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บทคัดยอ 
 

จากการทดลองพบวาขาวสายพันธุเค็ม LPT171 ซึ่งไดจากการแปรของเนื้อเย่ือรางกายใน
หลอดทดลองจากเซลลของขาวพันธุเดิมคือ LPT123 มีความสามารถในการทนแลงสูงกวาขาวพันธุเดิม  เมื่อ
ปลูกขาวสายพันธุ LPT171 และ LPT123 ในภาวะเค็มพบวามีการสะสมโพรลีนในเนื้อเยื่อใบเพ่ิมขึ้น โดยขาว 
LPT123 มีระดับโพรลีนสูงกวาขาว LPT171 อยางมีนัยสําคัญต้ังแตสัปดาหที่ 1 หลังจากไดรับภาวะเค็ม 
ในทางตรงกันขาม เมื่อปลูกในภาวะแลงการเพ่ิมขึ้นของปริมาณโพรลีนที่สะสมในใบของขาวทั้งสองพันธุ / 
สายพันธุ  ไมแตกตางกัน   จากขอมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวาการสะสมโพรลีนในขาวเปนการตอบสนองอยางหนึ่ง
ตอภาวะเครียดจากการขาดน้ํา และ ความเค็ม แตอาจไมไดสงผลโดยตรงตอระดับความสามารถในการทน
เค็มของขาวทั้งนี้อาจเนื่องจากความสามารถในการทนเค็มประกอบดวยกลไกที่หลากหลายและถูกควบคุม
ดวยยีนหลายยีน เมื่อโคลนบางสวนของยีน P5CS จากจีโนมของขาวสายพันธุ LPT171 และนํามาใชเปนโพ
รบเพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS พบวา ชิ้นสวนของยีนดังกลาวสามารถตรวจจับสัญญาณการ
แสดงออกไดทั้ง OsP5CS1 และ OsP5CS2 ในกลาขาวอายุ 15 วันพบวาความเค็มชักนําใหขาว LPT171 มี
การแสดงออกของ P5CS1 สูงขึ้น แตใน ขาว LPT123 มีการแสดงออกของ P5CS2 สูงขึ้น อยางไรก็ดี เมื่อทํา
การตรวจสอบในกลาขาวอายุ 22 วันที่ไดรับภาวะเค็มพบวา ทั้ง P5CS1 และ P5CS2 ในขาวทั้งสองพันธุ / 
สายพันธุมีการแสดงออกมากขึ้น การโคลนบางสวนของยีน OsOAT จากจีโนมของขาว LPT123 และ ขาว 
LPT171 ไมสามารถทําได ผลของทําเพ่ิมปริมาณ DNA โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบใหจําเพาะกับยีน OAT นั้น
กลับไดสวนของยีนอ่ืนๆ รวมทั้งบางสวนของ transposable element mutator เมื่อทําการวิเคราะหดวย 
Southern blot โดยใชบางสวนของ  transposable element mutator และ OAT cDNA ของ mothbean 
(Vigna acoutifolia) เปนโพรบพบวา ไดรูปแบบของ hybridization เหมือนกัน ซึ่งชี้ใหเห็นวา ยีน OAT ในขาว
อาจถูกรบกวนโดยการแทรกของ transposable element มากอนในชวงของวิวัฒนาการทําใหการโคลนจาก 
genomic DNA ทําไดยาก อยางไรก็ดี กิจกรรมของเอนไซม OAT สามารถตรวจพบไดในขาวทั้งสองพันธุ / 
สายพันธุ โดยเมื่อขาว LPT171 ไดรับความเค็มเปนเวลา 24 ชั่วโมงพบกิจกรรมของ OAT เพ่ิมมากขึ้น 
ในขณะที่ขาว LPT123 มีกิจกรรมของเอนไซม OAT เพ่ิมขึ้นหลังจากไดรับความเค็มเปนเวลา 72 ชั่วโมง 
ดังนั้น จึงสรุปไดวาการสังเคราะหโพรลีนในขาวใชทั้ง glutamate และ ornithine เปนสารตั้งตน จากงานวิจัยนี้
ชี้ใหเห็นวากลไกการสะสมโพรลีนในขาว LPT123 และ LPT171 ในภาวะเครียดมีระบบการควบคุมที่แตกตาง
กันโดยพิจารณาจากความแตกตางของปริมาณของโพรลีนที่สะสม การแสดงออกของยีน P5CS และชวงเวลา
การทํางานของเอนไซม OATที่เพ่ิมขึ้นหลังจากไดรับภาวะเครียด ซึ่งลักษณะตางๆดังกลาวนี้อาจสงผล
โดยรวมใหขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุมีความสามารถในการทนเค็มและแลงแตกตางกัน 
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Abstract 
 

The salt-tolerant rice line, LPT171, obtained from somaclonal variation, was verified to have 
drought resistant ability.  When LPT171 rice line and its original cultivar, LPT123, were grown under 
salt-stress condition, proline accumulation in leaf tissues was detected.  LPT123 showed the 
significant higher level of leaf proline content after 1 week of salt stress, when compared to the 
proline content in LPT171 leaves.  In contrast, the higher level of proline content of the two rice lines 
was similar during drought stress condition. This suggests that proline accumulation is the plant 
response to water and salinity stress, but it may not directly contribute to stress tolerant ability, 
because several mechanisms contribute to the salt tolerant ability, which is regulated by multiple 
genes.  Partial P5CS gene was cloned from LPT171 genomic DNA and was used as a probe to 
detect P5CS gene expression during salt stress condition.  It was found that in 15 day-old seedlings, 
P5CS2 was responsible for proline synthesis in LPT123 during salt stress, while P5CS1 was clearly 
induced in LPT171 during salt stress.  However, in 22 day-old seedlings, both P5CS genes were 
induced by salt stress.  Partial OAT gene was unable to be cloned from genomic DNA.  The specific 
probes for OAT gene amplified other genes, including the partial sequence of transposable protein, 
Mutator.  Based on the Southern blot hybridization, it was suggested that OAT gene in LPT123 and 
LPT171 rice was interfered with transposable element, mutator during its genome evolution, resulting 
in the difficulty for OAT gene cloning from rice genomic DNA.  However, OAT activity could be 
detected in rice leaf tissues.  OAT activity in LPT 171 rice was increased within 24 hours under salt 
stress condition, while LPT123 OAT activity was shown for up-regulation after 72 hours of salt 
stress.  Therefore, it can be concluded that both glutamate and ornithine are the substrate for proline 
synthesis during salt stress condition in rice.  It is also suggested that mechanisms for proline 
accumulation regulation during salt stress condition in the salt sensitive, LPT123 and the salt –
tolerant line, LPT171 are different, according to the difference in the level of proline content, P5CS 
gene expression and timing for OAT up-regulation.  
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ตารางท่ี1  อัตราการรอดตายของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123)และขาวพันธุเหลืองประ
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อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปน
เวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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ธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีPEG 0 และ 22.5% (w/v) เปนเวลา 18 วัน 

17 

รูปที่ 10 DNA fragment ที่ amplify ได ซึ่งคาดวานาจะเปนสวนของ P5CS gene 18 
รูปที่ 11 การแสดงออกของ P5CS genes ในขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT-171 

ระยะ 3 ใบในภาวะปกติ และภาวะที่ไดรับความเค็ม 
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รูปที่ 12 การแสดงออกของ P5CS genes ในขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ LPT-171 
ระยะ 5 ใบในภาวะปกติ และภาวะที่ไดรับความเค็ม 
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LPT123-TC171 เมื่ออยูในภาวะปกติ (1) ภาวะปกติที่ไดรับการพนน้ํา(2) ภาวะปกติที่ไดรับ
การพน 100μM ABA (3) ภาวะแลง (4) ภาวะแลงที่ไดรับการพนน้ํา(5) หรือภาวะแลงที่
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รูปที่ 16 OAT activity ในขาวพันธุ LPT123 และ สายพันธุ LPT-171 เมื่ออยูในภาวะปกติ 
(non-stress) หรือ ไดรับภาวะเค็ม ดวย 85mM NaCl (salt stress) เปนเวลา 0-72 
ชั่วโมง 
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บทนํา 
 
     ขาว (Oryza sativa L.) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย และของโลก  จึงมีการนํา
เทคโนโลยีชีวภาพ  มาใชในการศึกษาและพัฒนาพันธุขาวใหมีการใหผลผลิตที่ดีขึ้นทั้งในเชิงปริมาณ และ
คุณภาพ  ในปจจุบันเปนที่ตระหนักแลววาความรูความเขาใจเกี่ยวกับสรีรวิทยาและชีวเคมีของขาว  
โดยเฉพาะอยางยิ่งในดานที่เกี่ยวของกับการตอบสนองตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมเปนพ้ืนฐานที่สําคัญ 
ที่สามารถนําไปประยุกตใชในการพัฒนาพันธุขาวตลอดจนการปรับปรุงวิธีการปลูกเพ่ือเพ่ิมผลผลิตใหดียิ่งขึ้น 
(O’Toole et al., 2001)   สภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตางๆ เชน อุณหภูมิที่สูงหรือต่ําเกินไป   ภาวะการ
ขาดน้ํา ภาวะเค็ม ลวนแตสงผลกระทบในดานลบตอการเจริญเติบโตของพืช และอาจจะทําใหพืชตายไดหาก
ตองอยูในภาวะที่ไมเหมาะสมนั้นนานเกินไป  พืชท่ีมีความสามารถในการปรับตัวตอบสนองตอสภาวะที่ไม
เหมาะสมนั้นๆ ไดดีกวา ก็จะมีโอกาสอยูรอดไดมากกวา  ในบรรดาสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมทั้งหลาย 
ภาวะเค็มและภาวะแลงนั้นเปนปจจัยที่มีผูสนใจศึกษากันอยางกวางขวางเนื่องจากมีผลทําใหเกิดความเสียหาย
ตอการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืชอยางรุนแรง (Agrios,1996) 
 ดวยความพยายามที่จะพัฒนาพันธุขาวใหมีความทนทานตอสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการ
เจริญของขาว  ศาสตราจารยกิตติคุณ  ดร.ถาวร และศาสตราจารยกิตติคุณ มนทกานติ  วัชราภัย ไดทําการ
คัดเลือกสายพันธุขาวทนเค็มจากเซลลที่เกิดจากการกลายพันธุในระหวางการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือขาวพันธุ
เหลืองประทิว (LPT) ในหลอดทดลอง (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1991)  หลังจากไดทําการคัดเลือกสาย
พันธุที่มีลักษณะทนเค็มดังกลาวมาถึง 6 ชั่วรุน  สามารถคัดเลือกไดสายพันธุขาวที่มีความคงตัวทางดาน
พันธุกรรม (LPT-171) ซึ่งมีความเหมาะสมที่จะใชในการศึกษาทางสรีรวิทยาและพันธุศาสตรของยีนที่
เกี่ยวของกับความทนเค็มในขาว  เนื่องจาก LPT และ LPT-171 มีความแตกตางเฉพาะลักษณะความทนเค็ม  
ในขณะที่ลักษณะอื่นๆ และ genetic background มีความคลายคลึงกันมาก ดังนั้น ขาวทั้งสองสายพันธุนี้จึง
เหมาะสมที่จะนํามาใชในการศึกษาทางสรีรวิทยาและพันธุศาสตรของลักษณะที่เกี่ยวของกับความทนเค็ม   
โดยสามารถใชขาวพันธุเหลืองประทิวพันธุตนกําเนิด (wild type rice line) เปนพืชชุดควบคุมในการทําการ
ทดลองศึกษาเปรียบเทียบการตอบสนองทางสรีรวิทยาและการแสดงออกทางพันธุกรรมกับขาวพันธุเหลือง
ประทิวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกได     

ผลการศึกษาการตอบสนองของพืชที่เจริญภายใตสภาวะเครียด (environmental stress) ในระดับ
ชีววิทยาโมเลกุลพบวา  ยีนท่ีตอบสนองตอสิ่งเราทางกายภาพตางๆ ท่ีไมเหมาะสมของพืชน้ันมักมี
ความเชื่อมโยงสัมพันธกัน (cross-talk) (Knight and Knight, 2001; Zhang and Klessig, 2001)   
ดังน้ัน จึงเปนท่ีนาสนใจวาพืชท่ีมีความสามารถในการทนเค็มไดดีน้ันจะมีความสามารถในการทน
ภาวะแลงไดดีข้ึนดวยหรือไมเพียงใด 
 ศาสตราจารยกิตติคุณ มนทกานติ  วัชราภัย และคณะ  พบวา ขาวสายพันธุทนแลงที่ไดจากการ
กลายพันธุแลวทําการคัดเลือกลักษณะทนแลงที่ดีขึ้นจํานวน 4 สายพันธุ    ลวนมีความสามารถในการสะสม
โพรลีน ซึ่งเปน compatible solute ชนิดหนึ่ง ไดในปริมาณสูงกวาขาวสายพันธุตนกําเนิดซึ่งมีความสามารถ
ในการทนแลงต่ํากวา การสะสมโพรลีนที่มากขึ้นนี้อาจเปนกลไกหนึ่งที่ขาวใชในการตานทานตอภาวะขาดน้ํา 
(Vajrabhaya et al, 2000)  ซึ่งผลที่ไดนี้คลายคลึงกับงานวิจัยที่ทําการศึกษาโดย Igarashi et al. (1997) ที่
พบวาขาวพันธุทนเค็มมีความสามารถในการสะสมโพรลีนสูงกวาขาวพันธุไมทนเค็ม  อยางไรก็ดี  Lutts et al. 
(1996) ก็มีขอโตแยงเพราะไดผลการทดลองในทางตรงกันขาม และคาดวาการเกิดการสะสมโพรลีนนั้นเปน
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อาการที่แสดงถึง ความเสียหาย (injury) ของเซลลพืชมากวาจะแสดงถึงความสามารถในการตานทานตอ
ภาวะเค็ม เน่ืองจากยังมีความขัดแยงของขอมูลท่ีเกี่ยวกับบทบาทของการสะสมโพรลีนในขาวที่อยู
ภายใตภาวะเค็มดังกลาว  ดังน้ัน การที่คณะผูวิจัย มีสายพันธุขาวLPT-171 ซึ่งเปน mutated line ซึ่ง
คาดวายีนท่ีเกิดการกลายพันธุน้ันเปนยีนท่ีเกี่ยวของกับความทนเค็ม  ก็จะสามารถนําขาวสายพันธุน้ี
มาใชศึกษากระบวนการตอบสนองตอภาวะเค็มในระดับโมเลกุลได  และหากคณะผูวิจัยสามารถ
พิสูจนไดวา การเกิดการกลายพันธุน้ันมีความเกี่ยวของกับความสามารถในการสะสมโพรลีนในภาวะ
เค็ม และ/หรือ ภาวะแลง ก็อาจสามารถเชื่อมโยงขอมูล กับบทบาทของการสะสมโพรลีนในภาวะแลง 
และเค็ม ในขาวไดอีกทางหนึ่ง  
 ในการศึกษาการสะสมโพรลีนของขาวในภาวะเค็มในระดับโมเลกุลนั้น มีรายงานวา เกิดจากการ

ทํางานของยีน P5CS (Δ1−pyrroline- 5 – carboxylate synthetase) (Igarashi et al., 1997) ซึ่งเปนยีนที่
เกี่ยวของกับการสรางโพรลีนโดยมี glutamate เปนสารตั้งตน (Yoshiba et al., 1995) สวนใน mothbean 
(Vigna aconitifolia) นั้น พบวาการสะสมโพรลีนในภาวะเครียดเกิดจากกระบวนการสังเคราะหโพรลีนที่มาจาก
การทํางานของ pathway ที่ตางกันโดยจะขึ้นกับอายุของพืช กลาวคือ เมื่อเปนตนกลา หากไดรับภาวะเครียด 
mothbean จะสรางโพรลีนเพ่ิมขึ้นโดยพบวามีการแสดงออกของยีน P5CS และ OAT (ornithine 
aminotransferase) เพ่ิมมากขึ้น ซึ่งแสดงวา การสังเคราะหโพรลีนที่เพ่ิมขึ้นนี้อาจมาจากกระบวนการสรางโพ
รลีนที่ใช glutamate เปนสารตั้งตน (จากการทํางานของ P5CS) และจากกระบวนการที่ใช ornithine เปนสาร
ตั้งตน (จากการทํางานของ OAT) สวนในตนที่เจริญเติบโตเต็มที่ หากไดรับภาวะเค็ม การสะสมโพรลีนที่
สูงขึ้นนั้นพบวามาจากการทํางานของยีน P5CS เพียงอยางเดียว เพราะเฉพาะยีน P5CS เทานั้นที่มีการ
แสดงออกสูงขึ้น    แตอยางไรก็ดี จากการศึกษาการสะสมโพรลีนในขาวของกลุมนักวิจัยทั้งสองกลุมขางตน 
(Lutts et al.,1996; Igarashi et al.,1997)   ทําการศึกษาในขาวที่ไดรับความเค็มเมื่ออายุ 24 วันเทานั้น ไมได
ทําการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการสรางโพรลีนเมื่อขาวไดรับภาวะเค็มในระยะตน
กลา จากการรายงานในพืชหลายชนิดพบวา พืชจะมีความไวตอความเค็มอยูในสองระยะ คือในระยะที่เปนตน
กลา และในระยะที่จะมีการสรางดอก และผล (reproductive stage)  ดังนั้นในการวิจัยน้ีจึงมุงศึกษาวา การ
สรางโพรลีนในขาวสายพันธุทนเค็มท่ีคัดเลือกไดน้ันมีการสรางโดยใชpathway ใด ซึ่งพิจารณาจาก
การแสดงออกของยีน P5CS และ OAT เมื่อขาวไดรับภาวะเค็ม และเปรียบเทียบวาการแสดงออกของ
ยีนดังกลาวเหมือนหรือแตกตางจากสายพันธุเดิมหรือไม อยางไร ซึ่งขอมูลท่ีไดจะนําไปสูคําตอบวา 
gene mutation ท่ีเกิดข้ึนท่ีทําใหความสามารถในการทนเค็มของขาวพันธุน้ีสูงข้ึนน้ันมาจาก
เปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของยีนในการสรางโพรลีนดังกลาวหรือไม  อยางไร และเมื่อขาวสาย
พันธุน้ีอยูในภาวะแลงกระบวนการสะสมโพรลีนดังกลาวเกิดข้ึน หรือไม อยางไร  

ขอสรุปท่ีไดจากการศึกษานี้จะสามารถใชเปนขอมูลเพื่อการพัฒนาพันธุขาวทนเค็ม 
ตลอดจนนําไปใชในการพัฒนาพันธุทนเค็มของพืชอื่นๆ ตอไปอีกดวย 
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วัตถุประสงคของโครงการ 
1. ตรวจสอบความสามารถในการทนแลงของขาวพันธุทนเค็มที่ไดจากการกลายพันธุในหลอด

ทดลอง (LPT-171) ของเนื้อเยื่อขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT) 
2. เปรียบเทียบความสามารถในการสะสมโพรลีนในขาวสายพันธุ LPT-171 และสายพันธุ LPT123 

เมื่อเจริญเติบโตในภาวะแลง และภาวะเค็ม 
3. ตรวจสอบการแสดงออกของยีน P5CS และ OAT ในขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็ม

และภาวะแลง  
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การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยที่เก่ียวของ 
 

ภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม (environmental stress) ในพืชมีหลายรูปแบบ ทั้งความเครียดจาก
ความรอน  ความเครียดจากเย็น ความแลง และความเค็ม เปนตน  ไมวาจะเปนความเครียดจากภาวะใด ก็
ลวนแตมีผลทําใหการเจริญเติบโตของพืชลดลง และมักนําไปสูการลดลงของผลผลิต  ในบรรดาความเครียด
ทั้งหลายเหลานี้ osmotic stress   ซึ่งเปนความเครียดที่เกี่ยวของกับ ภาวะแลง และ ภาวะเค็มนี้ เปนปญหาท่ี
สําคัญของพืชเพราะมีผลทําใหพืชมีการเจริญเติบโตและการใหผลผลิตที่ลดลงอยางชัดเจน (ศุภจิตรา ชัชวาลย 
และคณะ, 2545) 

บทความปริทรรศนหลายชิ้นในระยะหลัง (Knight and Knight, 2001; Zhang and Klessig, 2001; 
Zhu, 2001) ไดเสนอวาการตอบสนองของพืชในภาวะแลง และ ภาวะเค็มนั้นมีลักษณะที่เชื่อมโยงกันได หรือที่
เรียกวามี cross-talk ซึ่งกันและกัน ทั้งนี้เน่ืองจากมีขอมูลท่ีบงชี้วา การตอบสนองตอภาวะแลง และภาวะเค็ม
นั้นมีการใช signal transduction pathway บางสวนรวมกัน 

ปรากฏการณการตอบสนองตอภาวะเค็มและภาวะแลง ของส่ิงมีชีวิตอยางหนึ่งคือการสะสมสารที่
คาดวานาจะมีความเกี่ยวของกับการควบคุม osmolarity ของเซลล ที่เรียกวาเปน compatible solutes  ซึ่ง
ไดแก น้ําตาล  และกรดอะมิโนชนิดตางๆ เปนตน (Yordanov et al., 2000)  โพรลีนก็เปนกรดอะมิโนชนิด
หนึ่งที่พบวามีการสะสมเพิ่มขึ้นในพืชหลายชนิดที่เผชิญกับ osmotic stress  เชน ขาว (Igarashi et al., 1997; 
Vajrabhaya et al., 2000; Garcia et al., 1997; Lutts et al., 1996; Igarashi et al., 2000)  Arabidopsis 
thaliana (Roosens et al., 1998; Peng et al., 1996)  มะเขือเทศ (Fujita et al., 1998) และในถ่ัว mothbean 
(Vigna acounitifolia) (Delauney and Verma, 1993) เปนตน  บทบาทของโพรลีนที่เพ่ิมขึ้นมีดวยกัน
หลากหลาย เชน มีผูเสนอวาโพรลีน มีบทบาทในการปรับ osmotic potential  ภายในเซลล (Taiz and 
Zeiger, 1998) มีบทบาทตอการรักษาสภาพของเอนไซม Rubisco (Solomon et al., 1994) เมื่อพืชอยูใน
ภาวะเครียด  ชวยรักษาโครงสรางของเซลล (Van Rensburg et al., 1993) และปองกันการทําลายของ free 
radicals ที่เกิดขึ้นในภาวะเครียด (Alia et al., 1995) ดวยบทบาทดังกลาวขางตนจึงมีผูเสนอวา พืชท่ีมี
ความสามารถในการสะสมโพรลีนไดมาก ควรจะสามารถทนตอ osmotic stress ไดดี ซึ่งมีผูทําการวิจัยส
นันสนุนแนวคิดดังกลาวโดยพบวา พืชสายพันธุทนเค็ม และพืชสายพันธุทนแลง ของพืชหลายชนิดสามารถ
สะสมโพรลีนไดสูงกวาพืชสายพันธุ ที่มีความทนตอสภาวะดังกลาวต่ํากวา (Vajrabhaya et al., 2000; 

Igarashi et al., 1997) จากการศึกษาใน transgenic rice  ที่ไดรับการถายยีน Δ1-pyrroline- 5 – carboxylate 
synthetase (P5CS) ซึ่งเปนยีนในกระบวนการสังเคราะหโพรลีนจาก glutamate ไดแสดงใหเห็นวา ขาวที่
ไดรับการถายยีนมีการเจริญเติบโตในภาวะเค็มดีขึ้น  (Cheng et al., 2001)   ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่
ไดจากการ  overexpress ยีน P5CS ในยาสูบ  ซึ่งพบวายาสูบสามารถทนเค็มไดดีขึ้น (Kishor et al., 1995)  
อยางไรก็ดี  ในพืชบางชนิดก็พบวาพันธุที่ออนแอกวา   กลับมีการสะสมโพรลีนสูงกวา เชน ในถ่ัวเหลือง  
(Glycine max (L.) Merrill)    (พรศักดิ์ ภักดีวราภรณ, 2543 และ ฐปนา อัครเอกปญญา, 2544) และในขาว
บางพันธุ (Lutts et al., 1996) เปนตน  Lutts et al., (1996) จึงเสนอวาการสะสมโพรลีนเพ่ิมขึ้นในขาวที่ไดรับ
ภาวะเค็มนี้ เปนอาการที่แสดงถึงความเสียหาย (injury) ของเซลลอันเนื่องมาจากความเค็มมากกวาที่จะมี
บทบาทที่ทําใหพืชมีความตานทานตอความเค็มสูงขึ้น  นอกจากนี้ Garcia et al.(1997) ไดทําการทดลองโดย 
ใหโพรลีนจากภายนอกแกขาวแลวพบวาเกิดการกระตุน salt injury เพ่ิมมากขึ้น   อยางไรก็ดีก็มีผลการ
ทดลองที่ขัดแยงกัน ที่พบวาขาวพันธุทนเค็มมีการสะสมโพรลีนสูงกวาพันธุที่ไมทนเค็ม (Igarashi et al., 
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1997) จะเห็นไดวา การสะสมโพรลีนที่ตอบสนองตอ osmotic stress ในพืชตางชนิดนั้นมีความหลากหลายสูง 
และยังไมเปนที่ชัดเจนเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางความสามารถในการสะสมโพรลีน และความสามารถใน
การทนเค็ม 

สําหรับกลไกการสังเคราะหโพรลีนในพืชโดยทั่วไป เร่ิมจากการเปลี่ยน glutamic-γ-semialdehyde 
แบบ spontaneous เปน pyrroline-5-carboxylate (P5C) จากนั้นจึงถูก reduced โดยเอนไซม pyrroline-5- 
carboxylate reductase (P5CR) ไปเปน โพรลีน  สาร P5C อาจถูกสรางมาจาก glutamate หรือ ornithine 

โดย P5CS จะเรงปฏิกิริยาการเปล่ียน glutamate เปน P5C สวน OAT (ornithine-δ-aminotransferase) จะ
เรงปฏิกิริยาการเปล่ียน ornithine เปน P5C เชนกัน (Stewart, 1981; Delauney and Verma, 1990; 
Delauney et al, 1993;  Hu et al., 1992) ดังภาพที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ใน mothbean ที่เจริญภายใต osmotic stress และไดรับไนโตรเจนในปริมาณจํากัด พบวามีการ

สะสมโพรลีนเพ่ิมขึ้น และพบวามีการแสดงออกของยีน P5CS เพ่ิมมากขึ้น ในขณะที่ยีน OAT ถูกยับย้ังการ
แสดงออก จึงคาดวาการแสดงออกของยีน P5CS ที่สูงขึ้นนี้เปนผลใหมีการสะสมโพรลีนเพ่ิมขึ้น  (Delauney 
and Verma, 1993) และเมื่อภาวะเครียดนั้นผานพนไปโพรลีนก็จะลดระดับลงดังเดิม ซึ่งมาจากการทํางาน
ของเอนไซม proline dehydrogenase (PDH) และ P5C dehydrogenase (Kiyosue et al., 1996; Peng et 
al., 1996; Verbruggen et al., 1996) สวนการสังเคราะหโพรลีนในภาวะเครียดโดยเอนไซม OAT นั้นพบใน
ตนกลาของ Arabidopsis ที่ไดรับความเค็ม   โดยมีการสะสมของโพรลีนเกิดขึ้นซึ่งสอดคลองกับการแสดงออก
ที่เพ่ิมขึ้นของทั้ง OAT และ P5CS  แตเมื่อทําการศึกษาใน Arabidopsis ที่เจริญเต็มที่แลว  เมื่อไดรับความ
เค็มกลับพบวามีเฉพาะ P5CS เทานั้นที่แสดงออกมากขึ้น (Roosens et al., 1998) 

ornithine 

OAT 

P5CS glutamate 

P5C 

glutamic-γ-semialdehyde 

proline 

P5CR 

Spontaneous reaction 

รูปท่ี1   กระบวนการสังเคราะหโพรลีนของพืช (ดัดแปลงจาก Roosens et al., 1998) 

PDH 
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การวิจัยนี้จึงมุงศึกษาวา การสรางโพรลีนในขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกไดจากการกลายพันธุ
ระหวางการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อนั้นมีกระบวนการสรางจาก pathway ใด โดยพิจารณาจากการแสดงออกของยีน 
P5CS และ OAT เมื่อขาวไดรับภาวะเค็มในสองชวงอายุ และเปรียบเทียบวาการแสดงออกของยีนดังกลาว
เหมือนหรือแตกตางจากกระบวนการในสายพันธุเดิมหรือไม อยางไร ซึ่งจะนําไปสูคําตอบวา gene mutation 
ที่เกิดขึ้นแลวทําใหความสามารถในการทนเค็มของขาวพันธุนี้สูงขึ้นนั้นมาจากกระบวนการดังกลาวหรอืไม  
อยางไร และเมื่อขาวอยูภาวะแลงกระบวนการดังกลาวเกิดขึ้นหรือไม อยางไร  
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วิธีการวิจัย 
 
พืชทดลอง 

ในการทดลองทุกการทดลอง  ใชขาว (Oryza sativa L.) 2 สายพันธุ คือ ขาวพันธุ
เหลืองประทิว 123 สายพันธุ wild type (LPT) และขาวสายพันธุกลายพันธุ (mutated line : LPT-171) ที่คัด
จากเนื้อเยื่อของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และผานการคัดเลือกลักษณะทนเค็มแลวอยางนอย  6 ชั่วรุน 
(Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1991) 
การวางแผนการทดลอง 

การเปรียบเทียบการเจริญเติบโต การเปรียบเทียบปริมาณโพรลีนในเนื้อเย่ือใบขาวที่
เจริญเติบโตในภาวะตางๆ  โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD) และมี
จํานวนซ้ํา (replicate) ไมต่ํากวา 4 ซ้ํา 
ข้ันตอนวิธีการวิจัย 
1.  การศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็ม (LPT-171) 

ศึกษาความสามารถในการทนแลง โดยการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของขาว LPT-
171 กับขาว LPT เมื่อเจริญเติบโตในภาวะแลง เปนเวลา 4 สัปดาห การใหภาวะแลงทําโดยการใชสาร 
polyethylene glycol (PEG) 6000 ตามวิธีของ Vajrabhaya et al. (2001) การวัดการเจริญเติบโตทําโดยการ
วัดน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของตนและราก ความสูงของตน และความยาวของราก ทุกสัปดาห เปนเวลา 4 
สัปดาห แลววิเคราะหผลการทดลองทางสถิติจากแผนการทดลองที่ไดวางไว มีการทดลองชุดควบคุมคือขาว
ทั้งสองสายพันธุที่เจริญเติบโตในภาวะปกติ 
2. การศึกษาความสามารถในการสะสมโพรลีน ในขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อเจริญเติบโตในภาวะแลงหรือเค็ม 

2.1 ทําการตรวจวัดปริมาณโพรลีนในใบขาว ตามวิธีของ Bates et al. (1973) ในขาว
ทั้งสองสายพันธุ เมื่อเจริญเติบโตในภาวะปกติ คือในสารละลายธาตุอาหารสูตร modified WP (Vajrabhaya 
and Vajrabhaya, 1991) เปรียบเทียบกับเมื่อเจริญในภาวะเค็มคือ  ในสารละลายธาตุอาหารสูตรเดียวกันที่มี
การเติมเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 85 mM และควบคุมคา EC (electroconductivity) ใหอยูประมาณ 
9-10 dS/m เก็บผลการทดลอง เปนเวลา 4 สัปดาห แลววิเคราะหเปรียบเทียบปริมาณโพรลีนตามแผนการ
ทดลองทางสถิติที่วางไว 

2.2 ทําการตรวจวัดปริมาณโพรลีนในใบขาวตามวิธีของ Bates et al. (1973) ในขาวทั้ง
สองสายพันธุเมื่อเจริญเติบโตในภาวะปกติ เชนเดียวกับในขอ 2.1 เปรียบเทียบกับเมื่อเจริญในภาวะแลง การ
ใหภาวะแลงทําเชนเดียวกันกับขอ 1 เก็บผลการทดลองทุก 3 วัน เปนเวลา 18 วัน แลวเปรียบเทียบวิเคราะห
ปริมาณโพรลีนตามแผนการทดลองทางสถิติที่วางไว 
3. การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีน ในขาวที่เจริญในภาวะเครียด 

ยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนมีหลายยีนดวยกัน แตเพ่ือที่จะศึกษาวา ในภาวะ
เค็ม หากมีการสรางโพรลีนเพ่ิมมากขึ้น เพ่ือตอบสนองตอภาวะเค็มนั้น โพรลีนที่ถูกสรางขึ้นนี้มาจากกรดอะมิ
โนชนิดใด ระหวาง ornithine และ glutamate จึงเลือกศึกษายีนที่เกี่ยวของทั้ง 2 ชนิดคือ OAT และ P5CS 

3.1 การศึกษาการทํางานของยีน P5CS  มีขั้นตอนดังนี้ 
3.1.1 partial amplification ของยีน P5CS โดยใชเทคนิค PCR ซึ่งจะอาศัย

การออกแบบ primers จาก conserved sequences ของยีน P5CS ที่เก็บใน GENBANK แลว amplify 
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fragment ของยีนดังกลาวจาก genomic DNA ของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 ศึกษาลําดับเบสเพ่ือตรวจสอบ
วาเปนยีน P5CS ที่ถูกตอง 

3.1.2 ศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS โดยใชชิ้นสวนของยีนที่โคลนไดใน
ขอ 3.1.1 เปน probe ในเนื้อเยื่อใบขาวจากตนขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งไดรับความเค็ม 85 mM NaCl ในระยะ
อายุ 3 ใบ ทุกสัปดาห เปนเวลา 2 สัปดาห 

3.1.3 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.1.2  แตเปล่ียนเนื้อเย่ือใบขาวเปน
ขาวที่ไดรับความเค็ม เมื่ออยูในระยะ 5 ใบ 

3.1.4 ศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS โดยใชชิ้นสวนของยีนที่โคลนไดใน
ขอ 3.1.1 เปน probe ในเนื้อเยื่อใบขาวจากตนขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งไดรับความแลงโดยการเลี้ยงใน
สารละลายธาตุอาหารที่มีการเติม PEG6000 ที่ระดับความเขมขน 225 g/l ในระยะอายุ 3 ใบ ทุก 3 วัน เปน
เวลา 15 วัน  

3.2 การศึกษาการทํางานของยีน OAT  มีขั้นตอนดังนี้ 
3.2.1 partial amplification ของยีน OAT โดยใชเทคนิค PCR ซึ่งจะอาศัยการ

ออกแบบ primers จาก conserved sequences ของยีน OAT ที่เก็บใน GENBANK แลว amplify fragment 
ของยีนดังกลาวจาก genomic DNA ของขาวพันธุเหลืองประทิว 123 แลวศึกษาลําดับเบส 

3.2.2 ศึกษา OAT gene organization โดยใช OAT ของ Vigna acoutifolia 
เปน probe เปรียบเทียบกับ การใช partial fragment ของ putative OAT ที่โคลนไดจากขอ 3.2.2 

3.2.3 ศึกษาการทํางานของ OAT โดยการศึกษา enzyme activity ของ OAT 
ตามวิธีของ Kim et al. (1994) เมื่อปลูกขาวทั้งสองสายพันธุ/พันธุ ในภาวะเค็ม  
4. วิเคราะหและสรุปผลการทดลอง 
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ผลของการวิจัย 
 
1. การศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มท่ีคัดเลือกจากการเกิด 

somaclonal variation ในหลอดทดลอง 
1.1 การศึกษาภาวะแลงท่ีเหมาะสมสําหรับการทดลอง 

  เมื่อปลูกขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ในภาวะแลงที่มี PEG 
6000 ความเขมขน 0  150  200  250 และ 300 g/l เปนเวลา 4 สัปดาห หลังจากนั้นยายปลูกใหเจริญในภาวะ
ปกติซึ่งไมมี PEG 6000 เปนเวลา 1 สัปดาห ทําการนับจํานวนตนขาวที่เหลือในแตละสัปดาหเพื่อหาอัตราการ
รอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุ จากตารางที่ 1 แสดงใหเห็นวาสําหรับตนขาวที่เจริญในภาวะปกติ ขาวทั้ง
สองสายพันธุรอดตายทั้งหมด และเมื่อเพ่ิมความเขมขนของ PEG 6000 เปน 150 g/l พบวา ความแตกตาง
ของอัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุเปน 3 เปอรเซ็นต สวนความเขมขนของ PEG 6000 ที่ 200 g/l 
อัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุมีความแตกตางกันอยางเห็นไดชัด โดยมีความแตกตางของอัตรา
การรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุสูงถึง 29 เปอรเซ็นต แตเมื่อความเขมขนของ PEG 6000 สูงขึ้นเปน 
250 g/l และ 300 g/l อัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุลดลง โดยความแตกตางของอัตราการรอด
ตายของขาวทั้งสองสายพันธุเปน 3 และ 4 เปอรเซ็นต ตามลําดับและขาวพันธุเหลืองประทิว123 ไมสามารถ
เจริญเติบโตไดที่ความเขมขนของ PEG 6000 ที่ 300 g/l  ฉะนั้นจึงเห็นไดวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มี
การแสดงออกของการทนตอภาวะแลงไดดีกวาขาวสายพันธุเดิม โดยมีความแตกตางของอัตราการรอดตาย
ของขาวทั้งสองสายพันธุสูงที่สุดเมื่อปลูกในภาวะแลงที่มี PEG 6000 ความเขมขน 200 g/l  ดังนั้นที่ความ
เขมขนของ PEG 6000 ที่ 200 g/l  จึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมที่จะใชในการทดลองตอไป 
 
ตารางท่ี1  อัตราการรอดตายของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123)และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุ

ทนเค็ม (LPT-171) ที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 
ความเขมขนตางๆ หลังจากการเจริญเติบโตในภาวะแลงเปนเวลา 4 สัปดาหและเจริญเติบโตใน
ภาวะปกติเปนเวลา 1 สัปดาห 

 
อัตราการรอดตายของตนขาว (%) ความเขมขนของ  

PEG 6000 (g/l) LPT123 LPT-171 
ความแตกตางของอัตราการรอดตายของ

ขาวทั้งสองสายพันธุ (%) 
0 

150 
200 
250 
300 

100 
97 
62 
10 
0 

100 
100 
91 
13 
4 

0 
3 
29 
3 
4 
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 1.2 การเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ในภาวะ
แลง 

ศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 โดยปลูก
ในขวดแกวดวยสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No. 2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l 
หลังจากปลูกขาวในภาวะแลงเปนเวลา 6 สัปดาห และส้ินสุดการใหภาวะแลงโดยยายปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่ไมมี PEG 6000 เพ่ือใหตนขาวเจริญเติบโตในภาวะปกติ 1 สัปดาห พบวา 

1.2.1 ความสูง 

ความสูงของขาวเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ตลอดระยะเวลาการทดลอง
เปนเวลา 7 สัปดาห ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อปลูกในภาวะปกติ แตเมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสอง
สายพันธุพบวา ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มีการเติบโตทางดานความสูงมากกวาขาวสายพันธุเดิม โดยมี
ความสูงแตกตางกันทางสถิติ ตั้งแตสัปดาหที่ 3 จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 6 แตเมื่อส้ินสุดการใหภาวะแลงใน
สัปดาหที่ 7 ความสูงของขาวทั้งสองสายพันธุไมมีความแตกตางกัน อยางไรก็ดีขาวทั้งสองสายพันธุที่ผานการ
ปลูกในภาวะแลงยังคงตนเต้ียกวาขาวที่ปลูกในภาวะปกติมาโดยตลอด (รูปที่ 2) 

1.2.2 ความยาวราก 

ความยาวรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 เมื่อปลูกในภาวะ
ปกติพบวา ความยาวรากของขาวทั้งสองสายพันธุไมมีความแตกตางทางสถิติ ตลอดระยะเวลาการทดลอง 
เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา ภายหลังการใหภาวะแลงเปนเวลา 3 สัปดาห ขาวสายพันธุเดิม
มีความยาวรากนอยกวาขาวสายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่ขาวสาย
พันธุทนเค็ม LPT-171 มีความยาวรากไมแตกตางจากขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่เจริญในภาวะปกติ แต
เมื่อตนขาวอยูในภาวะแลงเปนเวลา 4 สัปดาห ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 และขาวสายพันธุเดิมมีความ
ยาวรากไมแตกตางกัน นอกจากนี้ขาวทั้งสองสายพันธุที่อยูในภาวะแลงยังมีความยาวรากนอยกวาชุดควบคุม 
อยางไรก็ดีเมื่อเวลาผานไป 1 สัปดาห คือในสัปดาหที่ 5 พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่อยูในภาวะ
แลงสามารถกลับมามีความยาวรากไมแตกตางจากขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่เจริญในภาวะปกติ ตาง
จากขาวสายพันธุเดิมที่อยูในภาวะแลงยังคงมีความยาวรากนอยกวาขาวสายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะปกติ
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตเมื่อเวลาผานไป ความยาวรากของขาวที่อยูในภาวะแลงทั้งสองสายพันธุมีคา
นอยกวาขาวที่เติบโตในภาวะปกติ (รูปที่ 3) 

1.2.3 นํ้าหนักสดตน 

เมื่อวัดน้ําหนักสดตนของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่ปลูกใน
ภาวะปกติพบวา โดยสวนใหญตลอดระยะเวลาของการทดลอง ขาวทั้งสองสายพันธุมีน้ําหนักสดตนไม
แตกตางทางสถิติ ยกเวนในสัปดาหที่ 4 ที่ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มีน้ําหนักสดตนมากกวาขาวสาย
พันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุปรากฏวาขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT-171 มีน้ําหนักสดตนมากกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ตั้งแตสัปดาหที่ 3 จนกระทั่งถึง
สัปดาหที่ 6 และเมื่อส้ินสุดการใหภาวะแลงเปนเวลา 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 
ก็ยังคงมีน้ําหนักสดตนมากกวาขาวสายพันธุเดิม อยางไรก็ดีขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่อยูในภาวะแลง
จะมีน้ําหนักสดตนนอยกวาขาวทั้งสองสายพันธุที่ปลูกในภาวะปกติ (รูปที่ 4) 
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1.2.4 นํ้าหนักแหงตน 

ขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่เจริญในภาวะปกติ จะมีน้ําหนักแหง
ตนไมแตกตางกันทางสถิติ ในชวง 6 สัปดาหแรกของการทดลอง แตในสัปดาหที่ 7 พบวาขาวสายพันธุเดิมมี
น้ําหนักแหงตนมากกวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้ง
สองสายพันธุพบวา น้ําหนักแหงตนของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มากกวาขาวสายพันธุเดิมที่ปลูกใน
ภาวะแลงเชนกันอยางเห็นไดชัด ตั้งแตสัปดาหที่ 3 จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 7 เปนที่นาสังเกตวาภายหลังการให
ภาวะแลงเปนเวลา 1 สัปดาห มีผลทําใหน้ําหนักแหงตนของขาวทั้งสองสายพันธุต่ํากวาตนที่เจริญในภาวะ
ปกติอยางมีนัยสําคัญ แตเมื่ออยูในภาวะแลง 2 สัปดาห ขาวทั้งสองสายพันธุมีน้ําหนักแหงตนไมแตกตางกัน
จากกลาขาวในชุดควบคุม อยางไรก็ดีในสัปดาหที่ 3 หลังจากไดรับภาวะแลงมีเฉพาะขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT-171 เทานั้นที่ยังคงรักษาน้ําหนักแหงไวไดใกลเคียงกับตนขาวที่เจริญในภาวะปกติ ตางจากขาวสายพันธุ
เดิมที่มีน้ําหนักแหงตนตํ่ากวาขาวที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 5) 

1.2.5 นํ้าหนักสดราก 

เมื่อวัดน้ําหนักสดรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่เจริญใน
ภาวะปกติ ตลอดระยะเวลา 6 สัปดาหของการทดลอง พบวาไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อทําการทดลอง
จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 7 พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171มีน้ําหนักสดรากมากกวาขาวสายพันธุเดิมอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ และเมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุปรากฏวาภายหลังการใหภาวะแลงเปนเวลา 
4 สัปดาห มีเฉพาะขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 เทานั้นที่ยังคงรักษาน้ําหนักสดรากไวไดใกลเคียงกับขาว
สายพันธุทนเค็ม LPT-171ที่เจริญในภาวะปกติ ในขณะท่ีขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะแลงมีน้ําหนักสดราก
ต่ํากวาขาวสายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญ แตหลังจากสัปดาหที่ 4 ขาวสาย-พันธุทนเค็ม 
LPT-171 ที่ไดรับภาวะแลงจะมีน้ําหนักสดรากไมแตกตางจากขาวสายพนัธุ-เดิมที่อยูในภาวะแลงเชนกัน และ
ขาวทั้งสองสายพันธุที่อยูในภาวะแลงนี้มีน้ําหนักสดรากนอยกวาชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 6) 

1.2.6 นํ้าหนักแหงราก 

น้ําหนักแหงรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ไมมีความ
แตกตางทางสถิติ เมื่อปลูกในภาวะปกติ ตลอดระยะเวลาการทดลอง เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุ
พบวา  ในชวง 2 สัปดาหแรกหลังจากใหภาวะแลง  ขาวทั้งสองสายพันธุมีน้ําหนักแหงรากไมแตกตางจากกลา
ขาวในชุดควบคุม หลังจากใหภาวะแลงเปนเวลา 3 สัปดาห ขาวสายพันธุเดิมมีน้ําหนักแหงรากนอยกวาขาว
สายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะปกติ ในขณะที่ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มีน้ําหนักแหงรากไมแตกตางจาก
ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ที่เจริญในภาวะปกติและยังคงรักษาน้ําหนักแหงรากไวไดใกลเคียงกับน้ําหนัก
แหงรากของขาวทั้งสองสายพันธุในชุดควบคุม ตางจากขาวสายพันธุเดิมที่มีน้ําหนักแหงรากนอยกวาขาวที่
เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญในสัปดาหที่ 6 อยางไรก็ดี หลังส้ินสุดการใหภาวะแลงเปนเวลา 1 สัปดาห 
พบวาน้ําหนักแหงรากของขาวทั้งสองสายพันธุที่เจริญในภาวะแลง มีคาต่ํากวาน้ําหนักแหงรากของขาวที่
เจริญเติบโตในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 7) 
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รูปที่ 2   ความสูงในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลือง ประทิวสาย
พันธุทนเค็ม (LPT-171)  รุนที่  10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี 
PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 
สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 

 

รูปที่ 3   ความยาวรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ เหลือง
ประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT-171) รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่
มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห 
(สัปดาหที่7) 
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รูปที่ 4   น้ําหนักสดตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิว
สายพันธุทนเค็ม (LPT-171) รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี 
PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 
สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
รูปที่ 5   น้ําหนักแหงตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประ

ทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT-171)  รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP  No.2 
ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ  200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 
สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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รูปที่ 6   น้ําหนักสดรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิว
สายพันธุทนเค็ม (LPT-171)  รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 
6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 
7) 
 

รูปที่ 7   น้ําหนักแหงรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123)  และขาวพันธุเหลืองประ
ทิวสายพันธุทนเค็ม  (LPT-171)  รุนที่  10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง  WP 
No.2  ที่มี PEG 6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะ
ปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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2. การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของกลาขาวอายุ 22 วัน พันธุ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-
171 เมื่อเติบโตในภาวะเค็ม หรือ ภาวะแลง 
 2.1 วัดปริมาณโพรลีนของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม  LPT-171 ที่ยายปลูกตนกลาขาวอายุ 
22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5%( w/v) เมื่อใหภาวะ
เค็มเปนเวลา 4 สัปดาห พบวา ปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะปกติไมมีความแตกตาง
กันทางสถิตินับแตสัปดาหที่ 2 ตลอดการทดลอง แตเมื่อไดรับภาวะเค็ม ปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุเดิม
มากกวาปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุทนเค็มเมื่อไดรับภาวะเค็มตลอดการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณโพรลีนในขาวสายพันธุทั้งสองสายพันธุเมื่อไดรับภาวะเค็มกับปริมาณโพรลีนในขาวทั้งสองสายพันธุใน
ภาวะปกติ พบวาปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะเค็มมากกวาปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสอง
สายพันธุในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญตลอดการทดลองการทดลอง และปริมาณโพรลีนของขาวสายพันธุทน
เค็มเมื่อไดรับภาวะเค็มมากกวาปริมาณโพรลีนของขาวทั้งสองสายพันธเมื่อปลูกในภาวะปกติ ตั้งแตสัปดาหที่ 
2 ของการทดลอง(ตารางที่ 2, รูปที่ 8) 
  
 2.2 วัดปริมาณโพรลีนของขาว LPT123 และสายพันธุทนเค็ม  LPT-171 ที่ยายปลูกตนกลาขาวอายุ 
22 วันในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 0 และ 22.5%( w/v) พบวา ปริมาณโพรลีน
ของขาวทั้งสองพันธุ/สายพันธุ เมื่อเติบโตในภาวะปกติไมมีความแตกตางกันทางสถิติ แตเมื่อใหภาวะแลง ที่
ระดับของ PEG ความเขมขน 22.5 % ซึ่งปรับจากภาวะที่ใชในการเปรียบเทียบความสามารถในการทนภาวะ
แลง ที่ระดับ 20 % เล็กนอยเพื่อใหเห็นผลการตอบสนองชัดเจนยิ่งขึ้น พบวาขาวสายพันธุ LPT-171 มีการ
สะสมโพรลีนไดเร็วกวา LPT123 เล็กนอย แตอยางไรก็ดี ภายหลังจากการที่อยูในภาวะแลงเปนเวลา 18 วัน 
LPT123 มีปริมารโพรลีนในใบสูงกวา LPT-171 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 3, รูปที่ 9) 
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ตารางที่ 2 ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT-171 เมื่อปลูกตนกลาขาวอายุ 22 วันใน
สารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง 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 

LPT-171 

NaCl 

0%(w/v) 

1.0800(±0.4377)b 0.9584(±0.2986)a 1.9102(±0.3965)a 0.87439(±0.2466)a 

LPT-171 

NaCl 

0.%(w/v) 

0.5748(±0.0954)ab 14.935(±4.6875)b 18.101(±2.1383)b 15.8858(±1.4984)b 

ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่เหมือนกันหลังตัวเลขในแนวตัง้แสดงวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อม่ัน 
95 เปอรเซน็ต  
(P< 0.05) 
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รูปที่  8 ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT-171 รุนที่ 6 เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มีโซเดียมคลอไรด 0 และ 0.5%(w/v) เปนเวลา 4 สัปดาห 
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ตารางที่ 3 ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT-171 เมื่อปลูกตนกลาขาวอายุ 22 วันใน
สารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี Polyethylene Glycol (PEG) 6000 ที่ความเขมขน 0 และ 
22.5 กรัม / ลิตร (w/v)  
 

ปริมาณโพรลีน (มิลลิกรัมตอกรัมของน้ําหนักแหง ) สายพันธุและ

ภาวะปลูก วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 12 วันที่ 18 

LPT123 
PEG 0%(w/v) 

0.52 ± 0.05 0.47 ± 0.04 0.44 ± 0.04 0.55 ± 0.08 0.37 ± 0.06 0.44 ± 0.05 

LPT123 
PEG 22.5%(w/v) 

0.48 ± 0.07 0.56 ± 0.05 0.81 ± 0.06 0.99 ± 0.06 1.08 ± 0.08 1.79 ± 0.09 

LPT-171 
PEG 0%(w/v) 

0.57 ± 0.05 0.59 ± 0.05 0.53 ± 0.06 0.46 ± 0.04 0.48 ± 0.06 0.53 ± 0.05 

LPT-171 
PEG 22.5 %(w/v) 

0.47 ± 0.03 0.83 ± 0.10 0.82 ± 0.09 1.04 ± 0.09 1.13 ± 0.11 1.37 ± 0.10 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  9 ปริมาณโพรลีนในใบของตนขาว LPT123 และขาว LPT-171 เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตร
ดัดแปลง WP No.2 ที่มีPEG 0 และ 22.5% (w/v) เปนเวลา 18 วัน 
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3. การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีน ในขาวที่เจริญในภาวะเครียด 
3.1 การศึกษาการทํางานของยีน P5CS   

 3.1.1 การโคลนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะเจาะจงตอ
ยีน P5CS 
 เมื่อทําการ amplify  genomic DNA ของขาวโดยใช specific primer สําหรับ P5CS gene คือ 
P5CSa (5’-gcatcaggwcgkgactcaa-3’) และ P5CSs (5’-ctsatggctctctacgata-3’) และใช annealing 
temperature 2 แบบ คือ 41o และ 43oC พบวาสามารถ amplify DNA ได 2 fragment ขนาด ประมาณ 600 
bp และ 2000 bp ดังรูปที่ 10  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เมื่อทําการโคลนและตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดพบวา มีขนาด 580 คูเบส (ลําดับเบสแสดงใน
ภาคผนวก ค) กําหนดชื่อเปน P5CS_580 เมื่อทําการตรวจสอบหาชิ้นสวน DNA ที่มีลําดับเบสคลายคลึงกัน
ดวย program BLASTN 2.2.8 (Altschu et al.,1997)  แลวพบวาคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับ
เบสดังนี้ 
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รูปที่ 10 DNA fragment ที่ amplify ได ซึ่งคาดวานาจะเปนสวนของ P5CS gene 
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ตารางที่4  ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของ P5CS_580 

ลําดับเบสที่คลายคลึง 
 

Accession 
number 

ตําแหนงของลําดับ
เบสในฐานขอมูลท่ี

คลายคลึงกับ 
P5CS_500_no.7 

ตําแหนงเบสของ
โคลนท่ีคลายคลึงกับ

ลําดับเบสใน
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% 

 
เมื่อตรวจสอบดวย program tblastx ผานทาง web site http://www.tigr.org/ พบวา 

P5CS_580 คาดวาเปนสวนของ DNA fragment ที่คลายคลึงกับ putative retroelement ในขาว 
 

>RF|NP_921344.1|37534084|NM_196362 putative retroelement {Oryza 
sativa 
            (japonica cultivar-group);}  (exp=-1; wgp=0; cg=0; 
closed=0; pub=1; 
            rf_status=provisional; 
)^|^GB|AAP53631.1|31431925|AE016959 
            transposon protein, putative, CACTA, En/Spm sub-class 
{Oryza sativa 
            (japonica cultivar-group);}  (exp=-1; wgp=1; cg=0; 
closed=0; pub=0; 
            rf_status=; )^|^GB|AAM01120.1|19881719|AC108884 Putative 
            retroelement {Oryza sativa (japonica cultivar-group);}  
(exp=-1; 
            wgp=1; cg=0; closed=0; pub=0; rf_status=; ) 
        Length = 266 
 
 Score = 1372 (488.0 bits), Expect = 2.4e-139, P = 2.4e-139 
 Identities = 266/266 (100%), Positives = 266/266 (100%) 
 
Query:     1 MLALIARAIEMGYLFRRTRQKRERIPPALHEGRLIGKGTVGKKRFYDDDYKAVAEAHSSV 60 
             MLALIARAIEMGYLFRRTRQKRERIPPALHEGRLIGKGTVGKKRFYDDDYKAVAEAHSSV 
Sbjct:     1 MLALIARAIEMGYLFRRTRQKRERIPPALHEGRLIGKGTVGKKRFYDDDYKAVAEAHSSV 60 
 
Query:    61 LQQLAILELYIDEKHKNEIRACNPRRSATWISKEQKHKFPELLKDQNLSFGESLEEKNIA 120 
             LQQLAILELYIDEKHKNEIRACNPRRSATWISKEQKHKFPELLKDQNLSFGESLEEKNIA 
Sbjct:    61 LQQLAILELYIDEKHKNEIRACNPRRSATWISKEQKHKFPELLKDQNLSFGESLEEKNIA 120 
 
Query:   121 EAGKWPNLPRDLMASIVEKEKIGEFVARREHDELTAALGTAEHSGRVRGKSSRTSWNVGF 180 
             EAGKWPNLPRDLMASIVEKEKIGEFVARREHDELTAALGTAEHSGRVRGKSSRTSWNVGF 
Sbjct:   121 EAGKWPNLPRDLMASIVEKEKIGEFVARREHDELTAALGTAEHSGRVRGKSSRTSWNVGF 180 
 
Query:   181 PKESKSYKKRDTYNTKLREKKVTQQVTQQFYRLAAQHPQAFPYLTPQAEQTVQIPSSIGS 240 
             PKESKSYKKRDTYNTKLREKKVTQQVTQQFYRLAAQHPQAFPYLTPQAEQTVQIPSSIGS 
Sbjct:   181 PKESKSYKKRDTYNTKLREKKVTQQVTQQFYRLAAQHPQAFPYLTPQAEQTVQIPSSIGS 240 
 
Query:   241 IETTSYSVDLITGPTPCNLVVPIGKA 266 
             IETTSYSVDLITGPTPCNLVVPIGKA 
Sbjct:   241 IETTSYSVDLITGPTPCNLVVPIGKA 266 
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>GB|AAK50402.1|13940600|AC021891 Putative retroelement {Oryza sativa 
(japonica 
            cultivar-group);}  (exp=-1; wgp=1; cg=0; closed=0; pub=0; 
            rf_status=; ) 
        Length = 406 
 
 Score = 586 (211.3 bits), Expect = 4.6e-56, P = 4.6e-56 
 Identities = 126/188 (67%), Positives = 145/188 (77%) 
 
Query:    24 RIPPALHEGRLIGKGTVGKKRFYDDDYKAVAEAHSSVLQQLAILELYIDEKHKNEIRACN 83 
             RIPPALHEGRLIGKGTVGKKRFYDDDYKAVAEAHSSVLQQLAILELYIDEKHKNEIRACN 
Sbjct:   123 RIPPALHEGRLIGKGTVGKKRFYDDDYKAVAEAHSSVLQQLAILELYIDEKHKNEIRACN 182 
 
Query:    84 PRRSATWISKEQKHKFPELLKDQNLSFGESLEEKNIAEAGKWPNLPRDLMASIVEKEKIG 143 
             PRRSATWISKEQKHKFPELLKDQNLSFGESLEEKNIAEAGKWPNLPRDLMA        G 
Sbjct:   183 PRRSATWISKEQKHKFPELLKDQNLSFGESLEEKNIAEAGKWPNLPRDLMAMYGIN---G 239 
 
Query:   144 EFVARREHDELTAALGTAEHSGRV-RGKSSRTSWNV-GFPKESKSYKKRDTYNTKLREKK 201 
                  +  DE +AA  +A + G V + ++++ ++   G P   +    R T N  + ++K 
Sbjct:   240 YMFYMKGKDEKSAAQNSA-YDGHVDQWRATKETFAAEGKPLLVQPLNPR-TRNWIVEKEK 297 
 
Query:   202 VTQQVTQQ 209 
             + + V ++ 
Sbjct:   298 IGEFVARR 305 
 
 Score = 548 (198.0 bits), Expect = 1.6e-62, Sum P(2) = 1.6e-62 
 Identities = 115/131 (87%), Positives = 115/131 (87%) 
 
 
 
Query:   136 IVEKEKIGEFVARREHDELTAALGTAEHSGRVRGKSSRTSWNVGFPKESKSYKKRDTYNT 195 
     IVEKEKIGEFVARREHDELTAALGTAEHSGR                ESKSYKKRDTYNT 
Sbjct:   292 IVEKEKIGEFVARREHDELTAALGTAEHSGR----------------ESKSYKKRDTYNT 335 
 
Query:   196 KLREKKVTQQVTQQFYRLAAQHPQAFPYLTPQAEQTVQIPSSIGSIETTSYSVDLITGPT 255 
             KLREKKVTQQVTQQFYRLAAQHPQAFPYLTPQAEQTVQIPSSIGSIETTSYSVDLITGPT 
Sbjct:   336 KLREKKVTQQVTQQFYRLAAQHPQAFPYLTPQAEQTVQIPSSIGSIETTSYSVDLITGPT 395 
 
Query:   256 PCNLVVPIGKA 266 
             PCNLVVPIGKA 
Sbjct:   396 PCNLVVPIGKA 406 
 
 Score = 117 (46.2 bits), Expect = 1.6e-62, Sum P(2) = 1.6e-62 
 Identities = 33/64 (51%), Positives = 36/64 (56%) 
 
Query:     1 MLALIARAIEMGYLFRRTRQKRERIPPALHEGRLIGKG---TVGKKRFYDDDYKAVAEAH 57 
             MLALIARAIEMGYLFRRTRQKRER         LIG      +G  R     Y+    +  
Sbjct:     1 MLALIARAIEMGYLFRRTRQKRERYNCLNRAPSLIGNDGYPKLGSYRAQVIPYRLYQPSA 60 
Query:    58 SSVL 61 
             SS L 
Sbjct:    61 SSTL 64 

 
 สําหรับ DNA fragment ที่มีขนาดประมาณ 2.0 kb โดยกําหนดใหชื่อ P5CS_2KB เมื่อทํา

การโคลนและตรวจสอบลําดับเบส พบวามีความคลายคลึงกับลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสดังตารางที่ 5 
ซึ่งปรากฏวามีความคลายคลึงสูงสุดกับ ยีน delta-pyrroline-5-carboxylate synthase 1 (P5CS1 gene) 
ดังนั้นจึงใช DNA fragment นี้เปน probe ในการศึกษาการแสดงออกของยีน 
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ตารางที่ 5 ตารางแสดงความคลายคลึงลําดับเบสในฐานขอมูลลําดับเบสของP5CS_2KB_no.27 

ลําดับเบสที่คลายคลึง 
 

Accession 
number 

ตําแหนงของลําดับ
เบสในฐานขอมูลท่ี
คลายคลึงกับ 

P5CS_2KB_no.27 

ตําแหนงเบสของ
โคลนที่คลายคลึง
กับลําดับเบสใน
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% 



 22 

3.1.2 ศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS โดยใชชิ้นสวนของยีนที่โคลนได P5CS_2KB  เปน probe 
ในเนื้อเยื่อใบขาวจากตนขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งไดรับความเค็ม 85 mM NaCl ในระยะอายุ 3 ใบ ทุกสัปดาห 
เปนเวลา 2 สัปดาห  

 จากการทํา northern blot analysis พบวา P5CS_2KB probe สามารถตรวจจับ 
homologous element 2 ขนาด คือ 2.8 kb และ 2.7 kb (รูปที่ 11) ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Hur et al. 
(2004) ที่พบวา P5CS gene  ในขาวประกอบดวย P5CS1 และ P5CS2 gene 

 ในภาวะปกติขาวทั้งสองพันธุ/สายพันธุ มีการแสดงออกของ P5CS gene ไมชดัเจนนัก ซึ่ง
สอดคลองกับระดับของการสะสมโพรลีนในใบที่เกิดขึ้น แตเมื่อขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุ ไดรับภาวะเค็มที่
ความเขมขน 85mM NaCl (S) การแสดงออกของ P5CS gene เพ่ิมมากขึ้น โดย ในขาวLPT123 สามารถ
ตรวจพบการแสดงออกของ P5CS gene transcript ขนาดประมาณ 2.7 kb ซึ่งสอดคลองกับขนาดของ 
P5CS2 gene ในขณะที่ ในขาว LPT123TC171 ที่อยูในภาวะเค็ม P5CS gene transcript ที่พบมีขนาด 2.8 
kb ซึ่งสอดคลองกับยีน P5CS1  

  
3.1.3 ศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS โดยใชชิ้นสวนของยีนที่โคลนได P5CS_2KB  เปน probe 

ในเนื้อเยื่อใบขาวจากตนขาวทั้งสองพันธุ/ สายพันธุ ซึ่งไดรับความเค็ม 85 mM NaCl ในระยะอายุ 5 ใบ ทุก
สัปดาห เปนเวลา 2 สัปดาห  

ขาวที่ระยะ 5 ใบนี้สามารถสามารถตรวจพบการแสดงออกไดทั้ง P5CS1 และ P5CS2 
gene transcript แมเจริญในภาวะปกติ และการแสดงออกของทั้งสองยีนเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเจริญในภาวะที่ไดรับ
ความเครียดจากความเค็ม (รูปที่ 12) ซึ่งแสดงใหเห็นวา ทั้ง P5CS1 และ P5CS2     มีบทบาทตอการสราง
โพรลีนเมื่อตอบสนองตอภาวะเครียดในขาวในระยะ 5 ใบ 

 
3.1.4 ศึกษาการแสดงออกของยีน P5CS โดยใชชิ้นสวนของยีนที่โคลนไดในขอ 3.1.1 เปน probe 

ในเนื้อเยื่อใบขาวจากตนขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งไดรับความแลงโดยการเลี้ยงในสารละลายธาตุอาหารที่มีการ
เติม PEG6000 ที่ระดับความเขมขน 225 g/l ในระยะอายุ 3 ใบ ทุก 3 วัน เปนเวลา 15 วัน  

ในภาวะปกติ การแสดงออกของ P5CS1 และ P5CS2 ไมชัดเจนนักเชนเดียวกับผลการ
ทดลองในชุดควบคุมเมื่อทําการศึกษาการแสดงออกของยีนในสภาวะเค็ม แตเมื่อไดรับภาวะแลงเปนเวลา 3 
วัน การแสดงอออกของ P5CS1 และ P5CS2 เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน (รูปที่ 13) การให 100 μM ABA จาก
ภายนอกเพ่ิมเติมยังสงผลใหมีการแสดงออกของ P5CS1 และ P5CS2 ในภาวะแลงเพ่ิมขึ้นอีกดวย (lane 6) 
หลังจากวันที่ 3 ที่ไดรับภาวะแลง การแสดงออกของ P5CS1 และ P5CS2 ลดลง โดยที่ชุดการทดลองที่
เน้ือเยื่อไดรับ 100 μM ABA มีการแสดงออกของ P5CS1 และ P5CS2 สูงกวาชุดการทดลองอื่นๆ 

  
3.4 การโคลนชิน้สวนดีเอ็นเอที่ amplified ขึ้นดวย primer ที่ออกแบบใหมีความจําเพาะเจาะจงตอ

ยีน OAT 
เมื่อทําปฏิกิริยา PCR ใน 3 ภาวะคือ MgCl2 1.5, 2.0 และ 2.5 mM  และทําการตรวจสอบดวย

เครื่องมือแยกกรดนิวคลีอิกดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ พบวาชุดการทดลองที่ 1( lane ที่ 1 ในรูปที่14) 
และ 3(lane ที่ 3 ในรูปที่ 14) พบแถบดีเอ็นเอจํานวน 4 แถบ ขนาดประมาณ 500 คูเบส ขนาดประมาณ 600 
คูเบส ขนาดประมาณ 800 คูเบส และขนาดประมาณ 1200  คูเบสตามลําดับ ชุดการทดลองที่ 2 พบแถบดี
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เอ็นเอ 5 แถบ โดยมี 4 แถบเหมือนกับชุดการทดลองที่ 1 และ 3 แตพบแถบดีเอ็นเออีก 1 แถบที่ขนาด
ประมาณ 2500 คูเบส ( lane ที่ 2 รูปที่ 14) ซึ่งไดเลือกแถบดีเอ็นเอที่ไดจากชุดการทดลองที่ 2 เพ่ือทําการ
โคลนตอไป 
 เมื่อทําการโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทด ของชิ้น DNA ขนาด 2.5 kb ซึ่งใหชื่อวา putOAT2.5 พบวาเมื่อ 
translate แลวตรวจสอบลําดับความเหมือนของโปรตีนที่ได มีความคลายกับ putative uncharacterized protein ในขาว  

tr A3A317 
A3A317_ORYSJ 

Putative uncharacterized protein [OsJ_005189] 
[Oryza sativa subsp. 
japonica (Rice)] 

256 
AA  
align 

 Score =  209 bits (533), Expect = 5e-53 
 Identities = 109/139 (78%), Positives = 109/139 (78%) 
 
Query: 3   AEFKLCKFGWGQTEIPMSKIANIDQEHNFXXXXXXXXXXXXSEGXXXXXXXXXXXXXXXX 62 
           AEFKLCKFGWGQTEIPMSKIANIDQEHNF            SEG                 
Sbjct: 118 AEFKLCKFGWGQTEIPMSKIANIDQEHNFDLDNNTVTLDDLSEGQRCELEQEVEVEIAEL 177
 
Query: 63  XXHKLIRLQKTKNSVIAKQQKPINLELSANEKEVAMLDLSGNIGPFVLPAEFRAKEVDEH 122
             HKLIRLQKTKNSVIAKQQKPINLELSANEKEVAMLDLSGNIGPFVLPAEFRAKEVDEH 
Sbjct: 178 REHKLIRLQKTKNSVIAKQQKPINLELSANEKEVAMLDLSGNIGPFVLPAEFRAKEVDEH 237
 
Query: 123 LDDGSRNRDDKAEILESHQ 141 
           LDDGSRNRDDKAEILESHQ 
Sbjct: 238 LDDGSRNRDDKAEILESHQ 256 
 

 เมื่อนํา DNA fragment ขนาด 1.2 kb ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด และตรวจสอบกับฐานขอมูลพบวา 
เมื่อ translate แลวลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาว สามารถไดผลิตภัณฑ ซึ่งมี homology กับ DNA J protein ซึ่ง
มีหนาที่เกี่ยวกับ protein interaction และ protein dissociation  
 

tr Q5ZCC4 
Q5ZCC4_ORYSJ 

Putative DNAJ domain-containing; methylation-controlled J protein 
(Os01g0157800 protein) [P0011G08.42] [Oryza sativa 
subsp. japonica (Rice)] 

112 AA  
align 

 Score = 64.3 bits (155), Expect = 2e-09 
 Identities = 30/33 (90%), Positives = 30/33 (90%) 
 
Query: 23 KXRPIVPRMRKFYEGGFQPAMTRREAGLILGVR 55 
          K RPIVPRMRKFYEGGFQP M RREAGLILGVR 
Sbjct: 29 KARPIVPRMRKFYEGGFQPEMARREAGLILGVR 61 
 

 สวน DNA fragment ขนาด 0.8 kb ไมพบวาสามารถ translate ได putative protein ดวย Software 
translate ของ Expasy (http://au.expasy.org/tools/dna.html) 
 

 เมื่อนํา DNA fragment (OAT 0.6 15_2 ) ขนาดประมาณ 0.6 kb ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด และ
ตรวจสอบกับฐานขอมูลพบวา เมื่อ translate แลวบางสวนของลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาว สามารถได
ผลิตภัณฑ ซึ่งมี homology กับ transposon protein, mutator ดังนี้ 
 



 24 

 
Tr  Q53M25   
Q53M25_ORYSA  Transposon protein, putative, mutator sub-class 
[LOC_Os11g13640] 
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)] 
1566 AA align 
Score =  370 bits (951), Expect = e-102 
Identities = 174/179 (97%), Positives = 176/179 (98%) 
 
Query: 1   NDVADEYWCYDSKQVKVGQMFHDKGHLQDAVKRWAFVQKREFRVKVSNRTTYDVKCIQGG 60 
           ND  D +WCYDSKQVKVGQMFHDKGHLQDAVKRWAFVQKREFRVKVSNRTTYDVKCIQGG 
Sbjct: 235 NDGLDAHWCYDSKQVKVGQMFHDKGHLQDAVKRWAFVQKREFRVKVSNRTTYDVKCIQGG 294 
 
Query: 61  CPWRVHGYKPQHDTLWVASRVEQHTCLLENTRLVHRNLTAAFVAQMVYSKVVRKTSLSPF 120 
           CPWRVHGYKPQHDTLWVASRVEQHTCLLENTRLVHRNLTAAFVAQMVYSKVVRKTSLSPF 
Sbjct: 295 CPWRVHGYKPQHDTLWVASRVEQHTCLLENTRLVHRNLTAAFVAQMVYSKVVRKTSLSPF 354 
 
Query: 121 TIMHDVEKEYGYEISYDKAWRAKQKALEMRFGTYEDSYHNLPPLLEVMQARNPGTHMAM 179 
           TIMHDVEKEYGYEISYDKAWRAKQKALEMRFGTYEDSYHNLPPLLEVMQARNPGTHMA+ 
Sbjct: 355 TIMHDVEKEYGYEISYDKAWRAKQKALEMRFGTYEDSYHNLPPLLEVMQARNPGTHMAI 413 
 
 

DNA fragment ขนาดประมาณ 0.5 kb เมื่อนําไป blast โดยใช http://riceblast.dna.affrc.go.jp/ 
พบวา มี homology บางสวนเหมือนกับ EST clone CB629231 ซึ่งเมื่อตรวจสอบแลวพบวาเปน cDNA 

clone ที่คาดวาสามารถ translate ให putative symplekin protein 
 

tr Q69R94 
Q69R94_ORYSJ 

Putative symplekin (Os07g0693900 protein) 
[P0627E10.2] [Oryza 
sativa subsp. japonica (Rice)] 

1245 
AA  
align 

 Score =  498 bits (1281), Expect = e-139 
 Identities = 254/254 (100%), Positives = 254/254 (100%) 
 
Query: 1   SAGLSLAQSSETRSPSSSMVEASQTQFSYSSTLTSQHVLPKLVVTNIDLSDEAKDLLQKE 60 
           SAGLSLAQSSETRSPSSSMVEASQTQFSYSSTLTSQHVLPKLVVTNIDLSDEAKDLLQKE 
Sbjct: 588 SAGLSLAQSSETRSPSSSMVEASQTQFSYSSTLTSQHVLPKLVVTNIDLSDEAKDLLQKE 647
 
Query: 61  AFLRILDCDKQDASGGSIARLPLLAHLGVEFPLELDPWELLQKHVLSDYVNNEGHELTLC 120
           AFLRILDCDKQDASGGSIARLPLLAHLGVEFPLELDPWELLQKHVLSDYVNNEGHELTLC 
Sbjct: 648 AFLRILDCDKQDASGGSIARLPLLAHLGVEFPLELDPWELLQKHVLSDYVNNEGHELTLC 707
 
Query: 121 ILNRLYREAEQDQDFLSSRTATSVYESFLLTVAENLRDMFPASDKSLGKLLCEIPYLPEG 180
           ILNRLYREAEQDQDFLSSRTATSVYESFLLTVAENLRDMFPASDKSLGKLLCEIPYLPEG 
Sbjct: 708 ILNRLYREAEQDQDFLSSRTATSVYESFLLTVAENLRDMFPASDKSLGKLLCEIPYLPEG 767
 
Query: 181 VLKLLEGLCSPGSNEKQDKDLQSGDRVTQGLSAVWNLIMLRPSNRDRCLEIALQSSIHHL 240
           VLKLLEGLCSPGSNEKQDKDLQSGDRVTQGLSAVWNLIMLRPSNRDRCLEIALQSSIHHL 
Sbjct: 768 VLKLLEGLCSPGSNEKQDKDLQSGDRVTQGLSAVWNLIMLRPSNRDRCLEIALQSSIHHL 827
 
Query: 241 DEVRMKAIRLVANK 254 
           DEVRMKAIRLVANK 
Sbjct: 828 DEVRMKAIRLVANK 841 
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รูปที่ 11 การแสดงออกของ P5CS genes ในขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ 
LPT-171 ระยะ 3 ใบในภาวะปกติ และภาวะที่ไดรับความเค็ม 
C – ชุดควบคุมพืชเติบโตในภาวะปกติ 
S - พืชเติบโตในภาวะที่ไดรับความเค็ม 

รูปที่ 12 การแสดงออกของ P5CS genes ในขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุ 
LPT-171 ระยะ 5 ใบในภาวะปกติ และภาวะที่ไดรับความเค็ม 
C – ชุดควบคุมพืชเติบโตในภาวะปกติ 
S - พืชเติบโตในภาวะที่ไดรับความเค็ม 
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รูปที่ 13 การแสดงออกของยีน P5CS ในขาวพันธุ LPT123 และ ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
เมื่ออยูในภาวะปกติ (1) ภาวะปกติที่ไดรับการพนน้ํา(2) ภาวะปกติที่ไดรับการพน 100μM ABA (3) ภาวะ
แลง (4) ภาวะแลงที่ไดรับการพนน้ํา(5) หรือภาวะแลงที่ไดรับการพน 100μM ABA (6) เปนเวลา 3  6  9  
12  และ 15 วัน 
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  21226 

5184 
4973 

  2027 1904 
1330 
 983 
 831 

โดย M = Marker (Lamda DNA digested with EcoRI and HinDIII) 
B = ปฏิกิริยา PCR ไมใส template (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 
 

รูปที่ 14  แถบดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR เพ่ือเพ่ิมชิ้นสวนของ OAT gene ที่แปรความเขมขนของ MgCl2 3 ระดับ
ความเขมขน 

bp 
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3.2.2 ศึกษา OAT gene organization โดยใช OAT ของ Vigna acoutifolia เปน probe เปรียบเทียบ
กับ การใช partial fragment ของ putative OAT ที่โคลนไดจากขอ 3.1 

เมื่อใช OAT ของ Vigna acoutifolia เปน probe เปรียบเทียบกับ การใช partial fragment 
ของ putative OAT ที่โคลนไดจากขอ 3.1 8 คือ DNA fragment ขนาด 0.6 kb (OAT 0.6 15_2) เปน probe 
ไดผลดังรูปที่ 15 ซึ่งจะเห็นไดวา มีลักษณะคลายคลึงกันคือ พบ multiple copies ของ fragment ดังกลาว  

 
3.2.3 ศึกษาการทํางานของ OAT โดยการศึกษา enzyme activity ของ OAT เมื่อปลูกขาวทั้งสองสาย

พันธุ/พันธุ ในภาวะเค็ม 
จากการวัดกิจกรรมของเอนไซม OAT โดยใช ninhydrin method (Kimet al., 1994) พบวา 

OAT ในขาวทั้ง 2 พันธุ / สายพันธุ มีการทํางานเพิ่มขึ้น ภายใน 72 ชั่วโมงภายหลังไดรับภาวะเค็ม  โดยขาว 
LPT123-TC 171 เร่ิมมีกิจกรรมของเอนไซมเพ่ิมขึ้นต้ังแต 24  ชั่วโมงภายหลังไดรับภาวะเค็ม ในขณะที่ ขาว 
LPT123 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงขึ้นหลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 72 ชั่วโมง (รูปที่ 16) 
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รูปที่ 15 Southern blot analysis โดยใช OAT0.6 15_2 (A) และ OAT gene ของ Vigna acoutifolia (B) 
เปน probe ซึ่ง lane ตางๆมีตัวอยางดังนี้ 
L Ladder 
1 Genomic DNA of LPT-123 digested with Hind III 
2 Genomic DNA of LPT-123-TC171 digested with EcoRI 
3 Genomic DNA of LPT-123-TC 171 digested with Hind III 
 

รูปที่ 16 OAT activity ในขาวพันธุ LPT123 และ สายพันธุ LPT-171 เมื่ออยูในภาวะปกติ 
(non-stress) หรือ ไดรับภาวะเค็ม ดวย 85mM NaCl (salt stress) เปนเวลา 0-72 ชั่วโมง 
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อภิปรายผลการวิจัย 
 

1. การศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มท่ีคัดเลือกจากการเกิด
somaclonal variation ในหลอดทดลอง 

1.1 การศึกษาภาวะแลงท่ีเหมาะสมสําหรับการทดลอง 
ศึกษาความเขมขนของ PEG 6000 ที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดลอง โดยปลูกขาวพันธุ

เหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ในภาวะแลงที่ความเขมขน 0  150  200  250 และ 300 g/l 
เปนเวลา 4 สัปดาห หลังจากนั้นยายปลูกใหเจริญในภาวะปกติซึ่งไมมี PEG 6000 เปนเวลา 1 สัปดาห พบวา
ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 แสดงความสามารถในการทนแลงไดดีกวาขาวสายพันธุเดิมอยางเห็นไดชัดที่
ความเขมขน 200 g/l โดยมีความแตกตางของอัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุสูงที่สุดถึง 29 
เปอรเซ็นต และท่ีความเขมขนของ PEG 6000 ที่ 200 g/l มีจํานวนตนขาวที่เหลือรอดมากพอที่จะใชใน
การศึกษาการเจริญเติบโตของขาวทั้งสองสายพันธุตอไป 

ในสวนของการทดลองการศึกษาภาวะแลงที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดลอง ไมไดใชสถิติใน
การวิเคราะหผลการทดลอง เนื่องมาจากความจํากัดในเรื่องเมล็ดขาวของสายพันธุทนเค็ม LPT-171 สําหรับ
ใชในการทดลองมีไมมากนัก จึงทําใหไมสามารถทําการทดลองหลายซ้ําเพ่ือนําผลไปวิเคราะหทางสถิติได 
 1.2 การเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123  และสายพันธุทนเค็ม LPT-171  

ในการศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 โดย
การวัดความสูง ความยาวราก น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของตนและราก เมื่อไดรับภาวะแลง โดยใช PEG 
6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และส้ินสุดการใหภาวะแลงโดยยายปลูกในสารละลาย
ธาตุอาหารที่ไมมี PEG 6000 เพ่ือใหตนขาวเจริญเติบโตในภาวะปกติเปนเวลา 1 สัปดาห พบวาขาวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT-171 มีความสามารถในการทนแลงได โดยมีการเจริญเติบโตทางดานความสูง น้ําหนักสดและ
น้ําหนักแหงของตนและรากแตกตางจากขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะแลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  

ขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มีความสามารถทนตอภาวะแลงได อาจ
เนื่องมาจากกลุมยีนที่แสดงออกเมื่อขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ไดรับภาวะแลงและภาวะเค็มมีความ
เกี่ยวของกันหรืออาจเปนยีนในกลุมเดียวกัน ซึ่งมีรายงานกอนหนานี้ในงานวิจัยของ Seki และคณะ (2002) 
ไดจัดกลุมยีนของ Arabidopsis ที่แสดงออกในภาวะแลงและภาวะเค็มที่ไดจากเทคนิค microarray พบยีนที่
ถูกชักนําใหแสดงออกไดในภาวะแลงหรือภาวะเค็มมี overlapping กัน จํานวน 101 ยีน ซึ่งมาจากยีนที่ถูกชัก
นําใหแสดงออกในภาวะแลง จํานวน 277 ยีนและมาจากยีนที่ถูกชักนําใหแสดงออกไดดวยภาวะเค็ม จํานวน 
194 ยีน  

ในการศึกษาการเจริญเติบโตของขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะแลง จะเห็นวาความยาวรากที่วัด
ไดในแตละสัปดาหมีความผันแปรคอนขางสูง ซึ่งอาจเปนผลเนื่องมาจากการสุมเก็บตัวอยางของขาวไมไดใช
ตนขาวตนเดิมเพราะตองใชในการวัดน้ําหนักแหง จึงตองทําการสุมเก็บตัวอยางโดยใชขาวตนใหมในแตละ
สัปดาห และการเก็บตัวอยางขาวอาจใชจํานวนไมมากพอ  

ความยาวรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ไมมีความ
แตกตางกัน แตขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มีน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงรากมากกวาขาวสายพันธุเดิม
อยางมีนัยสําคัญทางสถติิ อาจเนื่องมาจากขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 อาจเกิดการแปรทางพันธุกรรมโดย
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สงผลตอ anatomy ของราก เชน อาจมีจํานวนรากฝอยเพิ่มมากขึ้น ทําใหขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 ตั้ง
ตัวไดเร็วกอนที่ความแลงจะมีผลตอ phenotype ของตนกลา 
 
2. การศึกษาปริมาณโพรลีนในใบของกลาขาวอายุ 22 วัน พันธุ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT-
171 เมื่อเติบโตในภาวะเค็ม หรือ ภาวะแลง 

ขาวพันธุ LPT123 และสายพันธุทนเค็ม LPT –171 มีปริมาณโพรลีนสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
ไดรับภาวะเค็ม โดยเมื่อตนขาวอายุ 22 วันไดรับภาวะเค็ม NaCl 0.5%(w/v) พบวาสายพันธุเดิม(LPT123) มี
ปริมาณโพรลีนสูงกวาสายพันธุทนเค็ม(LPT-171) อยางมีนัยสําคัญ    ซึ่งผลของปริมาณโพรลีนที่ไดจาก
การศึกษาชี้ใหเห็นวาโพรลีนอาจไมเกี่ยวของกระบวนการที่เกี่ยวของกับความสามารถในการทนเค็มของขาว
สายพันธุทนเค็มนี้  

จากผลการทดลองสายพันธุทนเค็มมีอัตรารอดตายและการเจริญเติบโตมากกวา แตปริมาณโพ
รลีนนอยกวาสายพันธุเดิม ทําใหผลการทดลองนี้นาจะสนับสนุนแนวคิดของ Lutts และคณะ (1996,1999) ซึ่ง
ทําการศึกษาเกี่ยวกับการสะสมโพรลีนในขาวพันธุทนเค็ม Nona Bokra และพบวาขาวพันธุทนเค็มมีการสะสม
โพรลีนที่ต่ํากวาขาวพันธุที่ไวตอความเค็ม( I Kong Pao) รวมทั้งปริมาณและการทํางานของเอนไซม OAT 
และ P5CR ไมสอดคลองกับโพรลีนที่สะสม จึงไดเสนอแนวคิดวา การสะสมโพรลีนในขาวเมื่อไดรับภาวะเค็ม
นั้นเปนสัญญาณวาขาวมีความเสียหายเนื่องจากภาวะเค็ม  อยางไรก็ดี รายงานตางๆอีกหลายชิ้นก็ไดเสนอ
บทบาทของโพรลีนตอการเพิ่มความสามารถในการทนเค็ม (Delauney and Verma, 1993; Hare and Cress, 
1997)  

ผลการเจริญเติบโตชี้ใหเห็นวาขาวสายพันธุทนเค็มนาจะมีการรักษาปริมาณน้ําในเนื้อเย่ือได
ดีกวาทําใหคาดวา osmotic stress ภายในเซลลของสายพันธุทนเค็มเกิดนอยกวา ซึ่งอาจเปนไปไดวาการ
ปรับตัวของขาวสายพันธุนี้เปนการสะสมไอออนหรือ Osmolyte ตางๆ ไวใน vacuole และ cytosol เพ่ือปรับ
คาออสโมติก (Flowers et al., 1977) 

ภายใตภาวะแลงพบวามีการสะสมโพรลีนในขาวทั้งสองพันธุ/สายพันธุเพ่ิมขึ้นนอยกวาในภาวะ
เค็มมาก การเพิ่มขึ้นดังกลาวในขาว LPT-171 มีแนวโนมที่จะเกิดขึ้นไดรวดเร็วกวาและมากกวาในขาว 
LPT123 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองของ วรัญญา คําปน (2541) และ ธนะกาญจน มญัชุพาณี 
(2543) ไดรายงานวา ขาวสายพันธุทนจะมีความสามารถในการสะสมโพรลีนภายใตภาวะขาดน้ําไดมากกวา
ขาวพันธุเดิมซึ่งไมทน แตในการทดลองครั้งนี้พบวา ปริมาณโพรลีนสูงสุดของขาวสายพันธุทนและขาวพันธุ
เดิมนั้นมีคาสูงสุดที่ไมแตกตางกัน แสดงถึงความหลากหลายของกลไกในขาวที่ใชในการตานทานตอภาวะ
เครียด ซึ่งอาจมีความแตกตางกันขึ้นกับสายพันธุและพ้ืนฐานทางพันธุกรรมของแตละพันธุขาว 
 
3. การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีน ในขาวที่เจริญในภาวะเครียด 

ชิ้นสวน DNA ที่เพ่ิมจํานวนดวยวิธี PCR โดย primer P5CSa/P5CSs เพ่ือโคลนยีน 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 เนื่องจากผลการศึกษาลําดับนิ
วคลีโอไทดพบวามีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ Oryza sativa P5CS1 mRNA 
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(Accession number D49714) และ O. sativa (japonica cultivar-group) putative P5CS mRNA 
(Accession number NM190603) นอกจากนี้ ใน Arabidopsis พบวา P5CS gene มี 2 copies เชนกัน 
(Strizhov et al., 1997) 

Hur et al. (2004) ไดรายงานการทํางานของ OsP5CS1 (accession no. AK102633) และ 

OsP5CS2 (accession no. AK101230)โดยพบวา  OsP5CS1 มีการแสดงออกตลอดเวลาในทุกอวัยวะ 

ในขณะที่ OsP5CS2 แสดงออกมากในขาวที่โตเต็มที่ และคอนขางมีความจําเพาะใน stamen และ mature 
spiklet ซึ่งตางจาก OsP5CS1  

จากการศึกษาการแสดงออกของยีนทั้งสองโดยใช Northern blot analysis และใช genomic 
DNA ซึ่งเปน partial OsP5CS1 gene เปน probe สามารถตรวจสอบการแสดงออกของยีนทั้งสองได ดังที่
ปรากฏแถบขึ้น 2 ขนาด ประมาณ 2.7 และ 2.8 kb    ซึ่งแถบ ขนาด 2.8 kb ควรแสดงถึงการแสดงออกของ 
OsP5CS1 และ แถบขนาด 2.7 kb แสดงถึงการแสดงออกของ OsP5CS2 (ประมาณจากขนาดของ 
OsP5CS1และ OsP5CS2 (Hur et al., 2004)) ดังนั้นจะเห็นวาในขาวทั้งสองพันธุ/สายพันธุที่ทําการศึกษานี้
เมื่ออยูในระยะตนกลา (seedling) อายุประมาณ 15 วัน เมื่อไดรับภาวะเค็มมีการทํางานของ OsP5CS gene 
ที่แตกตางกัน โดยพันธุเดิมLPT123 ซึ่งมีความทนเค็มนอยกวาใชการทํางานผาน OsP5CS2 มากกวา 
OsP5CS1 ในขณะที่พันธุทนเค็ม  LPT-171 ทํางานผาน OsP5CS1 มากกวา OsP5CS2 ในชวง 2 สัปดาห
หลังจากไดรับภาวะเค็ม  ในการศึกษาของ Hur et al., (2004) พบวาในตนกลาอายุ 2 สัปดาห เมื่อไดรับ 
NaCl ที่ความเขมขน 250 mM ทั้ง OsP5CS1 และ OsP5CS2 ในใบมีการแสดงออกมากขึ้น อยางไรก็ดี ความ
แตกตางของการแสดงออกของยีนทั้ง 2 นี้อาจมีสาเหตุมาจากความแตกตางของพันธุ  เวลาที่ตรวจสอบการ
แสดงออก ตลอดจนระดับความเครียดที่พืชไดรับ 

ความแตกตางของ OsP5CS1 และ OsP5CS2 ในระยะตนกลานี้ ชี้ใหเห็นวา การควบคุมการ
แสดงออกของ ยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหโพรลีนที่ตอบสนองตอภาวะเค็ม คือ  OsP5CS1 และ 
OsP5CS2 มีการควบคุมที่แตกตางกันในขาว 2 พันธุ/สายพันธุ และการเกิด somaclonal variation ที่มีผลทํา
ให LPT123-TC 171 ซึ่งมีความสามารถในการทนเค็มและทนแลงสูงขึ้นนี้ มีความเชื่อมโยงกับระบบการ
ควบคุมการแสดงออกของกระบวนการตอบสนองที่เกี่ยวกับการสังเคราะหโพรลีนรวมดวย อยางไรก็ดี 
ลักษณะความแตกตางในการแสดงออกของยีนทั้งสองนี้ไมพบในการศึกษาการแสดงออกของยีน OsP5CS1 
และ OsP5CS2 ในตนกลาที่มีอายุมากขึ้น (22 วัน) 

ในภาวะแลงพบวา สามารถกระตุนการแสดงออกของ P5CS1 และ P5CS2 ไดทั้งสองยีนโดย
การแสดงออกสูงสุดพบในวันที่ 3 หลังจากไดรับภาวะแลง และยังพบวา การพน ABA จากภายนอกมีผลทําให
มีการแสดงออกของยีนทั้งสองไดนานขึ้น 

สําหรับการโคลน partial OAT gene ในขาวที่ทําการออกแบบ primer และ amplification จาก 
genomic DNA ของขาว ซึ่งได amplified fragment 5 ขนาด แตเมื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด และเปรียบเทียบ
ลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลแลวไมพบความคลายคลึงกับ OAT gene ซึ่งในการศึกษาดังกลาวไดมีการ
ทดลองเปล่ียน primer หลายครั้ง แตไมประสบความสําเร็จในการทํา partial cloning ของ OAT gene และ
เนื่องจากยังไมมีรายงานกลไกการทํางานของ OAT gene expression ในขาว และ เมื่อนํา putative OAT 
cDNA ไป blast ในฐานขอมูล EST ของ Rice GAAS (http://riceblast.dna.affrc.go.jp/) แลวเทียบกับ
ฐานขอมูลใน NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) พบวา มีความคลายคลึงเฉพาะ cDNA ที่เตรียมไดจาก 
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rice callus (accession no. AU069087) จึงเห็นวาการทํา partial OAT cDNA อาจสูญเปลาหากไมไดชวงการ

แสดงออกที่เหมาะสมมาใชในการศึกษา   
 อยางไรก็ดี จากชิ้นสวนของ amplified DNA ที่ได clone OAT 0.6 15_2 มีความคลายคลึงกับ 

transposon protein จึงมีสมมติฐานวา OAT gene ในขาวอาจมี insertion ของ transposon mutator (Mao et 
al., 2000) ซึ่งเปน transposon ที่พบไดใน Angiosperm (Lisch, 2002) และผานวิวัฒนาการการเคลื่อนยาย
ของ transposon ไปยังตําแหนงตางๆของ genome อาจมีสวนที่เปน OAT-like element ตามไปดวยทําใหใน
การทํา amplification จาก genomic DNA เปนไปไดยาก เพ่ือทดสอบสมมติฐานดังกลาว จึงออกแบบการ
ทดลองเพื่อเปรียบเทียบรูปแบบของ rice genomic DNA hybridization โดยใช OAT 0.6 15_2 ซึ่งมี 
homology กับ transposon protein และ OAT cDNA ของ Vigna acoutifolia เปน probe ซึ่งพบวา probe ทั้ง
สองใหรูปแบบของ hybridization ที่เหมือนกันทั้งใน genomic DNA ที่ไดจาก LPT123 และ genomic DNA ที่
ไดจาก LPT-171 (รูปที่ 13)  เพียงแตสัญญาณที่เกิดจาก hybridization ของ OAT cDNA จาก Vigna 
acoutifolia ใหสัญญาณที่ต่ํากวาทั้งนี้อาจเกิดจากเปน OAT gene จากตาง species จึงมี % homology นอย
กวา  ดังนั้น จึงเปนไปไดวา OAT gene ในขาวที่ทําการศึกษามีการแทรกของ mutator transposon ในชวง
ของ genome evolution ซึ่งทําให การทํา amplification ของ partial OAT gene จาก genomic DNA ประสบ
ปญหามาก 

ดังนั้น ในการศึกษาแสดงออกของ OAT gene expression จึงเปล่ียนแนวทางการศึกษาโดย
การใชการตรวจสอบกิจกรรมของ OAT โดยใช ninhydrin method (Kim et al., 1994) ซึ่งพบวา ขาวทั้งสอง
พันธุ / สายพันธุมีกิจกรรมของ OAT ในภาวะปกติ โดยขาว LPT123 มีกิจกรรมของ OAT ต่ํากวา LPT123-
171 และเมื่อไดรับภาวะเคม็ ก็แนวโนมมีกิจกรรมของ OAT เพ่ิมขึ้น โดย LPT123-171 มีการเพิ่มกิจกรรมของ
เอนไซม OAT ตั้งแต 24 ชั่วโมง หลังจากไดรับภาวะเค็ม สวน LPT123 มีกิจกรรมของ OAT เพ่ิมขึ้น หลังจาก 
72 ชั่วโมงภายใตภาวะเค็ม  มีขอสังเกตวา ในภาวะ non-stress ขาว LPT123-171 มี OAT activity สูงขึ้นนั้น
อาจเนื่องมาจากมีผลกระทบจากภายนอกบางประการที่กระตุนให ขาวสายพันธุดังกลาวมี OAT activity สูงขึ้น 
และจากลักษณะของขาวสายพันธุนี้คอนขางมี variation ของ OAT activity คอนขางสูง อยางไรก็ดีแนวโนม
ของ OAT activity ที่สูงขึ้นนี้ก็ไมไดทําให OAT activity ของขาวในชวงดังกลาวสูงกลาวชวงเวลาอื่นๆที่อยูใน
ภาวะ non-stress อยางมีนัยสําคัญ 

จากผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเห็นวา มีการใช ornithine เปนสารตั้งตนในการสรางโพรลีน ใน
สภาวะเครียดจากความเค็มในขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุ ที่ทําการศึกษา  และการชักนําใหมกีารแสดงออก
ของ P5CS genes ในภาวะเค็มก็เปนขอมูลท่ีแสดงถึงการใช glutamate เปนสารตั้งตนในการสะสมโพรลีนเมื่อ
ไดรับความเครียดจากความเค็ม  
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สรุปผลการวิจัย 
 

1. LPT-171 ซึ่งเปนขาวสายพันธุทนเค็มที่ไดจาก somaclonal variation มีความสามารถในการทนแลง
เพ่ิมขึ้นดวย ซึ่งคาดวาการเกิด mutation ในหลอดทดลองดังกลาวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในสวน
ของยีนที่ทําหนาที่รวมในกระบวนการทนเค็มและทนแลง 

2. ภาวะเค็มและภาวะแลงมีผลทําใหขาวมีการสะสมโพรลีนสูงขึ้น แตในภาวะเค็มแสดงระดับการสะสม
โพรลีนที่สูงกวา อยางไรก็ดีความสามารถในการสะสมโพรลีนไมยืนยันถึงความสามารถในการ
ทนทานตอภาวะเครียด แตอาจเปนเพียงอาการที่ตอบสนองตอภาวะเครียดเทานั้น 

3. Partial OsP5CS1 genomic clone -  P5CS_2KB  สามารถตรวจวัดการแสดงออกของทั้ง 
OsP5CS1 และ OsP5CS2 โดยการใช northern blot analysis ซึ่งพบวา ในตนกลาอายุ 15 วัน เมื่อ
ไดรับภาวะเค็ม LPT123 มีการแสดงอออกของ OsP5CS2 เพ่ิมขึ้น ในขณะที่ LPT-171 มีการ
แสดงออกของ OsP5CS1 เพ่ิมขึ้น  แตในตนกลาอายุ 22 วัน เมื่อไดรับภาวะเค็มและภาวะแลง ทั้ง 
OsP5CS1 และ OsP5CS2 มีการแสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นในขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุ 

4. การโคลน partial OAT gene จาก genomic DNA ไมสามารถทําได เน่ืองจาก OAT gene อาจเปน
ตําแหนงที่เคยไดรับ insertion จาก mutator transposon ใน genome evolution  

5. ภาวะเครียดจากความเค็มสามารถชักนําใหมี OAT activity สูงขึ้นในขาวทั้งสองพันธุ / สายพันธุ โดย 
ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT-171 มีการเพิ่มขึ้นของ OAT activity ภายใน 24 ชัว่โมงหลังจากไดรับ
ภาวะเค็ม ในขณะที่ ขาวไมทนเค็ม LPT123 มีการเพิ่ม OAT activity ใน 72 ชัว่โมง หลังไดรับภาวะ
เค็ม 

6. การสะสมโพรลีนเนื่องจากภาวะเครียดจากความเค็มในขาวมีการใชกระบวนการสังเคราะห ทั้ง 
glutamate pathway และ ornithine  pathway 
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ขอเสนอแนะ 
1. การสะสมโพรลีนที่ตอบสนองตอความเค็มในชวงอายุ 15 วันอาจไมสอดคลองกับความสามารถในการทน

เค็ม แตการทดลองนี้ไมสามารถสรุปไดสําหรับกลไกการทนเค็มในชวงอายุอื่นของขาว จึงควรมีการศึกษา
ที่ชัดเจน เนื่องจากเมื่อตางชวงอายุ ตางพันธุก็สามารถใชกลไกที่แตกตางกันได 

2. การทราบชวงการทํางานของ OAT activity อาจใชเปนขอมูลหากตองการศึกษาระดับโมเลกุลของ OAT 
gene ตอไป 
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