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 Growth and leaf proline content during salt-stress condition were compared 
between two rice lines, the salt-sensitive, original LEUNG PRATEW 123 (LPT123) and 
the salt-tolerant line, LEUNG PRATEW 123-TC171 selected from somaclonal variation of 
the original LEUNG PRATEW 123 in vitro.  The salt-tolerant ability, determined by plant 
growth during the stress period, could be distinguished between the two when 22-day-
old seedlings were treated with 0.5% NaCl (w/v), but the difference in growth could not 
be detected when 15-day-old seedlings were grown under salinity stress.  When treated 
with salt-stress, both rice lines showed the significantly higher level of leaf proline 
content, compared to the non-stressed plants.  The 15-day-old seedlings of both lines 
had similar proline content.  On the contrary, when 22-day-old seedlings were grown 
under salt-stressed condition for 2-4 weeks, the proline content of the tolerant line was 
significantly lower than that of the sensitive one.  These suggest that proline may not 
play the major role in salt tolerance in these rice lines.  When a part of the P5CS gene 
was amplified by PCR, a DNA fragment of about 2000 bp was obtained.  The DNA 
fragment (P5CS_2KB_no.27) was clone and sequenced.  It was found to be similar to 
the P5CS1 mRNA of rice.  Then it was used as a probe to detect the expression of the 
P5CS gene.  The northern blot hybridization showed that P5CS mRNA was up-regulated 
in both rice lines under salt-stress condition.  One putative P5CS mRNA expression was 
detected in 15-day-old rice seedlings, while three putative P5CS mRNA expressions 
were detected in 22-day-old plants.  However, when using mothbean OAT cDNA as a 
probe, there was no detectable level of mRNA.  It was suggested that either the OAT 
expression, or the homology between rice and mothbean OAT genes, was too low. 
Department.........Botany............. Student’s Signature…………………………….………. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 

 
ดินเค็มเปนปญหาหนึ่งในการเพาะปลูก เนื่องจากมีปริมาณเกลือที่ละลายอยูมากเกินไป

จนเปนอันตรายตอการเจริญของพืช ทําใหผลผลิตลดลงมาก ภาวะเค็มในดินไปรบกวนกระบวน 
การเมตาบอลิซึมของพืชทั้งในระดับเซลลและระดับตน ทําใหกระบวนการการสังเคราะหแสงลดลง 
รวมทั้งขบวนการอื่นๆ ก็อาจลดลงดวย เชน การตรึงไนโตรเจน ดังนั้นการปรับปรุงพันธุพืชใหทน
ภาวะเค็มจึงเปนเปาหมายที่กําลังไดรับความสนใจในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เชน ขาว ขาวโพด ถั่ว
เหลือง (Taiz and Zeiger,1998)  ความเค็มสงผลตอพืชในแงของผลกระทบที่เกิดจาก osmotic 
potential ซึ่งในดินเค็มจะมีคาต่ํากวาภายในเซลลพืชทําใหรากพืชไมสามารถดูดซึมน้ําในดินได   
ทําใหเกิดภาวะเครียดเนื่องจากการขาดน้ําภายในเซลลพืช และยังเกิดผลกระทบจากการเพิ่มข้ึน
ของไอออนบางชนิดภายในเซลล โดยเฉพาะ Na+ และ Cl-      โดย Na+ และ Cl-  เมื่อมีความเขม
ขนสูงขึ้นในคลอโรพลาสต จะมีผลยับยั้งการสังเคราะหดวยแสง (Taiz and Zeiger,1998)   ขณะ
เดียวกันการสะสมของ K+ , Ca2+, NO3

- และ Pi จะลดลง (Lutts et al., 1996; Cramer et al. 
1991)  พืชหลายชนิดมีการปรับคา osmotic potential ภายในเพื่อปองกันการสูญเสียแรงดันเตง
ของเซลล   โดยมีสองกระบวนการใหญๆ คือ การเก็บไอออนตางๆ ไวใน vacuole (Flowers et 
al.,1997)   และการสะสมสารที่ละลายน้ําบางอยางไวใน cytosol เชน glycine betaine   proline  
และ sorbitol เปนตน พืชแตละชนิดก็จะมีการสะสมสารชนิดตางๆ กันไป โดยอาจจะสะสมเพียง
ชนิดเดียวหรือหลายชนิดก็ได (Taiz and Zeiger,1998) สารที่ไดรับการศึกษาเปนอยางมากไดแก   
โพรลีน(proline) ซึ่งมีรายงานในพืชหลายชนิด เชน ขาวโพด(Rodriguez et al.,1997) Barley 
(Stewart and Boggess,1978)  Arabidopsis (Strizhov et al.,1997) และขาว (Lutts et 
al.,1996)  การสะสมโพรลีน (proline) เปนกระบวนการที่ไดรับการยอมรับวาเปนกระบวนการ
สําคัญกระบวนการหนึ่งที่เกิดขึ้นในพืชเมื่อไดรับความเครียดที่เกิดจากภาวะเค็มและแลง (Strizhov 
et al.,1997)  

ในพืชไดมีการเสนอกระบวนการสังเคราะหโพรลีน 2 กระบวนการคือ การสังเคราะหโพร
ลีนโดยมี glutamic acid เปนสารตั้งตน และการสังเคราะหโดยมี ornithine เปนสารตั้งตน 
(Delaney and Verma, 1993)   ซึ่งทั้งสองกระบวนการนั้นจะมี   Key enzyme   ที่ใชแตกตางกัน
กลาวคือ เมื่อสารตั้งตนเปน glutamic acid จะใชเอนไซม    ∆1-pyrroline-5-carboxylate 
synthase (P5CS)    ซึ่งเอนไซมนี้จะเรงปฏิกิริยาเปลี่ยน glutamatic acid ไปเปน glutamyl-γ-



                                                                                                                                                     
                                                                                                   

 

2

semialdehyde และเกิดการ dehydration เปลี่ยนเปน ∆1-pyrroline-5-carboxylate (P5C) โดย
ไมตองใชเอนไซมในการเรงปฏิกิริยา (Delaney and Verma, 1993)     และเมื่อสารตั้งตนเปน 
ornithine โดยทั่วไปอาศัยเอนไซมที่ชื่อ ornithine-δ-aminotransferase (OAT) เรงปฏิกิริยาเปลี่ยน 
ornithine ไดผลผลิตคือ ∆1-pyrroline-5-carboxylate (P5C) เชนกัน จากนั้น ∆1-pyrroline-5-
carboxylate reductase (P5CR) จะเขามาทําปฏิกิริยาเปลี่ยน ∆1 -pyrroline-5-carboxylate เปน
โพรลีน (Mestichelli et al., 1979; Hanson and Hitz, 1982) 

การศึกษาโดยใช14C-labeled precursors (Morris et al., 1969; Oaks et al, 1970; 
Boggess et al., 1976b), 13C-glutamate (Heyser et al., 1989ab) และ15N (Rhodes et al., 
1986) ตางชี้ใหเห็นวาเมื่อไดรับ osmotic stress การสังเคราะหโพรลีนที่ถูกชักนําจากภาวะเครียด
จะใช glutamic acid เพื่อเปลี่ยนเปนโพรลีนเปนหลัก 

การศึกษาดวย Northern Blot Analysis ใน Vigna sp. พบวาภาวะเค็มชักนําใหยีน P5CS 
มีการแสดงออกในใบสูงกวารากมาก (Hu et al., 1992) ในการศึกษาในพืชชนิดอื่น เมื่อใหภาวะ
แหง (desiccation) ภาวะเค็ม และ ABA  ใน  Arabidopsis  พบวามีปริมาณการแสดงออกของ 
P5CS อยางมากทั้งใบและราก (Yoshiba et al., 1995) ในภาวะเค็มและแลง Strizhov และคณะ 
(1997)  พบวาการสะสมโพรลีนอนัเนื่องจากภาวะเครียดทั้งสองเกิดจากการเพิ่มปริมาณของ 
mRNA ของ P5CS gene 

ในกรณีการศึกษาถึงการแสดงออกของยีน OAT   Delauney และคณะ (1993) รายงานวา
มีการแสดงออกของยีน OAT ลดลงในภาวะเค็ม    แตรายงานการศึกษาของ Roosen และคณะ 
(1998) พบวาเมื่อตนพืชมีอายุนอย การแสดงออกของยีน OAT จะถูกชักนําใหมีการแสดงออกมาก
ข้ึนเชนเดียวกับยีน P5CS เมื่ออยูในภาวะเค็ม อยางไรก็ตามหากพืชมีอายุมากขึ้นพบวาปริมาณ 
mRNA ของ OAT gene และประสิทธิภาพของเอนไซม OAT จะลดลงเมื่ออยูใตภาวะเค็มเชนเดียว 
กับรายงานของ Delauney และคณะ (1993) 

ในขาวนั้นมีรายงานวาภาวะเค็มมีผลทําใหขาวมีการสะสมโพรลีนมากขึ้นซึ่งเปนลักษณะ
อาการที่พืชไดรับความเสียหายจากภาวะเค็มมากกวาที่จะเปนตัวบงชี้วาพืชนั้นตานทานตอความ
เค็ม และโดยสวนใหญพบวาขาวพันธุที่ตานทานตอภาวะเค็มมีการสะสมปริมาณโพรลีนที่ต่ํากวา
ขาวพันธุที่ไวตอความเค็ม (Lutts et al., 1996) แตก็มีรายงานที่ขัดแยงวาขาวบางพันธุที่มีลักษณะ
ตานทานความเค็มมีการสะสมโพรลีนมากกวาพันธุที่ไวตอความเค็มเชนกัน (lgarashi et al., 
1997) 

การศึกษาการสะสมโพรลีนและการแสดงออกของยีน P5CS ในใบขาวสายพันธุทนเค็ม 
(เหลืองประทิว 123-TC171) ซึ่งเปนสายพันธุที่เกิดจาก somaclonal variation ระหวางการเลี้ยง
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เนื้อเยื่อ (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1991) ในภาวะเค็ม   พบวาสายพันธุทนเค็มมีความ 
สามารถในการสะสมโพรลีนไดสูงกวาสายพันธุเดิม แตเมื่อศึกษาในระดับการแสดงออกของยีน 
P5CS ดวย northern blot analysis พบวาไมสามารถตรวจสอบได ซึ่งผูวิจัยไดเสนอแนะวาเกิด
เนื่องจากเทคนิคและวิธีการในการสกัด RNA ยังไมมีประสิทธิภาพ หรือการเตรียม probe ที่ไมมี
ประสิทธิภาพ (ธนะกาญจน มัญชุพานี, 2543) การศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนดวยวิธีการใหมที่เหมาะสมขึ้น เพื่อใชในการ
ศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS  และ OAT   ซึ่ง Delauney และ Verma (1993) รายงานวาเปน 
key enzymes ในกระบวนการสังเคราะหโพรลีน ตลอดจนการเชื่อมโยงระหวางการแสดงออกของ
ยีนทั้งสองกับการเจริญเติบโตและการตอบสนองโดยการสะสมโพรลีนในใบของขาวพันธุเหลือง
ประทิว 123-TC171 เมื่อไดรับภาวะเค็ม 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเติบโต    การสะสมโพรลีน   และการแสดงออกของยีนที่

เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนในขาวสายพันธุทนเค็ม เหลืองประทิว123-TC171 กับสายพันธุ
เดิม เหลืองประทิว 123 เมื่อขาวไดรับภาวะเค็ม 
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บทที่  2 

 
สํารวจเอกสาร 

 
1. ความหมายของดินเค็ม 

ดินเค็มหมายถึงดินที่มีเกลือที่ละลายน้ําไดอยูในปริมาณที่มากเกินไปจนเปนอันตรายตอ
พืช ทําใหการเจริญและผลผลิตลดลงอยางเดนชัด ความเค็มของดินวัดเปนหนวยของคาการนําไฟ
ฟา(electrical conductivity, EC) ของสารละลายดินที่แยกจากดินซึ่งอิ่มตัวดวยน้ําที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส หากมีคาสูงกวา 2 มิลลิโมหตอเซนติเมตร(mmho/cm) หรือ 2 เดซิซีเมนตอเมตร ( d 
S/m) จัดวาเปนดินเค็ม (อรุณี ยูวะนิยม, 2531) คาการนําไฟฟานี้นอกจากจะผันแปรตามปริมาณ
เกลือที่ละลายอยูแลว ยังขึ้นกับอุณหภูมิขณะทําการวัดดวย คามาตรฐานจะวัดที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส โดยคาการนําไฟฟาจะเพิ่มข้ึนประมาณ 2% ตอ องศาเซลเซียสที่เพิ่มข้ึน เกลือสวน
ใหญที่พบในดินเค็มเปนไอออนของ คลอไรด (Cl-) ซัลเฟต (SO4

2-) ไบคารบอเนต (HCO3
-) โซเดียม 

(Na+) แคลเซียม(Ca2+) หรือ แมกนีเซียม (Mg2+)  แตไอออนที่พบมากและมีผลตอการเจริญและผล
ผลิตของพืชมากกวาไอออนชนิดอื่นๆ คือ Na+ และ Cl- (Bernstein, 1964) ในประเทศไทย ดินเค็ม
แบงเปน 3 พื้นที่ใหญ คือ ดินเค็มในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ดินเค็มในภาคกลางและ ดินเค็มชาย
ทะเล องคประกอบเกลือในดินเค็มบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือเปนเกลือโซเดียมคลอไรด 
(NaCl) คลายคลึงกับดินเค็มชายทะเล ตางกันคือดินเค็มชายทะเลมีแมกนีเซียมคลอไรด (MgCl2) 
และแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) มากกวาดินเค็มทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทย สวนชนิด
ของเกลือในดินเค็มภาคกลางมีหลายรูปมีหลายแหงที่ไมใชเกลือโซเดียมคลอไรดแตมักจะพบอยูใน
รูปของเกลือซัลเฟต คลอไรด ไบคารบอเนต หรือ คารบอเนตของแมกนีเซียม แคลเซียม และ
โซเดียม (อรุณี ยูวะนิยม, 2531) 

 
2.อิทธิพลของความเค็มตอการเจริญและผลผลิตของพืช 

โดยทั่วไปเมื่อสารละลายที่มีคา EC ตั้งแต 0-2 มิลลิโมหตอเซนติเมตรนั้น ไมมีผลตอการ
เจริญของพืชทุกชนิด แตคา EC ที่สูงกวานี้จะมีผลกระทบตอการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช
ชนิดตางๆ ขึ้นกับความสามารถในการทนเค็มของพืชนั้นๆ ตัวอยางเชน คา EC ของสารละลายที่จะ
ทําใหถั่วเขียว (Vigna radiata)  ขาวโพด (Zea may)  ขาว (Oryza sativa L.)  มะเขือเทศ 
(Lycopersicum esculentum)  ฝาย (Gossypium hervaceum) และ ชะคราม (Suaeda 
maritima) มีผลผลิตลดลงประมาณ 50% อยูที่คา EC 4 6 7 10 12 และ 30 มิลลิโมหตอ
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เซนติเมตร ตามลําดับ (กรมพัฒนาที่ดิน, 2527) รวมทั้งพืชแตละชนิดจะตอบสนองตอความเค็มใน
แตละชวงอายุตางกันดวย โดยขาวจะมีความออนแอตอความเค็ม 2 ระยะ คือ ระยะกลาออนที่มีใบ 
2-5 ใบ และระยะออกดอกและผสมเกสร (Pearson et al., 1966)  อาการที่ขาวตอบสนองตอภาวะ
เค็มที่เกิดจาก NaCl จะแสดงที่ใบแกกอนโดยขอบใบและปลายใบมีอาการไหม   ขณะที่ใบออน
แสดงอาการเพียงเล็กนอย ตอมาอาการใบไหมจะลุกลามจนถึงเสนกลางใบทําใหใบขาวแหงตาย 
(Kaddah and Fakhry, 1961) 

เมื่อพืชไดรับเกลือมากกวาระดับปกติ จะตอบสนองคลายกับการขาดน้ํา คือ มีการเจริญ
ลดลง พบอาการใบไหม  ขนาดและจํานวนใบลดลง สงผลใหผลผลิตของพืชลดลงดวย ซึ่งเกิดจาก
สาเหตุหลัก 3 ประการคือ พืชดูดน้ําไดนอยลงเนื่องจากเกิด osmotic stress, พืชขาดธาตุอาหาร
บางชนิด (nutrient deficiency stress) และ เกิดจากความเปนพิษเนื่องจากไอออนบางชนิดที่พืช
ดูดสะสม (toxic effect of specific ion) (Stavarek and Rains, 1984) การตอบสนองของพืชจะ
มากนอยขึ้นอยูกับความสามารถในทนเค็มของพืชนั้นๆ 

พืชดูดน้ําไดนอยลงเนื่องจากเกิด osmotic stress นั้นเกิดจากเกลือที่สะสมในดิน ถายิ่งมี
ปริมาณมากยิ่งมีผลทําให water potential ของสารละลายในดินต่ําลง ทาํให  water potential 
gradient ระหวางดินและเซลลพืชนอยลง ความสามารถในการดึงน้ําเขาเซลลของพืชลดลง เกิด
ภาวะ plasmolysis ซึ่งพืชจะแสดงอาการขาดน้ําโดยใบจะเหี่ยว และเมื่อขาดน้ําอยางรุนแรงพืชจะ
ตาย(Bernstein, 1964) 

ภาวะเค็มทําใหพืชมีอาการขาดธาตุบางชนิด เมื่อ  water potential ในดินต่ํา เนื่องจาก
เกลือที่สะสมในดิน ในกรณีพืชที่ตานทานความเค็มไดในระดับหนึ่ง พืชจะปรับคาออสโมติกของ
รากใหต่ํากวาสารละลายดินได การปรับคาออสโมติกของพืชอาจจะทําไดโดยการดูดเกลือเขาไป
สะสมไวในเซลลหรือ organelle (Flowers et al., 1977; Greenway and Munns, 1980)เพื่อให
สามารถนําน้ําเขาไปใชได เมื่อ Na+ และ Cl- เพิ่มข้ึนในใบและลําตน พบวาการสะสม K+ , Ca2+, 
NO3 -และ Pi ลดลง (Lutts et al., 1996; Cramer et al. 1991) ซึ่งสงผลใหพืชแสดงอาการขาดธาตุ
ได 

ความเปนพิษที่เกิดจากไอออนบางชนิด เปนผลเนื่องจากการดูดสะสมไอออนที่เปนพิษ 
สวนใหญเกิดจากความเปนพิษของโซเดียมและคลอไรดไอออน ซึ่งทําใหเกิดอาการใบไหม    Na+ 

และ Cl- ที่มากเกินไปจะทําลายโครงสรางทุติยภูมิของโปรตีน ทําใหโปรตีนเสียสภาพและเรงการ
เกิด senescence และ necrosis (Neumann, 1997) 
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3.การปรับปรุงพันธุพืชทนเค็ม 
 การปรับปรุงพันธุพืชเพื่อใหสามารถปลูกในพื้นที่ปลูกที่ไมเหมาะสมนั้นเริ่มมีการศึกษามา
นานแลว โดยระยะแรกจะเปนการปรับปรุงและคัดเลือกพืชในแปลงทดลอง การคัดเลือกพืชทนเค็ม
นั้นกระทําสําเร็จเปนครั้งแรกในประเทศศรีลังกา โดยไดขาวพันธุทนเค็ม Pokkali และการคัดเลือก
พันธุขาวทนเค็มอ่ืนๆ ในศรีลังกามีรายงานในป 1943 ไดพันธุขาว Vala Rata 1-24 และ Bhura 
Rata 4-10 ( Moeljopawiro and Ikehashi, 1981)   ในระยะตอมาการคัดเลือกไดมีการพัฒนา
เทคนิคขึ้นโดยใชการคัดเลือกในสารละลายธาตุอาหารที่ผสมสารที่กอใหเกิดภาวะเครียด ในกรณี
ของภาวะเค็มนิยมใช NaCl  MgCl2 และ CaSO4 เติมลงไปในสารละลายธาตุอาหารในปริมาณที่
ตองการทดสอบ   การคัดเลือกโดยวิธีนี้สามารถกําหนดระดับความเครียดไดอยางแมนยําตาม
ปริมาณของสารที่ให แตการคัดเลือกในวิธีที่กลาวมานี้ไดผลเฉพาะพืชที่ในประชากรมีองคประกอบ
ทางพันธุกรรมหรือยีนที่มีความสามารถทนทานภาวะอันไมเหมาะสมนั้นๆ (ชัยนาม ดิสถาพร, 
2531) 
 ในระยะตอมานักวิจัยหลายราย เร่ิมใชวิธีการเพิ่มการแปรผันทางพันธุกรรมในพืชใหสูงขึ้น
โดยใชวิธีตางๆ กัน เชน การคัดเลือกลูกผสมกอนแลวนํากลับมาคัดเลือกในสารละลายธาตุอาหาร
ท่ีผสมสารที่กอใหเกิดภาวะเครียด รายงานของทรงชัย วัฒนพายัพกุล และคณะ (2528) ระบุวา
สามารถคัดเลือกขาวลูกผสมสายพันธุ SKNLR8001 3-3-1   ซึ่งทดสอบพบวาทนเค็มไดดี จากลูก
ผสม 10 สายพันธุ นอกจากขาวแลวยังมีรายงานเกี่ยวกับการสรางลูกผสมที่มีลักษณะทนเค็มไดดี
ขึ้นและสามารถถายทอดลักษณะทนเค็มไดในผักกาดกานขาว (Brassica napus ) เรด โคลเวอร 
(Trifalium pratense) อัลฟลฟา (Medicago sativa) และ เบอรซัม โคลเวอร (T. alexandrinum) 
(Ashraf et al.,1987:อางถึงใน ทิพยวรรณ ธนไพศาล,2534)  นอกจากนี้ยังใชวิธีการชักนําใหเกิด 
มิวเตชัน (mutation) เพื่อเพิ่มการผันแปรทางพันธุกรรมอีกดวย ซึ่งสามารถใชไดหลายวิธี เชนการ
ใชรังสี สารเคมี และเทคนิคการเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ตัวอยางของใชรังสี  คือรายงานของ เกรียงไกร 
พันธุวรรณ (2528) โดยใชรังสีแกมมาในการชักนําใหเกิดมิวเตชันใน ขาวพันธุขาวดอกมะลิ105 
เหนียวสันปาตอง กข.6 หอมออม และหางดง   กรณีของสารเคมี  Woo และคณะ (1988) ใช 
ethylmethane sulfonate (EMS) แชเมล็ดขาวพันธุ Tainung67 และคัดเลือกตอบนอาหารที่มี 
NaCl ซึ่งสามารถคัดเลือกตนที่สามารถทนเค็มได 
 กรณีการใชเทคนิคการเลี้ยงเนื้อเยื่อนั้น เนื่องจากสามารถใชประโยชนจากการแปรผันของ
เซลลรางกาย (somaclonal variation)ในหลอดทดลอง ซึ่งพบในเซลลพืชที่ผานการชักนําใหเกิด
แคลลัส (callus induction) การเลี้ยงเซลลแขวนลอย ( cell suspension culture) และ การเลี้ยง
โปรโตพลาสต (protoplast culture) เมื่อนํามาชักนําใหเกิดเปนตนสมบูรณจะพบความแปรผันได
อยางชัดเจน (Vajrabhaya and Vajrabhaya,1987)จึงทําใหเปนที่นิยมกันมาก สําหรับความแปร
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ผันของเซลลรางกายขาวนั้น รายงานครั้งแรกโดย Nishi และคณะ(1968) จากการเลี้ยงแคลลัส ซึ่ง
ตอมาก็มีรายงานเกี่ยวกับการแปรผันของเซลลรางกายขาวอีกหลากหลายลักษณะ(Ocono, 1978; 
Oono and Sakagushi, 1978; Yang et al., 1999) ลักษณะการเกิด somaclonal variation ของ
ขาวนั้นพบวาชวงเวลาที่เลี้ยงแคลลัสยิ่งยาวนาน ตนขาวที่ไดรับการชักนําใหเกิดจะมีระดับความไม
คงที่ของลักษณะทางพันธุกรรมสูงกวาตนที่ชักนําจากแคลลัสที่เลี้ยงในระยะเวลาสั้น (Muller et 
al., 1990; Yang et al., 1999) และความแปรผันของเซลลรางกายที่เกิดจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อนี้จะ
มีความถี่สูงกวาในธรรมชาติ (Vajrabhaya and Vajrabhaya,1991) ลักษณะที่กลายไปนี้สามารถ
นํามาใชประโยชนในการคัดเลือกเพื่อใชในการปรับปรุงพันธุหรือใหคงลักษณะพันธุเดิมแตเพิ่มคุณ
สมบัติในการตานทานภาวะไมเหมาะสมตางๆได การเติม NaCl ลงในอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อใช
เปนอาหารคัดเลือกในระดับที่เซลลตาย (lethal level) จะแตกตางกันไปในพืชแตละชนิด ในกรณี
ของขาวที่ใชในการศึกษา Vajrabhaya และคณะ (1987)  ไดชักนําแคลลัสจากเอมบริโอของขาว 8 
พันธุคือ กข8  กข23  กข25  ขาวดอกมะลิ นางมนเอส4 เหนียวสันปาตอง เหลืองประทิว123 และ
ขาวตาแหง17 ซึ่งคัดเลือกใน NaCl 3 ระดับคือ 0.8 1 และ 2 เปอรเซ็นตเปนเวลา 4 สัปดาห โดยทํา
การคัดเลือกใน 2 ระยะคือ ระยะแคลลัส และ ระยะยอด สามารถคัดเลือกตนที่รอดตายที่ NaCl 
ระดับ 0.8 เปอรเซ็นต 637 ตน NaCl ระดับ 1 เปอรเซ็นต 46 ตนและ NaCl ระดับ 2 เปอรเซ็นต 25 
ตน เมื่อไดตนขาวจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อในหลอดทดลองแลว ไดนํามาปลูกเพื่อเก็บเมล็ด และนํามา
คัดเลือกใหมในรุนตอไป โดยการปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม NaCl 0.5% (w/v) (คา EC 8-
10 mmho/cm) เมื่อกลาขาวมีอายุ 3-5 ใบเปนเวลา 4 สัปดาห เมื่ออยูในภาวะเค็มดังกลาว ขาว
พันธุ LPT123-TC171 เปนสายพันธุที่รอดตายสูงถึง 94.3 % ซึ่ง Vajrabhaya และ Vajrabhaya 
(1991) กลาววา การคัดเลือกขาวสายพันธุทนเค็มนั้น เมื่อทําการคัดเลือกในระดับเซลลแลว ควร
ทําการคัดเลือกในระดับตนดวย และการคัดเลือกควรกระทําตอเนื่องกันอยางนอยประมาณ 3 ชั่ว
รุน เพื่อใหแนใจวา ลักษณะทนเค็มที่ไดนั้นเปนลักษณะที่เสถียร 
 
 
4.กลไกการทนเค็มของพืช 
 การที่พืชสามารถทนตอภาวะเค็มจนกระทั่งครบวงจรชีวิตนั้น นักวิทยาศาสตรเชื่อวาพืชมี
กลไกในการลดความเปนพิษของภาวะเค็มในลักษณะตางๆ กัน เชน 
 
 กลไกการหลีกเลี่ยง (avoidance mechanism) โดยหลีกเลี่ยงการสะสมเกลือใน

cytoplasm โดยการสราง salt gland  เพื่อขจัดเกลือ หรือการเคลื่อนยายไปไวใน vacuole 
(Taiz and Zeiger, 1998) 
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 กลไกการทนทาน(tolerance mechanism) เปนความสามารถที่พืชยังรักษาบทบาทและ
หนาที่ของระบบตางๆ ภายในพืชแมในภาวะเครียด ซึ่งเชื่อวาอาจทําโดยการปรับ water 
potential ภายในเซลลใหต่ําลงโดยการสะสมสาร metabolite บางชนิด (Taiz and 
Zeiger, 1998) 
 การดูดซึมและการเคลื่อนยาย (absorption and translocation) โดยการดูดเกลือเขามา
สะสมในรากหรือลําตนเพื่อปองกันไมใหเกลือเขาไปสะสมที่ใบหรือยอด หรืออาจมีการดูด
โซเดียมกลับออกจากทอน้ํา(reabsorption) และ การเคลื่อนยายออก(retranslocation) 
จากพืชสูสารละลายดิน (Yeo et al., 1987) 
 การอวบน้ํา (succulence) โดยการเพิ่มปริมาณน้ําภายในเซลลทําใหความเขมขนของสาร
ละลายภายในเซลลลดลง ( Greenway and Munns,1980) 

 เมื่อพืชเจริญอยูในภาวะเค็มหรือภาวะแลง พบวาพืชเหลานั้นมีการสรางและการสะสมสาร
บางตัวหรือไอออนบางชนิด ทั้งนี้เชื่อวาการสะสมสารเหลานั้นเมื่อพืชอยูในภาวะเครียด   จะมี
ประโยชนตอการปรับคา water potential  ในเซลลเพื่อใหสามารถดูดน้ํามาใชในการดํารงชีวิต
ได(Taiz and Zeiger, 1998) พืชแตละชนิดจะมีการปรับตัวแตกตางกันไป ทําใหความสามารถใน
การทนตอภาวะเครียดนั้นแตกตางกัน สารที่พืชสะสมสวนใหญนั้นเปนสารจําพวก  polyol  หรือ 
nitrogen dipole และสาร metabolite ตางๆ ซึ่งสารเหลานี้ไดแกสารจําพวกน้ําตาล เชน  sorbitol 
(Ahmad et al., 1979)  mannitol (Tarczynski et al., 1993) กรดอะมิโนตางๆ เชน  proline 
(Greenway and Munns, 1980;  Lutts et al., 1996; Iyer and Caplan, 1998; Lutts et al., 
1999) , glycine betaine (Sakamoto and Murata,2002) , putrescine ( Chen and Kao,1993) 
และ ion ตางๆ เชน Na+, Cl-, K+,NO3

- และ Mg2+ (Lutts et al., 1996; Cheeseman, 1988; 
Rodriguez et al., 1997) เปนตน 

การสะสมโพรลีนเปนกระบวนการที่ไดรับการยอมรับวาเปนกระบวนการสําคัญกระบวน 
การหนึ่งที่เกิดขึ้นในพืชเมื่อไดรับความเครียดที่เกิดจากภาวะเค็มและแลง (Strizhov et al.,1997)  

Salt stress มีผลตอ osmotic adjustment ของพืช ปริมาณ ion และปริมาณ proline 
(Lutts et al.,1996) โดย Lutts และคณะ(1996) รายงานวาเมื่อปลูกกลาขาวพันธุ I Kong Pao 
(IKP) ซึ่งเปนพันธุขาวไมทนเค็ม เปรียบเทียบกับพันธุทนเค็ม คือ Nona Bokra ในสารละลายธาตุ
อาหารที่มี NaCl ความเขมขน 50 และ 100 mM เมื่อวัดปริมาณโพรลีนเมื่อไดรับภาวะเค็มที่ 3 วัน
และ 10 วันพบวาพันธุ ไมทนเค็มมีปริมาณโพรลีนสูงกวาพันธุทนเค็มอยางมีนัยสําคัญ  
 สําหรับขาวเจาพบวามีการสะสมโพรลีนสูงเมื่อไดรับภาวะเครียดรุนแรงหลังงอกแลว 37-
52 วัน และการสะสมโพรลีนจะพบในใบมากกวากาบใบ ใบออนมีการสะสมมากที่สุด ในขณะที่ไม
พบการสะสมในราก (Lutts et al., 1999)   ในขาวบารเลยนั้นพบวาเมื่อขาวบารเลยขาดน้ําจนมี
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อาการเหี่ยวจะมีการสรางโพรลีนจาก glutamate เพิ่มจากปกติ 40 เทา ในขณะที่กระบวนการ 
proline oxidation และกระบวนการสังเคราะหโปรตีนถูกยับยั้ง ปริมาณคารโบไฮเดรตเปนอีก
ปจจัยหนึ่งในควบคุมการสรางโพรลีน โดยเมื่อปริมาณคารโบไฮเดรตในใบต่ํา พืชจะสราง 
glutamine aspartate และ organic acid อ่ืนๆ แทน (Stewart and Larher, 1980)  
 
 
กระบวนการสังเคราะหโพรลีน 
 โพรลีนนั้นเปนที่รูกันวาเปนสาร osmoprotectant ตัวหนึ่งที่มีความสําคัญในพืช เพื่อปอง
กันการเกิด hyperosmotic stress ซึ่งเปนผลมาจากภาวะแลงและภาวะเค็ม (Delaney and 
Verma, 1993) นอกจากนี้ยังเชื่อกันวาเปนสารที่ชวยในการสรางเสถียรภาพใหแกโครงสรางของ
เซลลและชวยกําจัดอันตรายจากอนุมูลอิสระอีกดวย (Smirnoff and Cumbes, 1989)  การ
สังเคราะห,  การสะสม  และการสลายโพรลีนจะเปนขั้นตอนที่เกิดขึ้นมากนอยตามแตสภาวะแวด
ลอมที่เปลี่ยนไป เชื่อกันวาการสังเคราะหโพรลีนของพืชที่ถูกกระตุนโดยภาวะเครียดนั้นจะ
สังเคราะหจาก glutamate โดยมีเอนไซม ∆1-pyrroline-5-carboxylate synthatase (P5CS) เปน
ตัวควบคุมปฏิกิริยา 
 

 
ภาพที่ 1 ปฏิกิริยาการสรางโพรลีนจาก gutamic acid ( Delauney and Verma, 1993) 
   

ปฏิกิริยาดังภาพที่ 1  เอนไซมที่ควบคุมปฏิกิริยา  คือ ∆1-pyrroline-5-carboxylate 
synthase (P5CS) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่เรงปฏิกิริยา 2 ขั้นแรกของการสังเคราะหโพรลีนคือ 
เปลี่ยน glutamic acid  เปน glutamyl-γ-semialdehyde(GSA)   และเปนการควบคุมแบบ rate-
limiting step โดยผลผลิตคือ โพรลีน จะหยุดยั้งการทํางานของ P5CS  โดยพบวาโพรลีนความเขม
ขน 6 mM สามารถยับยั้งปฏิกิริยาลงไดคร่ึงหนึ่ง (Hu et al, 1992) จากนั้นจึงเกิดกระบวนการ 
dehydration ตอไปโดยไมใชเอนไซมได ∆1-pyrroline-5-carboxylate (P5C)  ซึ่ง P5Cจะเขาสู
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กระบวนการ reduction โดยใชเอนไซม ∆1-pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR) จากปฎิ
กิริยานี้จะได L-proline (Delauney and Verma,1993; Mestichelli et al,1979)  
 นอกจากกระบวนการสังเคราะหโพรลีนที่สรางจาก glutamatic acid แลว  โพรลีนยัง
สามารถสังเคราะหจากOrinithine ไดเชนกันโดยใชเอนไซม ornithine-δ-aminotransferase ผล
ของปฏิกิริยาได GSA ซึ่งเปลี่ยนเปน P5C โดย P5CR (Delauney and Verma,1993; Mestichelli 
et al,1979) ดังภาพที่ 2 

 
ภาพที่ 2 ปฏิกิริยาการสรางโพรลีนจาก ornithine (Delauney and Verma, 1993) 
 
 ปฏิกิริยาดังภาพที่ 2 จะเห็นไดวา โพรลีนยังสามารถสรางจาก ornithine ไดอีกทางหนึ่ง 
คือ ใชเอนไซม ornithine-α-aminotransferase  ซึ่งไดผลจากปฏิกิริยาเปน α-keto-
aminovalerate ซึ่งสามารถเปลี่ยนเปน pyrroline-2-carboxylate (P2C) ไดโดยไมตองใชเอนไซม
ในการเรงปฏิกิริยา  และ P2C เปลี่ยนเปน L-proline ไดโดยใชเอนไซม pyrroline-2-carboxylate 
reductase (P2CR) (Delauney and Verma,1993; Mestichelli et al, 1979)  การศึกษาของ 
Mestichelli และคณะ(1979) เสนอแนะวา กระบวนการนี้เปนกระบวนการหลักในการเปลี่ยนแปลง 
ornithine  ไปเปน proline ในพืชบางชนิด  เชน Jimsonweed (Datura stramonium)  ยาสูบ 
(Mestichelli et al., 1979)  เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงของ Jerusalem artichoke (Helianthus 
tuberosus ) (Duran and Wurtz, 1965: อางถึงใน Mestichelli et al., 1979  ) narrow-leaved 
lupine (Lupinus angustifolius )(Hasse et al, 1967: อางถึงใน Mestichelli et al., 1979) ถั่ว
เขียว (Phaseolus aureus)  (Hasse et al, 1967: อางถึงใน Mestichelli et al., 1979  )  เนื้อเยื่อ
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ถั่วที่เพาะเลี้ยง(P. vulgaris ) (Wickremasinghe et al, 1965: อางถึงใน Mestichelli et al., 1979)  
และถั่วลันเตา(Pisum sativum )( Meister et al, 1957: อางถึงใน Mestichelli et al., 1979)   
 
 
กระบวนการสลายโพรลีน 

การสลายตัวของโพรลีนเกิดจากกระบวนการ proline oxidation โดยมีเอนไซม  proline 
dehydrogenase ผลที่ไดจากปฏิกิริยานี้คือ ∆1-pyrroline-5-carboxylate(P5C) จากนั้นเอนไซม 
∆1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase จะทําปฏิกิริยากับ P5C ได  glutamate 
(Handson and Hitz, 1982) ในภาวะปกติจะมีสมดุลระหวางการสังเคราะหและการสลายของโพร
ลีน แตเมื่อเกิดภาวะ osmotic stress จะทําให proline oxidation จะถูกยับยั้ง (Boggess et al., 
1976a) 

 
 

 
การศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนในพืชชั้นสูงเมื่อไดรับภาวะเค็ม 

การศึกษาใน Arabidopsis thaliana L.พบวาการสะสมโพรลีนเนื่องจากความเค็มและ
แลงนั้นเกิดขึ้นเนื่องจากการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วของปริมาณ mRNA ของ ∆1-pyrroline-5-
carboxylate synthase (P5CS) gene  (Strizhov et al., 1997) และการศึกษาดวย Northern 
Blot Analysis ใน Vigna sp. เมื่อให NaCl 200 mM  พบวาภาวะเค็มชักนําใหยีน P5CS มีการ
แสดงออกที่ใบอยางมาก (Hu et al, 1992) ในการศึกษาใน Arabidopsis เมื่อใหภาวะแหง 
(desiccation) ภาวะเค็ม และ ABA พบวาทั้งตนและรากมีปริมาณการแสดงออกของ P5CS อยาง
มาก(Yoshiba et al, 1995). Savoure และคณะ (1997) ซึ่งทําการทดลองใน Arabidopsis 
thaliana L. ไดเสนอแนะวาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนจะขึ้นอยูกับ 
signal transduction อยางนอย 2 กระบวนการ ซึ่งกระบวนการหนึ่งจะถูกชักนําโดย ABA ที่ให
จากภายนอกโดยไมมีภาวะเครียด ซึ่ง ABAเปนฮอรโมนพืชที่พบวามีบทบาทสําคัญในการตอบ
สนองของพืชในภาวะเครียดตางๆ สวนอีกกระบวนการหนึ่งจะถูกชักนําโดย cold stress และ 
osmotic stress ที่ไมเกี่ยวของกับ ABA จากภายนอก  โดยการทดลองไดทําการติดตามการแสดง
ออกของยีน At-P5S ( Arabidopsis thaliana ∆1-pyrroline-5-carboxylate synthase) และ At-
P5R ( Arabidopsis thaliana ∆1-pyrroline-5-carboxylate reductase) ใน Arabidopsis 
thaliana   wild type กับ ABA-insensitive mutant ที่มีการสราง ABA ไมตางจาก wild type และ 
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ABA-deficient mutant (<5%ของ wild type)  เมื่อใหABA และภาวะเครียด พบวาทั้งหมดตางมี
ปริมาณ mRNA level ของทั้งสองยีนเพิ่มข้ึนจากภาวะปกติ  
 Lee และ Hwang (2003) รายงานความสัมพันธระหวางปริมาณการแสดงออกของยีน 
P5CS กับปริมาณโพรลีนที่มีใน Zoysiagrass (Zoysia sp.) และชี้ใหเห็นวาใน Zoysiagrass นั้น
การแสดงออกของยีน P5CS เปนสวนสําคัญที่สามารถบงชี้ปริมาณโพรลีนที่สรางได นอกจากนี้
การทํา overexpression ของยีน P5CS จาก  mothbean  ในยาสูบ  แครอท  และขาวตัดตอพันธุ
กรรมมีผลทําใหความสามารถในการทนเค็มสูงขึ้น ( Kishor et al.,1995, Han and Hwang, 
2003, Zhu et al.,1998) และใน Arabidopsis มีการทดลองลดการเกิด proline degradation โดย
การทํา antisense ของ proline dehydrogenase gene ซึ่งก็พบวาทําใหความสามารถในการทน
เค็มสูงขึ้นเชนกัน (Nanjo et al., 1999a) 

ในอีกทางหนึ่ง โพรลีนสามารถสังเคราะหจาก ornithine ไดเชนกัน โดยทั่วไปพืชจะใช
เอนไซม Ornithine-δ-aminotransferase(OAT)  ในกรณีการศึกษาถึงการแสดงออกของยีน OAT   
Delauney และคณะ (1993) รายงานวามีการแสดงออกของยีน OAT ลดลงในภาวะเค็ม อยางไรก็
ตาม การศึกษาของ Roosen และคณะ (1998) ใน Arabidopsis รายงานวาการแสดงออกของยีน 
OAT จะถูกชักนาํใหมีการแสดงออกมากขึ้นเชนเดียวกับยีน P5CS  เมื่อตนพืชมีอายุนอย หากพืชมี
อายุมากขึ้นพบวาปริมาณ mRNA และ ประสิทธิภาพของเอนไซม จะลดลงเมื่ออยูใตภาวะเค็ม  

นอกจากนี้มีรายงานวา เมื่อมี overexpression ของยีน OAT จาก Arabidopsis ในขาว
ตัดตอพันธุกรรม เมื่อใหภาวะเค็มหรือภาวะแลงจะมีการสะสมโพรลีนเพิ่มข้ึนประมาณ 5-15 เทา
จากชุดควบคุมที่ไมไดรับการตัดตอพันธุกรรม และพบวาขาวตัดตอพันธุกรรมนี้มีอัตราการงอกของ
เมล็ดขาวมากขึ้น และแมการเจริญเติบโตของตนขาวตัดตอพันธุกรรมนี้จะลดลงเมื่อไดรับภาวะเค็ม
ดวย NaCl แตเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไมไดรับการตัดตอพันธุกรรมที่ไดรับภาวะเค็มเชนกัน พบวา
มีการเจริญเติบโตและผลผลิตมากกวาอยางมีนัยสําคัญ และใหผลเชนเดียวกันในภาวะเค็มที่เกิด
จาก KCl และ MgSO4(Wu et al.,2003) 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
พืชทดลอง 

1. เมล็ดขาว (Oryza sativa L.) พันธุเหลืองประทิว 123 (LPT123)  ใชเปนชุดควบคุม 
2. เมล็ดขาว (Oryza sativa L.) พันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 

6 ซึ่งไดจากการเกิด somaclonal variation ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 ในหลอด
ทดลองคัด เลือกพันธุและผานการผสมตัวเองและคัดเลือกภายใตภาวะเค็มมา 5 ชั่วรุน 

 
สถานที่ปลูกพืชทดลอง 

โรงเรือนมุงหลังคาพลาสติกใส  ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

 
อุปกรณการศึกษา 

1. วัสดุอุปกรณที่ใชปลูก 
• กระบะพลาสติกสี่เหลี่ยมสีดํา ขนาดความจุ 5 ลิตร 
• โฟมและฟองน้ํา 
• เครื่องวัดการนําไฟฟา (Digital elctroconductivity meter) 

2. วัสดุอุปกรณที่ใชในการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของพืช 
• ตูอบตัวอยางพืช (Hot air oven) 
• เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
• ไมบรรทัด 
• เครื่องวัดพื้นที่ใบ(LI-300A Portable Area Meter,Li-COR, USA) 

3. วัสดุอุปกรณที่ใชในการสกัดและวัดปริมาณโพรลีน 
• ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง(Deep Freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
• โกรงบด 
• กระดาษกรองเบอร 1 
• หลอดทดลองขนาด 30 ml 
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• ปเปตแกว 
• อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) 
• เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) 
• เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 

4. วัสดุอุปกรณที่ใชในการสกัด DNA และการทํา PCR 
• เครื่องเพิ่มปริมาณ DNA (Programmable Thermal Controller รุน PTC 100TM, MJ 

Research, Inc. ) 
• ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง(Deep Freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
• ไมโครปเปต 
• โกรงบด 
• หลอด microcentrifuge 
• เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
• เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน( microcentrifuge) 
• ชุดแยกกรดนิวคลิอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ ( Horizontal gel 

electrophoresis) 
• เครื่องกําเนิดแสง UV (UV transluminator) 
• กลองถายภาพโพลารอยด 

5. วัสดุอุปกรณที่ใชในการโคลนชิ้นสวน DNA ที่ไดรับการเพิ่มจํานวนจากการทํา PCR 
(Polymerase Chain Reaction) 
• ไมโครปเปต 
• อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath) 
• เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน( microcentrifuge) 
• เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอนชนิดควบคุมอุณหภูมิ ( Refrigerated centrifuge) 
• หลอด microcentrifuge 
• เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
• ชุดแยกกรดนิวคลิอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ ( Horizontal gel 

electrophoresis ) 
• เครื่องกําเนิดแสง UV (UV transluminator) 
• กลองถายภาพโพลารอยด 
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• ตูควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 
• ตูอบ(Oven) 
• เครื่องเขยาผสมสาร(vortex mixer) 

6. วัสดุอุปกรณที่ใชในการสกัด RNA 
• ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง(Deep Freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
• ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
• โกรงบด 
• ไมโครปเปต 
• อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath) 
• เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน( microcentrifuge) 
• เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอนชนิดควบคุมอุณหภูมิ ( Refrigerated centrifuge) 
• หลอด microcentrifuge 
• เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
• เครื่องเขยาผสมสาร (vortex mixer) 
• เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (spectrophotometer) 

7. วัสดุอุปกรณที่ใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนดวยวิธี Northern Blot Hybridization 
• ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง(Deep Freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
• ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
• ไมโครไปเปต 
• โกรงบด 
• อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath) 
• เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน( microcentrifuge) 
• เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอนชนิดควบคุมอุณหภูมิ( Refrigerated centrifuge) 
• หลอด microcentrifuge 
• เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
• ชุดแยกกรดนิวคลิอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ ( Horizontal gel 

electrophoresis) 
• เครื่องกําเนิดแสง UV (UV transluminator) 
• กลองถายภาพโพลารอยด 
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• ตูควบคุมอุณหภูมิสําหรับทํา Hybridization (Hybridization oven) 
• แผนเมมเบรน (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, UK) 
• X-ray flim 

 
 
สารเคมี 
1. สารเคมีที่ใชในการปลูกขาว 

• สารเคมีสําหรับสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP no.2 (Vajrabhaya and 
Vajrabhaya, 1991) (ภาคผนวก ก) 

• NaCl (Merck, Germany) 
2. สารเคมีที่ใชในการสกัด และวัดปริมาณโพรลีน (Bate et al.,1973) 

• 3% sulfosalicylic acid 
• glacial acetic acid 
• ninhydrin 
• 6 M phosphoric acid 
• toluene 

3. สารเคมีที่ใชในการสกัด DNA 
• DNA extraction buffer(CTAB) (ภาคผนวก ก) 
• ไนโตรเจนเหลวสําหรับบดตัวอยาง 
• Chloroform 
• Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol (25:24:1)(v/v/v) 
• RNase 
• Sodium acetate 
• Isopropanol 
• Ethyl alcohol 
• TE Buffer(ภาคผนวก ก) 

4. สารเคมีที่ใชในการสกัด RNA 
• RNA Extraction Buffer(Hot phenol) 
• RNA Extraction Buffer (Logemann et al., 1987) 
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• Trizol reagent®(GibcoBRL® California, USA) 
• Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol (25:24:1) 
• acetic acid 
• 3 M sodium acetate (pH 5.2) 
• Ethyl alcohol 
• Isopropanol 
• 10 M LiCl2 
• TE Buffer (ภาคผนวก ก) 

4.สารเคมีที่ใชในการทํา Northern Blot Hybridization 
• Agarose  
• RNA Ladder(New England Biolabs, USA) 
• 10x MOPS (ภาคผนวก ก) 
• Loading Dye for RNA (ภาคผนวก ก) 
• Ethidium bromide 
• 37% formaldehyde 
• formamide 
• 20x SSC (ภาคผนวก ก) 
• ECL Labeling and Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech UK limited, UK) 
• Primary wash buffer (ภาคผนวก ก) 
• สารเคมีที่ใชในการลางฟลม( developer and fixer)( Kodak (Australia) PTY.LYD., 

Australia) 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1. การศึกษาอัตราการรอดตายของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 (LPT123) และสายพันธุทนเค็มที่
คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง (LPT123- TC171) รุนที่ 6 ในภาวะ
เค็ม 

 
1.1 การศึกษาอัตราการรอดตายของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123 - TC 

171 เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน 
1.1.1 เพาะเมล็ดขาวทั้งสองสายพันธุ โดยนําเมล็ดขาวแชน้ํา 1 คืน จากนั้นนํา

ไปเพาะโดยเรียงเมล็ดเปนแถวบนกระดาษทิชชูที่ทําใหชื้นดวยน้ํา เพาะ
ในที่มืดเปนเวลา 4 วัน จากนั้นจึงยายมาวางในที่มีแสงอีก 3 วัน โดยให
ความชื้นสม่ําเสมอ 

1.1.2 เมื่อตนกลาอายุ 7 วันนับจากวันเพาะ คัดเลือกตนกลาขนาดใกลเคียง
กัน ยายตนกลาลงปลูกในกระบะสี่เหลี่ยมสีดํา ขนาดความจุ 5 ลิตร ที่มี
สารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ยายเขาไปวางในโรง
เรือนมุงหลังคาพลาสติกใส เพื่อรับแสงตามธรรมชาติ จนกระทั่งตนกลา
มีอายุได 15 วันนับจากวันเพาะ เปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารทุก 3 วัน 

1.1.3 ยายตนกลาอายุ 15 วันของทั้งสองสายพันธุลงปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่เติม 0% NaCl (w/v) สายพันธุละ 50 
ตน 0.3% NaCl (w/v) สายพันธุละ 200 ตนและ 0.5% NaCl (w/v) สาย
พันธุละ 200ตน เพาะเลี้ยงในโรงเรือนจนกระทั่งครบ 4 สัปดาห เปลี่ยน
สารละลายธาตุอาหารทุก 3 วัน 

1.1.4 เก็บขอมูลจํานวนตนที่รอดตายในแตละสัปดาห บันทึกผล  
 

1.2 การศึกษาอัตราการรอดตายของ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- TC171 เมื่อ
กลาขาวอายุ 22 วัน   

1.2.1 เพาะเมล็ดขาวทั้งสองสายพันธุ ตามวิธีที่ระบุในขอ 1.1 และเพาะเลี้ยง
ในสารละลายธาตุอาหาร WP no.2 จนกลาขาวมีอายุ 22 วัน ทําการ
เปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารทุก 3 วัน 

1.2.2 ยายตนกลาอายุ 22 วันของทั้งสองสายพันธุลงปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP no.2 ที่เติม 0% NaCl (w/v) สายพันธุละ 50 
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ตน 0.5% NaCl สายพันธุละ 200 ตน ตามภาวะเค็มที่ใชเลี้ยงคัดเลือก
ตนขาวสายพันธุ LPT123-TC171 ทั้ง 6 ชั่วรุน (ทิพยวรรณ ธนไพศาล, 
2534) เพาะเลี้ยงในโรงเรือน 

1.2.3 เก็บขอมูลจํานวนตนที่รอดตายในแตละสัปดาห บันทึกผล  
 

2. การศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจาก
การเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง เหลืองประทิว 123-TC171 รุนที่ 6 ในภาวะเค็ม 

 
2.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- TC171 

เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน   
 

2.1.1 วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) 
จํานวน 5 ซ้ํา เพื่อการศึกษาการเจริญเติบโตของขาว LPT123 และ 
LPT123-TC 171 รุนที่ 6 ในสารละลายธาตุอาหารที่ผสมโซเดียมคลอ
ไรด 0.3%(w/v) 

2.1.2 เพาะและยายปลูกเมล็ดขาวทั้งสองสายพันธุ ตามวิธีการที่ระบุในขอ 1.1 
โดยแยกเปน 2 ชุดการทดลอง คือชุดทดลองที่เพาะเลี้ยงกลาขาวอายุ 
15 วัน ในสารละลาย WP no.2 ที่มี NaCl ความเขมขน 0.3 % และใน
สารละลาย WP no.2 ที่ไมมี NaCl ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
โดยมีการเปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารทุก 3 วันตลอดระยะเวลา
ทดลอง  

2.1.3 เก็บผลการเจริญเติบโตทุกสัปดาหเปนเวลา 4 สัปดาห โดยแยกสวนเพื่อ
วัดน้ําหนักสดของตนและราก วัดพื้นที่แผนใบ (lamina blade) ที่มีสี
เขียว  จากนั้นนําไปอบที่อุณหภูมิ 80 oC เปนเวลาอยางนอย 48 ชั่วโมง 
แลวนํามาชั่งน้ําหนักแหงของตนและราก 

2.1.4 นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน ( Analysis of Variance) และ 
ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) 

 
2.2 การศึกษาการเจริญเติบโตของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- TC171 

รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน   
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2.2.1 วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) 
จํานวน 5 ซ้ํา เพื่อการศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุ LPT123 และ 
LPT123- TC171ในสารละลายธาตุอาหารที่ผสมโซเดียมคลอไรด 0.5% 
(w/v) 

 2.2.2 เพาะและยายปลูกเมล็ดขาวทั้งสองสายพันธุ ตามวิธีการที่ระบุในขอ 
1.1 โดยแยกเปน 2 ชุดการทดลอง คือชุดทดลองที่เพาะเลี้ยงกลาขาว
อายุ 22 วัน ในสารละลาย WP no.2 ที่มี NaCl ความเขมขน 0.5 % 
และในสารละลาย WP no.2 ที่ไมมี NaCl ทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห โดยมีการเปลี่ยนสารละลายธาตุอาหารทุก 3 วันตลอดระยะ
เวลาทดลอง  

2.2.3 เก็บผลการเจริญเติบโตทุกสัปดาหเปนเวลา 4 สัปดาห เชนเดียวกับที่
ระบุไวในขอ 2.1.3 

2.2.4 นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน ( Analysis of Variance) และ 
ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) 

 
 
3. การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- TC171 ใน
ภาวะเค็ม 

 
3.1 การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และ LPT123- TC171 รุนที่ 6 เมื่อ

กลาขาวอายุ 15 วัน   
 

3.1.1 วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) 
จํานวน 5 ซ้ํา เพื่อการศึกษาปริมาณโพรลีนในใบขาวทั้งสองสายพันธุ 
เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน เจริญเติบโตในในสารละลายธาตุอาหารที่ผสม
โซเดียมคลอไรด 0.3% (w/v) 

3.1.2 เพาะเมล็ดขาวทั้งสองสายพันธุ ยายปลูก รวมถึงใหภาวะเค็มเชนเดียว
กับวิธีการในขอ 2.1.2 
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3.1.3 เก็บตัวอยางใบจํานวน 5 ซ้ําทุกสัปดาหเปนเวลา 4 สัปดาห นํามาสกัด
และวัดปริมาณโพรลีนตามวิธีของ Bates และคณะ (1973) โดยมีวิธี
การดังนี้ 

1) บดใบขาวหนัก 0.03 กรัมดวยโกรงบดใหละเอียด เติม 3% sulfosalicylic acid(w/v) 3 
ml ลงในโกรงบด 

2) นําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 1 แลวดูดสารละลายที่ไดจํานวน 0.5 ml ใสใน
หลอดทดลองขนาด 30 ml 

3) เติม 0.5 ml glacial acetic acid และ 0.5 ml acid ninhydrin(ภาคผนวก ก) ที่เตรียม
เสร็จใหมๆ แลวนําไปตมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 100 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

4) หยุดปฏิกิริยาทันทีโดยการนําหลอดทดลองแชในน้ําแข็ง 10 นาที 
5) เติม toluene 2 ml ผสมสารใหเขากันโดยใช vortex นาน 15-20 วินาที ตั้งทิ้งไว 1-2 

นาที 
6) ดูดสารละลายที่มีสีชมพูในชั้นของ toluene 2 ml มาวัดคาดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 520 nm ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยใช toluene เปน blank 
เทียบกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ของโพรลีนที่รูความเขมขนแนนอน 

 
3.1.4 นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) และ 

ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธ ีDuncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) 

 
3.2 การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-

TC171 รุนที่ 6  เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน  
3.2.1วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) 

จํานวน 5 ซ้ํา เพื่อการศึกษาปริมาณโพรลีนในใบขาวทั้งสองสายพันธุ 
เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน เจริญเติบโตในในสารละลายธาตุอาหารที่ผสม
โซเดียมคลอไรด 0.5%(w/v) 

3.2.2 เพาะเมล็ดขาวทั้งสองสายพันธุ ยายปลูก รวมถึงใหภาวะเค็มเชนเดียว
กับวิธีการในขอ 2.2.2 

3.2.3 เก็บตัวอยางใบทุกสัปดาหเปนเวลา 4 สัปดาห นํามาสกัดและวัด
ปริมาณโพรลีนตามวิธีของ Bates และคณะ (1973) ดังวิธีที่ระบุในขอ 
3.1.3 
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3.2.4 นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหความแปรปรวน ( Analysis of Variance) และ 
ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) 

4.  การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะเจาะจงตอ
ยีน P5CS 

4.1 การเพิ่มช้ินสวนของ P5CS gene โดยใชวิธี PCR 
4.1.1    สกัด DNA จากใบของตนกลาขาวพันธุ LPT123-TC171อายุ 3 สัปดาห 

ตามวิธีในขอ 4.1.1 
4.1.2    นํา DNA ที่ไดมาใชเปน template ในการเพิ่มช้ินสวนของ P5CS gene 

โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl ประกอบดวย 
DNA template 20 ng 
1x Reaction Buffer 
1.5 mM MgCl2 
0.1 µM primer P5CSa (5’-gcatcaggwcgkgactcaa-3’) (ออกแบบโดย 
ผศ.ดร.พงศธาริน โลหตระกูล) 
0.1 µM primer P5CSs (5’-ctsatggctctctacgata-3’) 
(ออกแบบโดย ผศ.ดร.พงศธาริน โลหตระกูล) 
200 µM dNTPs 
 0.5 Unit Taq Polymerase 

  ทําการศึกษาเปรียบเทียบภาวะของปฏิกิริยา PCR (ดัดแปลงจาก Cascardo et 
al., 2001) 2 ปฏิกิริยาที่แปร Annealing temperature ดังนี้ 
      ปฏิกิริยาที่ 1  ปฏิกิริยาที่ 2 

Denaturing temperature (oC) 
/ time (min.) 

94  oC/1 min. 94  oC/1 min. 

Annealing temperature (oC)/ time (min.) 40 oC/1 min. 43 oC/1 min. 
Polymerization temperature (oC)  

/ time (min.) 72 oC/ 3 min. 72 oC/ 3 min. 

Extension temperature (oC) 
/ time (min.) 72 oC/ 10 min. 72 oC/ 10 min. 

 
 
      41 รอบ 
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4.1.3   นําชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR มาแยกเพื่อตรวจสอบโดย

เคลื่อนที่ภายใตสนามไฟฟาในตัวกลางที่เปน agarose gel ความเขม
ขน 0.8% (w/v) ในสารละลาย TBE ใชความตางศักยไฟฟา 120 โวลต 
(6.5โวลตตอเซนติเมตร) จากนั้นยอมแถบดีเอ็นเอดวย Ethidium 
Bromide ความเขมขน 0.5 µg/ml นาน 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนาน 
15 นาที นําไปสองดวยเครื่อง UV transluminator และบันทึกภาพดวย
กลองโพลารอยด 

 
4.2 การ โคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา PCR    

4.2.1    แยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดตางกันในปฏิกิริยา PCR จาก agarose 
gel โดยใช Ultra Clean™ 15 DNA Purification Kit (MOBIO 
Laboratories, Inc. USA) ตามวิธีการที่ระบุไวในคูมือ 

4.2.2    ตรวจสอบขนาดชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่แยกไดเทียบกับชิ้นสวนของดีเอ็น
เอที่เกิดจากปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบปริมาณที่สกัดแยกได 

4.2.3    ทําการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่แยกไดโดยใช QIAGEN® PCR Cloning 
Kit (QIAGEN) ซึ่งมี pDrive เปนดีเอ็นเอพาหะ (ภาคผนวก ค) ตามวิธี
การที่ระบุไวในคูมือ 

4.2.4    ตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการโคลน กับชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่
เกิดจากปฏิกิริยา PCR เพื่อยืนยันขนาดชิ้นสวนโคลนที่ไดวาใกลเคียง
กับชิ้นสวน PCR ที่ตองการโคลน 

4.2.5    ทํา frozen stock (ตามวิธีการที่ระบุในภาคผนวก ข) เพื่อเก็บรักษา
โคลนที่ไดไวศึกษาในขั้นตอไป 

 
4.3    นําชิ้นสวนดีเอ็นเอที่โคลนไดไปตรวจหาลาํดับเบสโดยใชบริการของ Bio Service 

Unit (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (สวทช.)และเปรียบ 
เทียบลําดับเบสที่ไดในฐานขอมูลลําดับเบส (Genbank) 

 
 
 

 



                                                                                                                                                     
                                                                                                   

 

24

5.  การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ข้ึนดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะเจาะจงตอ
ยีน OAT 
 

5.1 การเพิ่มช้ินสวนของ OAT gene โดยใชวิธี PCR 
5.1.1    สกัด DNA จากใบของตนกลาขาวพันธุ LPT123-TC171 อายุ 3 

สัปดาห ตามวิธีในขอ 4.1.1 
5.1.2    นํา DNA ที่ไดมาใชเปน template ในการเพิ่มชิ้นสวนของ OAT  gene 

โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
ปฏิกิริยามี 3 ชุดการทดลอง คือ 
ชุดการทดลองที่ 1 ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl ประกอบดวย 

DNA template 20 ng 
1x Reaction Buffer 
1.5 mM MgCl2 
0.1 µM primer OATa(5’-atttkgtgcagagagttc -3’) (ออกแบบโดย ผศ.ดร.พงศ
ธาริน โลหตระกูล) 
0.1 µM primer OATs(5’-aytcjgcagtwaatca-3’) (ออกแบบโดย ผศ.ดร.พงศธา
ริน โลหตระกูล) 
200 µM dNTPs 
 0.5 Unit Taq Polymerase 

ชุดการทดลองที่ 2 ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl ประกอบดวย 
DNA template 20 ng 
1x Reaction Buffer 
2.0 mM MgCl2 
0.1 µM primer OATa 
0.1 µM primer OATs 
200 µM dNTPs 
 0.5 Unit Taq Polymerase 
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ชุดการทดลองที่ 3 ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 µl ประกอบดวย 
DNA template 20 ng 
1x Reaction Buffer 
2.5 mM MgCl2 
0.1 µM primer OATa 
0.1 µM primer OATs 
200 µM dNTPs 
 0.5 Unit Taq Polymerase 
 

ภาวะของปฏิกิริยา PCR (ดัดแปลงจาก Cascardo et al.,2001)  
Denaturing temperature (oC)/ time (min.) 94  oC/1 min. 
Annealing temperature (oC)/ time (min.) 43 oC/1 min. 

Polymerization temperature (oC)/ time (min.) 72 oC/ 3 min. 
Extension temperature (oC)/ time (min.) 72 oC/ 10 min. 

 
 41 รอบ 

 
 

 
5.1.3    ตรวจสอบชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาดังวิธีในขอ 4.1.3 
 

5.2 การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการทําPCRโดยใช primer OATa/OATs ใชวิธีการ
เชนเดียวกับในขอ 4.2 

 
5.3 นําชิ้นสวนดีเอ็นเอที่โคลนไดไปตรวจหาลําดับเบสโดยใชบริการของ BSU และเปรียบ

เทียบลําดับเบสที่ไดในฐานขอมูลลําดับเบส (Genbank) 
 

 
6. การศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด RNA จากใบขาว 

6.1เพาะเมล็ดและยายปลูกตนกลาขาวพันธุเหลืองประทิวตามวิธีการในขอ 1.1 
6.2 เมื่อตนกลาขาวอายุได 3 สัปดาหเก็บตัวอยางใบขาวตัวอยางละ 0.5 กรัม จํานวน 4ซ้ํา

ตอ 1 วิธีการสกัด RNA โดยใชไนโตรเจนเหลว และแชแข็งไวในตูแชแข็งสําหรับเก็บ
ตัวอยาง(Deep Freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางเชนเดียวกันเมื่อ
กลาขาวอายุครบ 4 สัปดาหและ 5 สัปดาห ตามลําดับ 
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6.3 เปรียบเทียบจากวิธีการสกัด RNA 3 วิธีคือ  
6.3.1 วิธี Hot Phenol (Anonymous, 1993)  

1) บดตัวอยางขาว 0.2 กรัมดวยไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียดในโกรงที่ผาน
การทําลาย RNase มาแลว ตักตัวอยางพืชในหลอด microcentrifuge ที่ทํา
ใหเย็นจัดดวยไนโตรเจนเหลว 

2) เท RNA Extraction buffer และ Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol 
(25:24:1) อยางละ 800 µl ซึ่งอุนใหรอนที่อุณหภูมิ 80 oC นําไป vortex 
และแชในน้ําแข็ง 

 
RNA Extraction Buffer 
100 mM Tris pH 9.0 
100 mM NaCl 
20mM EDTA 
1% lauryl sarcosinate 
0.1%(v/v) 2-mercaptoethanol 
0.1% DEPC(diethyl pyrrocarobonate) 
 

3) ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 
5 นาที 

4) แยกสวน supernatant และนํามาสกัดซ้ําดวย Phenol:Chloroform:Isoamyl 
alcohol (25:24:1) อีกครั้งหนึ่งโดยใชปริมาตรเทาสารละลายในหลอด ปน
เหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 5 
นาที ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม 

5) เติม 95% ethanol ปริมาตร 2 เทา เก็บที่ -20 oC เปนเวลา 30 นาที 
6) ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 

10 นาที 
7) ลาง pellet ดวย 80% ethanol  นําไป air dry ที่อุณหภูมิหอง 
8) ละลาย pellet ดวย DEPC-treated TE  buffer 100 µl 
9) เติม DEPC-treated TE  buffer 60 µl และ 10 M LiCl2 40 µl(ใหความเขม

ขนสุดทายเปน 2 M LiCl2) เก็บไวที่ -20 oC 16 ชั่วโมง 
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10) ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 
10 นาที 

11) ละลาย pellet ดวย DEPC-treated TE  buffer 20 µl 
12) นําสารละลาย RNA มาวัดคา OD260/280 เพื่อคํานวณหาปริมาณ RNA และ

คุณภาพของ RNA ที่ได บันทึกผล 
 

6.3.2 วิธีสกัด RNA จากเนื้อเยื่อที่มีแปงมาก (Logemann et al., 1987) 
1) บดเนื้อเยื่อขาว 0.1 กรัมดวยไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียด 
2) เติม 0.6 ml RNA extraction buffer แชน้ําแข็ง 10 นาที 

RNA Extraction Buffer 
8 M guanidine-HCl 
20 mM ETDA 
20 mM MES (4-morpholineethansulfonic acid), 
50 mM mercaptoethanol pH7.0 
0.1% DEPC(diethyl pyrrocarobonate) 
 

3) ปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาทีที่ 4 0C 10 นาที เก็บชั้น supernatant 
4) นํา supernatant ที่ไดกรองผาน miracloth(ขั้นตอนนี้ไมจําเปนหากเปน

เนื้อเยื่อที่มีแปงนอย) 
5) เติม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 0.2-1.0 

เทาของชั้น supernatant ที่ได 
6) นําไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที 45 นาทีที่อุณหภูมิหอง 
7) ดูด supernatant ใสหลอดใหม เติม ethanol 95% ที่แชเย็นปริมาตร 0.7 เทา

ของ supernatant ที่ได และเติม 1 M acetic acid ปริมาตร 0.2 เทาของ 
supernatant ที่ได ผสมใหเขากัน 

8) นําไปเก็บที่ -20 oC ขามคืนหรือเก็บที่ -70 oC 1 ชั่วโมง 
9) ปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
10) ลาง pellet ดวย 3 M sodium acetate pH 5.2 ที่อุณหภูมิหอง 2 คร้ัง ปน

เหวี่ยงซ้ําที่10,000 รอบตอนาที 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
11) ลาง pellet ที่ไดดวย 70% ethanol  
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12) ทําให pellet แหงเพื่อกําจัด ethanol  แลวละลายดวย DEPC-treated H2O 
50 µl 

13) นําสารละลาย RNA มาวัดคา OD260/280 เพื่อคํานวณหาปริมาณ RNA และ
คุณภาพของ RNA ที่ได บันทึกผล 

 
6.3.3 วิธีการตามคูมือของ  Trizol Reagent (GibcoBRL® California, USA)  

1) บดเนื้อเยื่อขาว 0.1 กรัมดวยไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียด เติม Trizol 
Reagent 1ml 

2) incubate ที่ 15-30 oC 5 นาที เติม chloroform 0.2 ml vortex 15 วินาที 
จากนั้น incubate ที่ 15-30 oC 2-3 นาที 

3) ปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาทีที่ 2-8 oC 15 นาที 
4) ดูด supernatant ใสหลอดใหม เติม isopropanol 0.5 ml incubate ที่ 15-

30 oC 10 นาที 
5) ปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาทีที่ 2-8 oC 10 นาที 
6) ลาง pellet ดวย 75%ethanol vortex ใหเขากัน แลวปนเหวี่ยงที่ 7500 รอบ

ตอนาทีที่ 2-8 oC 5 นาที 
7) นํา pellet ไป air dry 5-10 นาที 
8) ละลาย DEPC-Treated water 50 µl 
9) นําสารละลาย RNA มาวัดคา OD260/280 เพื่อคํานวณหาปริมาณ RNA และ

คุณภาพของ RNA ที่ได บันทึกผล 
 
 
 

7. การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนในขาวพันธุเหลืองประทิว
และสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง เหลืองประทิว 
123-TC171 รุนที่ 6 ในภาวะเค็ม ดวยวิธี Northern Blot Analysis 

7.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS ในขาว LPT123 และ LPT123- TC171 ดวย
วิธี Northern Blot Analysis 
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7.1.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน   
 

7.1.1.1 เพาะเมล็ดและยายปลูกขาวทั้งสองสายพันธุ และใหภาวะเค็มตามวิธี
การในขอ 2.1.2  

7.1.1.2 เก็บตัวอยางใบขาวที่อยูในภาวะเค็ม 1 และ 2 สัปดาหโดยใชไนโตรเจน
เหลวและแชแข็งไวในตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง(Deep Freezer) 
อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส  

7.1.1.3 สกัด RNA จากใบขาว โดยวิธี hot phenol  
7.1.1.4 นํา RNA ที่ได โดยใชปริมาณ RNA สุทธิ 20 µg  มาวิเคราะหการแสดง

ออกของยีน โดยวิธี Northern Blot Analysis ตามวิธีของ Sambrook 
และคณะ (1989) โดยแยกแถบ RNA ใหเคลื่อนที่ภายใตสนามไฟฟาใน
ตัวกลางที่เปน formaldehyde gel ความเขมขน 1% (v/v) ใน RNA 
Running Buffer (1X MOPS) ใชความตางศักย 120 โวลต( 4โวลตตอ
เซนติเมตร) เปนเวลา 2 ชั่วโมง  โดยใช P5CS_2KB_no.27 เปน probe 
และติดฉลากโดย ECL Labeling and Detection Kit (Amersham 
Pharmacia Biotech UK limited, UK) อุณหภูมิที่ใชในการทํา 
hybridization คือ 42 oC หรือ 40 oC  ลางดวย primary wash buffer ที่
อุณหภูมิเดียวกับการ hybridization  เปนเวลา 15 นาที 2 คร้ัง และ ลาง 
secondary wash buffer 5นาที ที่อุณหภูมิหอง 2 คร้ัง ตรวจสอบผล
การ hybridization ตามวิธีการที่ระบุในคูมือ 

 
7.1.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน  

7.1.2.1 เพาะเมล็ดและยายปลูกขาวทั้งสองสายพันธุ และใหภาวะเค็มตามวิธีการ
ในขอ 2.2.2  

7.1.2.2 เก็บตัวอยางใบขาวที่อยูในภาวะเค็ม 1 และ 2 สัปดาหโดยใชไนโตรเจน
เหลวและแชแข็งไวในตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง(Deep Freezer) อุณหภูมิ 
-70 องศาเซลเซียส  

7.1.2.3 สกัด RNA จากใบขาว โดยวิธี hot phenol  
7.1.2.4 นํา RNA ที่ได โดยใชปริมาณ RNA สุทธิ 20 µg  มาวิเคราะหการแสดง

ออกของยีน โดยวิธี Northern Blot Analysis  ดังวิธีที่ระบุในขอ 8.1.1.4 
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7.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน OAT ในขาว LPT123 และ LPT123-TC171 รุนที่ 6 
ดวยวิธี Northern Blot Analysis 
7.2.1 ทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 6.1.1 โดยเปลี่ยน probe ที่ใชเปน cDNA จาก 

OAT gene ของ mothbean (Vigna aconitifolia ) 
 
7.2.2 ทําการทดลองเชนเดียวกับในขอ 6.1.2 โดยเปลี่ยน probe ที่ใชเปน cDNA จาก 

OAT gene ของ mothbean (Vigna aconitifolia ) 
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บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 

 
1. การศึกษาอัตราการรอดตายของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 (LPT123) และสายพันธุ
ทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง LPT123- TC171 รุน
ที่ 6 ในภาวะเค็ม 

 
1.1 การศึกษาอัตราการรอดตายของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123 - 
TC 171 เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน 

 
ขาวทั้งสองสายพันธุที่เพาะในภาวะปกติไมพบการตายตลอดระยะเวลาที่ทําการทดลอง ภาวะ

เค็มมีผลทําใหขาวทั้งสองสายพันธุตาย โดยลักษณะความเสียหายจากภาวะเค็มที่สังเกตเห็นคือใบ
แกจะมีอาการแหงตายจากปลายใบ และลุกลามจนใบทั้งหมดแหงตาย ตนขาวที่ไดรับภาวะเค็มมี
ขนาดตนเล็กกวาและ lamina blade จะแคบกวาตนที่ปลูกภาวะปกติ ในภาวะเค็มสายพันธุทนเค็ม 
LPT123- TC171 มีอัตราการรอดตายสูงกวาสายพันธุเดิม ดังตารางที่ 1 การใหภาวะเค็มที่ 
0.5%NaCl (w/v) แกตนกลาขาวอายุ 15 วันพบวาตนขาวทั้งสองสายพันธุไมสามารถรอดชีวิตจน
สิ้นสุดการทดลอง ดังนั้นในการทดลองตอไป จึงเลือกใหภาวะเค็มที่ 0.3%NaCl (w/v)  แกตนกลา
ขาวอายุ 15 วัน  

 
1.2 การศึกษาอัตราการรอดตายของ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- 

TC171 เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน   
 

ขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อเจริญในภาวะปกติไมพบการตายตลอดการทดลอง อัตรารอดตายของ
ขาว LPT123 เมื่อใหภาวะเค็มที่ 0.5 %NaCl (w/v) มีคาต่ํากวาอัตราการรอดตายของขาวสายพันธุ
ทนเค็ม  LPT 123-TC171 ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 อัตรารอดตายของตน LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกในสารละลาย
ธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0% 0.3%และ 0.5%(w/v) เปนเวลา 4 
สัปดาห 
  

อัตรารอดตาย(%) อายุของตน
ขาวที่ทดลอง สายพันธุและภาวะปลูก 

สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 
LPT123 

NaCl 0%(w/v) 
100 100 100 100 

LPT123 
NaCl 0.3%(w/v) 85 60 17 8 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 51 27 3 0 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v 

100 100 100 100 

LPT123-TC171 
NaCl 0.3%(w/v) 

96 87 54 30 

15 วัน 

LPT123-TC171 
NaCl 0.5%(w/v) 67 35 8 0 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 

100 100 100 100 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 79 64 24 15 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v 100 100 100 100 

22 วัน 

LPT123-TC171 
NaCl 0.5%(w/v) 

95 86 51 46 
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2. การศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และสายพันธุทนเค็มที่คัด
เลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง เหลืองประทิว 123-TC171 รุนที่ 
6 ในภาวะเค็ม 

 
2.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- 

TC171 เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน   
 

 ศึกษาการเจริญเติบโตของขาวสายพันธุ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
โดยยายปลูกตนกลาขาวอายุ 15 วันลงปลูกในกระบะสี่เหลี่ยมสีดํา ขนาดความจุ 5 ลิตร ดวยสาร
ละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดยีมคลอไรด 0 และ 0.3 %( w/v) เมื่อใหภาวะ
เค็มเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา 
 
2.1.1 น้ําหนักสดของตน 
 เมื่อวัดน้ําหนักสดตนของขาวสายพันธุ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123 - TC171 ที่
ปลูกในภาวะปกติ น้ําหนักสดตนในสัปดาหที่1 และ 2 ของขาวสายพันธุทนเค็มสูงกวาสายพันธุเดิม
อยางมีนัยสําคัญ และเมื่อใหภาวะเค็ม พบวาขาวสายพันธุทนเค็มมีน้ําหนักสดตนมากกวาขาวสาย
พันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญในสัปดาหที่ 1 3 และ 4 อยางไรก็ตามขาวทั้งสองสายพันธุที่ไดรับภาวะ
เค็มมีน้ําหนักสดตนนอยกวาขาวทั้งสองสายพันธุที่ปลูกในภาวะปกติตั้งแตสัปดาหที่ 2 จนสิ้นสุด
การทดลอง (ตารางที่ 2, ภาพที่ 3) 
 
2.1.2 น้ําหนักแหงของตน 
 น้ําหนักแหงตนของขาวสายพันธุเดิม LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 เมื่อ
ปลูกในภาวะปกติ พบวาน้ําหนักแหงของตนขาวสายพันธุทนเค็มมากกวาพันธุปกติอยางมีนัย
สําคัญในสองสัปดาหแรกที่ทําการทดลอง หลังจากนั้นในสัปดาหที่ 4 พบวาน้ําหนักแหงของตนขาว
สายพันธุปกติมากกวาพันธุทนเค็มอยางมีนัยสําคัญ และเมื่อขาวทั้งสองสายพันธุไดรับภาวะเค็มมี
เพียงสัปดาหที่ 3 ที่ขาวพันธุทนเค็มมีน้ําหนักแหงมากกวาอยางมีนัยสําคัญ อยางไรก็ดีน้ําหนักแหง
ตนของขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มตํ่ากวาน้ําหนักแหงของตนขาวที่ปลูกในภาวะปกติ
อยางมีนัยสําคัญตั้งแตสัปดาหที่ 2 จนสิ้นสุดการทดลอง (ตารางที่ 3, ภาพที่ 4) 
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ตารางที่ 2 น้ําหนักสดของตนขาวLPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6เมื่อกลาขาวอายุ 15 
วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3 %(w/v)  
 

น้ําหนักสดของตน (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 0.2428(±0.0293)b 0.7588(±0.0521)b 1.7720(±0.2119)c 2.9861(±0.1772)c 

LPT123 
NaCl 0.3%(w/v) 

0.1316(±0.0123)a 0.3209(±0.0385)a 0.3096(±0.0512)a 0.7673(±0.0398)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 

0.4354(±0.0321)c 1.0307(±0.0719)c 1.3287(±0.2888)c 2.6058(±0.3162)c 

LPT123-TC171 
NaCl 0.3%(w/v) 0.2588(±0.0125)b 0.3359(±0.0354)a 0.6440(±0.0714)b 1.1728(±0.0667)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่ 3 น้ําหนักสดของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน
ปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3%(w/v)  
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ตารางที่ 3 น้ําหนักแหงของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 
วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3 %(w/v)  
 

น้ําหนักแหงของตน (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 0.0287(±0.0037)a 0.1187(±0.0083)b 0.3354(±0.0384)c 0.5384(±0.0296)c 

LPT123 
NaCl 0.3%(w/v) 

0.0316(±0.0084)a 0.0622(±0.0051)a 0.0798(±0.0112)a 0.1339(±0.0074)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 

0.0825(±0.0207)b 0.1498(±0.0099)c 0.2615(±0.0474)c 0.4016(±0.0594)b 

LPT123-TC171 
NaCl 0.3%(w/v) 0.0514(±0.0142)ab 0.0610(±0.0057)a 0.1234(±0.0071)b 0.1421(±0.0122)a 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่ 4 น้ําหนักแหงของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 
วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3%(w/v)  
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2.1.3 น้ําหนักสดของราก 
 น้ําหนักสดของรากในขาว LPT123 ซึ่งเปนสายพันธุเดิม กับสายพันธุทนเค็ม LPT123- 
TC171 เมื่อปลูกในภาวะปกติ นับต้ังแตสัปดาหที่ 2 ของการทดลองน้ําหนักสดรากของขาวทั้งสอง
สายพันธุไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักสดรากของขาวทั้งสองสายพันธุ
เมื่อไดรับภาวะเค็มเมื่อเขาสูสัปดาหที่ 2 ของการทดลองเปนตนไป  น้ําหนักสดรากของขาวทั้งสอง
สายพันธุในภาวะเค็มไมมีความแตกตางกันทางสถิติเชนกัน  เมื่อเปรียบเทียบน้ําหนักสดรากของ
ขาวทั้งสองสายพันธุระหวางภาวะปกติและภาวะเค็ม พบวาขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะเค็มมีน้ํา
หนักสดรากนอยกวาน้ําหนักสดรากของสายพันธุทนเค็มที่ปลูกในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญนับ
แตสัปดาหที่ 2 จนสิ้นสุดการทดลอง (ตารางที่ 4, ภาพที่ 5) 
 
2.1.4 น้ําหนักแหงของราก 
 ขาวพันธุ LPT123 ซึ่งเปนสายพันธุเดิมและขาว LPT123 – TC171 ซึ่งเปนสายพันธุทนเค็ม
เมื่อปลูกในภาวะปกติจะมีน้ําหนักแหงของรากที่ไมแตกตางกันทางสถิตินับต้ังแตสัปดาหที่ 2 เมื่อ
ไดรับภาวะเค็ม น้ําหนักแหงรากของขาวสายพันธุเดิมนอยกวาสายพันธุทนเค็มอยางมีนัยสําคัญใน
สัปดาหที่ 1 และ 3 น้ําหนักแหงรากของขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มนอยกวาขาวทั้งสอง
สายพันธุเมื่อปลูกในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญตั้งแตสัปดาหที่ 2 (ตารางที่ 5, ภาพที่ 6) 
 
2.1.5 พื้นที่ใบ 
 พื้นที่ใบของขาว LPT123 ซึ่งเปนสายพันธุเดิม และขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 - TC171 
เมื่อปลูกในภาวะปกตินั้นในสัปดาหที่ 1 และ 2 พื้นที่ใบของพันธุทนเค็มมากกวาพื้นที่ใบของพันธุ
เดิมอยางมีนัยสําคัญ และไมมีความแตกตางกันทางสถิตินับต้ังแตสัปดาหที่ 3 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง ในขณะที่เมื่อปลูกในภาวะเค็มพื้นที่ใบของขาวพันธุทนเค็มมากกวาพันธุเดิมอยางมีนัย
สําคัญเมื่อสัปดาหที่ 1 และ 3 ของการทดลอง นับต้ังแตสัปดาหที่ 2 ของการทดลอง ตนขาวทั้งสอง
สายพันธุที่ไดรับภาวะเค็มมีพื้นที่ใบนอยกวาในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 6, ภาพที่ 7) 
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ตารางที่ 4 น้ําหนักสดของรากขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 
วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3%(w/v)  
 

น้ําหนักสดของราก (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 0.4748(±0.0082)a 0.6684(±0.0297)b 1.1303(±0.0811)b 1.4249(±0.0667)b 

LPT123 
NaCl 0.3%(w/v) 

0.5078(±0.0077)b 0.5833(±0.0182)a 0.5817(±0.0261)a 0.6418(±0.0201)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 

0.5312(±0.0092)c 0.7207(±0.0480)b 1.0986(±0.0858)b 1.5020(±0.1206)b 

LPT123-TC171 
NaCl 0.3%(w/v) 0.4518(±0.0236)a 0.5137(±0.0435)a 0.6172(±0.0439)a 0.5901(±0.0205)a 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่ 5  น้ําหนักสดของรากขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 
วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3%(w/v) 
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ตารางที่ 5 น้ําหนักแหงของรากขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 
15 วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3% 
(w/v)  

น้ําหนักแหงของราก (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 
LPT123 
NaCl 0%(w/v) 0.0065(±0.0005)a 0.0192(±0.0015)b 0.0529(±0.0056)c 0.0662(±0.0050)b 

LPT123 
NaCl 0.3%(w/v) 

0.0167(±0.0003)c 0.0102(±0.0002)a 0.0103(±0.0009)a 0.0134(±0.0011)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 

0.0083(±0.0004)b 0.0215(±0.0022)b 0.0461(±0.0030)c 0.0706(±0.0050)b 

LPT123-TC171 
NaCl 0.3%(w/v) 0.0192(±0.0018)d 0.0096(±0.0007)a 0.0164(±0.0022)b 0.0144(±0.0010)a 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่ 6  น้ําหนักแหงของรากขาวพันธุ LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาว
อายุ 15 วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.3% (w/v)  
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ตารางที่ 6 พื้นที่ใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน
ปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3%(w/v)  
 

พื้นที่ใบ (ตารางเซนติเมตร) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 

16.06(±1.88)c 45.76(±1.58)b 67.78(±6.33)c 109.11(±8.94)b 

LPT123 
NaCl 0.3%(w/v) 11.83(±0.75)a 12.74(±2.43)a 10.18(±2.04)a 20.33(±3.63)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 27.85(±2.27)d 50.20(±1.75)c 62.87(±8.06)c 88.31(±15.54)b 

LPT123-TC171 
NaCl 0.3%(w/v) 

14.04(±0.71)b 13.02(±4.17)a 17.25(±1.32)b 23.88(±2.46)a 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่ 7 พื้นที่ใบของตนขาว LPT123 และ LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 วันปลูก
ในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.3%(w/v)  
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2.2 การศึกษาการเจริญเติบโตของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- 
TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน   

 
 ศึกษาการเจริญเติบโตของขาวสายพันธุ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
โดยยายปลูกตนกลาขาวอายุ 22 วันลงปลูกในกระบะสี่เหลี่ยมสีดํา ขนาดความจุ 5 ลิตร ดวยสาร
ละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5%( w/v) เมื่อใหภาวะ
เค็มเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา 
 
2.2.1 น้ําหนักสดของตน 
 น้ําหนักสดตนของขาวสายพันธุ LPT 123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123 – TC171 ใน
ภาวะปกติ พบวาน้ําหนักสดของขาวสายพันธุทนเค็มมากกวาน้ําหนักสดตนของขาวสายพันธุเดิม
อยางมีนัยสําคัญตลอดการทดลอง และเมื่อใหภาวะเค็มแกทั้งสองสายพันธุ น้ําหนักสดตนของขาว
สายพันธุทนเค็มมากกวาสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญตลอดการทดลองเชนกัน และเมื่อเปรียบ
เทียบน้ําหนักสดตนของขาวที่ปลูกในภาวะปกติและภาวะเค็มพบวาน้ําหนักสดของขาวทั้งสองสาย
พันธุในภาวะปกติมากกวาน้ําหนักสดของขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มในสัปดาหที่ 1 ถึง 
3 แตเมื่อเขาสูสัปดาหที่ 4 พบวาน้ําหนักสดของขาวสายพันธุทนเค็มมีคาไมแตกตางกับน้ําหนักสด
ของขาวสายพันธุทนเค็มที่ปลูกในภาวะปกติ(ตารางที่ 7, ภาพที่ 8) 
 
2.2.2 น้ําหนักแหงของตน 
 น้ําหนักแหงตนในขาว LPT123 ซึ่งเปนสายพันธุเดิม กับสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171
เมื่อปลูกในภาวะปกติ พบวาน้ําหนักแหงตนของพันธุทนเค็มมากกวาพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญยก
เวนในสัปดาหที่ 2 ที่ไมแตกตางกัน  เมื่อใหภาวะเค็ม ขาวสายพันธุทนเค็มมีน้ําหนักแหงตนมาก
กวาน้ําหนักแหงตนของขาวสายพันธุเดิมในสัปดาหที่ 3 และ 4  เมื่อเปรียบเทียบระหวางภาวะเค็ม
และภาวะปกติพบวาขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะปกติมีน้ําหนักแหงตนที่มากกวาขาวทั้งสองสาย
พันธุในภาวะเค็มต้ังแตสัปดาหที่ 2 จนสิ้นสุดการทดลอง ในสัปดาหที่ 4 พบวาน้ําหนักแหงตนของ
ขาวสายพันธุทนเค็มในภาวะเค็มและน้ําหนักแหงตนของสายพันธุเดิมในภาวะปกติใกลเคียงกัน 
(ตารางที่ 8, ภาพที่ 9) 
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ตารางที่ 7 น้ําหนักสดของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาว
อายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.5%(w/v)  

น้ําหนักสดของตน (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 1.1545(±0.0293)c 1.5425(±0.0521)c 2.1051(±0.2119)b 2.2930(±0.1772)b 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 

0.7725(±0.0123)a 1.1880(±0.0385)a 1.1197(±0.0512)a 1.4189(±0.0398)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 

1.4434(±0.0321)d 2.1626(±0.0719)d 3.1352(±0.2888)c 2.9094(±0.3162)c 

LPT123-TC171 
NaCl 0.5%(w/v) 1.0267(±0.0125)b 1.3961(±0.0354)b 2.2183(±0.0714)b 2.8074(±0.0667)c 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่ 8 น้ําหนักสดของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาว
อายุ 22 วันสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5%(w/v)  
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ตารางที่ 8 น้ําหนักแหงของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาว
อายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.5%(w/v)  

น้ําหนักแหงของตน (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 0.2164(±0.0082)a 0.4818(±0.0297)b 0.6049(±0.0811)c 0.5957(±0.0667)b 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 

0.2081(±0.0077)a 0.3127(±0.0182)a 0.2893(±0.0261)a 0.4392(±0.0201)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 

0.2827(±0.0092)b 0.4694(±0.0480)b 0.9242(±0.0858)d 0.8103(±0.1206)c 

LPT123-TC171 
NaCl 0.5%(w/v) 0.1898(±0.0236)a 0.2954(±0.0435)a 0.4649(±0.0439)b 0.6415(±0.0205)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่  9 น้ําหนักแหงของตน LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาวอายุ 
22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5%(w/v) 
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2.2.3 น้ําหนักสดของราก 
 น้ําหนักสดรากของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 – TC171 เมื่อเปรียบเทียบกับขาวสาย
พันธุเดิม LPT123 ในภาวะปกติ พบวาสัปดาหที่ 2 และ สัปดาหที่ 4 น้ําหนักสดรากของขาวสาย
พันธุทนเค็มในภาวะปกติมากกวาน้ําหนักสดรากของขาวสายพันธุเดิมในภาวะปกติอยางมีนัย
สําคัญ ในขณะที่เมื่อใหภาวะเค็มแกขาวทั้งสองสายพันธุ ขาวสายพันธุทนเค็มจะมากกวาสายพันธุ
เดิมอยางมีนัยสําคัญตั้งแตสัปดาหที่ 2 เปนตนไป   เมื่อเปรียบเทียบขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะ
ปกติและภาวะเค็ม พบวาน้ําหนักสดรากในสัปดาหที่ 3 ขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะปกติมีน้ําหนัก
สดรากมากกวาขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะเค็ม  และสัปดาหสุดทายของการทดลองพบ วาน้ํา
หนักสดรากของขาวพันธุทนเค็มในภาวะปกติและภาวะเค็มไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (ตาราง
ที่ 9, ภาพที่ 10) 
 
2.2.4 น้ําหนักแหงของราก 
 เมื่อวัดน้ําหนักแหงรากของขาวสายพันธุเดิม LPT123   และสายพันธุทนเค็ม LPT123 – 
TC171 ในภาวะปกติ พบวามีเพียงสัปดาหที่ 2 ที่ตนขาวสายพันธุทนเค็มมีน้ําหนักแหงของรากมาก
กวาพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่เมื่อใหภาวะเค็มพบวา น้ําหนักแหงรากของขาวสายพันธุ
เดิมนอยกวาขาวสายพันธุทนเค็มอยางมีนัยสําคัญในสัปดาหที่ 3 และ 4 เมื่อเปรียบเทียบระหวาง
ภาวะปกติและภาวะเค็ม พบวาขาวสายพันธุเดิมที่ปลูกในภาวะเค็มมีน้ําหนักแหงรากนอยกวาขาว
สายพันธุเดิมที่ปลูกในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญหลังจากปลูกในภาวะเค็มเปนเวลา 3-4 สัปดาห 
ในขณะที่ขาวสายพันธุทนเค็มที่ปลูกในภาวะเค็มและภาวะปกติมีน้ําหนักแหงของรากไมแตกตาง
กันทางสถิติตลอดระยะเวลาที่ทําการทดลอง (ตารางที่ 10, ภาพที่ 11) 
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ตารางที่ 9 น้ําหนักสดของรากขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาว
อายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.5%(w/v)  

น้ําหนักสดของราก (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 0.7427(±0.3730)a 1.2140(±0.2808)b 2.1982(±0.1953)c 0.9541(±0.1506)a 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 

0.3036(±0.1190)a 0.6582(±0.1538)a 0.6841(±0.1489)a 1.0598(±0.1550)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 

1.012(±0.4890)a 1.9944(±0.1505)c 1.9920(±0.1519)c 1.9786(±0.1862)b 

LPT123-TC171 
NaCl 0.5%(w/v) 0.9165(±0.1318)a 1.1511(±0.1364)b 1.4438(±0.2261)b 1.6288(±0.3678)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่  10 น้ําหนักสดของรากขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาว
อายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5% 
(w/v)  
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ตารางที่ 10 น้ําหนักแหงของรากขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลา
ขาวอายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.5%(w/v)  

น้ําหนักแหงของราก (กรัม) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 

0.0505(±0.0194)a 0.0544(±0.0126)a 0.0847(±0.0124)b 0.0814(±0.0140)ab 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 0.0470(±0.0059)a 0.0537(±0.0104)a 0.0419(±0.0074)a 0.0597(±0.0091)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 0.0699(±0.0256)a 0.0825(±0.0186)b 0.1109(±0.0101)b 0.1214(±0.0094)b 

LPT123-TC171 
NaCl 0.5%(w/v) 

0.0623(±0.0093)a 0.0715(±0.0060)ab 0.0931(±0.0147)b 0.1070(±0.0225)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

week1 week2 week3 week4

กร
ัม

LPT123 control

LPT123 NaCl

LPT123-TC171 control

LPT123-TC171 NaCl

 
 
ภาพที่ 11 น้ําหนักแหงของรากขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาว
อายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5% 
(w/v)  
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2.2.5 พื้นที่ใบ 
 ขาว LPT123 ซึ่งเปนขาวสายพันธุเดิมและ สายพันธุทนเค็ม LPT123 – TC171 ในภาวะ
ปกติมีพื้นที่ใบไมแตกตางกันทางสถิติตลอดการทดลอง ในขณะที่เมื่อใหภาวะเค็มแกขาวทั้งสอง
สายพันธุนั้น ในสัปดาหที่ 3 และ 4 ของการทดลองพบวาพื้นที่ใบของขาวสายพันธุเดิมนอยกวาพื้น
ที่ใบของขาวสายพันธุทนเค็มอยางมีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบระหวางภาวะปกติและภาวะเค็ม
ของทั้งสองสายพันธุพบวา สัปดาหที่ 1 ไมมีความแตกตางของพื้นที่ใบใดๆทางสถติิ ในสัปดาหที่ 2 
พบวาเฉพาะในสายพันธุเดิมในภาวะปกติมีพื้นที่ใบสูงกวาสายพันธุเดิมในภาวะเค็ม  ในสัปดาหที่ 
3 พบวาพื้นที่ใบของขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะเค็มจะนอยกวาพื้นที่ใบของขาวทั้งสองสายพันธุ
ในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญ แตพื้นที่ใบของขาวสายพันธุทนเค็มที่ไดรับภาวะเค็มไมมีความแตก
ตางทางสถิติกับขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะปกติ สัปดาหสุดทายของการทดลองพบวา ขาวทั้ง
สองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มจะมีพื้นที่ใบนอยกวาขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อปลูกในภาวะปกติ
อยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 11, ภาพที่ 12) 
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ตารางที่ 11 พื้นที่ใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาว
อายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5% 
(w/v)  

พื้นที่ใบ (ตารางเซนติเมตร) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 

46.26(±14.73)a 43.20(±11.46)a 56.60(±8.51)b 66.72(±8.66)c 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 32.52(±6.51)a 75.11(±5.98)b 18.87(±4.12)a 16.28(±3.85)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 31.23(±5.09)a 41.06(±15.77)a 66.97(±8.92)b 72.23(±12.59)c 

LPT123-TC171 
NaCl 0.5%(w/v) 

39.24(±9.36)a 67.34(±17.38)ab 55.43(±12.78)b 34.05(±2.68)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
 

พื้นท่ีใบ
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ภาพที่  12 พื้นที่ใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตนกลาขาวอายุ 
22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5%(w/v) 
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3. การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- TC171 
ในภาวะเค็ม 

 
3.1 การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และ LPT123- TC171 รุนที่ 6 

เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน   
 

 วัดปริมาณโพรลีนของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่ยายตนกลา
ขาวอายุ 15 วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.3%( w/v) เมื่อใหภาวะเค็มเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา ปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสองสายพันธุ
เมื่อไดรับภาวะปกติไมมีความแตกตางกันในทางสถิติตลอดการทดลอง และ ปริมาณโพรลีน
ระหวางขาวสายพันธุเดิมและสายพันธุทนเค็มเมื่อไดรับภาวะเค็มไมแตกตางกันทางสถิติ ใน 3 
สัปดาหแรกของการทดลอง ในสัปดาหที่ 4 พบวาปริมาณโพรลีนในขาวสายพันธุทนเค็มเมื่อไดรับ
ภาวะเค็มมากกวาปริมาณโพรลีนในขาวสายพันธุเดิมเมื่อไดรับภาวะเค็มอยางมีนัยสําคัญ เมื่อ
เปรียบเทียบขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะปกติและภาวะเค็มพบวาปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุ
ทนเค็มเมื่อไดรับภาวะเค็มมากกวาปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุเดิมและสายพันธุทนเค็มที่ปลูก
ในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญตลอดชวงการทดลอง และปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุเดิมที่ได
รับภาวะเค็มมากกวาปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญใน 3 
สัปดาหแรกของการทดลอง (ตารางที่ 12, ภาพที่ 13) 
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ตารางที่ 12 ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูก
ตนกลาขาวอายุ 15 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0% 
และ 0.3%(w/v)  
 

ปริมาณโพรลีน (มิลลิกรัมตอกรัมของน้ําหนักสด ) สายพันธุและภาวะ
ปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 

LPT123 
NaCl 0%(w/v) 

0.0640(±0.0121)a 0.2887(±0.0289)a 0.1009(±0.1127)a 0.0502(±0.0674)a 

LPT123 
NaCl 0.3%(w/v) 

0.6826(±0.1591)b 0.5618(±0.0918)b 0.5716(±0.1241)b 0.0552(±0.0484)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 0.0943(±0.0231)a 0.3242(±0.0328)a 0.0013(±0.0939)a 0.1003(±0.0540)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0.3%(w/v) 0.8823(±0.2339)b 0.7072(±0.1519)b 0.5372(±0.1647)b 0.5420(±0.1349)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
 

ปริมาณโพรล ีน
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ภาพที่ 13  ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกตน
กลาขาวอายุ 15 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.3% (w/v)  
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3.2 การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน  

 
 วัดปริมาณโพรลีนของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม  LPT123-TC171 ที่ยายปลูกตน
กลาขาวอายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 
0.5%( w/v) เมื่อใหภาวะเค็มเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา ปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสองสายพันธุ
เมื่อไดรับภาวะปกติไมมีความแตกตางกันทางสถิตินับแตสัปดาหที่ 2 ตลอดการทดลอง แตเมื่อได
รับภาวะเค็ม ปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุเดิมมากกวาปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุทนเค็ม
เมื่อไดรับภาวะเค็มตลอดการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบปริมาณโพรลีนในขาวสายพันธุทั้งสองสาย
พันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มกับปริมาณโพรลีนในขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะปกติ พบวาปริมาณโพรลี
นของขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะเค็มมากกวาปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะ
ปกติอยางมีนัยสําคัญตลอดการทดลองการทดลอง และปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุทนเค็ม
เมื่อไดรับภาวะเค็มมากกวาปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสองสายพันธเมื่อปลูกในภาวะปกติ ตั้งแต
สัปดาหที่ 2 ของการทดลอง(ตารางที่ 13, ภาพที่ 14) 
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ตารางที่ 13 ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูก
ตนกลาขาวอายุ 22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 
และ 0.5%(w/v)  
 

ปริมาณโพรลีน (มิลลิกรัมตอกรัมของน้ําหนักสด ) สายพันธุและ
ภาวะปลูก สัปดาหที่ 1 สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 
LPT123 

NaCl 0%(w/v) 0.4387(±0.0791)a 1.5219(±0.1266)a 2.8531(±1.0403)a 1.0807(±0.1729 )a 

LPT123 
NaCl 0.5%(w/v) 4.3323(±0.5852)c 30.001(±6.4078)c 31.951(±6.6116)c 28.7941(±5.6451)c 

LPT123-TC171 
NaCl 0%(w/v) 1.0800(±0.4377)b 0.9584(±0.2986)a 1.9102(±0.3965)a 0.87439(±0.2466)a 

LPT123-TC171 
NaCl 0.%(w/v) 0.5748(±0.0954)ab 14.935(±4.6875)b 18.101(±2.1383)b 15.8858(±1.4984)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
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ภาพที่  14 ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกใน
สารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5%(w/v) เปนเวลา 4 
สัปดาห 
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4.  การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะ
เจาะจงตอยีน P5CS 

4.1 การเพิ่มชิ้นสวนของ P5CS gene โดยใชวิธี PCR 
เมื่อทําปฏิกิริยา PCR ใน 2 ภาวะ Annealing temperature 40 oC และ 43 oC แลวทํา

การตรวจสอบดวยเครื่องมือแยกกรดนิวคลีอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ ผลจากทั้งสอง
ปฏิกิริยา PCR ที่ใชพบแถบดีเอ็นเอจํานวน 2 แถบ ขนาดประมาณ 500 คูเบสและ 2000 คูเบส 
โดยทั้งสองภาวะที่ทําการศึกษาสามารถให DNA จํานวน 2แถบที่ไมแตกตางกัน แตที่ภาวะที่ใช 
annealing temperature 43 oC ใหแถบDNA ที่มีความเขมมากกวา (ภาพที่ 15) 

 
ภาพที่ 15  แถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มช้ินสวนของ P5CS gene  

โดย M = Marker (Lamda DNA digested with EcoRI and HinDIII) 
1 = ปฏิกิริยา PCR ที่ไมใส DNA template (Blank) Annealing temperature 40 oC 
2 = ปฏิกิริยา PCR ที่ใช primer Actin1/Actin2 (positive control)  Annealing 

temperature 43 oC 
3 = ปฏิกิริยา PCR ที่ใช primer P5CSa/P5CSs Annealing temperature 40 oC 
4 = ปฏิกิริยา PCR ที่ไมใส DNA template (Blank) Annealing temperature 43 oC 
5 = ปฏิกิริยา PCR ที่ใช primer P5CSa/P5CSs Annealing temperature 43 oC  
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4.2 การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการทําPCRโดยใช primer P5CSa/P5CSs  
 

P5CS_500 ไดจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 – 
TC171 ชิ้นสวน DNAขนาดประมาณ 500 คูเบส เมื่อทําการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอ โดยใช 
QIAGEN®  PCR Cloning Kit (QIAGEN) ซึ่งมี pDrive เปนดีเอ็นเอ  พบวาโคโลนีสีขาว (positive 
clone) หมายเลข 1-15 มี insert fragment ขนาดเทากับ fragment ที่ไดคัดแยกมาจากปฏิกิริยา 
PCR ทําการสุมเลือกโคลนP5CS_500_no.1 มาตรวจสอบลําดับเบสตอไป  

P5CS_2KBไดจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 – 
TC171 ขนาดประมาณ 2000 คูเบส ทําการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธีเดียวกัน พบวาโคโลนีสี
ขาว( positive clone)  หมายเลข 3-4, หมายเลข 26-27 และหมายเลข 29  มี insert fragment 
ขนาดเทากับ fragment ที่ไดคัดแยกมาจากปฏิกิริยา PCR ทําการสุมเลือกโคลน 
P5CS_2KB_5_no.27 มาตรวจสอบลําดับเบสตอไป 
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4.3 การตรวจหาลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่โคลนและเปรียบเทียบลําดับเบส

ที่ไดในฐานขอมูลลําดับเบส (Genbank) 
 

P5CS_500_no.7 มีขนาด 580 คูเบส (ลําดับเบสแสดงในภาคผนวก ค) เมื่อทําการ
ตรวจสอบหาชิ้นสวน DNA ที่มีลําดับเบสคลายคลึงกันดวย program BLASTN 2.2.8 (Altschu et 
al.,1997)  แลวพบวาคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสดังนี้ 

 
ตารางที่ 14 ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของ P5CS_500_no.7 

ลําดับเบสที่คลายคลึง 
 

Accession 
number 

ตําแหนงของ
ลําดับเบสในฐาน

ขอมูลที่
คลายคลึงกับ 

P5CS_500_no.7

ตําแหนงเบสของ
โคลนที่คลายคลึง
กับลําดับเบสใน
ฐานขอมูล 

Nucleotide 
sequence 

identity (%) 

Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) genomic 
DNA, chromosome 1 

AP003229 19734-20285 8-563 98% 

Rice cDNA from 
immature leaf including 
apical meristem (under 
short day condition) 
Oryza sativa (japonica 
cultivar-group)(EST) 

AU183276 367-423 501-558 94% 
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P5CS_2KB_no.27 (ลําดับเบสแสดงในภาคผนวก ค) เมื่อตรวจสอบดวย program 
BLASTN แลวพบวามีความคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสดังนี้ 
ตารางที่ 15 ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของP5CS_2KB_no.27 

ลําดับเบสที่คลายคลึง 
 

Accession 
number 

ตําแหนงของลําดับ
เบสในฐานขอมูลที่
คลายคลึงกับ 

P5CS_2KB_no.27

ตําแหนงเบส
ของโคลนที่
คลายคลึงกับ
ลําดับเบสใน
ฐานขอมูล 

Nucleotide 
sequence 

identity (%) 

Oryza sativa mRNA for 
delta-pyrroline-5-
carboxylate synthase 1 

 D49714 

ชวงที่ 1 
1193-1025 
ชวงที่ 2 

1273-1192 
ชวงที่3 

1351-1270 
ชวงที่ 4 

1028-916 

ชวงที่ 1 
411-580 
ชวงที่ 2 

218-299 
ชวงที่3 
13-95 
ชวงที่ 4 

716-826 

 
98% 

 
100% 

 
96% 

 
86% 

Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) cDNA 

clone:J033099M14, full 
insert sequence 

 
AK102633 

ชวงที่ 1 
1213-1045 
ชวงที่ 2 

1293-1212 
ชวงที่ 3 

1371-1290 
ชวงที่ 4 

1048-940 

ชวงที่ 1 
411-580 
ชวงที่ 2 

218-299 
ชวงที่ 3 
13-95 
ชวงที่ 4 

716-822 

 
98% 

 
100% 

 
96% 

 
87% 

Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) putative 
delta 1 pyrroline-5-
carboxylate synthetase 
(P0005H10.17), mRNA

 
NM190603 1310-1250 13-73 91% 
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5.  การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะ
เจาะจงตอยีน OAT 
 

5.1 การเพิ่มชิ้นสวนของ OAT gene โดยใชวิธี PCR 
เมื่อทําปฏิกิริยา PCR ใน 3 ภาวะคือ MgCl2 1.5, 2.0 และ 2.5 mM  และทําการตรวจ

สอบดวยเครื่องมือแยกกรดนิวคลีอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ พบวาชุดการทดลองที่ 1( 
lane ที่ 1 ในภาพที่ 16) และ 3(lane ที่ 3 ในภาพที่ 16) พบแถบดีเอ็นเอจํานวน 3 แถบ ขนาด
ประมาณ 500 คูเบส ขนาดประมาณ 800 คูเบส และขนาดประมาณ 1200  คูเบสตามลําดับ (ภาพ
ที่ 16) ชุดการทดลองที่ 2 พบแถบดีเอ็นเอ 4 แถบ โดยมี 3 แถบเหมือนกับชุดการทดลองที่ 1 และ 3 
แตพบแถบดีเอ็นเออีก 1แถบที่ขนาดประมาณ 2500 คูเบส ( lane ที่ 2 ภาพที่ 16) ซึ่งไดเลือกแถบดี
เอ็นเอที่ไดจากชุดการทดลองที่ 2 เพื่อทําการโคลนตอไป 

 
ภาพที่ 16  แถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่มช้ินสวนของ OAT gene ที่แปรความเขมขน
ของ MgCl2 3 ความเขมขน 

 
 

 
 
 

โดย M = Marker (Lamda DNA digested with 
EcoRI and HinDIII) 
B = ปฏิกิริยา PCR ไมใส primer (Blank) 
1= ปฏิกิริยา PCR 1.5 µM MgCl2 ใช primer 
OATa/OATs  Annealing temperature 37 oC  
2= ปฏิกิริยา PCR 2.0 µM MgCl2 ใช primer 
OATa/OATs  Annealing temperature 37  oC 
3= ปฏิกิริยา PCR 2.5 µM MgCl2 ใช primer 
OATa/OATs Annealing temperature 37  oC  
4 = ปฏิกิริยา PCR 1.5 µM MgCl2ใช primer 
Actin1/Actin2 (positive control) Annealing 
temperature 37  oC 

  21226 

5184 
4973 

  2027 
1904 
1584 
1330 
 983 
 831 
 564 

4277 
3630 
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5.2 การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการทําPCRโดยใช primer OATa/OATs  

 
 ชิ้นสวน DNA OAT_500 ไดจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 
– TC171 ขนาดประมาณ 500 คูเบส ทําการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอ โดยใช QIAGEN®  PCR 
Cloning Kit (QIAGEN) ซึ่งมี pDrive เปนดีเอ็นเอพาหะ โคโลนีหมายเลข 1 มี insert fragment 
ขนาดเทากับ fragment ที่ไดคัดแยกมาจากปฏิกิริยา PCR จึงนําโคลน OAT_500no.1_BW1มา
ตรวจสอบลําดับเบสตอไป 
 ชิ้นสวน DNA OAT_800 ไดจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 
– TC171 ขนาดประมาณ 800 คูเบส ทําการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธีเดียวกัน พบวา plasmid 
จากโคโลนีสีขาวหมายเลข 1 มี insert fragment ขนาดเทากับ fragment ที่ไดคัดแยกมาจาก
ปฏิกิริยา PCR จึงนําโคลน OAT_800_w1 มาตรวจสอบลําดับเบสตอไป 
 ชิ้นสวน DNA OAT_1.2 ไดจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 
– TC171 ขนาดประมาณ 1200 คูเบส ทําการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธีเดียวกัน โคโลนีสีขาว
หมายเลข 4 มี insert fragment ขนาดเทากับ fragment ที่ไดคัดแยกมาจากปฏิกิริยา PCR จึงนํา
โคลน OAT_1.2_w4 มาตรวจสอบลําดับเบสตอไป 
 ชิ้นสวน DNA OAT_2.5 ไดจากการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123 
– TC171 ขนาดประมาณ 1200 คูเบส ทําการโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธีเดียวกัน โคโลนีสีขาว
หมายเลข 1 เมื่อตัดดวย EcoRI มี insert fragment ขนาดเทากับ fragment ที่ไดคัดแยกมาจาก
ปฏิกิริยา PCR จึงนําโคลน OAT_2.5_w1มาตรวจสอบลําดับเบสตอไป 
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5.3 การตรวจหาลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่โคลนและเปรียบเทียบลําดับเบส
ที่ไดในฐานขอมูลลําดับเบส (Genbank) 

 
OAT_500no.1_BW1 ขนาด 308 คูเบส (ลําดับเบสแสดงในภาคผนวก ค) เมื่อตรวจสอบ

ดวย program BLASTN พบวาคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสดังนี้ 
 

ตารางที่ 16 ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของ 
OAT_500no.1_BW1 

ลําดับเบสที่
คลายคลึง 

 
Accession 

number 

ตําแหนงของลําดับ
เบสในฐานขอมูลที่
คลายคลึงกับ 

OAT_500no.1_BW1

ตําแหนงเบส
ของโคลนที่
คลายคลึงกบั
ลําดับเบสใน
ฐานขอมูล 

Nucleotide 
sequence 

identity (%) 

Oryza sativa 
(japonica cultivar-

group) genomic DNA, 
chromosome 7 

AP005199 569-283 13-301 99% 

Oryza sativa 
(japonica cultivar-

group) cDNA 
clone:J013025M10, 
full insert sequence 

AK065493 

ชวงที่ 1 
434-299 
ชวงที่ 2 

302-247 

ชวงที่ 1 
30-149 
ชวงที่ 2 

246-301 

 
100% 

 
100% 

OML02926 Oryza 
minuta HybriZAP-2.1 

XR library Oryza 
minuta cDNA 5' (EST)

CB212646 

ชวงที่ 1 
532-396 
ชวงที่ 2 

398-344 

ชวงที่ 1 
29-165 
ชวงที่ 2 

247-301 

 
97% 

 
100% 
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OAT_800_w1 ขนาด 609 คูเบส (ลําดับเบสแสดงในภาคผนวก ค) เมื่อตรวจสอบดวย 
program BLASTN พบวามีความคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสดังนี้  

 
ตารางที่ 17 ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของ OAT_800_w1 

ลําดับเบสที่
คลายคลึง 

 
Accession 

number 

ตําแหนงของลําดับ
เบสในฐานขอมูลที่
คลายคลึงกับ  
OAT_800_w1 

ตําแหนงเบส
ของโคลนที่
คลายคลึงกับ
ลําดับเบสใน
ฐานขอมูล 

Nucleotide 
sequence 

identity (%) 

Oryza sativa 
(japonica cultivar-

group) genomic DNA, 
chromosome 2 

AP004136 61076-61670 5-599 99% 

NRS2_0_I08 Drought 
stress (root) Oryza 

sativa (indica cultivar-
group) cDNA clone 
NRS2_0_I08 3'(EST)

BI305367 131-97 307-341 91% 
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OAT_1.2_w4 (ลําดับเบสแสดงในภาคผนวก ค) เมื่อตรวจสอบดวย program BLASTN 
พบวามีความคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสดังนี้  

 
ตารางที่ 18 ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของ OAT_1.2_w4 

ลําดับเบสที่คลายคลึง 
 

Accession 
number 

ตําแหนงของลําดับ
เบสในฐานขอมูลที่
คลายคลึงกับ  
OAT_1.2_w4 

ตําแหนงเบส
ของโคลนที่
คลายคลึงกับ
ลําดับเบสใน
ฐานขอมูล 

Nucleotide 
sequence 

identity (%) 

Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) genomic 

DNA, chromosome 1 
AP003225 123454-124149 6-701 96% 

Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) cDNA 

clone:J033072F06, full 
insert sequence 

AK121694 331-152 173-353 97% 

AF53-
Rpf_09_O01_T7_015.ab1 

IRRI Drought Stress 
Panicle Library Oryza 
sativa (indica cultivar-
group) cDNA clone 

C0003409 5' similar to 
Hypothetical 16.5 kDa 
protein in PAS8-EGT2 

intergenic region (EST) 

CB096844 352-173 173-353 99% 

OD104E10 OD Oryza 
sativa cDNA 5' similar to 
dnaj domain-containing 

protein (EST) 

BE040093 173-1 172-345 88% 
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OAT_2.5_w1 (ลําดับเบสแสดงในภาคผนวก ค) เมื่อตรวจสอบดวย program BLASTN 
พบวามีความคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสดังนี้  

 
ตารางที่ 19 ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของ OAT_2.5_w1 

ลําดับเบสที่คลายคลึง 
 

Accession 
number 

ตําแหนงของลําดับ
เบสในฐานขอมูลที่
คลายคลึงกับ  
OAT_2.5_w1 

ตําแหนงเบส
ของโคลนที่
คลายคลึงกับ
ลําดับเบสใน
ฐานขอมูล 

Nucleotide 
sequence 

identity (%) 

Oryza sativa (japonica 
cultivar-group) genomic 

DNA, chromosome 2 
AP005776 44499-44016 11-494 99% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 62

6. การศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด RNA จากตนขาว 
 
 การศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด RNA จากตนขาวโดยการทดลองสกัด RNA ของ
ใบขาวและรากขาวดวยวิธีการ hot phenol(Anonymous, 1993) วิธีสกัด RNA จากเนื้อเยื่อที่มีแปง
มาก(Logemann et al., 1987) และการใช Trizol Reagent (GibcoBRL® California, USA)  
เมื่อนํามาวัด OD260 เพื่อวัดปริมาณ RNA พบวา ในชิ้นสวนพืชที่อายุเทากันและใชน้ําหนักชิ้นสวน
ที่นํามาสกัด RNA ปริมาณที่เทากันการใช Trizol reagent  ซึ่งเปนสารเคมีที่ใชสกัด RNA ที่ใชใน
การคาจะไดปริมาณ RNA มากที่สุดและปริมาณ RNA ที่ไดจากใบจะมากกวาราก ในขณะที่การ
สกัดดวยวิธีการของ Logemann และคณะ (1987) และ Hot phenol จะไดปริมาณ RNA นอยกวา
การใช Trizol Reagent อยางมากในทุกอายุของตนขาว และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 วิธีนี้การ
สกัด ปริมาณ RNA ที่ไดโดยสวนใหญใกลเคียงกัน ยกเวนในตนขาวอายุ 4 สัปดาหการสกัด RNA 
ดวยวิธี Hot phenol ใหผลดีกวาการสกัดดวยวิธีการของ Logemann และคณะ( 1987) แตในชวง
อายุตนขาว 3 และ 5 สัปดาหการสกัด RNA จากใบขาวไมมีความแตกตางกัน (ตารางที่120) 
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ตารางที่ 20 แสดงปริมาณRNA ที่ไดจากใบและรากของขาวน้ําหนัก 1 กรัมเมื่อใชวิธีการสกัด RNA 
3 วิธี โดย วิธีที่ 1 = วิธี Hot Phenol (Anonymous, 1993)  

  วิธีที่ 2 = วิธีสกัด RNA จากเนื้อเยื่อที่มีแปงมาก (Logemann et al., 1987) 
วิธีที่ 3 = วิธีการตามคูมือของ Trizol Reagent (GibcoBRL® California, USA) 

ปริมาณ RNA( ไมโครกรัมตอน้ําหนักสด 1 กรัม) ชิ้นสวนของตน
ขาวที่ทําการสกัด วิธีที่ 1 วิธีที่ 2 วิธีที่ 3 
ใบขาวอายุ 3 
สัปดาห 84.1770(±12.2775)Ba 39.1540(±13.3520)Ab 559.3250(±28.7832)Dc 

รากขาวอายุ 3 
สัปดาห 

20.9359(±12.3824)Aa 164.3312(±55.2286)Bb 319.8950(±12.7918)Cc 

ใบขาวอายุ 4 
สัปดาห 

45.5162(±12.0571)Aa 128.5007(±55.1893)Ba 399.9760(±88.9091)Cb 

รากขาวอายุ 4 
สัปดาห 38.0968(±19.9896)Aa 221.9950(±60.8299)Cb 254.5650(±20.3399)Bb 

ใบขาวอายุ 5 
สัปดาห 

112.8580(±45.8048)Ca 62.9842(±24.7572)Aa 504.3700(±40.0612)Db 

รากขาวอายุ 5 
สัปดาห 

86.2136(±15.4797)Ba 70.3446(±24.3282)Aa 168.7225(±62.0708)Aa 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตั้งและแนวนอนแสดงวาไมมีความแตกตาง
กันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (P< 0.05) 
 
 เมื่อศึกษาอัตราสวนของ OD260/OD280 ซึ่งอัตราสวนของ OD260/OD280 เมื่อ RNAปนเปอน
สารประกอบอื่นๆ นอยคือ 1.8-2.0 (Sambrook et al., 1993) ผลพบวาวิธี Hot phenol และ Trizol 
Reagent ให RNA ที่มีอัตราสวน OD260/OD280 ใกลเคียง 1.8-2.0 มากกวาวิธีสกัด RNA จาก
เนื้อเยื่อที่มีแปงมาก (ตารางที่ 21) 
ตารางที่ 21 อัตราสวนของ OD260/OD280 ของ RNA จากเนื้อเยื่อขาวที่ใชวิธีการสกัด RNA 3 วิธี 

วิธีสกัด RNA อัตราสวนของ OD260/OD280 
วิธี Hot Phenol 1.6-2.2 

วิธีสกัด RNA จากเนื้อเยื่อที่มีแปงมาก 2.2-2.5 
วิธีการตามคูมือของ  Trizol Reagent 1.6-2.2 
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8. การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนในขาวพันธุเหลือง
ประทิวและสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง 
เหลืองประทิว 123-TC171 รุนที่ 6 ในภาวะเค็ม ดวยวิธี Northern Blot Analysis 
 

8.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS ในขาว LPT123 และ LPT123- TC171 
ดวยวิธี Northern Blot Analysis 

 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS ในขาวพันธุเหลืองประทิวและสายพันธุทนเค็ม 
เหลืองประทิว 123-TC171 รุนที่ 6 ในสัปดาหที่ 1 และ 2 ของการทดลอง ดวยวิธี Northern Blot 
Analysis โดยใชโคลน P5CS_2KB_no.27 ซึ่งมีความคลายคลึงกับลําดับเบสบางสวนของ Oryza 
sativa P5CS1 mRNA  (Accession number D49714) เปน probe ผลปรากฏดังนี้ 
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8.1.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS เมื่อกลาขาวอายุ 15 วัน   
 

 ศึกษาเปรียบเทียบกับขาวทั้งสองสายพันธุอายุเทากันที่ปลูกในภาวะปกติซึ่งผลของ 
Northern Blot Analysis โดยใชอุณหภูมิ hybridization 42 oC  ไมพบสัญญาณ mRNA จึงทําการ
ลดอุณหภูมิ hybridization เปน 40 oC ผลพบสัญญาณ mRNA ขนาดประมาณ 1.4 kb จํานวน 1 
แถบปรากฏในตนสายพันธุเดิมที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่ผสมโซเดียมคลอไรด 0.3% (w/v) 
ทั้งสองสัปดาห ดังรูปที่ 19 ในตนสายพันธุทนเค็มที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่ผสมโซเดียม
คลอไรด 0.3% (w/v) ทั้งสองสัปดาห พบสัญญาณ mRNA ขนาดประมาณ 1.5 kb (ภาพที่ 17) 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 17  Northern Blot Analysis ของขาวLPT123 และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123 – TC171 เมื่อไดรับภาวะเค็ม 0.3 % NaCl (w/v) โดยใชโคลน P5CS_2KB_no.27 เปน 
probe  
โดย  L = RNA ladder 
 1 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 1 สัปดาห 
 2 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.3% NaCl (w/v) เปนเวลา 1 สัปดาห 
 3 = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 1 สัปดาห 
 4  = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.3% NaCl (w/v) เปนเวลา 1สัปดาห 
 5 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 2 สัปดาห 
 6 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.3% NaCl (w/v) เปนเวลา 2 สัปดาห 
 7 = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 2 สัปดาห 
 8  = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.3% NaCl (w/v) เปนเวลา 2สัปดาห 
 
 
 

      Week1     Week2 
  C            S             C          S            C            S          C           S 
    LPT123         LPT123-TC171         LPT123       LPT123-TC171 
 
 
 
 
 
 
L           1              2             3           4           5            6             7            8 

1.5 kb
1.4 kb
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8.1.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS เมื่อกลาขาวอายุ 22 วัน  
 
 ศึกษาเปรียบเทียบกับขาวทั้งสองสายพันธุที่ปลูกในภาวะปกติกับในภาวะเค็มเปนเวลา 1 
และ 2 สัปดาหซึ่งผลของ Northern Blot Analysis โดยใชอุณหภูมิ hybridization 42 oC พบ
สัญญาณ mRNA จํานวน 3 แถบ ขนาดประมาณ 1.4 kb  1.0  kb และ 0.8 kb โดย band ขนาด
ประมาณ 1.0 kb และ 0.8 kb ปรากฏในทั้งสองสายพันธุทั้งสองภาวะ แต band ขนาดประมาณ 
1.4 kb จะปรากฏในทั้งสองสายพันธุที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่ผสมโซเดียมคลอไรด 0.5% 
(w/v) ทั้งสองสัปดาห และสายพันธุทนเค็มในภาวะปกติสัปดาหแรก ดังภาพที่ 18 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 18  Northern Blot Analysis ของขาวพันธุ LPT123 และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทน
เค็ม LPT123 – TC171เมื่อไดรับภาวะเค็ม 0.5 % NaCl (w/v) โดยใชโคลน P5CS_2KB_no.27 
เปน probe  
โดย  L = RNA ladder 
1 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 1 สัปดาห 
2 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.5% NaCl (w/v) เปนเวลา 1 สัปดาห 
3 = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 1 สัปดาห 
4  = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.5% NaCl (w/v) เปนเวลา 1สัปดาห 
5 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 2 สัปดาห 
6 = LPT123 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.5% NaCl (w/v) เปนเวลา 2 สัปดาห 
7 = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารภาวะปกติ เปนเวลา 2 สัปดาห 
8  = LPT123-TC171 ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่เติม 0.5% NaCl (w/v) เปนเวลา 2สัปดาห 
 
 

      Week1     Week2 
  C            S             C          S            C            S          C           S 
    LPT123         LPT123-TC171         LPT123       LPT123-TC171 
 
 
 
 
 
 
L        1              2             3           4            5             6              7            8 

1.4 kb

1.0 kb
0.8 kb
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8.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน OAT ในขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ 
LPT123-TC171 รุนที่ 6 ดวยวิธี Northern Blot Analysis 

 
จากการศึกษาการแสดงออกของยีน OAT ในขาวพันธุเหลืองประทิวและสายพันธุทนเค็ม 

เหลืองประทิว 123-TC171 รุนที่ 6 ดวยวิธี Northern Blot Analysis โดยใช OAT cDNA จาก 
mothbean (Vigna aconitifolia) ซึ่ง insert อยูใน pcDNA II เปน probe อุณหภูมิ hybridization 
42 oC และ 40 oC ไมปรากฏสัญญาณ mRNA  ใดๆ เมื่อทําการทดลองโดยใชอุณหภูมิ 
hybridization 38 oC พบวาภาพที่ไดมี background สูงมากจนไมสามารถระบุไดวามีสัญญาณ 
mRNA หรือไม 
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บทที่  5 
 

อภิปรายผลการทดลอง 

 
1. การศึกษาอัตราการรอดตายของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 (LPT123) และสายพันธุ
ทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง LPT123- TC171 รุน
ที่ 6 ในภาวะเค็ม 

การศึกษาอัตรารอดตายในภาวะเค็มของกลาขาวอายุ 15 วันพบวา ขาวสายพันธุทน
เค็ม  LPT123 – TC171มีอัตรารอดตายสูงกวาสายพันธุเดิมทั้งที่ใหระดับความเค็ม 0.3%NaCl 
(w/v) และ 0.5% NaCl (w/v) แตในขาวอายุ 15 วัน เมื่อไดรับภาวะเค็มที่ให NaCl 0.5%(w/v) 
เมื่อถึงสัปดาหที่ 4 ของการทดลองพบวาขาวทั้งสองสายพันธุตายทั้งหมด ทําใหไมสามารถ
ศึกษาลักษณะการตอบสนองตอความเค็มตางๆ ได จึงเลือกใชความเค็มที่ระดับ 0.3% NaCl 
ในการศึกษาการตอบสนองตอความเค็ม เมื่อกลาขาวอายุ 15 วันในการศึกษาดานตางๆ ตอ
ไป 

การศึกษาอัตรารอดตายในภาวะเค็มของกลาขาวอายุ 22 วัน (มีใบจํานวน 5 ใบ) พบ
วาขาวสายพันธุทนเค็มมีอัตราการรอดตายสูงกวาสายพันธุเดิมเชนกัน การทดลองครั้งนี้ให
ภาวะเค็มที่ 0.5 % NaCl เพียงภาวะเดียว เนื่องจากเปนภาวะที่ไดรับการคัดเลือกสายพันธุทน
เค็มนี้ ในชวงตนกลา 5 ใบมาแลวเปนเวลา 5 ช่ัวรุน (ทิพยวรรณ ธนไพศาล, 2534) 

 อนึ่งผลการทดลองอัตรารอดตายไมไดทําซ้ําเนื่องจากขอจํากัดของระยะเวลาในการ
ปลูกตอการทดลองประมาณ 2 เดือน ที่จําเปนตองทําการทดลองวัดการเจริญเติบโต การสะ
สมโพรลีน และเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเพื่อใชในการสกัด RNA ตอไป นอกจากนี้ยังมีขอจํากัดของ
พื้นที่ปลูกทําใหไมสามารถเพิ่มจํานวนตนที่ปลูกตอครั้งได จึงไมสามารถนําอัตรารอดตายมา
วัดดวยสถิติได 

อัตรารอดตายของขาวสายพันธุ LPT123-TC171 ในรุนที่ 6 นี้เมื่อนํากลับไปเปรียบ
เทียบกับการศึกษาอัตรารอดตายของรุนที่ 1-5 ที่ศึกษาและคัดเลือกโดย ทิพยวรรณ ธนไพศาล 
(2534) ในภาวะเค็ม 0.5% NaCl (w/v)เมื่อตนกลามีอายุ 22 วัน พบวามีอัตราการรอดตายลด
ลง คือจาก รุนที่ 5 มีอัตรารอดตาย 89.7% การศึกษาครั้งนี้อัตรารอดตายของกลาขาวอายุ 22 
วันเมื่อไดรับภาวะเค็ม 0.5%(w/v) มีเพียง 46%  ซึ่งอาจเปนผลมาจากการเปลี่ยนสถานที่ทํา
การทดลอง ลักษณะสภาพโรงเรือนที่มีลักษณะแตกตางกันมีอิทธิพลตออุณหภูมิและแสงที่พืช
ไดรับขณะทําการทดลอง มีรายงานวาอุณหภูมิที่เพิ่มข้ึนมีผลทําใหคา EC เพิ่มข้ึน (อรุณี ยูวะ
นิยม, 2531) ซึ่งคา EC ที่สูงจะทําใหภาวะเค็มที่พืชไดรับรุนแรงขึ้น ประกอบกับอุณหภูมิที่สูง
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ทําใหการคายน้ําของพืชมากขึ้นและทําใหมีการสะสมของโซเดียมไอออนและคลอไรดไอออน
มากขึ้นตามไปดวย (Neumann,1997) จึงอาจเปนผลทําใหอัตราการรอดตายของ LPT123- 
TC171 ต่ําลง รวมทั้งอาจเปนเพราะตนขาวที่ยายปลูกลงในภาวะเค็มนั้นยังคงไดรับความ
กระทบกระเทือนตอการเจริญเติบโตขณะการยายปลูก 

อัตรารอดตายในภาวะเค็มเมื่อตนกลามีอายุ 15 วัน มีอัตรารอดตายต่ํากวาอัตรารอด
ตายของตนกลาขาวอายุ 22 วัน โดยมีอัตราการรอดตาย  30 %ผลที่ไดชี้ใหเห็นวาเมื่อตนขาว
อายุนอยจะมีความทนทานตอความเค็มตํ่ากวาตนขาวอายุมากขึ้น สอดคลองกับรายงานของ 
Pearson และคณะ (1966) ซึ่งรายงานวาขาวจะตอบสนองตอความเค็มในแตละชวงอายุตาง
กันดวย 

 
2. การศึกษาการเจริญเติบโตของขาว LPT123 และ LPT123-TC171 รุนที่ 6 ในภาวะเค็ม 

การศึกษาการเติบโตในตนขาวอายุ 15 วัน ใหภาวะเค็มที่ NaCl 0.3%(w/v)พบวา ขาว
พันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม LPT123 – TC171 มีการเจริญเติบโตแทบไมแตกตาง
กับขาวเหลืองประทิว 123 สายพันธุเดิม ลักษณะที่แตกตางกันชัดเจนที่สุดของขาวสายพันธุ
ทนเค็มกับสายพันธุเดิม คือ น้ําหนักสดของตน ซึ่งเห็นชัดเจนในสัปดาหที่ 3 เปนตนไป ซึ่งเปน
ไปไดวาการรักษาน้ําไวในเซลลของสายพันธุทนเค็มนาจะดีกวาสายพันธุเดิม แตหากพิจารณา
จากน้ําหนักแหงและพื้นที่ใบแลวการเติบโตของตนขาวอายุ 15 วันที่ใหภาวะเค็ม NaCl 
0.3%(w/v) ของขาวทั้งสองสายพันธุไมแตกตางกัน 

การศึกษาการเติบโตในตนขาวอายุ 22 วัน ใหภาวะเค็มที่ NaCl 0.5%(w/v)พบวา ขาว
พันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม  LPT123 – TC171 มีการเจริญเติบโตที่ดีกวาสายพันธุเดิม
อยางชัดเจนมากกวาผลที่ไดจากตนขาวอายุ 15 วัน โดยเฉพาะการรักษาน้ําหนักสดของตน
และรากมากกวาสายพันธุเดิมอยางชัดเจน น้ําหนักแหงของตนที่มากกวาอยางมีนัยสําคัญ 
แสดงถึงอัตราการเติบโตที่มากกวา ในขณะที่น้ําหนักแหงของรากและพื้นที่ใบมีความผันแปรที่
คอนขางสูงทั้งสองสายพันธุ อาจเปนไปไดวาจะเกิดจากการตายของเนื้อเยื่อที่เกิดเนื่องจาก
ภาวะเค็มและมีการสรางใหมขึ้นมาทดแทน ทําใหน้ําหนักแหงและพื้นที่ใบมีความแปรผันสูง 

ลักษณะที่นาสนใจเกี่ยวกับตนกลาอายุ 22 วันของสายพันธุทนเค็มยังพบวามีการ
เจริญเติบโตในภาวะปกติสูงกวาในตนขาวสายพันธุเดิมที่ปลูกในภาวะปกติเชนเดียวกันดวย 
ซึ่งจะเห็นไดชัดเจนจากผลของน้ําหนักสดของตนที่สายพันธุทนเค็มสูงกวาสายพันธุเดิมตลอด
การทดลอง รวมทั้งน้ําหนักแหงของตนตั้งแตสัปดาหที่ 3 และ 4 ของการทดลอง การเติบโตที่ดี
กวาเชนนี้อาจสงผลใหความสามารถในการทนเค็มของขาวสายพันธุทนเค็มที่มีอายุ 22 วัน
ดวย และแสดงใหเห็นวาเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุเดิม การเกิดความแปรผันทางพันธุกรรม
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ที่เกิดขึ้นในตนขาวสายพันธุทนเค็มนี้ยังแสดงออกในลักษณะ Phenotype อ่ืนๆ ของตนขาว
นอกเหนือจากความสามารถในการทนเค็มดวย  

จากการศึกษาทั้งอัตรารอดตายและการเจริญเติบโตของตนขาวสายพันธุทนเค็มที่ได
รับภาวะปกติและภาวะเค็มจะเห็นไดวาอายุของตนกลาขาวมีผลตอความสามารถในการทน
เค็มของขาวสายพันธุทนเค็มนี้ดวย โดยกลาขาวอายุนอยจะมีความสามารถทนเค็มนอยกวา
กลาขาวที่อายุมากกวา ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Pearson และคณะ (1966) ที่ระบุวากลา
ขาวอายุ 2-5 ใบจะออนแอตอความเค็ม 2 ระยะคือ ตนกลา 2-5 ใบและระยะออกดอก ซึ่งตน
กลาขาวอายุ 22 วันที่ทําการศึกษามีจํานวนใบ 5 ใบแลวขณะเริ่มใหภาวะเค็มอาจทําใหการ
ทนทานตอภาวะเค็มมากกวา ในขณะที่ตนกลาขาวอายุ 15 วันที่ทําการศึกษามีจํานวนใบ 3 
ใบเมื่อเร่ิมใหภาวะเค็มทําใหสัปดาหแรกของการใหภาวะเค็มของกลาขาวอายุ 15 วันเปนชวงที่
ออนแอมากกวา 

 
3. การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- TC171 
ในภาวะเค็ม 

ขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123 – TC171 มีปริมาณโพรลีนสูงขึ้น
อยางมีนัยสําคัญเมื่อไดรับภาวะเค็ม โดยเมื่อตนขาวทั้งสองสายพันธุอายุ 15 วันไดรับภาวะ
เค็ม NaCl 0.3% (w/v) พบวามีปริมาณโพรลีนในสัปดาหที่ 1 -3 ไมแตกตางกัน ซึ่งสอดคลอง
กับผลของการเจริญเติบโต แตเมื่อตนขาวอายุ 22 วันไดรับภาวะเค็ม NaCl 0.5%(w/v) พบวา
สายพันธุเดิมมีปริมาณโพรลีนสูงกวาสายพันธุทนเค็มอยางมีนัยสําคัญ ซึ่งผลของปริมาณ     
โพรลีนที่ไดจากการศึกษาชี้ใหเห็นวาโพรลีนอาจไมเกี่ยวของกระบวนการที่เกี่ยวของกับความ
สามารถในการทนเค็มของขาวสายพันธุทนเค็มนี้ จากผลการทดลอง คือในชวงอายุ 15 วันแม
จะมีอัตรารอดตายสูงกวาแตผลการเจริญเติบโตและปริมาณโพรลีนระหวางสองสายพันธุนี้มี
แนวโนมไมแตกตางกัน ในขณะที่ชวงอายุ 22 วัน สายพันธุทนเค็มมีอัตรารอดตายและการ
เจริญเติบโตมากกวา แตปริมาณโพรลีนนอยกวาสายพันธุเดิม ทําใหผลการทดลองนี้นาจะ
สนับสนุนแนวคิดของ Lutts และคณะ (1996,1999) ซึ่งทําการศึกษาเกี่ยวกับการสะสมโพรลีน
ในขาวพันธุทนเค็ม Nona Bokra และพบวาขาวพันธุทนเค็มมีการสะสมโพรลีนที่ต่ํากวาขาว
พันธุที่ไวตอความเค็ม( I Kong Pao) รวมทั้งปริมาณและการทํางานของเอนไซม OAT และ 
P5CR ไมสอดคลองกับโพรลีนที่สะสม จึงไดเสนอแนวคิดวา การสะสมโพรลีนในขาวเมื่อไดรับ
ภาวะเค็มนั้นเปนสัญญาณวาขาวมีความเสียหายเนื่องจากภาวะเค็ม  สอดคลองกับรายงานที่
เสนอขอขัดแยงเกี่ยวกับบทบาทของโพรลีน โดยเสนอวาการสะสมโพรลีนในพืชอาจเปนผลของ
ภาวะเครียด (Delauney and Verma, 1993; Hare and Cress, 1997; Madan et al., 1995:
อางถึงใน Nanjo et al., 1999b) ได ผลการเจริญเติบโตชี้ใหเห็นวาขาวสายพันธุทนเค็มนาจะมี
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การรักษาปริมาณน้ําในเนื้อเยื่อไดดีกวาทําใหคาดวา osmotic stress ภายในเซลลของสาย
พันธุทนเค็มเกิดนอยกวา ซึ่งอาจเปนไปไดวาการปรับตัวของขาวสายพันธุนี้เปนการสะสม
ไอออนหรือ Osmolyte ตางๆ ไวใน vacuole และ cytosol เพื่อปรับคาออสโมติก (Flowers et 
al., 1977) 

ปริมาณโพรลีนที่มีในพืชเกิดจากความสมดุลระหวางการสรางและสลายโพรลีน เมื่อ
เกิดภาวะ osmotic stress การสลายโพรลีนจะถูกยับยั้ง (Boggess et al., 1976) ซึ่งกระบวน 
การดังกลาวมีเอนไซม proline dehydrogenase เปนตัวเรงปฏิกิริยา และเมื่อกิจกรรมของ
เอนไซมนี้ลดลงทําใหมีการสะสมโพรลีนสูงขึ้น (Nanjo et al., 1999) ดังนั้นอาจเปนไปไดวา
การเกิด osmotic stress ของขาวสายพันธุทนเค็มมีนอยกวาในขาวสายพันธุเดิม  ทําใหกิจ
กรรมของ proline dehydrogenase ในขาวสายพันธุเดิมถูกยับยั้งมากขึ้น จึงมีการสะสม โพร
ลีนสูงกวาขาวสายพันธุทนเค็ม อยางไรก็ดีควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกิจกรรมของ
เอนไซม proline dehydrogenase เพื่อตรวจสอบสมมติฐานดังกลาว 

 นอกจากนี้ยังไมแนชัดวาความสามารถทนเค็มในขาวเกิดจากการสะสมโพรลีน เนื่อง
จากมีรายงานเกี่ยวกับการเปรียบเทียบการสะสมโพรลีนและ glycine betaine ของพืชจําพวก
หญากับความสามารถทนเค็ม  ซึ่งรายงานวาความสามารถในการทนเค็มของพืชวงศ 
Poaceae  บางชนิดนาจะเปนผลจากการสะสม glycine betaine มากกวา (Colmer et al., 
1995; Marcum, 1999 ) ซึ่งอาจเปนไปไดวาขาวสายพันธุทนเค็มนี้จะใชสารอื่นนอกเหนือจาก
โพรลีนในการเพิ่มความสามารถในการทนเค็มเชนกัน  

 
4. การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะ
เจาะจงตอยีน P5CS  

ชิ้นสวน DNA ที่เพิ่มจํานวนดวยวิธี PCR โดย primer P5CSa/P5CSs ซึ่งออกแบบ
โดย ผศ.ดร.พงศธาริน โลหตระกูล (ภาควิชาพฤกษศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย) เพื่อ
โคลนยีน P5CS โดยอางอิงจากลําดับเบสของ cDNA P5CS ของ Vigna aconitifolia และ 
Arabidopsis thaliana มี 2 fragment ขนาดประมาณ 500 bp และ 2 kb ตามลําดับ(
P5CS_500_no.1 และ P5CS_2KB_no.27)  

จากผลการศึกษาลําดับเบสของโคลนที่ไดเทียบกับฐานขอมูลลําดับเบส จึงเลือกใช 
P5CS_2KB_no.27 เปน probe สําหรับการศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS เนื่องจากผล
การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดพบวามีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ 
Oryza sativa P5CS1 mRNA (Accession number D49714) และ O. sativa (japonica 
cultivar-group) putative P5CS mRNA (Accession number NM190603) ดังนั้น 
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P5CS_2KB_no.27 จึงนาจะสามารถเขาจับกับ mRNA ไดดีกวา P5CS cDNA clone ของ 
mothbean ( Vigna aconitifolia) (Hu et al., 1992) ที่มีอยูแลวในหองปฏิบัติการ ซึ่งเปนของ
พืชตางวงศ  

ยีน P5CS ของขาวในฐานขอมูล Genbank  มีเพียง 2 ยีนดังที่ไดกลาวมาแลว 
putative P5CS mRNA ซึ่งมีผูศึกษาตําแหนงแลวถูกระบุอยูบนโครโมโซม 1 ชวงระหวาง 
1468654-1477215    ในขณะที่ P5CS1 mRNA เมื่อศึกษาเทียบกับฐานขอมูล genome ขาว 
(RiceBlast) (http://riceblast.dna.affrc.go.jp) พบวา P5CS1 mRNA  อยูบนโครโมโซมแทงที่ 
1 เชนกัน แมวาจะอยูบนโครโมโซมแทงเดียวกัน และเปนโคลนที่ไดจากขาวพันธุ japonica 
เชนเดียวกันแต P5CS1 mRNA และ putative P5CS mRNAมีความคลายคลึงกันเพียง 77 %  
และยังมีขนาดแตกตางกันดวยคือ 2549  bp และ 2208 bp ตามลําดับ ทําใหมีความเปนไปได
วา P5CS geneในขาวจะมีลักษณะเปน gene family ซึ่งทําใหสามารถตรวจสอบสัญญาณ 
mRNA หลายสัญญาณซึ่งมีขนาดตางๆกันได  ผลการทดลองในสวนนี้มีความสอดคลองกับ
รายงานของยีน P5CS ใน Arabidopsis ท่ีพบวา P5CS gene มี 2 copy (Strizhov et al., 
1997) 

 
5. การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะ
เจาะจงตอยีน OAT 

ชิ้นสวน DNA ที่ทําการเพิ่มจํานวนดวย PCR โดยใช primer OATa/OATs ซึ่งออก
แบบโดย ผศ.ดร.พงศธาริน โลหตระกูล โดยอางอิงจากลําดับเบสของ OAT  cDNA ของ Vigna 
aconitifolia และ Arabidopsis thaliana  มี 4 fragment คือ ขนาด 500 800 1200 และ 2500 
bp ตามลําดับ แตเนื่องจาก DNA ที่ไดไมมีความคลายคลึงกับ OAT gene ที่มีอยูในฐานขอมูล
ลําดับเบส จึงเลือกใช OAT cDNA ของ mothbean ( Vigna aconitifolia) (Delauney et al., 
1993)  เปน probe แทน 

Homology ระหวาง OAT cDNA ของ Vigna aconitifolia และ Arabidopsis 
thaliana มีนอยคือ 65% identity (Roosens et al.,1998)  ดังนั้น primer ที่ออกแบบมาจึง
อาจมี specific ต่ํา ประกอบกับการใชความเขมขนของ MgCl2 สูงและ annealing 
temperature  ที่ต่ํามาก จึงทําใหเกิด mispriming  โดยมีรายงานเกี่ยวกับความสัมพันธของ
ปริมาณ MgCl2 ในปฏิกิริยา PCR พบวาการใช MgCl2 สูงกวาระดับที่ใชโดยทั่วไปคือ 1.5 mM 
MgCl2(Henegariu et al., 1997)  จะสงผลใหเกิด mispriming ทําใหมีการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ที่ไมจําเพาะกับยีนที่ตองการศึกษา รวมทั้งการลด annealing temperature ลงยิ่งทําให 
unspecific bands เพิ่มปริมาณขึ้นดวย (Henegariu et al., 1997) สิ่งเหลานี้อาจทําใหชิ้น
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สวนโคลนที่ไดไมมีลําดับเบสที่เกี่ยวของกับ OAT gene เพราะชิ้นสวนโคลนเหลานี้เปน 
unspecific bands 

 
6. การศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด RNA จากใบขาว 

ผลการศึกษา วิธีสกัด RNA 3 วิธี คือ วิธีการ Hot phenol (Anonymous, 1993) วิธี
สกัด RNA จากเนื้อเยื่อที่มีแปงมาก(Logemann et al., 1987) และการใช Trizol Reagent 
(GibcoBRL® California, USA) พบวาการใช Trizol Reagent ใหปริมาณ RNAมากที่สุด และ
ให RNA ที่ปนเปอนนอย แมวาการสกัดในรากจะใหปริมาณนอยกวาการสกัด RNA จากใบ
มาก แตเนื่องจากผลการศึกษาดวย Northern Blot Analysis ใน Vigna sp. พบวาภาวะเค็ม
ชักนําใหยีน P5CS มีการแสดงออกเฉพาะที่ใบ (Hu et al, 1992) จึงเลือกใชเนื้อเยื่อใบในการ
สกัดเพียงอยางเดียวเพื่อทํา Northern Blot  Analysis  สวนการสกัดดวย Hot phenol แมวา
จะใหปริมาณ RNA ต่ํากวาแตการปนเปอนของ RNA มีนอย ใกลเคียงกับวิธีการที่ใช Trizol 
Reagent    ในขณะที่การสกัดตามวิธีของ Logemann พบวา RNA ที่ไดมีการปนเปอนสูงซึ่งไม
เหมาะในการใชสกัด RNA เพื่อทํา Northern Blot  Analysis แตเนื่องจาก Trizol Reagent มี
ราคาแพงและปริมาณ RNA ที่ไดจากวิธี Hot phenol เมื่อคํานวณเปรียบเทียบกับเนื้อเยื่อตัว
อยางที่เก็บไวเพื่อสกัด RNA พบวาสามารถใหปริมาณ RNA เพียงพอตอการทํา Northern 
Blot Analysis จึงเลือกใชวิธี Hot phenol ในการสกัด RNA จากใบขาวตอไป  

 
7. การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนในขาวพันธุเหลือง
ประทิวและสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง 
เหลืองประทิว 123-TC171 รุนที่ 6 ในภาวะเค็ม ดวยวิธี Northern Blot Analysis 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS ในขาวพันธุเหลืองประทิวและสายพันธุทน
เค็ม LPT123-TC171 ที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่ผสม 0.3% NaCl (w/v) ในสัปดาหที่ 1 
และ 2 ของการทดลอง ดวยวิธี Northern Blot Analysis โดยใชโคลน P5CS_2KB_no.27 เปน 
probe ผลปรากฏวาเมื่อขาวไดรับภาวะเค็มจะมีการแสดงออกของยีน P5CS ในระดับที่สูงกวา
เมื่อปลูกในภาวะปกติเมื่อไดรับภาวะเค็ม 1 และ 2 สัปดาห  ซึ่งสอดคลองกับรายงานการแสดง
ออกของยีน P5CS ในพืชตางๆ ที่ไดรับภาวะเค็ม เชน Arabidopsis thaliana (Hu et al., 
1992) และ Vigna aconitifolia (Delaney and Verma, 1993)  เปนตน ขนาดของ band ที่
แตกตางกันของขาวทั้งสองสายพันธุอาจเปน mRNAตางชนิดกัน การศึกษาในฐานขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่พบวายีน P5CS ในขาวพันธุ japonica มีอยางนอย 2 ยีน โดยมีขนาด 2.5 
kb และ 2.2 kb ตามลําดับ อยางไรก็ดีในงานวิจัยนี้ ซึ่งเปนการศึกษาในขาวพันธุ indica พบ
วาขนาดของสัญญาณ mRNA ที่ตรวจพบมีขนาดแตกตางจากขนาดของ P5CS1 mRNA และ 
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putative P5CS mRNAในขาวกลุม japonica ที่มีผูรายงานไว ซึ่งอาจเปนไปไดวายีน P5CS 
ในขาวทั้งสองกลุมนี้มีขนาดแตกตางกัน  นอกจากนี้จากการศึกษาขนาดของ genome ของ
ขาวพันธุ indica ในประเทศจีนพบวามีขนาด genome ใหญกวาขาวกลุม japonica ประมาณ 
20% (อภิชาต วรรณวิจิตร, 2545 ) ซึ่งอาจจะทําใหมีขนาดและจํานวน copy ของยีน  P5CS 
แตกตางจากขาวกลุม japonica ได 

การศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS ในใบของขาวLPT 123 และสายพันธุทนเค็ม
LPT123-TC171 ที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่ผสมโซเดียมคลอไรด 0.5%(w/v) พบ
สัญญาณ mRNA band ขนาดประมาณ 1.4 kb,  1.0 kb และ 0.8 kb โดย band ขนาด
ประมาณ 1.4 kb พบวาเห็นเดนชัดในทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มและพันธุทนเค็มเมื่อ
ไดรับภาวะเค็มในสัปดาหแรก จากการประมาณดวยสายตาพบวา band ขนาดประมาณ 1.4 
kb ในขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มในสัปดาหที่ 2 เขมกวาในสัปดาหแรก ซึ่งสอด
คลองกับปริมาณโพรลีนที่มีแนวโนมสูงที่สุดในสัปดาหที่ 2 นอกจากนั้น band ขนาดประมาณ
1.0 kb และ 0.8 kb  ซึ่งปรากฏในทั้งสองสายพันธุทั้งสองภาวะ เมื่อไดรับภาวะเค็มในสัปดาหที่ 
2 พบวามีความเขมของ band มากกวาในภาวะปกติเชนกัน ลักษณะของการเกิด band ของ 
P5CS จากการศึกษาในครั้งนี้ ทําใหเชื่อวา P5CS gene ในขาวสายพันธุนี้นาจะมีมากกวา 1 
ยีน ใน Arabidopsis พบวาการสังเคราะห P5CS enzyme ไมไดมาจากยีนเพียงตําแหนงเดียว 
โดยมากจาก AtP5CS1 ซึ่งอยูบนโครโมโซมแทงที่ 2 และ AtP5CS2 ซึ่งอยูบนโครโมโซมแทงที่ 
3 และมีการแสดงออกเปนสัดสวนตางกันขึ้นกับเนื้อเยื่อพืช (Strizhov et al., 1997) การตรวจ
พบ mRNA ที่มีขนาดแตกตางกันในตนขาวอายุตางกันในการทดลองนี้อาจเปนการแสดงถึงสัด
สวนการแสดงออกของยีน P5CS ที่แตกตางกันในขาวสายพันธุนี้ คือเมื่อตนพืชอายุนอยการ
แสดงออกของยีน P5CS ที่ตรวจไดใน band ขนาดประมาณ1.0 kb และ 0.8 kb มีปริมาณ
นอยมากจนไมสามารถ detect ได ซึ่งจะเปนไปในแนวทางเดียวกับแนวคิดของการแสดงออก
ของยีน AtP5CS1 และ AtP5CS2 ของ Arabidopsis ที่แตกตางกันโดย AtP5CS1 จะแสดง
ออกมากในเซลลทั่วไปในขณะที่ AtP5CS2 จะแสดงออกมากในเซลลที่กําลังแบงตัว รวมทั้ง
การใหภาวะเครียดที่แตกตางกันมีผลตอชวงเวลาที่ตอบสนองของทั้งสองยีนนี้แตกตางกันดวย 
(Strizhov et al., 1997)  

นอกจากนี้การศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนที่ใชเปน probe ยังพบวามีความ
คลายคลึงกับบางสวนจากลําดับนิวคลีโอไทดของ mRNA อ่ืนๆ ที่ยังไมไดรับการระบุหนาที่หรือ
ความเกี่ยวพันกับยีนที่มีรายงานแลว จึงอาจเปนไปไดวา สัญญาณ mRNA ขนาด 1.0 kb และ
0.8 kb ที่เห็นไมไดเกี่ยวของกับยีน P5CS  แตเปนสัญญาณของ mRNA ของยีนอื่นๆ ที่มีความ
คลายคลึงกัน 
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จากการศึกษาการแสดงออกของยีน OAT ในขาวพันธุเหลืองประทิวและสายพันธุทน
เค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง เหลืองประทิว 123-TC171 
รุนที่ 6 ดวยวิธี Northern Blot Analysis โดยใช OAT cDNA  จาก mothbean (Vigna 
aconitifolia) ซึ่ง insert อยูใน  pcDNA II เปน probe ไมพบสัญญาณ mRNA เนื่องจาก 
probe อาจมี homology ไมเพียงพอที่จะเขาจับกับ mRNA ที่อุณหภูมิ  hybridization สูง 
(high stringency) หรือยีน OAT ของขาวอาจมีการแสดงออกระดับตํ่ามาก  การลดอุณหภูมิ 
hybridization ลงมากพบวามี background สูงรบกวนจนไมสามารถตรวจหาสัญญาณ 
mRNA ได จึงยังไมสามารถสรุปรูปแบบการแสดงออกของยีน OAT ในการทดลองนี้ได อยางไร
ก็ตามอาจเปนไปไดวาการแสดงออกของ OAT เมื่อไดรับภาวะเค็มเปนแบบ down-regulated 
คลายกับรายงานของ Roosen และคณะ (1998) ใน Arabidopsis thaliana เกี่ยวกับการ
แสดงออกของยีน OAT ที่พบวาปริมาณ mRNA และ ประสิทธิภาพของเอนไซม OAT จะลดลง
เมื่ออยูใตภาวะเค็ม และ Delauney และคณะ(1993) รายงานเชนเดียวกันใน Vigna 
aconitifolia โดยสรุป การสะสมโพรลีนอาจจะไมเกี่ยวของกับความสามารถทนเค็มของ 
LPT123-TC171 แตเปนการตอบสนองตอภาวะเค็มหรือเปนความเสียหายที่เกิดขึ้นจากภาวะ
เค็ม และการแสดงออกของยีน P5CS ซึ่งอาจมีมากกวา 1 ยีน นาจะขึ้นอยูกับอายุของพืช และ
มีการแสดงออกของยีนที่แตกตางกันระหวางสายพันธุเดิมและสายพันธุทนเค็ม นอกจากนั้นใน
การทดลองนี้ยังไมสามารถสรุปไดวาการแสดงออกของยีน OAT เปนอยางไร แตอาจเปนไปได
วาถูกกดการแสดงออกโดยภาวะเค็มเหมือนในพืชอ่ืนที่มีผูรายงานไว 
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บทที่  6 
 

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการทดลอง 

 
1. การศึกษาอัตราการรอดตายของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 (LPT123) และสายพันธุ
ทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง LPT123- TC171 รุน
ที่ 6 ในภาวะเค็ม 

ขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม(LPT123 – TC171) ที่ผานการคัดเลือกภายใต
ภาวะเค็ม 6 ชั่วรุน ตนกลาที่ยายปลูกเมื่ออายุ 15 วัน มีอัตรารอดตายสูงกวาสายพันธุเดิมทั้ง
ในภาวะเค็มที่ให NaCl 0.3%(w/v) ตนกลาที่ยายปลูกเมื่ออายุ 15 วัน ในภาวะเค็มที่ให NaCl 
0.5%(w/v)พบวาขาวทั้งสองสายพันธุตายหมดกอนสิ้นการทดลอง ตนกลาที่ยายปลูกเมื่ออายุ 
22 วัน ในภาวะเค็มที่ให NaCl 0.5% ขาวสายพันธุทนเค็มมีอัตรารอดตายสูงกวาสายพันธุเดิม 
 

2. การศึกษาการเจริญเติบโตของขาว LPT123 และ LPT123-TC171 รุนที่ 6 ในภาวะเค็ม 
ขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม(LPT123 – TC171) ที่ผานการคัดเลือกภายใต

ภาวะเค็ม 6 ชั่วรุน มีความสามารถในการทนเค็มสูงกวาสายพันธุเดิม ตนกลาอายุ 22 วันที่ให
ภาวะเค็มที่ NaCl 0.5%(w/v) พบวาทั้งน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของทั้งตนและราก รวมทั้ง
พื้นที่ใบของสายพันธุทนเค็มสูงกวาสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญ แตในตนกลาอายุ 15วัน 
ภาวะเค็มที่ให NaCl 0.3%(w/v) พบวามีเพียงน้ําหนักสดของตนที่มีความแตกตาง แตน้ําหนัก
แหงของตน  น้ําหนักแหงของรากและพื้นที่ใบ ไมมีความแตกตางที่ชัดเจน แสดงใหเห็นวา
ความสามารถในการทนเค็มของ LPT123-TC171 ที่อายุตางกันมีความสามารถในการทนเค็ม
ไดแตกตางกันดวย 

 
3. การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123- TC171 
ในภาวะเค็ม 

ขาว LPT123 และขาว LPT123 – TC171 มีปริมาณโพรลีนสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
ไดรับภาวะเค็ม แตการสะสมโพรลีนแตกตางกันโดยเมื่อตนขาวอายุ 15 วัน   ไดรับภาวะเค็ม 
NaCl 0.3% (w/v) เปนเวลา 4 สัปดาห พบวาสายพันธุทนเค็มมีปริมาณโพรลีนไมแตกตางจาก
สายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญ แตเมื่อตนขาวอายุ 22 วันไดรับภาวะเค็ม NaCl 0.5%(w/v) พบ
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วาสายพันธุเดิมมีปริมาณโพรลีนสูงกวาสายพันธุทนเค็มอยางมีนัยสําคัญ อยางไรก็ตาม
ปริมาณโพรลีนสูงสุดที่วัดไดภาวะเค็มทั้งสองพบในสัปดาหที่ 2 ของภาวะเค็มเชนเดียวกัน 
แสดงใหเห็นวาการตอบสนองตอภาวะเค็มดวยการสะสมโพรลีนของ LPT123-TC171 ที่อายุ
ตางกันนั้นแตกตางกันดวย 

 
 

4. การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะ
เจาะจงตอยีน P5CS  

ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนโดยวิธี PCR โดย primer P5CSa/P5CSs ได 2 ชิ้นสวน
คือ ขนาด 500 bp(P5CS_500_no.1) และ 2 kb (P5CS_2KB_no.27) ตามลําดับ เมื่อศึกษา
ลําดับเบสเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับเบส พบวาโคลน P5CS_2KB_no.27 มีความ
คลายคลึงกับลําดับเบสของ mRNA P5CS1 ของขาว ในขณะที่โคลน P5CS_500_no.1พบ
ความคลายคลึงเล็กนอยกับ mRNA ที่ไมไดระบุหนาที่ 

 
5. การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะ
เจาะจงตอยีน OAT 

ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนโดยวิธี PCR  โดย primer OATa/OATs ได 4 ชิ้นสวนคือ 
ขนาด 500 bp(OAT_500no.1_BW1) 800 bp(OAT_800_w1) 1200 bp (OAT_1.2_w4) 
และ 2500 bp(OAT_2.5_w1)  เมื่อศึกษาลําดับเบสเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับเบส พบ
วาโคลนทั้ง 4 ไมมีลําดับเบสคลายคลึงกับลําดับเบสของ OAT gene ที่มีผูรายงานในฐานขอ
มูลลําดับเบส 

 
6. การศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด RNA จากตนขาว 

การศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการสกัด RNA จากตนขาวโดยการทดลองสกัด RNA 
ของใบขาวและรากขาวดวยวิธีการ hot phenol(Anonymous, 1993) วิธีสกัด RNA จาก
เนื้อเยื่อที่มีแปงมาก(Logemann et al., 1987) และการใช Trizol Reagent (GibcoBRL® 
California, USA) พบวาการสกัดดวยวิธีการ Trizol Reagent ใหปริมาณ RNAมากที่สุดและมี
การปนเปอนนอย  ในขณะที่วิธี Hot phenol และการสกัดดวยวิธีของ Logemann และคณะ 
(1987) ใหปริมาณใกลเคียงกันแต RNA ที่สกัดดวยวิธี Hot phenol มีการปนเปอนสารอื่นๆ
นอยกวาวิธีการของ Logemann และคณะ (1987) โดยสรุปพบวาวิธี Trizol Reagent และ 
Hot phenol สามารถใชกับการสกัด RNA เพื่อใชในการทํา Northern Blot Analysis ตอไปได 
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7. การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนในขาวพันธุเหลือง
ประทิวและสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง 
เหลืองประทิว 123-TC171 รุนที่ 6 ในภาวะเค็ม ดวยวิธี Northern Blot Analysis 
 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS ในขาวพันธุเหลืองประทิวและสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 ในสัปดาหที่ 1 และ 2 ของภาวะเค็ม ดวยวิธี Northern Blot Analysis โดยใช
โคลน P5CS_2KB_no.27 เปน probe ซึ่งการศึกษาลําดับเบสพบวามีความคลายคลึงกับลําดับ
เบสบางสวนของ P5CS mRNA ในขาวกลุม japonica ผลปรากฏวาเมื่อไดรับภาวะเค็มสัญญาณ 
mRNA ที่คาดวานาจะเปนยีน P5CS มีการแสดงออกมากกวาเมื่อปลูกในภาวะปกติ 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน OAT ในขาวทั้งสองสายพันธุดวยวิธี Northern Blot 
Analysis ในสัปดาหที่ 1-2 ของภาวะเค็ม โดยใช OAT cDNA  จาก mothbean (Vigna 
aconitifolia) ในเวคเตอรพาหะ  pcDNA II เปน probe (Delauney et al., 1993) ไมพบสัญญาณ 
mRNA เนื่องจาก probe อาจมี homology ไมเพียงพอที่จะเขาจับกับ mRNA ในอุณหภูมิ  
hybridization สูง (high stringency) หรืออาจมีการแสดงออกระดับตํ่ามาก  การลดอุณหภูมิ 
hybridization ลงพบวามี background สูงรบกวนจนไมสามารถตรวจหาสัญญาณ mRNA ได 
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ขอเสนอแนะ 
1. การศึกษาการแสดงออกของ P5CS gene ตั้งแตเร่ิมตนไดรับภาวะเค็ม เพื่อศึกษาการ

แสดงออกของ P5CS mRNA เปลี่ยนแปลงในชวงเวลาที่แคบกวาเดิม 
2. เนื่องจากแถบสัญญาณ mRNA ที่พบในการศึกษาการแสดงออกของ P5CS mRNA ใน

ตนขาวที่ไดรับภาวะเค็ม 0.3 % NaCl  มีขนาดตางกันเล็กนอยในพันธุทนเค็มและพันธุเดิม 
จึงนาจะมีการศึกษาเกี่ยวกับลําดับเบสของ P5CS mRNA ของทั้งสองสายพันธุโดยใชวิธี 
RT-PCR ตอไป 

3. ทําการปรับเปลี่ยน primer เพื่อโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีความคลายคลึงกับ OAT gene  
เพื่อใชเปน probe ในการศึกษาการแสดงออกของ OAT mRNA ตอไป เพื่อใหสามารถ
สรุปการแสดงออกของยีน OAT ในภาวะเค็มของขาวสายพันธุนี้ได 

4. ศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกิจกรรมของเอนไซม proline dehydrogenase ของขาวทั้งสอง
สายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็ม  
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ตารางที่ 22 สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP no.2 (Vajrabhaya 
and Vajrabhaya, 1991) 
 

ชื่อสารเคมี ปริมาณสาร (mg/L) 
Macroelements  

KNO3 580 
CaSO4 500 

MgSO4.7H2O 450 
Triple super phosphate 250 

((NH4)2SO4) 100 
Microelements 160 

Na2EDTA  
FeSO4.7H2O 120 
MnSO4.H2O 15 

H3BO3 5 
ZnSO4.7H2O 1.5 

KI 1.0 
Na2MoO4. 2H2O 0.1 
CuSO4. 5H2O 0.05 
CoCl2. 6H2O 0.05 

 
การเตรียม FeSO4 stock ความเขมขน 30 g/L (1L) 
1. ชั่ง Na2EDTA 40 กรัม และ  FeSO4.7H2O  30 กรัม 
2. แยกละลายในน้ํากลั่น 500 ml ทีละตัว ที่อุณหภ ูมิ 70-90 oC 
3. ผสมสารละลายทั้งสองเขาดวยกัน แลวพนฟองอากาศประมาณ 3-4 ชั่วโมงจนกระทั่งสาร

ละลายใส 
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ตารางที่ 23 สวนประกอบสารละลายที่ใชในการทดลอง 
 

สารละลาย สวนประกอบ 
acid ninhydrin ninhydrin 1.25 กรัม 

glacial acetic acid 30 ml  
6M phosphoric acid 20 ml  
นําไปอุนที่ 80 oC จนสารละลายเปนเนื้อเดียว
กัน เก็บสารละลายไวในที่เย็นอุณหภูมิประมาณ 
4 oC และสารที่เตรียมตองใชภายใน 24 ชั่วโมง 

Denaturation buffer for RNA total volume 
40 µl 

11µl RNA sample 
20µl formamid 
7µl  37%formaldehyde 
2µl 10X MOPS 

DNA extraction buffer(CTAB) 2%(w/v) CTAB 
1.4M NaCl 
0.2%(v/v) mercaptoethanol 
20mM EDTA 
100mM Tris-HCl pH 8.0 
2%(w/v) polyvinylpyrollidone(PVP) 

DNA loading dye 50% glycerol 
0.25% bromophenol blue 

Formaldehyde gel 1.2g agarose  ใน DEPC-water 84 ml 
24ml 37% formaldehyde 
12ml 10X MOPS 

10X MOPS( 10X formaldehyde gel running 
buffer) 

0.2M MOPS 
80mM sodium acetate 
10mM EDTA 

Primary wash buffer 0.5x SSC pH 7.0 
0.4% SDS 
6M urea 
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สารละลาย สวนประกอบ 
Secondary wash buffer 2X SSC 
RNA loading dye 50%Glycerol 

1mM EDTA 
0.25% bromophenol blue 

20X SSC 3M NaCl 
0.3M sodium acetate 
ปรับ pH เปน 7.0 

50X TBE  54 g Tris-base 
27.5 g Boric acid 
20ml 0.5M EDTA pH 8.0 

TE 10mM Tris pH 8.0 
1mM EDTA 
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1.วิธีการสกัด DNA ดวยวิธี modified CTAB (ปารวี ธิกาศ, 2546) 
1.1   บดตัวอยางใบขาว 0.1 กรัมดวยไนโตรเจนเหลวใหเปนผงละเอียด 
1.2   เติม Extraction buffer 0.6 ml ซึ่งอุนใหรอนที่ 65 oC ผสมใหเขากัน 
1.3   เทสวนผสมทั้งหมดลงหลอด microcentrifuge นําไป incubate 60 oC 30 นาที 
1.4   เติม phenol:chloroform:isoamylalcohol ปริมาตรเทาสวนผสมในหลอด 
1.5   ปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 oC 10 นาที 
1.6   แยก supernatant มาสกัดดวย chloroform 2 คร้ังโดยใชปริมาตรเทากับสารละลายในหลอด 
1.7   ปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 oC 10 นาที ดูดสารละลายใสหลอดใหม 
1.8   เติม sodium acetate 0.1 เทาและ isopropanol ที่แชเย็น 0.6 เทา เก็บที่ -20  oC 30 นาที 
1.9   ปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 oC 10 นาที 
1.10 ลาง pellet ดวย 70% ethanol นําไป air-dry เพื่อกําจัด ethanol 
1.11 ละลาย pellet ดวย TE buffer 40 µl 
1.12 เติม RNase ใหมีความเขมขนสุดทาย 20 µg/µl และนําไป incubate ที่ 37 oC 1ชั่วโมง 
1.13 ปรับปริมาตรของ DNA ในหลอดใหเปน 250 µl โดยใช TE buffer และเติม 
phenol:chloroform:isoamylalcohol 250 µl พลิกหลอดกลับไปมา 
1.14 ปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 oC 10 นาที ดูดสารละลายใสหลอดใหม 
1.15 สกัดซ้ําดวย chloroform 2 คร้ัง และตกตะกอน DNA ดวย sodium acetate 0.1เทา และ 
abosolute ethanol ที่แชเย็น 2 เทา 
1.16 ปนเหวี่ยง 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 oC 10 นาที  
1.17 ลาง pellet ดวย 70% ethanol นําไป air-dry เพื่อกําจัด ethanol 
1.18 ละลาย pellet ดวย TE buffer ตามความตองการ 
1.19 วัดความเขมขนของสารละลายดวย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 nm 
 
2.การทํา frozen stock (Sambrook และคณะ, 1978) 
2.1 streak E.coli mมี DNA พาหะที่มีชิ้นสวนของโคลน ลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวนะ 
ampicilin 100 mg/ml นําไป incubate ที่ 37 oC เปนเวลา 18 ชั่วโมง 
2.2 เขี่ย single ลงบนอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวนะ ampicilin 100 mg/ml นําไป incubate ที่ 
37 oC เปนเวลา 18 ชั่วโมง 
2.3 ปเปตอาหารเหลวที่มี E.coli เจริญอยู 1 ml ใส vial ที่มี 87.7% glycerol ปริมาตร 1 ml ที่ทํา
การนึ่งฆาเชื้อแลว 
2.4 นํา vial ไปแชในไนโตรเจนเหลว และนําไปเก็บไวในตูแชแข็ง -70 oC 
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3.การวิเคราะหปริมาณโพรลีนจากคาดูดกลืนแสง 

กราฟมาตรฐานโพรลีน

y = 0.0183x + 0.0162
R2 = 0.9794
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       รูปที่ 19  ตัวอยางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณโพรลีน 
 
 

4.การหาขนาดจาก RNA Ladder 

y = -0.2091x + 4.2613
R2 = 0.9733
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รูปที่ 20 ตัวอยางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหหาขนาดของ RNA ladder(New 
England Biolabs, USA) 
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5.ลักษณะของตนขาวที่ไดรับภาวะเค็ม 
 

 
      LPT 123 0%NaCl                     LPT123 0.3% NaCl           LPT123-TC171 0% NaCl        LPT123TC1710.3%NaCl 

 
ภาพที่ 21 ลักษณะตนขาวพันธุเหลืองประทิว 123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่ 6 เมื่อกลาขาวอายุ 15 วันปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัด
แปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0%  และ 0.3%(w/v) เปนเวลา 3 สัปดาห 
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ภาคผนวก ค 
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1.ลําดับเบสของโคลนทั้งหมด 
*แถบสีเทาแสดง restriction site ของ EcoRI 
 
1.1 P5CS_500_no.1 
NCANGCTGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT 
1    TGCATCAGGA    CGTGACTCAA   ACATTTTTAA   AGATAAAATA   CAAACAAGAC  
51   CATATACTGC     GGTCTCTTGG   CCAAATCTAA   CTCAAACCGA   CATAACTAAC  
101 CTAGTTAATA      GGTACAATTG   CCATACACGA  GCTCTATCTC   TGATTGACAA  
151 TGACAGTTAT     CTTGATCTAG    GCCTATGCCG  AGCCTAGATT   AATACCATAT 
201 CGGCAGCTTG   CCATATCGGC   CAAGTCAAGC  CTTTGTCTAG    TGTTTAGCCG 
251 ATACGATATT     CAACCGATAT    TCAACCGATG   TGCAGTTTGA  CTTAGAGATC  
301 AACTAGATTT     TACACCTAAT     CCGCTTCGAT   CTTTCTTCTT     CTCCAAATCT 
351 GATGCCAAAT    TCCGTTGTTA     ACACCCGGTC  CTCTAGCTCT   CGGCCCTGAC  
401 CCCACTCCTC    CTCACCTGCA   CCCGCCTCCT   CTCCCTTTCT   GTCCAAGGTG 
451 CCCATCACTG    TCCGCCTCG     CCGCCGCCTC  CTTCTCGCTC   ACCGTCGGTC 
501 AGACGGACAA   CGAGATTAAG   GAACTACTGG AACATGCACA TCAAGCGCAA 
551 GCTCCTGAGT    TGAGTCACGA  CCTGGATGCA    ATCTGAATTCGTCGA  
 
 
1.2 P5CS_2KB_5_no.27 
GCTGCAGACGCGTTACGTATCGG ATCCAGAATTCGTGAT 
1     TGCATCAGGA   CGTGACTCAA  AAACAATTAA    GAGAACACCT  AATGGGCAAG  
51   ATGTTTTCTC     AAGAACTAAA   TCAATCAGCA   ACCTGGCAAA  GGGGAAATCT 
101 TTTTGTTAAA     ATCGCTATGG   ATATATCATC     TAGAATCTAG   AATTTCTGTG  
151 AAATCTCATA    GCAGATTTCT    ATTAAAAAGA    GTTTCTATTA  AAAAGGGCTG 
201 GCATTCACCT   CTGTCTTTTT     AAGTATCTGG    TTTATAGGGT   CTTCCATATT 
251 TGCAAGGGTA  CGAATAGATT    TTGCAAGGCT   TGCTATCTGC   AAAAACATAA 
301 AATATAATAC    GAGTTAAACA   AGACAAACAT   ACATAAGAAA AGAGAAGTGT 
351 CAGATATTTA   ACAAATCAGT    TAATTTGGCA    AGGAAAATGA  GGGGTCCACC 
401 TTTCCTGGTT    TTATAGTCAA     TCTAGCAACC   AAAGGCTTCT   CATATCCAGC 
451 AAACTTGGGC  CGCAGCTACA   TCAGCTTCAT    TCTCAGACCT   TATTAAATCC 
501 TCATTTGCCT   CCAAAGCATC    TGCAACATCT    AGCAATATCT   TTTTCCGTTC 
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551 CTCTGATGAC   AAATTCTGTT     TCAAACAAAA   CATATGGTAT   CAGACTAGTA 
601 TCACGGGTGA  GCAAAAATAG   TGAGCTAAAA   CTTGAAATAG   TGTGTAACTC 
651 CACTGGGCAT  AACAGANGGA  CAAGAATTTT    GTATGATTNG   ACAANNATTA 
701 ATACCTGTAG  ACGCCNTGNA   CAATCTCTTG    CGGNACCAG   CCATCTCACG 
751 AGCACTAACA  TCCTTAGATG    ATTCCCCNAA    TTCGCATNCT   GGGNAAGAGA 
801 GTACNANTTT   TTCCCCTGAG   AANNTTTAGA     ANGCNCGATT  TTCAACCCCN  
851 TCAGGAAGAA  AAAATAAAAN  NTTNCCCNCT   TTANAAAANA   AANAGNTGNC   
901 ACNCCTGACT 
 
 
1.3 OAT_500no.1_BW1 
NGCGGGGNCACGCATGCTGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT 
1     TACTCTGCAG    TAAATCAAAC   CTTGGGTGCT   TCTGGAGTAG   ACATTTCAGA  
51   AGCTTGCTGA    TTCATCAGCT   GGAACTACTT    CCAGAACTGA   ATTAAGTTTT  
101 TCATTTGCAA     AATCTTCAAT    CCTTTTTGAA   ATGCTTGCCA   TAGGAAATAG 
151 CTTATTTGCT    ACCTGGTTAT    TACCAAATGA   GAAACAAAAT   GGTTAAAATC  
201 ACATAAATGC    ATGTTTCATG    CAAGCACAAA   CAATTAGGTC  AATTACCAAG  
251 CGTATTGCCT    TCATGCGGAC   CTCATCTAGA    TGATGGATTG    AACTCTGCAC 
301 AAAAATA    ATCTGAATTCGTCGACAAGCTTCTCGAGCCTAGGCTAGCTCTA 
 
 
1.4 OAT_800_W1 
ATGCTGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT 
1      TACTCTGCAG   TAAATCAACA  GGTGAACCAA   AAACGTGGAA  CAGACCACTT  
51    ATACATTTTT     ACTAGCATCA  AATCAGATGA   GATAAACAAT  GAGAGGTGAT 
101 GTAAGGACAG  ATGAAAAACT  GTAAGGGGAC  GTGCTGCTTT    GATTCATGCA 
151 GCTAATGGTG   GCAAATAAAG  CAAAGAAAGC  TGCCATAACT    CTTAAGCTAT 
201 GTAGAAAACA   ACACATTTTC    CAATGCACAC  AGCCCATTCA    ATAAGATATT 
251 CAATCCAAAA   GCATGAGTCA   ATTGAGTCTA   CATTTAA TTA   GACTCAAAGA  
301 GATTAACAGG   GCCTTTAGTT    CAATCATGGA   TTGATCAGCT    GTAATTTAAG 
351 TCTTTAGTCT     TTTTCTTTCC     ACTCTTTTTGT    CTTCCCTGNT   AAATACTTTA 
401 TTCTTTTATA      ATATATACCG    TGGGTGCCTC  CCCCCACTGT   CTTTTGATAA  
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451 TAAAAAAAAA  AGCATGAGTC   AAGTTGTAAA    TATATTTTGG    AAGATCATCC 
501 GTGCCACAGT  TTTTTAGTGT     GTATAAGCTA     AAGAACTATG   GTATAGGTGT 
551 AATTCCCATT   TTGGAAATTG    CACTGGCATA    AATAAGAACT   TAAGTGAACT 
601 CTGCACCAAA   TA 
 
 
1.5 OAT_1.2_W4 
NCACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT 
1     TACTCTGCAG   TAAATCAGTC    ATCATCAAGT     GTGTGCTCTG   TGTCTTTCGT  
51   GTCCAATAAT   TTCAAAAAAA  AAAAAACACA   TCCCCAGTAT    ACATATGAAT  
101 AGCTGTATGC   TAAGAGTAAC   ATAAATAATA   ATCAAATGTG    GTGCACATAT   
151 TATGCTTTTA    TATGATATGT   ACCTGACACC    CAGGATTAAA    CCAGCTTCCC 
201 TTCGGGTCAT    TGCAGGTTGA   AAACCACCTT   CATAGAATTT     GCGCATCCTG 
251 GGAACTATAG  GCCTTGCTTT   ATAAGCATGC    CAAGCTTGGA     TGCTATATCT  
301 ACTGGCAAGG  AGCAGCGGCT  GCCACCGCAA  GTCCTGTTAT     AAGTGGTGCA 
351 GCCTGCATAA   GTTGAATATA   TATTCATGAT   TGAAAATGAA    AATCGAACAA 
401 CAGGATAACA  TATAATCCAG  AAGTTAGATA   AATTAAAATAG  CATGAGAAGA 
451 CAATAGGAAT   TGCTCACATA   TTATGAAGTA   ACAGGCCATC    ACAGTTACCA 
501 CTTACCAGAT    TAACTATTGC  TGCAATAAAT   GGCAATGGCT    AGCGAAATGG 
551 TCTATCACTA   ATCNAGTTGG   CTTCATTCTA    ATATTACTCT      ATGCANGACT 
601 TNGACAATAG  GCAGTGTATG    TACAAATTAG   ANCACCATTT    ANTATGANTA 
651 CCATGGCGAA  AGATGAGGAG   ACANAAATTT   GGTTTTA CTT    CTTANNAGAA 
701 TGGAAATTAC  AGATTNTAGT     CTGGTNNTCT    GTCCNCTNGT   TNAATCANTA 
751 AGCGGCGCAN ACCACTGTNG    NCAGCGNCGA   TGGACATTCT    TCCTGNACCC  
801 NCCCNAACCT  ATTCCCNCCN    NTGTCCCCNA     CNGGTACACC   CAGTGNNTCC 
851 CTNGTNNCAC  TNGGGNNGAA   TGTCAATGGC    AATCCNCGGT   TAACCCCANN 
901 NGATNAGNNC  NGGNCCNNC    AGTCCNCCGT      TACCCCGGCC   A 
 
 
 
 
 



 99

 
1.6 OAT_2.5_W1 
 
CTGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT 
1     TATTTTGTGC    AGAGTTCAAA    TTGTGTAAAT   TCGGTTGGGG   GCAAACTGAA 
51   ATACCTTATG    TCAAAAATTG    CCAACATTGA  TCAAGAGCAC    AATTTCGATC  
101 TCGACAATAA    CACTGTCACA  CTAGATGATT   TATCTGAGGG    CCAACGGTGT 
151 GAGTTAGAGC   AGGAAGTCGA  GGTAGAAATT  GCCAGAGCTA   AGGGAACATA 
201 AACTCATACG   CTTGCAGAAA   ACAAAGAATA  GTGTTATTGC    GAAACAGCAA 
251 AAGCCGATAA   ATTTAGAATT     ATCGGCTAAT  GAAAAGGAGG   TAGCTATGCT  
301 TGATTTATTC       TGGAAACATA   GGACCTTTTG   TTTTGCCAGC    TGAATTTCGT 
351 GCCAAGGAAG  TGGATGAACA   TCTAGACGAT   GGATCACGAA   ATCGCGACGA 
401 CAAGGCGGAA   ATATTGGAGA  GCCATCAACG  AACCGAACTT     AAACATCATT 
451 CAAGTGAAAA   AATCAGAATG   CTTCTCCAAC  ACATTAGATA     AGGTAACGTT 
501 TACAGGTAAT    TTGCTTATTT    CTCAATTTGA   TAATGCTTCT     GAAAATAATC 
551 CATACATTAA   TAATGTCACC   ATGAATAATT   CTAACAGATC    GATTGGGGAG 
601 ATTAATATTC     TTGTTGGCAA   TAATAAGTGT   TAAATTTTCT      ATTTCATCAT 
651 TGACAAGTTA     TGTCTACATG   GTTGCTTATG   ATCGAATCTA   NAGCTANAGC  
701 NCAAATTAAA   TGGGGCTGAT  ATAGCAGATA    GTCTAATCAT   GGACAGGGAA  
751 TNTAGCGACA   TGTANCNAAT    GGGTAATGTA    ATCGACCATT   GTTGCTANCT 
801 TAANCGTTCC  CAAGTGTCGTT  TAAGNAAAAA    GTACTTGATG  GCCTGGGACN 
851 NTTNGGGATG  CNANAAGTTA     TAATGCGATN   CNNCTGCCCC  TCAATNAAAA 
901 NTTGGAGGCT   TCCCNCNGCT    AGNGGATTCG  CAAACCGNTA   ANGCNNGTNC  
951 CCAACCC 
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2. pDrive cloning vector (QIAGEN, USA) 
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3. pCDNAII vector (Invitrogen, USA) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 นางสาวธัญญารัตน คงขุนเทียน เกิดวันที่ 11 พฤศจิกายน พ.ศ. 2522 ที่จังหวัดเชียงใหม 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาพฤกษศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2542  และเขาศึกษาตอในหลักสูตร
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาพฤกษศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลง
กรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2543 โดยไดรับทุนทบวงมหาวิทยาลัยและทุนรัชดาภิเษก
สมโภช ในการสนับสนุนการทําวทิยานิพนธในระดับปริญญาโท-เอก และไดรับทุนพัฒนาอาจารย 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี วิทยาเขตสารสนเทศ (วิทยาเขตราชบุรี) สนับสนุนคา
ใชจายในการศึกษา 
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