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อ้อยเป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมอ้อยและน้ าตาลที่มีความส าคัญต่อระบบเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย แต่พื้นที่ปลูกอ้อยส่วนใหญ่อยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคกลางซึ่งเป็นพื้นที่
แพร่กระจายของดินเค็ม ความเค็มเป็นปัจจัยหลักที่ท าให้การเจริญลดลง งานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์ในการศึกษายีน vacuolar Na+/H+ antiporter (ยีนSoNHX1) ที่ตอบสนองต่อ
ความเครียดในสภาวะทนเค็มของอ้อย การทดลองใช้อ้อย 4 พันธุ์ คือ K 84-200, KPS 94-13, 
สุพรรณบุรี 80 และ LK 92-11 พบว่า พันธุ์ LK 92-11 มีอาการตอบสนองต่อเกลือที่ไวมากที่สุด 
โดยมีการเปลี่ยนแปลงอย่างรุนแรงหลังจากการทดสอบด้วยสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ ที่
ความเข้มข้น 1.5 และ 2.0% (w/v) โดยมีอาการใบเหลืองอย่างชัดเจน ภายใน 1 สัปดาห์ มีการ
สะสมโซเดียมคลอไรด์ในปริมาณที่สูงกว่าพันธุ์อ่ืน แตกต่างจากในพันธุ์ K 84-200, พันธุ์KPS 94-
13 และพันธุ์ สุพรรณบุรี 80 ซึ่งมีการสะสมโซเดียมคลอไรด์ในปริมาณที่ต่ ากว่าทั้งในใบและราก  
โดยพันธุ์ K 84-200 มีการสะสมโซเดียมคลอไรด์น้อยที่สุด และมีการตอบสนองต่อโซเดียมคลอ
ไรด์ช้ากว่าโดยแสดงอาการอย่างรุนแรงเมื่อเข้าสู่สัปดาห์ที่ 2  ที่ความเข้มข้นเกลือ 2.0% (w/v) ใบ
อ้อยมีอาการใบเหลืองอย่างชัดเจนทุกต้นทดสอบ และทุกพันธุ์ ซึ่งพืชเกิดอาการใบเหลือง และ
แห้งตายในที่สุด การแสดงออกของยีน vacuolar Na+/H+ antiporter (SoNHX1) ในอ้อยพันธุ์ K84-
200 และ พันธุ์ KPS 94-13 พบการแสดงออกที่ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์สูงคือ 2.0% 
(w/v) แต่ในการแสดงออกของพันธุ์ LK92-11 และพันธุ์ สพุรรณบุรี 80 นั้นไม่มีการแสดงออกที่
ระดับโซเดียมคลอไรด์ 2.0 % (w/v) สอดคล้องกับผลอาการที่แสดงออก และปริมาณการสะสม
โซเดียมคลอไรด์ที่มากกว่าพันธุ์ K84-200 และ พันธุ์ KPS 94-13 แสดงให้เห็นว่าพันธุ์ K 84-200 
และ พันธุ์ KPS 94-13 ที่มีการแสดงออกของยีน SoNHX1 ได้ในความเข้มข้นของเกลือที่สูง ซึ่ง
เป็นกลไกหนึ่งในการป้องกันตัวเองจากสภาวะความเค็มที่ไม่เหมาะสม ท าให้สามารถเจริญเติบโต 
และมีชีวิตรอดได้นานกว่าพันธุ์ LK 92-11 และพันธุ์ สุพรรณบุรี 80 ดังนั้นระดับการแสดงออก
ของยีน SoNHX1 สามารถน ามาใช้บ่งบอกสายพันธุ์อ้อยที่มีความทนเค็มได้ ในการทดลองนี้พันธุ์
อ้อยที่ทนเค็มได้ดีคือ พันธุ์ K 84-200 และ พันธุ์ KPS 94-13  
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            Sugarcane is the raw  material of sugar mill which is an important for the economic system 
in Thailand ,but some of the planting area in northeast and central Thailand are saline soil. Salinity is 
a major stress factor limiting crop production. The aim of this study, is to investigate the vacuolar 
Na+/H+ antiporter gene (SoNHX1 gene) respond to salinity in sugarcane cultivars. Four cultivar of 
sugarcane K 84-200, KPS 94-13, Suphanburi 80 and LK 92-11 were studied. The result showed that  
all of the leaves of sugarcane varieties were yellow and necrosis from the margins inward at NaCl 
concentration 1.0-2.0% (w/v) .The cultivars LK 92-11 was found to be more sensitive to NaCl than 
the others. The leaves of cultivars LK 92-11 presented greatly yellow and necrosis after treated with 
NaCl at 1.5-2.0 % (w/v) concentration in a week and the NaCl accumulation in their tissue was more 
than the others. While the cultivars K- 84-200 was the lowest and which can be indicated as less 
NaCl sensitivity. The leaves of cultivars K 84-200 showed yellow symptom after treated with 2.0 % 
(w/v) concentration of NaCl within two weeks. At NaCl concentration of 2.0 % (w/v) all the 
cultivars showed yellow leaves symptom and died. The expression of the vacuolar Na+/H+ antiporter 
gene (SoNHX1 )in cultivars K 84-200 and KPS 94-13 were  found when the concentration of NaCl 
increased to 2.0% (w/v) but the expression of cultivars LK 92-11 and Suphanburi 80 were absented 
at this concentration level, according to the sugarcane leaves symptom and the NaCl accumulation in 
their tissue was higher than other cultivars. The SoNHX1 gene in cultivars K 84-200 and KPS 94-13 
express in high salinity which is the mechanism of plant to defense themselves from the high salt. 
The cultivars K- 84-200 and KPS 94-13 can tolerate under high concentration of NaCl more than 
cultivars LK92-11 and Suphanburi 80. Under salt stress, the high accumulation Na+ in leaves cause 
the toxic effect to the plant . The level of SoNHX1 gene expression can be used to indicate the salt 
tolerant ability of sugarcane. In this experiment, the sugarcane cultivars K 84-200 and KPS94-13 
have higher salt tolerance. 
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  22        การวิเคราะห์ความเหมือนโดยเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 กับ 
              ฐานข้อมูล GenBank โดยโปรแกรม BLASTX 2.2.25 
  23        เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 กับ ยีนNHX1 ในพืชต่างๆ 
  24        การวิเคราะห์ Phylogenetic tree ของ clone 10 (SoNHX1) กับ ยีนNHX1 ในพืช 
              ต่างๆ 
  25        เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 กับ ยีนNHX1 ใน 
              Hordeum brevisubulatum Na+/H+ antiporter 
  26        ออกแบบคู่ไพรเมอร์ SoNHXF1 และ SoNHXR1 ด้วยโปรแกรม Primer 3  
  27        วิเคราะห์ผลการสกัด total RNA จากใบอ้อยพันธุ์ K 84-200 พันธุ์ KPS 94-13  
              พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 และ พันธุ์ LK 92-11 (ก-ง) ตามล าดับ ที่ทดสอบด้วย 
              สารละลายเกลือระดับความเข้มข้นเข้มข้น 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 % w/v (1-5)  
              ตามล าดับ 
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 การโคลน การหาล าดับเบส และการแสดงออกของยีน SoNHX1 ที่ตอบสนองต่อ
สภาวะทนเค็มจากอ้อย  

 

Molecular Cloning, Sequencing and Expression of the SoNHX1 Gene 
Responding to Salt Stress of Sugarcane  

 
ค าน า 

 

 ดินเค็มเปน็ปัญหาที่เกิดขึ้นทั่วโลกไม่ว่าจะเป็นพื้นที่แหง้แล้งหรือพื้นที่ชุ่มชื้นทั้งในเขตชล 
ประทานและเขตอาศัยน้ าฝน ดินเค็มมีเกลือที่ละลายได้ปริมาณมากในดิน มีผลกระทบต่อพืช
โดยเฉพาะการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืชที่ปลูก ท าใหส้ภาพแวดล้อมเสื่อมโทรม พื้นที่ดินเค็ม
ในประเทศไทยพบใน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 17.81 ล้านไร่ ภาคกลาง 4.5 ล้านไร่ และ พื้นที่
ชายทะเล 3.6 ล้านไร่ ปัญหาดินเค็มมีผลกระทบโดยตรงต่อการเกษตร ท าใหก้ารเจริญเติบโตผลผลิต
และคุณภาพของพืชและรายได้ของเกษตรกรลดลงส่งผลกระทบถึงเศรษฐกิจและสังคมในชุมชน 
เมื่อความรุนแรงของปัญหามากขึ้นสภาพแวดล้อมที่เสื่อมโทรม เกษตรกรท ามาหากินไม่ได้ ต้องย้าย
พื้นที่ท ากินหรืออพยพไปหางานในเมือง ปล่อยพื้นที่รกร้าง (อรุณี, 2546) 
 
 การปรับปรุงดินเค็มท าได้หลายวิธี ที่นิยมมากที่สุดได้แก่ การล้างเกลือและระบายเกลือออก
จากดินโดยให้ความเค็มลดลงเป็นปกติจนสามารถปลูกพืชได้ แต่การล้างดินต้องเสียค่าใช้จ่ายสูง
และใช้เวลานาน  การปลูกพืชทนเค็มจึงเป็นอีกวิธีที่นิยมแพร่หลายโดยไม่จ าเป็นต้องมีการล้างเกลือ
ออกจากดิน ดังน้ันการใช้พืชทนเค็มจึงเป็นวิธีการหนึ่งที่จ าเป็นอย่างยิ่ง และงานวิจัยพืชทนเค็มจึงมี
ความส าคัญ (สมศร,ี 2539) 
 
 อ้อยเป็นพืชไร่เศรษฐกิจที่มีความส าคัญซึ่งได้รับผลกระทบจากพื้นที่ดินเค็ม เนื่องจากพื้นที่
ปลูกอ้อยส่วนใหญ่อยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคกลางซึ่งเป็นพื้นที่แพร่กระจายของดิน
เค็มท าให้ผลผลิตของอ้อยลดลงส่งผลกระทบต่อรายได้และความเป็นอยู่ของเกษตรกร และยัง
กระทบโดยตรงต่ออุตสาหกรรมการผลิตน้ าตาลและเอทานอลของประเทศด้วย  
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 การปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้มีความสามารถทนเค็มได้นั้นเป็นวิธีที่น่าสนใจ แต่ยังขาดความรู้
และงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็ม เน่ืองจากยังไม่มีการศึกษายีนทนเค็ม และกลไกของการทน
เค็มในอ้อยอย่างจริงจัง ซึ่งมีความจ าเป็นมากในแง่การน ามาประยุกต์ใช้เพื่อการปรับปรุงพันธุ์ และ
คัดเลือกพันธุ์อ้อยที่มีความสามารถทนเค็มซึ่งปัจจุบันเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมีความก้าวหน้า
สามารถน ามาใช้เพื่อการพัฒนาสายพันธุ์พืชให้มีลักษณะตามความต้องการได้โดยใช้เวลาน้อยลง  
งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการโคลนยีนที่ตอบสนองต่อความเครียดในสภาวะความเค็มของอ้อย
ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการศึกษาและเข้าใจกลไกการตอบสนองต่อความเครียดของอ้อยและ การ
ปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้มีลักษณะทนเค็มเพื่อแก้ปัญหาการปลูกพืชในดินเค็มต่อไป 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วัตถุประสงค ์

 
 1.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของอ้อยที่ตอบสนองต่อความเค็มระดับต่างๆ 

 
 2.  เพื่อโคลน หาล าดับเบส และศึกษาการแสดงออกของยีน Saccharum officinarum  
SoNHX1 ที่ตอบสนองต่อสภาวะทนเค็มจากอ้อย  
 

สถานท่ีท าการทดลอง 
 

1.  ห้องปฏิบัติการชีววิทยา คณะศิลปศาสตร์และวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตก าแพงแสน อ าเภอก าแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
 

2.  เรือนเพาะช า  ภาควิชาชีววิทยา คณะศิลปศาสตร์ และวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน อ าเภอก าแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
 

ระยะเวลาในการทดลอง 
 

 เร่ิมท าการทดลอง เดือนมกราคม พ.ศ. 2551 สิ้นสุดการทดลอง เดือนธันวาคม พ.ศ. 2553 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 

1. อ้อย 
 
 1.1  ข้อมูลลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของอ้อย 
 
ชื่อสามัญ  Sugarcane 
ชื่อวิทยาศาสตร์  Saccharum officinarum L.  
มีล าดบัทางอนุกรมวิธานทางวิทยาศาสตร์ดังนี้ 
 
 Kingdom Plantae 
 Class Monocotyledones 
 Order Glumaceae or Poales 
 Family Gramineae or Poaceae 
 Genus Saccharum 
 
 มีผู้พยายามแยกประเภทอ้อยให้อยู่ในระบบที่ถูกต้องตั้งแต่สมัยของลินเนียส และ
ภายหลังมีผู้แยกพืชที่อยู่ในพวกเดียวกันออกเป็น 6 ชนิด คือ Saccharum spontaneum, Saccharum 
sinense, Saccharum barberi, Saccharum robustum, Saccharum officinarum (อ้อยพันธุ์ปลูก) และ 
Saccharum edule (ปรีชา, 2523) 
 
ลักษณะภายนอกของอ้อย 
 
 1.1.1  ล าตน้ 
 
                   ล าตน้อ้อยเป็นส่วนส าคัญที่สุดที่ใช้ในการขยายพันธุ์ และสะสมน้ าตาล แบ่งเป็น
ปล้องๆ(internode) แต่ละปล้องมีข้อ (node) และตา (bud) หนึ่งตาหรือมากกว่า ตาน้ีจะเจริญขึ้นมา
เป็นอ้อยใหม่ (primary shoot) ในเวลาอันควรจะมีล าที่สองเกิดออกมาจากล าแรก และมีล าที่สามเกิด 
ออกมาจากล าที่สอง ตามล าดับ เกิดเป็นกออ้อยต่อไป 
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                   ตาอ้อย จะเกิดตรงข้อด้านข้างสลับกัน ข้อของอ้อยตรงส่วนโคน และส่วนยอด
จะชิดกันมากปล้องมีขนาดสั้นมาก จนกระทั่งข้อของอ้อยอยู่ชิดติดกัน การที่ข้อของอ้อยในส่วนใต้
ดินอยู่ชิดติดกันดังนี้ ท าให้มีผลต่อการแตกกอของอ้อยด้วย ปล้องอ้อยตรงกลางล ามีความยาว ขนาด
เส้นผา่นศูนย์กลาง ลักษณะ สี การคดงอ และรูปร่างแตกต่างกันไป ปล้องของอ้อยในล าเดียวกันจะมี
ขนาดต่างๆกันตามช่วงเวลาที่เจริญเติบโตขึ้นมา ตามสภาพภูมิอากาศ และปัจจัยในการเติบโต 
ปล้องอ้อยอาจจะป่อง ตรง หรือคอดก็ได้ ปล้องอ้อยเมื่อน ามาตัดขวางจะมีลักษณะจากกลมไปจนถึง
รูปรีคล้ายรูปไข่ เปลือกนอกจะแข็ง ความแข็งของเปลือกนอกของอ้อยแต่ละพันธุ์แตกต่างกันไป 
คุณลักษณะเกี่ยวกับเปลือกอ้อยมีส่วนสัมพันธ์ต่อการท าลายของหนู และโรคต่างๆ สีของล าอ้อยจะ
มีสีแตกต่างกันไปตามพันธุ์ และอาจเปลี่ยนไปตามสภาพแวดล้อม สีของล าอ้อยเกิดจากเม็ดสี
แอนโธไซยานิน (anthocyanin) และคลอโรฟิลล์ (chlorophyll) 
 
                   ปล้องอ้อยที่หุ้มด้วยกาบใบจะมีสีจางกว่าส่วนที่กาบใบหลุด และถูกแดดเผา 
ส่วนยอดอ้อยที่กาบใบหุ้มอยู่นั้นจะมีสีเกือบขาว มีบ่อยคร้ังที่ล าอ้อยมีสีเป็นทางลายเขียวสลับเหลือบ
แดงตลอดล าการต่อกันระหว่างปล้องของอ้อยมีหลายแบบ บางพันธุ์จะดูเป็นล าตรงตลอด บางพันธุ์
จะซิกแซกต่างๆ กันไป โดยทั่วไปนิยมปลูกอ้อยที่มีปล้องยาวตรง และประกอบกับลักษณะอ่ืนๆอีก 
จะมีร่องเป็นแนวบุ๋มยาวตามล าปล้องขึ้นไปเรียกว่า ร่องตา (bud groove หรือ bud furrow) ที่ข้อจะมี
วงอยู่โดยรอบบ้างเรียงเป็นระเบียบ บ้างเรียงสลับกัน เรียกว่า วงราก (rootband) ซึ่งเมื่อตัดปล้องอ้อย
นี้ไปปลูกรากจะออกมาจากจุดเหล่านี้เหนือวงรากขึ้นไปจะเป็นวงเจริญ (growth ring) ซึ่งวงนี้จะมีสี
แยกไปจากสีปล้องและสีวงราก อ้อยหนึ่งปล้องจะมีตาหนึ่งตา บางปล้องอาจจะไม่มีตาเลย หลายๆ 
ปล้องติดกันหรือบางปล้องมี 2 ตา ตาอ้อยมีลักษณะแตกต่างกันหลายแบบ เชน่ สามเหลี่ยม ยอด
แหลม แบบรูปไข่  แบบรูปไข่ป้าน แบบห้าเหลี่ยม แบบขนมเปยีกปูน แบบกลม แบบรูปไข่ยอด
แหลม แบบสี่เหลี่ยม 
 
        1.1.2  ใบ  
 
                   ใบอ้อยเหยียดกางออกจากล าอ้อยสลับกันสองข้างมีน้อยมากที่ใบอ้อยจะเหยียด
กางออกจากล าอ้อยท ามุมแก่กันนอ้ยกว่า 180 องศา เมื่ออ้อยยังเล็กอยู่ใบอ้อยจะมีขนาดเล็กมาก
เท่ากับกลีบ หรือเกล็ดเล็กๆ เทา่นั้น กาบใบจะติดอยู่กับล าปล้องตรงข้อ และโอบรอบปล้องเอาไว้
โดยรอบ กาบใบมีความยาวตั้งแต่หนึ่งนิ้วจนถึงหนึ่งฟุต หรือมากกว่านั้น กาบใบอาจจะเรียบ หรือมี
ขนเล็กๆ ปกคลุมอยู่ และขนสั้นๆ เหล่านี ้อาจจะรว่งหล่นหมด หรือติดอยู่เล็กน้อยเมื่อกาบใบแห้ง 
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อ้อยบางพันธุ์จะมีกาบใบสีค่อนข้างม่วงฉาบเคลือบอยู่บนผิวนอก ส่วนบนของกาบใบจะต่อกับส่วน
ใบ ตรงจุดที่กาบใบต่อใบนี้จะเห็นเป็นรอยต่อมีสีแปลกออกไปจากสีของใบเรียกว่า คอใบ (collar) 
และตรงรอยต่อนี้ที่ขอบนอกจะมีติ่งยื่นออกมาข้างเดียวหรือทั้งสองข้างเรียกว่าหูใบ (auricle) ถ้าดึง
ใบอ้อยแง้มออกดูด้านในตรงรอยต่อนี้จะมองเห็นเยื่อบางๆ เป็นรูปคล้ายกระจับเรียกว่าลิ้นใบ เมื่อ
พิจารณาโดยละเอียดจะพบว่าส่วนของคอใบจะมีรูปลักษณะต่างๆ กันเรียกว่า คิวแลพ (dewlap) ใบ
ที่แก่เต็มที่จะมีคิวแลพคงที่ไม่เปลี่ยนรูป 
 
                   ลักษณะใบอ้อยทั่วๆไป จะมีรูปไม่ค่อยสมดุลย์ กล่าวคือคร่ึงหนึ่งของใบด้านที่
กาบใบหุ้มทาบอีกข้างหนึ่งนั้นจะมีขนาดเล็กแคบกว่าด้านตรงข้ามที่แบ่งดว้ยเส้นกลางใบ ดังนั้น 
เมื่อจะเปรียบเทียบคิวแลพ จะตอ้งถือเอาข้างใดข้างหนึ่งเท่านั้นเป็นเกณฑ์ คิวแลพของอ้อยมีรูปร่าง
ต่างๆ กัน ความยาวของใบอ้อยมีขนาดต่างๆกัน แต่โดยทั่วไปมักจะอยู่ในราวหนึ่งเมตร ความกว้าง
ของใบจะกว้างที่สุดประมาณ 10 เซนติเมตร ใบอ้อยใบหนึ่งจะมีเน้ือที่ประมาณ 0.05 ตารางเมตร 
โดยทั่วๆไปอ้อยที่ไม่ค่อยทิ้งใบมักจะแข็งแรง ให้ผลผลิตสูงกว่าอ้อยที่ทิ้งใบ 
 
        1.1.3   ราก 

 
                   ปุ่มรากที่มีอยู่ตรงข้อจะงอกรากออกมาหาอาหารเพื่อเลี้ยงต้นอ่อน รากนี้เรา
เรียกว่ารากรุ่นแรก (Primary root) ซึ่งมีลักษณะเป็นเส้นบางๆมีกิ่งก้านสาขาเพื่อดูดความชื้น และ
อาหารมาเลี้ยงต้นใหม่เมื่อต้นอ้อยเติบโตขึ้นรากรุ่นแรกจะตายไปมีรากใหม่เกิดขึ้นมาจากโคนต้น
เรียกว่ารากรุ่นที่ 2(Secondary root) รากใหม่นี้มีลักษณะสมบูรณ์และช่วยหาอาหารได้ดีกว่ารากรุ่น
แรกและเจริญเป็นรากถาวรของล าอ้อยต่อไป 
 
                   ความยาวของรากอ้อยขึ้นอยู่กับลักษณะดิน และการเตรียมดิน ถ้าดินอัดแน่น
รากจะเจริญเติบโตไม่ดีเท่าที่ควร ท าให้ดูดน้ า และอาหารได้น้อย ตรงกันข้ามถ้าดินโปร่งรว่นซุย 
และหนา้ดินลึกการแพร่ของรากก็จะไปได้ไกล และลึกด้วย  
                   รากอ้อยออกเป็น 3 ชนิด คือ  
                   (1) รากค้ ายัน เกิดจากโคนอ้อย  
                   (2) ราฝอย มีลักษณะเป็นฝอยบางมีแขนงมาก เกิดอยู่ในดินบนลึกประมาณ 60  
ซม. แผข่ยายโดยรัศมีประมาณ 200 ซม.  



 

7 

                    (3) รากดิ่ง มีลักษณะคล้ายเส้นเชือกแทงลึกลงไปในดินถึงระดับ6 เมตร ถ้าดิน 
ร่วนซุยดี 
 
        1.1.4  ดอก และเมล็ด 

 
                   ดอกอ้อยมีลักษณะเป็นพู่มีรูปแบบเป็นแบบฉบับของแต่ละพันธุ์ไม่เหมือนกัน
อ้อยประเภทอ้อยมีตระกูล (Saccharum officinarum L.) จะมีช่อดอกยาว พวกอ้อและแขมจะมีช่อ
ดอกสั้นกว่า สีของช่อดอกก็ มีสีตา่งๆ กันตั้งแต่ขาวจนกระทั่งน้ าเงินหรือม่วง ในแง่การค้าไม่นิยม
ปลูกอ้อยที่ ออกดอกเนื่องจากอ้อยที่ออกดอกแสดงว่าอ้อยนั้นหยุดเจริญทางด้านเยื่อแล้ว และน้ าตาล 
ที่สะสมอยู่ในล าตน้ได้ถูกน าไปใช้สร้างช่อดอกบ้างความหวานจึงลดลงบ้างเล็กน้อย แต่ในทางพันธุ์
ศาสตร์เราจ าเป็นต้องใช้อ้อยออกดอกเพื่อการผสมพันธุ์ การบังคับให้อ้อยออกดอกเป็นขั้นตอนใน
การผสมพันธุ์ส่วนการบังคับไม่ให้อ้อยออกดอกก็เป็นวิธีการทางเขตกรรมเพื่อให้อ้อยไดผ้ลผลิตสูง 
 
                   ช่อดอกหนึ่งๆ มีดอกเล็กๆ จ านวนนับแสนดอก ดอกเล็กๆ จะเกิดเป็นคู่ๆ อยู่บน
ก้านดอก ดอกคู่หนึ่งจะมีลักษณะเหมือนกันทุกอย่างเวน้แต่ว่าดอกหนึ่งมีก้านดอกส่วนอีกดอกหนึ่ง
ไม่มีก้านดอกเวลาดอกติดเป็นเมล็ด และแก่จัดก็จะหลุดจากขั้วแล้วปลิวไปตามลมไปด้วยกันเป็นคู่ๆ 
ดอกอ้อยเล็กๆ แต่ละดอกประกอบด้วย รังไข่ ซึ่งมีช่อชูเกสรตัวเมีย 2 ช่อ กะเปาะเกสรตัวผู้ 3 อัน 
เปลือก หรือแกลบ 3 อัน (ซึ่งบางพันธุ์ไม้มีครบ) นอกจากนี้ตรงส่วนแกนของก้านชูเกสรตัวเมียจะมี
กะเปาะอยู่สองกะเปาะซึ่งจะท าหน้าที่ขยายตัวเพื่อดันให้กะเปาะเกสรตัวผู้ผสมกับเมือกเหนียวที่ยอด
ชู เกสรตัวเมีย จะเกิดการผสมพันธุ์ กันขึ้น และเกิดเมล็ดในเวลาต่อมา  
 
                   เมล็ดอ้อยมีลักษณะคล้ายเมล็ดข้าวสาลีที่ย่อส่วนลงเล็กมากจนต้องเพ่งดู จึงจะ
เห็นชัดเจนมีขนาดกว้าง 1.5 มม. ยาว 1 ถึง 1.5 มม. การกระจายของดอกอาศัยลม ถ้าสภาพเหมาะจะ
งอกภายใน 2-8 วัน การออกดอกของอ้อยนั้นมีปัจจัยเกี่ยวข้องอยู่หลายประการ ประการแรกอ้อย
พันธุ์นั้นจะต้องเป็นพันธุ์ที่ออกดอกนอกจากนี้แล้วปัจจัยอ่ืนๆ เชน่ ช่วงแสง อุณหภูมิ ความชื้นใน
ดิน และอากาศ ปุ๋ย ไนโตรเจนเหล่านี้ท าให้อ้อยออกดอกได้ นอกจากนี้ยังมีระดับเส้นรุ้งที่อ้อยขึ้นอยู่ 
ความสูงจากระดับน้ าทะเล ทิศทางลม และสภาพของดินก็เป็นสาเหตุที่ท าให้อ้อยออกดอกได้ อ้อย
ตอจะออกดอกดีกว่าอ้อยปีแรก 
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                   การบานของดอกอ้อย จะค่อยทะยอยบานไปเร่ือยๆ ใช้เวลา 5 ถึง 12 วัน จึงบาน
หมดทุกดอก แมว่้าดอกอ้อยจะมี พรอ้มทั้งสองเพศในดอกเดียวกันแต่มิใช่จะมีประสิทธิภาพในการ
ผสมพันธุ์ติดทุกดอก เราอาจแบ่งพันธุ์อ้อยออกได้ 2 พวก คือพันธุ์ที่มีทั้งเกสรตัวผู้ และเกสรตัวเมียมี
ความสมบูรณ์ (fertile) กับพันธุ์ที่มีเกสรตัวผู้ไม่สมบูรณ์ แต่มีเกสรตัวเมียสมบูรณ์ (malesterile) 
พันธุ์อ้อยที่มีเกสรตัวผู้สมบูรณ์ย่อมใช้เป็นพ่อพันธุ์ได้หรือผสมตัวเองก็ได้ (self) อ้อยบางพันธุ์ผสม
ตัวเองไม่ติด (self sterile) แต่มีเกสรตัวผู้สมบูรณ์ ดินฟ้าอากาศมีอิทธิพลต่อการผสมพันธุ์ของดอก
อ้อยคือท าให้ผสมติดหรือไม่ติดได้  (ปรีชา, 2523) 
 
 1.2  ความส าคัญของอ้อยในเชิงเศรษฐกิจ  
 
        อ้อยเป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมอ้อย และน้ าตาลที่มีความส าคัญต่อระบบเศรษฐกิจ 
ของประเทศ คือ 
        1.  มีการบริโภคน้ าตาลในประเทศปีละประมาณ 1.6-1.7 ล้านตัน คิดเป็นมูลค่า 
ประมาณ 17,000 – 19,000 ลา้นบาท 
        2.  มีการส่งออกน้ าตาลจ าหน่ายในตลาดโลกปีละกว่า 3 ล้านตัน น ารายได้เข้าประเทศ 
ประมาณ 20,000 – 30,000 ลา้นบาทต่อปี ท าให้ไทยมีสถานภาพเป็นผู้ส่งออกน้ าตาลใหญ่เป็น 
อันดับ 3 ของโลก รองจาก บราซิล สหภาพยุโรป แต่บางปีเป็น อันดับ 4 รอง จาก ออสเตรเลีย มี
สัดส่วนตลาดร้อยละ 9.5 ของโลก มีตลาดส าคัญคือ อินโดนีเซีย ญ่ีปุ่น และเกาหลีใต้ 
        3.  เกษตรกรผู้ปลูกอ้อยจะมีรายได้จากการจ าหน่ายอ้อยทั้งหมด ประมาณ 30,000 ล้าน 
บาท คิดเป็นร้อยละ 4 ของรายได้ภาคเกษตรกรทั้งหมด  
        4.  เป็นตลาดแรงงานใหญ่ที่ผู้เกี่ยวข้องทั้งด้านแรงงานตัดอ้อย และแรงงานในโรงงาน
น้ าตาล แรงงานในการตัดอ้อยจะมีไม่ต่ ากว่า 600,000 คน ยังไม่รวมแรงงานในการขนส่งอ้อย 
        5.  ความส าคัญด้านพลังงานโดยน าไปผลิตเป็นเอทานอล เพื่อใช้ผสมน้ ามันเบนซินใน 
อัตราส่วน 1:10  
 
        ปริมาณการผลิตอ้อยเพิ่มขึ้นทุกปี ในปี 2545/46 มีอ้อยเข้าหีบรวมกัน 74 ล้านตัน ซึ่ง
พื้นที่ปลูกอ้อยกระจายอยู่ใน 4 ภาคที่มีโรงงานน้ าตาลตั้งอยู่ คาดว่ามีพื้นที่ปลูกอ้อยถึง 6.65 ล้านไร ่
(เฉลิมพล, 2547) จากการด าเนินการศึกษาส ารวจพื้นที่ปลูกอ้อยในปีการผลิต 2550 - 2551 โดยอาศัย
ข้อมูลจากดาวเทียมประกอบกับการเก็บรายละเอียดข้อมูลทางภาคพื้นดิน เพื่อให้ได้มาซึ่งข้อมูลว่า 
ด้วยพื้นที่ปลูกอ้อยโดยรวมทั้งประเทศ จ านวน 6,516,376 ไร่ พื้นที่อ้อยส่งโรงงาน 6,228,498 ไร ่
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ส่วนใหญ่ปลูกมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง อ้อยนับเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ
ชนิดหน่ึงของประเทศไทย สามารถน ามาแปรรูปเป็นน้ าตาลดิบ และน้ าตาลทรายส่งเป็นสินค้าออก 
เป็นอันดับสองรองจากข้าว ประเทศไทยส่งออกน้ าตาลมากเป็นอันดับ 2 ของโลก การส่งออก 
น้ าตาลดิบในปี 2552 ส่งออก 2,338,103 ตัน มีมูลค่า 26,082 ล้านบาท และการส่งออกน้ าตาลทราย 
ในปี 2552 ส่งออก 2,694,467 ตัน มีมูลค่า 35,503 ล้านบาท (ส านักงานคณะกรรมการอ้อยและ
น้ าตาล ทราย, 2552) ส่วนเหลือใช้ และผลผลิตจากอ้อยยังสามารถน ามาใช้ท าประโยชน์อ่ืนๆ อีก 
เช่น การท าเยื่อกระดาษจากกากอ้อย และการท าอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์โดยใช้ตะกอนน้ าตาล  
เป็นต้น และปัจจุบันมีการน ากากอ้อยมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลที่ใช้ในการผลิตน้ ามัน 
รถยนต์ชนิดแก๊สโซฮอลล์ (ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ, 2548) 
 
2.  ปัญหาดินเค็มและการแพร่กระจาย 
 
 ดินเค็ม (saline soil) หมายถึง ดินที่มีปริมาณเกลือที่ละลายอยู่ในสารละลายดินมากเกินไป
จนมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโต และผลผลิตของพืช หรืออาจท าให้พืชตายได้ ทั้งนี้เนื่องจากพืช
เกิดอาการขาดน้ า และมีการสะสมไอออนที่เป็นพิษในพืชมากเกินไป นอกจากนี้ยังท าให้เกิดความ
ไม่สมดุลของธาตุอาหารพืชอีกด้วย 
 
 ดินเค็มในโลกปัจจุบันแพร่กระจายในทุกทวีป พบว่ามีพื้นที่ดินเค็มในโลก 3.87 ล้านตาราง
กิโลเมตร ในประเทศไทยพบดินเค็มแพร่กระจายทั่วไปในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และ
บริเวณชายฝั่งทะเล โดยเฉพาะอย่างยิ่งในบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีการแพร่กระจายดิน
เค็มเกือบทุกจังหวัด คิดเป็นพื้นที่ถึง 17.81 ล้านไร่ หรือร้อยละ 17 ของพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียง 
เหนือ นอกจากนี้ยังมีพื้นที่ ทึ่มีศักยภาพในการแพร่กระจายดินเค็มอีก 19.4 ล้านไร่ รวมแล้วมีพื้นที่
เกี่ยวข้องถึง 37 ล้านไร่เฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ดังนั้นการวิจัยพืชทนเค็มจึงมีความส าคัญ 
เพื่อหาพืชที่เหมาะสมและทนเค็มได้สูง  (สมศร,ี 2539) 
 
 วิธีวัดความเค็มของดิน ค่าที่ใช้ก าหนดความเข้มข้นของความเค็มจะใช้ค่าการน าไฟฟ้าของ
ดินที่สกัดได้จากดินขณะที่อ่ิมตัวด้วยน้ า (Electrical conductivity at Saturation extract; ECe) หน่วย 
เดซิเมนต่อเมตร (dS/m) ที่ 25 C มาใช้ประเมิณปริมาณเกลือ และอิทธิพลของเกลือในดินต่อการ
เจริญเติบโต และผลผลิตของพืช  ซึ่งดินเค็มจะมีค่า ECe มากกว่า 2 dS/m ขึ้นไป หรือมากกว่า 0.1 % 
เกลือในดิน การตรวจสอบดินเค็มท าได้โดยการวัดค่าการน าไฟฟ้า (electrical conductivity) ของ
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สารละลายดินที่อ่ิมตัวด้วยน้ า (saturation extract) ที่อุณหภูมิ 25 °C มีค่าสูงกว่า 2 dS/m เกลือที่
ละลายน้ าได้ดีมีอยู่หลายชนิดส่วนใหญ่เป็นเกลือของโซเดียม แคลเซียม และโพแทสเซียม อยู่ในรูป
ของคลอไรด์ ซัลเฟต คาร์บอเนต และไนเตรท ซึ่งค่าที่ได้จากการวัดค่าการน าไฟฟ้าของสารละลาย
ดินน้ัน สามารถน ามาใช้ประเมินปริมาณเกลือ และอิทธิพลของเกลือในดินต่อการเจริญเติบโตและ
ผลผลิตของพืช (สมศรี, 2539) 
 
 Joshi and Naik (1980)  ท าการศึกษาผลความเค็มที่เกิดจากไอออนของ Na+, Mg2+, SO4

2- 
และ Cl- ต่ออ้อยสายพันธุ์ Co 740โดยท าการทดสอบอ้อยกับเกลือ 4 ชนิด คือ NaCl, Na2SO4, MgCl2, 
MgSO4 ซึ่งใช้ค่า Ec เท่ากับ 10 mmhos/cm พบว่า เกลือทุกชนิดจะไปยับยั้งการเจริญเติบโต ท าให้
พื้นที่ใบและ การยืดยาวของข้อปล้องของอ้อยลดลง โดยไอออน  SO4

2- และ Na+ มีความเป็นพิษ
มากกว่าไอออนอ่ืน โดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต และการสร้างคลอโรฟิลล์ของอ้อยได้มากกว่า 
ล าดับความเป็นพิษของไอออนต่ออ้อยสายพันธุ์ Co740 เรียงจากมากไปหาน้อยดังนี้ SO4

2- , Na+, Cl- 
และ Mg2+ 
 
 Lingle and Wiegand (1997) รายงานว่า คุณภาพของน้ าอ้อยจะลดลงเมื่อปลูกบนพื้นที่  
ดินเค็มโดยท าการเก็บเกี่ยวอ้อยจากแปลงที่มีค่า ECe  ตั้งแต่ 0.5 - 9.5 dS/m ซึ่งเมื่อค่า ECe มีค่ามาก
ขึ้นค่าความหวาน(Brix) ของอ้อยก็จะลดลง และยังเป็นการเพิ่ม fiber ให้มากขึ้นด้วย ท าให้มีผลเสีย
ในแง่การค้าเป็นอย่างมาก 
 
 Frederick et al. (2000)  ได้ศึกษาผลของเกลือที่มีต่อการเจริญเติบโตของใบอ้อย(ตั้งแต่เริ่ม
งอกจนร่วง) โดยทดลองให้น้ าที่มีเกลือแก่อ้อยเป็นเวลา 68 วัน ซึ่งจะเร่ิมให้น้ าที่มีเกลือเมื่ออ้อยอายุ 
60 วัน  น้ าที่ให้จะมีค่า ECe อยู่ที่ 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 และ 12.0 dS/m  น้ าจะประกอบด้วย NaCl และ 
CaCl2 ผสมกันอยู่ พบว่า น้ าหนักแห้ง และพื้นที่ของใบลดลงเมื่อเพิ่มความเค็ม แต่อ้อยพันธุ์ปลูก 
H69-8235 ที่มีความทนเค็มนั้น มีการลดลงระดับปานกลาง แต่ในเมื่อความเค็มสูงๆนั้น อ้อย H69-
8235 จะมีพื้นที่เฉลี่ยต่อใบลดลง ขณะที่พบจ านวนใบเห่ียวเพิ่มขึ้นอย่างมาก สาเหตุที่เกิดอาการใบ
เห่ียวเกิดจากการที่ใบใกล้จะร่วง แต่จ านวนใบที่เกิดใหม่นั้นไม่ได้ลดลง 
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 แต่ในพันธุ์ที่ไม่ทนเกลือ คือพันธุ์ H69-7052  ค่าพื้นที่ใบ และอัตราการเกิดใหม่ของใบ
ลดลงอย่างมาก ขณะที่จ านวนการร่วงของใบมีไม่มาก แสดงว่า ความเค็มส่งผลให้เกิดการลดอัตรา
การคายน้ าในใบอ้อย แต่อ้อยพันธุ์ที่ไม่ทนเค็มจะท าให้การพัฒนา และการเจริญเติบโตของใบอ้อย
ลดลง 

 
3. ความเครียดของพืชต่อสภาวะทนเค็ม 
 
 สภาวะทนเค็มของพืช คือ ความสามารถของพืชที่สามารถมีการเจริญเติบโตได้ภายใต้
สภาวะที่มีเกลือความเข้มข้นสูงจนครบวงจรชีวิต พืชที่สามารถจะทนความเค็ม และเติบโตได้ดีเรา
เรียกว่า halophytes ซึ่งพืชมีการพัฒนากลไกทางชีวเคมี และชีวโมเลกุลเพื่อให้สามารถทนต่อ
ความเครียดจากสภาวะทนเค็มได้  (Parida and Das, 2005) ปริมาณของโซเดียมที่ระดับความเข้มข้น
สูงใน cytoplasm จะเป็นพิษต่อทั้งพืช และยีส ซึ่งกระบวนการแยก Na+ ไปเก็บไว้ใน vacuole เกิด
จาก 2 กลไก คือ  tonoplast proton pumps ซึ่งเป็นการดึง H+ เข้ามาเก็บในเซลล์ (H+ pumps) และ 
Na+/H+ antiporter เป็นการแลกเปลี่ยน Na+ กับ H+ โดยขับ Na+ ออกนอกเซลล์ 2 กลไกนี้ท าให้พืชมี
ความสามารถในการทนเค็มได้ (Brini et al. 2005) ซึ่งการรักษาสมดุลของไอออนใน cytoplasm เกิด
จากการท างานของยีน SOS1 และ NHX1 โดยระดับการแสดงออกของยีน NHX1 ถูกควบคุมโดย
โปรตีน ABI1 (ภาพที่ 1)   
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ภาพท่ี 1  Signaling pathway การรักษาสมดุลไอออนในเซลล์ของต้น Arabidopsis ภายใต้สภาวะ 
   เครียดจากเกลือ 
 
ท่ีมา:  Chinnusamy et al. (2005) 
 
 3.1  การควบคุมและการกระจายไอออนในสภาวะทนเค็ม 
 
        การดูดซึมและการกระจายไอออนมีความส าคัญทั้งในการเจริญตามปกติของพืช และ
เมื่ออยู่ในสภาวะดินเค็ม เพราะความเครียดต่างๆจะไปรบกวนสมดุลไอออนให้เสียไป แม้แต่พืชที่
ทนเค็มก็ไม่สามารถทนเกลือปริมาณมากๆภายใน cytoplasm ได้ พืชจึงต้องมีการขับเกลือเข้าไปเก็บ
ใน vacuole หรือแบ่งกระจายไอออนไปตามเน้ือเยื่อต่างๆ เพื่อให้พืชมี metabolic เป็นปกติ  (Readdy 
et al., 1992) ซึ่งการก าจัดโซเดียม(Na+) ออกจาก cytoplasm หรือการแบ่งไปเก็บใน vacuole นั้นเป็น
หน้าที่ของ salt-inducible enzyme Na+/H+ antiporter  (Apse et al., 1999) 
 
        H+ pumps มีอยู่ 2 แบบ คือ vacuole type H+-ATPase (V-ATPase) และ vacuole 
pyrophosphatase (V-PPase) ซึ่งทั้ง 2 แบบมีการท างานร่วมกันที่ membrane แต่ V-ATPase จะมี
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บทบาทในการเป็น H+ pumps มากกว่าในเซลล์ส่วนใหญ่  V-ATPase นั้นจ าเป็น และขาดไม่ได้
ส าหรับการเติบโตของพืชในสภาวะปกติเพราะจะมีบทบาทในการขนส่งพลังงาน การรักษาสมดุล
ภายในเซลล์ ภายใต้ความเครียดจากความเค็ม ความแห้งแล้ง ความหนาวเย็น ความเป็นกรด และ
โลหะหนักที่อยู่ในดินเซลล์พืชที่อยู่รอดได้จะขึ้นอยู่กับการรักษากิจกรรมของ V-ATPase  (Dietz et 
al., 2001) 
 
 3.2  ยีนทนเค็ม 
 
        Shi and Zhu (2002) ได้รายงานว่า ยีน  Arabidopsis  thaliana  AtNHX1 ซึ่งแปลรหัส
เป็น vacuolar Na+/H+ antiporter ซึ่งมีความส าคัญต่อการทนเค็มของพืช และยีน AtNHX1 จะถูก
ควบคุมการแสดงออกโดยความเครียดจากเกลือ และabscisic acid (ABA) ผลจากงานทดลองแสดง
ให้เห็นถึงการควบคุมแสดงออกของยีน AtNHX1 เมื่อทดสอบกับ NaCl, KCl หรือ ABA และจากผล
การตรวจสอบการแสดงออกด้วยยีน GUS พบว่ามีการแสดงออกของยีน AtNHX1 ทุกๆเน้ือเยื่อ 
ยกเว้นปลายราก(root tip) การแสดงออกของยีน GUS พบอย่างมากที่เซลล์ขนรากท าให้รู้ว่ามีการ
แสดงออกของยีน AtNHX1 มาก และ AtNHX1 มีบทบาทในการเก็บสะสม Na+ ใน vacuole ขนาด
ใหญ่ที่ขนรากด้วย 
 
        Fukuda et al. (1999)  ได้ท าการแยก cDNA clone ของข้าวจนได้ล าดับกรดอะมิโนที่
สมบูรณ์ซึ่งมีความ คล้ายกันใน Na+/H+ antiporter  exchanger ใน Saccharomyces  cerevisiae คือ 
NHX1 ล าดับเบสนี้มีความยาว 2330 bp มีบริเวณที่เป็น open reading frame อยู่ 1608 bp และ พบว่า 
การแสดงออกของยีนนี้เพิ่มขึ้นเมื่ออยู่ภายใต้ความเครียดจากสภาวะทนเค็ม โดยระดับการแสดงออก
ของยีนจะเพิ่มสูงขึ้นอย่างมากในยอดมากกว่าในราก ผลของงานทดลองท าใหไ้ด้ยีนใหม่ คือยีน 
OsNHX1 ที่มีบทบาทส าคัญในการทนเค็มของข้าว ซึ่งการแสดงออกของยีน OsNHX1 ที่เพิ่มขึ้นเป็น
ผลมาจากการสะสมเกลือไว้ในเนื้อเยื่อยอดและเน้ือเยื่อราก ดังนั้นยีน OsNHX1 จึงมีบทบาทส าคัญ
เกี่ยวข้องกับกระบวนการแยกเกลือโซเดียมใน cytoplasm น าเข้าไปเก็บใน vacuole ของเนื้อเยื่อทั้ง
สองชนิด 
 
        Zorb et al. (2005)  ได้ท าการแยกยีน และจ าแนกยีน ZmNHX1-6 ที่เป็น isoforms กนั 
จ านวน 6 ยีน จากข้าวโพด ( Zea  mays L.) ยีนเหล่านี้ถอดรหัสได้กรดอะมิโนความยาว 538 – 545 
ตัว และยังมีความคล้ายกันกับในยีน Arabidopsis  thaliana  AtNHX1 อยู่ 78 เปอร์เซ็นต์ คล้ายกับยีน 
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LeNHX1 ในมะเขือเทศ อยู่ 63  เปอร์เซ็นต์ และจากการทดสอบโดยเลี้ยงในสภาพที่มีเกลือความ
เข้มข้น 1 – 100 mM และตรวจสอบวิเคราะห์ด้วย Real-time PCR พบว่า ยีน ZmNHX มีการ
แสดงออกที่ราก แต่ไม่มีการแสดงออกที่ยอด โดยที่ความเข้มข้นเกลือ 100 mM มีการแสดงออกของ 
ZmNHX เพิ่มขึ้นถึง 13 เท่า  
 
        Kagami and Suzuki (2005)  ได้ท าการแยกยีนจาก กุหลาบ (Rosa  hybrida) คือ ยีน 
RhNHX1   ซึ่งมีความ คล้ายกนัใน Na+/H+ antiporter  exchanger ใน Saccharomyces  cerevisiae คือ 
NHX1 cDNA นี้มีความยาว 2080 bp มีบริเวณ open reading frame อยู่ 1632 bp ได้โปรตีนความยาว 
543 amino acid และยีน RhNHX1 ยังมีความคล้ายกันกับใน Arabidopsis  thaliana  AtNHX1 อยู่ 
74.1 เปอร์เซ็นต์ การทดลองการแสดงออกของยีน RhNHX1 ใน yeast สายพันธุ์ nhx1 mutant พบว่า 
ท าให้ yeast เจริญเติบโตบนอาหารที่มี hygromycin ได้ในขณะที่ yeast สายพันธุ์ nhx1 ปกติโตไม่ได้ 
นอกจากนี้ยังพบว่ายีน RhNHX1 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเติม NaCl  ท าให้ทราบว่าผลที่ได้
จากยีน RhNHX1 คือ Na+/H+ antiporter  ในกุหลาบ 
 
        Bao-Yan et al. (2008) ท าการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน MsNHX1 ใน 
Alfalfa (Medicago sativa) พบว่า ยีน MsNHX1 มีการแสดงออกได้เมื่ออยู่ในสภาวะปรกติที่ไม่มี
ความเครียดจากเกลือ และเมื่อท าการทดสอบด้วยสภาวะความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 200 
mmol/L เป็นระยะเวลา 0, 3, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง พบการแสดงออกของยีน MsNHX1 ในใบเมื่อ
ทดสอบเป็นระยะเวลา 12, 24 และ 48 ชั่วโมง โดยมีการแสดงออกของยีน MsNHX1 มากกว่า 
control แต่ในราก พบการแสดงออกมากกว่า control เมื่อเวลาผ่านไป 3 ชั่วโมง การแสดงออกของ
ยีน MsNHX1 ในใบมีการเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญมากกว่าในราก แสดงให้เห็นว่า ยีน MsNHX1 มี
บทบาทส าคัญในใบมากกว่าในรากเมื่ออยู่ในสภาวะความเค็ม 
 
4.  การปรับปรุงพืชทนเค็ม 
 
 Ohta et al. (2002)  ได้ทดลองถ่ายยีนจากพืชทนเค็ม Atriplex  gmelini  คือ ยีน AgNHX1 
เข้าสู้ข้าวพันธุ์ปลูก ผลที่ได้ท าให้ข้าวที่ได้รับการถ่ายยีน AgNHX1 มีกิจกรรมของ Na+/H+ antiporter  
สูงกว่าเดิมถึง 8 เท่า สามารถอยู่รอดในสภาวะที่มีเกลือเข้มข้นถึง 300 mM NaCl ได้ 3 วัน ในขณะที่ 
wild type ท าไม่ได้ นี่แสดงให้เห็นว่า Na+/H+ antiporter  gene ในข้าวสามารถท าให้พืชทนเค็มได้ 
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 ผลผลิตข้าวสาลี (Tritivum  aestivum L.) ได้รับผลกระทบจากดินเค็มเป็นสาเหตุหลักเพราะ 
Na+ ท าให้เกิดความเป็นพิษในเซลล์ ดังนั้นเพื่อที่จะเพิ่มผลผลิตของข้าวสาลีที่ปลูกบนดินเค็ม จึงได้มี
การทดลองถ่ายยีน  Na+/H+ antiporter  AtNHX1 จาก  Arabidopsis  thaliana  เข้าไปในข้าวสาลี   
ข้าวสาลีที่ได้รับการถ่ายยีนมีการเพิ่มขึ้นของมวล และการเจริญเติบโต ในสภาพที่มีเกลือ  ในแปลง
ทดลองข้าวสาลีที่ได้รับการถ่ายยีนมีผลผลิตเพิ่มขึ้น ได้จ านวนเมล็ด น้ าหนัก และขนาดของเมล็ด 
เพิ่มขึ้นในดินเค็มที่มีค่า EC 10.6 และ  13.7 dS/m  นอกจากนี้ข้าวสาลีที่ได้รับการถ่ายยีนยังมีการ
สะสม Na+ ที่ใบ ในระดับต่ ากว่าข้าวสาลีปกติ แต่มีการสะสม K+ สูงกว่า ในสภาพที่มีเกลือ 100 และ 
150 mM NaCl   ผลสรุปแสดงให้เห็นว่าข้าวสาลีที่ทนเค็มมีการเพิ่มระดับการแสดงออกของ ยีน  
Na+/H+ antiporter  (Xue  et al., 2004) 
 
 Wu et al. (2005)  ได้มีการทดลองถ่ายยีน  Na+/H+ antiporter  OsNHX1 จากข้าว เข้าไปใน 
ryegrass โดยใช้ Agrobacterium  จากนั้นตรวจสอบโดย PCR และ Southern blot ว่าได้รับยีน
หรือไม่   ผลจาก ryegrass ที่ได้รับการถ่ายยีนคือ พืชสามารถอยู่รอดในสภาพที่มีเกลือความเข้มข้น 
350 mmol/l Nacl ได้ 10 สัปดาห์ ขณะที่  wild-type ตาย ใบของ ryegrass ที่ได้รับการถ่ายยีนมีการ
สะสม Na+, K+ และ Proline ที่สูงมากกว่า control  
 

Tian et al. (2006)   ท าการเพิ่มการแสดงออกของยีน  a vacuolar Na+/H+ antiporter 
(AtNHX1)  เพื่อเพิ่มความสามารถในการทนเค็มของ transgenic tall fescue  (Festuca arundinacea) 
โดยใช้ CaMV35S promotor ซึ่งแสดงออกบนเวคเตอร์ pGreen0229 แล้วถ่ายยีนสู่แคลลสัในระยะ 
embryonic ด้วยวิธีการใช้ปืนยิงอนุภาค  ท าให้ได้ transgenic plant มา 29 ต้น โดยต้น tall fescue  ที่
ได้รับการถ่ายยีนสามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ความเข้มข้นของเกลือสูงถึง 200 mM ขณะที่ต้น tall 
fescue  ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนถูกยับยั้งการเจริญเติบโตที่ความเข้มข้นเกลือ 100 mM  

 
 ความเค็มเป็นปัจจัยหลักที่ท าให้เกิดความเครียด ซึ่งจะไปจ ากัดปริมาณผลผลิตในพืช  เพื่อที่
สร้างหญ้าอาหารสัตว์ที่ทนเค็มได้ จึงมีการถ่ายยีนเข้าสู่หญ้า tall fescue ด้วยยีน a vacuolar Na+/H+ 
antiporter (AtNHX1) จาก Arabidopsis thaliana   การเพิ่มการแสดงออกของยีน  AtNHX1 จะ
น าไปสู่การเพิ่มความทนเค็มให้กับ หญ้า tall fescue ที่ได้รับยีน และถ่ายทอดสู่รุ่นลูกรุ่นหลาน   ท า
การวิเคราะห์โดยวิธี DNA gel blot และ การท า RT-PCR  เพื่อยืนยันว่ายีน  AtNHX1 มีการ
แสดงออกและ ถ่ายทอดไปสู่รุ่นลูก T1 และ รุ่นหลาน  T2   ซึ่ง transgenic lines นี้แสดงลักษณะ
ภายนอก และมีผลผลิตไม่ต่างไปจากเดิม  โดยพืชที่มียีน  AtNHX1 จะสามารถทนต่อเกลือที่ระดับ
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ความเข้มข้น 200mM ได้มากกว่าต้นพืชชุดควบคุม  พบว่ารากของพืช  transgenic lines นั้นมี
ปริมาณโซเดียมมากกว่ารากของต้นพืชชุดควบคุม ขณะที่กิจกรรมของ  Na+/H+ antiporter เพิ่มขึ้นใน 
tonoplast vesicles จากการศึกษาพบว่า การสะสมโซเดียมใน vacuoles ของเซลล์ราก โดย Na+/H+ 
antiporter จะเป็นการลดความเป็นพิษจากเกลือซึ่งส่งผลให้พืชมีความทนเค็ม 
 
 หญ้า tall fescue นั้นมีความส าคัญในแง่ของการเป็นหญ้าอาหารสัตว์ในฤดูหนาวและเป็น
หญ้าปูพื้นสนามกีฬา การปรับปรุงให้หญ้านี้มีความสามารถในการทนเค็มนั้นต้องอาศัยเทคนิคทาง
อณูพันธุศาสตร์มาช่วยเนื่องจากเป็นพืชที่ปรับปรุงพันธุ์ด้วยวิธี conventional breeding ได้ยาก  จาก
การถ่ายยีน AtNHX1 เข้าสู่หญ้า tall fescue  ท าให้เราได้หญ้าที่ทนต่อความเค็มได้มากขึ้น  มีลักษณะ
ที่เหมือนเดิม และยังถ่ายทอดยีนสู่รุ่นลูกหลานได้อีกด้วย ในการทดลองจึงท าการสร้างหญ้า tall 
fescue ทนเค็มโดยถ่ายยีน AtNHX1 เข้าไปจากนั้นจึงน า T0 ผสม wild type สร้างเป็นลูก T1 และ T2 
ออกมาซึ่งมีอัตราส่วนการกระจายตัวของยีนใกล้เคียง 1:1 
 
 กลไกที่พืชป้องกันตัวจากความเค็มนั้นซับซ้อน แต่มีกลไกหนึ่ง คือ Na+/H+ exchanger ที่อยู่
บริเวณ vacuolar membrane โดยจะท าหน้าที่ปั๊มไอออน Na+ เข้ามาเก็บใน vacuole ซึ่งการท างานจะ
เกี่ยวข้องกับการแลกเปลี่ยนปริมาณ proton   ท าให้  antiporter  ตัวนี้มีประสิทธิภาพในการลดความ
เป็นพิษจากเกลือใน cytoplasm ได้  การที ่T2 มีกิจกรรมของ Na+/H+ antiporter เพิ่มขึ้นส่งผลให้ T2 มี
ประสิทธิภาพในการทนเค็มได้ดีกว่า control ซึ่งพิสูจน์ได้ด้วยการที่เรา Overexperss ยีน AtNHX1 
แล้วพบว่าจะท าให้เกิดการเก็บ Na+ เข้าไปใน vacuole ของเซลล์รากมากขึ้น ซึ่งเป็นการเพิ่มความทน
เค็ม ในขณะที่ในเซลล์ของใบจะมีการสะสม Na+ น้อยลงเมื่อเทียบกับ wild type    ปริมาณ Na+ ที่
เก็บใน vacuoleในราก จ านวนมากนี้จะส่งผลท าให้การขนส่ง Na+ไปที่ใบของพืช transgenic มี
น้อยลงจึงลดการเป็นพิษต่อพืชและท าให้พืชอยู่รอดได้ (Xia et al., 2007) 
 
 Li et al. (2007)  ท า RT-PCR ได้ cDNA ที่มีล าดับเบสขนาด 2133 bp ซึ่งมีความคล้ายกับ
ยีน AtNHX1 และ NHE ในสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนม  คือ ยีน SsNHX1 ดังนั้นจึงได้มีความพยายาม
ปรับปรุงความสามารถในการทนเค็มของต้น Arabidopsis ด้วยเพิ่มการแสดงออกของยีน SsNHX1 
ที่ถ่ายเข้าไปในต้น Arabidopsis ผลคือ สามารถเจริญเติบโตได้อย่างเป็นปกติ และมีวงจรชีวิตที่
สมบูรณ์ ภายใต้สภาวะความเข้มข้นเกลือ 200 mM ขณะที่ wild-type มีการเจริญเติบโตที่ช้าและ
ผิดปรกติ 
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 Verma et al. (2007)   ได้ท าการโคลนยีน a vaculolar Na+/H+ antiporter จากต้น 
Pennisetum glaucum (PgNHX1) ซึ่งพบว่า เมื่อน ายีน PgNHX1 ที่ได้รับการเพิ่มการแสดงออกมา
ถ่ายยีนสู่ต้นข้าวด้วยวิธีการใช้ Agrobacterium LBA4404 แล้วท าให้ ต้นข้าวมีความสามารถในการ
ทนเค็มเพิ่มสูงขึ้นโดยที่ระดับความเข้มข้นเกลือ 150 mM ต้นข้าวสามารถเจริญเติบโตได้เป็นปรกติ 
มีการติดเมล็ด และมีการพัฒนาระบบรากได้เป็นอย่างดี ในขณะที่ระดับความเข้มข้นเกลือเดียวกัน
ต้นข้าว wild-type มีการเจริญเติบโตที่ผิดปรกติ 
 
 Zhou et al. (2007)   ท าการศึกษาผลของการถ่ายยีน betaine synthesis (BADH)และ a 
vacuolar Na+/H+ antiporter(NHX1) สู่ต้นยาสูบ (Tobacco) โดยถ่ายยีนทั้งสองแยกกันและร่วมกันท า
ให้ได้ Transgenic tobacco 3 ชนิด  พบว่า ที่สภาวะความเข้มข้นของเกลือ 200 mM ต้น Transgenic 
tobacco ที่ได้รับยีนถ่ายยีนทั้ง 2 ชนิดร่วมกันมีการสะสม betaine และ Na+ มากกว่า ต้น wild-type 
โดย Transgenic tobacco มีกิจกรรมการสังเคราะห์แสง และมีการเพิ่มของแรงดันออสโมติกมากกว่า
ต้น wild-type เมื่ออยู่ในสภาวะที่ความเข้มข้นของเกลือเพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้ Transgenic tobacco ที่
ได้รับการถ่ายยีนร่วมกันทั้งสองชนิดยังมีการสะสมน้ าหนักได้มากกว่า Transgenic tobacco ที่ได้รับ
การถ่ายยีนชนิดเดียว  
 
 Bao-Yan et al. (2008)   ท าการแยก Full length cDNA จากต้น Alfalfa (Medicago sativa) 
หรือ ยีน MsNHX1 โดยการท า RT-PCR พบว่า การแปลรหัสของยีน MsNHX1 ถูกควบคุมใน
ตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของเกลือสูง นอกจากนี้การแสดงออกของยีน MsNHX1 ในเชื้อยีสนั้นพบว่า 
ยีน MsNHX1จะไปควบคุมลักษณะที่ไวต่อเกลือในเชื้อยีส ท าให้เชื้อยีสเจริญเติบโตได้ที่ความ
เข้มข้นเกลือ 50 mmol/L ซึ่งแสดงให้เห็นว่าของยีน MsNHX1 จากต้น Alfalfa มีการท างานที่ดี ซึ่ง
เมื่อท าการถ่ายยีน MsNHX1 สู่ต้น Arabidopsis ก็ท าให้เพิ่มความสามารถในการทนเค็มได้ โดย 
Transgenic Arabidopsis สามารถงอกและเจริญเติบโตได้ที่ความเข้มข้นเกลือ 200 mmol/L ในขณะ
ที่ wild type ตาย 
 
 Liu et al. (2010)   ท าการศึกษาโดยเพิ่มการแสดงออกของยีน NHX1 ที่มาจากสิ่งมีชีวิต 5 
ชนิด คือ ฝ้าย (GhNHX1), เชื้อยีส (ScNHX1) Arabidopsis(AtNHX1), ข้าวสาล(ีTaNHX1) และ 
Suaeda salsa(Ss NHX1) แล้วถ่ายยีนสู่ต้น Arabidopsis พบว่าต้น Transgenic Arabidopsis สามารถ
เจริญเติบโตได้ดีในสภาวะที่มีความเข้มข้นเกลือ 200 mM และ สภาวะที่ขาดน้ า ขณะที่ wild-type 
พบอาการใบเหลือง และ มีการเจริญเติบโตที่ไม่ดี  ท าให้กิจกรรมการสังเคราะห์แสงของ   
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Transgenic Arabidopsis ทั้ง 5 ชนิดน้ันมีสูงกว่า wild-type นอกจากนี้ใน Transgenic Arabidopsis ยัง
มีอัตราการคายน้ าต่ ากว่าต้น wild-type อีกด้วย นอกจากนี้ยังพบว่า Transgenic Arabidopsis มีการ
สะสม Na+ และ K+ ที่ใบมากกว่าใน wild-type แต่ความเป็นพิษที่เกิดจากการสะสมของปริมาณNa+ 
ถูกแก้ไขโดยการแยกไปเก็บไว้ใน vacuole  ความสามารถในการทนเค็มของ Transgenic 
Arabidopsis ถูกถ่ายทอดสู่รุ่นลูกถึงรุ่น T5  โดยการเพิ่มการแสดงออกของยีน NHX1s จากพืชใบ
เลี้ยงคู่แสดงความทนเค็มและทนแล้งมากกว่า ยีน NHX1 ที่มาจากข้าวสาลี 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  ตัวอย่างพืช 
 

 อ้อย 4 สายพันธุ์ คือ พันธุ์ K 84-200 พันธุ์ KPS 94-13 พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 และ พันธุ์ LK 
92-11 ได้รับตัวอย่างจากศูนย์วิจัย และพัฒนาอ้อยและน้ าตาล สถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขต ก าแพงแสน น าตัวอย่างท่อนพันธุ์จากแปลงปลูกที่มีอายุ 10 เดือน และมี
ขนาดสม่ าเสมอ ปราศจากโรคแมลงมาสับแบ่งท่อน ท่อนละ 1 ตา โดยคัดท่อนพันธุ์ที่มีตา อวบ 
สมบูรณ์ ปลูกท่อนพันธุ์ในภาชนะปลูกกระบะทรงสี่เหลี่ยม บรรจุด้วยดินผสมแกลบ โดยปลูกอ้อย
จ านวน 6 ท่อนต่อ 1 กระบะ และต้องท าการกลบท่อนพันธุ์ไม่ให้ถูกแสงเพื่อการงอกที่ดี  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2 (ก) ตัวอย่างท่อนพันธุ์อ้อยที่ใช้ศึกษา (ข) ภาชนะปลูกกระบะทรงสี่เหลี่ยม  
 
 เมื่อรดน้ าอย่างสม่ าเสมอตาอ้อยจะเร่ิมงอกใน 1 สัปดาห์ ดังรูป 3(ก) ตาที่แตกออกมาจะเร่ิม
ยืดยาวในสัปดาห์ที่ 2 ดังรูป 3(ข) จากนั้นอ้อยจะเร่ิมแตกใบจริงในสัปดาห์ที่ 3 ดังรูป 3(ค) และเมื่อ
ปลูกจนครบ 4 สัปดาห์ อ้อยจะมีใบจริงครบ 4 ใบ ดังรูป 3(ง)  
 
 
 
 

ข ก 
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ภาพท่ี 3 การเจริญเติบโตของอ้อยในช่วงสัปดาห์ที่ 1-4 ตามล าดับ (ก-ง) 
 
2.  เครื่องมือและอุปกรณ์ 

 
 - Automatic pipette (Gilson) 
 - Balance 40SM200A (Precica) 
 - Balance BL 610 (Sartorius) 
 - Centrifuge bench top (Sientific promotion CO,LTD) 
 - Gel box mini-transilluminator (Bio-RAD) 
 - Fluor – STM Multilmager (BIO - RAD) 
 - GeneAmp PCR system No. 2400 (Perkin Elmer) 
 - High speed centrifuge GS-15R (Beckman) 
 - Horizontal electrophoresis GNA-100 (Pharmacia Biotech) 
 - Ice maker (Newton) 
 - Minitron Incubator shaker (Infors) 
 - Laminar air (Holten) 
 - Fume hood (Crumair) 
 - Liquid nitrogen tank (Tayler-Wharton) 
 - pH meter and electrode (Beckman) 
 - Power supply PowerPac 300 (Bio-RAD) 
 - UV-visible spectrophotometer Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) 

ก ข

ก 
ค ง 
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 - Waterbath (Memmert) 
 -  Magnetic stirrer (Bec Thai) 
 
3.  สารเคมี 

 
 3.1   สารเคมีทั่วไป  

 
 -  Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Merck) 
 -  Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck) 
 -  Sodium chloride (NaCl) (Merck) 
 -  Sodium hydroxide (NaOH) (Merck) 
 -  2 – Mercaptoethanol (SIGMA) 
 -  Disodium salt, dehydrate (Bio Basic Inc.) 
 -  Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris-base) (Merck) 
 -   Polyvinylpyrolidone (PVP) (Merck) 
 -  Potassium acetate (KCH3CO2) (Ajax) 
 -  Bromophenol blue (J.T Baker) 
 -  Xylene cyanol (J.T Baker) 
 -  Glycerol (Phamacia Biotech) 
 -  Sodium acetate (C2H3NaO2) (Ajax) 
 -  Isopropanol (BDH) 
 -  Ethanol (BDH) 
 -  Agarose (Vivantis) 
 - Diethylpyrocarbonate (DEPC) (Sigma) 
 -  Amplicilin 
 -  X - Gal (5 - bromo - 4 – chloro – 3 – indolyl – β – D – galactoside) (Bio 101) 
 -  IPTG (Isopropyl β - D - 1 - thiogalactopyranoside) (Bio 101) 
 -  Yeast extract powder (Himidia Laboratories)   
 -  Bacto ™ tryptone (Himidia Laboratories)  
 -  Agar (Ajax) 
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 3.2  เอนไซม์และอื่นๆ 
 
 - DreamTaq™ DNA Polymerase (Fermentas) 
 - 100 bp. DNA Marker (Bio-labs) 
 - Lamda DNA/HindIII (Bio-labs) 
 - Competent cell (Esherichia coli JM109) (Promega) 
 - PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen) 
  - Aurum TM Total RNA Mini Kit (BIO-RAD) 
 - Deoxy nucleotide triphosphate (dNTPs) (Promega) 
 - DNase (Promega) 
 - Lysozyme (Amresco, Fluka) 
 - pGEM-T®easy vector (Promega) 
 - Reverse transcriptase (SuperScriptTM One-Step RT-PCR System with   
    Platinum®Taq DNA Polymerase) 
 - RNase A (Promega) 

  
 3.3  ไพรเมอร์ 

 
 - ไพรเมอร์ NHXF1 5’ TTCATCTACCTSCTSCCGCCGAT 3’ 
 - ไพรเมอร์ NHXR1 5’ GCAGAAGAACACGGTSAGGATGC 3’ 
 - ไพรเมอร์ SoNHXF1 5’ GCTCCCGCCGATCATATTTA 3’ 
 - ไพรเมอร์ SoNHXR1 5’ GCAGAAGAACACGGTGAGGA  3’ 

  
4  โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าหรับการประมวลผล  

 
 - โปรแกรม Primer 3 version 0.4.0 (http//:www.Frodo.ri.mit.edu.) 
 - โปรแกรม NCBI ในการหาฐานข้อมูล (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
 - โปรแกรม ClustalW multiple sequence alignment version 2.1 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 
 - โปรแกรม DNAsis version 2.1 (Hitachi Software Engineering Co. Ltd.) 
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วิธีการ 
 
1.  การศึกษาการแสดงอาการของอ้อยเมื่ออยู่ในสภาวะความเค็มระดับต่างๆ 

 
 การสังเกตุและบันทึกอาการของอ้อย 

 
เมื่ออ้อยมีใบ 4 ใบ (อายุประมาณ 4 สัปดาห์ ) จึงน าอ้อยทั้ง 4 พันธุ์ มาทดสอบกับ

สารละลายเกลือ(โซเดียมคลอไรด์) โดยท าการเทสารละลายเกลือจ านวน 1 ลิตร ลงในกระบะ โดย
ใช้ระดับความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 % w/v  ตามล าดับ โดยท าการทดลองจ านวน 3 
ซ้ า ในแต่ละความเข้มข้น เพื่อดูการแสดงอาการและการตอบสนองต่อสภาวะความเค็ม โดยสังเกต
และจดบันทึกการตอบสนองของอ้อยเป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4  การให้คะแนนการแสดงความรุนแรงของลักษณะอาการและการตอบสนองต่อสภาวะ 
               ความเค็มของใบอ้อย คะแนน 0-4 ตามล าดับ 

4 3 2 1 0 

4 (ทุกใบ) 3 2 1 0 
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คะแนน 0  = ใบอ้อยทั้ง 4 ใบ มีสีเขียวปกติ 
คะแนน 1  = ใบอ้อยเร่ิมปรากฎสีเหลือง หรือแห้งที่ปลายใบเล็กน้อยในบางใบ 
คะแนน 2  = ใบอ้อยปรากฏสีเหลืองที่แผ่นใบในบางใบ 
คะแนน 3  = ใบอ้อยปรากฏสีเหลือง และเกิดการแห้งเหี่ยวที่ปลายใบ และแผ่นใบในบางใบ 
คะแนน 4  = ใบอ้อยปรากฎสีเหลือง และเกิดการแห้งเหี่ยวที่ปลายใบ และแผ่นใบในทุกใบ 
 
 หลังจากทดสอบด้วยโซเดียมคลอไรด์ แล้วจึงท าการเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์โซเดียมใน
เน้ือเยื่อ และศึกษายีนทนเค็มต่อไป 
 
2.  การศึกษาการดูดซับปริมาณโซเดียมคลอไรด์ในเนื้อเยื่ออ้อยท่ีอยู่ในสภาวะทนเค็ม 
  
 ตัวอย่างที่ใช้ศึกษาได้แก่ อ้อยพันธุ์ K 84-200 พันธุ์ KPS 94-13 พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 และ 
พันธุ์ LK 92-11 โดยทดสอบอ้อยด้วยสภาวะที่มีสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นต่างๆ 
0(control), 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 % (w/v) ตามล าดับ เป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ แล้วจึงท าการเก็บตัวอย่าง
อ้อย โดยน าใบ และรากของอ้อยในแต่ละตัวอย่างมาอบแห้ง โดยน ามาวิเคราะห์หาปริมาณโซเดียม
คลอไรด์ที่อยู่ในเน้ือเยื่อของใบ และราก ตัวอย่างละ 3 ซ้ า ด้วยวิธี Atomic spectroscopy  
 
3.  การศึกษาการแสดงออกของยีนทนเค็ม SoNHX1 ในอ้อย 
 
 3.1  ตรวจสอบหายีน NHX1 ใน Genomic DNA ของอ้อย 
  
        3.1.1  สกัด Genomic DNA ของอ้อยด้วยวิธี Dellaporta (1983)  
  
 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างอ้อยพันธุ์ K 84-200 ด้วยวิธีการของ Dellaporta et al. 
(1983) บดตัวอย่างพืช 0.1 g ในไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงละเอียด น าตัวอย่างที่บดได้ใส่ในหลอด 
centrifuge ขนาด 1.5 ml ที่เติม Extraction buffer (100 mM Tris - HCl pH 8.0, 50 mM EDTA, 500 
mM NaCl และ 10 mM 2 - mercaptoethanol) และ 100 µl ของ 20% SDS (Sodium dodecyl sulfate) 
ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติม 50 µl ของ 5 M Potassium 
acetate บ่มในน้ าแข็งนาน 20 นาที น าตัวอย่างไปปั่นในเคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (GS – 15R, 
Beckman) ที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอด 
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centrifuge ขนาด 1.5 ml และตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย Isopropanol ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 
1 ชั่วโมง และน าตัวอย่างไปปั่นในเคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็ว สูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ล้างตะกอนด้วย 75 % Ethanol น าตัวอย่างไปปั่นในเคร่ือง
หมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ตาก
ตะกอนให้แห้งและละลายตะกอนด้วย TE buffer (50 mM Tris – HCl pH 8.0 และ 10 mM EDTA) 
ปริมาตร 50 µl เมื่อตะกอนละลายให้น าตัวอย่างไปปั่นใน เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอด centrifuge ขนาด 1.5 
ml และตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย 3M Sodium acetate และ Isopropanol บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง น าตัวอย่างไปปั่นในเคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 
rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ล้างตะกอน ด้วย 75 % Ethanol น าตัวอย่างไปปั่นใน
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงที่ความเร็วรอบ 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
ตากตะกอนให้แห้ง และละลายตะกอนด้วย TE buffer (50 mM Tris – HCl pH 8.0 และ 10 mM 
EDTA) ปริมาตร 50 µl แยกดีเอ็นเอออกจากอาร์เอ็นเอบ่มด้วย RNase A (Promega) ความเข้มข้น  
1 mg/ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที 
 
 3.1.2  การวัดความเข้มข้น และคุณภาพของดีเอ็นเอ 

 
  วัดความเข้มข้น และคุณภาพของดีเอ็นเอจากตัวอย่างอ้อยพันธุ์ K 84-200 โดย
การวัดค่า Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Spectrophotometer 
Ultrospec 2000 (Phamacia Biotech) และวิเคราะห์คุณภาพดีเอ็นเอบน 1% Agarose gel ด้วยเคร่ือง 
Horizontal electrophoresis GNA 100 (Phamacia Biotech) ใช้กระแสไฟฟ้า 80 Voltage นาน 50 
นาที 
 
 3.1.3  การท าปฏิกิริยาและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction  
(PCR) 

 
 การท าปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 
NHXF1 และ NHXR1 ซึ่งออกแบบจากฐานข้อมูลใน GenBank โดยการท า Multiple alignment ยีน 
NHX1 จากพืชอื่น ด้วย โปรแกรม ClustalW multiple sequence alignment version 2.1 โดยใช้ข้อมูล
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ล าดับกรดอะมิโนของ Aeluropus littoralis (AlNHX, AY825361), Oryza sativa (OsNHX1, 
BAA83337), Triticum aestivum (TaNHX1,AAK76738), Phragmites australis (PaNHX, 
BAD95562), Hordeum vulgare (HvNHX1, BAC56698), Atriplex gmelini (AgNHX1, BAB11940) 
และ Arabidopsis thaliana (AtNHX1, AAD16946) ท าปฏิกิริยา PCR ด้วยชุดDreamTaq™ DNA 
Polymerase (Fermentas) โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 50 µl ซึ่งประกอบด้วย 10X 
DreamTaq™ Buffer, 2 mM Deoxynucleotide triphosphate, 10 pmol/µl forward primer, 10 
pmol/µl reverse primer, 1.25 U Taq DNA polymerase (5 U/µl), ดีเอ็นเอ ต้นแบบที่สกัดจาก
ตัวอย่างอ้อยพันธุ์ K 84-200 ความเข้มข้น 500 นาโนกรัม และเติมน้ ากลั่นนึ่ง ฆ่าเชื้อ จนครบ
ปริมาตรตามที่ต้องการ จากนั้นน ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง Thermal cycle Model 2400 
(Perkin Elmer) ดังนี้ Pre - denature ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ และ Denature 
ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที Annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 
และ Extention ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที จ านวน 35 รอบ ตามด้วย Extention ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที วิเคราะห์ผลที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วยเคร่ือง Horizontal 
electrophoresis GNA 100 (Phamacia Biotech) โดยการท า gel electrophoresis บน 1.5% Agarose 
gel กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 50 นาที 
 
 3.2  ตรวจสอบการแสดงออกและระดับการแสดงออกของยีน NHX1 ในอ้อย  
 
 3.2.1  ตรวจสอบการแสดงออกของยีน NHX1 ในอ้อย 
 
                   ก.  ตัวอย่างอ้อยที่ใช้ในการศึกษา 

 
 อ้อยพันธุ์ K 84-200 ที่มีใบ 4 ใบ  (อายุ 4 สัปดาห์ ) น ามาทดสอบกับ

สารละลายเกลือ(โซเดียมคลอไรด์) โดยท าการแช่รากอ้อยที่ระดับความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 0, 
1.0 และ 2.0 % (w/v) ตามล าดับ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงเก็บตัวอย่างใบและรากอ้อย ส าหรับ
สกัด RNA เพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน NHX1 ในอ้อย 

 
 ข.  การเตรียมตัวอย่าง total RNA ด้วยวิธี PureLinkTM Plant RNA Reagent 
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 น าใบ และรากอ้อยพันธุ์ K 84-200 มาชั่งน้ าหนักตัวอย่างละ 0.15 g บดด้วย 
liquid nitrogen ในโกร่งให้เป็นผงละเอียดตักตัวอย่างใส่หลอดที่มี PureLinkTM Plant RNA Reagent 
0.5 ml บ่ม ณ อุณหภูมิห้อง 2 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง 20,000 x g (12,300 rpm) (Rotor F2402H, 
Beckman GS-15R) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม 5 M 
NaCl ปริมาตร 100 µl พลิกหลอดกลับไปมา เติม chloroform ปริมาตร 500 µl 10 นาที บ่ม ณ 
อุณหภูมิห้อง 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยง 20,000 x g (12,300 rpm) (Rotor F2402H, Beckman GS-15R) 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม isopropanol 500 µl บ่ม
อุณหภูมิห้อง 10 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 6,770 x g (8,700 rpm) (Rotor F2402H, Beckman GS-
15R) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และล้างตะกอนด้วย 70 % (v/v) ethanol 1 ml ปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็ว 6,770 x g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที แล้วเทส่วนใสออก ตาก
ตะกอนให้แห้ง ละลายด้วยน้ าที่ treated ด้วย DEPC ปริมาตร 50 µl ก าจัดดีเอ็นเอโดยเติม 0.5 U 
DNase (1 U/µl) บ่ม 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที เติม stop buffer 1 µl บ่ม 65 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที และเติม 5 U RNasin (40 U/µl) ตรวจสอบคุณภาพ และความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอด้วย
เคร่ือง spectrophotometer และวิเคราะห์ผลบน 1 % (w/v) agarose gel electrophoresis 

 
 ค.  ศึกษาการแสดงออกของยีน NHX1 ด้วยเทคนิค Reverse Transcription- 
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) (SuperScriptTM One-Step RT-PCR System with 
Platinum® Taq DNA Polymerase) 

 
 น าอาร์เอ็นเอที่สกัดได้จากข้อ 3.2.1ข มาท าปฏิกิริยา RT-PCR ด้วย ไพรเมอร์
ที่จ าเพาะต่อยีน NHX1 คือ ไพรเมอร์ NHXF1 และ NHXR1 โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยา RT-PCR 
ในปริมาตร 50 µl ซึ่งประกอบด้วย 2x Reaction Mix, primer forward  และ primer reverse อย่างละ 
(10 pmol) และ 4 U Platinum® Taq DNA Polymerase (2 U/µl) ใช้สารละลายอาร์เอ็นเอที่สกัดได้ 1 
µg เติมน้ าที่ treated ด้วย DEPC ให้ได้ปริมาตร 50 µl โดยใช้เคร่ือง DNA thermal cycler (Perkin 
Elmer GeneAmp PCR system 2400) ตั้งโปรแกรมให้ initial denature ที่ 60 องศาเซลเซียส 30 นาท ี
และ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ denature ที่ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที annealing ที่ 
56 องศาเซลเซียส 55 วินาที extension ที่ 68 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 40 รอบ แล้วตอ่ด้วย 
extension ที่ 68 องศาเซลเซียส 10 นาที จ านวน 1 รอบ วิเคราะห์ผลผลิตภัณฑ์ของ RT-PCR บน 
1.0 % (w/v) agarose gel 
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 ง.  การโคลนผลิตภัณฑ์ RT-PCR 
 
 ตัดชิ้นเจลของผลิตภัณฑ์ RT-PCR ของยีน NHX1 ที่ได้จากข้อ 3.2.1ค โดย

เลือกแถบที่มีขนาดตรงตามที่ออกแบบไว้ มาท า geneclean ด้วย PureLink® Quick Gel Extraction 
Kit (Invitrogen) วิเคราะห์ผลผลิตภัณฑ์RT-PCR ที่ท า Gene clean แล้ว บน 1.0 % (w/v) agarose gel 
จากนั้นการเชื่อมต่อชิ้นดีเอ็นเอกับพลาสมิด pGEM – T® Easy Vector (Promega) โดยน า ผลิตภัณฑ์ 
RT-PCR ปริมาตร 3 µl เติม 2X Rapid Ligation Buffer 5 µl, T4 DNA ligase 1 µl และ pGEM – T® 
Easy Vector 1 µl ผสมให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส ข้ามคืน หยุดปฏิกิริยาด้วย
การบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และ ใช้เทคนิค heat shock transformation 
(Sambrook et al., 1989) เพื่อส่งถ่าย recombinant plasmid เข้าสู่ competent cell ของ E. coli สาย
พันธุ์ JM 109 (Promega) โดยน าส่วนผสมพลาสมิด pGEM – T® Easy Vector (Promega) ปริมาตร 5 
µl บ่มรวมกับ competent cell ปริมาตร 50 µl ในหลอด centrifuge ขนาด 1.5 ml แช่ในอ่างน้ าแข็ง 
นาน 30 นาที น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที แล้วน าไปแช่ในอ่างน้ าแข็งทันที 
นาน 2 นาที ก่อนเติมอาหาร LB (10 g/L.58 Bactotryptone, 15 g/L. Yeast extract powder และ 15 
g/L. NaCl) 1 ml น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ือง Minitron Incubator Shaker 
(Infors, Switzerland) ที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที นาน 1 ชั่วโมง น าเชื้อไปเลี้ยงโดย spread 
plate บนอาหารแข็ง LA (10 g/L. Bactotryptone, 15 g/L. Yeast extract powder, 15 g/L. NaCl และ 
10 g/L. Bactoagar)  ที่เติมแอมพิซิลิน 100 µg/µl, 2% X-gal (v/v) (5 - bromo - 4 – chloro – 3 – 
indolyl – β– D – galactoside) ใน dimethylformamide 40 µl และ 100 mM IPTG (Isopropyl β –  
D – 1 - thiogalactopyranoside) 20 µl  น าไปบ่มใน Incubator (EHRET) ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมง   
 
 จ.  การคัดเลือกโคโลนีที่มีดีเอ็นเอเป้าหมาย 

 
 คัดเลือกโคโลนีที่มีดีเอ็นเอเป้าหมาย คือ โคโลนีสีขาวที่สามารถเจริญได้ใน
อาหารแข็ง LA ที่เติมแอมพิซิลิน น ามาเลี้ยงในอาหาร LB ที่มี 0.2 mg/ml. Amplicilin ท าการบ่มใน 
Minitron Incubator Shaker (Infors, switzerland) ที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 16 - 18 ชั่วโมง  
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 ฉ.  สกัด recombinant plasmid ให้บริสุทธิ์ 
 

  ดูดเซลล์ที่เลี้ยงในอาหาร LB จากข้อ 3.2.1จ จ านวน 1.5 ml มาปั่นเหวี่ยง 
3,000 rpm. (Rotor F2402H, Beckman GS-15R) 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง ละลายเซลล์ ด้วย lysozyme 
buffer; solution I [8 % (w/v) glucose, 100 mM.Tris, pH 8.0, 10 mM. EDTA และ 50 µg/ml. 
lysozyme] 100 µl จากนั้นละลายเซลล ์แล้วเติม solution II [0.1 % (w/v) SDS, 0.2 NaOH] 200 µl 
บ่ม 37 องศาเซลเซียส 10 นาที แล้วเติม solution III [3.75 M. Potassium acetate, 2 M. Potassium 
acetate] 200 µl กลับหลอดแช่น้ าแข็ง ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm. 4 องศาเซลเซียส 15 นาที ดูดส่วนใส
ใส่หลอดใหม่ เติม Isopropanol 800 µl ตั้งไว้อุณหภูมิห้อง 5 นาที ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm. 4 องศา
เซลเซียส 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนด้วย 70 % (v/v) Ethanol 1 ml. ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm. 4 
องศาเซลเซียส 10 นาที ตากตะกอนแล้วละลายด้วย TE buffer 50 µl จากนั้นก าจัดอาร์เอนเอโดยเติม 
1 mg/ml ของ Rnase A (Promega) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสย นาน 30 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ตรวจดูขนาดของพลาสมิดที่สกัดได้ โดยการวิเคราะห์บน 
gel electrophoresis และตรวจสอบว่า recombinant plasmid มีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอเป้าหมาย
สอดแทรกอยู่ โดยตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI (Bio Labs) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ตรวจดูขนาดของ 
พลาสมิดที่ตัดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี gel electrophoresis  
 
 ช.  การหาล าดับดีเอ็นเอ โดยวิธี automated sequencing 

 
 การหาล าดับเบสของ recombinant plasmid จากการโคลนผลิตภัณฑ์ RT-
PCR จากข้อ 3.2.1ฉ โดยส่งห้องปฏิบัติการ First Base Laboratories ประเทศมาเลเซีย ซึ่งการหา
ล าดับเบส ด้วยวิธี dye terminator ที่ติดฉลาก nucleotide แล้ว น ามาแยกขนาดโดย gel 
electrophoresis ใน 12 % (w/v) polyacrylamide gel ตรวจสอบโดยใช้ fluorescence detector อ่านผล 
gel น า sequence ที่ได้เปลี่ยนมาอยู่ในรูป Fasta file เพื่อน าล าดับเบสไปวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมูล
กับฐานขอ้มูล NCBI และเปรียบเทียบกับยีน NHX1 จากพืชอื่นที่ทราบล าดับเบสอยู่แล้ว เพื่อยืนยัน
ว่า ผลิตภัณฑ์ RT-PCR เป็นยีนเป้าหมายที่ต้องการ โดยการวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
BLASTN 2.2.25 และClustalW multiple sequence alignment version 2.1 เปรียบเทียบล าดับเบส
จากยีนที่โคลนได้ เพื่อหาความเชื่อมั่นว่า DNA fragment เหมือนกับล าดับเบสที่เคยรายงาน 
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 ซ.  ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อยีน NHX1 ในอ้อย 
  
 น าล าดับเบสของ ผลิตภัณฑ์ RT-PCR จากข้อ 3.2.1ช มาใช้ออกแบบไพร
เมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อยีน NHX1 ในอ้อย โดยใช้โปรแกรม Primer 3 version 0.4.0 คือ ไพร
เมอร์ SoNHXF1 และ SoNHXR1 
 
        3.2.2  ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน NHX1 ในอ้อยพันธุ์ต่างๆ ด้วยวิธี RT-PCR 
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 

 
 ก.  ตัวอย่างอ้อยที่ใช้ในการศึกษา 

 
 อ้อยพันธุ์ K 84-200 พันธุ์ KPS 94-13 พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 และ พันธุ์ LK 
92-11 เมื่ออ้อยมีใบ 4 ใบ  (อายุ 4 สัปดาห์ ) ท าการทดสอบอ้อยด้วยสภาวะที่มีสารละลายโซเดียม
คลอไรด์ความเข้มข้น 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0% (w/v) ตามล าดับ เป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ จากนั้นจึงท าการ
เก็บตัวอย่างใบอ้อย เพื่อสกัด RNA  ส าหรับศึกษาระดับการแสดงออกของยีน NHX1  

 
 ข.  การเตรียมตัวอย่าง total RNA ด้วยวิธี Aurum TM Total RNA Mini Kit 

 
 น าใบอ้อยข้อ 3.2.2ก ทั้ง 4 พันธุ์ มาชั่งน้ าหนักตัวอย่างละ 60 mg บดด้วย 
liquid nitrogen ในโกร่งให้เป็นผงละเอียดตักตัวอย่างใส่หลอด เติม Lysis solution 700 ml พลิกกลับ
หลอดไปมา 1 นาทีให้ส่วนผสมเข้ากัน ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 10 นาที ดูดส่วนใส
ใส่หลอดใหม่ แล้วเติม 70 % (v/v) Ethanol 700 µl พลิกกลับหลอดไปมา 1 นาทีให้ส่วนผสมเข้ากัน
ไม่แยกชั้น ดูดส่วนผสมใส่หลอด RNA binding column ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 1 
นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างด้วย low stringency 700 µl ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 1 นาที เท
ส่วนใสทิ้ง ก าจัดดีเอนเอโดยเติม DnaseI solution 80 µl บ่ม 25 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เติม 
high stringency 700 µl ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างด้วย low 
stringency 700 µl อีกครั้ง ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 1 นาที เทส่วนใสทิ้ง ปั่นเหวี่ยง 
12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 2 นาที เพื่อก าจัดของเหลวที่ตกค้าง ย้าย RNA binding column สู่
หลอดใหม่ ละลาย RNA โดยเติม elute solution 40 µl บนเมมเบรน ของ RNA binding column ทิ้ง
ไว้ 5 นาที ปั่นเหวี่ยง 12,000 rpm 4 องศาเซลเซียส 2 นาที และเติม 5 U RNasin (40 U/µl) ตรวจสอบ
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คุณภาพ และความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอด้วยเคร่ือง spectrophotometer และวิเคราะห์ผลบน 1 % 
(w/v) agarose gel electrophoresis 

 
 ค.  ศึกษาการแสดงออกของยีน NHX1 ด้วยเทคนิค RT-PCR (SuperScriptTM  
One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase 
  
 ท าตามวิธีที่อธิบายไว้ในข้อ 3.2.1ค  โดยใช้ ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน 
SoNHX1 ในอ้อย คือ SoNHXF1 และ SoNHXR1 จากนั้น วิเคราะห์ผลบน 1 % (w/v) agarose gel 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผลและวิจารณ์ 
 
1. การแสดงอาการของอ้อยเมื่ออยู่ในสภาวะความเค็มระดับต่างๆ 
 
 พบว่า อ้อยพันธุ์ K 84-200, พันธุ์ KPS 94-13 และ พันธุ์ สพุรรณบุรี 80 ที่ทดสอบด้วย
สารละลายเกลือ (โซเดียมคลอไรด์) เร่ิมแสดงอาการใบเหลืองเมื่อเวลาผ่านไป 1 สัปดาห์ ทั้งนี้อาการ
และความรุนแรงจะต่างกันบ้างในทั้ง 3 พันธุ์ เมื่อเวลาผ่านไปอาการใบเหลืองจะค่อยเพิ่มมากขึ้นจน
ครบสัปดาห์ที่ 2 จะพบอาการใบเหลืองชัดเจน และจะพบอาการใบไหม้อีกด้วย โดยอาการใบเหลือง
และใบไหม้จะสังเกตได้มากในตัวอย่างที่มีโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นสูงมากกว่าความเข้มข้นต่ า   
อาการของ ใบเหลืองจะเร่ิมเกิดจากปลายใบเข้าหาโคนใบ โดยในตัวอย่างที่ทดสอบด้วยสารละลาย
เกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 2.0 % (w/v) เมื่อครบ 2 สัปดาห์ อาการใบเหลืองกินจะพื้นที่เป็น
คร่ึงหนึ่งของใบ และมีอาการแห้งตายที่ปลายใบ หรือ อาจพบอาการใบเหลืองทั้งใบในบางใบได้ 
(ภาพที่ 5-7)  
 
 ส่วนในอ้อยพันธุ์ LK 92-11 ที่ทดสอบด้วยสารละลายเกลือ (โซเดียมคลอไรด์) จะเร่ิมแสดง
อาการใบเหลืองชัดเจนขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป เพียง 3 วัน และเมื่อเวลาผ่านไป 1 สัปดาห์ พบว่าในทุก
ใบมีอาการใบเหี่ยวแห้ง (ภาพที่ 8) โดยอาการใบเหลืองจะสังเกตได้ชัดเจนในตัวอย่างที่มีโซเดียม
คลอไรด์ความเข้มข้นสูงมากกว่าความเข้มข้นต่ า อาการของใบเหลืองจะเร่ิมจากปลายใบเข้าหาโคน 
ใบ โดยในตัวอย่างที่ความเข้มข้นของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2.0 % (w/v) แสดงอาการ
ใบเหลืองเป็นพื้นที่คร่ึงหนึ่งของใบ และมีอาการแห้งตายเมื่อครบ 1 สัปดาห์(ภาพที่ 8ค) เปรียบเทียบ
กับต้นก่อนทดสอบ (ภาพที่ 8ก) 
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ภาพท่ี 5  อาการใบเหลืองของอ้อยพันธุ์ K 84-200 ตามระยะเวลาในการทดสอบสารละลายโซเดียม 
 คลอไรด์ความเข้มข้น 2.0 % (w/v) ก่อนทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (ก)  หลัง 
 ทดสอบ 1 สัปดาห์ (ข) และหลังทดสอบ 2 สัปดาห์ (ค) 

 

 
 
ภาพท่ี 6  อาการใบเหลืองของอ้อยพันธุ์ KPS 94-13 ตามระยะเวลาในการทดสอบสารละลาย 
 โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 2.0 % (w/v) ก่อนทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
 (ก)  หลังทดสอบ 1 สัปดาห์ (ข)  และหลังทดสอบ 2 สัปดาห์ (ค) 

ก ข ค 

ก ข ค 



 

34 

 
 
ภาพท่ี 7  อาการใบเหลืองของอ้อยพันธุ์ สุพรรณบุรี 80 ตามระยะเวลาในการทดสอบสารละลาย 
 โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 2.0 % (w/v) ก่อนทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์  
 (ก)  หลังทดสอบ 1 สัปดาห์ (ข) และ หลังทดสอบ 2 สัปดาห์ (ค) 
 

 
 
ภาพท่ี 8  อาการใบเหลืองของอ้อยพันธุ์ LK 92-11 ตามระยะเวลาในการทดสอบสารละลาย 
 โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 2.0 % (w/v) ก่อนทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
 (ก)  หลังทดสอบ 3 วัน (ข)  และ หลังทดสอบ 1 สัปดาห์ (ค) 
 
 เมื่อทดสอบอ้อยทั้ง 4 สายพันธุ์ ในสภาวะความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ที่ระดับ
0(control), 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 % (w/v) ตามล าดับ พบว่า อ้อยมีการตอบสนองต่างกัน เมื่อระดับความ
เข้มข้นของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์สูงขึ้นอ้อยจะแสดงอาการใบเหลืองมากขึ้นตามล าดับ 

ก ข ค 

ก ข ค 
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และ พบอาการใบไหม้ที่ระดับความเข้มข้นของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1.5 และ 2.0 % 
(ภาพ 9งและ9จ) ขณะที่อ้อยที่ไม่ได้รับสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ไม่พบอาการใบเหลือง
เกิดขึน้ (ภาพที่ 9ก)  จากนั้นท าการให้คะแนนการตอบสนองของอ้อยต่อสภาวะความเข้มข้นเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ระดับต่างๆ ดังตารางที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 9  เปรียบเทียบอาการใบเหลืองของอ้อยพันธุ์ K 84-200, KPS 94-13, สุพรรณบุรี 80และ  
               LK 92-11 (1-4) ตามล าดับ หลังทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เป็นเวลา 2    
               สัปดาห์  ที่ความเข้มข้น 0(control), 0.5, 1.0, 1.5, 2.0% (w/v)  ตามล าดับ (ก-จ)  

 

ก ข ค ง จ 

ก ข ค ง จ 

1 

2 
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ภาพท่ี 9  (ต่อ)   
 
 
 
 

 
 

ก ข ค ง จ 

ก ข ค ง จ 
4 

3 
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ตารางท่ี 1  การให้คะแนนอาการของอ้อยในการทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่ 
                  ความเข้มข้นต่างๆ 
 

 

คะแนน 0  = ใบอ้อยทั้ง 4 ใบ มีสีเขียวปกติ 
คะแนน 1  = ใบอ้อยเร่ิมปรากฎสีเหลืองหรือแห้งที่ปลายใบเล็กน้อยในบางใบ 
คะแนน 2  = ใบอ้อยปรากฏสีเหลืองที่แผ่นใบในบางใบ 
คะแนน 3  = ใบอ้อยปรากฏสีเหลืองและเกิดการแห้งเหี่ยวที่ปลายใบและแผ่นใบในบางใบ 
คะแนน 4  = ใบอ้อยปรากฎสีเหลืองและเกิดการแห้งเหี่ยวที่ปลายใบและแผ่นใบในทุกใบ 

 
 จากการน าค่าคะแนนอาการของอ้อยที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์มาวิเคราะห์
ค่าทางสถิติ พบว่า สัปดาห์ที่ 1 อ้อยพันธุ์ K 84-200 ที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความ
เข้มข้น 0.5 กับ 1.0 % (w/v) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ขณะที่ตัวอย่างอื่นมีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ ส่วนอ้อยพันธุ์ KPS 94-13 ที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0 กับ 
0.5 % (w/v), 0.5 กับ 1.0 % (w/v) และ 1.5 กับ 2.0 % (w/v) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่
ตัวอย่าง 0 กับ 1.0 % (w/v) มีความแตกต่างกันทางสถิติ อ้อยพันธุ์ สุพรรณบุรี 80 ที่ทดสอบด้วย
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 กับ 1.0 % (w/v) และ 1.5 กับ 2.0 % (w/v) ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ ในอ้อยพันธุ์ LK 92-11 ที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
0.5 กับ 1.0 % (w/v) และ 1.5 กับ 2.0 % (w/v) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ดังตารางที่ 2 
 
 

 
 
 
พันธ์ุอ้อย 

ระยะเวลา 

สัปดาห์ 0 สัปดาห์ 1 สัปดาห์ 2 

ความเข้มข้นเกลือ(%w/v) ความเข้มข้นเกลือ(%w/v) ความเข้มข้นเกลือ(%w/v) 
0 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.5 1.0 1.5 2.0 0 0.5 1.0 1.5 2.0 

K 84-200 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 0 1 2 3 4 
KPS 94-13 0 0 0 0 0 0 1 1 2 2 0 2 2 3 3 

สุพรรณบุรี 80 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 0 1 2 2 4 
LK 92-11 0 0 0 0 0 0 2 3 4 4 - - - - - 
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ตารางท่ี 2  การให้คะแนนอาการของอ้อยที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 
     ต่างๆกันในระยะเวลา 1 สปัดาห์ 
 

 สายพันธุ์อ้อย 
ความเข้มข้นสารละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ (%w/v) 

K 84-200 KPS 94-13 สุพรรณบุรี 80 LK 92-11 

0 % 0.0d1/ 0.0c 0.0c 0.0c 
0.5 % 0.7c 0.7bc 1.0b 2.3b 
1.0 % 1.0c 1.3b 1.3b 2.7b 
1.5 % 2.0b 2.3a 2.3a 3.7a 
2.0 % 2.7a 2.3a 2.7a 4.0a 
F-test * * * * 

 
1/ =  ตัวเลขที่ตามด้วยอักษรที่ไม่เหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่ามีความแตกต่างกันทาง 
           สถิติ โดยเปรียบเทียบแบบ Duncan , s new multiple range test ในระดับความเชื่อมั่นที่ 95 % 
* = แตกต่างทางสถิติ อย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 
 ส่วนอาการในสัปดาห์ที่ 2 อ้อยพันธุ์ K 84-200 ที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์
ความเข้มข้น 0 กับ 0.5 % (w/v) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ขณะที่ตัวอย่างอื่นมีความแตกต่าง
กันทางสถิติ ส่วนอ้อยพันธุ์ KPS 94-13 ที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 
กับ 1.0 % (w/v) และ 1.5 กบั 2.0 % (w/v) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ อ้อยพันธุ์ สุพรรณบุรี 80 
ที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 กับ 1.0 % (w/v) และ 1.0 กับ 1.5 % 
(w/v) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่ตัวอย่าง 0.5 กับ 1.5 % (w/v) มีความแตกต่างกันทางสถิต ิ 
ดังตารางที่ 3 
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ตารางท่ี 3  การให้คะแนนอาการของอ้อยที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 
     ต่างๆกันในระยะเวลา 2 สปัดาห์ 
 
 สายพันธุ์อ้อย 
ความเข้มข้นสารละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ (%w/v) 

K 84-200 KPS 94-13 สุพรรณบุรี 80 LK 92-11 

0 % 0.0d1/ 0.0c 0.0d - 
0.5 % 0.7d 1.7b 1.3c - 
1.0 % 1.7c 2.0b 1.7bc - 
1.5 % 2.7b 3.0a 2.3b - 
2.0 % 3.7a 3.3a 3.7a - 
F-test * * * - 

 
1/ =  ตัวเลขที่ตามด้วยอักษรที่ไม่เหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันแสดงว่ามีความแตกต่างกันทาง 
           สถิติ โดยเปรียบเทียบแบบ Duncan , s new multiple range test ในระดับความเชื่อมั่นที่ 95 % 
* = แตกต่างทางสถิติ อย่างมีนัยส าคัญ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 
2.  การดูดซับปริมาณโซเดียมคลอไรด์ในเน้ือเยื่ออ้อยท่ีอยู่ในสภาวะทนเค็ม 

 
เมื่อทดสอบอ้อยพันธุ์ K 84-200 ที่สภาวะความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ระดับต่างๆ 

ดังนี้ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0% (w/v)  ตามล าดับ ระยะเวลา 2 สัปดาห์ พบปริมาณธาตุโซเดียมทั้งหมด
ในเน้ือเยื่อใบ และรากของอ้อยพันธุ์ K 84-200 ดังนี้ ปริมาณธาตุโซเดียมในใบเท่ากับ 69, 548,1221, 
1931, 1793 ppm  ตามล าดับ ปริมาณธาตุโซเดียมในรากเท่ากับ 1600, 3644, 5806, 5488, 8714 ppm  
ตามล าดับ ส่วนอ้อยพันธุ์ KPS 94-13 พบปริมาณธาตุโซเดียมในใบเท่ากับ 123, 691, 576, 1306, 
3935 ppm ตามล าดับ ปริมาณธาตุโซเดียมในรากเท่ากับ 1550, 5922, 6918, 9519, 12560 ppm ใน
พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 ให้ผลทดสอบดังนี้ ปริมาณธาตุโซเดียมในใบเท่ากับ 108, 1021, 3423, 5026, 
16390 ppm ตามล าดับ  และ ปริมาณธาตุโซเดียมในรากเท่ากับ 732, 5582, 6040, 7636, 12096 ppm 
ตามล าดับ  ในขณะที่พันธุ์ LK 92-11 ที่สภาวะความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ระดับต่างๆ ดังนี้ 0, 
0.5, 1.0, 1.5, 2.0 % (w/v)  ตามล าดับ ระยะเวลา 1 สัปดาห์ พบปริมาณธาตุโซเดียมทั้งหมดใน
เน้ือเยื่อใบ และรากของอ้อยพันธุ์ LK 92-11 ดังนี้ ปริมาณธาตุโซเดียมในใบเท่ากับ 871, 942, 4139, 
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8765, 13949 ppm ตามล าดับ ปริมาณธาตุโซเดียมในรากเท่ากับ 2826, 12437, 15569, 18488, 30970 
ppm ตามล าดับ (ตารางที่ 2 ,ภาพที่10) 
  
 จากการทดสอบ พบว่าปริมาณธาตุโซเดียมที่สะสมในเนื้อเยื่อใบ และราก มีความ
สอดคล้องกันกับความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่ใช้ทดสอบ โดยปริมาณการสะสม
โซเดียมในเนื้อเยื่อมีมากขึ้นเมื่อใช้สารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่ทดสอบมีความเข้มข้นสูงขึ้น 
ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ในรากจะมีการสะสมมากกว่าใบของทั้ง 2 พันธุ์ ยกเว้นที่ความเข้มข้นเกลือ 
2.0 % (w/v) พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 มีการสะสมในใบสูงกว่าราก  พบว่าในพันธุ์ สุพรรณบุรี 80 มีการ
สะสมโซเดียมในเน้ือเยื่อใบที่ความเข้มข้นเกลือ 2.0 % (w/v) มากกว่าพันธุ์อื่นๆ  

 
 ปริมาณการสะสมโซเดียมคลอไรด์ในรากจะมีการสะสมมากกว่าใบ ในทั้ง 4 พันธุ์ แต่ใน
พันธุ์ LK 92-11 มีการสะสมโซเดียมคลอไรด์ในราก และใบในปริมาณที่สูงกว่าพันธุ์อ่ืนอยู่มาก และ
มีอาการตอบสนองต่อเกลือมีมากกว่าพันธุ์อื่นๆ จากการให้คะแนน โดยมีการเปลี่ยนแปลงอย่าง
รุนแรงหลังจากการทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ที่ความเข้มข้นเกลือที่ 1.5 และ 2.0  % 
(w/v) ใบอ้อยมีอาการใบเหลืองอย่างชัดเจน ความเข้มข้นของโซเดียมที่สูงขึ้นจะเป็นอันตรายต่อ
เน้ือเยื่อใบและส่วนต่างๆ ภายใน 1 สัปดาห์ แตกต่างจากในพันธุ์ K 84-200, KPS 94-13 และ 
สุพรรณบุรี 80 ซึ่งมีการสะสมโซเดียมคลอไรด์ในปริมาณที่ต่ ากว่าพันธุ์ LK 92-11 อย่างชัดเจนทั้ง
ในใบและราก และมีการตอบสนองต่อโซเดียมคลอไรด์น้อยกว่าพันธุ์ LK 92-11 โดยแสดงอาการ
อย่างรุนแรงเมื่อเข้าสู่สัปดาห์ที่ 2  ในความเข้มข้นเกลือที่ 2.0 % (w/v) ใบอ้อยมีอาการใบเหลืองอย่าง
ชัดเจนทุกต้นทดสอบ และทุกพันธุ์  

 
 ซึ่งความเข้มข้นของโซเดียมที่สูงขึ้นจะเป็นอันตรายต่อเน้ือเยื่อใบและส่วนต่างๆ ของพืชดัง
จะเห็นได้จากการที่พืชเกิดอาการใบเหลือง และแห้งตายในที่สุด (Frederick et al., 2000)  เน่ืองจาก 
Na+ มีความเป็นพิษมากกว่าไอออนอ่ืน โดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการสร้างคลอโรฟิลล์
ของอ้อยได้ (Joshi and Naik, 1980)   

 
 กลไกที่พืชป้องกันตัวจากความเค็มนั้นซับซ้อน แต่มีกลไกหนึ่ง คือ Na+/H+ exchanger ที่อยู่
บริเวณ vacuolar membrane โดยจะท าหน้าที่ปั๊มไอออน Na+ เข้ามาเก็บใน vacuole ซึ่งการท างานจะ
เกี่ยวข้องกับการแลกเปลี่ยนปริมาณ proton  ท าให้  antiporter  ตัวนี้มีประสิทธิภาพในการลดความ
เป็นพิษจากเกลือใน cytoplasm ได้  โดยเมื่อท าการ Overexperss ยีน NHX1 พบว่าจะท าให้เกิดการ
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เก็บ Na+ เข้าไปใน vacuole ของเซลล์รากมากขึ้น ซึ่งเป็นการเพิ่มความทนเค็ม ในขณะที่ในเซลล์
ของใบจะมีการสะสม Na+ น้อยลงเมื่อเทียบกับ wild type ปริมาณ Na+ ที่เก็บใน vacuoleในราก 
จ านวนมากนี้จะส่งผลท าให้การขนส่ง Na+ไปที่ใบของพืช transgenic มีน้อยลงจึงลดการเป็นพิษต่อ
พืชและท าให้พืชอยู่รอดไดก้ารสะสมโซเดียมใน vacuoles ของเซลล์ราก โดย Na+/H+ antiporter จะ
เป็นการลดความเป็นพิษจากเกลือซึ่งส่งผลให้พืชมีความทนเค็ม (Xia et al., 2007) 
 

 
 
 
 



ตารางท่ี  4 ปริมาณธาตุโซเดียมในเน้ือเยื่อใบและรากของอ้อยพันธุ์ K 84-200  KPS 94-13  สุพรรณบุรี 80 และ LK 92-11 ที่ทดสอบในสภาวะความเข้มข้นของ
    โซเดียมคลอไรด์ระดับต่างๆ ระยะเวลา 1 - 2 สัปดาห์ 

 

ปริมาณธาตุ Na ทั้งหมดในเนื้อเยื่อ (ppm) 

พันธุ์อ้อย K 84-200 KPS 94-13 สุพรรณบุรี 80 LK 92-111/ 

ความเข้มข้นของโซเดียมคลอ
ไรด์ที่ใช้ทดสอบ(%w/v) 

ใบ ราก ใบ ราก ใบ ราก ใบ ราก 

0% 69 1600 123 1550 108 732 871 2826 

0.5% 548 3644 691 5922 1021 5582 942 12437 

1.0% 1221 5806 576 6918 3423 6040 4139 15569 

1.5% 1931 5488 1306 9519 5026 7636 8765 18488 

2.0% 1793 8714 3935 12560 16390 12096 13949 30970 

 
1/ =  ตัวอย่างอ้อยพันธุ์ LK 92-11 ท าการทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ 42 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10  แสดงปริมาณธาตุโซเดียมในเนื้อเยื่อใบและรากของอ้อย พันธุ์ K84-200, KPS94-13, สุพรรณบุรี 80 และ LK 92-11 
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 จากการทดลองท าให้สามารถตรวจสอบอ้อยพันธุ์ทนเค็มอย่างง่าย ได้ด้วยวิธีการวัดการดูด
ซึมโซเดียมคลอไรด์ โดยพบว่า อ้อยพันธุ์ K 84-200 มีการดูดซึมเกลือ (ปริมาณโซเดียมคลอไรด์)ไว้
ในเน้ือเยื่อ ใบและรากน้อยกว่าอ้อยพันธุ์ LK 92-11 ที่มีการดูดซึมเกลือมาก และเมื่อเปรียบเทียบกับ
อาการของพืชที่ปลูกในระดับความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ระดับต่างๆ พบว่า พันธุ์ LK 92-11 ซึ่งมี
การดูดซึมเกลือมากกว่าอ้อยพันธุ์ K 84-200, KPS 94-13 และ สุพรรณบุรี 80 ไม่สามารถเจริญและมี
ชิวิตรอดได้ในระดับความเค็มที่สูงขึ้น แสดงให้เห็นว่า พันธุ์ LK 92-11 มีความทนเค็มน้อยกว่า พันธุ์ 
K 84-200, KPS 94-13 และ สุพรรณบุรี 80 ซึ่งลักษณะอาการที่อ้อยแสดงออกสอดคล้องกับปริมาณ
เกลือที่ดูดซับไว้ จากการศึกษานี้ท าให้สามารถน าไปใช้เพื่อเป็นวิธีการตรวจสอบความทนเค็มของ
อ้อยพันธุ์ต่างๆได้ 
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3.  การแสดงออกของยีนทนเค็ม 
 
 3.1  ยีน NHX1 ใน Genomic DNA ของอ้อย 
 
 3.1.1 การสกัดดีเอ็นเอ   
 
 สกัดดีเอ็นเอของอ้อยพันธุ์ K 84-200 ด้วยวิธีการของ Dellaporta et al. (1983) ดัง
อธิบายวิธีการในการทดลองข้อ 3.1.1 สามารถสกัดดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้นและมีคุณภาพในระดับที่
ดี โดยการวิเคราะห์ผลด้วยวิธี gel electrophoresis (ภาพที่ 11) 
 
  พบว่าดีเอ็นเอจากตัวอย่างอ้อย มีคุณภาพดีมีความบริสุทธิ์ และไม่เกิดการ
แตกหักของดีเอ็นเอมาก ซึ่งเป็นดีเอ็นเอที่สามารถน าไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป ได้แก่การเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยปฏิกิริยา PCR ได้เป็นอย่างดี ดังแสดงในภาพที่ 12  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  11   วิเคราะห์ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอย่างอ้อยพันธุ์ K 84-200 บน 1% (w/v) Agarose gel  
                   Lambda DNA – HindIII digest Marker (M) , ดีเอ็นเออ้อยพันธุ์ K 84-200 (1) 
                   ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 30 นาที ด้วยเคร่ือง Electrophoresis  
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 3.1.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction  
                              (PCR) 

 
 การท าปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย (ตามวิธีการทดลองข้อ 
3.1.3) โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน NHX1 ได้แก่ ไพรเมอร์ NHXF1 และ NHXR1 ด้วยชุด 
DreamTaqTM DNA Polymerase (Fermentus) 
  
 จากการท าปฏิกิริยา PCR ด้วยอุณหภูมิ Annealing ต่างกันคือ 50,52,54,56,58 
และ 60 องศาเซลเซียส ท าให้สามารถทราบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ คือ 56 
องศาเซลเซียส ดังภาพที่ 12 โดยขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการมีขนาดประมาณ 590 เบส 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  12  วิเคราะห์ PCR product จากดีเอ็นเออ้อยพันธุ์ K 84-200 บน  

     1.5% (w/v) Agarose gel   
                   Lambda DNA – HindIII digest Marker (M1),  100 bp. DNA Ladder Marker (M2) 
                   PCR product ที่เกิดจากไพรเมอร์ NHXF1/NHXR1 ซึ่งใช้อุณหภูมิ Annealing เท่ากับ  
                   50, 52, 54, 56, 58 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ (1-6) 
                   ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 50 นาที ด้วยเคร่ือง Electrophoresis  
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 3.2  การแสดงออกและระดับการแสดงออกของยีน NHX1 ในอ้อย 
 3.2.1 การแสดงออกของยีน NHX1 ในอ้อย 
 
 ก.  การสกัด total RNA  
 
 สกัด total RNA จากราก และใบของอ้อยพันธุ์ K 84-200 ที่ได้ทดสอบแช่ใน
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0, 1.0 และ 2.0 % (w/v) ตามล าดับ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ด้วย PureLinkTM Plant RNA Reagent (ตามวิธีการทดลองข้อ 3.2.1.2) จากนั้นท าการ
วิเคราะห์ผลบน 1 % (w/v) agarose gel ด้วยวิธี gel electrophoresis (ภาพที่ 13) และวัดค่า
Absorbance ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Spectrophotometer ให้ค่า
อัตราส่วนระหว่างค่า A260 และ A280 ของรากอ้อยที่ทดสอบในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์
ความเข้มข้น 0, 1.0 และ 2.0 % (w/v) เท่ากับ 1.925, 1.935 และ 1.812 ตามล าดับ ใบอ้อยที่ทดสอบ
ในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0, 1.0 และ 2.0 % (w/v) เท่ากับ 1.972, 2.040 และ 
2.062 ตามล าดับ 
 
 ข.  ศึกษาการแสดงออกของยีน NHX1 จากใบและรากของอ้อย  
      พันธุ์ K 84-200  

  
 น า total RNA ที่สกัดได้จาการทดลองข้อ 3.2.1.1 มาท า RT-PCR ด้วย 
SuperScriptTM One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase (invitrogen) โดย
ใช้คู่ไพรเมอร์ NHXF1 และ NHXR1 และ ใช้ total RNA ความเข้มข้น 400 ng เท่ากันทุกตัวอย่างใน
การท าปฏิกิริยา ได้ RT-PCR Product ขนาดประมาณ 590 เบส ดังผลจาก ภาพที่ 14 โดยพบว่า ยีน 
NHX1 จากอ้อย มีการแสดงออกในเนื้อเยื่อของใบอ้อยแต่ไม่พบในราก สอดคล้องกับการทดลอง
ของ Bao-Yan et al., (2008) ที่พบว่าการแสดงออกของยีน MsMHX1 ในต้น Alfalfa มีการ
แสดงออกในใบเพิ่มขึ้นมากกว่าการแสดงออกในรากอย่างมีนัยส าคัญซึ่งแสดงให้เห็นว่ายีน 
MsNHX1 มีบทบาทส าคัญในใบมากกว่ารากเมื่ออยู่ในสภาวะทนเค็ม นอกจากนี้ในการทดลองของ 
Fukuda et al., (1999) พบว่า การแสดงออกของยีน OsNHX1ในข้าวเพิ่มขึ้นเมื่ออยู่ภายใต้
ความเครียดจากสภาวะทนเค็ม โดยระดับการแสดงออกของยีนจะเพิ่มสูงขึ้นอย่างมากในยอด
มากกว่าในราก จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า ต าแหน่งการแสดงออกของยีน NHX1 ใน
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เน้ือเยื่ออ้อยมีความสอดคล้องกับการแสดงออกในในข้าว และAlfalfa คือมีการแสดงออกในส่วน
ของเนื้อเยื่อใบ 
 ค.  การโคลนดีเอ็นเอจาก RT-PCR product ของยีน NHX1 และการคัดเลือก  
       positive clone ที่มี RT-PCR product โดยการตัดด้วย restriction enzyme  
 
 น า RT-PCR Product ขนาดประมาณ 590 bp ที่ได้จากตัวอย่างใบอ้อยที่
ความเข้มข้นสารละลายเกลือ 1.0% (w/v) (ภาพที่14) มาแยกออกจากเจลให้บริสุทธิ์ด้วยชุดด้วย 
PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen) และท าการวิเคราะห์ผล RT-PCR Product ที่ท า 
Gene clean แล้ว บน 1.0 % (w/v) agarose gel (ภาพที่ 15) 
 
 น าชิ้น DNA ที่ผ่านการท า Gene clean มาเชื่อมตอ่กับ pGEM-Teasy Easy 
vector (Promega) แล้วน าไปฝากถ่ายยีนเข้าสู่ competent cell E. coli JM109 (Promega) โดยใช้
เทคนิค heat shock transformation (Sambrook et al., 1989) เปน็เวลา 90 วินาที จากนั้นน ามา spread 
plate ที่มี X-GAL, IPTG และ Amplicilin บ่ม plate ที่ 37 องศาเซลเซียส 16 ชั่วโมง ท าการเลือก
โคโลนีสีขาว และน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (LB) ที่มี amplicilin 0.2 mg./ml. แล้วเขย่าดว้ย 
incubator shaker ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง เก็บเซลล์ที่เลี้ยงได้ มาแยก 
recombinant plasmid ด้วยวิธี minipreparation (Alkaline lysis) โดยใช้ lysozyme solution วิเคราะห์
ผลบน 1 % (w/v) agarose gel 
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ภาพท่ี 13   วิเคราะห์ผลการสกัด total RNA จากอ้อยพันธุ์ K 84-200 ที่ทดสอบด้วยระดับความ 
                   เข้มข้นของเกลือต่างๆ บน 1% (w/v) Agarose gel 
                   Lambda DNA – HindIII digest Marker (M) 

     total RNA ที่สกัดจากรากอ้อย ที่ความเข้มข้นของสารละลายเกลือ  0, 1.0, 2.0 % 
     (w/v) (1-3) 
     total RNA ที่สกัดจากใบอ้อย ที่ความเข้มข้นของสารละลายเกลือ  0, 1.0, 2.0 %  

                   (w/v) (4-6) 
                  ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 30 นาที ด้วยเครื่อง Electrophoresis  
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ภาพท่ี 14  วิเคราะห์ผล RT-PCR Product ที่ระดับความเข้มข้นของเกลือต่างๆบน 1.5% (w/v)  
                 Agarose gel   
                  100 bp DNA Ladder Marker (M)  

    RT-PCR Product จากตัวอย่าง total RNA รากอ้อย ที่ความเข้มข้นของสารละลายเกลอื 
    0, 1.0, 2.0 % (w/v) (1-3) 
    RT-PCR Product จากตัวอย่าง total RNA ใบอ้อย ที่ความเข้มข้นของสารละลายเกลือ   

                  0, 1.0, 2.0 % (w/v) (4-6) 
                 ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 50 นาที ด้วยเครื่อง Electrophoresis  
  
 
 
 
 
 

100 
200 

400 
300 

600 
500/517 

1000 

700 800 900 
1200 
1517
00 

 

  M      1       2        3       4       5        6 

 590 bp 



 

51 

MW 
bp 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 15   RT-PCR Product ที่ท า Gene Clean บน 1% (w/v) Agarose gel 
     100 bp DNA Ladder Marker (M) 
     RT-PCR Product ขนาดประมาณ 590 bp จากตัวอย่างใบอ้อยที่ความเข้มข้น 

                   สารละลายเกลือ 1.0% (w/v) (1) 
                   ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 50 นาที ด้วยเคร่ือง Electrophoresis  

 
พลาสมิดที่สกัดได้จะต้องน ามาก าจัด RNA ออกก่อนด้วยเอนไซม์ RNaseA จากนั้นท าการ

เลือกมาบางตัวอย่างมาตัดด้วยเอนไซม์ EcoRI เพื่อวิเคราะห์ชิ้น DNA insert โดยวิเคราะห์ผลบน 
1 % (w/v) agarose gel (ภาพที่ 18) การตัดพลาสมิดเพื่อวิเคราะห์ชิ้น DNA insert ด้วยเอนไซม์ 
EcoRI เพื่อเลือก clone ที่มี insert ขนาดที่ถูกต้องคือ ประมาณ 590 เบส ก่อนจะน า clone ที่เลือกไป
ท าการหาล าดับเบส DNA ต่อไป 

 
 
 
 
 

590 bp 

M          1 

100 

500/517 
1000 1200 
1517
00 

 



 

52 

MW 
bp 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 16   วิเคราะห์ชิ้น DNA จาก recombinant plasmid ที่ตัดด้วยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI  
                   Lambda DNA HindIII digest Marker (M1), 100 bp DNA Ladder Marker (M2)  

     clone 4  ได้ชิ้น DNA ขนาด 350 bp (1) 
                   clone 5  ได้ชิ้น DNA ขนาด 590 bp (2)  
                   clone 8  ได้ชิ้น DNA ขนาด 590 bp (3) 
                   clone 10 ได้ชิ้น DNA ขนาด 590 bp (4) 
                    ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 50 นาที ด้วยเคร่ือง Electrophoresis  
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 ง.  การหาล าดับเบสของ insert DNA ที่โคลนดว้ย pGEM-Teasy vector ของ 
      ผลิตภัณฑ์ RT-PCR ที่จ าเพาะต่อยีน NHX1 ในอ้อย 
 
 น า plasmid ที่สกัดได้จาก clone 10 ส่งไปหาล าดับเบสที่ห้องปฏิบัติการ First 
Base Laboratories ประเทศมาเลเซีย ซึ่งท าการหาล าดับเบส ด้วยวิธีdye terminator ที่ติดฉลาก 
nucleotide โดยล าดับเบสของ insert DNA ที่ได้จากการโคลน RT-PCR Product ที่จ าเพาะต่อยีน 
NHX1 จากตัวอย่าง clone 10 มีความยาว 591 เบส ดังภาพที่ 19 
 
Locus  591 bp. DNA 
A   131 bp. C   132 bp. G   127 bp. T   201 bp. 
Base count 
 

 
ภาพท่ี 17  ล าดับเบสของ Sacharum officinarum NHX1 (SoNHX1) ที่ได้จากการโคลน และ 
                 จัดเรียงล าดับเบสดีเอ็นเอ ด้วยโปรแกรม DNAsis version 2.1 ที่มีขนาดความยาว 591bp 
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 จ.  การวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับเบสกับฐานข้อมูล GenBank 
 
 วิเคราะหล์ าดับเบสของ clone 10 ด้วยโปรแกรม BLASTN version 2.2.25 
ผ่านระบบเครือข่ายอินเทอร์เน็ต โดยเลือกค้นหาความเหมือนกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ non-redundant 
ซึ่งผลวิเคราะห์ความเหมือน (Identity) จากล าดับเบสของ clone 10 ที่มีขนาด 591 เบส กับฐานข้อมูล 
GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTN version 2.2.25 พบว่าบางส่วนของ clone มีล าดับเบสเหมือน 
accession number ใน GenBank จากทั้งสองทิศทางทั้งหมด 20 หมายเลข ได้แก่ XM002451153.1, 
AY109416.1, BT084759.1, EU971537.1, NM001148643.1, NM001111751.1, DQ367852.1, 
AY184476.1, AY461512.1, DQ285410.1, AK359097.1, AY945806.1, DQ372061.1, 
AB531436.1, AK371136.1, AB089197.1, AY461511.1, AB033989.1, AB292774.1 และ 
AB054979.1 ตามล าดับ โดยจะแสดง alignment score เป็นจ านวนคะแนนสีต่างๆ (ภาพที่ 20) และ 
แสดงรายละเอียดของ accession number ชื่อของสิ่งมีชีวิต จ านวนเบสทั้งหมด ทิศทางการ
เปรียบเทียบ เปอร์เซ็นต์ความเหมือน score bit และ E value (ตารางที่ 3) โดยจากข้อมูลในตารางที่ 3 
พบว่า มีล าดับเบสดีเอ็นเอ 6 ตัวที่เป็นยีน NHX1 ได้แก่ NM001111751.1(AY270036.1), 
AY184476.1, AY945806.1, AB531436.1, AB089197.1 และ AB292774.1 มีเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือน (Identity) เท่ากับ 93, 87, 85, 75, 73 และ 72 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยล าดับเบสของยีน 
NHX1 ที่มีความเหมือนกับล าดับเบสของ clone 10 มากที่สุดคือ ยีน Zea mays Na+/H+ antiporter 
NHX1 (AY270036.1) มีผลคะแนนสีแดงและมีความเหมือน 93 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

55 

 
 

 
 
ภาพท่ี 18  การวิเคราะห์ความเหมือนโดยเปรียบเทียบล าดับเบสของ clone 10 กับ ฐานข้อมูล  
                 GenBank โดยโปรแกรม BLASTN 2.2.25 



ตารางท่ี 5  รายละเอียดฐานข้อมูล GeneBank ที่เหมือนกับล าดับเบสของ clone 10 จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTN version 2.2.25 
 
Accession Number Description Lenth Strand Identity Score (bits) E value 
XM002451153.1 Sorghum bicolor hypothetical protein, mRNA 2405 Plus / Plus 566/585 (97%) 976(528) 0.0 

AY109416.1 Zea mays CL694_1 mRNA sequence 3272 Plus / Plus 548/576 (95%) 909(492) 0.0 
BT084759.1 Zea mays full-length cDNA clone ZM_BFb0175J21 mRNA, 

complete cds 
2667 Plus / Plus 556/585 (95%) 920(498) 0.0 

EU971537.1 Zea mays clone 366774 sodium/hydrogen exchanger 2 mRNA, 
complete cds 

1809 Plus / Plus 556/585 (95%) 920(498) 0.0 

NM001148643.1 Zea mays hypothetical protein LOC100274279 (LOC100274279), 
mRNA >gb|BT042669.1| Zea mays full-length cDNA clone 
ZM_BFc0006A02 mRNA, complete cds 

1858 Plus / Plus 555/585 (95%) 915(495) 0.0 

NM001111751.1 Zea mays Na+/H+ antiporter NHX1 (NHX1), mRNA 
>gb|AY270036.1| Zea mays Na+/H+ antiporter NHX1 mRNA, 
complete cds 

1623 Plus / Plus 313/337 (93%) 488(264) 2e-134 

DQ367852.1 Pennisetum glaucum Na+/H+ antiporter-like mRNA, complete 
sequence 

1664 Plus / Plus 533/594 (90%) 754(408) 0.0 

AY184476.1 Hordeum brevisubulatum Na+/H+ antiporter (NHX1) mRNA, 
complete cds 

1916 Plus / Plus 516/594 (87%) 658(356) 0.0 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162462260?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=Y6JVJM9N01S
file:///G:/Thesis%20Pawin/Documents%20and%20Settings/Administrator/Sequence%20591%20bp%20win/BlastV2.2.25/Blastn/Blast.cgi.htm%23162462260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/86757498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=Y6JVJM9N01S
file:///G:/Thesis%20Pawin/Documents%20and%20Settings/Administrator/Sequence%20591%20bp%20win/BlastV2.2.25/Blastn/Blast.cgi.htm%2386757498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/27948862?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=Y6JVJM9N01S
file:///G:/Thesis%20Pawin/Documents%20and%20Settings/Administrator/Sequence%20591%20bp%20win/BlastV2.2.25/Blastn/Blast.cgi.htm%2327948862


ตารางท่ี  5 (ต่อ)   
 
Accession Number Description Lenth Strand Identity Score (bits) E value 

AY461512.1 Triticum aestivum Na+/H+ antiporter precursor mRNA, complete 
cds 

1966 Plus / Plus 516/595 (87%) 652(353) 0.0 

DQ285410.1 Hordeum brevisubulatum vacuolar Na+/H+ antiporter mRNA, 
complete cds 

1632 Plus / Plus 514/594 (86%) 647(350) 0.0 

AK359097.1 Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, 
complete cds, clone: NIASHv1089F23 

2206 Plus / Plus 510/592 (86%) 630(341) 3e-177 

AY945806.1 Schedonorus arundinaceus Na+/H+ antiporter (NHX1) mRNA, 
complete cds 

1623 Plus / Plus 511/596 (85%) 619(335) 5e-174 

DQ372061.1 Hordeum vulgare Na+/H+ antiporter (NHX3) mRNA, complete 
cds 

1794 Plus / Plus 507/598 (84%) 582(315) 7e-163 

AB531436.1 Salsola komarovii SkNHX1 mRNA for sodium/proton antiporter, 
complete cds 

2535 Plus / Plus 462/612 (75%) 261(141) 4e-66 

AK371136.1 Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicted protein, 
complete cds, clone: NIASHv2126B22 

2565 Plus / Plus 450/616 (73%) 171(92) 7e-39 

AB089197.1 Hordeum vulgare HvNHX1 mRNA for sodium/proton antiporter, 
complete cds 

2564 Plus / Plus 450/616 (73%) 171(92) 7e-39 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/326498696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=Y6JVJM9N01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/28201130?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=Y6JVJM9N01S


ตารางท่ี  5 (ต่อ)   
 

Accession Number Description Lenth Strand Identity Score (bits) E value 
AY461511.1 Hordeum vulgare Na+/H+ antiporter precursor mRNA, complete 

cds 
2559 Plus / Plus 450/617(72%) 165(89) 3e-37 

AB033989.1 Ipomoea nil Purple mRNA for Na+/H+ exchanger, complete cds 2218 Plus / Plus 431/591 (72%) 159(86) 1e-35 
AB292774.1 Ipomoea tricolor nhx1 mRNA for Na+/H+ antioprter, complete 

cds 
1674 Plus / Plus 392/538 (72%) 143(77) 1e-30 

AB054979.1 Ipomoea tricolor ItNHX1 mRNA for Na+/H+ exchanger, complete 
cds 

2173 Plus / Plus 427/590 (72%) 143(77) 1e-30 
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 เปรียบเทียบความเหมือนล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 กับล าดับเบสดีเอ็น
เอของยีน NHX1 ในพืชชนิดอ่ืนจากฐานข้อมูลพันธุกรรมใน GenBank ได้แก่ Arabidopsis thaliana 
(AtNHX1, AF106324), Zea mays (ZmNHX1 AY270036.1), Triticum aestivum  
(TaNHX1,AY040246), Oryza sativa (OsNHX1, AB021878.1), Hordeum vulgare 
(HvNHX1,AB089197.1) และ Atriplex gmelini (AgNHX1, AB039492.1) วิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม DNASIS version 2.1 (ภาพที่ 21)และท าการสร้างแผนภาพ Phylogenetic tree ด้วย
โปรแกรม ClustalW multiple sequence alignment version 2.1  (ภาพที่ 22) ซึ่งจากผลการ
เปรียบเทียบ พบว่า ล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 กับล าดับเบสดีเอ็นเอของยีน NHX1 ที่พบในพืช
อ่ืนมีล าดับเบสที่ค่อนข้างเหมือนกัน ท าให้ทราบว่า RT-PCR Product จากอ้อยที่น าเอามาโคลนนั้นมี
ความจ าเพาะต่อยีน NHX1  
 

 จากการวิเคราะห์ล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 ด้วยโปรแกรม BLASTN 
version 2.2.25 ผ่านระบบเครือข่ายอินเทอร์เน็ต พบว่า ยีน Zea mays Na+/H+ antiporter NHX1 
(AY270036.1) มีความเหมือนกับล าดับเบสของ clone 10 มากที่สุด 93 เปอร์เซ็นต์ จึงน ามาท าการ
เปรียบเทียบล าดับเบสดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม DNASIS version 2.1 (ภาพที่ 23) 
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ภาพท่ี 19  เปรียบเทียบล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 กับ ยีนNHX1 ใน Arabidopsis thaliana  

    (AtNHX1, AF106324), Zea mays (ZmNHX1 AY270036.1), Triticum aestivum   
    (TaNHX1,AY040246), Oryza sativa (OsNHX1, AB021878.1), Hordeum vulgare  
    (HvNHX1,AB089197.1) และ Atriplex gmelini (AgNHX1, AB039492.1) 
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ภาพท่ี  19  (ต่อ) 
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 A thaliana
 Atriplex
 T aestivum

 O sativa
 H vulgare

 Z mays
 Clone10 SoNHX1 591 bp

0.1543

0.1465

0.1318

0.1031

0.1179

0.1069

0.0691

0.0195

0.0428

0.0328

0.0176

0.05  
 
ภาพท่ี 20  การวิเคราะห์ Phylogenetic tree ของ clone 10 (SoNHX1) กับ ยีนNHX1 ใน Arabidopsis 

    thaliana (AtNHX1, AF106324), Zea mays (ZmNHX1 AY270036.1), Triticum   
    aestivum (TaNHX1,AY040246), Oryza sativa (OsNHX1, AB021878.1), Hordeum 
    vulgare (HvNHX1,AB089197.1) และ Atriplex gmelini (AgNHX1, AB039492.1) 
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ภาพท่ี 21  เปรียบเทียบล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 กับ ยีนNHX1 ใน Zea mays  
                (ZmNHX1 AY270036.1), 
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 ฉ.  การวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับกรดอะมิโนกับฐานข้อมูล GenBank 
 
 น าล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 มาวิเคราะห์ ด้วยโปรแกรม BLASTX 
version 2.2.25 ผ่านระบบเครือข่ายอินเทอร์เน็ต โดยโปรแกรมท าการแปรรหัสล าดับเบสดีเอ็นเอ
ของ clone 10 ให้เป็นล าดับกรดอะมิโน และวิเคราะห์ล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 โดยเลือก
ค้นหาความเหมือนกับฐานข้อมูลโปรตีน non-redundant ซึ่งผลวิเคราะห์ความเหมือน (Identity) จาก
ล าดับเบสของ clone 10 ที่มีขนาด 591 เบส กับฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTX 
version 2.2.25 พบว่าบางส่วนของ clone มีล าดับเบสเหมือน accession number ใน GenBank 
ทั้งหมด 100 หมายเลข ได้แก่ XP_002451198.1, ACR35112.1, ACG43655.1, NP_001142115.1, 
AAO25547.1, BAJ90308.1, AAS17949.1, AAX45242.1, EEC83172.1, NP_001068371.1, 
ABB86294.1, NP_001105221.1, NP_001169551.1, EEE69477.1, ABY19311.2, ACZ97405.1, 
NP_001105224.1, NP_001060571.2, ABD62853.1, BAA83337.1, BAK23261.1, 
XP_002461168.1, AAU81619.1, AAV80466.1, ADB54780.1, BAB56106.1, AAQ08988.1, 
BAC56698.1, AAW31851.1, ABN54446.1, AAQ74383.1, BAB56105.1, AAP55209.1, 
AAK76737.1, XP_002277061.1, AAR17789.2, AAO91943.2, AAK76738.2, BAB11940.1, 
CAN99589.1, ABM17091.1, AAN08157.1, BAD91200.1, ABN71591.2, BAJ06110.1, 
AAV73803.1, CAK12754.1, NP_001054650.1, ADK62565.1, BAD95562.1, AAQ07963.1, 
AAT36679.1, AAK27314.2, NP_001105531.1, AAZ82019.1, ACG58413.1, ACA33931.1, 
AAS17948.1, AAO48271.1, ACO90356.1, ABU49649.1, AAQ72785.1, NP_001105222.1, 
ACY03397.1, XP_002269477.1, ACT53748.1, BAJ34595.1, BAE95195.1, ABF68604.1, 
AAR19752.1, AAK53432.1, AAM54141.2, ACN40903.1, ABU92562.1, ABC18331.1, 
ADL28385.1, AAT36678.1, AEA07714.1, BAB56107.1, ADK74832.1, ACU01852.1, 
XP_002874403.1, ACF05807.1, ABJ97691.1, ABF48496.1, AAT95387.1, NP_198067.1, 
AAM34759.1, XP_002516862.1, ABW93557.1, ACU01854.1, XP_002320366.1, BAG48260.1, 
AAF08577.1, AAO33456.1, NP_187288.2, CAC84522.1, XP_002884487.1, NP_001105943.1 
และ AAO41905.1 ตามล าดับ โดยจะแสดง alignment score เป็นจ านวนคะแนนสีต่างๆ (ภาพที่ 24) 
และ แสดงรายละเอียดของ accession number ชื่อของสิ่งมีชีวิต จ านวนเบสทั้งหมด เปอร์เซ็นต์ความ
เหมือน score bit ทิศทางการเปรียบเทียบและ E value (ตารางที่ 4) โดยจากข้อมูลในตารางที่ 4 
พบว่า มีล าดับล าดับกรดอะมิโน 52 ตัวที่เป็นยีน NHX1 ได้แก่ AAO25547.1, AAS17949.1, 
AAX45242.1, ABB86294.1, NP_001105221.1, ABY19311.2, ABD62853.1, BAA83337.1, 
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BAK23261.1, AAU81619.1, AAV80466.1, BAB56106.1, AAQ08988.1, AAW31851.1, 
ABN54446.1, BAB56105.1, AAP55209.1, AAK76737.1, AAR17789.2, AAO91943.2, 
AAK76738.2, BAB11940.1, CAN99589.1, AAN08157.1, ABN71591.2, BAJ06110.1, 
AAV73803.1,ADK62565.1, AAQ07963.1, AAT36679.1, AAZ82019.1, ACG58413.1, 
ACA33931.1, AAO48271.1, ACO90356.1, ABU49649.1, AAQ72785.1, ACT53748.1, 
AAR19752.1, AAK53432.1, AAM54141.2, ABU92562.1, ADL28385.1, AAT36678.1, 
AEA07714.1, BAB56107.1, ADK74832.1, ACF05807.1, NP_198067.1, BAG48260.1, 
AAO33456.1 และ CAC84522.1 โดยล าดับล าดับกรดอะมิโนของยีน NHX1 ที่มีความเหมือนกับ
ล าดับล าดับกรดอะมิโนที่แปรรหัสมาจาก clone 10 มากที่สุดคือ Hordeum brevisubulatum Na+/H+ 
antiporter (AAO25547.1) มีผลคะแนนสีแดงและมีความเหมือน 91 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพท่ี 22  การวิเคราะห์ความเหมือนโดยเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 กับ ฐานข้อมูล  
                 GenBank โดยโปรแกรม BLASTX 2.2.25 
 
 
 
 



ตารางท่ี 6  รายละเอียดฐานข้อมูล GeneBank ที่เหมือนกับล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTX version 2.2.25 
 

 
 
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

XP_002451198.1 
hypothetical protein SORBIDRAFT_05g025700 [Sorghum 
bicolor] >gb|EES10186.1| hypothetical protein 
SORBIDRAFT_05g025700 [Sorghum bicolor] 541 195/197 (99%) 

 
 

343 

 
 

+1 

 
 

8e-93 
ACR35112.1 unknown [Zea mays] 546 190/197 (96%) 334 +1 4e-90 
ACG43655.1 sodium/hydrogen exchanger 2 [Zea mays] 546 190/197 (96%) 334 +1 4e-90 

NP_001142115.1 
hypothetical protein LOC100274279 [Zea mays] 
>gb|ACF87674.1| unknown [Zea mays] 546 189/197 (96%) 

 
333 

 
+1 

 
8e-90 

AAO25547.1 Na+/H+ antiporter [Hordeum brevisubulatum] 540 180/197 (91%) 323 +1 9e-87 
BAJ90308.1 predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare] 541 180/197 (91%) 322 +1 1e-86 
AAS17949.1 Na+/H+ antiporter precursor [Triticum aestivum] 541 178/197 (90%), 321 +1 4e-86 
AAX45242.1 Na+/H+ antiporter [Festuca arundinacea] 540 179/197 (91%) 321 +1 4e-86 
EEC83172.1 hypothetical protein OsI_28401 [Oryza sativa Indica Group] 545 178/197 (90%) 320 +1 7e-86 
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242071843?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/238008154?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/195648374?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226498752?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/27948863?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/326492904?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42495693?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/61381322?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/218200745?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

NP_001068371.1 

Os11g0648000 [Oryza sativa Japonica Group] 
>gb|ABA95118.1| sodium/hydrogen exchanger 3 family 
protein, expressed [Oryza sativa Japonica Group] 
>dbj|BAJ06109.1| sodium/proton antiporter [Oryza sativa 
Japonica Group] 545 178/197 (90%) 

 
 
 
 

320 

 
 
 
 

+1 

 
 
 
 

7e-86 
ABB86294.1 vacuolar Na+/H+ antiporter [Hordeum brevisubulatum] 543 178/197 (90%) 320 +1 1e-85 

NP_001105221.1 
Na+/H+ antiporter NHX1 [Zea mays] >gb|AAP20428.1| 
Na+/H+ antiporter NHX1 [Zea mays] 540 167/196 (85%) 

 
295 

 
+1 

 
2e-78 

NP_001169551.1 
hypothetical protein LOC100383429 [Zea mays] 
>gb|ACN34108.1| unknown [Zea mays] 546 162/197 (82%) 

 
295 

 
+1 

 
3e-78 

EEE69477.1 
hypothetical protein OsJ_28900 [Oryza sativa Japonica 
Group] 500 166/187 (89%) 

 
294 

 
+1 

 
4e-78 

ABY19311.2 Na+/H+ antiporter [Zoysia japonica] 540 163/197 (83%) 292 +1 2e-77 
ACZ97405.1 putative vacuolar Na+/H+ antiporter [Aeluropus lagopoides] 540 162/197 (82%) 291 +1 3e-77 
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115486455?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82621225?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162462261?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/293336707?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=13&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/222641345?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/175036479?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/272972707?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

NP_001105224.1 
Na+/H+ antiporter NHX6 [Zea mays] >gb|AAP20433.1| 
Na+/H+ antiporter NHX6 [Zea mays] 541 164/196 (84%) 

 
291 

 
+1 

 
5e-77 

NP_001060571.2 
Os07g0666900 [Oryza sativa Japonica Group] 
>dbj|BAF22485.2| Os07g0666900 [Oryza sativa Japonica 
Group] 536 161/197 (82%) 

 
 

290 

 
 

+1 

 
 

6e-77 
ABD62853.1 Na+/H+ antiporter [Hordeum vulgare] 541 167/198 (84%) 290 +1 6e-77 

BAA83337.1 

OsNHX1 [Oryza sativa Japonica Group] >dbj|BAC20076.1| 
putative sodium/proton antiporter [Oryza sativa Japonica 
Group] >dbj|BAG88958.1| unnamed protein product [Oryza 
sativa Japonica Group] 535 161/197 (82%) 

 
 
 

290 

 
 
 

+1 

 
 
 

6e-77 
BAK23261.1 Na+/H+ exchanger [Puccinellia tenuiflora] 538 162/197 (82%) 290 +1 8e-77 

XP_002461168.1 
hypothetical protein SORBIDRAFT_02g042190 [Sorghum 
bicolor] >gb|EER97689.1| hypothetical protein 
SORBIDRAFT_02g042190 [Sorghum bicolor] 442 163/197 (83%) 

 
 

290 

 
 

+1 

 
 

8e-77 

69 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162462682?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=17&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297607780?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/89152234?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=19&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5731737?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/333033744?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=21&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242046844?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=22&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

AAU81619.1 Na+/H+ antiporter [Iris lactea] 546 162/197 (82%) 290 +1 8e-77 
AAV80466.1 Na+/H+ antiporter [Aeluropus littoralis] 540 160/197 (81%) 288 +1 3e-76 
ADB54780.1 Na+/H+ exchanger [Phyllostachys edulis] 545 161/197 (82%) 287 +1 5e-76 
BAB56106.1 Na H-antiportor [Nierembergia caerulea] 553 160/197 (81%), 287 +1 5e-76 
AAQ08988.1 Na/H antiporter Nhx1 [Tetragonia tetragonioides] 554 163/197 (83%) 286 +1 9e-76 

BAC56698.1 
sodium/proton antiporter [Hordeum vulgare] 
>dbj|BAK02334.1| predicted protein [Hordeum vulgare subsp. 
vulgare] 538 160/197 (81%) 

 
 

286 

 
 

+1 

 
 

9e-76 
AAW31851.1 Na+/H+ antiporter [Lophopyrum elongatum] 546 161/197 (82%) 286 +1 1e-75 
ABN54446.1 Na+/H+ antiporter [Thinopyrum intermedium] 546 161/197 (82%) 286 +1 2e-75 
AAQ74383.1 putative Na/H antiporter [Oryza sativa Japonica Group] 535 159/197 (81%) 285 +1 2e-75 
BAB56105.1 Na H-antiportor [Petunia x hybrida] 540 159/196 (81%) 285 +1 2e-75 
AAP55209.1 Na+/H+ antiporter [Triticum aestivum] 546 159/197 (81%) 285 +1 3e-75 
AAK76737.1 Na+/H+ antiporter [Triticum aestivum] 546 160/197 (81%) 285 +1 3e-75 
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/52546974?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=23&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56236985?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=24&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/283970297?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=25&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14211576?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=26&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33327263?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=27&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28201131?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=28&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56961764?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=29&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/125719336?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=30&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/34538927?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=31&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14211574?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=32&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31580736?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=33&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15027833?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=34&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

XP_002277061.1 

PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera] 
>emb|CAN61480.1| hypothetical protein VITISV_010931 
[Vitis vinifera] >emb|CBI26120.3| unnamed protein product 
[Vitis vinifera] 541 160/197 (81%) 

 
 
 

284 

 
 
 

+1 

 
 
 

6e-75 
AAR17789.2 Na+/H+ antiporter [Lophopyrum elongatum] 538 156/197 (79%) 284 +1 6e-75 
AAO91943.2 vacuolar Na+/H+ antiporter [Hordeum vulgare] 546 160/197 (81%) 283 +1 1e-74 
AAK76738.2 Na+/H+ antiporter [Triticum aestivum] 538 156/197 (79%) 283 +1 1e-74 
BAB11940.1 Na/H antiporter Nhx1 [Atriplex gmelini] 555 161/197 (82%) 283 +1 1e-74 

CAN99589.1 
vacuolar Na+/H+ antiporter [Mesembryanthemum 
crystallinum] 556 160/197 (81%) 

 
283 

 
+1 

 
1e-74 

ABM17091.1 antiporter protein [Helianthus tuberosus] 549 156/197 (79%) 283 +1 1e-74 
AAN08157.1 Na+/H+ antiporter Nhx1 [Salicornia europaea] 560 157/197 (80%) 282 +1 2e-74 

BAD91200.1 
sodium proton antiporter [Ipomoea nil] >dbj|BAD91201.1| 
sodium proton antiporter [Ipomoea nil] 536 154/196 (79%) 

 
282 

 
+1 

 
2e-74 

ABN71591.2 Na+/H+ antiporter [Chrysanthemum x morifolium] 550 155/197 (79%) 281 +1 3e-74 71 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225432394?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=35&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51243245?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=36&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/124265192?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=37&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28575021?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=38&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/9857314?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=39&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/150247009?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=40&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/119960473?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=41&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/37547537?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=42&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/61675570?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=43&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/157057198?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=44&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

BAJ06110.1 sodium/proton antiporter [Salsola komarovii] 559 157/197 (80%) 281 +1 4e-74 
AAV73803.1 Na+/H+ antiporter NHX [Kalidium foliatum] 560 158/197 (80%) 281 +1 4e-74 

CAK12754.1 
(Sodium/potassium)/proton exchanger 3 [Solanum 
lycopersicum] 537 157/196 (80%) 

 
280 

 
+1 

 
6e-74 

NP_001054650.1 

Os05g0148600 [Oryza sativa Japonica Group] 
>gb|AAQ63678.1| Na+/H+ exchanger [Oryza sativa Japonica 
Group] >gb|AAT93981.1| putative Na+/H+ antiporter [Oryza 
sativa Japonica Group] >dbj|BAF16564.1| Os05g0148600 
[Oryza sativa Japonica Group] >gb|EEE62333.1| hypothetical 
protein OsJ_17122 [Oryza sativa Japonica Group] 
>dbj|BAJ06107.1| sodium/proton antiporter [Oryza sativa 
Japonica Group] 544 157/196 (80%) 

 
 
 
 
 
 
 

280 

 
 
 
 
 
 
 

+1 

 
 
 
 
 
 
 

8e-74 
ADK62565.1 Na+/H+ antiporter [Halostachys caspica] 551 157/197 (80%) 280 +1 1e-73 
BAD95562.1 putative Na+/H+ antiporter [Phragmites australis] 538 157/197 (80%) 280 +1 1e-73 
AAQ07963.1 Na+/H+ antiporter NHX1 [Lophopyrum elongatum] 546 158/197 (80%), 280 +1 1e-73 72 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/295048560?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=45&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56117726?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=46&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/95007587?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=47&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115462101?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=48&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/301131216?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=49&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62533253?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=50&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/33324365?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=51&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

AAT36679.1 NHX1 [Citrus reticulata] 542 155/197 (79%) 279 +1 1e-73 
AAK27314.2 sodium/proton exchanger [Citrus x paradisi] 542 155/197 (79%) 279 +1 1e-73 

NP_001105531.1 
Na+/H+ antiporter NHX2 [Zea mays] >gb|AAP20429.1| 
Na+/H+ antiporter NHX2 [Zea mays] 540 154/196 (79%), 

 
279 

 
+1 

 
1e-73 

AAZ82019.1 Na+/H+ antiporter [Salicornia bigelovii] 560 156/197 (79%) 279 +1 1e-73 

ACG58413.1 
Na+/H+ antiporter [Thinopyrum intermedium subsp. 
barbulatum] 546 158/197 (80%) 

 
279 

 
+1 

 
2e-73 

ACA33931.1 Na+/H+ antiporter [Salicornia brachiata] 560 156/197 (79%) 279 +1 2e-73 
AAS17948.1 Na+/H+ antiporter precursor [Hordeum vulgare] 538 157/197 (80%) 279 +1 2e-73 
AAO48271.1 Na/H antiporter Nhx1 [Atriplex dimorphostegia] 555 158/197 (80%) 279 +1 2e-73 
ACO90356.1 Na+/H+ antiporter [Cucumis melo] 553 154/197 (78%) 278 +1 2e-73 
ABU49649.1 Na+/H+ antiporter [Salsola soda] 559 156/197 (79%) 278 +1 2e-73 
AAQ72785.1 Na+/H+ antiporter [Chenopodium glaucum] 551 158/197 (80%), 278 +1 2e-73 

NP_001105222.1 
Na+/H+ antiporter NHX3 [Zea mays] >gb|AAP20430.1| 
Na+/H+ antiporter NHX3 [Zea mays] 539 150/197 (76%) 

 
278 

 
+1 

 
2e-73 73 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47679397?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=52&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15812035?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=53&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162461839?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=54&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/73745866?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=55&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/195934135?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=56&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/168828937?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=57&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42495691?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=58&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28864700?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=59&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226903409?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=60&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/156106927?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=61&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/34484304?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=62&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162462415?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=63&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

ACY03397.1 

putative NHX2 antiporter isoform 1 [Vitis vinifera] 
>gb|ACY03398.1| putative NHX2 antiporter isoform 2 [Vitis 
vinifera] >gb|ACY03399.1| putative NHX2 antiporter isoform 
3 [Vitis vinifera] 538 154/197 (78%) 

 
 
 

278 

 
 
 

+1 

 
 
 

4e-73 

XP_002269477.1 
PREDICTED: hypothetical protein [Vitis vinifera] 
>emb|CBI32267.3| unnamed protein product [Vitis vinifera] 538 154/197 (78%) 

 
278 

 
+1 

 
4e-73 

ACT53748.1 vacuolar Na+/H+ antiporter [Rhizophora stylosa] 537 153/197 (78%) 277 +1 5e-73 
BAJ34595.1 unnamed protein product [Thellungiella halophila] 554 154/197 (78%) 277 +1 7e-73 
BAE95195.1 putative Na+/H+ antiporter [Suaeda japonica] 554 156/197 (79%) 277 +1 7e-73 
ABF68604.1 putative vacuolar Na+/H+ antiporter [Suaeda corniculata] 554 156/197 (79%) 277 +1 7e-73 
AAR19752.1 Na+/H+ antiporter [Lophopyrum elongatum] 539 154/198 (78%) 277 +1 7e-73 
AAK53432.1 Na+/H+ antiporter [Suaeda salsa] 556 156/197 (79%), 277 +1 7e-73 
AAM54141.2 Na/H antiporter [Gossypium hirsutum] 543 156/197 (79%), 277 +1 7e-73 
ACN40903.1 unknown [Picea sitchensis] 552 152/197 (77%) 276 +1 9e-73 
ABU92562.1 vacuolar Na+/H+ antiporter [Zygophyllum xanthoxylum] 532 155/197 (79%) 276 +1 9e-73 74 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/261873771?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=64&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225436799?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=65&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/254029406?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=66&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/312283459?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=67&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/106364297?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=68&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/99904710?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=69&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38425276?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=70&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14039961?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=71&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22902099?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=72&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224286391?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=73&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/156640555?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=74&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

ABC18331.1 vacuolar Na+/H+ antiporter Nhx2 [Karelinia caspia] 550 153/197 (78%) 276 +1 9e-73 
ADL28385.1 Na+/H+ antiporter [Cicer arietinum] 542 156/197 (79%), 275 +1 2e-72 
AAT36678.1 NHX1 [Citrus trifoliata] 541 155/197 (79%) 275 +1 2e-72 
AEA07714.1 Na+/H+ antiporter [Glycine max] 546 155/197 (79%), 275 +1 3e-72 
BAB56107.1 Na H-antiportor [Torenia hybrida] 555 155/197 (79%) 275 +1 3e-72 
ADK74832.1 Na+/H+ antiporter [Arachis hypogaea] 539 155/197 (79%) 275 +1 4e-72 
ACU01852.1 Na+/H+ exchanger 1 [Populus euphratica] 528 151/197 (77%), 275 +1 4e-72 

XP_002874403.1 
hypothetical protein ARALYDRAFT_910883 [Arabidopsis 
lyrata subsp. lyrata] >gb|EFH50662.1| hypothetical protein 
ARALYDRAFT_910883 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata] 542 152/197 (77%), 

 
 

274 

 
 

+1 

 
 

5e-72 
ACF05807.1 Na+/H+ antiporter protein [Limonium gmelinii] 551 153/197 (78%), 274 +1 5e-72 

ABJ97691.1 

Na+/H+ antiporter [Eutrema halophilum] >gb|ACN76859.1| 
sodium/hydrogen antiporter [Eutrema halophilum] 
>dbj|BAJ33874.1| unnamed protein product [Thellungiella 
halophila] 545 152/197 (77%) 

 
 
 

274 

 
 
 

+1 

 
 
 

5e-72 75 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/83416733?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=75&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302372348?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=76&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47679395?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=77&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/326787494?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=78&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/14211578?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=79&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/301352773?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=80&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255317069?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=81&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297813039?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=82&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/192764527?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=83&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/116292770?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=84&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

ABF48496.1 sodium proton exchanger [Eutrema halophilum] 545 152/197 (77%), 274 +1 5e-72 
AAT95387.1 sodium proton exchanger [Arabidopsis thaliana] 538 152/197 (77%), 274 +1 5e-72 

NP_198067.1 

sodium/hydrogen exchanger 1 [Arabidopsis thaliana] 
>sp|Q68KI4.2|NHX1_ARATH RecName: 
Full=Sodium/hydrogen exchanger 1; AltName: 
Full=Na(+)/H(+) exchanger 1; Short=NHE-1 
>gb|AAF21755.1|AF056190_1 Na+/H+ exchanger 
[Arabidopsis thaliana] >gb|AAD16946.1| sodium proton 
exchanger Nhx1 [Arabidopsis thaliana] >dbj|BAE98703.1| 
Na+/H+ exchanger [Arabidopsis thaliana] >gb|AED93655.1| 
sodium/hydrogen exchanger 1 [Arabidopsis thaliana] 538 152/197 (77%) 

 
 
 
 
 
 
 
 

274 

 
 
 
 
 
 
 
 

+1 

 
 
 
 
 
 
 
 

5e-72 
AAM34759.1 Na+/H+ antiporter [Arabidopsis thaliana] 538 151/197 (77%) 273 +1 8e-72 

XP_002516862.1 
sodium/hydrogen exchanger, putative [Ricinus communis] 
>gb|EEF45476.1| sodium/hydrogen exchanger, putative 
[Ricinus communis] 541 154/197 (78%), 

 
 

273 

 
 

+1 

 
 

1e-71 76 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/94962379?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=85&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51094440?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=86&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15240448?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=87&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/21105720?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=88&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255551633?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=89&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

ABW93557.1 Na+/H+ antiporter protein [Plantago maritima] 553 153/197 (78%) 273 +1 1e-71 
ACU01854.1 Na+/H+ exchanger 3 [Populus euphratica] 545 152/197 (77%) 273 +1 1e-71 

XP_002320366.1 
sodium proton exchanger [Populus trichocarpa] 
>gb|EEE98681.1| sodium proton exchanger [Populus 
trichocarpa] 528 150/197 (76%) 

 
 

273 

 
 

+1 

 
 

1e-71 
BAG48260.1 vacuolar Na+/H+ antiporter [Zostera marina] 540 157/197 (80%) 273 +1 1e-71 
AAF08577.1 putative sodium proton exchanger [Arabidopsis thaliana] 552 154/197 (78%), 273 +1 1e-71 
AAO33456.1 NHX1 [Triticum aestivum] 204 154/192 (80%), 273 +1 1e-71 

NP_187288.2 
sodium/hydrogen exchanger 3 [Arabidopsis thaliana] 
>gb|AEE74383.1| sodium/hydrogen exchanger 3 [Arabidopsis 
thaliana] 503 154/197 (78% 

 
 

273 

 
 

+1 

 
 

1e-71 
CAC84522.1 Na+/H+ antiporter, isoform 1 [Solanum lycopersicum] 534 153/197 (78%) 273 +1 1e-71 

XP_002884487.1 
hypothetical protein ARALYDRAFT_477785 [Arabidopsis 
lyrata subsp. lyrata] >gb|EFH60746.1| hypothetical protein 
ARALYDRAFT_477785 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata] 543 150/197 (76%) 

 
 

272 

 
 

+1 

 
 

2e-71 77 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/159154318?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=90&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255964361?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=91&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224128576?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=92&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/190014564?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=93&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/6437550?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=94&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28194210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=95&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/42563547?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=96&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15982204?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=97&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297833210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=98&RID=Y6MZU8GG011


ตารางท่ี 6  (ต่อ)  
 

 
 
 
 
 
 

 

Accession 
Number 

Description Lenth Identity Score (bits) Frame E value 

NP_001105943.1 
Na+/H+ antiporter NHX4 [Zea mays] >gb|AAP20431.1| 
Na+/H+ antiporter NHX4 [Zea mays] 538 149/197 (76%) 

 
272 

 
+1 

 
2e-71 

AAO41905.1 putative sodium proton exchanger [Arabidopsis thaliana] 503 153/197 (78%) 271 +1 4e-71 

78 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=Y6JVJM9N01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WWW_BLAST_TYPE_URL=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/162463606?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=99&RID=Y6MZU8GG011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/28392939?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=100&RID=Y6MZU8GG011
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 เปรียบเทียบความเหมือนล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 กับล าดับล าดับ
กรดอะมิโนของยีน NHX1 ในพืชชนิดอ่ืนจากฐานข้อมูลพันธุกรรมใน GenBank ได้แก่ Arabidopsis 
thaliana (AtNHX1, AAD16946), Zea mays (ZmNHX1 AY270036.1), Triticum aestivum 
(TaNHX1,AAK76738), Oryza sativa (OsNHX1, BAA83337), Hordeum vulgare 
(HvNHX1,BAC56698) และ Atriplex gmelini (AgNHX1, BAB11940)  วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 
DNASIS version 2.1 (ภาพที่ 25)และท าการสร้างแผนภาพ Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม 
ClustalW multiple sequence alignment version 2.1  (ภาพที่ 26) ซึ่งจากผลการเปรียบเทียบ พบว่า 
ล าดับกรดอะมิโนที่ได้จากการแปรรหัสล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 กับ ล าดับกรดอะมิโนของ
ยีน NHX1 ที่พบในพืชอื่นมีล าดับกรดอะมิโนที่ค่อนข้างเหมือนกันมากโดยเฉพาะพืชใบเลี้ยงเด่ียว 
ท าให้ทราบว่า RT-PCR Product จากอ้อยที่น าเอามาโคลนนั้นมีความจ าเพาะต่อยีน NHX1  
 
 จากการวิเคราะห์ล าดับเบสดีเอ็นเอของ clone 10 ด้วยโปรแกรม BLASTX 
version 2.2.25 ผ่านระบบเครือข่ายอินเทอร์เน็ต พบว่า ยีน Hordeum brevisubulatum Na+/H+ 
antiporter (AAO25547.1) มีความเหมือนกับล าดับกรดอะมิโนที่แปรรหัสล าดับเบสของ clone 10 
มากที่สุด 91 เปอร์เซ็นต์ จึงน ามาท าการเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม DNASIS 
version 2.1 (ภาพที่ 27) 
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ภาพท่ี 23  เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 กับ ยีนNHX1 ใน Arabidopsis thaliana  

   (AtNHX1, AAD16946), Zea mays (ZmNHX1 AY270036.1), Triticum aestivum   
   (TaNHX1,AAK76738), Oryza sativa (OsNHX1, BAA83337), Hordeum vulgare  
   (HvNHX1,BAC56698) และ Atriplex gmelini (AgNHX1, BAB11940) 
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 Clone10 SoNHX1 
 ZmNHX1

 OsNHX1
 TaNHX1

 HvNHX1
 AgNHX1

 AtNHX1

0.05834

0.09394

0.05646

0.02267

0.01451

0.10838

0.11839

0.00730

0.04831
0.06492

0.02468

0.02  
 
ภาพท่ี 24  การวิเคราะห์ Phylogenetic tree ของ clone 10 (SoNHX1) กับ ยีนNHX1 ใน Arabidopsis 
                  thaliana (AtNHX1, AAD16946), Zea mays (ZmNHX1 AY270036.1), Triticum 

    aestivum (TaNHX1,AAK76738), Oryza sativa (OsNHX1, BAA83337), Hordeum  
    vulgare (HvNHX1,BAC56698) และ Atriplex gmelini (AgNHX1, BAB11940) 
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ภาพท่ี 25  เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนของ clone 10 กับ ยีนNHX1 ใน Hordeum brevisubulatum   
                 Na+/H+ antiporter (AAO25547.1)  
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                   ช.  ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อยีน NHX1 ในอ้อย (SoNHX1) 
 
                        น าล าดับเบสจากที่ได้จากการโคลน RT-PCR Product ที่จ าเพาะต่อยีน 
NHX1 จากตัวอย่าง clone 10 ความยาว 591 เบส มาใช้ออกแบบคู่ไพรเมอร์ SoNHXF1 และ 
SoNHXR1 ที่มีความเฉพาะเจาะจงต่อยีน SoNHX1 ของอ้อย ด้วยโปรแกรม Primer 3 version 0.4.0 
(ภาพที่ 24)  
 

 
 
ภาพท่ี 26  ออกแบบคู่ไพรเมอร์ SoNHXF1 และ SoNHXR1 ด้วยโปรแกรม Primer 3 version 0.4.0 
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 ได้คู่ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน SoNHX1 ในอ้อย ซึ่งมีขนาดของ PCR Product 580 เบส 
  - ไพรเมอร์ SoNHXF1 5’ GCTCCCGCCGATCATATTTA 3’   และ 
  - ไพรเมอร์ SoNHXR1 5’ GCAGAAGAACACGGTGAGGA  3’ 
 
 3.2.2   ศึกษาระดับการแสดงออกของยีน SoNHX1 ในอ้อยโดยวิธี RT-PCR 
 
            สกัด total RNA ด้วยวิธี Aurum TM Total RNA Mini Kit (วิธีการทดลองข้อ 3.2.2.2) 
ของ อ้อยพันธุ์ K 84-200, พันธุ์KPS 94-13, พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 และ พันธุ์ LK 92-11 (ภาพที่ 27) ที่
ระดับเกลือโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0% (w/v)  ตามล าดับ ศึกษาระดับการ
แสดงออกของยีน SoNXH1 โดยวิธี RT-PCR  (ภาพที่ 28) ตามขอ้ 3.2.2ค ในวิธีการทดลอง แล้ว
วิเคราะห์ผลบน 1 % (w/v) agarose gel  
 
            การแสดงออกของยีน SoNHX1 ในอ้อยพันธุ์ K84-200 และ พันธุ์ KPS 94-13 พบ
การตอบสนองในความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์สูงคือที่ 2.0 % (w/v) แต่ในการแสดงออกของ
ยีน SoNHX1 ในอ้อยพันธุ์ LK92-11 และ สุพรรณบุรี 80 นั้นลดลงเมื่อมีการเพิ่มความเข้มข้นของ
โซเดียมคลอไรด์สูงขึ้น และไม่มีการแสดงออกที่ระดับโซเดียมคลอไรด์ 2.0 % (w/v) สอดคล้องกับ
ผลอาการที่แสดงออก และปริมาณการสะสมโซเดียมคลอไรด์ที่มากกว่าพันธุ์ K84-200 และ พันธุ์ 
KPS 94-13 แสดงให้เห็นว่าพันธุ์ K 84-200พันธุ์ และ พันธุ ์KPS 94-13 ที่มีการแสดงออกของยีน 
SoNHX1 ได้ในความเข้มข้นของเกลือที่สูงเป็นกลไกหนึ่งในการป้องกันตัวเองจากสภาวะความเค็ม
ที่ไม่เหมาะสม ท าให้สามารถเจริญเติบโต และมีชีวิตรอดได้นานกว่าพันธุ์ LK 92-11 และ 
สุพรรณบุรี 80  ที่มีการแสดงออกของยีน SoNHX1 ลดลงเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะที่มีโซเดียมคลอไรด์
สูง 
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MW 
bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 27  วิเคราะห์ผลการสกัด total RNA จากใบอ้อยพันธุ์ K 84-200 พันธุ์ KPS 94-13  
    พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 และ พันธุ์ LK 92-11 (ก-ง) ตามล าดับ ที่ทดสอบด้วยสารละลายเกลือ  
    ระดับความเข้มข้นเข้มข้น 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 % (w/v) (1-5) ตามล าดับ 
                 Lambda DNA – HindIII digest Marker (M) 

   ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 30 นาที ด้วยเคร่ือง Electrophoresis  
 

 

ค 

ก ข 
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MW 
bp 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 28  วิเคราะห์ผล RT-PCR product ที่จ าเพาะต่อยีน SoNHX1 จากใบอ้อยพันธุ์ K 84-200  
     พันธุ์ KPS 94-13 พันธุ์ สุพรรณบุรี 80 และ พันธุ์ LK 92-11 (ก-ง) ตามล าดับ ที่ทดสอบ 
     ด้วยสารละลายเกลือ ระดับความเข้มข้นเข้มข้น 0.0, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 % (w/v) (1-5)  
     ตามล าดับ 

    100 bp DNA Ladder Marker (M) 
     ใช้กระแสไฟฟ้า 100 Voltage นาน 50 นาที ด้วยเคร่ือง Electrophoresis  
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 จาการศึกษาแสดงออกของยีน SoNHX1 ในอ้อยพบว่ามีความสอดคล้องกับ การแสดงออก
ของยีน OsNHX1 ในข้าวโดยการแสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่ออยู่ภายใต้ความเครียดจากสภาวะทนเค็ม และ 
ยังมีหน้าที่ส าคัญในการท าให้ข้าวทนเค็ม (Fukuda et al., 1999) และ ยีน RhNHX1 ในกุหลาบมีการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่อมีการเติมโซเดียมคลอไรด์ (Kagami and Suzuki ,2005)  ซึ่งภายใต้ความ
เข้มข้นของเกลือที่สูงเกินในใบพืชจะไปรบกวนเมตาบอลิซึมภายในเซลล์เป็นสาเหตุให้เกิดการเป็น
พิษในเซลล์จนส่งผลต่อการเจริญเติบโตที่ลดลง และอาการผิดปรกติได้ ซึ่งจากการทดลองในอ้อย
พบว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์สูงขึ้นจนถึง 2.0 % (w/v) ใบอ้อยจะแสดงอาการ
ผิดปรกติ คือ อาการใบเหลืองและอาการใบไหม้ออกมา โดยอาการจะเพิ่มมากขึ้นตามความเข้มข้น
เกลือที่เพิ่มขึ้น ในอ้อยพันธุ์ LK92-11 ที่แสดงอาการผิดปรกติมากที่สุดนั้น พบว่า ไม่มีการ
แสดงออกของยีน SoNHX1 ในความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ระดับ 2.0 % (w/v) แสดงให้เห็นว่า 
อ้อยพันธุ์ที่ไม่ทนเค็มจะมีการสะสมโซเดียมคลอไรด์ในเนื้อเยื่อสูงกว่าพันธุ์ที่ทนเค็มและ มีการ
แสดงออกของยีน SoNHX1 ที่ระดับต่ ากว่า 
 
 Popova and Golldack (2007) ได้ท าการทดลอง In situ PCR เพื่อหาการแสดงออกของยีน 
LmNHX1 ในใบต้น Lobularia maritima  ที่ทดสอบด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 500mM 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า มีการชักน าให้แสดงออกของยีน LmNHX1ที่เซลล์ชนิด mesophyll 
ขณะที่เซลล์ epidermal ไม่พบการแสดงออก แสดงให้เห็นว่า ยีน LmNHX1 มีการแสดงออกเพื่อลด
ความเป็นพิษในเซลล์ mesophyll ใน Lobularia maritima. โดยเน่ืองจากพืชไม่สามารถทนเกลือ
ปริมาณมากๆภายใน cytoplasm ได้ พืชจึงต้องมีการขับเกลือเข้าไปเก็บใน vacuole หรือแบ่งกระจาย
ไอออนไปตามเน้ือเยื่อต่างๆ เพื่อให้พืชมี metabolic เป็นปกติ  (Readdy et al., 1992) ดังนั้นการ
แสดงออกของยีน NHX1 ในพืชหลายชนิดเป็นการปรับตัวของพืชให้ทนต่อสภาวะความเค็มได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



สรุปผลการทดลอง 
 

 1.  การทดลองศึกษาการตอบสนองของอ้อยทั้ง 4 พันธุ์ ต่อระดับความเข้มข้นเกลือโซเดียม
คลอไรด์พบว่า ทุกพันธุ์มีการตอบสนองในระดับความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1.5 และ 2 % 
(w/v) โดยแสดงอาการใบเหลืองและมีอาการใบไหม้อย่างชัดเจน พันธุ์อ้อยที่ทนต่อสภาวะทนเค็ม
ได้ดีคือพันธุ์ K 84-200 และ KPS 94-13 พันธุ์อ้อยที่ไวต่อสภาวะความเค็มที่สุดคือพันธุ์  
LK 92-11 
 
 2.  ปริมาณการสะสมเกลือโซเดียมคลอไรด์ในเนื้อเยื่อ พบว่า อ้อยทั้ง 4 พันธุ์ มีการ 
สะสมเกลือโซเดียมคลอไรด์ในเน้ือเยื่อรากมากกว่าเนื้อเยื่อใบ โดยพันธุ์ LK 92-11 มีการสะสมเกลือ
โซเดียมคลอไรด์มากที่สุด และพันธุ์ที่สะสมเกลือโซเดียมคลอไรด์น้อยที่สุดคือพันธุ์ K 84-200 ซึ่ง
การสะสมเกลือโซเดียมคลอไรด์ในเนื้อเยื่อมีผลต่อความสามารถในการทนเค็ม 
 
 3.   การแสดงออกของยีน SoNHX1 พบว่า พันธุ์อ้อยที่ทนต่อสภาวะทนเค็มได้ดีคือพันธุ์  
K 84-200 และ KPS 94-13 มีการแสดงออกของยีน SoNHX1 เมื่ออยู่ในสภาวะที่มีเกลือโซเดียมคลอ
ไรด์สูง คือ 2.0 %(w/v) สอดคล้องกับอาการที่แสดงออก ขณะที่พันธุ์ LK 92-11 ไม่มีการแสดงออก
ของยีน SoNHX1 ที่ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2.0 %(w/v) สอดคล้องกับการแสดงอาการ
ผิดปรกติทางใบ ดังนั้นการแสดงออกของยีน SoNHX1 จึงมีความเกี่ยวข้องกับกลไลการป้องกัน
ตัวเองของอ้อย โดยการขับเกลือเข้าไปเก็บใน vacuole ตามเนื้อเยื่อต่างๆ เพื่อให้พืชมี metabolic เป็น
ปกติ เป็นการปรับตัว เน่ืองมาจากสภาวะเครียดจากความเค็ม 
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