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บทคัดย่อ  

ยีน MIPS (Myo-inositol 1-phosphate synthase) เป็นยีนที่ควบคุมลักษณะที่พืชใช้ตอบสนองต่อ

ดินเค็ม ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ในอ้อย 3 พันธุ์ พบว่า มี

ขนาด 1533 นิวคลีโอไทด์ เมื่อแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 511 หน่วย เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดับ

นิวคลีโอไทด์พบว่ามี 12 ต าแหน่งที่แตกต่างกัน แต่กรดอะมิโนจะมีเพียง 2 ต าแหน่งเท่านั้นที่แตกต่างกัน เมื่อ

เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนนี้ในอ้อย 3 พันธุ์ที่ได้รับโซเดียมคลอไรด์ 100 และ 200 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 

5 วัน พบว่า การแสดงออกของยีนที่รากจะมีมากกว่าที่ใบ และพบว่าที่โซเดียมคลอไรด์ 100 และ 200 มิลลิโม

ลาร์ การแสดงออกของยีนดังกล่าวทั้งท่ีใบและรากของพันธุ์ไบโอเทค 2 จะมีการแสดงออกสูงที่สุดเมื่อเทียบกับ

พันธุ์อ่ืนที่ 5 วัน และ 2 วันหลังได้รับโซเดียมคลอไรด์ ตามล าดับ ความแตกต่างกันของล าดับนิวคลีโอไทด์และ

กรดอะมิโนรวมทั้งระดับการแสดงออกของยีนอาจมีความเก่ียวข้องกัน และอาจจะสามารถใช้เป็นแนวทางใน

การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด gene targeted marker เพ่ือใช้ช่วยคัดเลือกอ้อยที่ทนทานต่อดินเค็มได้ 

 

Abstract 

MIPS (Myo-inositol 1-phosphate synthase) gene is a gene that plants use for 
responding to saline soil. The objective of this study was to clone of MIPS from 3 sugarcane 
genotypes. It revealed that the full length of the gene contains 1533 nucleotides which 
encoded for 511 amino acid residues. There are 12 nucleotide positions and 2 amino acid 
residues different among 3 sugarcane genotypes. The expression levels of MIPS in the three 
sugarcane cultivars subjected to salt stress for 5 days were also compared. It was indicated 
that the expression levels of the gene in roots were higher than those in leaves. At 100 and 
200 mM NaCl the expression levels of the gene in leaves and roots of Biotech 2 were highest 
at day 5 and day 2 of stress, respectively. The variation in nucleotide and amino acid 
sequences and the expression levels of the gene may be related. This will be a promising for 
gene targeted marker development for selection of salt tolerance sugarcane.  
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บทน า 

1. ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

อ้อยเป็นพืชไร่เศรษฐกิจที่ส าคัญของไทยชนิดหนึ่ง ในประเทศไทยมี 47 จังหวัดที่มีการปลูกอ้อย 
(Sriroth et al., 2016)  โดยพื้นที่ท่ีปลูกอ้อยทั้งประเทศในปีการผลิต 2558/2559 มีประมาณ 11.01 ล้านไร ่
ภาคตะวันออกก็เป็นอีกภาคที่มีการปลูกอ้อย โดยเฉพาะใน จ.สระแก้วมีพ้ืนที่ปลูกอ้อยถึง 419,283 ไร่ หรือคิด
เป็น 66% ของพ้ืนที่ปลูกในภาคตะวันออก สระแก้วจึงนับเป็นจังหวัดที่มีพ้ืนที่ปลูกอ้อยมากท่ีสุดในภาค
ตะวันออก โดยผลผลิตอ้อยเฉลี่ยของจังหวัดสระแก้วและภาคตะวันออกอยู่ที่ 9.39 และ 9.12 ตันต่อไร ่
ตามล าดับ (ส านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้ าตาลทราย, 2559)  ซึ่งถือว่าต่ าเพราะศักยภาพของพันธุ์อ้อยที่
ปรับปรุงและส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกสามารถให้ผลผลิตได้มากกว่า 15 ตันต่อไร่ สาเหตุที่ส าคัญสองประการที่
ท าให้ผลผลิตอ้อยในภาคตะวันออกอยู่ในเกณฑ์ที่ต่ า คือ การขาดแคลนน้ าชลประทานท าให้พ้ืนที่ปลูกมีความ
แห้งแล้ง และพ้ืนที่ปลูกบางส่วนเป็นดินเค็ม ในอดีตดินเค็มนั้นเกิดเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ แต่
ปัจจุบันปัญหาดินเค็มได้แพร่กระจายไปยังพ้ืนที่บางส่วนของภาคเหนือ ภาคกลาง รวมทั้งภาคตะวันออกด้วย ซึ่ง
ดินเค็มนี้เป็นผลมาจากการใช้น้ าชลประทานที่ไม่ถูกต้อง รวมทั้งการขุดบ่อเก็บกักน้ าในแถบที่มีชั้นตะกอนเกลือ
สะสมอยู่ใต้ดิน ซึ่งจะท าให้เกิดการละลายเกลือออกมาอยู่ในน้ าใต้ดิน และเมื่อผิวดินแห้งน้ าที่มีเกลือละลายอยู่
จะแทรกซึมข้ึนสู่ผิวดิน ท าให้มีการน าพาเกลือขึ้นมาสะสมในดินบนมากข้ึนเรื่อย ๆ ซึ่งพ้ืนที่ดินเค็มจะส่งผล
กระทบต่อผลผลิตอ้อยเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อเกิดภาวะแห้งแล้งจะยิ่งท าให้ผลกระทบจากดินเค็ม
เพ่ิมมากข้ึนด้วย ภาวะความเค็มและความแห้งแล้งจะท าให้มีความเข้มข้นของเกลือในระดับสูง จะท าให้สมดุล
ของไอออนต่าง ๆ เปลี่ยนแปลงไป เช่น สมดุลของ Na+, K+, Ca2+ และ Cl- มีผลต่อแรงดันออสโมติกท าให้เกิด
เป็นพิษต่อเซลล์  ดังนั้นพืชจึงต้องพยายามรักษาสมดุลไอออนและปรับแรงดันออสโมติค 

การเพ่ิมผลผลิตอ้อยที่ปลูกในพ้ืนที่ดินเค็มสามารถท าได้โดยการปรับปรุงสภาพดินเค็ม แต่การปรับปรุง
ดินดังกล่าวต้องใช้เวลานาน ค่าใช้จ่ายสูง และต้องใช้ความรู้ทางวิชาหลายแขนงเข้าร่วมอย่างมาก และอีกวิธีหนึ่ง
คือการปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนทานต่อดินเค็มมากขึ้น อ้อยที่ได้รับการปรับปรุงพันธุ์นี้จะสามารถเจริญเติบโต
และให้ผลผลิตได้ในระดับที่น่าพอใจแม้จะปลูกในดินที่เป็นดินเค็มก็ตาม แต่การปรับปรุงพันธุ์อ้อยโดยวิธีการ
มาตรฐาน (conventional breeding) ใช้เวลานาน และค่าใช้จ่ายสูง อีกท้ังอาจประสพความส าเร็จได้ยาก 
เนื่องจากต้องมีแหล่งพันธุกรรมของอ้อยที่ทนทานต่อดินเค็ม ดังนั้นจึงมีน าเทคโนโลยีชวีภาพเข้ามาค้นหายีนที่
อ้อยใช้ตอบสนองต่อความเค็ม การแยกและการโคลนยีนบางยีนที่ส าคัญและเกี่ยวข้องกับกระบวนการการ
ตอบสนองต่อความเค็ม จึงเป็นขั้นตอนที่ส าคัญขั้นแรกที่จ าเป็นจะต้องท า เมื่อทราบว่าอ้อยใช้ยีนชนิดใด
ตอบสนองต่อความเค็มแล้วจึงเป็นขั้นตอนที่จะใช้ประโยชน์จากยีนที่ค้นพบนั้น แนวทางหนึ่งที่จะใช้ประโยชน์
จากยีนที่ค้นพบคือ การพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิดที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับลักษณะที่ยีนนั้นควบคุม
อยู่ เพ่ือใช้ในการคัดเลือกต้นหรือพันธุ์ที่มีความทนทานต่อดินเค็ม การใช้เทคนิคทางอณูวิทยาในการปรับปรุง
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พันธุ์อ้อยให้ทนเค็มมากข้ึน จึงเป็นแนวทางปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนทานต่อสภาพดินเค็มได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
และเป็นการเพ่ิมผลผลิตอ้อยที่ง่ายและประหยัดที่สุด 

 

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

    2.1 ศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ ล าดับกรดอะมิโนและโคลนยีน MIPS (Myo-inositol 1-Phosphate 
Synthase) ที่อ้อยใช้ตอบสนองต่อสภาพดินเค็ม  
    2.2 ศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีน MIPS ที่โคลนได้ในอ้อย เพ่ือเป็นแนวทางการใช้ประโยชน์จากยีน
ดังกล่าวในการปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนดินเค็มในอนาคต 

3. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

  การวิจัยนี้จะให้สภาพแวดล้อมที่เลียนแบบสภาพดินเค็มโดยการใช้สารละลายธาตุอาหารที่เติมเกลือ 
NaCl ความเข้มข้น 100 และ 200 mM  เพ่ือให้อ้อยอยู่ในสภาพเครียดคล้ายที่เกิดจากดินเค็ม  สภาพดังกล่าว
จะกระตุ้นให้ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อความเค็มแสดงออกเพ่ือความอยู่รอดของพืชเอง โดยอ้อยที่ใช้ใน
การทดลองนี้มี 3 สายพันธุ์ คือ อ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูกและลูกผสมระหว่างอ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก จากนั้น
จึงสกัด total RNA ที่ประกอบไปด้วย mRNA ของยีนที่แสดงออกในสภาพดินเค็มปะปนอยู่ด้วย แล้วจึงเปลี่ยน 
mRNA ให้เป็น cDNA โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยีน MIPS ในพืชหลายชนิด เพ่ือให้จ าเพาะกับยีน MIPS 
ในอ้อย ซึ่งยีน MIPS นี้จะท าหน้าที่เก่ียวข้องกับส่งสัญญาณการแลกเปลี่ยนและจัดเก็บออกซิน (auxin) การ
สังเคราะห์ phytic acid และการสร้างสารส าคัญในกลุ่มน้ าตาล inositol คือ myo-inositol ที่จะถูกสังเคราะห์
เมื่อพืชได้รับสภาวะเครียดจากท้ังสภาวะความแล้ง และความเค็ม โดยจะปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์โดยการท าให้เกิด
การสะสม myo-inositol ในสารละลายเพื่อช่วยในการควบคุมแรงดันออสโมติก หลังจากนั้นใช้ปฏิกิริยา RT-
PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน MIPS เมื่อได้ cDNA บางส่วนของยีน MIPS แล้วจึงน ามาศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
เหลือเพ่ือให้ได้ครบทั้งยีน โดยเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนที่ได้กับฐานข้อมูลสาธารณะเพ่ือบ่ง
บอกชนิดและหน้าที่ของยีน และตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิค real-time PCR เพ่ือน าข้อมูลมา
ใช้ในการคัดเลือกต้นอ้อยที่ทนทานต่อดินเค็มต่อไป 

4. ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

 สมมุติฐานของการวิจัยนี้คือ พืชสามารถปรับตัวให้ทนต่อสภาพเค็มหรือสภาพแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมอ่ืนๆ ได้นั้น จะขึ้นอยู่กับการแสดงออกของยีน ซึ่งการแสดงออกได้มากน้อยเร็วหรือช้า อาจขึ้นอยู่
กับความแตกต่างขององค์ประกอบของยีนที่มีอยู่ในสายพันธุ์พืชที่ทนทานและอ่อนแอ เช่น ล าดับของนิวคลี
โอไทด์ในส่วนของยีนที่แตกต่างกัน ความแตกต่างกันของส่วนโปรโมเตอร์ ความแตกต่างกันของ 
transcription factor ยีนที่ควบคุมการล าเลียงโปรตรอนแลกกับโซเดียมและแคลเซียมไปสู่แวคคิวโอล 
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(vacuole ATPase) หรือ ยีนควบคุมกลไกแรงดันออสโมซิสภายในเซลล์เพ่ือป้องกันการสูญเสียน้ า โดยการที่
พืชสังเคราะห์และสะสมสารพวก osmolytes การทราบชนิดของยีนและล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการตอบสนองต่อความเค็ม จะท าให้เข้าใจถึงกระบวนการท างานของพืชที่ทนทานหรืออ่อนแอต่อดินเค็ม
ได้ ซึ่งสามารถน าข้อมูลที่ได้ใช้เป็นแนวทางในการค้นหา ปรับปรุง และคัดเลือกพันธุ์หรือสายพันธุ์อ้อยที่มี
ความทนทานต่อดินเค็มได้อย่างถูกต้อง แม่นย า และมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 

5. การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 

ความเค็ม (salinity) เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท าให้ผลผลิตของพืชลดลง เนื่องจากความเค็มจะไปยับยั้ง
กระบวนการเมทาบอลิซึมต่างๆที่มีเอนไซม์เข้ามาเกี่ยวข้อง ดังนั้นจะเห็นได้ว่าพืชบางชนิดสามารถปรับตัวเพ่ือให้
อยู่รอดหรือเติบโตในสภาวะเค็มนี้ได้ การทนเค็มของพืชเป็นความสามารถที่พืชจะเจริญเติบโตและมีวงจรชีวิต
สมบูรณ์ในสภาวะเค็มที่มีความเข้มข้นของเกลือสูงในบริเวณราก พืชแต่ละชนิดมีความสามารถในการทนเค็ม
ต่างกัน โดยมีปัจจัยหลายอย่างที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มของพืชเช่น พันธุกรรมของพืช ชนิดของเกลือ 
สภาพแวดล้อม สภาพของดิน และช่วงระยะการเจริญเติบโตและพัฒนาของพืช พืชส่วนใหญ่มีผลผลิตลดลงเมื่อ
สารละลายดินมีค่าการน าไฟฟ้า (ECe) มากกว่า 2 dS/m พืชบางชนิดทนเค็มได้ถึง 4-8 dS/m แต่เมื่อระดับ
ความเค็มสูงถึง 16 dS/m พืชเกือบทุกชนิดแสดงอาการที่ได้รับผลกระทบอย่างรุนแรง เมื่อพืชไม่ทนเค็มหรือทน
เค็มน้อยได้รับผลกระทบจากความเค็มจะแสดงอาการคล้ายกับการที่พืชขาดน ้า เช่น ชะงักการเจริญเติบโต ใบ
ห่อลงเพ่ือลดการคายน ้าทางปากใบ พืชบางชนิดอาจมีสีเขียวเข้มแกมน ้าเงิน (bluish green) มากกว่าพืชที่ขึ้น
ในดินปกติที่ปลูกในสภาพคล้ายคลึงกัน สีของใบพืชเปลี่ยนไปโดยจะเข้มกว่าปกติเนื่องจากใบมีคลอโรฟิลล์มาก 
และมีสารเคลือบใบ (cuticle) หนาเพ่ือลดการสูญเสียน ้า ขณะที่ในบางพืชอาจพบอาการปลายใบไหม้ (tip 
burn) เกิดจุดประ (mottles) บนใบ ใบม้วนและใบเหลืองเนื่องจากขาดคลอโรฟิลล์ ใบเปลี่ยนเป็นสีน ้าตาล 
ปลายใบและขอบใบแห้งกรอบ (กรมพัฒนาที่ดิน, ม.ป.ป. ) 

ภายใต้สภาวะเค็ม พืชจะเกิดความเครียดในรูปแบบต่าง ๆ มีผลท าให้การเจริญเติบโต ผลผลิต และ
คุณภาพของพืชลดลง (Zhu, 2001) ได้แก่  

1) ionic stress เกิดเนื่องจากความเป็นพิษของไอออนบางชนิดที่พืชดูดเข้าไปสะสมมากเกินความ
ต้องการท าให้ไปยับยั้งการท างานของธาตุอาหารอ่ืนๆได้ เช่น Na+และ Cl- จะไปยับยั้งการดูดซึมธาตุอาหารที่
จ าเป็นต่อพืช เช่นโพแทสเซียม  แคลเซียม ท าให้เกิดความเครียดเนื่องจากการขาดธาตุอาหารพืชร่วมด้วย  เมื่อ
สมดุลของน้ าและไอออนทั้งในระดับเซลล์และต้นพืชถูกรบกวนท าให้แสดงลักษณะอาการขอบใบไหม้ และ
ลุกลามเข้าเส้นกลางใบ และการเปลี่ยนแปลงสมดุลของน้ าและไอออนจะน าไปสู่การท าลายเซลล์ 
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2) osmotic stress เกิดจากการลดลงของค่าพลังงานความเข้มข้นของน้ าในดิน (osmotic 
potential) เนื่องจากการที่มีเกลือละลายอยู่ ส่งผลให้เซลล์พืชมีอาการขาดน ้าและอาจถึงตายได้ เพราะน ้าจะ
ไหลจากบริเวณท่ีมีความต่างศักย์สูง (เกลือเจือจาง) ไปสู่บริเวณท่ีมีความต่างศักย์ท่ีต ่ากว่า (เกลือเข้มข้น) และ
หากสารละลายในดินเข้มข้นกว่าในพืช  ความเป็นประโยชน์ของน ้าในดินจะลดลง ท าให้พืชไม่สามารถดูดน ้าจาก
ดินได้ ซึ่งเป็นผลสืบเนื่องมาจากการขาดน้ า  

3) oxidative stress ซึ่งมีผลให้เมมเบรนเสียสภาพ  เกิด metabolic toxicity และยับยั้งการ
สังเคราะห์แสง ท าให้การเจริญเติบโตและการพัฒนาของพืชลดลงและอาจท าให้พืชตายในที่สุด  

เมื่อพืชเจริญอยู่ภายใต้ภาวะที่มีความเค็มมักแสดงอาการหรือมีการตอบสนองได้หลายรูปแบบทั้งนี้
ขึ้นอยู่กับพันธุกรรมของพืช ระดับความเป็นพิษของไอออนและสภาพแวดล้อมที่พืชขึ้นอยู่ งานวิจัยส่วนใหญ่
ประเมินความสามารถในการทนเค็มของพืชโดยใช้อัตราการอยู่รอดของพืชหรือใช้น้ าหนักแห้งของพืชเป็นเกณฑ์ 
(Munns, 2002) เช่นการศึกษาใน bread wheat (Triticum aestivum L.) พบว่าพันธุ์ที่ไม่ทนต่อความเค็ม 
(เกลือ NaCl) อัตราการเจริญเติบโตจะลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงแรกของการได้รับเกลือผลกระทบเกิดขึ้น
โดยตรงต่อการสะสมน้ าหนักต้นและผลผลิตของเมล็ดซึ่งเกิดจากความเครียดออสโมติกโดยพันธุ์ที่ทนเค็มผลผลิต
เมล็ดลดลงเนื่องจากขนาดเมล็ดลดลงในขณะที่พันธุ์ไม่ทนเค็มเกิดจากจ านวนเมล็ดลดลง  (Rahnama et al., 
2011) นอกจากนี้ในพืชสกุลข้าวฟ่าง (Sorghum) มีการศึกษาภายใต้ระบบ hydroponic พบว่าเมื่อพืชอยู่ใน
สภาพเค็ม (เกลือ NaCl) การเจริญเติบโตของพืชลดลงโดยน้ าหนักแห้งของพืชลดลงอย่างมากโดยเฉพาะน้ าหนัก
ใบและในพันธุ์ที่ทนเค็มพบว่าน้ าหนักแห้งของรากเพ่ิมข้ึนเมื่อเทียบกับพันธุ์ไม่ทนเค็ม (Chaugool et al., 2013) 

โดยทั่วไปอ้อยปลูกสามารถทนเกลือได้เพียงประมาณ 1.7 ds/m  หรือน้อยกว่า 0.1 เปอร์เซ็นต์ของ
เกลือในดิน ซึ่งจัดว่าเป็นพืชที่ไม่ทนเค็ม (moderately sensitive) (FAO, n.d.) ดังนั้นเมื่อปลูกอ้อยในสภาพดิน
เค็ม จะมีอาการไหม้ที่ปลายยอด ใบด่างเหลือง ผลผลิต จ านวนใบ การขยายตัวของใบและขนาดของใบลดลง 
จ านวนล าต่อกอน้อยมีข้อถี่และปล้องสั้นกว่าอ้อยที่ปลูกในสภาพปกติ (Abdul et al., 1997; Kumar et al., 
1994) แต่ในอ้อยชนิดอื่น ได้แก่ Saccharum arundinaceum, S. robustumและ  S. spontaneum  มี
ข้อมูลว่าสามารถทนเค็มได้ (USDA-ARS U.S. Salinity Laboratory, 2013) 

เมื่อพืชได้รับสภาพเครียดจากความเค็ม พืชจะมีการปรับตัวเพ่ือให้สามารถอยู่รอดได้ในสภาวะ
เครียดดังกล่าว ซึ่งกลไกที่ท าให้พืชปรับตัวและอยู่รอดได้ในสภาพเค็มในพืชมีหลายรูปแบบ เช่น  

1) ความสามารถในการปรับตัวของเซลล์ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกิด ion homeostasis และ การปรับ
ลดค่าแรงดันออสโมติก โดยการสร้างสาร osmolytes เมื่อเผชิญกับความเครียดจากสภาวะเค็ม (Cavalieri, 
1983)  นอกจากนี้พืชยังมีกลไกการจัดเก็บโซเดียมเข้าสู่แวคคิวโอล ต้องอาศัยการท างานของตัวสูบโปรตรอน 
ได้แก่ vacuole (V-ATPAase), plasma membrane (P-ATPAase), vacuolar pyrophosphatase 
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membrane (V-PPase) และ ขบวนการ secondary transport ได้แก่ Na+/K antiporter  และ 
Ca2+/H+antipoter (CAX)   

2) ความสามารถในการควบคุม ซ่อมแซม หรือบรรเทาความเสียหายที่เกิดจากความเครียดจาก
สภาวะเค็ม ซึ่งมักพบในพืชที่มีถ่ินก าเนิดในสภาพที่เป็นดินเค็มหรือบึงน้ าเค็ม เช่น กลไกการขับเกลือส่วนเกินมา
ไว้ที่ผิวของใบโดยผ่านกระบวนการ ion exclusion  หรือการกระจายเกลือไปเก็บไว้ตามส่วนต่าง ๆ ของพืช 
หรือการอวบน ้า (succulent) พืชบางชนิดมี salt regulator ท า ให้พืชดูดน ้าพองออก (swell) เมื่อเกลือเข้าไป
ในพืช ท า ให้ความเข้มข้นของเกลือในเซลล์ไม่เพ่ิมขึ้น หรือใบพืชมีสารเคลือบผิว (wax) เพ่ือลดการสูญเสียน ้า 
(Bradley and Morris, 1991)  

3) กลไกการหลีกเลี่ยงเกลือ เพ่ือให้เกลือเข้าไปในต้นได้น้อยที่สุด เพ่ือให้พืชสามารถเจริญเติบโตใน
พ้ืนที่ดินเค็มได้ เช่น การยืดเวลางอกหรือเวลาแก่ หยุดกิจกรรมเพ่ือการเจริญเติบโตจนกว่าสภาพแวดล้อมจะ
เหมาะสม (กรมพัฒนาที่ดิน, ม.ป.ป.) 

กลไกที่แตกต่างกันเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าพืชมีวิวัฒนาการหลากหลายรูปแบบเพื่อให้สามารถอยู่รอดได้
ภายใต้สภาวะที่มีเกลือสูง และสะท้อนให้เห็นว่ามียีนที่ควบคุมกลไกการท างานเหล่านี้ด้วยเช่นกัน  

ในปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคทางชีวโมเลกุลต่าง ๆ มาใช้ในการศึกษาและจ าแนกยีนที่เก่ียวข้อง หรือ
ตอบสนองต่อสภาวะเค็ม เช่น การทดลองใช้เครื่องหมายโมเลกุล RAPD หาต าแหน่งยีนทนเค็มในมะเขือเทศ 
และได้ความสัมพันธ์ของเครื่องหมายโมเลกุลต่อลักษณะทนเค็มในช่วงระยะการงอกของเมล็ด (Fooland and 
Chen, 1998) หรือหาความสัมพันธ์ของเครื่องหมายโมเลกุล RFLP กับลักษณะทนเค็มในข้าวสาลี (Dubcovsky 
et al., 1996) ข้าว (Flowers et al., 2000) การจ าแนก stress-specific transcripts ในสภาวะเค็มโดยการ
หา expressed sequence tag (EST) เช่น การหาล าดับเบสของ 780 EST ของเซลล์แขวนลอยในข้าวที่ได้รับ
ภาวะเค็ม พบว่ามีการแสดงออกของเอ็นไซม์หลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับ glycolysis, tricarboxylic acid cycle  
และ ATP product (Umeda et al., 1994) หรือ EST จากพืชทนเค็ม M. crystallinum พบว่าต้นที่ได้รับ
สภาพเครียดมีการแสดงออกของยีนมากกว่าต้นที่ไม่ได้รับสภาพเครียดประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ (Cushman et 
al., 1999)  

               ความสามารถในการปรับตัวของเซลล์เพื่อให้สามารถปรับตัวอยู่ในสภาพเค็มได้นั้นเกี่ยวข้องกับ
หลายกลไก การปรับลดค่าแรงดันออสโมติกก็เป็นอีกกลไกหนึ่งที่มีความส าคัญ โดยพืชจะท าการสร้างสาร 
osmolytes เมื่อเผชิญกับความเครียดจากสภาวะเค็ม (Cavalieri, 1983) การสะสมสารที่อยู่ในกลุ่มของ 
osmoprotective compounds ซึ่งเป็นที่รู้จักในชื่อ compatible solutes เป็นโมเลกุลของสารอินทรีย์ ขนาด
เล็กที่ไม่มีพิษต่อกระบวนการเมตาบอลิซึม ประกอบด้วยสารหลายชนิดเช่น proline, glycine betaine, 
polyols, sugar alcohols และ soluble sugars โดยสารเหล่านี้จะช่วยรักษาสภาพโปรตีนและโครงสร้างของ
เซลล์ และยังสามารถเพ่ิมแรงดันออสโมติกในเซลล์ กลไกควบคุม osmotic pressure ของเซลล์ให้เหมาะสม
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โดยการสะสมสารออสโมไลท์  เช่นเดียวกับน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว เช่น กลูโคส และฟรุกโตส สามารถปลดปล่อย
จากแป้ง และฟรุกโตส เพ่ือใช้ในการตอบสนองต่อความเครียด และเม่ือความเครียดหายไปน้ าตาลเหล่านี้ก็จะ
สามารถกลับคืนสู่รูปเดิมโดยกระบวนการรีโพลีเมอร์ไลซ์ (Chen and Norio, 2002) สารออสโมไลต์ ที่ส าคัญ 
เช่น  myo-inositol เป็นสารในกลุ่ม osmoprotectant คือ น้ าตาลโพลีออล เช่น กลีเซอรีน แมนนิทอล ซอลบิ
ทอล และซูโครส ซึ่งถูกสังเคราะห์มาจาก D-glucose-6-P ท าหน้าที่เป็นสารตั้งต้นในการสร้างเนื้อเยื่อเมม
เบรนรวมทั้งการส่งสัญญาณในการป้องกันเซลล์พืชจากสภาวะเครียด เมตาบอลิซึมของพืชซึ่งเป็นปฏิกิริยาการ
ย่อยกลูโคส และเป็นแหล่งของคาร์บอนในช่วงแรกของกระบวนการงอก (Rathinasabapathi, 2000; Karner 
et al., 2004) ปฏิกิริยา isomerization และ methylation ของ myo - inositol ได้อนุพันธ์ต่างๆ เช่น O-
methyl inositol, sequeoyitol, bornesitol, pinitol และ ononitol ใช้เป็น signal transduction ของ
เซลล์พืช (Gillaspy, 2011) และท าหน้าที่ส่งสัญญาณที่เก่ียวข้องกับฟอตเฟตที่ท าหน้าที่ควบคุมยีนและเอนไซม์
ที่จ าเป็นต่อการเผาผลาญธาตุอาหาร ซึ่งมีส่วนเกี่ยวข้องในการรักษาเสถียรภาพของเซลล์ในการป้องกันความ
เสียหายของเนื้อเยื่อและเอนไซม์ เพ่ือเพ่ิมความทนทานในพืชหลายชนิดที่ได้รับความเครียด 

Myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) เป็นเอนไซม์ ที่สามารถพบได้ทั้ง พืช สัตว์ และ เชื้อ
รา ส่วนใหญ่พบในพืชชั้นสูง เอนไซม์ MIPS เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยน glucose 6-phosphate เป็น myo-
inositol-1-phosphate หลังจากนั้น ถูกออกซิไดซ์ ด้วยเอนไซม์ชนิดที่สอง คือ myo-inositol -
monophosphatase (MIP)  ซึ่งเอนไชม์ MIP จะสังเคราะห์ด้วยปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชัน 
(dephosphorylation) ท าให้หมู่ฟอสเฟตถูกปลดปล่อย ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีน
ขนส่ง stress-related molecules มีบทบาท ส าคัญในการสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ (phospholipids) ซึ่งเกิดจาก
การรวมตัวของกลีเซอรอล (glycerol) 1 โมเลกุล กรดไขมัน (fatty acid) 2 โมเลกุล และกรดฟอสฟอริก 1 
โมเลกุล (phospholipids) นอกจากนั้นยังท าหน้าที่ส่งสัญญาณการแลกเปลี่ยนและจัดเก็บออกซิน (auxin) การ
สังเคราะห์ phytic acid และสารส าคัญในกลุ่มน้ าตาล inositol คือ myo-inositol จะถูกสังเคราะห์เมื่อพืช
ได้รับสภาวะเครียด Hegeman et al. (2001) รายงานว่า พบเอนไซม์ MIPS ในเมล็ดถั่วเหลืองในช่วงการ
พัฒนาของเมล็ด และระยะการสร้างใบเลี้ยง (cotyledonary) เพราะในระยะการเจริญนี้เกี่ยวข้องกับการ
เปลี่ยนแปลงของน้ าตาล glucose-6-phosphate เพ่ือเป็นแหล่งพลังงานในการเจริญเติบโต นอกจากนี้ยังพบว่า 
เอนไซม์ MIPS ตอบสนองต่อสภาวะความแล้ง และความเค็ม เพ่ือปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์โดยการท าให้เกิดการ
สะสม myo-inositol ในสารละลายเพื่อช่วยในการควบคุมแรงดันออสโมติก   
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       ภาพที่ 1  แสดงการสังเคราะห์ inositol 
ที่มา: Majee et al. (2004) 

Gajjeraman et al. (2011) ศึกษาอ้อยที่ปลูกในสภาพขาดน้ าแล้วท าการสกัดอาร์เอ็นเอเพ่ือท า 
library พบว่ามียีนที่มีการแสดงออกในสภาวะแล้ง และพบว่ามีการแสดงออกของยีน myo-inositol 1-
phosphate synthase ซึ่งสังเคราะห์ D-glucose-6-phosphate ท าหน้าที่ในการส่งสัญญาณในการสังเคราะห์
กรดไฟติก เพ่ือน าไป ใช้ในการเจริญเติบโต กระบวนการเมแทบอลิซึมต่าง ๆ 

Khurana et al. (2012) โคลนยีน MIPS ในข้าวสาลีด้วยเทคนิค RACE  PCR ได้ยีนขนาด 1,530 คู่
เบส จากการกระตุ้นด้วยอุณหภูมิสูง และตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค       RT-PCR พบว่า  
MIPS1 จะแสดงออกตลอดเวลา ส่วน MIPS2 จะแสดงออกเพ่ิมข้ึนเมื่อถูกกระตุ้น นอกจากนั้นยังพบว่ามีการ
แสดงออกในใบมากกว่าราก 

Chatterjee et al. (2006) ศึกษายีน MIPS ในหญ้า Porteresia coarctata (Roxb.) Tateoka 
ทดสอบความสามารถในการทนเค็มด้วยการถ่ายยีนนี้เข้าสู่ข้าวและยาสูบ จากผลการทดลองสามารถยืนยันได้ว่า
พืชที่ได้รับยีน MIPS สามารถทนเค็มได้  

ในอ้อยนั้นมีงานวิจัยหลายชิ้นที่พยายามโคลนบางส่วนของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการตอบสนองต่อ
ความเค็ม ซึ่งจะสามารถน ามาศึกษาต่อยอดได้ทันที อันจะเป็นประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์อ้อย และการ
พัฒนาเป็น specific marker ส าหรับใช้ในการคัดเลือกอ้อยทนเค็มได้ในอนาคต เช่นยีนในกลุ่ม histidine 
containing phosphotransferase (HPt) (ภัทราวดี, 2544) ยีน cysteine proteinase inhibitor (cystatin) 
(วรัญญา, 2546) และยีน vacuolar Na+/H+antipoter (SoNHX1) (ภวินท์, 2554)  
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การปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ต้านทานต่อดินเค็มสามารถท าได้ทั้งโดยวิธีการปรับปรุงพันธุ์แบบมาตรฐาน 
(conventional breeding) หรอืโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพที่จัดว่าเป็นเทคโนโลยีใหม่ แต่อย่างไรก็ตาม การ
ปรับปรุงพันธุ์พืชเศรษฐกิจให้ทนทานต่อดินเค็มโดยใช้วิธีการมาตรฐานประสพความส าเร็จในวงจ ากัด เนื่องจาก
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมมีจ ากัด (Ashraf and Akram, 2009) ดังนั้นการใช้เทคโนโลยีชีวภาพเข้าช่วย
ปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนทานต่อดินเค็มจึงมีโอกาสประสพความส าเร็จสูง โดยต้องเริ่มจากการค้นหาและศึกษาถึง
ยีนที่อ้อยใช้ตอบสนองเพ่ือการปรับตัวให้อยู่รอดในสภาพดินเค็มให้ได้ จะท าให้ทราบว่าอ้อยใช้กลไกชนิดใดเป็น
กลไกหลักในการปรับตัวเพ่ือความอยู่รอดในสภาวะดังกล่าว และเพ่ือให้สามารถใช้ประโยชน์จากองค์ความรู้นี้ไป
ประยุกต์เพ่ือการปรับปรุงพันธุ์อ้อยให้ทนทานดินเค็มในที่สุด 

6. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 6.1 ประโยชน์ในแง่วิชาการได้แก่ น าเสนอผลงานในวารสารวิชาการระดับชาติ หรือนานาชาติ อย่าง
น้อย 1 เรื่อง 

 6.2 ประโยชน์ในแง่การประยุกต์ การพัฒนาขึ้นเป็น specific marker หรือ gene targeted marker 
ที่ใช้ช่วยในการคัดเลือกอ้อยทนทานต่อดินเค็มได้ในอนาคต 

 6.3 หน่วยงานที่เกี่ยวข้องสามารถน าองค์ความรู้ที่ได้ไปใช้ได้ เช่น มหาวิทยาลัยและสถานการศึกษาที่มี
การศึกษาทางด้านวิทยาศาสตร์ เกษตรศาสตร์ และหน่วยงานที่มีหน้าที่ในการปรับปรุงพันธุ์อ้อย เช่น กรม
วิชาการเกษตร ส านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้ าตาล และผู้ที่สนใจทั่วไป 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 

อุปกรณ์ 

 1. อ้อยที่ใช้ศึกษาประกอบด้วยอ้อย 3 สายพันธุ์ คือ พันธุ์การค้า KPS 94-13 อ้อยป่า (Saccharum 
sapontaneum) และอ้อยลูกผสมระหว่างอ้อยปลูกและอ้อยป่า (พันธุ์ไบโอเทค 2) 

 2. อุปกรณ์ส าหรับการค้นหายีน และการแสดงออกของยีน MIPS 
 2.1  เครื่องแก้วต่าง ๆ เช่น ขวดแก้วขนาด 4 ออนซ์  บีกเกอร์ กระบอกตวง 
 2.2  หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave) 
 2.3  ตู้อบ (hot air oven) 
 2.4  เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH - meter) 
 2.5  เครื่องชั่งสาร (balance) 
 2.6  เตาไมโครเวฟ (microwave) 
  2.7  โกร่งบดตัวอย่าง  
 2.8  เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge)  และเครื่องกวนตะกอน (vortex®) 
 2.9  เครื่อง Thermal Cycler ส าหรับท าปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR)  
 2.10  ชุดเครื่องมือ gel documentation system พร้อมอุปกรณ์ถ่ายภาพเจล 
 2.11  ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  
 2.12  เครื่อง real time Biorad CFX96®.  
 2.13  เครื่อง NanoDrop รุ่น 8000 
    2.14  เครื่องเขย่า (shaker) 
    2.15  เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิได้ (refrigerated centrifuge) 
3. สารเคมีสารเคมีที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอและ สังเคราะห์ first stranded cDNA จากพืช 
4. สารเคมีตามสูตร Hoagland ส าหรับการปลูกอ้อยในสารละลายแบบ hydroponic  
5. สารเคมีและอุปกรณ์ส าหรับเตรียมอาหารสูตร LB ส าหรับโคลนยีน MIPS 

  6.  ไพรเมอร์ส าหรับโคลนยีน และตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
                ไพรเมอร์ส าหรับโคลนยีน full length  MIPS 

      MIPS F 5’  ATGTTCATCGAGAGCTTC 
      MIPS R 5’  TCACTTGTACTCCAGGATCAT 

                ไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
                 Mip RT (inositol) F 5’CCCCAAGTCCGTCAAGTACA 
                 Mip RT (inositol) R 5’CTTGGTCGCCCATGAGATCC 
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วิธีการ 

1. การเตรียมต้นอ้อย 

 1.1 การเตรียมต้นอ้อย ตัดต้นอ้อยทั้ง 3 พันธุ์ ได้แก่ พันธุ์การค้า KPS 94-13 พันธุ์ป่าและลูกผสม
ระหว่างอ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก ที่มีอายุประมาณ 8 เดือน โดยตัดเป็นท่อน แต่ละท่อนมีตาเพียงหนึ่งตา เพาะ
ท่อนพันธุ์อ้อยในกระบะที่ผสมทราย:ขี้เถ้าแกลบ ในสัดส่วน 1:1 โดยวางให้ส่วนตาอยู่ด้านบน รดน้ าให้ชุ่มทุกวัน
จนกว่าตาจะงอกเป็นต้นที่มีอายุประมาณ 1.5-2 เดอืน จึงน ามาล้างเอาวัสดุปลูกออกแล้วย้ายไปเลี้ยงในสภาพ 
hydroponic ในสารละลาย 1/10 Hoagland ปรับ pH เป็น 5.6 ในกระละมัง โดยตรึงต้นอ้อยบนแผ่นโฟมหนา 
2 นิ้ว แต่ละกระละมังมีอ้อยทั้ง 3 พันธุ์ๆ ละ 3 ต้น ปั๊มอากาศลงสู่สารละลายตลอดเวลา เพาะเลี้ยงอ้อยในสภาพ
ดังกล่าวเพ่ือให้อ้อยปรับตัวได้อย่างน้อย 2 สัปดาห์ โดยเปลี่ยนถ่ายสารละลายใหม่อย่างน้อยทุกๆ 5 วัน หลังจาก
นั้นน าต้นอ้อยทั้ง 3 พันธุ์ มาปลูกในสภาพเค็ม โดยเติมเกลือ NaCl ลงในสารละลายธาตุอาหารในความเข้มข้น 
200 mM เป็นเวลา 3 วัน แล้วน าไปสกัด total RNA เพ่ือใช้ในการค้นหายีนต่อไป 

2. การค้นหายีนที่อ้อยใช้ตอบสนองต่อความเค็ม  

    2.1 การสกัด total RNA โดยสกัด total RNA จากส่วนราก และใบอ่อนของอ้อยที่ได้รับความเค็มที่ 
200 mM เป็นเวลา  3 วัน ตามวิธีการของ Laksana and Sontichai (2015) ดังนี้ น าใบอ่อนและรากของอ้อย
พันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูกและลูกผสมระหว่างอ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูกมาบดในไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด ย้าย
ตัวอย่างที่บดแล้วลงหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม extraction buffer ที่ประกอบด้วย 2% CTAB, 2% 

PVP, 2M NaCl, 25mM EDTA และ 100 mM Tris-HCl pH 8.0 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วเติม β-
mercaptonethanol ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากันด้วย Vortex และบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาที เติม chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยเขย่า
แรงๆ แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูด
ส่วนใสใส่หลอดใหม่ แล้วเติม chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตรหนึ่งเท่าของปริมาตรส่วนใส 
ผสมให้เข้ากัน โดยเขย่าแรงๆ แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ แล้วเติม isopropanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ 5M 
NaCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาทีแล้วหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ที่เย็น
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วตากตะกอนประมาณ 10 นาที และละลายตะกอนด้วยการเติมน้ ากลั่นที่ผ่าน
การท าลายเอนไซม์ RNase (DEPC-dH2O) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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น า total RNA ที่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพและความเข็มข้นโดยการท าเจลอีเล็กโทรโพรีซีสด้วย 
1.5% อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาท ี

การก าจัดจีโนมิคดีเอ็นเอออกจากตัวอย่าง total RNA ท าโดยน า total RNA ที่สกัดได้ 1 ไมโครกรัม 
เติม 10X DNase I reaction buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร DNaseI ปริมาตร 1 ไมโครลิตร DEPC-dH2O 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วเติม 0.5 M EDTA 1 
ไมโครลิตร แล้วน ามาแช่ในน้ าแข็ง 1 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอ็นไซม์ DNase I แล้วท าการตรวจสอบผลการ
ก าจัดจีโนมิคดีเอ็นเอด้วยการท าเจลอีเล็กโทรโพรีซีสโดยใช้ 0.8% อะกาโรสใน 0.5X TBE buffer ที่ความต่าง
ศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 40 นาท ี

2.2 การสังเคราะห์ first strand cDNA จาก total RNA น า total RNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (1 
ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) ผสมกับ 100 µM oligo (dT)20ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10 mM dNTP ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วย DEPC-dH2O จนครบปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองขนาด 0.5 
มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และบ่มต่อที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 นาที จากนั้นเติม 5x reaction buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร RiboLock RNase inhibitor ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร 10 mM dNTP ปริมาตร 2 ไมโครลิตร Revert Aid M-MuL VRT ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมงและบ่มต่อที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
และน าไปแช่ในน้ าแข็ง 

2.3 การออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะเจาะจงกับยีน MIPS ซ่ึงเกี่ยวข้องในกระบวนการ
ตอบสนองต่อสภาพดินเค็มโดยใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูลสาธารณะ เช่น Genbank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) และโปรแกรมท่ีเกี่ยวข้องกับการออกแบบไพรเมอร์เช่น Primer3 จาก web site 
http://simgene.com/Primer3 เพ่ือใช้โคลนยีนดังกล่าวจากอ้อยที่ได้รับสภาพเลียนแบบดินเค็ม จากนั้นท า
ปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะเจาะจงกับยีนที่ออกแบบไว้เพ่ือสร้าง cDNA บางส่วนของยีน
เป้าหมาย MIPS-F1 และ  MIPS-R1  

2.4 clone cDNA บางส่วนของยีนเป้าหมายเข้าสู่ cloning vector  pGem-T easy จากนั้น 
transform เข้าสู่ E. coli แล้วสุ่มเลือก colony เพ่ือน าไปวิเคราะห์ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์และเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์กับข้อมูลสาธารณะเพ่ือบ่งชี้ยีนโดยการใช้โปรแกรม BLAST 
จาก www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/  

2.5 หา full length ของยีน จากนั้นจึงตรวจสอบล าดับนิวคลีไทด์และเทียบกับฐานข้อมูลอีกครั้ง เพ่ือ
ความถูกต้อง และการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ส่ง DNA คู่สมผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ท าให้บริสุทธิ์ไป
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1st BASE (First BASE Laboratories, Selangor DarulEhsan, Malaysia) 
แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่วิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS  และ Actin ที่มีการ

http://simgene.com/Primer3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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รายงานในฐานข้อมูลสากล ด้วยโปรแกรม BLAST จากเว็บไซต์ http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi  และ ท า 
phylogenic tree โดยใช้โปรแกรม clustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)และ 
Phylodendron (http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html) การวิเคราะห์ข้อมูลล าดับ
นิวคลีโอไทด์และ bioinfinformatics น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ full-length ของยีน MIPS ที่ได้ เปลี่ยนเป็น
ล าดับกรดอะมิโนด้วยโปรแกรม MEGA6 จากนั้นน าไปวิเคราะห์ multiple sequence alignment ด้วย
โปรแกรม Protein BLAST ในฐานข้อมูล GenBank  (www.blast .ncbi.nlm.nih.gov) และ ClustalW2 
(www.ebi.ac.uk) สร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA6 (bootstrap value 1,000 replicate) 
และวิเคราะห์ hydrophobic plot ด้วยโปรแกรม TMpred 
(www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) 

 2.6 ส่งข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ไปเก็บนฐานข้อมูล GenBank (National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), Madison, USA.) 

3. การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนโดยวิธี real-time PCR  

ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน MIPS ด้วยโปรแกรม primer 3 
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/ primer3plus.cgi/) โดยใชข้้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีนที่เป็น full length ที่หาได้ โดยก าหนดให้ DNA ที่เป็นผลผลิตของปฏิกิริยามีขนาด 150-200 คู่เบส 
จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยา real-time PCR กับ cDNA ของใบและรากที่สังเคราะห์จาก RNA ของอ้อยที่ได้รับ
สภาพเครียดจากเกลือโซเดียมตลอไรด์ 100 และ 200 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน โดยใช้ยีน GADPH 
(Accession number : CA254672) เป็นยีนอ้างอิง ท าปฏิกริยา real-time PCR ด้วยเครื่อง Mastercycler® 
ep realplex บริษัท Eppendorf ( Thailand )  ใช้น้ ายาชุด SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit บริษัท 
BIOLIN โดยการเติม 2X SensiFAST SYBR No-ROX  Mix ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แล้วเติม forward primer 
และ reverse primer ความเข้มข้นชนิดละ 10 มิลลิโมลาร ์ปริมาตรชนิดละ 0.4 ไมโครลิตร เติม first 
stranded cDNA ความเข้มข้น 300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และเติม DEPC - treated 
water ปริมาตร 3.2 ไมโครลิตร   

 

 

 

 
 

http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi%20%20และ
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)และ
http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/treeprint-form.html
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/
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ผลการวิจัย  

การค้นหายีนที่อ้อยใช้ตอบสนองต่อความเค็ม 

 การสกัด total RNA 

 น ารากและใบอ่อนของอ้อยพันธุ์การค้า (KPS 94-13) ทั้งท่ีไม่ได้รับสภาพเลียนแบบดินเค็มและที่

ได้รับความเค็มจากโซเดียมคลอไรด์ 200 มิลลิโมลาร์ นาน 0, 1, 2 และ 3 วันมาสกัด total RNA พบว่า 

สามารถสกัด total RNA ที่มีคุณภาพดีได้เพียงพอต่อการน าไปใช้ศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

 

ภาพที ่ 2 total RNA ที่สกัดได้จากราก (R1-R4) และใบอ่อน (L1-L4) ของอ้อยพันธุ์การค้า (KPS 94-13) ที่
ได้รับ NaCl นาน 0, 1, 2 และ 3 วัน ตรวจสอบด้วยวิธ ีelectrophoresis ใน 0.8% agarose ใช ้
0.5xTBE buffer ที่ 100 volt นาน 40 นาที) 

 
การสังเคราะห์ first strand cDNA 

 ใช้ first strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific) มีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร
ส่วนประกอบ Total RNA (1 ไมโครกรัม), 100 mM Oligo dT primer, 10 mM dNTP, dH2O, 5x Reaction 
buffer, RiboLockRNase Inhibitor, RevertAid M-MuLVRT  บ่มที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเติม RNase H 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร จากนั้นตรวจสอบประสิทธิภาพของ first strand cDNA โดยใช้เทคนิค PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ housekeeping gene (Actin) ดังนี้  
 

Actin-F: 5’-CGA AGG ATA TGC CCT TCC CC-3’  
Actin-R: 5’-ATA CGA TCA GCG ATG CCT GG-3’ 
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ใช้โปรแกรมในการท าปฏิกิริยาดังนี้ pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที จากนั้นท า 30 

รอบตั้งแต่ denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที annealing ที่ 58 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที และ รอบสุดท้ายเป็น final extension ที่ 72 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที ผลิตผลของปฏิกิริยาเป็น DNA ขนาด 200 bp การการท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์
ที่จ าเพาะกับยีน Actin ให้ผลผลิตเป็น DNA ขนาด 200 bp จริง (ภาพที่ 3) แสดงว่า first strand cDNA ที่
สังเคราะห์ข้ึนมีคุณภาพดี สามารถน าไปใช้ศึกษาในขั้นตอนต่อไปได้ 

                               
 
ภาพที่ 3 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ first strand cDNA ที่สังเคราะห์จาก total RNA จากอ้อยพันธุ์ KPS 

94-13 ที่ได้รับ NaCl 200 mM นาน 3 วัน เป็นแม่แบบและท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะกับยีน Actin ตรวจสอบด้วยวิธี Electrophoresis (0.8% agarose ใน 0.5xTBE buffer ที่ 
100 volt นาน 40 นาท)ี 
 
การค้นหายีน L- Myo-Inositol 1-Phosphate Synthase (MIPS) 
 
ออกแบบไพรเมอร์ชนิด degenerate ที่จ าเพาะกับยีน myo-inositol 1-phosphate synthase 

(MIPS) โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนอนุรักษ์ของยีน MIPS จากพืชชนิดต่าง ๆ เช่น ข้าวโพด (Zea mays) 
Accession number EU961709.1, ข้าวญี่ปุ่น (Oryza sativa Japonica) EU267961.1, Brachypodium 
distachyon (XM_003558559.2), ข้าวสาลี (Triticum aestivum) JN609219.1,  ข้าวบาเล่ย์ (Hordeum 
vulgare) AF056325.1,  Porteresia coarctata (AF412340), Spartina alterniflora (GU441843),  ข้าว
โอ๊ต (Avena sativa) AB059557 และไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับยีน Actin Accession number NM 
001136991 (Zea mays), AY742219 (Saccharum officinarum), XM 003569070 (Brachypodium 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_195623993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195623993?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4UHRU261015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169244418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169244418?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=4UHRU261015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/721624709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=4UHRU261015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/351767988?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=4UHRU261015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_3152730
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_3152730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3152730?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=4UHRU261015
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distachyon), GU290546 (Zoysia japonica) ที่ปรากฏในฐานข้อมูล Genbank ออกแบบไพรเมอร์ด้วย
โปรแกรม gentyx และ GeneDoc ดังนี้ 

 
 
Partial MIPS  Forward  : 5' TGCTGGAATHAAGCCCACCT 3'   

Reverse  : 5' TGAGGTAGCTCAGGATGGT 3' 
 
ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย first-strand cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10mM dNTP ปริมาตร 0.2 

ไมโครลิตร 50mM MgCl2 ปริมาตร 0.3 ไมโครลิตร Taq polymerase (invitrogen) 0.5 ไมโครลิตร 
10xreaction buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 10µM forward และ reverse ของไพรเมอร์ส าหรับยีน MIPS 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรให้ได้ 10 ไมโครลิตรด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ โดยใช้โปรแกรมในการท า
ปฏิกิริยา ดังนี้ preliminary denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที denaturing ที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาท ี
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท าซ้ าโปรแกรม denaturing ถึง extension 
จ านวน 30 รอบ แล้วตามด้วย final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณด้วยการท าอีเล็กโทรโพรีซีสใน 0.7% อะกาโรส ใน 0.5X TBE buffer ที่ความต่าง
ศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 35 นาที พบว่า เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 490 bp (ภาพที่ 3) 

 
เมื่อสกัด DNA จากเจลเพื่อน าไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ ได้ผลดังนี้ 

GTGGACTAACCCCTTTGGGTAACAACGATGGCATGAACCTGTCTGCCCCTCAAACATTCAGGTCCAAGGA
GATCTCCAAGAGCAATGTGGTGGATGACATGGTCTCAAGCAATGCTATCCTCTATGAGCCCGGCGAGCAT
CCCGATCATGTTGTTGTCATCAAGTATGTGCCGTATGTGGGAGACAGTAAGAGGGCTATGGATGAGTACA
CCTCCGAGATCTTCATGGGCGGCAAGAACACCATCGTGCTGCACAACACCTGTGAGGACTCACTACTCGC
CGCACCTATCATCCTTGATCTGGTGCTCCTGGCTGAGCTCAGCACCAGGATCCAGCTAAAAGCTGAGGGA
GAGGACAAGTTCCACTCCTTCCACCCGGTGGCCACCATCCTGAGCTACCTCA  
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M      1       2            

250 bp

500 bp

1000 bp

 
 
ภาพที ่4   ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ first strand cDNA ที่สังเคราะห์จาก total RNA จากอ้อยพันธุ์ 

พันธุ์การค้า (KPS 94-13) ที่ได้รับ NaCl 200 mM นาน 3 วัน เป็นแม่แบบและท าปฏิกิริยา PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ชนิด degenerated primer บริเวณอนุรักษ์ของยีน MIPS 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ ในฐานข้อมูลสาธารณะโดยใช้
โปรแกรมส าเร็จรูป BLASTN ในฐานข้อล NCBI พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์นี้มีความเหมือนกับยีน MIPS ในพืชถึง 
96% (ภาพที่ 5) 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ 5 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA ที่สังเคราะห์ได้โดยใช้ไพรเมอร์ชนิด 
degenerated primer จากบริเวณอนุรักษณ์ของยีน MIPS ของพืชต่าง ๆ ในฐานข้อมูล 
Genbank 
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จากนั้นออกแบบไพรเมอร์ชนิด degenerate primer เพ่ือค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 5’ ของ
สาย DNA ที่ได้จากการท า PCR ครั้งแรก โดยไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้เป็นดังนี้ 

MIPS3 F 5’  ATGTTCATCGARAGCTTY 
MIPS R 5’  GGRTGGAAGGARTGGAACTT 

 

 

 

 

 

 
 
 
ภาพที่ 6 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ first strand cDNA ที่สังเคราะห์จาก total RNA จากอ้อยพันธุ์การค้า

(KPS 94-13) ที่ได้รับ NaCl 200 mM นาน 3 วัน เปน็แม่แบบและท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพร 
เมอร์ชนิด degenerated primer เพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้าน 5’ 

 
เมื่อท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ first strand cDNA เป็นแม่แบบ ได้แถบ DNA ขนาดประมาณ 1,300 bp 

(ภาพที่ 6) และเมื่อน า DNA ดังกล่าวไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ ล าดับนิวคลีโอไทด์
ที่วิเคราะห์ได้มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ประกอบด้วยส่วน start codon ด้วย ดังนี้ 
ATGTTCATCGARAGCTTYCCGCGTGGAGAGCCCCCACGTTCGGTATGGCCCGACGGAGATCGAGTCGGAG
TACCGGTACGACACGACGGAGCTGGTGCACGAGGGCAAGGACGGCGCCTCCCGCTGGGTCGTCCGCCCC
AAGTCCGTCAAGTACAACTTCCGGACCAGCACCGCCGTCCCCAAACTCGGGGTGATGCTTGTGGGGTGGG
GAGGCAACAACGGGTCCACGCTGACGGCTGGGGTCATTGCCAACAGGGAGGGGATCTCATGGGCGACCA
AGGACAAGGTGCAGCAAGCAAACTACTTCGGCTCCCTCACCCAGGCCTCCACCATCAGAGTCGGCAGCTA
CAACGGGGAGGAGATCTATGCGCCGTTCAAGAGCCTCCTTCCCATGGTGAACCCAGACGACCTTGTGTTC
GGAGGCTGGGACATCAGCAACATGAACCTGGCTGATTCCATGACCAGGGCCAAGGTGCTGGACATTGACC
TGCAGAAGCAGCTCAGGCCCTACATGGAGTCCATGGTACCACTTCCTGGTATCTATGATCCGGACTTCAT
CGCTGCTAACCAAGGCTCTCGTGCCAACAATGTCATCAAGGGCACCAAGAAAGAACAGGTGGAGCAGATC
ATCAAGGATATCAGGGAGTTTAAGGAGAAGAACAAAGTGGACAAGATAGTTGTGCTGTGGACTGCAAACA

250 bp 
500 bp 

1000 bp 
1500 bp 
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CTGAAAGGTACAGCAATGTATGCACTGGTCTCAACGACACAATGGAGAATCTGCTGGCATCTGTGGACAG
AACGAGGCAGAGATCTCGCCATCAACACTATATGCCATTGCCTGTGTCATGGAGGGGGTGCCGTTCATTA
ATGGGAGCCCCCAGAACACCTTTGTGCCTGGGCTGATCGATCTTGCTATTAAGAACCACTGCTTGATTGG
TGGTGACGACTTCAANAGTGGACAAACCANANGAAATCNNCTTGGTTGATTCCCTGTTGGTGCTGGAATA
AGCCCACCTCATTGTGANCNCANCACTTGGANACANCNTGGTCTGAACTGCTGCCCCTCAACNTTNNGTC
CAGGAGATCTCNANAACATGTGGNGGATGACATGGTCTCAAGCAATGCTATCCTCTATGAGCCCGGCGAG
CATCCTGATCATGTTGTTGTCATCAAGTATGTGCCGTATGTGGGAGACAGTAAGAGGGCTATGGATGAGT
ACACCTCCGAGATCTTCATGGGCGGCAAGACACCATCGTGCTGCACAACACCTGTGAGGACTCACTACTC
GCCGCACCTATCATCCTTGATCTGGTGCTCCTGGCTGAGCTCAGCACCAGGATCCAGCTAAAAGCTGAGG
GAGAGGACAAGTTCCACTCCTTCCACCCGGTGGCCACCATCCTGAGCTACCTCA   

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ ในฐานข้อมูลสาธารณะโดยใช้
โปรแกรมส าเร็จรูป BLASTN ในฐานข้อล NCBI พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์นี้มีความเหมือนกับยีน MIPS ในพืชถึง 
88-93% (ภาพที่ 7) 
 

 
 
ภาพที่ 7   ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้น DNA ที่สังเคราะห์ได้โดยใช้ไพรเมอร์ชนิด 

degenerated primer จากบริเวณ start codon ของยีน MIPS ของพืชต่าง ๆ ในฐานข้อมูล 
Genbank 

จากนั้นจึงออกแบบไพรเมอร์ชนิด specific primer เพ่ือค้นหาล าดับนิวคลีโอไทด์ทางด้าน 3’ โดยให้
ไพรเมอร์ที่เป็น reverse primer มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น stop codon อยู่ด้วย ดังนี้ 

MIPS3 F 5’     GCACAACACCTGTGAGGACT 
MIPS_stop R 5’  TCACTTGTACTCCAGGATCAT 
และเม่ือท าปฏิกิริยา PCR พบว่า เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 1,500 bp (ภาพที่ 8)  
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1500
1000
500
250

 
 
ภาพที่ 8 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ใช้ specific primer ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น stop codon อยู่ด้วย  
 เมื่อน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS พบว่ามีส่วนที่เป็น start และ stop codon อยู่
ด้วย  
 
 หลังจากนั้นน าไพรเมอร์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณยีน MIPS ให้ได้ตั้งแต่ส่วน start codon ถึง stop 
codon และน าไปเชื่อมต่อกับพลาสมิด pGEM3 T easy เพ่ือน าส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            ภาพที่ 9 พลาสมิด pGEM3 T easy เชื่อมต่อกับ full length ของยีน MIPS 
 
 
 

MIPS MIPS 
4,533 bp 
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ดังนั้น full length ของยีน MIPS จึงมีล าดับนิวคลีโอไทด์ดังนี้ 
ATGTTCATCGAGAGCTTCCGCGTCGAGAGCCCCCACGTTCGGTATGGCCCGACGGAGATCGAGTCGGAGT
ACCGGTACGACACGACGGAGCTGGTGCACGAGGGCAAGGACGGCGCCTCCCGCTGGGTCGTCCGCCCCA
AGTCCGTCAAGTACAACTTCCGGACCAGCACCGCCGTCCCCAAACTCGGGGTGATGCTTGTGGGGTGGGG
AGGCAACAACGGGTCCACGCTGACGGCTGGGGTCATTGCCAACAGGGAGGGGATCTCATGGGCGACCAA
GGACAAGGTGCAGCAAGCAAACTACTTCGGCTCCCTCACCCAGGCCTCCACCATCAGAGTCGGCAGCTAC
AACGGGGAGGAGATCTATGCGCCGTTCAAGAGCCTCCTTCCCATGGTGAACCCAGACGACCTTGTGTTCG
GAGGCTGGGACATCAGCAACATGAACCTGGCTGATTCCATGACCAGGGCTAAGGTGCTGGACATTGACCT
GCAGAAGCAGCTCAGGCCCTACATGGAGTCCATGGTACCACTTCCTGGTATCTATGATCCGGACTTCATC
GCTGCTAACCAAGGCTCTCGTGCCAACAATGTCATCAAGGGCACCAAGAAAGAACAGGTGGAGCAGATCA
TCAAGGATATCAGGGAGTTTAAGGAGAAGAACAAAGTGGACAAGATAGTTGTGCTGTGGACTGCAAACAC
TGAAAGGTACAGCAATGTATGCACTGGTCTcAAcGACACAATGGAGAATCTGCTGGCATCTGTGGACAAGA
ACGAGGCAGAGATCTCGCCATCAACACTATATGCCATTGCCTGTGTCATGGAGGGGGTGCCGTTCATTAA
TGGGAGCCCTCAGAACACCTTTGTGCCTGGGCTGATCGATCTTGCTATTAAGAACAACTGCTTGATTGGT
GGTGACGACTTCAAGAGTGGACAAACCAAGATGAAATCTGTCTTGGTTGATTTCCTTGTTGGTGCTGGAA
TAAAGCCCACCTCAATTGTGAGCTACAACCACTTGGGAAACAACGATGGCATGAACCTGTCTGCCCCTCA
AACATTCAGGTCCAAGGAGATCTCCAAGAGCAATGTGGTGGATGACATGGTCTCAAGCAATGCTATCCTC
TATGAACCCGGCGAGCATCCTGATCATGTTGTTGTCATCAAGTATGTGCCGTATGTGGGAGACAGTAAGA
GGGCTATGGATGAGTACACCTCCGAGATCTTCATGGGCGGCAAGAACACCATCGTGCTGCACAACACCTG
TGAGGACTCACTACTCGCCGCACCTATCATCCTTGATCTGGTGCTCCTGGCTGAGCTCAGCACCAGGATC
CAGCTAAAAGCTGAGGGAGAGGACAAGTTCCACTCCTTCCACCCGGTGGCCACCATCCTGAGCTACCTCA
CCAAGGCACCTCTGGTTCCGCCTGGCACACCGGTGGTGAACGCTCTGGCAAAGCAGAGGGCGATGCTGG
AGAACATCATGAGGGCCTGCGTTGGCCTGGCCCCAGAGAACAACATGATCCTGGAGTACAAGTGA 
 

 หลังจากนั้นน าไพรเมอร์คู่ที่ได้ตั้งแต่ start codon ถึง stop codon ไปเพ่ิมปริมาณยีน MIPS กับอ้อย
พันธุ์อ่ืนๆ คือ พันธุ์ไบโอเทค 2 พันธุ์ป่า ได้ล าดับของนิวคลีโอไทด์ดังนี้ 
พันธุ์ไบโอเทค 2 
ATGTTCATCGAGAGCTTCCGCGTCGAGAGCCCCCACGTTCGGTATGGCCCGACGGAGATCGAGTCGGAGT
ACCGGTACGACACGACGGAGCTGGTGCACGAGGGCAAGGACGGCGCCTCCCGCTGGGTCGTCCGCCCCA
AGTCCGTCAAGTACAACTTCCGGACCAGCACCGCCGTCCCCAAACTCGGGGTGATGCTTGTGGGGTGGGG
AGGCAACAACGGGTCCACGCTGACGGCTGGGGTCATTGCCAACAGGGAGGGGATCTCATGGGCGACCAA
GGACAAGGTGCAGCAAGCAAACTACTTCGGCTCCCTCACCCAGGCCTCCACCATCAGAGTCGGCAGCTAC
AACGGGGAGGAGATCTATGCGCCGTTCAAGAGCCTCCTTCCCATGGTGAACCCAGACGACCTTGTGTTCG
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GAGGCTGGGACATCAGCAACATGAACCTGGCTGATTCCATGACCAGGGCCAAGGTGCTGGACATTGACCT
GCAGAAGCAGCTCAGGCCCTACATGGAGTCCATGGTACCACTTCCTGGTATCTATGATCCGGACTTCATC
GCTGCTAACCAAGGCTCTCGTGCCAACAATGTCATCAAGGGCACCAAGAAAGAACAGGTGGAGCAGATCA
TCAAGGATATCAGGGAGTTTAAGGAGAAGAACAAAGTGGACAAGATAGTTGTGCTGTGGACTGCAAACAC
CGAAAGGTACAGCAATGTATTCACTGGTCTCAACGACACAATGGAGAATCTGCTGGCATCTGTGGACAAG
AACGAGGCAGAGATCTCGCCATCAACACTATATGCCATTGCCTGTGTCATGGAGGGGGTGCCGTTCATTA
ATGGGAGCCCCCAGAACACCTTTGTGCCTGGGCTGATCGATCTTGCTATTAAGAACAACTGCTTGATTGG
TGGTGACGGCTTCAAGAGTGGACAGACCAAGATGAAATCTGTCTTGGTTGATTTCCTTGTTGGTGCTGGA
ATAAAGCCCACCTCAATTGTGAGCTACAACCACTTGGGAAACAACGATGGCATGAACCTGTCTGCCCCTC
AAACATTCAGGTCCAAGGAGATCTCCAAGAGCAATGTGGTGGATGACATGGTCTCAAGCAATGCTATCCT
CTATGAGCCCGGCGAGCATCCCGATCATGTTGTTGTCATCAAGTATGTGCCGTATGTGGGAGACAGTAAG
AGGGCTATGGATGAGTACACCTCCGAGATCTTCATGGGCGGCAAGAACACCATCGTGCTGCACAACACCT
GTGAGGACTCACTACTCGCCGCACCTATCATCCTTGATCTGGTGCTCCTGGCTGAGCTCAGCACCAGGAT
CCAGCTAAAAGCTGAGGGAGAGGACAAGTTCCACTCCTTCCACCCGGTGGCCACCATCCTGAGCTACCTC
ACCAAGGCACCCCTGGTTCCGCCTGGCACACCGGTGGTGAACGCTCTGGCAAAGCAGAGGGCGATGCTG
GAGAACATCATGAGGGCCTGCGTTGGCCTGGCCCCAGAGAACAACATGATCCTGGAGTACAAGTGA 

พันธุ์ป่า  

ATGTTCATCGAGAGCTTCCGCGTCGAGAGCCCCCACGTTCGGTATGGCCCGACGGAGATCGAGTCGGAGT
ACCGGTACGACACGACGGAGCTGGTGCACGAGGGCAAGGACGGCGCCTCCCGCTGGGTCGTCCGCCCCA
AGTCCGTCAAGTACAACTTCCGGACCAGCACCGCCGTCCCCAAACTCGGGGTGATGCTTGTGGGCTGGGG
AGGCAACAACGGGTCCACGCTGACGGCTGGGGTCATTGCCAACAGGGAGGGGATCTCATGGGCGACCAA
GGACAAGGTGCAGCAAGCAAACTACTTCGGCTCCCTCACCCAGGCCTCCACCATCAGAGTCGGCAGCTAC
AACGGGGAGGAGATCTATGCGCCGTTCAAGAGCCTCCTTCCCATGGTGAACCCAGACGACCTTGTGTTCG
GAGGCTGGGACATCAGCAACATGAACCTGGCTGATTCCATGACCAGGGCCAAGGTGCTGGACATTGACCT
GCAGAAGCAGCTCAGGCCCTACATGGAGTCCATGGTACCACTTCCTGGTATCTATGATCCGGACTTCATC
GCTGCTAACCAAGGCTCTCGTGCCAACAATGTCATCAAGGGCACCAAGAAAGAACAGGTGGAGCAGATCA
TCAAGGATATCAGGGAGTTTAAGGAGAAGAACAAAGTGGACAAGATAGTTGTGCTGTGGACTGCAAACAC
TGAAAGGTACAGCAATGTATGCACTGGTCTCAACGACACAATGGAGAATCTGCTGGCATCTGTGGACAAG
AACGAGGCAGAGATCTCGCCATCAACACTATATGCCATTGCCTGTGTCATGGAGGGGGTGCCGTTCATTA
ATGGGAGCCCTCAGAACACCTTTGTGCCTGGGCTGATCGATCTTGCTATTAAGAACAACTGCTTGATTGG
TGGTGACGACTTCAAGAGTGGACAAACCAAGATGAAATCTGTCTTGGTTGATTTCCTTGTTGGTGCTGGA
ATAAAGCCCACCTCAATTGTGAGCTACAACCACTTGGGAAACAACGATGGCATGAACCTGTCTGCCCCTC
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AAACATTCAGGTCCAAGGAGATCTCCAAGAGCAATGTGGTGGATGACATGGTCTCAAGCAATGCTATCCT
CTATGAGCCCGGCGAGCATCCTGATCATGTTATTGTCATCAAGTATGTGCCGTATGTGGGAGACAGTAAG
AGGGCTATGGATGAGTACACCTCCGAGATCTTCATGGGCGGCAAGAACACCATCGTGCTTCACAACACCT
GTGAGGACTCACTACTCGCCGCACCTATCATCCTTGATCTGGTGCTCCTGGCTGAGCTCAGCACCAGGAT
CCAGCTAAAAGCTGAGGGAGAGGACAAGTTCCACTCCTTCCACCCGGTGGCCACCATCCTGAGCTACCTC
ACCAAGGCACCTCTGGTTCCGCCTGGCACACCGGTGGTGAACGCTCTGGCAAAGCAGAGGGCGATGCTG
GAGAACATCATGAGGGCCTGCGTTGGCCTGGCCCCAGAGAACAACATGATCCTGGAGTACAAGTGA 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ทั้ง 3 พันธุ์ไปเปรียบเทียบกับพืชชนิดอื่นๆ ในฐานข้อมูล 
GenBank พบว่ามีความเหมือนกับพืชหลายชนิดดังตารางที่ 1 

 
ตารางท่ี  1  เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ที่สังเคราะห์ได้กับฐานข้อมูล GeneBank  
Accession number Description   ค่าความเหมือน

Identities 
  

EU961709.1                 Zea mays     97%   

 
NM_001280847.1  

 

                Setaria italica    93%   

 
XM_006651061.1  

 

                Oryza brachyantha   90%   
AF542968.1                 Triticum aestivum 

 

  89%   
XM_010907606.1                Elaeis guineensis   80%   
AF056325.1                     Hordeum vulgare    89%   
XM_010654521.1                 Vitis vinifera    85%   
KP053396.1                 Camellia sinensis   80%   

และเม่ือน าล าดับนิวคลีโอไทด์ และล าดับอะมิโน ของอ้อยแต่ละพันธุ์มาเปรียบเทียบกัน พบว่า มีบาง
ต าแหน่งของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่แตกต่างกัน  

 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195623993?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=4V6JTPAV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_195623993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/526117466?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=4V6JTPAV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/573932030?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=4V6JTPAV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/32401375?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=4V6JTPAV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_32401375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/743869857?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=50GZ20H501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3152730?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=4V6JTPAV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_3152730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/731397285?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=4V6JTPAV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_731397285
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/758375742?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=4V6JTPAV01R
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ภาพที่ 10  เปรียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ของอ้อย 3 พันธุ์ 
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  ภาพที่ 10  เปรียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ของอ้อย 3 พันธุ์ (ต่อ) 
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ภาพที่ 10  เปรียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ของอ้อย 3 พันธุ์ (ต่อ) 
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ภาพที่ 11  เปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ในอ้อย 3 พันธุ์ 
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เมื่อแปลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS ของอ้อยทั้ง 3 พันธุ์ ให้เป็นล าดับกรดอะมิโนแล้วน ามา
เปรียบเทียบกันพบว่ามีความแตกต่างกัน 2 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่งที่ 240 ในพันธุ์ไบโอเทค 2 เป็น และต าแหน่ง 
306 พันธุ์ไบโอเทค 2 เช่นเดียวกันที่เป็น glycine (G) ในขณะที่อีก 2 พันธุ์ที่เหลือมีชนิดของกรดอะมิโน
เหมือนกันคือ aspartic acid (D)  (ภาพที่ 11) ความแตกต่างของล าดับกรดอะมิโนนี้อาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับ
ความสามารถในการแสดงออกของยีน MIPS และความสามารถในการทนต่อสภาพเครียดที่เกิดจากดินเค็มก็ได้ 
ซึ่งต้องมีการพิสูจน์ทราบต่อไป และถ้าในบริเวณดังกล่าวมีส่วนเกี่ยวข้องจริงก็จะสามารถออกแบบไพรเมอร์ 
และพัฒนาขึ้นมาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิด gene targeted marker เพ่ือใช้คัดเลือกลักษณะทนทานดินเค็ม
ในอ้อยได้ 

 
 
 

 
 
 
ภาพที่ 12 แสดงส่วนของ exon (    )  และ intron (    ) ของยีน MIPS 
 
phylogenetic tree 
 
 น าล าดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสมาจากยีน MIPS ของอ้อยทั้ง 3 สายพันธุ์ มาวิเคราะห์หาค่า
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการร่วมกับกรดอะมิโน MIPS ที่รายงานในพืชชนิดต่างๆ คือ Sporobolus 
alterniflorus (ADC33414.1), Gossypium hirsutum (ACJ11714.1), Citrus sinensis 
(XP_006464258.1), Hevea brasiliensis (AFD61599.1), Ricinus communis (NP_001310667.1), 
Nicotiana tabacum (NP_001311846.1),Vitis vinifera (XP_010652823.1), Oryza brachyantha 
(XP_006651124), Brassica juncea (ABY74556.1), Zea mays (ACG33827.1) and Sorghum bicolor 
(KXG39974.1)  พบว่ากรดอะมิโนของทั้ง 3 สายพันธุ์นั้นมีความใกล้เคียงกับข้าวโพด (Zea mays 
(ACG33827.1)) มากที่สุด (ภาพที่ 13) 

EXON 

ATG 

TGA 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/992281984?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=21&RID=BHTX480U013
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ภาพที่ 13 แสดง Phylogenetic tree ของกรดอมิโน MIPS ของอ้อยพันธุ์ปลูก KPS 94-13 (94-13) พันธุ์ป่า 

(wild) และลูกผสมระหว่างอ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก (biotech2) กับกรดอะมิโนของ MIPS ในพืช
ชนิดต่างๆด้วยโปรแกรม ClustalW2 Neighbour-joining method with 1,000 bootstrap 
replication .GenBank accession numbers ของกรดอะมิโนที่ใช้ในการจัดกลุ่ม : Sporobolus 
alterniflorus (ADC33414.1), Gossypium hirsutum (ACJ11714.1), Citrus sinensis 
(XP_006464258.1), Hevea brasiliensis (AFD61599.1), Ricinus communis 
(NP_001310667.1), Nicotiana tabacum (NP_001311846.1),Vitis vinifera 
(XP_010652823.1), Oryza brachyantha (XP_006651124), Brassica juncea (ABY74556.1), 
Zea mays (ACG33827.1) and Sorghum bicolor (KXG39974.1) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  วิเคราะห์ Transmembrane ของอ้อยทั้ง 3 สายพันธุ์ด้วยโปรแกรม SPLIT 4.0 SERVER  
              เส้นสีแดง :   Transmembrane helix preference. (THM index)  
             เส้นสีน้ าเงิน: Beta preference. (BET index)  
             เส้นสีเทา: Modified hydrophobic moment index. (INDA index)  
             กล่องสีม่วง (below abscisa): เป็นต าแหน่งที่คาดว่าจะเป็น transmembrane helix 

                             position. (DIG   index) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/992281984?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=21&RID=BHTX480U013
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การตรวจสอบแสดงออกของยีน MIPS ในใบและรากของอ้อยด้วยเทคนิค real-time PCR  
ได้ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน MIPS ในอ้อย 3 พันธุ์ คือ พันธุ์ก าแพงแสน 94-13  อ้อยพันธุ์

ป่า และอ้อยลูกผสมไบโอเทค 2 ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่างอ้อยพันธุ์ปลูกและพันธุ์ป่า โดยให้ต้นอ้อยที่ทดสอบได้รับ
สภาพเครียดจากเกลือโซเดียมคลอไรด์ 100 และ 200 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน จากนั้น สกัด total RNA จาก
ใบและราก แล้วเปลี่ยน RNA ให้เป็น cDNA เพ่ือน ามาใช้ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนโดยวิธี real-time 
PCR ไพรเมอร์ที่ใช้จ าเพาะกับยีน MIPS มีดังนี ้

 
Forward  : 5'- CCCCAAGTCCGTCAAGTACA -3' 
Reverse  : 5'- 5’  CTTGGTCGCCCATGAGATCC -3' 

ตั้งโปรแกรมส าหรับปฏิกิริยา PCR ดังนี้ denature อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที 
annealing ที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนิาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 20 วินาที จ านวน 40 รอบ 

ในอ้อยพันธุ์ก าแพงแสน 94-13 เมื่อได้รับสภาพเครียดที่เกิดจากเกลือโซเดียมคลอไรด์ 100 มิลลิโมลาร์ 
เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน MIPS ทั้งในใบและราก พบว่า  มีแนวโน้มการแสดงออกเหมือนกันคือมีการ
แสดงออกเพ่ิมข้ึนเมื่อได้รับโซเดียมคลอไรด์นานขึ้น และแสดงออกสูงสุดในวันที่ 3 หลังได้รับสภาพเครียด 
จากนั้นจึงค่อย ๆ ลดลง แต่ระดับการแสดงออกท่ีรากจะสูงกว่าที่ใบ (ภาพที่ 15) 
 

  
    ก.      ข.   
ภาพที่ 15  การแสดงออกของยีน MIPS ในใบ (ก) และราก (ข) ของพันธุ์ก าแพงแสน 94-13 ที่เพาะเลี้ยงใน

สารละลาย Hoagland ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 100 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน 

ในอ้อยพันธุ์ป่า เมื่อได้รับสภาพเครียดที่เกิดจากเกลือโซเดียมคลอไรด์ 100 มิลลิโมลาร์ และตรวจสอบ
การแสดงออกของยีน MIPS ทั้งในใบและราก พบว่า มีแนวโน้มการแสดงออกคล้ายกันคือ โดยที่ใบจะมีการ
แสดงออกของยีนเพ่ิมขึ้นเมื่อได้รับโซเดียมคลอไรด์ และการแสดงออกสูงสุดในวันที่ 1 หลังจากได้รับสภาพเครียด 
จากนั้นการแสดงออกของยีนจึงลดลง ส่วนที่รากมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนเมื่อได้รับโซเดียมคลอไรด์และสูงสุดที่
วันที่ 2 หลังได้รับโซเดียมคลอไรด์ หลังจากนั้นการแสดงออกของยีนจึงค่อย ๆ ลดลง แต่ระดับการแสดงออกท่ี
รากมีแนวโน้มสูงกว่าที่ใบ ณ ช่วงเวลาใดเวลาหนึ่ง (ภาพที่ 16) 
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ก.         ข.    

ภาพที่ 16  การแสดงออกของยีน MIPS ในใบ (ก) และราก (ข) ของพันธุ์ป่า ที่เพาะเลี้ยงในสารละลาย 
Hoagland ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 100 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน 

ในอ้อยพันธุ์ไบโอเทค 2 เมื่อได้รับสภาพเครียดที่เกิดจากเกลือโซเดียมคลอไรด์ 100 มิลลิโมลาร์ และ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน MIPS ทั้งในใบและราก พบว่า มีแนวโน้มการแสดงออกเหมือนกันคือ การ
แสดงออกของยีนจะเพ่ิมข้ึนที่ละน้อยเมื่อได้รับโซเดียมคลอไรด์ยาวนานขึ้น และการแสดงออกของยีนทั้งที่ใบและ
รากจะสูงสุดในวันที่ 5 หลงัจากได้รับสภาพเครียด และเช่นเดียวกับการแสดงออกของยีน MIPS ในพันธุ์
ก าแพงแสนและพันธุ์ป่าที่ระดับการแสดงออกของยีนที่ที่รากจะมีสูงกว่าที่ใบ (ภาพที่ 17 ) 

 

  
ก.        ข.  

ภาพที่ 17 การแสดงออกของยีน MIPS ในใบ (ก) และราก (ข) ของพันธุ์ไบโอเทค 2 ที่เพาะเลี้ยงในสารละลาย 
Hoagland ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 100 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน 

 
 

เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์เป็น 200 มิลลิโมลาร์ และตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
MIPS ในอ้อยพันธุ์ก าแพงแสน 94-13 พบว่า การแสดงออกของยีนทั้งท่ีใบและที่รากจะเพ่ิมขึ้นเมื่อได้รับ
ความเครียดจากโซเดียมคลอไรด์ และสูงที่สุดในวันที่ 2 หลังจากนั้นการแสดงออกของยีนดังกล่าวจึงค่อย ๆ 
ลดลง โดยระดับการแสดงออกของยีนที่รากจะมีมากกว่าที่ใบ (ภาพที่ 18) 
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ก.        ข. 

ภาพที่ 18  การแสดงออกของยีน MIPS ในใบ (ก) และราก (ข) ของพันธุ์ก าแพงแสน 94-13 ที่เพาะเลี้ยงใน
สารละลาย Hoagland ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 200 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน 

 ในพันธุ์ป่านั้นพบว่า การแสดงออกของยีนทั้งท่ีใบและที่รากจะเพ่ิมข้ึนเมื่อมื่อได้รับความเครียดจาก
โซเดียมคลอไรด์ โดยที่ใบการแสดงออกของยีนจะสูงที่สุดในวันที่ 2 หลังการได้รับโซเดียมคลอไรด์ ส่วนที่รากการ
แสดงออกจะสูงที่สุดในวันที่ 3 หลังจากนั้นการแสดงออกของยีนดังกล่าวจึง ๆ ลดลง โดยระดับการแสดงออก
ของยีนที่ใบจะมีมากกว่าที่ราก (ภาพที่  18) 
 

  
ก.          ข. 

ภาพที่ 19  การแสดงออกของยีน MIPS ในใบ (ก) และราก (ข) ของพันธุ์ป่า ที่เพาะเลี้ยงในสารละลาย 
Hoagland  ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 200 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน 

 ในอ้อยลูกผสมระหว่างชนิดพันธุ์ไบโอเทค 2 นั้น การแสดงออกของยีนทั้งที่ใบและรากจะสูงที่สุดในวันที่ 
2 หลังได้รับโซเดียมคลอไรด์ และการแสดงออกที่ใบสูงกว่าที่ราก (ภาพที่ 20) 
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ภาพที่ 20 การแสดงออกของยีน MIPS ในใบและรากของพันธุ์ไบโอเทค 2 ที่เพาะเลี้ยงในสารละลาย Hoagland 

ที่เติมโซเดียมคลอไรด์ 200 มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน 
 

เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน MIPS ในอ้อยต่างพันธุ์ ที่ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ระดับ
หนึ่ง ๆ นั้น พบว่า ที่โซเดียมคลอไรด์ 100 มิลลิโมลาร์ การแสดงออกของยีนดังกล่าวทั้งที่ใบและรากของพันธุ์ไบโอ
เทค 2 จะมีการแสดงออกสูงที่สุดเมื่อเทียบกับพันธุ์อ่ืน ๆ แต่กลับใช้เวลามากท่ีสุดที่ท าให้การแสดงออกดังกล่าวสูง
ที่สุดคือ 5 วันหลังได้รับโซเดียมคลอไรด์  (ภาพที่ 20) 

ที่โซเดียมคลอไรด์ 200 มิลลิโมลาร์ การแสดงออกของยีน MIPS ทั้งท่ีใบและรากของพันธุ์ไบโอเทค 2 
ยังคงอยู่ในระดับที่สูงที่สุดเมื่อเทียบกับพันธุ์อ่ืน และมีการแสดงออกถึงระดับดังกล่าวเร็วที่สุดด้วย คือ 2 วัน หลัง
ได้รับโซเดียมคลอไรด์  

 

  
ก.         ข.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

ภาพที่ 21  เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน MIPS ใบและรากของอ้อย 3 พันธุ์ ที่ได้รับโซเดียมคลอไรด์ 100 
มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน          
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ภาพที่ 22  เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน MIPS ใบและรากของอ้อย 3 พันธุ์ ที่ได้รับโซเดียมคลอไรด์ 200 

มิลลิโมลาร์ นาน 0-5 วัน  
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วิจารณผ์ลการวิจัย 
 
 กลไกของพืชที่เมื่อได้รับสภาพเครียดจากความเค็ม จะมีกระบวนการป้องกันตัวเองจากอันตรายที่จะเกิด
จากความเค็มอย่างน้อย 2 กระบวนการคือ กลไกการขับเกลือส่วนเกินมาไว้ที่ผิวของใบโดยผ่านกระบวนการ ion 
exclusion  หรือการกระจายเกลือไปเก็บไว้ตามส่วนต่าง ๆ ของพืช (Bradley and Morris, 1991) และ การ
ปรับลดค่าแรงดันออสโมติก โดยการสร้างสาร osmolytes เพ่ือลดการสูญเสียน้ าออกจากเซลล์ (Cavalieri, 
1983)  ยีน Myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) ควบคุมการสังเคราะห์เอ็นไซม์  Myo-inositol 1-
phosphate synthase เอนไซม์นี้เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยน glucose 6-phosphate เป็น myo-inositol-1-
phosphate หลังจากนั้น ถูกออกซิไดซ์ ด้วยเอนไซม์ชนิดที่สอง คือ myo-inositol -monophosphatase (MIP)  
ซึ่งเอนไชม์ MIP จะสังเคราะห์ด้วยปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชัน (dephosphorylation) ท าให้หมู่ฟอสเฟตถูก
ปลดปล่อย ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนขนส่ง stress-related molecules มีบทบาท 
ส าคัญในการสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ (phospholipids) ซึ่งเกิดจากการรวมตัวของกลีเซอรอล (glycerol) 1 โมเลกุล 
กรดไขมัน (fatty acid) 2 โมเลกุล และกรดฟอสฟอริก 1 โมเลกุล (phospholipids) นอกจากนั้นยังท าหน้าที่ส่ง
สัญญาณการแลกเปลี่ยนและจัดเก็บออกซิน (auxin) การสังเคราะห์ phytic acid และสารส าคัญในกลุ่มน้ าตาล 
inositol คือ myo-inositol จะถูกสังเคราะห์เมื่อพืชได้รับสภาวะเครียด (Majee et al., 2004; Gajjeraman et 
al., 2011) การศึกษาในครั้งนี้ พบว่า ยีน MIPS มีขนาด 1533 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งเป็นขนาดที่ใกล้เคียงกับยีน MIPS 
ในข้าวสาลีที่มีขนาด 1530 นิวคลีโอไทด์ (Khurana et al., 2012) เมื่ออ้อยพันธุ์ต่างๆได้รับสภาพเครียดจากการ
ขาดน้ าอันเนื่องมากจากความเค็มจะกระตุ้นให้ยีน MIPS มีการแสดงออกมากข้ึน โดยการแสดงออกท่ีใบจะมี
มากกว่าที่ราก ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Wang et al. (2011) ที่พบว่าการแสดงออกของยีน MIPS ในสบู่
ด าที่ได้รับโซเดียมคลอไรด์ 200 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าการแสดงออกของยีน MIPS  ในใบ
มากกว่าราก และเมล็ด แต่อย่างไรก็ตามการแสดงออกของยีน MIPS ในอ้อยทุกพันธุ์เมื่อแสดงออกถึงระดับสูงสุด
ก็จะเริ่มลดการแสดงออก ซึ่งในสภาวะปกติพืชจะมีการแสดงของยีน MIPS อยู่ก่อนแล้ว เมื่อได้รับความเครียด
พืชจะสังเคราะห์เอนไซม์ MIPS  มากขึ้น เพ่ือใช้ในการสร้างสาร myo-inositol มากขึ้นภายในเซลล์ เพ่ือรักษา
แรงดันเต่งภายในเซลล์ได้ หลังจากนั้นการแสดงออกของยีนลดลงเพราะสารประกอบภายในเซลล์ที่สร้างขึ้น คือ 
myo-inositol มีเพียงพอที่จะช่วยปรับสมดุลน้ าภายในเซลล์ ท าให้พืชรักษาสภาพการเจริญได้ตามปกติ การ
แสดงออกของยีนจึงลดลง แต่การตอบสนองต่อความเค็มของอ้อยแต่พันธุ์ที่ศึกษาจะแตกต่างกันทั้งในแง่ของ
ระดับการแสดงออกของยีน และระยะเวลาที่ตอบสนองที่เร็วหรือช้าต่างกัน ในอ้อยพันธุ์ก าแพงแสน 94-13 ได้
ชื่อว่าเป็นพันธุ์ทนแล้ง (บุศรินทร์, 2557) แต่มีแนวโน้มการแสดงออกของยีนที่ในระดับที่ต่ ากว่าพันธุ์ป่าหรือพันธุ์
ลูกผสมระหว่างชนิด ทั้งนี้อาจเป็นเพราะในพันธุ์ป่าซึ่งปกติข้ึนอยู่ตามธรรมชาติในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน
มาก มีความสามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดีกว่า หรือในพันธุ์ลูกผสมระหว่างชนิดอาจ
ได้รับยีนที่เกี่ยวข้องกับความทนทานมาจากพันธุ์ป่า 
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สรุปผลการทดลอง 

1. ต้นอ้อยที่เหมาะส าหรับการเพาะเลี้ยงแบบ hydrophonic ควรเป้นต้นอ้อยที่มีอายุไม่เกิน 1.5-2 

เดือน โดยเพาะอ้อยแบบ 1 ท่อน 1 ตา ในวัสดุปลูกที่เป็นทราย:ขี้เถ้าแกลบอัตรา 1:1  

2. การตอบสนองต่อความเค็มที่เกิดจากเกลือโซเดียมคลอไรด์นั้น อ้อยจะแสดงอาการเหี่ยวและใบแห้ง

ในวันที่ 2-3 หลังได้รับเกลือ ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับพันธุกรรม และความเข้มข้นของเกลือ โดยพันธุ์ป่าและพันธุ์ลูกผสม

ระหว่างพันธุ์ปลูกและพันธุ์ป่า (ไบโอเทค 2) มีแนวโน้มจะทนทานต่อเกลือโซเดียมคลอไรด์ได้ดีกว่าพันธุ์ปลูกท่ีเป็น

การค้า (ก าแพงแสน 94-13) 

3. ยีน MIPS ซึ่งเป็นยีนในกลุ่มท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างและสะสมสาร osmolyte ของอ้อยทั้ง 5 พันธุ์มี

ขนาดเท่ากันคือ 1533 นิวคลีโอไทด์ เมื่อแปลรหัสพันธุกรรมเป็นโปรตีนจะได้โปรตีนที่มี 511 กรดอะมิโน และ

เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนนี้ในอ้อยทั้ง 5 พันธุ์จะพบว่าแปรปรวนทั้งสิ้น 14 ต าแหน่ง และ 3 

ต าแหน่งของกรดอะมิโนที่มีความแตกต่างกัน 

4. ระดับการแสดงออกของยีน MIPS เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนนี้ในอ้อยเมื่อได้รับเกลือ
โซเดียมคลอไรด์ จะมีการแสดงออกของยีนที่รากจะมีมากกว่าที่ใบ และที่โซเดียมคลอไรด์ 100 และ 200 มิลลิโม
ลาร์ การแสดงออกของยีนดังกล่าวทั้งท่ีใบและรากของพันธุ์ไบโอเทค 2 จะมีการแสดงออกสูงที่สุดเมื่อเทียบกับ
พันธุ์อ่ืนที่ 5 วัน และ 2 วันหลังได้รับโซเดียมคลอไรด์ ตามล าดับ  

 

ข้อเสนอแนะเกี่ยวกับการวิจัยในขั้นตอนต่อไป 
 

น าข้อมูลที่ได้จากการทดลองนี้ทั้งล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับอะมิโนที่แตกต่างกันไป รวมทั้งผลการ
แสดงออกของยีนในแต่ละสายพันธุ์ไปพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิด gene targeted marker ที่ใช้ในการ
คัดเลือกอ้อยทนทานต่อดินเค็มระดับน้อยถึงปานกลางต่อไป 
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ผลผลิต (Output) 
 

1.  ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการท้ังในระดับชาติ และนานาชาติ  อยู่ระหว่างการรอตีพิมพ์ เรื่อง Partial 
cloning and expression of scbadh and scmips gene in wild and cultivated sugarcane under 
mimic saline soil 
2. การจดสิทธิบัตร  - 
3. ผลงานเชิงพาณิชย์ (มีการนาเสนอไปผลิต/ ขาย/ ก่อให้เกิดรายได้ หรือมีการนาไปประยุกต์ใช้โดย  
       ภาคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป - 
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น)  
       ได้มีการน าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอมิโนลงในฐานข้อมูล NCBI ซึ่งเป็นฐานข้อมูลสา 
       ธารณที่รวบรวมข้อมูลทางพันธุกรรม ท าให้นักวิจัยหรือผู้ที่สนใจน าข้อมูลของยีน MIPS ไปใช้ประโยชน์ 
       ต่อไปได ้        
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รายงานการเงิน 
 

โครงการ สัญญาเลขที่ 5/2560 โครงการวิจัยประเภท งบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล 
(งบประมาณแผ่นดิน) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560  มหาวิทยาลัยบูรพา 
ชื่อโครงการ การค้นหาและรูปแบบการแสดงออกของยีน Myo-inositol 1-  Phosphate   Synthase (MIPS) 
ในอ้อย (Saccharum officinarum L.) ที่ได้รับสภาพเลียนแบบดินเค็ม 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน อ.ชนากานต์ ลักษณะ  
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 ต.ค. 59  ถึงวันที่   30 ก.ย. 60  
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ต.ค. 59 ถึงวันที่ 30 ก.ย. 60  
รายรับ  
จ านวนเงินที่ได้รับ  
งวดที่ 1 (50%)           120,600  บาท  เมื่อ วันที่ 24 พ.ค. 2560 
งวดที่ 2 (40%)             96,480  บาท  เมื่อ วันที่ 17 ส.ค. 2560 
งวดที่ 3 (10%)             24,120  บาท  ยังไม่ได้รับ  
รวม                           241,200 บาท  

รายจ่าย รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 26,800 26,800 - 
2. ค่าจ้าง - - - 
3. ค่าวัสดุ 81,600 81,600 - 
4. ค่าใช้สอย 132,800 

 
132,800 

 
- 

5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช้จ่ายอ่ืน ๆ 
   ค่าธรรมเนียมอุดหนุน  
    สถาบัน (10%) 

26,800 26,800 - 

รวม 268,000 268,000 - 
 

   
 
 

         (นางสาวชนากานต์ ลักษณะ)  
     ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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7.3  งานวิจัยท่ีก าลังท า : ชื่อข้อเสนอการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัยว่า ได้ท าการ

วิจัยลุล่วงแล้วประมาณร้อยละเท่าใด  
       - 
 
 



48 
 

7.4  งานวิจัยที่ก าลังท า : ชื่อโครงการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัย (ผู้บริหาร
โครงการ หัวหน้าโครงการ และ/หรือผู้ร่วมวิจัย) ระบุเดือน และปีที่เริ่มต้นและสิ้นสุด 
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การบ่งชี้ยีนที่อ้อยใช้ตอบสนองต่อสภาพดินเค็มน้อยถึงปานกลาง หัวหน้าโครงการ 2557 
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