพร, 2543) 
 

1. กลไกการตอบสนองในสภาพขาดน ้า 
 

สภาวะขาดน ้า (water deficit) เป็นความเครียดซ่ึงเกิดข้ึนในพืชเกือบตลอดเวลา และเป็น
ปัจจยัท่ีส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและปริมาณผลผลิตพืช สภาพขาดน ้าอาจเกิดไดห้ลาย
สาเหตุ เช่น สภาพแลง้ สภาพดินเคม็ และสภาพอุณหภูมิต ่า ซ่ึงสภาพท่ีกล่าวมานั้นจะท าใหพ้ืชไม่
สามารถดูดน ้าเขา้สู่เซลลพ์ืชได ้ท าใหพ้ืชมีการเปล่ียนแปลงเพื่อปรับตวัใหเ้จริญเติบโตต่อไปได ้เช่น 
การปิดปากใบของพืชเพื่อลดการคายน ้า การสังเคราะห์ฮอร์โมน เช่น กรดแอบซิสิก (abscisic acid, 
ABA) และการสะสมตวัถูกละลาย เช่น โพรลีน น ้าตาลแอลกอฮอล ์เพื่อรักษาสมดุลภายในเซลล์
และท าใหเ้กิดการออสโมซิสของน ้ากลบัเขา้มาในเซลลใ์หม้ากข้ึน เพื่อชะลอการลดของแรงดนัเต่ง
ไม่ใหแ้รงดนัเต่งลดลง เป็นการรักษาภาวะสมดุลเอาไว ้การทนแลง้ (drought tolerance) เป็น
ความสามารถของพืชท่ีจะมีชีวติอยูร่อดได้ เม่ือพืชแต่ละชนิดท่ีอยูใ่นสภาพแลง้จะมีกลไกการท างาน
เพื่อใหพ้ืชนั้นๆ สามารถอยูร่อดไดน้ั้นจะแตกต่างกนัไป (ชุมพล, 2549) ความสามารถในการ
ตา้นทานความแหง้แลง้ แบ่งไดด้งัน้ีคือ 
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1.1 drought escape 
 
                         เป็นความสามารถของพืชท่ีท าใหพ้ืชเจริญครบวงจรไดร้วดเร็วข้ึนเม่ือพืชไดรั้บ
ผลกระทบจากสภาวะขาดน ้า จะมีการใหผ้ลผลิตเร็วข้ึน Steven (2011) รายงานในตน้ยาสูบเม่ือเขา้
สภาพแลง้ พบวา่จะมีการออกดอกเร็วกวา่ในสภาพปกติ และลดจ านวนใบเพื่อลดการคายน ้า หลบ
หลีกใหต้น้พืชไม่ไดรั้บผลกระทบในสภาวะขาดน ้า หรืออาจจะขยายระยะเวลาของการออกดอก
ออกไป จากนั้นเม่ือพืชไดรั้บน ้า ภายหลงัจากช่วงแลง้ไป ก็จะฟ้ืนตวัออกดอก และใหผ้ลผลิตได ้ 
 

1.2 drought avoidance 
 

                          เป็นลกัษณะของพืชท่ีสามารถมีชีวติอยูร่อดได้ ดว้ยการลดความสูญเสียน ้าภายในตน้
พืช เม่ือประสบกบัสภาวะความแหง้แลง้ ดว้ยกลไกต่าง ๆ เช่น การมว้นของใบ การควบคุมการปิด
ปากใบใหเ้ร็ว เช่น alfalfa (Medicago sativa) มีระบบรากท่ีลึกไปถึงชั้นดินท่ีมีน ้าอยู ่หรือในพืชกลุ่ม
กระบองเพชร ท่ีมีใบท่ีลดรูปเป็นหนาม ส่วนพืชอ่ืน ๆ อาจจะมีใบอวบน ้า ชั้นคิวติเคิลหนาข้ึน การมี
ไข (wax) เคลือบใบ และมีขนท่ีผวิใบเพื่อลดการคายน ้า ซ่ึงพืชท่ีมีลกัษณะเหล่าน้ีจะสามารถรักษา
แรงเต่งของเซลล์ และสามารถรักษาปริมาณน ้าภายในเซลล์ไวไ้ด ้(อญัชลี, 2556) 

 
1.3 drought tolerance 

 
                           กลไกท่ีพืชตอบสนองต่อการขาดน ้า โดยภายในตน้พืชขาดน ้าท่ีเขา้ขั้นวกิฤต พืชจะมี
กลไกท่ีท าใหศ้กัยข์องน ้า (water potential) ในพืชลดลง โดยพืชจะสร้างสารหรือมีการสะสมสารตวั
ถูกละลาย (solute accumulation) เพื่อปรับระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายภายในเซลล์ ซ่ึงสาร
เหล่าน้ีจะไปลด ค่า osmotic potential ภายในเซลล ์ส่งผลใหพ้ืชสามารถดูดน ้าเขา้สู่เซลลไ์ด ้เซลลจึ์ง
เต่งท าใหล้ดสภาวะท่ีจะเกิดระดบัน ้าวกิฤตท่ีจะท าใหพ้ืชตายได้ (Farooq et al., 2009) 

 
2. การตอบสนองในเชิงสรีรวทิยาและชีวเคมี 

 
เม่ือพืชเกิดความเครียดจากการขาดน ้าจะมีผลต่อการเจริญเติบโตและผลผลิต ซ่ึงผล 

กระทบท่ีเกิดข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช ระยะการเจริญเติบโต และระดบัความรุนแรงท่ีเกิดจาก
ความเครียดจากการขาดน ้า พืชแต่ละชนิดจะมีกิจกรรม และกระบวนการต่าง ๆ ของพืชต่างกนั 
(เฉลิมพล, 2542; ศรีสม, 2549; Nilsen and Orcutt, 1996) 
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2.1 การเจริญเติบโตทางล าตน้ ใบ และผลผลิต 
 

                           เม่ือเซลลอ์ยูใ่นสภาพขาดน ้าแรงดนัเต่งภายในเซลลล์ดลงท าใหก้ารแบ่งเซลล ์และ
การขยายตวัของเซลลล์ดลง ส่งผลใหเ้ซลลมี์ขนาดเล็กกวา่ปกติ เม่ือเซลลมี์ขนาดเล็กลงท าให้
รูปแบบการเจริญของพืชทั้งตน้ผดิปกติโดยข้ึนอยูก่บัระยะเจริญเติบโตของพืช เช่น ถา้พืชขาดน ้า
ช่วงท่ีมีการแบ่งเซลล ์และขยายตวัของเซลลจ์ะท าใหพ้ื้นท่ีใบลดลง ส่งผลใหป้ริมาณ
คาร์บอนไดออกไซดท่ี์จะเขา้มานอ้ยลงเน่ืองจากใบมีขนาดเล็ก ถา้แรงดนัเต่งภายในเซลลล์ดลงใน
ขณะท่ีพืชสร้างดอกก็จะท าใหจ้  านวนดอกลดลงหรือถา้เกิดข้ึนในระยะผสมเกสรจะมีผลท าใหไ้ม่มี
การผสมเกสรส่งผลต่อกระบวนการสืบพนัธ์ุ และถา้ขาดน ้าในช่วงท่ีผลเจริญเตม็ท่ีการสะสม
น ้าหนกัเมล็ดจะลดลงท าใหผ้ลผลิตลดลง (อาทิตยา และ จกัรี, 2553) 
 
      2.2 การสังเคราะห์แสง 
 
                           การท่ีปากใบปิดหรือลดขนาดลง เพื่อป้องกนัการสูญเสียน ้าท าใหก้ารดูดซึมเขา้ของ
คาร์บอนไดออกไซดล์ดลง ท าใหก้ารสังเคราะห์แสงลดลง นอกจากน้ีถา้ปริมาณออกซิเจนเพิ่มข้ึนจะ
ไปกระตุน้ใหเ้กิด photorespiration โดยกระบวนการน้ีท าให้ประสิทธิภาพการสังเคราะห์แสงลดลง 
เน่ืองจากมีการน า RuBP ซ่ึงเป็น carbon receptor ในการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ มาใชใ้น
กระบวนการ photorespiration และกระบวนการน้ีไม่มีการสร้างพลงังาน ATP (Chaves et al., 2009) 

 
 2.3 การปรับแรงดนัออสโมติก  
 
                           การดูดน ้าในพืชจะถูกขบัดนัโดยความต่างศกัยข์องน ้า (water potential) จากราก
ไปสู่ส่วนเน้ือเยือ่ส่วนต่าง ๆ ของพืช ศกัยข์องน ้าจะสูงสุดท่ีราก (ส่วนเน้ือเยือ่เจริญจะมีศกัยข์องน ้า
ต ่าท่ีสุด) น ้าเขา้ไปสู่เซลลท่ี์ก าลงัเจริญเติบโตท าใหเ้ซลลเ์กิดแรงดนัเต่งมีผลใหผ้นงัเซลลข์ยายขนาด 
เม่ือพืชเกิดความเครียดจากการขาดน ้าก็จะเพิ่มความต่างศกัยข์องน ้าในเน้ือเยือ่ท่ีก าลงัเจริญเติบโต 
โดยการปรับค่าศกัยอ์อสโมซิส (osmotic potential) ในแต่ละจุด ซ่ึงกระบวนการน้ีเกิดจากการสะสม
สารละลายในเซลล ์ซ่ึงจะท าใหค้่าศกัยอ์อสโมซิสต ่าลง และช่วยรักษาความเต่งของทั้งยอด และราก
ในขณะท่ีเกิดการขาดน ้า (Ludlow and Muchow, 1990) 
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 2.4 การสังเคราะห์โปรตีน  
 

                           ภายใตส้ภาพการขาดน ้าในเน้ือเยือ่จะลดการสังเคราะห์โปรตีน โดยการสังเคราะห์
โปรตีนจะเกิดข้ึนพร้อมกบัการสลายของ polysome ในสภาพท่ีขาดน ้ามาก การสลายของ polysome      
จะลดลงมากในเน้ือเยือ่ท่ีมีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว ส่วนเน้ือเยือ่ท่ีมีอายมุากจะมีการ
เปล่ียนแปลงของ polysome นอ้ย (Nguyen and Joshi, 1992) 
 

2.5 ฮอร์โมนพืช  
 

                           สภาพเครียดจากการขาดน ้าจะมีผลท าให้มีฮอร์โมนพืชมีการเปล่ียนแปลง ส่งผลต่อ
การตอบสนองทางสรีรวทิยาของพืช เช่น กรดแอบซิสิก (abscisic acid, ABA) เป็นสารควบคุมการ
เจริญเติบโตชนิดหน่ึงของพืชเม่ือพืชอยูภ่ายใตส้ภาวะความเครียด เช่น สภาวะแลง้ จะมีปริมาณ    
กรดแอบซิสิกเพิ่มสูงข้ึน โดยมีผลท าใหพ้ืชปิดปากใบเพื่อลดการคายน ้า นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่
กรดแอบซิสิกมีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยนีบางชนิด ซ่ึงท าใหพ้ืชสามารถปรับตวั
ใหอ้ยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมต่อไปไดร้ะยะหน่ึง (Chandler and Robertson, 1994) ส าหรับ        
กรดอินโดลแอซีติก (indoleacetic acid, IAA) จะมีปริมาณลดลง มีผลท าใหเ้กิดการแก่และร่วงของ
ใบซ่ึงท าใหพ้ื้นท่ีใบลดลง (ปรียาภรณ์ และคณะ, 2549) เช่นเดียวกบั ไซโตไคนิน (cytokinins, CK) 
ท่ีช่วยชะลอการแก่และร่วงของใบ แต่เม่ือพืชขาดน ้าจะมีผลท าใหก้ารสร้างในรากมีปริมาณลดลง 
ซ่ึงจะมีผลต่อการปิดของปากใบ เพราะการปิดเปิดของปากใบข้ึนอยูก่บัอตัราส่วนของ ABA และ 
CK เม่ืออตัราส่วนน้ีมีค่าสูงข้ึนจะส่งผลใหมี้การปิดของปากใบ นอกจากน้ีพบวา่สภาวะขาดน ้าของ
พืชมีผลชกัน าใหเ้กิดการสังเคราะห์ ethylene ซ่ึงท าใหเ้กิดการแก่และร่วงของใบเร็วข้ึน ส่วนใน            
จิบเบอเรลริน (gibberellins, GA) พบวา่สภาวะขาดน ้าของพืชมีผลท าใหป้ฏิกิริยาของ GA ในใบพืช
ลดลง (ชุมพล, 2549) 
 
 2.6 การสะสมสารออสโมไลท ์(osmolytes) 

 

                           การตอบสนองความเครียดจากการขาดน ้าโดยการผลิตและสะสมสารท่ีอยูใ่นกลุ่ม
ของ osmoprotective compounds ซ่ึงเป็นท่ีรู้จกัในช่ือ compatible solutes เป็นโมเลกุลของ
สารอินทรีย ์ขนาดเล็กท่ีไม่มีพิษต่อกระบวนการเมตาบอลิซึม ประกอบดว้ย proline, glycine 
betaine, polyols, sugar alcohols และ soluble sugars โดยสารเหล่าน้ีจะช่วยรักษาสภาพโปรตีนและ
โครงสร้างของเซลล ์และยงัสามารถเพิ่มแรงดนัออสโมติกในเซลล์ glycine betaine และ trehalose 
ซ่ึงท าหนา้ท่ีรักษาโครงสร้างจตุรภูมิและเยือ่หุม้เซลล ์เม่ือพืชอยูใ่นสภาวะท่ีมีความเครียดจากการ 
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ขาดน ้าจะมีกลไกควบคุม osmotic pressure ของเซลลใ์หเ้หมาะสมโดยการสะสมสารออสโมไลท ์ 
เช่นเดียวกบัน ้าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส และฟรุกโตสสามารถปลดปล่อยจากแป้ง และ      
ฟรุกโตส เพื่อใชใ้นการตอบสนองต่อความเครียด และเม่ือความเครียดหายไปน ้าตาลเหล่าน้ีก็จะ
สามารถกลบัคืนสู่รูปเดิมโดยกระบวนการรีโพลีเมอร์ไลซ์ (Chen and Norio, 2002) สารออสโมไลต ์
ท่ีส าคญัไดแ้ก่ 
 
                           2.6.1 Proline  

 
                                     Proline คือกรดอะมิโนชนิดหน่ึง ถูกสร้างข้ึนมาจากกรดกลูตามิก โดยทัว่ไป
พืชจะมีการสะสมโพรลีนอยูแ่ลว้ แต่มีอยูใ่นระดบัต ่า (Gzik, 1996) เม่ือพืชไดรั้บสภาพขาดน ้าจะ
ส่งผลใหน้ ้าในพืชลดลง พืชจะมีการลดความต่างศกัยข์องน ้าเพื่อช่วยใหเ้กิดความต่างศกัยข์องน ้า
ระหวา่งดินกบัพืช เม่ือน ้าในดินลดนอ้ยลงจนถึงจุดท่ีพืชดึงไปใชไ้ดน้อ้ยมาก พืชจะมีการปิดปากใบ
เพื่อลดการคายน ้า (สายนัห์, 2537) พืชจะมีการรักษาศกัยข์องน ้า พืชจะมีกระบวนการปรับแรงดนั
ออสโมติกภายในเซลลแ์ละมีการสะสมสารบางชนิดในรูปของสารละลาย เช่น โพรลีน ไกลซีนบีเทน 
กรดอินทรีย ์และน ้าตาล ภายในไซโตพลาสซึม (Hore et al., 1998) และ Chang and Dandeker 
(1995) รายงานวา่ภายใตส้ภาพท่ีเซลลถู์กท าลายหรือไดรั้บอนัตราย มีการสะสมปริมาณโพรลีนท่ีสูง 
ซ่ึงเป็นการสะสมสารประกอบไนโตรเจน (Barnett and Naylor, 1966) และคาร์บอนไวภ้ายในเซลล์ 
ซ่ึงพืชจะไดน้ าไปใชใ้นการเจริญเติบโตหลงัจากพน้จากสภาพขาดน ้า และพบวา่โพรลีนยงัช่วย
ป้องกนัการถูกท าลายของเยือ่หุม้เซลล์ และรักษาไม่ใหโ้ปรตีนเส่ือมสภาพในระหวา่งท่ีพืชไดรั้บ
สภาพแหง้แลง้ (Ain-Lhont et al., 2000) กระบวนการสร้างโพรลีน เร่ิมตน้จากสาร glutamateโดยมี
เอนไซม ์γ-glutamyl kinase และglutamyl-semialdehyde dehydrogenase ซ่ึงเป็นเอนไซมคู์่แรกของ
กระบวนการ จากปฏิกิริยาในช่วงน้ีจะไดส้าร γ -glutamyl-semialdehyde ต่อจากนั้นเกิด
กระบวนการ dehydration โดยไม่มีเอนไซมเ์ขา้มาเก่ียวขอ้งผลของปฏิกิริยาจะได ้pyrroline-5-
carboxylate จากนั้นก็เกิดปฏิกิริยา reduction โดยใชเ้อนไซม ์ pyrroline-5-carboxylate reductase 
จากปฏิกิริยาน้ีจะไดส้ารโพรลีน โดยท่ีบางส่วนจะถูกน าไปใชใ้นกระบวนการสร้างโปรตีน 
บางส่วนเคล่ือนยา้ยเขา้สู่ท่อล าเลียงอาหาร (Hanson and Hitz, 1982)  
 
 2.6.2 glycine betaine  
 

                                      glycine betaine เป็นสารประกอบแอมโมเนียม พบวา่มีการสะสมในพืชหลาย
ชนิด นอกจากนั้นยงัพบใน แบคทีเรีย และ สาหร่าย ซ่ึงในพืชแต่ละชนิดจะพบชนิดของสารท่ี 
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แตกต่างกนัไป (Andre and Takabe, 2001) นอกจากน้ียงัพบวา่ภาวะความเครียดต่างรูปแบบกนั
ส่งผลใหมี้การสะสมสารต่างชนิดกนัดว้ย เช่น alanine betaine พบสะสมในพืชท่ีเจริญอยูใ่นสภาพ
ดินเคม็ choline-o-sulfate  พบสะสมในพืชท่ีเจริญอยูใ่นสภาพดินท่ีมีซลัเฟต proline betaine พบ
สะสมในพืชท่ีเจริญอยูใ่นสภาพแลง้ สารท่ีส าคญัในกลุ่มน้ีคือ glycine betaine จะมีการตอบสนอง
เม่ือไดรั้บความเครียดจากความแลง้ ความเคม็ glycine betaine ท าหนา้ท่ีปกป้องพืชโดยการ
เปล่ียนแปลงสารประกอบออสโมไลต ์ซ่ึงจะช่วยรักษาสมดุลของน ้าระหวา่งเซลลพ์ืชกบั
สภาพแวดลอ้มภายนอก เพื่อรักษาเสถียรภาพของเซลล ์(Fitzgerald et al., 2008) 
 
 2.6.3 Trehalose 
 

                                      Trehalose จดัอยูใ่นกลุ่มน ้าตาลโมเลกุลเด่ียว ในพืชสังเคราะห์มาจาก UDP-
glucose โดยการเร่งปฏิกิริยาจากเอนไซม์ trehalose-6-phosphate synthase (TPS) เป็น glucose-6-
phosphate หลงัจากนั้นถูกเอนไซม ์trehalose-6-phosphate phosphatase (TPP) เร่งปฏิกิริยาไดเ้ป็น 
Trehalose Alan et al. (2003) ไดร้ายงานการพบ trehalose ในยสีตแ์ละพืชบางชนิด ซ่ึงท าหนา้ท่ีใน
การส่งสัญญาญหรือควบคุมการเผาผลาญภายในเซลล์ป้องกนัโปรตีนและเยือ่หุม้เซลลท่ี์ไดรั้บสภาพ
ความเครียดจากความแหง้แลง้ (Kaushik and Baht, 2003) จากการศึกษาของ Goddijin and Dun 
(1999) พบวา่ในส่ิงมีชีวติท่ีเจริญเติบโตอยูใ่นสภาวะเครียดต่าง ๆ (abiotic stress) จะมีการสะสม
น ้าตาล trehalose เพิ่มมากข้ึนซ่ึงเป็นสารในกลุ่ม osmolyte ท่ีท าหนา้ท่ีช่วยในการป้องกนัเยือ่หุ้ม
เซลล ์และโปรตีนในเซลลต่์อสภาวะเครียด ท่ีเป็นสาเหตุใหเ้กิดการขาดน ้า และลดการตกตะกอน
ของโปรตีนท่ีเสียสภาพในพืชท่ีมีท่อล าเลียง (vascular plant)   
 
 2.6.4 Myo-inositol 
 
                                      myo-inositol เป็นสารในกลุ่ม osmoprotectant คือ น ้าตาลโพลีออล เช่น      
กลีเซอรีน แมนนิทอล ซอลบิทอล และซูโครส ซ่ึงถูกสังเคราะห์มาจาก D-glucose-6-P ท าหนา้ท่ีเป็น
สารตั้งตน้ในการสร้างเน้ือเยือ่เมมเบรนรวมทั้งการส่งสัญญาณในการป้องกนัเซลลพ์ืชจากสภาวะ
เครียด เมตาบอลิซึมของพืชซ่ึงเป็นปฏิกิริยาการยอ่ยกลูโคส และเป็นแหล่งของคาร์บอนในช่วงแรก
ของกระบวนการงอก (Rathinasabapathi, 2000; Karner et al., 2004) ปฏิกิริยา isomerization และ 
methylation ของ myo - inositol ไดอ้นุพนัธ์ต่างๆ เช่น O-methyl inositol, sequeoyitol, bornesitol, 
pinitol และ ononitol ใชเ้ป็น signal transduction ของเซลลพ์ืช (Gillaspy, 2011) และท าหนา้ท่ีส่ง
สัญญาณท่ีเก่ียวขอ้งกบัฟอตเฟตท่ีท าหนา้ท่ีควบคุมยนีและเอนไซมท่ี์จ าเป็นต่อการเผาผลาญ        
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ธาตุอาหาร ซ่ึงมีส่วนเก่ียวขอ้งในการรักษาเสถียรภาพของเซลลใ์นการป้องกนัความเสียหายของ
เน้ือเยือ่และเอนไซม ์เพื่อเพิ่มความทนทานในพืชหลายชนิดท่ีไดรั้บความเครียด 
 
การคัดเลอืกพชืทีท่นทานต่อสภาพแล้ง 
 
 การคดัเลือกพืชท่ีทนทานต่อสภาพแลง้ภายใตส้ภาพธรรมชาติ เป็นกระบวนการท่ีใช้
เวลานาน และข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ เพราะฉะนั้นจึงมีการพฒันากระบวนการคดัเลือกพืชท่ีทน
แลง้ภายใตส้ภาวะท่ีสามารถควบคุมได ้(Georgieva et al., 2004) เช่น อาศยัเทคนิคการเพาะเล้ียง
เซลลแ์ละเน้ือเยือ่ ซ่ึงสามารถท าไดโ้ดยการเพาะเล้ียงเซลลห์รือกลุ่มเซลลบ์นอาหารท่ีเติมสาร 
ออสโมติคมับางชนิด เช่น  โพลีเอทธีลีนไกลคอล (polyethylene glycol, PEG) น ้าตาลแมนนิทอล 
(mannitol) ซูโครส (sucrose) และกลูโคส (glucose) เป็นตน้ ซ่ึงสารเหล่าน้ีจะไปลด osmotic 
potential ของสารละลายท่ีอยูล่อ้มรอบเซลลท์  าใหเ้ซลล์ อยูใ่นสภาพท่ีขาดน ้า (Bressan et al., 1981) 
PEG ถูกน ามาใชเ้พื่อท าใหเ้กิดภาวะเครียดจากการขาดน ้ามากกวา่สารละลายอ่ืน ๆ เพราะเป็นสาร
เฉ่ือยเม่ือละลายน ้าไม่มีสีไม่มีกล่ิน ไม่มีพิษต่อคน และสัตวร์วมทั้งไม่ดูดซึมเขา้ไปในเซลลพ์ืช 
(Satvir et al., 1998) ในขณะท่ีซอร์บิทอล และแมนนิทอลสามารถผา่นเขา้ไปในเซลลพ์ืช และยงัท า
ใหค้่า osmotic potential ของเซลลล์ดลง เช่น การศึกษาความแตกต่างของสารท่ีใชช้กัน าใหเ้กิด
ความเครียดจากการขาดน ้าระหวา่ง PEG และซอร์บิทอล ท่ี -1.5 MPa ในขา้ว (Oryza sativa c.v. 
Taichung Native 1) พบวา่ PEG สามารถชกัน าใหใ้บขา้วเกิดความเครียดจากการขาดน ้าไดม้ากกวา่ 
ซอร์บิทอล (Hsu and Kao, 2003) และการเปรียบเทียบผลของแมนนิทอล และ PEG ท่ี -0.8 และ -1.8 
MPa ต่อการเจริญเติบโตของผกัเบ้ียทะเล (Sesuvium portulacastrum) พบวา่ PEG มีผลท าใหก้าร
เจริญเติบโตของผกัเบ้ียทะเลลดลงมากกวา่แมนนิทอลอยา่งมีนยัส าคญั (Slama et al., 2007) การใช ้
PEG ชกัน าใหเ้กิดภาวะเครียดจากการขาดน ้ากบัตน้พืช เพื่อทดสอบและคดัเลือกพืชทนแลง้ใน
หอ้งปฏิบติัการ เช่น การคดัเลือกพนัธ์ุขา้วทนแลง้จากแคลลสั ท่ีชกัน าจากเมล็ด ซ่ึงเพาะเล้ียงบน
อาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D ความเขม้ขน้ 9 ไมโครโมลาร์ และ PEG 6000 ความเขม้ขน้ 100 และ 
200 กรัมต่อลิตรโดยพิจารณาการงอก การชกัน าใหเ้กิดแคลลสั และการเกิดตน้ใหม่พบวา่พนัธ์ุขา้ว  
C 14-8 เป็นพนัธ์ุท่ีสามารถทนแลง้ไดดี้ท่ีสุด  
 
การตอบสนองระดับยนี 
 

การตอบสนองระดบัยนีเม่ือพืชไดรั้บความเครียดจากการขาดน ้า  จะส่งผลกระทบทั้งใน
ระดบัเซลลแ์ละกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล ์เช่น ท าใหอ้ตัราการสังเคราะห์ดว้ยแสงลดลง 
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การเกิดสารอนุมูลอิสระหรือสารประกอบออกซิเจนท่ีไวต่อปฏิกิริยา (reactive oxygen species) ซ่ึง
สารดงักล่าวมีคุณสมบติัเป็นตวัออกซิแดนซ์อยา่งรุนแรง ท าใหโ้มเลกุลของสารต่าง ๆ ถูกท าลาย 
เช่น ดีเอน็เอ โปรตีน เยือ่หุม้เซลล ์รวมทั้งโครงสร้างของเซลลพ์ืช ท าใหเ้ซลล์พืชตายได ้(Farooq    
et al., 2009) เป็นตน้เหตุท าใหอ้ตัราการเจริญเติบโตและผลผลิตลดต ่าลง (Cushman and Bohnert, 
2000) เกิดการสร้างกลไกอยา่งหน่ึงท่ีเกิดข้ึนคือการสร้างสารประกอบไนโตรเจน และ                 
คาร์โบไฮเดรท ท่ีละลายน ้าไดเ้พิ่มมากข้ึน (Hanson and Hitz, 1982) ในเซลลมี์การเปล่ียนแป้งให้
เป็นน ้าตาล ซ่ึงท าใหเ้กิดการสะสมสารละลายเพื่อรักษาความดนัน ้าในเซลล ์(solute accumulation) 
โดยการปรับแรงดนัออสโมซิส (osmosis) ลดค่าความต่างศกัยภ์ายในเซลล ์ท าใหเ้กิดการออสโมซิส
ของน ้ากลบัเขา้มาในเซลลเ์พื่อชะลอการลดลงของแรงดนัเต่งท าใหเ้ซลลรั์กษาสภาพ การตอบสนอง
ความเครียดน้ีจะผลิตสาร ในกลุ่ม osmoprotectant ในกลุ่มน ้าตาล polyols เช่น glycine betaine ซ่ึง
กระบวนการสังเคราะห์จะมีเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งคือ choline monooxygenase (CMO) และbetaine 
aldehyde dehydrogenase (BADH)  ซ่ึงยนี BADH มีรายงานการศึกษาในสภาพเครียดต่าง ๆ เช่น 
ภาวะแลง้ ความเคม็ รวมทั้งในสภาพท่ีอากาศเยน็ (Wood et al., 1996; Sakamoto et al., 1998; Oishi 
and Ebina, 2005) ในขณะท่ี myo-inositol ซ่ึงอยูใ่นกลุ่มน ้าตาล polyols เม่ือพืชเกิดภาวะเครียดจาก
การขาดน ้าอตัราการสังเคราะห์แสงลดลง การตรึงคาร์บอนไดออกไซด ์ลดลงท าใหพ้ืชมีการสลาย
แป้งท่ีถูกเก็บอยูท่ี่ คลอโรพลาสตส่์งผลใหค้วามเขม้ขน้ของน ้าตาลท่ีเป็นอนุพนัธ์ของแป้งเพิ่มสูงข้ึน 
ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในการปกป้องเซลลไ์ม่ใหถู้กท าลาย ส่วนเอนไซมท่ี์สังเคราะห์ myo-inositol คือ 
myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) ซ่ึงมีการศึกษาการแสดงออกของยนี MIPS ในสภาพ
การตอบสนองต่อการขาดน ้าในเสาวรส (Chatterjee et al., 2006) รวมทั้งการถ่ายยนีเขา้ในยาสูบเพื่อ
ศึกษาการตอบสนองความเคม็ (Holmstrom et al., 1994) 
 
 1. Betaine Aldehyde Dehydrogenase (BADH) 
 
                   BADH จดัเป็นเอนไซมท่ี์เฉพาะเจาะจงกบัสารตั้งตน้ในกลุ่มออกซิโดรีดกัเทส 
(oxidoreductase) เป็นปฏิกิริยาท่ีเก่ียวขอ้งกบัปฏิกิริยาออกซิเดชนัรีดกัชนั (oxidation-reduction) เช่น 
เอนไซมใ์นปฏิกิริยาการหายใจระดบัเซลล ์ซ่ึงมีการดึงอิเล็กตรอนและไฮโดรเจนไอออนจากสาร คือ 
เอนไซม ์ดีไฮโดรจีเนส (dehydrogenase) การสังเคราะห์จากออกซิเดชัน่ choline ใน chloroplast 
โดยเอนไซม ์choline monooxygenase ไดเ้ป็น betaine aldehyde และออกซิไดซ์ดว้ยเอนไซม ์
betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) ไดเ้ป็นglycine betaine จะเห็นไดว้า่การสะสม glycine 
betaine นั้นเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม ์ในพืชโดยทัว่ไป พบวา่มีการแสดงออกยนีท่ีแตกต่างไป
ข้ึนอยูก่บัเน้ือเยือ่ Weretilnyk and Hanson (1990) รายงานวา่ยนี BADH ถูกพบคร้ังแรกใน           
คลอโรพลาสต ์ของผกัโขม นอกจากน้ียงัพบยนีชนิดน้ีในตน้ Avicennia marina ซ่ึงเป็นพืชในแถบ 
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ป่าชายเลน (Liu et al., 2010) ในขา้วสามารถ พบ BADH1 และ BADH2 ในส่วนของ peroxisomes  
เช่นเดียวกนักบัในขา้วบาเล่ย ์ท่ีพบ BADH1 และ BADH2  การสะสม glycine betaine ของพืชเม่ือ 
พืชอยูใ่นสภาวะเครียดจากความแลง้ และ ความเคม็ glycine betaine ท าหนา้ท่ีปกป้องพืชโดยการ
เปล่ียนแปลงสารประกอบออสโมไลต ์ซ่ึงจะช่วยรักษาสมดุลของน ้าระหวา่งเซลลพ์ืชกบัสภาพ 
แวดลอ้มภายนอกเพื่อรักษาเสถียรภาพของเซลล ์  
 

 
ภาพที ่1  แสดงการสังเคราะห์ glycine betaine   
 

ทีม่า: Liu et al. (2010) 
 
                   Oishi and Ebina (2005) ไดท้  าการโคลนยนี BADH1 จากหญา้ Zoysia tenuifolia ท่ีปลูก
ในสภาวะเคม็ เป็นเวลา 3 วนั จากนั้นท าการสังเคราะห์ยนี BADH1 พบวา่มีนิวคลีโอไทดจ์  านวน 
1,892 คู่เบส และสามารถถอดรหสัไปเป็นกรดอะมิโนได ้507 ตวั ซ่ึงกรดอะมิโนท่ีไดมี้ความเหมือน 
BADH 1 ในขา้วถึง 88 เปอร์เซ็นต์ Wood et al. (1996) ศึกษาการตอบสนองของขา้วฟ่าง ในสภาวะ
แหง้แลง้ พบวา่ มีการสะสม glycine betaine มากข้ึนและไดศึ้กษาระดบัของเอนไซม์ BADH  พบวา่
ระดบัของเอนไซม ์BADH เพิ่มข้ึน 3 เท่า เม่ือปลูกขา้วฟ่างในสภาพขาดน ้า Nakamura et al. (2001) 
ศึกษายนีเดียวกนัน้ีในขา้วบาเล่ยท่ี์เพาะเล้ียงในสภาพแลง้ พบวา่การตอบสนองต่อความเครียดจาก
ความแหง้แลง้ และอุณหภูมิท่ีสูง มีความคลา้ยคลึงกบัความเคม็ Legaria et al. (1998) และ Meng    
et al. (2001) รายงานวา่ Amaranthus tricolor ท่ีปลูกในสภาวะอุณหภูมิสูงจะส่งผลใหมี้ความเขม้ขน้
ของโปรตีน BADH สูงข้ึน 
  

                   Weigel et al. (1986) ศึกษาผลของความเครียดจากเกลือในผกัโขม พบวา่กิจกรรมของ
เอนไซม ์BADH เพิ่มข้ึนเป็น 3 เท่า หลงัจากการไดรั้บเกลือโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 300   
มิลลิโมลาร์ เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ปกติ Elizabeth and Hanson (1990) ศึกษายนี BADH ในผกัโขมท่ี
ปลูกในสภาพเคม็โดยการท า RNA blot analysis พบวา่มีการแสดงออกของยนี BADH  สูงสุด เม่ือ
เทียบกบัตน้ปกติ Liu et al. (2010) ศึกษาการแสดงออกของยนี BADH ในขา้ว Ophiopogon 
japonicus และหาความสัมพนัธ์ของยนี BADH  โดยการโคลนยนี และถ่ายยนีน้ีเขา้สู่ยาสูบพบวา่ใน
ตน้ยาสูบท่ีไดรั้บการถ่ายยนี BADH  มีการแสดงออกมากกวา่ตน้ปกติท่ีไม่ไดถ่้ายยนี 2-2.5 เท่า                                                               
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มีอตัราการรอด 60-80 เปอร์เซ็นต ์ นอกจากนั้น ศยามล และคณะ (2554) ศึกษาการแสดงออกของ
ยนีในตน้ยคูาลิปตสัในสภาวะเคม็ พบวา่มีสะสมของสาร glycine betaine สูงข้ึนซ่ึงสัมพนัธ์กบั
ปริมาณเอนไซม์ BADH ในยคูาลิปตสัท่ีสูงข้ึนดว้ย 
 

                   Sakamoto et al. (1998) ไดศึ้กษายนีท่ีตอบสนองต่อความเยน็ในพืช โดยมีการทดสอบ
ในขา้วดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีมีความสามารถในการสร้าง glycine betaine ไดรั้บยนีท่ีควบคุมการ
สร้าง choline oxidase จากแบคทีเรียในดินท าให้หลงัจากขา้วไดรั้บอุณหภูมิท่ีต ่า ขา้วมีแนวโนม้การ
สังเคราะห์ glycine betaine  สูงข้ึนแสดงใหเ้ห็นวา่ glycine betaine  เป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัในการ
เพิ่มประสิทธิภาพความทนทานในพืชท่ีตดัต่อพนัธุกรรม Naidu et al. (1991) ศึกษาปริมาณสาร 
glycine betaine, glutamine, proline, 4-aminobutyric acid, alanine, aspartic acid, asparagine, 
glycine,  valine และ threonine  ในขา้วสาลีท่ีปลูกในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเทคนิค HPLC 
พบวา่มีการเพิ่มข้ึนของสารทุกชนิดท่ีท าการศึกษา Zhang et al. ( 2010) ไดมี้การศึกษายนี BADH ใน
ขา้วสาลี โดยเปรียบเทียบพนัธ์ุป่า พนัธ์ุปลูก และพนัธ์ุท่ีไดรั้บการถ่ายยนี BADH โดยปลูกพืชทั้ง 3 
ชนิดในสารละลาย Hoagland ท่ีไดรั้บอุณหภูมิ 0 และ 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั หลงัจากนั้น
ใหไ้ดรั้บอุณหภูมิปกติเป็นเวลา 2 วนั และน ามาวเิคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC พบวา่ระดบัการแสดงออก
ของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้าง glycine betaine ในตน้ถ่ายยนีทั้งก่อนและหลงัจากไดรั้บความเยน็
และอุณหภูมิปกติมีปริมาณของสาร glycine betaine มากกวา่ในสายพนัธ์ุท่ีไม่ไดรั้บการถ่ายยนี 
ดงันั้นจะเห็นไดว้า่ระดบัการแสดงออกของ glycine betaine มีผลช่วยเพิ่มความตา้นทานความหนาว
เยน็ในพืช 
 

                   Nakamura et al. (1997) ไดโ้คลนบางส่วนของยนี BADH ในขา้ว (Oryza saliva) พบวา่
ยนีน้ี  มีความเหมือนกบัยนี BADH ในขา้วบาเล่ย ์78 เปอร์เซ็นต ์และตรวจสอบการแสดงออกของ
ยนีน้ีโดยการถ่ายยนีเขา้ในยาสูบเม่ือยาสูบน้ีไดรั้บสภาพเคม็ พบวา่มีการแสดงออกของยนี BADH 
ใน peroxisomes เพิ่มข้ึน เช่นเดียวกบั Holmstrom et al. (1994) รายงานวา่ยาสูบท่ีถ่ายยนี BADH 
และปลูกทดสอบในสภาพเกลือ มีปฏิกิริยาของเอนไซม ์BADH ใน chloroplasts  และ cytosol พบวา่
ปริมาณการสะสม glycine betaine สอดคลอ้งกบัความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์ท่ีเพิ่มข้ึน 

 

                   Hibino et al. (2001) ศึกษาการแสดงออกของยนี BADH ใน Avicennia marina ดว้ย
เทคนิค real-time PCR โดยการน าเมล็ดมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีมีโซเดียมคลอไรดค์วาม
เขม้ขน้ 4 มิลลิโมลาร์ พบวา่การแสดงออกของยนี BADH ในใบมากกวา่ราก สอดคลอ้งการรายงาน 
Li et al. (2003) ท่ีไดศึ้กษาตน้ Suaeda liaotungensis ท่ีปลูกในสภาวะเคม็ ก็พบวา่มีระดบัการสะสม
เอนไซม ์ BADH  สูงเช่นกนั 
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 2. Myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) 
 

  Myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) เป็นเอนไซม ์ท่ีสามารถพบไดท้ั้ง พืช สัตว ์
และ เช้ือรา ส่วนใหญ่พบในพืชชั้นสูง เอนไซม ์MIPS เก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียน glucose 6-phosphate 
เป็น myo-inositol-1-phosphate หลงัจากนั้น ถูกออกซิไดซ์ ดว้ยเอนไซมช์นิดท่ีสอง คือ myo-
inositol -monophosphatase (MIP)  ซ่ึงเอนไชม ์MIP จะสังเคราะห์ดว้ยปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชนั 
(dephosphorylation) ท าใหห้มู่ฟอสเฟตถูกปลดปล่อย ส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ
โปรตีนขนส่ง stress-related molecules มีบทบาท ส าคญัในการสร้างเยือ่หุม้เซลล ์(phospholipids) 
ซ่ึงเกิดจากการรวมตวัของกลีเซอรอล (glycerol) 1 โมเลกุล กรดไขมนั (fatty acid) 2 โมเลกุล และ
กรดฟอสฟอริก 1 โมเลกุล (phospholipids) นอกจากนั้นยงัท าหนา้ท่ีส่งสัญญาณการแลกเปล่ียนและ
จดัเก็บออกซิน (auxin) การสังเคราะห์ phytic acid และสารส าคญัในกลุ่มน ้าตาล inositol คือ myo-
inositol จะถูกสังเคราะห์เม่ือพืชไดรั้บสภาวะเครียด Hegeman et al. (2001) รายงานวา่ พบเอนไซม ์
MIPS ในเมล็ดถัว่เหลืองในช่วงการพฒันาของเมล็ด และระยะการสร้างใบเล้ียง (cotyledonary) 
เพราะในระยะการเจริญน้ีเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงของน ้าตาล glucose-6-phosphate เพื่อเป็น
แหล่งพลงังานในการเจริญเติบโต นอกจากน้ียงัพบวา่ เอนไซม ์MIPS ตอบสนองต่อสภาวะความ
แลง้ และความเคม็ เพื่อปกป้องเยือ่หุม้เซลล์โดยการท าใหเ้กิดการสะสม myo-inositoi ในสารละลาย
เพื่อช่วยในการควบคุมแรงดนัออสโมติก   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่2  แสดงการสังเคราะห์ inositol  
 
ทีม่า: Majee et al. (2004) 
 



17 

 

การขาดน ้าของพืชเป็นผลมาจากความช้ืนในดินท่ีลดลงและอุณหภูมิของโลกท่ีเพิ่มข้ึน
ส่งผลใหผ้ลผลิตลดลงกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์ท าใหพ้ืชมีการปรับตวัใหมี้ลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีทนต่อ
สภาพแลง้ Gajjeraman et al. (2011) ศึกษาออ้ยท่ีปลูกในสภาพขาดน ้าแลว้ท าการสกดัอาร์เอน็เอเพื่อ
ท า library พบวา่มียนีท่ีมีการแสดงออกในสภาวะแลง้ และพบวา่มีการแสดงออกของยนี myo-
inositol 1-phosphate synthase ซ่ึงสังเคราะห์ D-glucose-6-phosphate ท าหนา้ท่ีในการส่งสัญญาณ
ในการสังเคราะห์กรดไฟติก เพื่อน าไป ใชใ้นการเจริญเติบโต กระบวนการเมแทบอลิซึมต่าง ๆ 
รวมทั้งท าใหฮ้อร์โมนสมดุลและการสร้างผนงัเซลลจ์ากสภาวะเครียดจากสภาวะแลง้  

 
Khurana et al. (2012) โคลนยนี MIPS ในขา้วสาลีดว้ยเทคนิค RACE  PCR ไดย้นีขนาด 

1,530 คู่เบส จากการกระตุน้ดว้ยอุณหภูมิสูง และตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค       
RT-PCR พบวา่  MIPS1 จะแสดงออกตลอดเวลา ส่วน MIPS2 จะแสดงออกเพิ่มข้ึนเม่ือถูกกระตุน้ 
นอกจากนั้นยงัพบวา่มีการแสดงออกในใบมากกวา่ราก การวดัปริมาณสารส าคญัท่ีเอนไซม์ MIPS 
สร้างคือ myo-inositol ในสภาพท่ีอุณหภูมิสูงท่ี 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 และ 30 นาที และ
เพิ่มเป็น 2  4  6  และ 12 ชัว่โมง พบวา่เม่ือเพิ่มระยะเวลาการไดรั้บอุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนปริมาณ myo-
inositol สูงข้ึนและมีการแสดงออกสูงสุดท่ี 12 ชัว่โมง  

 
 Chatterjee et al. (2006) ศึกษายนี MIPS ในหญา้ Porteresia coarctata (Roxb.) Tateoka 
ทดสอบความสามารถในการทนเคม็ดว้ยการถ่ายยนีน้ีเขา้สู่ขา้วและยาสูบ จากผลการทดลองสามารถ
ยนืยนัไดว้า่พืชท่ีไดรั้บยนี MIPS สามารถทนเคม็ได ้Abreu and Francisco (2007) ไดโ้คลนยนี MIPS 
จากตน้อ่อนของเสาวรส ในสภาวะหนาวเยน็และแหง้แลง้ พบวา่สามารถโคลนยนี MIPS1ไดใ้นสาย
พนัธ์ุ Passiflora  edulis, P. eichleriana, P. caerulea, P. nitida  และ P. coccinea  พบวา่ MIPS1 มี
การแสดงออกท่ีออวลุ ละอองเรณู และใบ  

 
 Wang et al. (2011) ไดศึ้กษาในสบู่ด าท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS โดยใหพ้ืชรับ
สภาพความเครียดจากสารต่าง ๆ ดงัน้ี  PEG ความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคลอไรด ์ความ
เขม้ขน้ 200 มิลลิโมลาร์ และ การเติม ABA ความเขม้ขน้ 100  มิลลิโมลาร์ เม่ือตรวจสอบการ
แสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค real-time PCR พบวา่มีการแสดงออกของยนี MIPS สูง เม่ือสบู่ด า
ไดรั้บ ABA รองลงมาคือ ความเคม็ สภาพขาดน ้า และอุณหภูมิต ่า 4  องศาเซลเซียส ตามล าดบั  
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real-time PCR 
 
 Polymerase Chain Reaction (PCR) จดัเป็นเทคนิคการเพิ่มขยายปริมาณกรดนิวคลีอิคจาก
ตวัอยา่งตรวจวเิคราะห์ท่ีมีความไวสูง เทคนิค real-time PCR  มีความแตกต่างจากเทคนิค PCR คือ 
การตรวจสอบติดตามจากการติดฉลากสารเรืองแสง (fluorescence reporters) ท าใหส้ามารถตรวจ 
สอบการเกิดปฏิกริยาในแต่ละรอบของการท า PCR ไดจ้ริง ณ เวลานั้น ๆ ท าใหส้ามารถวดัปริมาณ 
ดีเอน็เอเป้าหมายตั้งตน้จากส่ิงส่งตรวจ และวดัปริมาณดีเอน็เอท่ีเพิ่มข้ึนไดท้นัที และreal-time PCR 
ท าในระบบปิดท าใหส้ามารถป้องกนัการปนเป้ือนซ่ึงเป็นปัญหาหลกัของการท า PCR ปกติ ท่ีจะท า
การตรวจ PCR product หลงัจากปฏิกิริยาการเพิ่มขยายส้ินสุดแลว้ นอกจากน้ีเทคนิค PCR แบบ
ดั้งเดิม ยงัมีขอ้จ ากดัในการประยกุตใ์ชอ้ยูห่ลายประการ เช่น ไม่สามารถตรวจวเิคราะห์เชิงปริมาณ
ได ้การตรวจวเิคราะห์ผลของ PCR แบบดั้งเดิม ซ่ึงตอ้งใชเ้วลาหลายหลายชัว่โมง ส่วนใหญ่จะใช้
การท าอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโพรีซีส ซ่ึงใชเ้วลานาน จากขอ้จ ากดัดงักล่าวท าใหมี้การพฒันาเทคนิค  
real-time PCR ท าใหส้ามารถแกไ้ขขอ้จ ากดัต่าง ๆ ท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้ได ้ จุดเด่น คือ ความไวใน
การตรวจสอบ ความแม่นย  า และวธีิท าสะดวกไม่ยุง่ยาก ท าใหมี้การใชก้นัอยา่งแพร่หลาย เทคนิค 
real-time PCR สามารถน ามาประยกุตใ์ชไ้ดห้ลากหลาย ไดแ้ก่ การตรวจสอบการกลายพนัธ์ุ        
การตรวจสอบการแสดงออกของยนีในระดบัอาร์เอน็เอ  (วรีะพงศ,์ 2551)  

 
              งานวจิยัท่ีน าเทคนิค real-time PCR มาการประยกุต ์ในปัจจุบนัเป็นท่ียอมรับอยา่ง        
กวา้งขวา้ง เช่น การตรวจวนิิจฉยัโรค สายพนัธ์ุพืชตา้นทานโรค ศุจิรัตน์ และคณะ (2554) ทดสอบ
การประเมินปริมาณเช้ือไฟโตพลาสมาในออ้ยท่ีเกิดโรคใบขาว ดว้ยเทคนิค real-time PCR โดยการ
น าดีเอน็เอท่ีไดจ้ากใบท่ีมีอาการใบขาวต่างกนั ใบท่ีมีอาการขาว ใบท่ีแสดงอาการขาวและเขียว     
มาตรวจหาความแตกต่าง พบวา่ผลไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ย real-time PCR  สามารถตรวจหาเช้ือได้
ดีกวา่เทคนิค PCR ปกติ รวมทั้งสามารถตรวจหาเช้ือและจ านวนของเช้ือไฟโตพลาสมา ท่ีมีปริมาณ
นอ้ยมากได ้ ปิยะศกัด์ิ (2555) กล่าวถึงการพฒันาเทคนิค real-time PCR เพื่อใชใ้นงานตรวจสอบ
ผลิตภณัฑแ์ปรรูปจากพืชและสัตวท่ี์ไดรั้บการตกแต่งยนี (GMOs) โดยเฉพาะผลิตภณัฑท่ี์แปรรูปมา
จากถัว่เหลืองและขา้วโพด เทคนิคในการตรวจสอบใหมี้ประสิทธิภาพความแม่นย  าสูง ตรวจสอบ
โดยยนีท่ีไดรั้บการตดัแต่งจะประกอบดว้ย 3 ส่วนท่ีส าคญั คือ transgene  promoter  และ terminator 
ซ่ึงเป็นตวับ่งช้ีถึงช้ินส่วนวตัถุดิบ และผลิตภณัฑแ์ปรรูปวา่มีการปลอมปนของ GMOs เพื่อใหท้ราบ
เซลลท่ี์ไดรั้บการถ่ายยนี  นอกจากนั้นงานในดา้นปรับปรุงพนัธ์ุพืชไดน้ าเทคนิค real-time PCR มา
ใชเ้พื่อช่วยคดัเลือกลกัษณะท่ีตอ้งการเพื่อลดเวลาในการปลูกทดสอบคดัเลือกลกัษณะทางฟีโนไทป์
เพียงดา้นเดียว กุหลาบ และ ประสาน (2548) ศึกษาการแสดงออกของยนี CAD ท่ีใชใ้นการสร้างเน้ือ
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ไมย้างพารา เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ และลดระยะเวลาในการพฒันาสายพนัธ์ุยางพารา  เช่นเดียวกนั 
Majee et al. (2004) ศึกษาการแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค real-time PCR เพื่อดูการแสดงออกของ
ยนี MIPS1 และ MIPS2 ในตน้ถัว่ท่ีไดรั้บสภาวะขาดน ้า ความร้อน ความเยน็ และความเคม็ คดัเลือก
ลกัษณะทนทานจากสภาพความเครียดต่าง ๆ วเิคราะห์การแสดงออกของยนี MIPS ในเชิงปริมาณ
ได ้
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 
 1.  พืชท่ีใชใ้นการทดลอง 

 พืชทดลองคือ ออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13 และ Kps 01-11-06 
 

 2.  วสัดุและอุปกรณ์ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชและการตรวจสอบการแสดงออกของยนี 
 2.1  เคร่ืองแกว้ต่าง ๆ เช่น ขวดแกว้ขนาด 4 ออนซ์  บีกเกอร์ กระบอกตวง 
 2.2  หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 
 2.3  ตูอ้บ (hot air oven) 
 2.4  เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH- meter) 
 2.5  เคร่ืองชัง่สาร (balance) 
 2.6  เตาไมโครเวฟ (microwave) 
 2.7  ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ (laminar air flow cabinet) 
 2.8  มีดผา่ตดั 
 2.9  ชั้นวางขวดเน้ือเยือ่ 
 2.10  โกร่งบดตวัอยา่ง 
 2.11  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge)  และเคร่ืองกวนตะกอน (vortex®) 
 2.12  เคร่ือง Thermal Cycler ส าหรับท าปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR)  
 2.13  ชุดเคร่ืองมือ gel documentation system พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพเจล 
 2.14  ชุดเคร่ืองมืออะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  
 2.15  เคร่ือง real time Mastercycler® ep realplex.  
 2.16  เคร่ือง NanoDrop รุ่น 8000 
 

  3.  สารเคมี  

3.1  สารเคมีท่ีใชใ้นการเตรียมอาหารส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สูตร MS (Murashige 
and Skoog, 1962) 
 3.2  สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัอาร์เอน็เอและ สังเคราะห์ first stranded cDNA จากพืช 

3.3  สารเคมีท่ีใชใ้นการตรวจสอบการแสดงออกของยนี Actin BADH และ MIPS โดย
วธีิ PCR 
 3.4  สารเคมีท่ีใชใ้นการท า real-time PCR 
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 4.  ไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบยนี Actin BADH และ MIPS และไพรเมอร์ส าหรับท า real-
time PCR 
 
 5.  โปรแกรมส าหรับวเิคราะห์ขอ้มูล 
 5.1  โปรแกรมฐานขอ้มูลส าหรับหาล าดบัเบสของยนีหรือสายดีเอน็เอท่ีสนใจจาก 
website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/ 
 5.2  โปรแกรมส าหรับการออกแบบไพรเมอร์และเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งสาย 
ดีเอน็เอท่ีสนใจกบัฐานขอ้มูลคือโปรแกรม clustal W จาก website http://www.ebi.ac.uk/clustal W/  
 5.3  โปรแกรมส าหรับการออกแบบไพรเมอร์ real-time  PCR คือ GenScript Real 
time PCR (TaqMan) Primer Design (http://www.genscript.com) 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/
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วธีิการ 
 
1.  การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และการให้สภาพขาดน า้ 
 
 น าส่วนใบมว้นท่ีอยูด่า้นในสุดของออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 มาเพาะเล้ียงในอาหารสูตร 
Murashige and Skoog (MS)  ท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร และเติมน ้ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต ์เพื่อชกัน าใหเ้กิดแคลลสั จากนั้นยา้ยแคลลสัลงเพาะเล้ียงบน
อาหารสูตรชกัน าตน้โดยใชอ้าหารสูตร MS ท่ีเติมน ้ามะพร้าว 10 เปอร์เซ็นต ์เม่ือแคลลสัพฒันาเป็น
ตน้แลว้จึงยา้ยตน้ออ้ยลงเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ½  MS ท่ีเติม NAA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อชกัน า
ราก โดยเปล่ียนอาหารทุก 4 สัปดาห์ จนตน้ออ้ยมีอาย ุ2 เดือน ในส่วนออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-06 
ไดรั้บความอนุเคราะห์จากฝ่ายปฏิบติัการวจิยัและเรือนปลูกพืชทดลองในสภาพปลอดเช้ือชกัน าตน้
ท่ีมีอาย ุ2 เดือน  
 
2. การศึกษาการแสดงออกของใบอ้อยเมื่ออยู่ในสภาวะขาดน า้ 

 
การใหส้ภาพขาดน ้ากบัตน้ออ้ยในสภาพปลอดเช้ือท าโดยยา้ยตน้ออ้ยทั้ง 2 พนัธ์ุ ท่ีมีอาย ุ     

2 เดือน เพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร ½  MS ท่ีเติม polyethylene glycol 6,000 (PEG) ความเขม้ขน้ 
ต่าง ๆ ดงัน้ี  control  16  และ 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ใชแ้ผนการทดลอง factorial in CRD โดยท า
การทดลองจ านวน 4 ซ ้ า ในแต่ระดบัความเขม้ขน้ เพื่อดูการแสดงอาการและการตอบสนองต่อ
สภาวะขาดน ้าของใบออ้ย  โดยสังเกตและจดบนัทึก เป็นเวลา  6  12  24  48  72  96  และ 120 
ชัว่โมง วเิคราะห์ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม SPSS Version 21 และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ีย
โดยใชว้ธีิ DMRT 
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ภาพที ่3  การใหค้ะแนนแสดงความรุนแรงของลกัษณะอาการและการตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้า

ของใบออ้ย คะแนน 0-4 ตามล าดบั 
คะแนน 0 = ใบออ้ยมีสีเขียวปกติ 
คะแนน 1 = ใบออ้ยเร่ิมปรากฎสีเหลืองหรือแหง้ท่ีปลายใบเล็กนอ้ย 
คะแนน 2 = ใบออ้ยปรากฏสีเหลืองท่ีแผน่ใบ 
คะแนน 3 = ใบออ้ยปรากฏสีเหลืองท่ีแผน่ใบ และเกิดการแหง้ท่ีปลายใบ  
คะแนน 4 = ใบออ้ยปรากฏสีเหลือง และเกิดการแหง้เห่ียวท่ีปลายใบในทุกใบ 

 
2.  การสกดัอาร์เอน็เอรวมจากใบและรากอ้อย 
 
             สกดัอาร์เอน็เอ ตามวธีิของ Laksana (2012) น าตวัอยา่งใบออ้ยและราก มาตดัเป็นช้ินเล็ก ๆ 
และบดใหล้ะเอียดเป็นผงในไนโตรเจนเหลว ยา้ยตวัอยา่งใส่ในหลอด ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม RNA 
extraction buffer  (CTAB 2 เปอร์เซ็นต์  PVP 2 เปอร์เซ็นต ์ โซเดียมคลอไรด ์ 5 โมลาร์  EDTA  25  
มิลลิโมลาร์ pH 8  Tris-HCl 100 มิลลิโมลาร์  pH 8  และ dH2O) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เติม 
mercaptoethanal 10 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยกลบัหลอด
ไปมา เติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั หมุน
เหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายใสส่วนบนมาใส่หลอดใหม่ เติม 
chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั หมุนเหวีย่งท่ี 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้น น าสารละลายใสส่วนบนมาใส่หลอดใหม่ เติม 
isopropanol 98 เปอร์เซ็นต ์ 400 ไมโครลิตร เติมโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 5 โมลาร์ ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบา ๆ บ่มในน ้าแขง็เป็นเวลา 10 นาที น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสดา้นบนทิ้ง ตะกอนอาร์เอน็เอจะอยูด่า้นล่างลา้งตะกอนดว้ย 

0 1 2 3 4 
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ethanol 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 400 ไมโครลิตร หมุนเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา           
10 นาที เทส่วนใสดา้นบนทิ้ง ตะกอนอาร์เอน็เอจะอยูด่า้นล่าง ตากตะกอนอาร์เอน็เอใหแ้หง้ ละลาย
ตะกอนดว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่นการท าลายเอนไซม ์RNase ดว้ย DEPC การตรวจสอบความเขม้ขน้และ
คุณภาพของอาร์เอน็เอรวมโดยการท าอิเล็คโทรโฟรีซีสใน 1 เปอร์เซ็นต ์ อะกาโรสเจล ใน  0.5 X 
MOPs buffer ท่ีความต่างศกัย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที และวดัค่า absorbance ท่ีความยาวคล่ืน 
A260/280 และA260/230 นาโนเมตรโดยเคร่ือง NanoDrop รุ่น 8000 
 
3.  การก าจัดจีโนมิคดีเอน็เอออกจากตัวอย่างอาร์เอน็เอรวม 
 

ก าจดัจีโนมิคดีเอน็เอออกจากตวัอยา่งโดยน าอาร์เอน็เอท่ีสกดัได ้1 ไมโครกรัม เติม DNase 
I (บริษทั Fermentas) ความเขม้ขน้ 1 ยนิูตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติม 10 X reaction 
buffer DNase I  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นเติม EDTA ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้น ามาแช่ในน ้าแขง็ 1 นาที เพื่อหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม ์
DNase I และตรวจสอบการก าจดัจีโนมิคดีเอน็เอ โดยการท าอิเล็คโทรโฟรีซีส ใน 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
อะกาโรสเจล ใน 0.5 X MOPs  buffer ท่ีความต่างศกัย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที  
 
4.  การท า  first stranded cDNA 
 

น าอาร์เอน็เอรวมมาสังเคราะห์เป็น frist stranded cDNA โดยน าอาร์เอน็เอรวมความเขม้ขน้ 
0.1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกบั Oligo (dT)22 primer ความเขม้ขน้ 
100 ไมโครโมลาร์  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ dNTP ความเขม้ขน้10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร และ DEPC-treated water 0.5  ไมโครลิตร  แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที หลงัจากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แลว้เติม
สารละลายต่าง ๆ ดงัต่อไปน้ี  5 x reaction buffer  RT  ปริมาตร 4 ไมโครลิตร RiboLock RNase 
Inhibitor ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร dNTP ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ 
Revert Aid M-MuLVRT  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง หลงัจากนั้นหยดุปฏิกิริยาโดยน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และ
น าไปแช่ในน ้าแขง็ และเติม RNaseH   ความเขม้ขน้ 5 ยนิูตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
แลว้วดัความเขม้ขน้ของ first stranded cDNA ท่ีสังเคราะห์ดว้ยการวดัค่า absorbance ท่ีความยาว
คล่ืนแสง A260/280 และA260/230 นาโนเมตรโดยเคร่ือง NanoDrop รุ่น 8000 
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5. การออกแบบไพรเมอร์  
 
 ออกแบบไพรเมอร์ชนิด degenerate ท่ีจ  าเพาะกบัส่วนของยนี betaine aldehyde 
dehydrogenase (BADH) โดยใชล้ าดบันิวคลีโอไทดส่์วนอนุรักษข์องยนี BADH จาก Accession 
number XM_003574447.1 (Brachypodium), AB183716.1 (Leymus chinensisj), EU770322.1 
(Oryza sativa indica), AY050316.1 (Triticum aestivum), NM_001112311.1 (Zea mays), 
AB161705.1 (Zoysia tenuifolia), U12195.1 (Sorghum bicolor) และยนี myo-inositol 1-phosphate 
synthase (MIPS) จาก Accesssion number AF056325 (Hordeum vulgare), AF412340 (Porteresia 
coarctata), GU441843 (Spartina alterniflora), AF056326 (Zea mays ), AB012107 (Oryza sativa 
japonica), AF120148 (Triticum aestivum), AB059557 (Avena sativa) และไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั
ยนี Actin Accession number NM 001136991 (Zea mays), AY742219 (Saccharum officinarum), 
XM 003569070 (Brachypodium distachyon), GU290546 (Zoysia japonica) ท่ีปรากฏในฐานขอ้มูล 
GenBank ออกแบบไพรเมอร์ดว้ยโปรแกรม clustal W จาก website (http://www.ebi.ac.uk/clustal 
W/ (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางที ่1  degenerate ไพรเมอร์ ของยนี BADH  MIPS  และไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี Actin 
 

ยนี ไพรเมอร์(คู่) ไพรเมอร์ 

Actin 1 
           Forward  : 5' CATGCCATCCTTCGATTGG 3' 
           Reverse  : 5’ CACATCTGCTGGAAGGTGC 3’ 

BADH 1 
           Forward  : 5' ATGGGACATGGAYGATGT -3' 
           Reverse  : 5' TTTTKCCACCAAGTTCCA -3' 

 2            Forward  : 5' TTGGAACTATCCTCTCYTGAT -3' 
           Reverse  : 5' AGAGTCCAYTCAACAGCTTT -3' 

MIPS 
1            Forward  : 5' ATGTTCATCGAGAGCTTCCG -3' 

           Reverse  : 5' ATG GGMAGGAGGCTCTTGAA -3' 
 2            Forward  : 5' TGCTGGAATHAAGCCCACCT 3' 

           Reverse  : 5' TGAGGTAGCTCAGGATGGT 3' 
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6.  ตรวจสอบหาอุณหภูมิ annealing ทีเ่หมาะสม ส าหรับปฏิกริิยา PCR  โดยใช้ first stranded 
cDNA เป็นแม่แบบ 
 

น า first stranded cDNA รวม 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ท าปฏิกิริยา polymerase chain 
reaction (PCR) กบัไพรเมอร์ท่ีออกแบบไวแ้ละตั้งโปรแกรมส าหรับปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี อุณหภูมิ 
annealing ในช่วง 50 องศาเซลเซียสถึง 64 องศาเซลเซียส โดยก าหนดใหแ้ต่ละปฏิกิริยามีอุณหภูมิ
แตกต่างกนั 2 องศาเซลเซียส โดยมีโปรแกรม PCR ดงัน้ี pre-denature  ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที annealing ในช่วงอุณหภูมิ 54-64 
องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลซียส นาน 1 นาที  ท าซ ้ าโปรแกรม 
denature ถึง  extension  จ  านวน 35 รอบ แลว้ตามดว้ย final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที ตรวจสอบผลโดยการท าอิเล็คโตโฟรีซีส ดว้ย 1.0 เปอร์เซ็นต์อะกาโรสเจล  ในสาร 
ละลาย 0.5 X TBE  buffer ท่ีความต่างศกัย ์100  โวลต ์เป็นเวลา 30  นาที ยอ้มเจลดว้ย ethidium 
bromide  ตรวจสอบแถบดีเอน็เอท่ีไดภ้ายใตแ้สงอตัราไวโอเลตและ คดัเลือกอุณหภูมิ anneling ท่ี
เหมาะสมในการท าปฏิกิริยา PCR  ท าปฏิกิริยา PCR ใหม่อีกคร้ังโดยใชอุ้ณหภูมิ anneling ท่ีเลือกไว ้
จากนั้นส่งผลผลิตท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา (PCR product ) ไปวเิคราะห์ล าดบันิวคลีไทดโ์ดยบริษทั 1st 
BASE (ประเทศมาเลเซีย) แลว้น าล าดบั นิวคลีโอไทดท่ี์วเิคราะห์ไดม้าเปรียบเทียบกบัล าดบั           
นิวคลีโอไทดข์องยนี BADH และ MIPS โดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป BLASTN ในฐานขอ้มูล NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) 
 
7.  ศึกษาการแสดงออกของยนีด้วยเทคนิค real-time PCR  
 

              ศึกษาระดบัการแสดงออกของยนี BADH   MIPS และ Actin ดว้ย เทคนิค real-time PCR 
โดยออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์สังเคราะห์ไดจ้ากการทดลองก่อนหนา้น้ีโดยใช้
โปรแกรม GenScript Real-time PCR (TaqMan) Primer Design (http://www.genscript.com)  
(ตารางท่ี 2) วเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนีดว้ยเคร่ือง Mastercycler®  ep realplex บริษทั 
Eppendorf (Thailand ) ชุด SensiFAST™ SYBR®  No-ROX Kit บริษทั BIOLIN โดยการเติม 2X 
SensiFAST SYBR No-ROX  Mix ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลว้เติม forward primer และ reverse 
primer ความเขม้ขน้ชนิดละ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตรชนิดละ 0.4 ไมโครลิตร เติม first stranded 
cDNA ความเขม้ขน้ 300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติม DEPC-treated 
water ปริมาตร 3.2 ไมโครลิตร  ตั้งโปรแกรมส าหรับปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี denature อุณหภูมิ 95  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนิาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนิาที และ 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนิาที จ านวน 45 รอบ 
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ตารางที ่2  ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ส าหรับ real-time PCR ท่ีจ  าเพาะกบัยนี  Actin  BADH  
และ  MIPS   

 
ยนี Annealing temperature 

(ºC) 
ไพรเมอร์ ขนาด 

คู่เบส 

Actin 58 
Forward 5’ CGTTGTCGGAATGGCCCAGACC 3’ 

120 
Reverse 5’ CGTAGGTCTGAATATTCCGGTCC 3’ 

BADH 58 
Forward 5'  TTGAACATTGTGACAGGATTAGG 3' 

120 
Reverse  5' AGTTCCAGCGTAACAGGCTT 3' 

MIPS 58 
Forward 5'  GCACAACACCTGTGAGGACT-3 

120 
Reverse  5' TGAGGTAGCTCAGGATGGTG 3' 

 
8.  สถานทีท่ าการทดลอง 
 
              หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชและถ่ายยนี และหอ้งปฏิบติัการชีววทิยาโมเลกุล      
ศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม 
 
9.  ระยะเวลาทีใ่ช้ในการทดลอง 
 
              เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2553 ถึง เดือนเมษายน พ.ศ. 2557 
 



28 

 

 

ผลและวจิารณ์ 
 

1.  การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และการให้สภาพขาดน า้ 
 

น าใบมว้นของออ้ยท่ีเพาะเล้ียงในอาหารชกัน าใหเ้กิดแคลลสัและยา้ยลงเพาะเล้ียงในสูตร
อาหารชกัน าตน้ เม่ือตน้พฒันาสมบูรณ์แลว้ยา้ยตน้ออ้ยลงในอาหารชกัน าราก ซ่ึงจะเปล่ียนอาหารทุก 
4 สัปดาห์ จนมีอาย ุ2 เดือนจึงน าไปใชใ้นการทดลอง การไดรั้บสภาพขาดน ้าในสภาพปลอดเช้ือท า
โดยยา้ยตน้ออ้ยทั้ง 2 พนัธ์ุ เพาะเล้ียงบนอาหารเหลวสูตร ½  MS ท่ีเติม polyethylene glycol  6,000 
(PEG) ความเขม้ขน้ 2 ระดบั คือ 16 เปอร์เซ็นต ์และ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 6  12  24  48  72  96 
และ 120 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4) 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4  การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13  เพื่อชกัน าตน้ 
(ก) ใบมว้นอ่อนส าหรับชกัน าแคลลสั  (ข) การชกัน ายอดรวม  (ค)  การชกัน าตน้  (ง)  การชกั
น าราก ในอาหารเหลว 

ง 
 ค 

ค 
ค ง 

ก 
ก ข 

ค ง 
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ภาพที ่5  การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS ท่ีเติม 
PEG 16 เปอร์เซ็นต์ ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ ดงัน้ี (ก) ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG (ข) 6 ชัว่โมง (ค) 
12 ชัว่โมง (ง) 24  ชัว่โมง (จ) 48 ชัว่โมง (ฉ) 72 ชัว่โมง (ช) 96 ชัว่โมง (ซ) 120 ชัว่โมง 
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จ 
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ภาพที ่6  การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS ท่ีเติม 
PEG 28 เปอร์เซ็นต์  ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ ดงัน้ี (ก) ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG (ข) 6 ชัว่โมง  
(ค) 12 ชัว่โมง (ง) 24 ชัว่โมง (จ) 48 ชัว่โมง (ฉ) 72 ชัว่โมง (ช) 96 ชัว่โมง (ซ) 120 ชัว่โมง 

 

ก ข ค ง 
 

จ ฉ ช ซ 
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ภาพที ่7  การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS ท่ี
เติม PEG 16 เปอร์เซ็นต์  ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ ดงัน้ี (ก) ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG (ข) 6 
ชัว่โมง  (ค) 12 ชัว่โมง (ง) 24 ชัว่โมง (จ) 48 ชัว่โมง (ฉ) 72 ชัว่โมง (ช) 96 ชัว่โมง (ซ) 120 
ชัว่โมง 
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ภาพที ่8  การเพาะเล้ียงออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ในสภาพขาดน ้าในอาหารเหลวสูตร ½  MS ท่ีเติม 
PEG 28 เปอร์เซ็นต์  ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ ดงัน้ี (ก) ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG (ข) 6 ชัว่โมง  
(ค) 12 ชัว่โมง (ง) 24 ชัว่โมง (จ) 48 ชัว่โมง (ฉ) 72 ชัว่โมง (ช) 96 ชัว่โมง (ซ) 120 ชัว่โมง 

 

J K 
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ก ข ค ง 
 

จ ฉ ช ซ 
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ตารางที ่ 3 การใหค้ะแนนอาการของใบออ้ยในการทดสอบในสภาพขาดน ้าโดยเติม PEG 
ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดงัน้ี  

 

ค่าเฉล่ียคะแนนอาการของใบออ้ยในสภาพขาดน ้า 

พนัธ์ุ PEG  (เปอร์เซ็นต)์ ระยะเวลาท่ีไดรั้บ PEG (ชัว่โมง) 

Kps 94-13  6 12 24 48 72 96 120 
 0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
 16 0.0        0.0        1.0        2.0        2.0        2.0        3.5        
 28 0.0        0.0        1.0 2.0 2.0 2.0 3.5 
Kps 01-11-6 0 0.0        0.0        0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
 16 0.0        0.0        1.0 3.0 2.0 3.0 3.8 
 28 0.0        0.1       1.0 2.0 4.0 4.0 4.0 

 
คะแนน 0-4 ตามล าดบั 
คะแนน 0 = ใบออ้ยมีสีเขียวปกติ 
คะแนน 1 = ใบออ้ยเร่ิมปรากฎสีเหลืองหรือแหง้ท่ีปลายใบเล็กนอ้ย 
คะแนน 2 = ใบออ้ยปรากฏสีเหลืองท่ีแผน่ใบ 
คะแนน 3 = ใบออ้ยปรากฏสีเหลืองท่ีแผน่ใบ และเกิดการแหง้ท่ีปลายใบ 
คะแนน 4 = ใบออ้ยปรากฏสีเหลือง และเกิดการแหง้เห่ียวท่ีปลายใบในทุกใบ 
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ตารางที ่4  ค่าเฉล่ียของคะแนนอาการของใบออ้ยในการทดสอบในสภาพขาดน ้าโดยเติม PEG 
ท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ ดงัน้ี  

 

ปัจจยัท่ีทดสอบ ค่าเฉล่ียคะแนนของใบออ้ยในการทดสอบในสภาพขาดน ้า1/ 
พนัธ์ุออ้ย Kps 94-13 1.05b 

 Kps 01-11-6 1.32 a 
PEG 

(เปอร์เซ็นต์) 
0 0.00c 

16 1.63b 
28 1.93a 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

6 0.00e 
12 0.33d 
24 0.58d 
48 1.26c 
72 1.75b 
96 1.96b 

120 2.42a 
 
1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรท่ีเหมือนกนัในแต่ละปัจจยัท่ีทดสอบ  มีความแตกต่างอยา่งไม่มีนยัส าคญั
ทางสถิติ ท่ีระดบัความเป็นไปได ้ 0.05  (p <0.05)  เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวธีิ DMRT 

 
ผลการศึกษาในออ้ยเม่ือไดรั้บสภาพขาดน ้าในสภาพปลอดเช้ือท าโดยยา้ยตน้ออ้ยทั้ง 2 พนัธ์ุ 

มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร ½  MS ท่ีเติม polyethylene glycol  6,000 (PEG) ความเขม้ขน้ 2 
ระดบั คือ 16 เปอร์เซ็นต ์และ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 6  12  24  48  72  96 และ 120 ชัว่โมง โดยให้
คะแนนโดยการสังเกตและจดบนัทึกลกัษณะการเปล่ียนแปลงของใบ พบวา่เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย
ในใบออ้ยพนัธ์ุ  Kps 94-13 (ภาพท่ี 5 และ 6) ใบออ้ยแสดงลกัษณะเปล่ียนเป็นสีเหลืองและแหง้ 
นอ้ยกวา่ออ้ยพนัธ์ุ  Kps 01-11-6 (ภาพท่ี 7 และ 8) มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ในขณะ
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของ PEG ท่ี  28 เปอร์เซ็นต ์มีผลท าใหใ้บออ้ยเกิดการเปล่ียนแปลงเป็นสีเหลือง
และแหง้มากกวา่ PEG ความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต์ รวมทั้งระยะเวลาพบวา่ 120 ชัว่โมง มีผลใหใ้บ
ออ้ยเปล่ียนเป็นสีเหลืองแหง้รุนแรงสูงสุดรองลงมาคือ 96  72  48  24  12  และ 6 ชัว่โมง ซ่ึงมีความ
แตกต่างทางสถิติ และพบวา่ออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 เม่ือไดรั้บ PEG ทั้ง 2 ระดบั มีความทนทานต่อ
สภาพขาดน ้าไดดี้กวา่ออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 3 และ 4) 
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จากผลการวเิคราะห์ค่าสถิติเบ้ืองตน้ในใบออ้ยท่ีแสดงลกัษณะการเปล่ียนแปลงของใบออ้ย
พนัธ์ุ Kps 94-13 และพนัธ์ุ 01-11-6 ท่ีเพาะเล้ียงในสารละลายธาตุอาหารท่ีเติม PEG ความเขม้ขน้ 2 
ระดบั คือ 16 เปอร์เซ็นต ์และ 28 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลาต่าง ๆ พบวา่ความแตกต่างของ PEG 
ความเขม้ขน้ทั้ง 2 ระดบั สายพนัธ์ุออ้ย และระยะเวลาของตน้ออ้ยท่ีอยูใ่นสภาพขาดน ้ามีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงของลกัษณะใบออ้ย คือ มีสีเหลือง และแหง้ สอดคลอ้งกบัพนัธ์ุท่ีทนทานซ่ึงมี
ความสามารถในการปรับตวัใหส้ามารถอยูไ่ดใ้นสภาพขาดน ้าคือ ออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 และนอกจาก
การเปล่ียนแปลงในใบแลว้ พบวา่ลกัษณะของรากฝอยมีจ านวนมากรวมทั้งมีแผ่นใบขนาดใหญ่ จึง
สามารถทนทานต่อสภาพการขาดน ้าซ่ึงแตกต่างจากในออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ท่ีมีลกัษณะของราก
ขนาดเล็ก และจ านวนของรากนอ้ยกวา่ รวมทั้งลกัษณะแผน่ใบบางกวา่พนัธ์ุ  Kps 94-13 และระดบั
ความเขม้ขน้ของ PEG 6,000 ท่ี 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์ท่ีใชท้ดสอบสภาพการขาดน ้าในออ้ยทั้ง 2 
สายพนัธ์ุ พบวา่ ท่ีระดบัความเขม้ขน้ PEG ท่ี 28 เปอร์เซ็นต ์สามารถแยกระดบัความทนทานต่อ
สภาพการขาดน ้าได ้ ซ่ึง PEG ท่ีเติมลงในอาหารเพาะเล้ียงนั้นมีผลต่อค่าออสโมติกโพเทนเซียล 
(osmotic potential) ของสารละลายท่ีอยูร่อบเซลล ์โดยท าใหเ้ซลลอ์ยูใ่นสภาพขาดน ้า การคดัเลือก
พืชทนแลง้โดยใช ้PEG เหมาะสมมากกวา่สารละลายอ่ืนเพราะไม่เป็นพิษ ต่อเน้ือเยือ่พืช Manoj และ 
Deshpande (2007) ศึกษาการใช ้PEG คดัเลือกลกัษณะทางฟีโนไทป์ของมะเขือเทศ 16 สายพนัธ์ุ 
โดยบ่มเมล็ดมะเขือเทศและน ามาเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมสารละลาย  PEG ความเขม้ขน้ 
0  20  40  และ 60 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลา 30 วนัโดยวดัขนาดความยาวรากและล าตน้ พบวา่ ท่ีความ
เขม้ขน้ PEG 20 เปอร์เซ็นต์ สามารถแยกลกัษณะมะเขือเทศพนัธ์ุ Hybrid 3 ซ่ึงมีลกัษณะพนัธ์ุทน
แลง้ได ้แต่ระดบั PEG ความเขม้ขน้ ท่ี 40 และ 60 เปอร์เซ็นต ์สูงเกินไปท าใหอ้ตัราการเจริญเติบโต
ของใบ และรากมีการเจริญเติบโตลดลง  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองเพราะรากของตน้ออ้ยไม่
สามารถดึงน ้าในอาหารเพาะเล้ียงไปใชไ้ด ้เน่ืองจากค่าความเขม้ขน้ในสารละลายภายนอกเซลลมี์
ความต่างศกัยต์  ่าในขณะท่ีตน้ออ้ยท่ีมีค่าพลงังานศกัยข์องน ้าในใบสูงกวา่ น ้าภายในเซลลจึ์งถูกดึง
ออกมาภายนอกเซลลเ์พื่อปรับค่าความต่างศกัยข์องน ้าในใบใหมี้ค่าเท่ากนั ท่ี 72-120 ชัว่โมง พบวา่สี
ของอาหารเพาะเล้ียงเปล่ียนสีเขม้ข้ึน การเปล่ียนสีของอาหารเพาะเล้ียงลกัษณะดงักล่าว  วไิลลกัษณ์ 
และ กิริยา (ม.ป.ป.) ไดร้ายงานวา่พืชสร้างสารกลุ่มฟีโนลิค (phenolic compound) ออกมาจาก
บริเวณท่ีมีบาดแผล หรือเซลลเ์สียสภาพอนัเกิดจากการสูญเสียน ้าภายในเซลล ์ ในภาวะเครียดจาก
การขาดน ้าพืชจะสร้างสารประกอบอินทรียล์ะลายปนอยูภ่ายในเซลล ์ซ่ึงมีผลท าใหค้วามเขม้ขน้ของ
น ้าภายในเซลลจ์ะมีค่าลดต ่าลง จากตวัถูกละลายแทรกอยูน่ั้นคือ ค่า osmotic potential ของสาร 
ละลายภายในเซลลจึ์งต ่าลง และค่าจะแตกต่างกนัข้ึนกบัช้ินส่วนของพืช  ชนิดพืช  ฤดูกาล และ
สภาพแวดลอ้ม  Farooq et al. (2009) รายงานกลไกท่ีพืชตอบสนองต่อการขาดน ้าวา่ พืชจะท าให้
ศกัยข์องน ้า (water potential) ในพืชลดลง โดยพืชจะสะสมตวัถูกละลาย  (solute accumulation)  
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เพื่อปรับระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายภายในเซลล ์ซ่ึงสารเหล่าน้ีจะลดค่าศกัยอ์อสโมติก 
(osmotic potential) ภายในเซลลส่์งผลใหพ้ืชสามารถดึงน ้าเขา้สู่เซลลไ์ด ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบัระดบัการ
ตอบสนองต่อภาวะเครียดของออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีทนทานต่อสภาพแลง้สามารถ
รักษาสมดุลของน ้าในใบไดดี้กวา่พนัธ์ุ Kps 01-11-6 ซ่ึงอ่อนแอต่อสภาพแลง้ วราภรณ์ และคณะ 
(2556) ทดสอบเสถียรภาพของพนัธ์ุออ้ยกบัความ สัมพนัธ์กบัสภาพแวดลอ้มพบวา่ออ้ยพนัธ์ุ Kps 
94-13 สามารถปลูกในสภาพแลง้ไดดี้แต่ออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ซ่ึงมีลกัษณะไม่ทนแลง้สอดคลอ้ง
กบั กนิษฐา และคณะ (2555) ท่ีเปรียบเทียบมาตรฐานพนัธ์ุออ้ยเพื่อผลผลิตและคุณภาพออ้ย ในออ้ย
ปลูก จาก 7 สายพนัธ์ุ พบวา่ ออ้ย Kps 94-13 เป็นพนัธ์ุตรวจสอบใหผ้ลผลิตน ้าตาลสูงสุดท่ี 2.42   
ตนัต่อไร่ และเป็นพนัธ์ุท่ีสามารถปลูกไดดี้ในเขตพื้นท่ีส่งเสริมของโรงงานอุตสาหกรรมน ้าตาลซ่ึงมี
สภาพเป็นดินทราย โดยมีขอ้เด่นทั้งในเร่ืองผลผลิตออ้ยและคุณภาพความหวาน โดยเฉพาะในเร่ือง
การเจริญเติบโตเร็ว ทนแลง้ และมีลกัษณะทางการเกษตรท่ีดีกวา่พนัธ์ุอ่ืน ๆ ดงันั้นผลการเปล่ียน 
แปลงลกัษณะใบ และรากในออ้ย เม่ือเติมสาร PEG ท่ีความเขม้ขน้ 16 และ 28  เปอร์เซ็นต ์ท่ี
ระยะเวลาต่าง ๆ จึงช่วยคดัเลือกลกัษณะทนแลง้ของออ้ยได ้ ดงันั้นจากขอ้มูลการคดัเลือกลกัษณะ
ทนแลง้จากการเติม PEG  จึงถือวา่เป็นการศึกษาเบ้ืองตน้ส าหรับใชใ้นการคดัเลือกลกัษณะทนแลง้
ในออ้ยต่อไป โดยการพฒันา การคดัเลือกลกัษณะทนแลง้นั้นจ าเป็นตอ้งใชพ้นัธ์ุท่ีมีความแตกต่าง
ทางพนัธุกรรมมีความหลายหลายมากข้ึน รวมทั้งทดลองปลูกในแปลงในสภาพธรรมชาติแต่
สามารถควบคุมน ้าได ้เพื่อเปรียบเทียบลกัษณะความทนทานต่อสภาพขาดน ้าท่ีศึกษาในหอ้งปฎิบติั 
การกบัท่ีคดัเลือกในสภาพแปลงวา่จะสามารถน ามาใชไ้ดจ้ริงหรือไม่ซ่ึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาต่อไป 
 

5.  การสกดัอาร์เอน็เอรวมจากใบและรากอ้อย 
 

             ในการสกดัอาร์เอน็เอรวมจากใบและรากออ้ยท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS เติม PEG ความ
เขม้ขน้ 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 6  12  24  48  72  96 และ 120 ชัว่โมง ตรวจสอบความเขม้ขน้และ
คุณภาพของอาร์เอนเอรวมโดยการท าอิเล็คโตโฟรีซีส ดว้ย 1 เปอร์เซ็นต ์อะกาโรสเจล ใน 0.5 X 
MOPs buffer   ท่ีความต่างศกัย ์100 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที และการวดัค่าการดูดกลืนแสง 
absorbance โดยเคร่ือง NanoDrop ท่ีความยาวคล่ืนแสง A260/280 และA260/230 นาโนเมตร อยู่
ในช่วง 1.8-2.0 ความเขม้ขน้ประมาณ 1,000-2,000 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร พบวา่อาร์เอน็เอท่ีแยก
ไดมี้คุณภาพดี มีความบริสุทธ์ิสูง (ภาพท่ี 9 ) 



37 

 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่9  แถบอาร์เอน็เอท่ีสกดัจากใบและรากออ้ย 
 Lane M 1 kp ladder marker (บริษทั Fermentas) 
 Lane 1-2  RNA ของใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 
 Lane 3-4 RNA ของใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 

18s rRNA             
 
small RNA 
 

28S rRNA 
 

3000 bp 

1000 bp 

M            1             2            3              4 
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6. ตรวจสอบหาอุณหภูมิ annealing ทีเ่หมาะสม ส าหรับปฏิกริิยา PCR  โดยใช้ first stranded 
cDNA เป็นแม่แบบ 
  

น า first stranded cDNA ของออ้ยสายพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ PEG  28 เปอร์เซ็นต ์นาน 48 
ชัว่โมง รวม 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ท าปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) กบั ไพรเมอร์ 
degenerate ท่ีออกแบบไว ้ผลการท าปฏิกิริยาแสดงดงัใน ภาพท่ี  10 

 
 

 
 
                BADH  
 
 
 
 
 
 
 
              MIPS 
 
 
 
 
 

ภาพที ่ 10  ตรวจสอบหาอุณหภูมิ annealing ท่ีเหมาะสม ส าหรับปฏิกิริยา  PCR  โดยใช ้first  
stranded cDNA ของออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์นาน 48 ชัว่โมง 
และไพรเมอร์ของยนี BADH และ ยนี MIPS 

                   Lane M      1 kp ladder marker (บริษทั Fermentas) 
                   Lane 1-6    ไพร์เมอร์คู่ท่ี 1 อุณหภูมิ 54  56  58  60  62  และ 64  องศาเซลเซียส 
                   Lane 7-12  ไพร์เมอร์คู่ท่ี 2 อุณหภูมิ 54  56  58  60  62  และ 64  องศาเซลเซียส 

M  1     2      3     4     5     6     7     8    9    10    11   12 

 M   1        2     3     4      5      6      7     8     9    10   11   12 
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จากการตรวจสอบหาอุณหภูมิ annealing ท่ีเหมาะสมจาก degenerate ไพรเมอร์ ของยนี 
BADH  และ MIPS ท่ีออกแบบโดยใชข้อ้มูลจากฐานขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องพืชหลายชนิด
จากฐานขอ้มูล GenBank  โดยน า first stranded cDNAของออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 จากใบ ท่ีไดรั้บ 
PEG ความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 48 ชัว่โมง มาทดสอบ พบวา่เกิดแถบดีเอน็เอเม่ือใชไ้พรเมอร์คู่
ท่ี 1 ของยนี BADH  ขนาดประมาณ 300 คู่เบส และอุณหภูมิ anneling ท่ีเหมาะสมในการท า
ปฏิกิริยา PCR  คือ 56 องศาเซลเซียส และเม่ือใชไ้พรเมอร์คู่ท่ี 2 ของยนี MIPS เกิดแถบดีเอน็เอ
ขนาดประมาณ 400 คู่เบส และอุณหภูมิ anneling ท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา PCR คือ 60    
องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 5) แต่เน่ืองจากยงัไม่ทราบแน่ชดัวา่แถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา PCR    
น้ีเป็นยนีท่ีตอ้งการหรือไม่ จึงส่งผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ท่ีคาดวา่จะเป็นยนี BADH และ MIPS 
ไปตรวจวเิคราะห์ล าดบันิวคลีไทด์ โดยบริษทั 1st BASE (ประเทศมาเลเซีย) แลว้น าล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ ท่ีวเิคราะห์ไดม้าเปรียบเทียบกบัล าดบั  นิวคลีโอไทดข์องยนี BADH และ MIPS โดย
ใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป BLASTN ในฐานขอ้มูล NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)   

 
ตารางที ่5  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี BADH และ MIPS  
 

ยนี Annealing temperature (Co) ไพรเมอร์ 

BADH 56 
Forward  : 5'- ATGGGACATGGAYGATGT -3' 

Reverse  : 5'- TTTTKCCACCAAGTTCCA -3' 

MIPS 60 
Forward  : 5' TGCTGGAATHAAGCCCACCT 3' 

Reverse  : 5'  TGAGGTAGCTCAGGATGGT 3' 
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             จากการส่งตวัอยา่งดีเอน็เอคู่สมท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณกบัไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี  
BADH และ MIPS  ท่ีวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์พบวา่ช้ินส่วนดีเอน็เอคู่สมมีล าดบั 
นิวคลีโอไทด ์ดงัน้ี  
 
             ดีเอน็เอคู่สมท่ีเกิดจากไพรเมอร์ของยนี BADH  ในออ้ยมีล าดบันิวคลีโอไทดด์งัน้ี 
 
TTGGAGCTGCTGGTTGTACTGCTGTGCTAAAGCCATCCAGAATTGGCTTCTGTGACTT
GCTTAGAGCTTGCTGATATCTGTAAAGAAGTCGGTCTTCCTTCTGGTGTCTTGAACAT
TGTGACAGGATTAGGTCCGGATGCTGGTGCTCCTTTGTCAGCGCACCCAGATGTTGAC
AAGGTCGCTTTTACTGGGAGTTTTGAAACTGGTAAGAAGATTATGGCAGCTGCAGCT
CCTATGGTCAAGCCTGTTACGCTGGAACTTGGTGGAAAAAGTCCTATAGTAGTATTTG
ATGATGTTGACATTGACAAAGCTGTTGAATGGACTCTA 
 
             ดีเอน็เอคู่สมท่ีเกิดจากไพรเมอร์ของยนี MIPS ในออ้ยมีล าดบันิวคลีโอไทดด์งัน้ี 
 
GTGGACTAACCCCTTTGGGTAACAACGATGGCATGAACCTGTCTGCCCCTCAAACAT
TCAGGTCCAAGGAGATCTCCAAGAGCAATGTGGTGGATGACATGGTCTCAAGCAATG
CTATCCTCTATGAGCCCGGCGAGCATCCCGATCATGTTGTTGTCATCAAGTATGTGCC
GTATGTGGGAGACAGTAAGAGGGCTATGGATGAGTACACCTCCGAGATCTTCATGGG
CGGCAAGAACACCATCGTGCTGCACAACACCTGTGAGGACTCACTACTCGCCGCACC
TATCATCCTTGATCTGGTGCTCCTGGCTGAGCTCAGCACCAGGATCCAGCTAAAAGCT
GAGGGAGAGGACAAGTTCCACTCCTTCCACCCGGTGGCCACCATCCTGAGCTACCTC
A   
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7.  การตรวจสอบความเหมือนของล าดับนิวคลโีอไทด์ทีสั่งเคราะห์ได้กบัฐานข้อมูล 
 
             การตรวจสอบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดยใชโ้ปรแกรม BLAST จากเวปไซด์ 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ท่ีใชใ้นการคน้หาและเปรียบเทียบล านิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล 
GenBank  กบัล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ท าการป้อนขอ้มูลใหโ้ปรแกรมพบวา่ ดีเอน็เอคู่สมของออ้ย
ขนาด 327 นิวคลีโอไทด ์มีความเหมือนกบัยนี BADH  และดีเอน็เอคู่สมของออ้ยขนาด 402  นิวคลี
โอไทด ์มีความเหมือนกบัยนี MIPS  พบวา่บางส่วนของยนี BADH  และ MIPS มีล าดบัความ
คลา้ยคลึงกบัยนีทั้ง 2 ในพืชหลายชนิด (ตารางท่ี 6 และ 7) 
 
             โดยพบวา่ยนี BADH มีความเหมือนกบัพืชหลายชนิดจากฐานขอ้มูล เช่น ใน AY587278.1 
(Zea mays  ),  SBU12195 (Sorghum bicolor),  AB161709.1 (Zoysia tenuifolia) และ  EU770324.1 
(Oryza sativa japonica)  96  93  90 และ 86 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และยนี MIPS ใน AF056326.1 
(Zea mays),  AB012107.1 (Oryza sativa japonica),  AF542968.1 (Triticum aestivum) และ
XM_003558559.1 (Brachypodium distachyon) 96  90  90  และ 89 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบัโดยการ
ทดลองน้ีใชย้นี Actin ซ่ึงเป็นยนีอา้งอิงเพื่อใชต้รวจสอบคุณภาพอาร์เอน็เอรวมท่ีสกดัไดว้า่มีคุณภาพ
เพียงพอ  
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ตารางที ่6  เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี BADH ท่ีสังเคราะห์ไดก้บัฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN Version 2.2.25  
 

Accession number Description Length Strand Identities Score (bits) E value 

AY587278.1 Zea mays betaine aldehyde dehydrogenase 
mRNA, complete cds  

1762 Plus/Plus 307/321 (96%) 513 (568)| 5e-142 
 

SBU12195 Sorghum bicolor clone BADH1 betaine aldehyde 
dehydrogenase mRNA,partial cds 

1377 
 

Plus/Plus 302/325 (93%) 461 (510) 3e-126 

AB161709.1 Zoysia tenuifolia mRNA for betaine aldehyde 
dehydrogenase, partial cds, clone:1 

1213 Plus/Plus 290/321 (90%) 435 (482) 1e-118 

AB161702.1 Zoysia tenuifolia mRNA for betaine aldehyde 
dehydrogenase, complete cds, clone:2 

1802 Plus/Plus 289/321 (90%) 432 (478) 1e-117 

AB161705.1 Zoysia tenuifolia mRNA for betaine aldehyde 
dehydrogenase, complete cds, clone:7 

1744 Plus/Plus 286/321 (89%) 417 (462) 3e-113 

XM_003574447.1 Brachypodium distachyon betaine aldehyde 
dehydrogenase 1, chloroplastic-like, mRNA 
complete cds 

1675 Plus/Plus 281/322 (87%) 392 (434) 1e-105 

DQ497618.1 Leymus chinensis betaine aldehyde 
dehydrogenase (BADH) mRNA,partial cds 

678 Plus/Plus 277/322 (86%) 374 (414) 3e-100 

EU770324.1 Oryza sativa Japonica betaine  aldehyde 
dehydrogenase (badh2) mRNA, complete cds 

1505 
 

Plus/Plus 276/321 (86%) 372 (412) 1e-99 
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ตารางที ่6 (ต่อ)  เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี BADH ท่ีสังเคราะห์ไดก้บัฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN Version 2.2.25 
 

Accession number Description Length Strand Identities Score (bits) E value 

DQ288724.1 Hordeum vulgare subsp. vulgare betaine 
aldehyde dehydrogenase mRNA, partial cds 

728 
 

Plus/Plus 276/322 (86%) 370 (410) 4e-99 

DQ288724.1 Hordeum vulgare subsp. vulgare betaine 
aldehyde dehydrogenase mRNA, partial cds 

728 
 

Plus/Plus 276/322 (86%) 370 (410) 4e-99 

AY050316.1 Triticum aestivum betaine-aldehyde 
dehydrogenase (BADH) mRNA, complete cds 

1726 Plus/Plus 273/322 (85%) 356 (394) 8e-95 

FJ595952.1 Spinacia oleracea betaine aldehyde 
dehydrogenase (BADH) mRNA,complete cds 

1494 Plus/Plus 252/319 (79%) 269 (298) 9e-69 

M31480 Spinach betaine-aldehyde dehydrogenase 
(BADH) mRNA, complete cds 

1797 Plus/Plus 252/319(79%) 269bits(298) 1e-68 
     

DQ011151 Chrysanthemum lavandulifolium betaine 
aldehydedehydrogenase (BADH1) mRNA  

1821 Plus/Plus 252/322(78%) 262 bits(290) 1e-66 

AB333793 
 

Glycine max peroxisomal betaine-aldehyde 
dehydrogenase (BADH2), mRNA 

1512 Plus/Plus 249/318(78%) 259 bits(286) 2e-65 

EF174190 
 

Jatropha curcas betaine-aldehyde dehydrogenase 
(BADH) mRNA, complete cds 

1769 Plus/Plus 244/319(76%) 233 bits(258) 7e-58 
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ตารางที ่7  เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MIPS ท่ีสังเคราะห์ไดก้บัฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN Version 2.2.25 
 

Accession number Description Length Strand Identities Score (bits) E value 

AF056326.1 Zea mays myo-inositol 1-phosphate synthase 
mRNA, complete cds 

1665 Plus/Plus 373/388 (96%) 632 (700) 9e-178 

AY323824.1 Xerophyta viscosa myo-inositol-1-phosphate 
synthase INO1 mRNA, complete cds 

1533 Plus/Plus 350/388 (90%) 529 (586) 8e-147 

AB012107.1 Oryza sativa Japonica Group RINO1 mRNA for 
myo-inositol phosphate synthase, complete cds 

1868 Plus/Plus 349/388 (90%) 524 (580) 3e-145 

AF542968.1 Triticum aestivum myo-inositol 1-phosphate 
synthase-like mRNA, partial sequence 

819 Plus/Plus 347/387 (90%) 518 (574) 1e-143 
 

GU441843.1 Spartina alterniflora L-myo-inositol 1-phosphate 
synthase (INO1) mRNA, complete  

1533 Plus/Plus 347/388 (89%) 515 (570) 2e-142 

XM_003558559.1 Brachypodium distachyon inositol-3-phosphate 
synthase-like (LOC100842175), mRNA 

1935 
 

Plus/Plus 344/387 (89%) 504 (558) 3e-139 

JN609219.1 Triticum aestivum cultivar CPAN 1676 myo -inositol 
-1-phosphate synthase (MIPS2) mRNA, complete cds 

1907 Plus/Plus 495 bits (548) 495 (548) 2e-136 

AB059557.2 Avena sativa MIP mRNA for myo-inositol-1- 
phosphate synthase, complete cds 

1936 
 

Plus/Plus 341/387 (88%) 491 bits (544) 2e-135 



45 

 

45 

ตารางที ่7 (ต่อ) ) เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MIPS ท่ีสังเคราะห์ไดก้บัฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN Version 2.2.25 

 
Accession number Description Length Strand Identities Score (bits) E value 

AF056325.1 Hordeum vulgare myo-inositol 1-phosphate 
synthase mRNA, complete cds 

2152 
 

Plus/Plus 339/387 (88%) 482 bits (534) 1e-132 

Q037841.1 Hevea brasiliensis myo-inositol-1 phosphate 
synthase (MIPS) mRNA, complete cds 

1950 
 

Plus/Plus 327/387 (84%) 428 bits (474) 2e-116 
 

AB009881.1 Nicotiana tabacum mRNA for myo-inositol 1-
phosphate synthase, complete cds 

1959 Plus/Plus 324/390 (83%) 407 bits (450) 6e-110 
 

BT001931.1 Arabidopsis thaliana clone C105378 putative 
myo-inositol-1-phosphate synthase (At4g39800) 
mRNA, complete cds 

1567 Plus/Plus 318/388 (82%) 385 bits (426) 2e-103 

FJ823976 Ricinus communis myo-inositol-1-phosphate 
synthase (MIPS) mRNA, complete cds 

1669 Plus/Plus 324/392(83%) 401 bits(444) 3e-108 

FJ415168 
 

Gossypium hirsutum clone Spot14 Myo-inositol-
1-phosphate synthase mRNA, complete cds 

1881 Plus/Plus 326/387(84%) 423 bits(468) 9e-115 

U32511 Mesembryanthemum crystallinum myo-inositol-
1-phosphate synthase mRNA, complete cds 

2053 Plus/Plus 327/388(84%) 425 bits(470) 2e-115 
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8.  การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first stranded cDNA ด้วยปฏิกริิยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่

จ าเพาะกบัยนี BADH และ MIPS   
 
             จากการวเิคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first stranded cDNA ท่ีไดจ้าก mRNA ของใบและราก
ออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีไดรั้บสภาพขาดน ้าโดยการเติม PEG 
6,000 ลงในอาหารเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยใชย้นี BADH  
MIPS  และ Actin ดว้ยเทคนิค PCR และวเิคราะห์ขนาดของดีเอน็เอโดยการท า อิเล็คโทรโฟรีซีส 
ดว้ย 1 เปอร์เซ็นต ์อะกาโรสเจล พบวา่ตวัอยา่งท่ีสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมดว้ยไพร์เมอร์ของยนี BADH 
เกิดแถบดีเอน็เอ ขนาดประมาณ 327  คู่เบส และไพรเมอร์ของยนี MIPS  เกิดแถบดีเอน็เอ ขนาด
ประมาณ 402 คู่เบส  (ภาพท่ี 11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่11  การเพิ่มปริมาณช้ินส่วน ดีเอน็เอคู่สมท่ีไดจ้ากปฎิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ
กบัยนี BADH และ MIPS 

  Lane M    1 kp ladder marker (บริษทั Fermentas) 
  Lane 1-2  ดีเอน็เอคู่สมจาก first stranded cDNA ของใบ และรากออ้ย ตามล าดบัยนี BADH 
  Lane 3-4  ดีเอน็เอคู่สมจาก first stranded cDNA ของใบ และรากออ้ย ตามล าดบั ยนี MIPS 
 

  

1000 bp 

    M             1              2             3              4 

500 bp 

250 bp 
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  ราก 

ใบ 
 

   M      C     1        2       3      4       5       6      7       8      9      10     11      12    13     14  

9.  ศึกษาการแสดงออกของยนี BADH และ MIPS ด้วยเทคนิค real-time PCR  
 
  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี ท าโดยการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยนี 
BADH และยีน MIPS ส าหรับท า real-time PCR ทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้
(ตารางท่ี 2) ใชดี้เอน็เอคู่สมจาก first stranded cDNA ท่ีไดจ้าก mRNA จากใบและรากออ้ยพนัธ์ุ  
Kps 94-13 และ Kps 01-11-6 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร เหลว MS ท่ีไดรั้บสภาพขาดน ้าโดยการเติม 
PEG 6,000 ลงในอาหารเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็น เวลา 6  12  24  48  72  
96 และ 120 ชัว่โมง เป็นแม่แบบวเิคราะห์ขนาดของดีเอน็เอดว้ยการท าโดยการท าอิเล็คโทรโฟรีซีส 
ดว้ย 1 เปอร์เซ็นต ์อะกาโรสเจล พบวา่ ตวัอยา่งท่ีสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมดว้ยไพรเมอร์ของยนี BADH  
และ MIPS  เกิดแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 120 คู่เบส (ภาพท่ี  12  13  14 และ 15)  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที ่ 12 การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first  stranded cDNA ของใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 

ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี BADH  
Lane M = 100 pb ladder marker (บริษทั Fermentas) 
Lane C = ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG 

 Lane 1-2 = 6 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
Lane 3-4 = 12 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

 Lane 5-6 = 24 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
Lane 7-8 = 48 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต ์และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
Lane 9-10 = 72 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
Lane 11-12 = 96 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
Lane 13-14 = 120 ชัว่โมง PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
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ภาพที ่13  การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first stranded cDNA จากใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 
ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี BADH 

  Lane M = 100 pb ladder marker (บริษทั Fermentas) 
  Lane C = ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG 

   Lane 1-2 = 6 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
  Lane 3-4 = 12 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

   Lane 5-6 = 24 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
  Lane 7-8 = 48 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต ์และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 9-10 = 72 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 11-12 = 96 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 13-14 = 120 ชัว่โมง PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
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ภาพที ่14 การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก firsted stranded cDNA จากใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps   
94-13 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี MIPS 

  Lane M = 100 pb ladder marker (บริษทั Fermentas) 
  Lane C = ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG 

   Lane 1-2 = 6 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
  Lane 3-4 = 12 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

   Lane 5-6 = 24 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
  Lane 7-8 = 48 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต ์และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 9-10 = 72 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 11-12 = 96 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 13-14 = 120 ชัว่โมง PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

 

ใบ 
 

ราก 
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ภาพที ่15  การสังเคราะห์ดีเอน็เอคู่สมจาก first strand cDNA ของใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 
ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี MIPS 

  Lane M = 100 pb ladder marker (บริษทั Fermentas) 
  Lane C = ตน้ปกติท่ีไม่ไดเ้ติม PEG 

   Lane 1-2 = 6 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
  Lane 3-4 = 12 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

   Lane 5-6 = 24 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
  Lane 7-8 = 48 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต ์และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 9-10 = 72 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 11-12 = 96 ชัว่โมง  PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
  Lane 13-14 = 120 ชัว่โมง PEG 16 เปอร์เซ็นต์ และ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 

  M      C        1        2       3      4       5       6      7        8      9      10     11      12     13     14  
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  ราก 
 



51 

 

51 

การแสดงออกของยนีเป็นการถ่ายทอดขอ้มูลทางรหสัพนัธุกรรมท่ีบรรจุอยูใ่นดีเอน็เอไปยงั 
mRNA แลว้แปลรหสัไปเป็นโปรตีน ในเซลลข์องส่ิงมีชีวติทุกเซลลจ์ะตอ้งมีขอ้มูลทางพนัธุกรรม 
ในระหวา่งการเจริญเติบโตและการพฒันาการต่าง ๆ แต่ละเซลลจ์ะมีกลไกการควบคุมการ
แสดงออกของยนีเหล่าน้ีแตกต่างกนั การควบคุมการแสดงออกของยนีแบ่งเป็นสองขั้นตอนคือ 
ขั้นตอนระหวา่งกระบวนการถอดรหสัพนัธุกรรม (transcription) โดยเป็นการควบคุมการ
สังเคราะห์ mRNA ล าดบันิวคลีโอไทด์บนสาย mRNA จะถูกก าหนดโดยล าดบัของนิวคลีดอไทด์
บนสายดีเอน็เอแม่แบบ และขั้นตอนการแปลรหสัพนัธุกรรม (translation) เป็นขั้นตอนการแปลรหสั 
เพื่อสังเคราะห์เป็นโพลีเปปไทด์ หรือโปรตีน การแสดงออกของยนีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์
โปรตีนหรือเอนไซม์ เพื่อตอบสนองต่อสภาพแวดลอ้มหน่ึง ๆ การแสดงออกของยนีจึงมีผลต่อ
ปริมาณโปรตีนท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนดว้ย เม่ือเซลลต์อ้งการโปรตีนชนิดใดชนิดหน่ึงมากข้ึนจึงตอ้งมี
กระบวนการถอดรหสัจากแม่พิมพดี์เอน็เอใหเ้ป็นอาร์เอน็เอมากข้ึนตามไปดว้ย  
 

จากการศึกษาการแสดงออกของยนีภายใตส้ภาวะเครียดจากการขาดน ้า โดยการเติม PEG 
ลงในอาหารเพาะเล้ียงท่ีช่วงเวลาต่าง ๆ โดยยนีท่ีศึกษาคือ BADH และ MIPS ซ่ึงเม่ือตรวจผลของ     
ดีเอน็เอ ท่ีไดจ้ากการเปล่ียนอาร์เอน็เอใหเ้ป็น first stranded cDNA ดว้ยปฏิกิริยา PCR โดยใช ้      
ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนีทั้งสองแลว้ตรวจผล  อิเล็คโทรโฟรีซีส ดว้ย 1 เปอร์เซ็นต ์อะกาโรสเจล
แสดงแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏพบ ยนี BADH  ในออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 และ Kps 01-11-6 ท่ีใบ และราก 
ในขณะท่ียนี MIPS พบวา่เกิดแถบดีเอน็เอในออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 และ Kps 01-11-6 ท่ีใบ และราก 
เช่นเดียวกนั จากแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏนั้นยงัไม่สามารถวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกยนีดงักล่าวได ้
ดงันั้นจึงมีการตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนีในการศึกษาคร้ังน้ีดว้ยเทคนิค real-time PCR 
โดยใชผ้ลการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณของยนี ท่ีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง (SYBR Green) เทียบกบั
ระดบัการแสดงออกของยนี Actin พบวา่ยนี BADH จากใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีเพาะเล้ียง ใน
อาหารท่ีเติม PEG ความเขม้ขน้ท่ี 16  เปอร์เซ็นต ์มีการแสดงออกสูงสุดท่ี  12 ชัว่โมง ลดลงท่ี 24  48  
72  96   และ 120 ชัว่โมง ตามล าดบั ในขณะท่ีออ้ยท่ีไดรั้บ PEG ความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์      
ยนี BADH มีการแสดง ออกของยนี สูงสุดท่ี 12 ชัว่โมง จากนั้นการแสดงออกของยนีค่อย ๆ ลดลง
ระยะเวลาท่ี 24  48  72  96  และต ่าสุดท่ี 120 ชัว่โมง เช่นกนั (ภาพท่ี 16) ในขณะท่ีรากท่ีไดรั้บ 
PEG ท่ีความเขม้ขน้ 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์ยนี BADH มีการแสดงออกสูงสุดท่ี 12 ชัว่โมง  
หลงัจากนั้นการแสดงออกของยนีจะลดลง ท่ี 24  48  72  96  และ 120 ชัว่โมง เช่นเดียวกนั (ภาพท่ี 17) 
 
 ในออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 พบวา่การแสดงออกของยนี BADH ในใบท่ีไดรั้บ PEG ความ
เขม้ขน้ท่ี 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์มีการแสดงออกสูงสุดท่ี  12 ชัว่โมง จากนั้นการแสดงออกจะลดลง
ท่ี 24  48  72  96  และ 120 ชัว่โมง ตามล าดบั การแสดงออกของยนีในรากพบวา่การแสดงออกของ  



52 

 

52 

ยนี BADH  ท่ีไดรั้บ 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์มีการแสดงออกท่ี 12 ชัว่โมง สูงสุดและลดลงใน
ชัว่โมงท่ี 24  48  72  96  และ 120 ชัว่โมง  (ภาพท่ี 18 และ 19) 
 
 เม่ือตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนี MIPS ในใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 พบวา่การ  
แสดงออกของยนีในตน้ท่ีไดรั้บ  PEG ความเขม้ขน้ท่ี 16 เปอร์เซ็นต ์มีการแสดงออกสูงสุดท่ี  12 
ชัว่โมง จากนั้นมีการแสดงออกของยนีจะลดระดบัลงท่ี  24  48  และ 72 ชัว่โมง และต ่าสุดท่ี 96 และ 
120  ชัว่โมง และท่ี  PEG ความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์ยนี MIPS มีการแสดงออกสูงท่ีสุดท่ี 12 
ชัว่โมง คิดเป็น 2 เท่าของความเขม้ขน้ของ  PEG ท่ี 16 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นการแสดงออกของยนี
ค่อย ๆ ลดลงท่ี 24  48 และต ่าสุดท่ี 72 ชัว่โมง และเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย ท่ี 96 และ 120 ชัว่โมง          
(ภาพท่ี 20) ในรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ PEG ความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต ์ยนี MIPS มีการ
แสดงออกสูงสุดท่ี 6 ชัว่โมง และลดระดบัลง ต ่าสุดท่ี 48 ชัว่โมง หลงัจากนั้นท่ี  72  96 และ 120 
ชัว่โมง เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย ในขณะท่ี  PEG ความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์ระดบัการแสดงออกสูงสุดท่ี 
12 ชัว่โมง จากนั้นมีการแสดงออกจะลดลง และต ่าสุดท่ี 48 ชัว่โมง และเพิ่มข้ึนท่ี  72  96 และ 120 
ชัว่โมง (ภาพท่ี 21) 
 

ในใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ท่ีไดรั้บ PEG ความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ยนี MIPS มี
การแสดงออก มากสุดท่ี 12 ชัว่โมง จากนั้นลดระดบัลงมาท่ี  24 และ 48 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นมี
การเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยท่ี 72 ชัว่โมง และลดลงต ่าลดลงต ่าสุดท่ี  96 และ120 ชัว่โมง ตามล าดบั 
ในขณะท่ี PEG ความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์สูงสุดท่ี 12 ชัว่โมง เป็น 2 เท่า ของความเขม้ขน้ท่ี  
PEG ความเขม้ 16 เปอร์เซ็นต ์จากนั้นการแสดงออกจะลดลงท่ี 24 ชัว่โมง และเพิ่มข้ึนท่ี 48 และ 72 
ชัว่โมง หลงัจากนั้นท่ี 96 และ120 ชัว่โมง พบวา่ลดลงต ่าสุด (ภาพท่ี 22) ในรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-
11-6 ท่ีไดรั้บ PEG ความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ยนี MIPS มีการแสดงออก มากสุดท่ี 12 
ชัว่โมง และลดระดบัลง มาท่ี  24 และ 48 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นมีการเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยท่ี 72 ชัว่โมง
และลดลงต ่าลดสุดท่ี 120 ชัว่โมง  ในขณะท่ี PEG ความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์ระดบัการ
แสดงออก สูงสุดท่ี 12 ชัว่โมง จากนั้นลดลงท่ี 24 ชัว่โมง และหลงัจากนั้นเพิ่มข้ึนท่ี 48 และ 72 
ชัว่โมง จากนั้นท่ี 96 และ 120 ชัว่โมง  ลดลงต ่าสุด (ภาพท่ี 23) 
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ภาพที ่16  ระดบัการแสดงออกของยนี betaine aldehyde dehydrogenase ในใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13                 

ท่ีไดรั้บ PEG 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่17  ระดบัการแสดงออกของยนี betaine aldehyde dehydrogenaseในรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13                

ท่ีไดรั้บ PEG 16 และ 28 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง 
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ภาพที ่19  ระดบัการแสดงออกของยนี betaine aldehyde dehydrogenase ในใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-

11-6 ท่ีไดรั้บ PEG 16  และ 28 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่19  ระดบัการแสดงออกของยนี betaine aldehyde dehydrogenase ในรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-
11-6  ท่ีไดรั้บ  PEG 16 และ 28 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง 
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ภาพที ่20  ระดบัการแสดงออกของยนีmyo-inositol 1-phosphate synthaseในใบออ้ยพนัธ์ุKps 94-13 

ท่ีไดรั้บ PEG 16 และ 28  เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่21  ระดบัการแสดงออกของยนี myo-inositol 1-phosphate synthase ในรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 
ท่ีไดรั้บไดรั้บ PEG 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง 

Re
lat

ive
 E

xp
as

sio
n  

M
IP

S/A
cti

n 
 

Re
lat

ive
 Ex

pre
ssi

on
 M

IP
S/A

cti
n 

myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) 

Re
lat

ive
 E

xp
re

ssi
on

 M
IP

S/A
cti

n 

myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) 

Re
lat

ive
 Ex

pre
ssi

on
 M

IP
S/A

cti
n 



56 

 

56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่22  ระดบัการแสดงออกของยนี myo-inositol 1-phosphate synthase  ในใบ ออ้ยพนัธ์ุKps 01-
11-6  ท่ีไดรั้บ PEG 16 และ 28 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพที ่23  ระดบัการแสดงออกของยนี myo-inositol 1-phosphate synthaseในรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-
11-6  ท่ีไดรั้บ PEG 16 และ 28 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา  6-120 ชัว่โมง       
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การศึกษาแสดงออกของยนีดว้ยเทคนิค real-time PCR ซ่ึงสามารถวเิคราะห์ระดบัการ
แสดงออกของยนีในระดบัอาร์เอน็เอจาก first stranded cDNA ในออ้ยทั้ง 2 สายพนัธ์ุ ท่ีไดรั้บสภาพ
ขาดน ้าโดยเติม PEG 2 ระดบั ความเขม้ขน้ท่ี 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์และในระยะเวลาท่ี 6  12  24  48  
72  96  และ 120 ชัว่โมง ท าใหส้ามารถทราบระดบัการแสดงออกของยนี BADH ซ่ึงพบวา่ในออ้ย
พนัธ์ุ Kps 94-13  ซ่ึงมีการแสดงออกของยนีท่ีใบและรากสูงสุด ท่ีระดบัความเขม้ของ PEG 28 
เปอร์เซ็นต ์ ท่ี 12 ชัว่โมง สามารถกระตุน้ใหมี้การแสดงออกมากกวา่ PEG ระดบัความเขม้ขน้ 16 
เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีมีความทนแลง้ไดดี้ ในขณะท่ีพนัธ์ุ Kps 01-11-6  พบวา่ในใบมีการ
แสดงออกของยนีสูง ท่ีระดบัความเขม้ขน้ PEG 16 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 12 ชัว่โมง และรากมีการแสดง 
ออกของยนีสูงท่ี 12 ชัว่โมง ระดบัความเขม้ของ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์  

 
 ซ่ึงจากผลการศึกษาการแสดงออกของยนีท าใหท้ราบวา่ในออ้ยทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบลกัษณะ
การเปล่ียนแปลงของใบ และรากแสดงอาการเห่ียว ใบเปล่ียนเป็นสีเหลือง ปลายใบเปล่ียนเป็นสี
น ้าตาลแหง้ รากเปล่ียนจากสีขาวเป็นสีน ้าตาลซ่ึงในพนัธ์ุออ้ย Kps 94-13 ซ่ึงทนทานต่อสภาพาการ
ขาดน ้าปรากฏลกัษณะนอ้ยกวา่พนัธ์ุไม่ทนแลง้ และระดบัการแสดงออกของยนีซ่ึงมีการแสดงออก
ของ mRNA ซ่ึงเป็นนิวคลีโอไทดท่ี์ท าหนา้ท่ีในการคดัลอกรหสัจากบริเวณสายดีเอน็เอเพื่อน าไป
สังเคราะห์โปรตีนหรือเอนไซมต่์าง ๆ ใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโดยการสร้างสารประกอบทางเคมีท า
ใหเ้กิดการเพิ่มปริมาณของ compatibule solutes คือ glycine betaine และ myo-inositol เพื่อท าใหพ้ืช
มีกระบวนการชีวเคมีไดอ้ยา่งปกติ จากสภาพขาดน ้าท าใหพ้ืชสูญเสียความเต่งของเซลล ์ส่งผลให้
เกิดการปิดของปากใบ  การมว้นใบ  และการลดพื้นท่ีใบ ท าใหก้ารเจริญโตลดลง และตายในท่ีสุด        
(ศิริลกัษณ์, 2553)  เพื่อปรับสมดุลของสารละลายภายในเซลลก์บัภายนอกเซลล ์ซ่ึงสามารถพบได้
ทั้งในสภาพปกติ และมีสะสมเพิ่มข้ึนหลงัจากพืชไดรั้บสภาพเครียด โดยยนีท่ีควบคุมการสังเคราะห์
สารดงักล่าวคือ ยนี BADH และ MIPS  ซ่ึงการศึกษายนี BADH  มีรายงานพบในคลอโรพลาสตข์อง
ผกัโขม (Weretilnyk and Hanson, 1990) พืชแถบป่าชายเลนท่ีไดรั้บสภาพความเคม็จากน ้าทะเล 
Avicennia marina (Liu et al., 2010) และนอกจากนั้นในขา้วสามารถพบในส่วนของ peroxisomes 
ไดเ้ช่นเดียวกนั ดงันั้นการแสดงออกของยนี BADH จากการศึกษาในคร้ังน้ีจึงเป็นไปไดท่ี้ตรวจสอบ
พบระดบัการแสดงออกของยนีหลงัจากไดรั้บสภาพขาดน ้าท่ีเติม PEG ลงในอาหารเพาะเล้ียงโดยท่ี
ระดบัการขาดน ้ารุนแรง (PEG 28 เปอร์เซ็นต์) สามารถกระตุน้ใหมี้การแสดงออกของยนีเพิ่มสูงข้ึน
ซ่ึงรูปแบบการแสดงออกยนีนั้น Gisele et al. (2013) รายงานวา่เม่ือออ้ยขาดน ้าจะมีการส่งสัญญาณ
ภายในเซลลเ์พื่อใหย้ีนท่ีควบคุมการตอบสนองต่อสภาพเครียด เช่น โปรตีนไคเนส ( kinases)         
การสลายหมู่ฟอสเฟต (phosphatases) และโปรตีนคลัมอดุลิน (calmodulin, CaM) เป็นโปรตีนท่ีไม่
มีแอคทิวตีิ (activity) ในตวัเองท างานโดยจบั และควบคุมการท างานของโปรตีนเป้าหมายชนิด 
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ต่าง ๆ ภายในเซลล ์โดยเม่ือ CaM จบักบัแคลเซียมไอออนจะเกิดการเปล่ียนแปลงท าใหส้ามารถ
กระตุน้โปรตีนเป้าหมาย เพื่อส่งผา่นสัญญาณต่อไปเป็นล าดบั จนกระทัง่ถึงการแสดงออกของยนีท่ี
ส าคญัต่อการปรับตวัของพืช เพื่อตอบสนองต่อการเปล่ียนแปลงของสภาวะแวดลอ้มต่าง ๆ ใน
ระดบัเซลลอ์ยา่งเหมาะสม สอดคลอ้งกบั Fitzgerald et al. (1990) ท่ีพบวา่เม่ือพืชไดรั้บความเครียด 
เอนไซม ์BADH จะท าปฎิกิริยากบัสารตั้งตน้ในกลุ่มออกซิโดรีดกัเทส (oxidoreductase) ท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัปฏิกิริยาการหายใจระดบัเซลล ์เพื่อใชใ้นกระบวนการเมทาบอลิซึมจากสารตั้งตน้คือ โคลีน 
(choline) ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของเยือ่หุม้เซลล ์นอกจากนั้น Nakamura et al. (2001) ไดศึ้กษาการ
แสดงออกของยนี BADH ในขา้วบาเล่ย ์ซ่ึงเอนไซม ์BADH เป็นเอนไซมส์ าคญัในการสังเคราะห์ 
glycine betaine โดยจ าแนกออกเป็น BADH1 และ BADH2 โดย BADH1 จะท าหนา้ท่ีในการส่ง
สัญญาณในไมโครบอดี (microbodies) ซ่ึงมีหนา้ท่ีในกระบวนการเมทาบอลิซึม เพื่อใชเ้ป็นแหล่ง
พลงังาน ในขณะท่ี BADH2 จะพบมากในพืชใบเล้ียงเด่ียวท่ีคลอโรพลาสต ์(chloroplast) ซ่ึงรูปแบบ
การแสดงออกแสดงออกของยนีทั้ง 2 ชนิด จะแตกต่างกนัคือ BADH1 มีการแสดงออกมากในราก
มากกวา่ใบเม่ือไดรั้บสภาพเครียดจากเกลือ และ ABA ในขณะท่ี BADH2 มีการแสดงออก 
สูงในใบเม่ือไดรั้บสภาพ ความแลง้  PEG  ความเคม็  และ ABA  จากผลการศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยนี BADH ในคร้ังน้ีพบวา่มีการแสดงออกสูงท่ี 12 ชัว่โมง หลงัจากใหรั้บสภาพขาด
น ้าสอดคลอ้งกบั  shiro et al. (2009) ศึกษาการแสดงออกของยนี BADH1 และ BADH2 ดว้ยเทคนิค 
real-time PCR ในขา้วโดยการเติมออกซิเจนหลงัจากขา้วไดรั้บสภาพน ้าท่วมขงั เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
โดยระดบัการแสดงออกของยนี BADH1 เร่ิมท่ี 30 นาทีแรก และพบวา่มีการแสดงออกสูงสุดท่ี 24 
ชัว่โมง ในขณะท่ีการแสดงออกของยนี BADH 2 ท่ี 30 นาที มีการแสดงออกของยนีในระดบัต ่า  
และท่ี 12 ชัว่โมง มีการแสดงออกของยนีสูงสุด และลดลงท่ี 24 ชัว่โมง ดงันั้นการศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยนีในคร้ังต่อไปจึงควรเพิ่มระยะเวลาในการทดสอบการแสดงออกของยนี BADH ท่ี
ชัว่โมงแรกของการไดรั้บสภาพขาดน ้า เพราะรูปแบบการแสดงออกของยนีในใบ และรากใกล ้ 
เคียงกนั รวมทั้งการศึกษาการแสดงออกของยนี BADH การออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบั
ยนี BADH1 และ BADH 2 ซ่ึงจะมีการตอบสนองในสภาพความเครียดท่ีแตกต่างกนั  

 
การแสดงออกของยนี MIPS พบวา่ในออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 มีการแสดงออกท่ีใบและราก

สูงสุด ระดบัความเขม้ของ PEG 28 เปอร์เซ็นต ์ ท่ี 12 ชัว่โมง สามารถกระตุน้ใหมี้การแสดงออก
มากกวา่ PEG ระดบัความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 เป็นพนัธ์ุท่ีมีความทนแลง้
ไดดี้ ในขณะท่ีพนัธ์ุ Kps 01-11-6  พบวา่ในใบมีการแสดงออกของยนีสูง ท่ีระดบัความเขม้ขน้ PEG 
16 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 12 ชัว่โมง และรากมีการแสดงออกของยนีสูงท่ี 12 ชัว่โมง ระดบัความเขม้ของ 
PEG 28 เปอร์เซ็นต ์  
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ผลการศึกษาการแสดงออกของยนี MIPS สอดคลอ้งกบัรายงาน Hegeman et al. (2001)       
ท่ีพบวา่ยนี MIPS มีการแสดงออกในระยะใบเล้ียง (cotyledonary) ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลง
ของน ้าตาล glucose-6-phosphate ซ่ึงน าไปใชส้ร้าง cell wall และ Wang et al. (2011) น าเมล็ดสบู่ด า
มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS แลว้ใหไ้ดรั้บสภาพความเครียดจากเติม PEG ความเขม้ขน้    
30 เปอร์เซ็นต์ และ โซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 200 มิลลิโมลาร์ เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง พบวา่
การแสดงออกของยนี MIPS  ในใบมากกวา่ราก และเมล็ด ซ่ึงในสภาวะปกติพืชจะมีการแสดงของ
ยนี MIPS อยูก่่อนแลว้ เม่ือไดรั้บความเครียดจากการขาดน ้า เอนไซม ์MIPS  จะสร้างสาร myo-
inositol มากข้ึนภายในเซลล ์เพื่อรักษาแรงดนัเต่งภายในเซลลไ์ด ้สามารถดึงน ้าจากภายนอกเซลล ์ 
มาใชไ้ด ้เป็นเหตุผลในการสนบัสนุนการแสดงออกของยนี MIPS และเม่ือเพิ่มระยะเวลาการไดรั้บ 
PEG นานมากข้ึน  แต่พบวา่การแสดงออกของยนีลดลงเพราะสารประกอบภายในเซลลจ์ากเอนไซม ์
MIPS  ท่ีสร้างข้ึน คือ myo-inositol สามารถช่วยปรับสมดุลน ้าภายในเซลล ์ท าใหพ้ืชรักษาสภาพ
การเจริญไดต้ามปกติ แต่เม่ือการขาดน ้าเขา้สู่ขั้นวกิฤต พืชไม่สามารถทนต่อสภาพขาดน ้าขั้นรุนแรง
ได ้สารประกอบภายในเซลลร์วมทั้งเอนไซมจ์ะเส่ือมสภาพ เพราะในเวลาท่ี 72-120  ชัว่โมง พบวา่
สารละลายอาหารมีการเปล่ียนสีเขม้ข้ึน เน่ืองจากน ้าถูกดึงออกจากเซลลข์องรากและเซลลเ์ร่ิมตายจึง
มีการปลดปล่อยสารต่าง ๆ ภายในเซลลร์วมทั้งสารประกอบฟีนอลดว้ย ท าใหส้ารละลายอาหาร
เปล่ียนสี ดงันั้นจากการศึกษาการแสดงออกของยนี BADH และ MIPS ในออ้ยสามารถน าไปใชเ้ป็น
ขอ้มูลประกอบการศึกษา ของออ้ยท่ีไดรั้บสภาพขาดน ้าในสภาพต่าง ๆ  และอาจใชใ้นการคดัเลือก
ลกัษณะทนแลง้ของออ้ยเบ้ืองตน้ได้ 
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             การตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าในออ้ยพนัธ์ุ Kps 94 -13 และ Kps 01-11-6 โดยการเติม 
PEG ความเขม้ขน้ 2 ระดบั คือ 16 และ 28 เปอร์เซ็นต ์ลงในอาหารเพาะเล้ียงตน้ออ้ย ท่ีระยะเวลาต่าง ๆ 
7 ระดบั คือ 6  12  24  48  72  96 และ 120 ชัว่โมง พบการตอบสนองต่อสภาพขาดน ้า ท่ี PEG 28 
เปอร์เซ็นต ์โดยแสดงอาการใบเหลืองและรากมีสีน ้าตาลอยา่งชดัเจน พนัธ์ุท่ีทนต่อสภาวะขาดน ้าได้
ดีคือออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 พนัธ์ุ และ พนัธ์ุออ้ยท่ีไม่ทนทานคือ Kps 01-11-6   

 
             การหาบางส่วนของยนี BADH และ MIPS ในออ้ย โดยเทคนิค PCR ดว้ยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั
ยนีดงักล่าว พบวา่ เกิดแถบดีเอน็เอขนาด 327 คู่เบส และ 402 คู่เบส และมีความเหมือนกบัยนี BADH 
ในพืชหลายชนิด  เช่น ขา้วโพด ขา้วฟ่าง หญา้ และ ขา้ว  96  93  90 และ 86 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
และยนี MIPS  มีความเหมือนใน ขา้วโพด  ขา้ว ขา้วสาลี และหญา้  96  90  90  และ 89 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั  

 
             การตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยนีท่ีคาดวา่จะเป็นยนี BADH และ MIPS โดยใช้
เทคนิค real-time PCR  พบวา่การแสดงออกของยนี BADH ในใบและรากออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13     
ท่ีไดรั้บ PEG ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง มีการแสดงออกของยนีมาก
ท่ีสุด ในขณะท่ีใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ท่ีไดรั้บ PEG ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต ์เป็น
เวลา 12 ชัว่โมง และรากท่ีระดบัความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมงมีการแสดงออก
ของยนีมากท่ีสุด และการแสดงออกของยนี MIPS ในใบและรากของออ้ยพนัธ์ุ Kps 94-13 ท่ีไดรั้บ 
PEG ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง มีการแสดงออกของยนีมากท่ีสุด 
ในขณะท่ีในใบออ้ยพนัธ์ุ Kps 01-11-6 ท่ีไดรั้บ PEG ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 16 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 
12 ชัว่โมง และรากท่ีไดรั้บ PEG ระดบัความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 12 ชัว่โมง มีการ
แสดงออกของยนี MIPS สูงสุด  และการแสดงออกของยนี BADH และ MIPS ในใบมากกวา่ในราก 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 
ช่ือ - นามสกุล นางสาวบุศริน  อ่ิมอินทร์ 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ วนัท่ี 16  เมษายน 2526 
สถานทีเ่กดิ  จงัหวดัเพชรบูรณ์ 
ประวตัิการศึกษา วท.บ. (พืชศาสตร์) มหาวทิยาลยัแม่โจ ้ 
ต าแหน่งปัจจุบัน                          - 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน                          - 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทาง
วชิาการ  

งานวจิยัเร่ืองการบ่งช้ียนีท่ีควบคุมการสร้าง betaine 
aldehyde dehydrogenase ท่ีออ้ยใชต้อบสนองต่อสภาพ
ขาดน ้า  

ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ                          - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 




