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บทคัดย่อ: สภาวะขาดน�้ำจัดเป็นปัจจัยส�ำคัญที่ส่งผลให้การเจริญเติบโตและผลผลิตในพืชลดลง กลไกหน่ึง
ที่พืชใช้เพ่ือปรับตัวต่อสภาพขาดน�้ำคือการสะสมสาร osmoprotectant เพ่ือรักษาสมดุลของน�้ำภายในเซลล์ 
ยีน trehalose-6-phosphate synthase (TPS) เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์น�้ำตาลทรีฮาโลส ซึ่งเป็น
หนึ่งในสารที่ช่วยให้พืชทนต่อสภาพเครียดจากสิ่งแวดล้อมได้ เพ่ือศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาและการ
แสดงออกของยีน TPS1 และ TPS2 ในอ้อยภายใต้สภาพขาดน�้ำ ได้จ�ำลองสภาพเครียดจากการขาดน�้ำให้กับ
อ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 และพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 ในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม 16% polyethylene 
glycol (PEG) 6000 เป็นระยะเวลา 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง พบว่าอ้อยทั้งสองพันธุ์มีค่าพลังงานศักย์
รวมของน�้ำในใบและค่าพลังงานความเข้มข้นน�้ำลดต�่ำลง โดยในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 สามารถรักษา
ค่าพลังงานศักย์ของน�้ำในใบได้ดีกว่าพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 เมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำยาวนานขึ้น ศึกษาการ
แสดงออกของยีน TPS1 และ TPS2 ในใบอ้อยโดยใช้เทคนิค qRT-PCR หลังได้รับสภาพขาดน�้ำเป็นเวลา 24, 
48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง พบว่ายีนทั้งสองนี้มีการแสดงออกในใบอ้อยทั้งในสภาพควบคุมและสภาพขาด
น�้ำ รูปแบบการแสดงออกของยีนในอ้อยทั้ง 2 พันธุ์แตกต่างกัน  ในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 ยีน TPS1 และ 
TPS2 มีระดับการแสดงออกสูงขึ้นเมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำยาวนานข้ึน โดยมีการแสดงออกสูงกว่าในสภาพ
ควบคุม และสูงกว่าในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6
ค�ำส�ำคัญ: อ้อย, น�้ำตาลทรีฮาโลส, กลุ่มยีน TPS, แล้ง
ABSTRACT: Water deficit is considered one of the most important factors limiting growth 
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บทน�ำ

	 อ้อย (Saccharum spp.) เป็นพืชเศรษฐกิจ
ที่ส�ำคัญชนิดหน่ึงของประเทศไทยและของโลก 
เนื่องจากเป็นวัตถุดิบส�ำคัญในอุตสาหกรรมน�้ำตาล 
พ้ืนที่เพาะปลูกอ้อยในไทยกระจายอยู่ในภาคต่างๆ 
และมากกว่า 80% อยู่นอกเขตพ้ืนที่ชลประทาน 
การเปลีย่นแปลงสภาพภูมอิากาศ และความแปรปรวน
ของปริมาณฝน ก่อให้เกิดสภาวะฝนท้ิงช่วงและ
ปัญหาภัยแล้งรุนแรงและยาวนานมากข้ึนทุกปี 
(ส�ำนักงานคณะกรรมการอ้อยและน�้ำตาลทราย, 
2560)  การขาดน�้ำส่งผลกระทบต่ออ้อยตั้งแต่การ
งอกจนถึงการให้ผลผลิต และส่งผลกระทบต่อการ
สังเคราะห์ด้วยแสง ท�ำให้การเจริญเติบโต การสร้าง
และสะสมน�้ำตาลลดลง ส่งผลให้ผลผลิตต่อไร่ลดลง
ด้วย โดยเฉพาะในระยะแตกกอและระยะย่างปล้อง
ซึ่งเป็นระยะที่ไวต่อการขาดน�้ำมากที่สุด (Ramesh, 
2000; Endres et al, 2010; Zingeretti et al, 2012) 
หนึ่งในกลไกส�ำคัญท่ีมีงานวิจัยรองรับในหลายพืช 
คือการสร้างและสะสมสาร osmoprotectant 
ภายในเซลล์พืช เพื่อใช้ในการควบคุมแรงดัน 
osmotic ของน�้ำภายในเซลล์และป้องกันไม่ให้เซลล์
สู ญ เ สี ย น�้ ำ ม า ก เ กิ น ไ ป จ น ส ่ ง ผ ล ก ร ะ ท บ ต ่ อ

กระบวนการ metabolism ต่างๆของเซลล์ ซึ่งจะถูก
ควบคุมด้วยกลุ ่มยีนในกระบวนการสร ้างสาร 
osmoprotectant แต่ละชนิด กลุ่มยีน trehalose-6-
phosphate synthase (TPS) เป็นกลุ่มยีนที่ท�ำงาน
ในกระบวนการสังเคราะห์น�้ำตาลทรีฮาโลสในพืช 
โดยเกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ trehalose-6-
phosphate synthase (TPS) โดยเอนไซม์ TPS จะ
ท�ำการสลายน�้ำตาลตั้งต้นคือ UDP-glucose และ 
glucose-6-phosphate ให้กลายเป็น trehalose-6-
phosphate (T6P) จากนั้นเอนไซม์ trehalose-6-
phosphate phosphatase (TPP) จะเปลี่ยน T6P 
ไปเป็นน�้ำตาลทรีฮาโลส (Goddijn and Dun, 1999) 
ในแบคทีเรียและยีสต์ พบว่าน�้ำตาลทรีฮาโลสท�ำ
หน้าท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนและถูกสังเคราะห์ออกมา
มากเมื่อได้รับสภาพเครียดต่างๆ เช่น เค็ม หรือ
อุณหภูมิสูง แสดงให้เห็นว่าน�้ำตาลชนิดนี้ท�ำหน้าที่
เป็น osmoprotectant ขณะที่ในพืชพบว่าในสภาพ
ปกติจะมีน�้ำตาลทรีฮาโลสสะสมอยู่น้อยและจะมี
การสะสมเพ่ิมมากขึ้นเมื่อพืชได้รับสภาพเครียด 
และยังพบว่าในพืชที่มีการสะสมน�้ำตาลทรีฮาโลส
เพ่ิมมากขึ้นสามารถทนต่อสภาพแวดล้อมท่ีไม่
เหมาะสมต่างๆได้ เช่น สภาพขาดน�้ำ เค็ม อุณหภูมิ
สูงหรือต�่ำ ชี้ให้เห็นว่าน�้ำตาลทรีฮาโลสท�ำหน้าที่เป็น
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rates and crop productivity. The accumulation of osmoprotectants enables the plants to grow 
under water stress conditions by maintaining cell water balance. Trehalose-6-phosphate 
synthase (TPS) genes play crucial roles in trehalose metabolism and involved in abiotic stress 
tolerance mechanism in plants.  To study the physiological response and expression of TPS1 
and TPS2 in two sugarcane varieties, the experiments were conducted with KPS 94-13 and 
KPS 01-11-6 which cultured in vitro and subjected to water deficit stress by addition of 16 
% polyethylene glycol (PEG) 6000 in the MS medium for 24, 48, 72, 96 and 120 hrs.  Water 
stress caused the reduction in the total leaf water potential and osmotic potential in both 
sugarcane varieties.  The KPS 94-13 showed significantly less declines in the total leaf water 
potential than KPS 01-11-6 correlated with the increase in the duration of stress.  Expression of 
TPS1 and TPS2 genes were compared in two sugarcane varieties after treated with16 % PEG 
6000 for 24, 48, 72, 96 and 120 hr., using qRT-PCR.  The result showed that TPS1 and TPS2 
genes expressed in both stress and non-stress conditions.  The variability in gene expression 
profiles in different varieties of sugarcane were detected.  The extent of expression of TPS1 
and TPS2 genes in KPS 94-13 were observed initially and gradually increased under long-
term exposure to stress.  In KPS 94-13, the TPS1 and TPS2 expression were up-regulated 
and showed higher levels than control and KPS 01-11-6.
Keywords: Saccharum spp., trehalose, trehalose-6-phosphate synthase, drought



สาร osmoprotectant ในพืชได้เช่นกัน (Hounsa et 
al, 1998; Goddijn and Dun, 1999; Garg et al, 
2002)
	 จากการวิเคราะห์จีโนมของพืชหลายชนิด 
พบว่ายีน TPS ในพืชแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือ class I 
TPS และ class II TPS จ�ำนวนของยีนในแต่ละกลุ่ม
แตกต่างกันไปในพืชแต่ละชนิด เช่น class I TPS ใน 
Arabidopsis พบ 4 ยีน ในข้าวพบ 1 ยีน และในข้าว
สาลีพบ 3 ยีน ขณะที่ใน class II TPS ใน 
Arabidopsis พบ 7 ยีน พบในข้าว 10 ยีน และพบ
ในข้าวสาลี 9 ยีน (Leyman et.al., 2001;  Lunn, 
2007; Zang et al, 2010; Yang et al. 2012;  Xie et 
al, 2015) ขณะที่ในอ้อยมีรายงานเกี่ยวกับยีน TPS 
แล้ว 2 ยีนคือ TPS1 และ TPS2 โดยยีน TPS1 จัดอยู่
ใน class I TPS และ TPS2 จัดอยู่ในกลุ่ม class II 
TPS (Junior et al., 2013) ซึ่งยีนแต่ละตัว มีรูปแบบ
และระดับการแสดงออกแตกต่างกันไปในแต่ละ
ชนิดเนื้อเยื่อ พันธุ์พืช และตามระดับและชนิดของ
สภาพเครียดที่ได้รับ 
	 ดังน้ันการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน TPS1 และ 
TPS2 และการตอบสนองทางสรีรวิทยาในอ้อยสอง
พันธุ์ที่ทนแล้งได้ต่างกันภายใต้สภาพขาดน�้ำ ข้อมูล
รูปแบบและระดับการแสดงออกของยีนเมื่อน�ำไป
รวมกับข้อมูลทางด้านสรีรวิทยา จะท�ำให้เห็นภาพ
การท�ำงานของยีนในกลุ่มยีน TPS มากยิ่งขึ้น และ
พัฒนาเป็นเครื่องมือช่วยในการปรับปรุงพันธุ์อ้อย
ให้ทนต่อสภาพแล้งต่อไป

วิธีการศึกษา

การสร้างสภาพขาดน�้ำแก่อ้อย
	 น�ำต้นอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 ซึ่งมี
ลักษณะทนแล้ง และพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 ซึ่ง
เป็นพันธุ์ไม่ทนแล้ง  ที่มีใบและรากสมบูรณ์ในสภาพ
เพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือมาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 
Murashige and Skoog (MS) ที่เติม NAA ความ
เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซูโครส 20 กรัมต่อลิตร 
แ ล ะ จ�ำ  ล อ ง ส ภ า ว ะ ข า ด น�้ ำ โ ด ย ก า ร เ ติ ม 
Polyethylene Glycol (PEG) 6000 ที่ระดับความ
เข้มข้นความเข้มข้น 16% (W/V) ท�ำให้ค่าพลังงาน
ความเข้มข้นของน�้ำในอาหารเหลวสูตร MS 

(yp solution
) มีค่าประมาณ -1000 kPa โดยให้ต้น

อ้อยอยู่ในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม PEG 6000 
16% เป็นระยะเวลา 24, 48, 72, 96 และ 120 
ชั่วโมง วางแผนการทดลองแบบ factorial in CRD  
จ�ำนวน 4 ซ�้ำ ทรีทเมนต์ประกอบด้วยการรวมกัน
ของ 2 ปัจจัยคือ สภาพการขาดน�้ำ  2 สภาวะ และ
พันธุ์อ้อย 2 พันธุ์ บันทึกลักษณะทางสรีรวิทยา 
ได้แก่ ค่าพลังงานศักย์รวมของน�้ำในใบ (total leaf 
water potential; y

t
) ด้วยเครื่องวัดความดัน 

(pressure chamber) โดยวัดผลจากใบต�ำแหน่งที่ 
3 นบัจากยอด ในแต่ละช่วงเวลาทีไ่ด้รบัสภาพขาดน�ำ้ 
จากนั้นน�ำใบที่ใช้วัดค่า y

t
 ไปวัดค่าพลังงานความ

เข้มข้นของน�้ำในใบ (osmotic potential; yp) โดย
ใช้เครื่องออสโมมิเตอร์ (osmometer รุ่น Vapro 
5520)  

การสกัดอาร์เอ็นเอรวม และการสังเคราะห์ first 
strand cDNA
	 สกัดตัวอย่างอาร์เอ็นเอรวมจากใบอ่อนข
องอ้อยที่ได้รับสภาพขาดน�้ำในแต่ละระยะเวลา และ
ใบอ้อยที่อยู่ในสภาพควบคุม โดยใช้ชุดส�ำเร็จรูป 
GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher 
Scientific, US) น�ำอาร์เอ็นเอรวมที่ได้มาสังเคราะห์ 
first strand cDNA ด้วยเทคนิค reverse 
transcription-PCR ด้วยชุด Revert Aid First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher 
Scientific, US) โดยก�ำหนดรอบในการท�ำปฏิกิริยา
ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 1 ชั่วโมง และหยุด
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที 

การแสดงออกของยีน TPS1 และ TPS2 ใน
อ้อยภายใต้สภาพขาดน�้ำ
	 ออกแบบคู่ไพรเมอร์ท่ีมีความจ�ำเพาะต่อ
ยีน TPS ในอ้อย โดยใช้ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จาก
ฐานข้อมูล NCBI ในการออกแบบคู่ไพรเมอร์ด้วย
โปรแกรม Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer-blast) ได้คู่ไพรเมอร์ที่มีความ
จ�ำเพาะต่อยีน TPS1 และยีน TPS2 (Table 1) น�ำ 
first strand cDNA ที่ได้มาเพิ่มจ�ำนวนเพื่อศึกษา
การแสดงออกของยีน TPS1 และ TPS2 ในอ้อยทั้ง
สองสายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบกับยีนอ้างอิง Actin 
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ด้วยเทคนิค quantitative real-time polymerase 
chain reaction (qRT-PCR) ใช้ตัวอย่างจากอ้อย
แต่ละพันธุ์ที่ได้รับสภาพขาดน�้ำ ระยะเวลาละ 3 ต้น 
(3 biological replicates) โดยใช้ชุด SensiFAST™ 
SYBR® No-ROX Kit (BIOLINE, Canada) และคู่
ไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะต่อยีน ด้วยเครือ่ง Mastercycler® 
ep realplex (Eppendorf, Thailand ) ท�ำซ�้ำ 3 รอบ 
(3 technical replicates)  ก�ำหนดรอบส�ำหรับ
ปฏิกิริยา denature อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 58 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที และ extension ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที 
จ�ำนวน 45 รอบ วิเคราะห์ระดับการแสดงออกจาก
ค่า relative expression โดยใช้สูตรการค�ำนวณ
แบบ 2-∆∆CT โดย ∆∆CT = (C

T
 target gene – C

T 
reference gene)

treatment
 - (CT target gene – CT 

reference gene)
control

 ตามวิธีการของ Livak and 
Schmittgen (2001)
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Table 1 Primers sequences used for Real-time PCR 

Gene Forward primer Reverse primer Note
TPS1 AGGTCACCATCGAATGGCAG CCGACGAACTCAGCAGGTAA For real-time PCR

TPS2 AGCAGCTGAGGCATGGAAAA CGCCACCACCCTAAATCCAA For real-time PCR

Actin CGTTGTCGGAATGGCCCAGACC CGTAGGTCTGAATATTCCGGTCC Reference gene

ผลการศึกษาและวิจารณ์

การเปลี่ยนแปลงค่าพลังงานศักย์ของน�้ำในใบ
อ้อยภายใต้สภาพขาดน�้ำ
	 สภาพเครียดจากการขาดน�้ำมีผลให้ค่า 
y

t
 ในใบอ้อยทั้งสองพันธุ์ มีค่าต�่ำกว่าในสภาพ

ควบคุม โดยการลดลงของค่า y
t 
มีความแตกต่าง

ระหว่างพันธุ์ อ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 มีค่า 
y

t 
ลดลงเร็วกว่าและต�่ำกว่าพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 

และมีค่า y
t
 ต�่ำกว่าในสภาพควบคุมอย่างชัดเจน

ในทุกระยะเวลาที่ขาดน�้ำ ความแตกต่างของค่า y
t
 

ที่ชัดเจนระหว่างอ้อยทั้งสองพันธุ์ตรวจพบตั้งแต่ 24 
ชั่วโมงแรกหลังได้รับสภาพขาดน�้ำเป็นต้นไป ระดับ
ของค่า y

t 
ที่ลดลงแตกต่างกันอย่างมาก แสดงว่า

อ้อยพันธุ์ทนแล้งและพันธุ์อ่อนแอ มีการตอบสนอง
โดยแสดงออกทางใบที่ระดับต่างกัน (Figure 1A) 
ส�ำหรับการเปลี่ยนแปลงค่า yp ในใบอ้อย มีรูป
แบบการเปลี่ยนแปลงในทิศทางเดียวกันกับค่า y

t
  

กล่าวคือหลังได้รับสภาพเครียดจากการขาดน�้ำ ค่า 
yp ของอ้อยทั้งสองพันธุ์มีค่าลดลงต�่ำกว่าในสภาพ
ควบคุมในทุกระยะเวลาที่ขาดน�้ำ การเปลี่ยนแปลง
ค่า yp ในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 มีการปรับ
ลดค่า yp ลงเร็วกว่าพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 โดย
อ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 มีค่า yp  เฉลี่ยอยู่ที่ 

-558  kPa ในสภาพควบคุม ลดลงเป็น -932 kPa 
ภายใน 48 ชั่วโมงหลังได้รับสภาพขาดน�้ำ จากนั้น
ค่า yp  ค่อนข้างคงที่จนถึงชั่วโมงที่ 120 ขณะที่ใน
อ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6  ค่า yp มีการลดลง
อย่างต่อเนื่องตลอดช่วงเวลาที่ขาดน�้ำ อย่างไร
ก็ตาม ไม่พบความแตกต่างของค่า yp ระหว่าง
พันธุ์อ้อยทั้งสอง (Figure 1B) ผลที่เกิดขึ้นสอดคล้อง
กับการศึกษาของ Meideiros et al., (2013) ซึ่ง
เปรียบเทียบการตอบสนองของอ้อยสองสายพันธุ์ที่
ได้รบัสภาพขาดน�ำ้ และได้สรปุว่าอ้อยพันธ์ุ RB962962 
ทนแล้งได้ดีกว่าอ้อยพันธุ์ RB867515 เนื่องจาก
พันธุ์ RB962962 สามารถรักษาค่าพลังงานศักย์
ของน�้ำในใบ ค่าน�ำไหลปากใบ และอัตราสังเคราะห์
แสงสุทธิไว้ได้สูงกว่า และมีผลให้สามารถฟื้นตัวได้
เร็วกว่าพันธุ์ RB867515 เมื่อได้รับน�้ำอีกครั้ง 

	 โดยทั่วไปการปรับตัวของพืชต่อสภาพ
เครียดจากการขาดน�้ำเกิดได้จากหลายกลไก เช่น 
การเปิดปิดปากใบ  เพื่อลดการสูญเสียน�้ำในช่วง
แรก ซึ่งเป็นการตอบสนองแรกและเป็นมาตรการ
ชัว่คราว และการสร้างและสะสมสาร osmoprotectant 
เพื่อปรับแรงดันออสโมติก (osmotic adjustment) 
ช่วยรักษาแรงเต่งของเซลล์ (นวรัตน์, 2558) ค่า y

t
 

ที่ติดลบมากขึ้นในอ้อยท้ังสองพันธุ์น้ีแสดงให้เห็นว่า



อ้อยมีการอัตราการสูญเสียน�้ำมากขึ้นเมื่อได้รับ
สภาพขาดน�้ำยาวนานขึ้น ขณะที่ค่า yp ในใบอ้อย
ทั้งสองพันธุ์ติดลบมากขึ้นเมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำยา
วนานขึ้นเช่นกัน ค่า yp  ที่ลดลงสะท้อนถึงความ
เข้มข้นของตัวถูกละลายในสารละลายในเซลล์ที่สูง
ขึ้น เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงพลังงานศักย์ของ
น�้ำในใบอ้อยเมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำ พบว่าในอ้อย
พันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 ซึ่งเป็นพันธุ์ทนแล้งมีค่า 
y

t
ที่ติดลบน้อยกว่า และค่า yp  ซึ่งปรับค่าลดลง

เร็วกว่าอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 ซึ่งไม่ทนแล้ง 

ส่งผลให้อ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 มีแรงดันเต่ง
ในเซลล์สูงกว่าพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 แสดงให้
เห็นถึงประสิทธิภาพในการรักษาน�้ำในเซลล์  กล่าว
ได้ว่าสภาวะขาดน�้ำมีผลกระตุ้นให้เกิดกลไกการ
ปรับแรงดันออสโมติกภายในเซลล์ ซึ่งอาจเกิดจาก
ก ล ไ ก ก า ร ส ร ้ า ง แ ล ะ ส ะ ส ม ส า ร ใ น ก ลุ ่ ม 
osmoprotectant เช่น โพรลีน ไกลซีนเบตาอีน และ
ทรีฮาโลส เพื่อการรักษาน�้ำในเซลล์และช่วยรักษา
โครงสร้างเซลล์เมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำ   (Bielsa et 
al., 2018)
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Figure 1 Change in total leaf water potential (A) and osmotic potential (B) in  2 sugarcane variet-
ies (KPS 94-13 and KPS 01-11-6) under water deficit stress subjected to 16% PEG 6000 for 24, 
48, 72, 96 and 120 hours. Error bars represent of standard error of the mean.

 

การแสดงออกของยีน TPS1 และยีน TPS2 ใน
อ้อยภายใต้สภาพขาดน�้ำ
	 จากการออกแบบคู่ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะต่อ
ยีน TPS1 และ TPS2 ในอ้อย และตรวจสอบผลผลิต
ที่ได้จากคู่ไพรเมอร์ดังกล่าว พบว่าได้ชิ้นดีเอ็นเอของ
ยีน TPS1 ขนาด 226 คู่เบส และชิ้นดีเอ็นเอของยีน 
TPS2 ขนาด 158 คู่เบส เมื่อวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอ
ไทด์และน�ำมาเปรียบเทียบกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ใน
ฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BlastN พบว่า ชิ้น
ยีน TPS1 ในอ้อยมีล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับยีน 
OsTPS1 ในข้าว (HM050424) และยีน TPS1 
(predicted) ในข้าวฟ่าง (XM_021447682.1) ที่ 
82.73% และ 98.48 % ตามล�ำดับ ขณะที่ยีน TPS2 
มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับยีน OsTPS6 ในข้าว 

(HM050434) และ TPS7 (predicted) ในข้าวฟ่าง 
(XM_002440036.2) ที่ 90.26% และ 98.10% ตาม
ล�ำดับ  เมื่อน�ำคู่ไพรเมอร์ดังกล่าวมาใช้ศึกษาการ
แสดงออกของยีน TPS1 และ TPS2 ในอ้อยภายใต้
สภาพขาดน�้ำพบว่า ยีน TPS1 มีการแสดงออกในใบ
อ้อยท้ังสองพันธ์ุ แต่มรีปูแบบและระดับการแสดงออก
แตกต่างกันระหว่างพันธุ์ โดยในพันธุ์ก�ำแพงแสน 
94-13 ซึ่งเป็นพันธุ์ทนแล้งมีระดับการแสดงออกของ
ยีน TPS1 สูงกว่าในสภาพควบคุมในทุกระยะเวลาที่
ได้รับสภาพขาดน�้ำ และเพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยส�ำคัญ
ในช่วง 48 - 120 ชั่วโมงหลังจากได้รับสภาพขาดน�้ำ 
ระดับการแสดงออกของยีนเพ่ิมสูงข้ึนเมื่อได้รับ
สภาพขาดน�้ำยาวนานขึ้น โดยมีระดับการแสดงออก
สูงสุดในชั่วโมงที่ 96 หลังจากได้รับสภาพขาดน�้ำ 



คิดเป็น 4.09 เท่าของสภาพควบคุม ขณะที่ในอ้อย
พันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 ซึ่งไม่ทนแล้ง มีระดับการ
แสดงออกของยีน TPS1 ไม่แตกต่างจากในสภาพ
ควบคุม แต่เมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำยาวนานขึ้นใน
ชั่วโมงที่ 120 ตรวจพบระดับการแสดงออกที่เพิ่มสูง
ขึ้น คิดเป็น 2.82 เท่าของสภาพควบคุม นอกจากนี้
ยังพบว่าในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 นั้น มี
ระดับการแสดงออกของยีน TPS1 ต�่ำกว่าในอ้อย
พันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 โดยตรวจพบอย่างชัดเจน
ในช่วง 72 – 96 ชั่วโมงหลังได้รับสภาพขาดน�้ำ 
(Figure 2 A) 
	 ในส่วนของการแสดงออกของยีน TPS2 
ในใบอ้อย พันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 มีระดับการ
แสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นเมื่อถูกกระตุ้นด้วยสภาพ
ขาดน�้ำที่รุนแรงขึ้น โดยมีระดับการแสดงออกของ

ยีนสูงกว่าในสภาพควบคุมอย่างมีนัยส�ำคัญในช่วง 
48 – 96 ชั่วโมงหลังได้รับสภาพขาดน�้ำ  ระดับการ
แสดงออกสูงสุดพบในชั่วโมงที่ 96 คิดเป็น 4.58 เท่า
ของสภาพควบคุม ขณะที่ในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 
01-11-6  กลับพบว่ามีระดับการแสดงออกของยีน 
TPS2 ต�่ำกว่าในสภาพควบคุม อย่างไรก็ตามเมื่อได้
รับสภาพขาดน�้ำเป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบระดับการ
แสดงออกเพิ่มสูงขึ้น คิดเป็น 1.3 เท่าเมื่อเทียบกับ
สภาพควบคุม จากนั้นระดับการแสดงของยีน TPS2 
กลับลดลงต�่ำกว่าสภาพควบคุมอีกครั้ง  และเมื่อ
เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนในระหว่าง
พันธุ์อ้อย พบว่าอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 มี
ระดับการแสดงออกของยีน TPS2 สูงกว่าในอ้อย
พันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6  (Figure 2 B)
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Figure 2 The relative expression level of TPS1 (A) and TPS2 gene (B) in leaves of 2 sugarcane 
varieties (KPS 94-13 and KPS 01-11-6) under water deficit stress subjected to 16% PEG 6000 for 
24, 48, 72, 96 and 120 hours.. Error bars represent of standard error of the mean. 

	 เมื่อพืชได้รับสภาพขาดน�้ำ พืชจะมีกลไก
ในการป ้องกันตัวโดยการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับสภาวะเครียด 3 กลุ่ม ได้แก่ ยีนที่ท�ำ
หน้าที่ในการส่งสัญญาณกระตุ้นการท�ำงานของยีน
อื่น ยีนทีเกี่ยวข้องกับกลไกการป้องกันเซลล์จากการ
ขาดน�้ำ และยีนที่เกี่ยวข้องกับการล�ำเลียงน�้ำและ
ไอออนต่างๆ (Ciarmiello et al., 2011) ยีนในกลุ่ม 
TPS เป็นยีนกลุ่มหนึ่งที่มีรายงานว่ามีการตอบสนอง
ต่อสภาพขาดน�้ำในพืช จากการศึกษาของ Garg et 
al. (2002) ซึ่งศึกษาในข้าวที่ได้รับการถ่ายยีนที่

เก่ียวข้องกับกระบวนสังเคราะห์น�้ำตาลทรีฮาโลส 
คือ ยีน OtsA (TPS) และ OtsB (TPP) จาก 
Escherichia coli และกระตุ้นให้มีการแสดงออก
ของยีนเพ่ิมขึ้นเมื่อได้รับสภาพเครียดจากการขาด
น�้ำและความเค็ม พบว่าในข้าวที่มีการแสดงออก
ของยีน TPS และ TPP มีการสะสมน�้ำตาลทรีฮาโลส
เพิ่มขึ้น 3 – 10 เท่า มีอัตราการสังเคราะห์แสงสูง
กว่า และสามารถทนเค็มได้ดีกว่าข้าวที่ไม่ได้รับการ
ถ่ายยีน ขณะที่ใน Arabidopsis ที่ได้รับการถ่ายยีน 
TPS จากยีสต์ พบว่า ต้นที่ได้รับการถ่ายยีนมีการ



สะสมน�้ำตาลทรีฮาโลสเพ่ิมมากข้ึนเม่ือได้รับสภาพ
ขาดน�้ำและสภาพเค็ม และพบว่ามีอัตราการรอด
ชีวิตสูงกว่าต้นที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน แสดงให้เห็น
ว่าการเพ่ิมของน�้ำตาลทรีฮาโลสในเซลล์เก่ียวข้อง
กับลักษณะทนแล้งและเค็มในพืช (Miranda et al. 
2007)
ยีน TPS ในพืชเป็นกลุ่มยีนที่ประกอบด้วยยีน
จ�ำนวนหลายยีน โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่มคือ class I 
TPS และ class II TPS ยีน TPS1 ในอ้อยจัดอยู่ใน 
class I TPS ซึ่งเป็นยีนกลุ่มหลักในการสังเคราะห์
น�้ำตาลทรีฮาโลสและเก่ียวข้องกับกลไกการทนต่อ
สภาพเครียดจากสภาพแวดล้อมในพืช จากการ
ศึกษาของ Li et al. (2011) ที่ถ่ายยีนใน class I TPS 
คือยีน OsTPS1 ในข้าวและกระตุ้นให้มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นด้วย Actin1 promoter พบว่าข้าว
ที่ได้รับการถ่ายยีนและกระตุ้นการแสดงออกของยีน 
OsTPS1 ทนต่อสภาพขาดน�้ำจาก PEG สภาพเค็ม
และอุณหภูมิต�่ำได้มากกว่าข้าวท่ีไม่ได้รับการถ่าย
ยีน ขณะที่ยีน TPS2 ในอ้อยจัดอยู่ใน class II TPS 
มีรายงานว่ายีนในกลุ่ม class II TPS บางยีน เช่น 
ยีน AtTPS6 ใน Arabidopsis ช่วยให้ทนต่อสภาพ
ขาดน�้ำได้ (Chary et al. 2008)  ยีน AtTPS5 ซึ่งจัด
เป็น class II TPS ใน Arabidopsis ท�ำหน้าที่เป็น 
co-activator ร่วมกับ MBF1c ซึ่งเป็นโปรตีนที่ช่วย
ให้ Arabidopsis ทนต่ออุณหภูมิสูงได้ และยังพบว่า
ใน Arabidopsis ที่มีการกลายของยีน AtTPS5 
อ่อนแอต่ออุณหภูมิสูง สันนิษฐานว่าการท�ำหน้าที่
เป็น Signaling molecule หรือท�ำงานร่วมกับโปรตีน
ชนิดอื่นอาจเป็นหนึ่งในกลไกของยีนใน class II 
TPS ที่ช่วยให้พืชทนต่อสภาวะเครียดได้ (Suzuki et 
al., 2008) และการทดลองของ Li et al., (2011) พบ
ว่าเมื่อกระตุ้นให้มีการแสดงออกของยีนใน class II 
TPS บางยีนในข้าวได้แก่ OsTPS2, OsTPS5, 
OsTPS8 และ OsTPS9 เพิ่มขึ้น  สามารถช่วยให้
ข้าวทนต่อสภาพเค็มและอุณหภูมิต�่ำได้เช่นกัน 
	 ในการศึกษาครั้งนี้พบว่ายีน TPS1 และ
ยีน TPS2 ในอ้อยทั้งสองสายพันธุ์มีการตอบสนอง
ต่อสภาพขาดน�้ำ โดยอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 มี
ระดับการแสดงออกของท้ังสองยีนเพ่ิมสูงกว่าใน
สภาพควบคุม ขณะที่ในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-
11-4 มีการแสดงออกของยีน TPS2 ต�่ำกว่าสภาพ
ควบคุม และต�่ำกว่าในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13  

รูปแบบการแสดงออกท่ีแตกต่างกันของยีนในกลุ่ม 
TPS ระหว่างอ้อยสองสายพันธุ์สอดคล้องกับการ
ศึกษาของ Junior et al. (2013) ในอ้อยสองสาย
พันธุ์ที่ได้รับสภาพแล้ง พบว่ายีน TPS1 มีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นในอ้อยสายพันธุ์ SP90-1638 ซึ่ง
เป็นพันธุ์ทนแล้ง และมีระดับการแสดงออกลดลงต�่ำ
กว่าในสภาพควบคุมในอ้อยพันธุ์ SP83-2847 ซึ่งไม่
ทนแล้ง ขณะที่ยีน TPS2 มีการแสดงออกต�่ำกว่า
สภาพควบคุมในอ้อยทั้งสองพันธุ์ ในการศึกษาของ 
Vantini et al. (2015) ในอ้อยสองสายพันธุ์ที่ได้รับ
สภาพขาดน�้ำ พบว่าในอ้อยพันธุ์ RB867515 ซึ่งเป็น
พันธุ์ทนแล้ง มีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การสร ้างน�้ำตาลทรีฮาโลสสูงกว ่าในอ้อยพันธุ ์ 
SP8655 ซึ่งไม่ทนแล้ง และในการศึกษาการ
แสดงออกของยีนในกลุ่ม TPS ในข้าวสาลีสองสาย
พันธุ์ที่ได้รับอุณหภูมิต�่ำที่ -20 องศาเซลเซียส พบว่า 
ยีน TaTPS1, TaTPS2 ซึ่งเป็นยีนใน class I TPS 
และยีน TaTPS4 และ TaTPS12 ซึ่งเป็นยีนใน class 
II TPS มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในรากและล�ำต้นของ
ข้าวสาลีพันธุ์ Dongnongdongmai ซึ่งเป็นพันธุ์ทน
อุณหภูมิต�่ำ ขณะที่ในพันธุ์ Jinmai 22 ซึ่งไม่ทน
อุณหภูมิต�่ำ มีการแสดงออกของทุกยีนดังกล่าวใน
รากและล�ำต้นต�่ำกว่าในพันธุ์ Dongnongdongmai 
(Xie et al., 2015) ระดับการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นของ
กลุ่มยีน TPS ในสายพันธุ์ที่ทนต่อสภาพเครียดน้ีชี้
ให้เห็นความเกี่ยวข้องของยีนในกลุ่มยีน TPS ใน
กลไกที่เกี่ยวข้องกับการทนต่อสภาพเครียดต่างๆ 
ถึงแม้ในปัจจุบันกลไกการท�ำงานของยีนในกลุ ่ม 
TPS ในกระบวนการต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการทนต่อ
สภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมยังอยู่ระหว่างการศึกษา 
แต่ผลจากการวิจัยในหลากหลายพืชภายใต้สภาพ
เครียดแบบต่างๆ ยืนยันได้ชัดเจนถึงบทบาทของ
กลุ ่มยีนนี้ในการช่วยให้พืชสามารถทนต่อสภาพ
เครียดได้ โดยอาจท�ำงานผ่านหลายกระบวนการ 
เช่น การท�ำหน้าที่เป็นสาร osmoprotectant ของน�้ำ
ตาลทรีฮาโลส ซึ่งช่วยการปรับค่าแรงดันออสโมติก
ภายในเซลล์เมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำ การท�ำหน้าที่
เป็น Signaling molecules ของน�้ำตาล T6P ที่ได้
จากการท�ำงานของยีน TPS โดย T6P ท�ำหน้าที่
ยับยั้งการท�ำงานของเอนไซม์ SnF-Related Kinase 
1 (SnRK1) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการย่อยแป้ง และกระตุ้น
การท�ำงานของ ADP-glucose pyrophosphorylase 
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(ADPase) ซึ่งเป็นเอนไซม์หลักที่เกี่ยวข้องกับการ

สังเคราะห์น�้ำตาลซูโครส ส่งผลให้ปริมาณน�้ำตาล

ซูโครสเพิ่มขึ้น ซึ่งน�้ำตาลซูโครสจัดเป็นสาร 

osmoprotectant ที่ใช้ปรับแรงดันออสโมติกอีกชนิด

หนึ่งที่พืชสะสมเมื่อได้รับสภาพขาดน�้ำ และปริมาณ

น�้ำตาลซูโครสที่เพ่ิมขึ้นนี้ยังสอดคล้องกับระดับการ

เพิ่มของน�้ำตาลทรีฮาโลสด้วย (Pramanik and 

Imai, 2005; Ponnu et al. 2011; Figueroa and 

Lunn, 2016) ในการศึกษาครั้งนี้พบว่ายีน TPS1 

และ TPS2 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในอ้อยพันธุ์

ก�ำแพงแสน 94-13 ซึ่งแสดงความสามารถในการ

รักษาค่าพลังงานศักย์ของน�้ำในใบเมื่อได้รับสภาพ

ขาดน�้ำ นับเป็นอีกหนึ่งผลงานที่ยืนยันถึงบทบาท

ของกลุ่มยีน TPS ในการช่วยให้อ้อยทนต่อสภาพ

ขาดน�้ำได้ 

สรุป

	 ภายใต้สภาพเครียดจากการขาดน�้ำ อ้อย

ทั้งสองพันธุ์มีค่า Y
t
 และ Yp ลดลงต�่ำกว่าใน

สภาพควบคุม และอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 94-

13 ซึ่งเป็นพันธุ์ทนแล้งมีค่า Y
t
 สูงกว่า และมีการ

ปรับลดค่า Yp เร็วกว่าอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-

11-6 ซึ่งไม่ทนแล้ง  การแสดงออกของยีนในกลุ่ม 

TPS มีระดับและรูปแบบการแสดงออกแตกต่างกัน 

โดยในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 01-11-6 มีการ

แสดงออกของยีน TPS1 ไม่แตกต่างจากสภาพ

ควบคุม และมีการแสดงออกของยีน TPS2 ต�่ำกว่า

ในสภาพควบคุม ขณะที่ในอ้อยพันธุ์ก�ำแพงแสน 

94-13 มีการแสดงออกของยีน TPS1 และ TPS2 สูง

กว่าในสภาพควบคุม และสูงกว่าในอ้อยพันธุ์

ก�ำแพงแสน 01-11-6
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