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เมื่อทดสอบความสามารถในการทนแลงของขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม 
(LPT123-TC171) ที่เกิดจาก somaclonal variation ในหลอดทดลองและผานการคัดเลือกภายใต
ภาวะเค็ม 10 ชั่วรุน พบวา LPT123-TC171 มีความสูง น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของตนและราก
สูงกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญ  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่มี PEG 6000 ความ
เขมขน 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห จากความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มนี้ทํา
ใหคาดวายีนบางยีนที่เกี่ยวกับความสามารถในการทนแลงและทนเค็มนาจะมีความเกี่ยวของกัน
หรืออาจจะเปนยีนในกลุมเดียวกัน และเมื่อนําขาว LPT123-TC171 มาคัดเลือกภายใตภาวะแลง
ตออีกหนึ่งชั่วรุน พบวาขาว LPT123-TC171 รุนที่ 11 มีความทนทานตอภาวะแลงไดดีขึ้น เมื่อ
เปรียบเทียบกับขาวสายพันธุดังกลาวในรุนที่ 10 
 การใช RAPD ศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาว LPT123-TC171 เปรียบเทียบกับขาว
สายพันธุเดิม พบรูปแบบของแถบ DNA ที่แตกตางกันในขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งแสดงวาขาวทั้ง
สองสายพันธุมีความแตกตางกันทางพันธุกรรมในระดับโมเลกุล เมื่อทําการโคลนชิ้นสวน DNA ที่
แตกตางกันระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ คือ 171_A_13, 123_B_18 และ 123_UBC_80 เพื่อใช
เปน probe ในการทํา Southern blot analysis ผลพบความแตกตางกันของแบบแผนจีโนม
ระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งแสดงวามีการแปรทางพันธุกรรมเกิดขึ้นในระดับ DNA ในขาว 
LPT123-TC171 และเกิดขึ้นหลายตําแหนง การทํา hybridization ใน genomic DNA ของขาวทั้ง
สองสายพันธุ โดยใช 171_A_13 และ 123_B_18 เปน probe แสดงรูปแบบของ repeated 
sequence hybridization และเมื่อใช 123_UBC_80 เปน probe พบวา 123_UBC_80 อาจเปน
สวนหนึ่งของ small gene family เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใชเครื่องหมายทางพันธุ
กรรมที่โคลนไดเปน  probe  ในการทํา  Northern blot analysis  ไมพบสัญญาณ mRNA ในทุก
การทดลอง ซึ่งอาจเปนผลมาจากการแสดงออกของยีนมีระดับตํ่าจนไมสามารถตรวจสอบไดหรือ
เครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนไดเปนบริเวณที่ไมใช coding sequence ซึ่งควรทําการศึกษา
ความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมกับความสามารถในการทนตอภาวะเครียดตอไป 
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 Drought-tolerant ability of salt-tolerant Leung Pratew (LPT123) rice line, LPT123-
TC171, in vitro selected from somaclonal variegated LPT123 rice line under salt stress 
pressure with additional selection under salt stress condition for 10 generations, was 
determined by growth comparison between the original and the resistant rice lines, 
when they were grown in WP nutrient solution, containing 200 g/l PEG 6000 for 6 weeks. 
The significant higher shoot and root dry weights, including shoot height, were detected 
in LPT123-TC171 rice line. These suggested the overlapping between salt and drought 
resistant genes in rice. After selection under drought stress condition, LPT123-TC171 in 
the 11th generation showed the relatively higher drought tolerant ability compared to 
LPT123-TC171 in the 10th generation. 

Genetic variation between the original and the stress-resistant lines, detected by 
RAPD method indicated the difference between these two lines at molecular level. The 
different RAPD fragments between the resistant and the original lines were cloned, and 
named 171_A_13, 123_B_18 and 123_UBC_80 respectively. Then they were used as 
probes for the Southern blot analysis to distinguish the genomic patterns between the 
two rice lines. The different genomic patterns were found which suggested the 
differences between these two lines at DNA level. Genomic DNA hybridization using 
171_A_13 and 123_B_18 fragments as probes reflected the patterns of the repeated 
sequence hybridization, while the hybridization using 123_UBC_80 fragment as a probe 
suggested that this fragment might be a part of a small gene family in rice. Northern blot 
analysis using genetic markers as probes revealed that the gene expression might be 
too low to be detected in all samples analyzed, or the obtained fragments were not the 
coding region. Further analysis for the association between the genetic markers and 
stress tolerant ability is required. 
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                 เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 
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                 เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 
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                    เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 
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                 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญในภาวะ 

ปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7)…………………………………………………….. 51 
14 ขนาดของแถบ DNA ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาว 
                 พันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) จากการทํา  
                 Southern blot analysis โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรม123_B_18_14 
                 เปน probe………………………………………………………………………... 75 
15 ขนาดของแถบ DNA ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาว 
                 พันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) จากการทํา 
                 Southern blot analysis โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_UBC_80_18 
                 เปน probe………………………………………………………………………... 76 
 

 
 
 
 
 



 ฐ

สารบัญรูปภาพ 
 
รูปที่                                                                                                                                   หนา 

1 ความสูงในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และ 
          ขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10  
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          ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญในภาวะ 
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           ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญในภาวะ 
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           ปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7)…………………………………………………………. 49 
10 น้ําหนักแหงตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 ขาว (Oryza sativa L.) เปนธัญพืชที่สําคัญของมนุษย โดยประชากรกวาครึ่งโลกบริโภค
ขาวเปนอาหารหลัก แมวาประเทศไทยสามารถผลิตขาวไดมากและเปนผูสงออกขาวอันดับตนๆ 
แตผลผลิตเฉล่ียตอไรยังคงต่ําเมื่อเทียบกับของโลก เนื่องมาจากขอจํากัดดานการผลิต โดยปจจัยที่
สําคัญคือ ภาวะแลงและภาวะเค็ม ซึ่งเปนภาวะที่เกิดขึ้นในหลายพื้นที่ของประเทศ 
 

 ภาวะแลงมีผลกระทบตอพืชทั้งในระดับเซลล สรีรวิทยา และการเจริญเติบโต (Bray, 
1993) ซึ่งพืชจะมีกลไกการปรับตัวตอภาวะแลง เชน การลดพื้นที่ใบและการปดปากใบ (Taiz และ 
Zeiger, 1998) การสรางสาร  antioxidant เพื่ อกํ าจัด  reactive oxygen species (Yong และ 
Jung, 1999) และการสะสมสาร osmolytes จําพวก  proline, glycine betaine และ  น้ําตาล 
(Cushman และ Bohnert, 2000)  
 

การตอบสนองตอภาวะแลงหลายประการเปนผลมาจากการควบคุมในระดับการแสดง
ออกของยีน โปรตีนที่มาจากการแสดงออกของยีนเหลานี้ อาจมีหนาที่ในการปกปองโครงสรางของ
เซลลและรักษากระบวนการทํางานในไซโตพลาสซึม ควบคุมการเปลี่ยนแปลงคา water potential 
ในเซลลเพื่อกระตุนใหมีการนําเขาน้ําหรือควบคุมการสะสมไอออน รวมถึงการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของยีนที่ encode เอนไซมสําหรับสังเคราะหสาร osmolytes เพิ่มมากขึ้น (Bray,1993) 
ตลอดจนยีนที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณภายในพืช (signal transduction) เพื่อใหเกิดการตอบ
สนองตอภาวะแลง (Knight และ Knight, 2001) 

 

 กลไกการตอบสนองของพืช เมื่อพืชไดรับภาวะแลงจะคลายกับการตอบสนองของพืชเมื่อ
พืชไดรับภาวะเค็ม (Smirnoff, 1998) จึงคาดวายีนที่แสดงออกในขณะที่พืชไดรับภาวะแลงและ
ภาวะเค็มนาจะมีความเกี่ยวของกัน หรืออาจจะเปนยีนกลุมเดียวกัน มีรายงานวายีนที่ถูกชักนําให
มีการแสดงออกในภาวะแลงสามารถถูกชักนําใหเกิดการแสดงออกดวยภาวะเค็มไดในพืชหลาย
ชนิด เชน ขาว (Mundy และ Chua, 1988) ถั่วฝกยาว (Iuchi และคณะ, 1996) มะเขือเทศ (Chen 
และ Tabaeizadeh, 1992) Craterostigma plantagineum (Piatkowski, และคณะ, 1990) และ 
Arabidopsis thaliana (Yamaguchi-Shinozaki และคณะ, 1995) เปนตน 
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 ความเครียดจากภาวะแลงและภาวะเค็มมีผลทําใหการเจริญเติบโตและการสรางผลผลิต
ของพื ชลดลง  (Cushman และ  Bohnert, 2000) โดยภาวะแวดล อม เหล านี้ จะก อ ให เกิ ด
ความเครียดจากการขาดน้ํา ขาวซึ่งเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญมีขีดจํากัดในการทนความเครียดจาก
ภาวะแลงและภาวะเค็ม ดังนั้นจึงมีความพยายามที่จะปรับปรุงสายพันธุขาวใหมีความสามารถใน
การทนตอภาวะแลงและภาวะเคม็สูงขึ้นในหลายวิธี ตั้งแตการปรับปรุงพันธุโดยวิธีการผสมพันธุ 
(Nguyen และคณะ, 1997) การคัดเลือกจาก somaclonal variation ระหวางการเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อ
คัดเลือกขาวทนเค็มและทนแลง (Vajrabhaya และ Vajrabhaya, 1991; Vajrabhaya และคณะ, 
2001) ตลอดจนความพยายามที่จะสราง transgenic rice โดยใชยีน HVA1 จากขาวบารเลย เพื่อ
ใหไดขาวที่ทนตอภาวะแลงและภาวะเค็ม (Xu และคณะ, 1996) 
 

 สายพันธุขาวที่มีความตานทานตอภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมที่ไดจากการคัดเลือกจาก
ตนที่มีการกลายพันธุ เชน somaclonal variation ที่เกิดระหวางการเลี้ยงเนื้อเยื่อ นอกจากจะมี
ประโยชนในดานที่เปนการปรับปรุงพันธุขาวใหมีลักษณะที่ดีขึ้นแลว ยังสามารถใชเปนตนแบบใน
การศึกษายีนที่มีความเกี่ยวของกับการตานทานภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมไดอีกดวย 
 

การศึกษาและรายงานการปรับปรุงสายพันธุขาวทนแลงมีอยางแพรหลาย แตภาพที่ชัด
เจนของการทํางานของยีนที่เกี่ยวของกับความตานทานแลงของขาวนั้นยังไมเปนที่ชัดเจนใน
ปจจุบัน การศึกษาในครั้งนี้จะเปนการศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็ม
ที่ไดจากการคัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง และการใชเทคนิค 
RAPD ในการศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุเดิมมาเปนขาวสายพันธุทนเค็มและ
ทนแลงเพื่อหาเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่อาจใชบงชี้ความตานทานภาวะเค็มและภาวะแลงได 
อันจะนําไปสูการศึกษายีนที่ควบคุมลักษณะทนแลงและเค็มของขาว และการประยุกตใชเพื่อการ
พัฒนาพืชทนแลงและทนเค็มตอไปไดในอนาคต 
 
วัตถุประสงคของการศึกษาทดลอง 
 

1. ศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจาก 
somaclonal variation ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 

2. ตรวจสอบการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุเดิมกับขาวสายพันธุทนเค็มที่
แสดงลักษณะทนแลงโดยใชวิธี  RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA) 

3. ศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรม (genetic marker) ที่ไดกับ
การแสดงออกของยีนในภาวะแลงและเค็ม 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ขอมูลที่ไดจะสามารถนําไปใชศึกษายีนที่ควบคุมลักษณะความทนแลงของขาวและการ
ประยุกตใชเพื่อการพัฒนาพันธุพืชทนแลงตอไปไดในอนาคต 

 
แผนการดําเนินการวิจัย 
 

1. ศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็มที่คัด
เลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง 

2. ศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด 
somaclonal variation ในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับขาวสายพันธุเดิม โดยใชวิธี 
RAPD 

3. ศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD กับการแสดง
ออกของยีนในภาวะแลง 

4. ศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD กับการแสดง
ออกของยีนในภาวะเค็ม 



บทที่ 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 
กลไกการตอบสนองของพืชเมื่อพืชไดรับภาวะแลงและภาวะเค็ม 
 

 ภาวะแลงและภาวะเค็มเปนปจจัยแวดลอมที่สําคัญที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการ
สรางผลิตผลของพืช (Cushman และ Bohnert, 2000) โดยภาวะแวดลอมเหลานี้จะกอใหเกิด 
osmotic stress เนื่องมาจากคา water potential ในดินลดต่ําลงจนใกลเคียงหรือตํ่ากวาภายใน
เซลลรากพืช จะสงผลทําใหพืชลําเลียงน้ําเขาสูรากพืชไดนอยลง ซึ่งถาคา water potential ในดิน
ลดต่ําลงมากเกินกวาภายในเซลลรากพืช น้ําในเซลลรากพืชจะเคลื่อนตัวออกสูภายนอก ทําใหพืช
ขาดน้ําอยางรุนแรงและแหงตายไปในที่สุด  ซึ่งพืชมีกลไกการปรับตัวอันเนื่องมาจากภาวะแลงอยู 
3 วิธี  (Taiz และ Zeiger, 1998) 

1. Drought escape การปรับตัวใหมีวงจรชีวิตสั้นลง เพื่อหลีกเลี่ยงจากความแหงแลง 
ทําใหพืชสามารถดํารงอยูในสภาพแวดลอมได 

2. Desiccation postponement การปรับตัวใหมีความสามารถในการรักษาปริมาณน้ํา
ภายในเนื้อเยื่อไวได 

3. Drought tolerance หรือ  Desiccation tolerance การปรับตัวใหยังคงรักษาการ
ทํางานและหนาที่ตางๆ ภายในตนพืชไวได 

 

ภาวะแลงมีผลกระทบตอพืชทั้งในระดับเซลล สรีรวิทยา และการเจริญเติบโต (Bray, 
1993) ซึ่งพืชจะมีการตอบสนองตอภาวะแลง เชน การลดพื้นที่ใบและการปดปากใบเพื่อลดการ
สูญเสียน้ํา (Taiz และ Zeiger, 1998) การสรางสาร antioxidant เพื่อกําจัด reactive oxygen 
species (Yong และ Jung, 1999) การสรางกรดแอบไซซิกเพื่อใหออกมาควบคุมการตอบสนอง
ทางสรีรวิทยาดานตางๆ (Bray, 1993) และการสะสมสาร compatible solute จําพวก proline, 
glycine betaine และ  น้ํ าตาล  เพื่ อป รับค า  water potential ภายใน เซลล  (Cushman และ 
Bohnert, 2000) การเปลี่ยนแปลงการทํางานของยีนเมื่อไดรับภาวะแลง โดยโปรตีนที่มาจากการ
แสดงออกของยีนเหลานี้ อาจมีหนาที่ในการปกปองโครงสรางของเซลลและรักษากระบวนการ
ทํางานในไซโตพลาสซึม ควบคุมการเปลี่ยนแปลงคา water potential ในเซลลเพื่อกระตุนใหมีการ
นําเขาน้ําหรอืควบคุมการสะสมไอออน (Bray, 1993) ตลอดจนยีนที่เกี่ยวของกับการสงสัญญาณ
ภายในพืช (signal transduction) เพื่อใหเกิดการตอบสนองตอภาวะแลง (Knight และ Knight, 
2001) 
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ภาวะเค็มสงผลกระทบตอพืชคลายคลึงกับภาวะแลงในแงของการขาดน้ํา เนื่องมาจาก
osmotic stress (Knight และคณะ, 1997) ซึ่งพืชที่สามารถเจริญเติบโตภายใตภาวะเค็มจะตองมี
กลไกการปรับตัวเพื่อใหสามารถดํารงชีวิตอยูภายใตภาวะเครียดนี้ได กลไกการปรับตัวของพืชเพื่อ
ทนตอภาวะเค็มแบงออกเปน 2 วิธี (Munns, 2002) 

1. ลดเกลือที่นําเขาสูตนพืช 
2. ลดความเขมขนของเกลือภายในไซโตพลาสซึม 

 

กลไกการปรับตัวของพืชในการลดเกลือที่จะนําเขาสูตนพืชคือ  การขับเกลือ  (salt 
exclusion) โดยมีหนาที่ลดอัตราการสะสมของเกลือที่ transpiring organ เปนการปองกันไมให
เกลือไปสะสมที่ใบหรือยอด โดยที่เซลลรากพืชจะมีการเลือกนําเกลือเขาภายในตนพืช (Munns, 
2002) หรือพืชมีขบวนการควบคุมการลําเลียงไอออนของเกลือใน xylem เพื่อควบคุมการไหลของ
เกลือไปยังยอด (Hasegawa และคณะ, 2000) นอกจากนี้ยังมีการลําเลียงเกลือออกจาก xylem 
ในราก แลวเคลื่อนยายออกจากพืชกลับสูสารละลายในดิน (Munns, 2002) แตในพืชที่ทนเค็มบาง
ชนิด เชน Tamarix sp. และ Ariplex sp. ไมสามารถขับเกลือที่รากได แตมีการขับเกลือที่ตอมเกลอื 
(salt gland) ที่ผิวของใบแทน (Taiz และ Zeiger, 1998) 

 

กระบวนการ osmotic adjustment เปนกลไกการปรับตัวของพืชอยางหนึ่งในการปรับคา 
water potential ในพืชใหต่ําลงเพียงพอที่จะทําใหรากพืชสามารถดูดน้ําเขาภายในเซลลรากพืชได
ดีขึ้น ในภาวะเค็มพืชจะมีการปรับตัวโดยลดความเขมขนของเกลือภายในไซโตพลาสซึม โดยการ
ลําเลียงไอออนของเกลือไปเก็บไวใน vacuole และการสังเคราะหสาร compatible solute จําพวก 
proline (Lott และคณะ, 1999) glycine betaine (Jagendorf และ Takabe, 2001) และ น้ําตาล 
(Liu และ Staden, 2001) ในไซโตพลาสซึมเพื่อสรางสมดุลย osmotic pressure ของไอออนใน 
vacuole ซึ่งกระบวนการ osmotic adjustment ที่เกิดโดยการสะสมสาร compatible solute ของ
พืชภายใตภาวะเค็มเหมือนกับภาวะที่เกิดในพืชที่ประสบกับภาวะแลง เพราะการสะสมสารเหลานี้
มีความเกี่ยวของกับ osmotic stress มากกวาผลกระทบจากไอออนของเกลือ ซึ่งในงานวิจัยของ 
Wyn-Jones และ Storey (1978a) พบวามีการสะสม proline และ glycine betaine เพิ่มมากขึ้น
ในขาวบารเลยที่อยูในภาวะแลงและภาวะเค็มที่มีคา osmotic pressure เดียวกัน นอกจากนี้ยังพบ
การสะสมน้ําตาลเพิ่มมากขึ้นในตนกลาขาวสาลี (Triticum aestivum L.) ที่ไดรับภาวะแลงและ
ภาวะเค็ม (Kerepesi และ Galiba, 2000) 
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ภาวะแลงและภาวะเค็มกับการเจริญเติบโตของพืช 
 

 ภาวะแลงสงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของพืช เนื่องมาจากการเกิด osmotic stress 
ซึ่ง osmotic stress มีผลทําใหพืชดูดน้ําไดนอยลง (Li และ Chen, 2000) โดยภาวะแลงสงผล
กระทบตอพืชต้ังแตการงอกของเมล็ดไปจนกระทั่งถึงการเจริญเติบโตและการสรางผลผลิต  โดย 
Pérez-Molphe-Balch และคณะ (1996) ไดทดสอบเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดขาว (Oryza 
sativa L.) เมื่อไดรับภาวะแลง 3 พันธุ คือ Sinoloa, IR10120 และ Chiapas โดยเพาะเมล็ดขาว
บนกระดาษกรองที่ชุมดวยน้ําที่มี PEG 8000 ความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20 และ 25 เปอรเซ็นต 
หลังจากเพาะเมล็ด 5 วัน พบวาเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดขาวทั้งสามพันธุลดลง เมื่อความเขม
ขนของ PEG 8000 เพิ่มสูงขึ้น โดยพบวา PEG 8000 ความเขมขน 20 และ 25 เปอรเซ็นต ใหผลรุน
แรง  ซึ่ง  PEG 8000  ความเขมขน 20 เปอรเซ็นต   สงผลใหขาวพันธุ Chiapas  มีเปอรเซ็นตการ
งอกลดลงถึง 50 เปอรเซ็นต ในขณะที่ขาวพันธุ IR10120 และ Sinoloa มีเปอรเซ็นตการงอกลดลง 
24 และ 8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวาภาวะแลงมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของตน
ขาว โดยพบวาเมื่อใหภาวะแลงแกตนขาวอายุ 17 วัน โดยให PEG 8000 ความเขมขน 0, 5, 10, 
15, 20 และ 25 เปอรเซ็นต เปนเวลา 28 วัน พบวาการเจริญเติบโตของตนขาวลดลงในอัตราที่แปร
ผกผันกับความเขมขนของ PEG 8000 ที่สูงขึ้น แตภาวะแลงสงผลกระทบตอการเจริญเติบโตของ
รากไมมากนัก 
 

จากการศึกษาผลของภาวะแลงตอการเจริญเติบโตของตนมันสําปะหลัง 5 พันธุ โดย 
Alves และ Setter (2000) พบวาภาวะแลงทําใหการเจริญเติบโตและพื้นที่ใบของมันสําปะหลังลด
ลง   ภาวะแลงมีผลยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตของพื้นที่ใบ   โดยพบวาหลังจากงดใหน้ําเปนเวลา 
3 วัน ใบของมันสําปะหลังมีอัตราการเจริญเติบโตของพ้ืนที่ใบลดลง 5 เทา เมื่อเทียบกับชุดควบคุม
และเมื่องดใหน้ํานานขึ้น (6 วัน) อัตราการเจริญเติบโตของพื้นที่ใบลดลงเพิ่มมากขึ้นเปน 21 เทา 
เมื่อใหน้ําแกตนมันสําปะหลังเพื่อใหเจริญในภาวะปกติ พบวาอัตราการเจริญเติบโตของพื้นที่ใบ
เพิ่มข้ึนเปน 60 เปอรเซ็นต หลังจากใหน้ําเปนเวลา 3 วัน  
 

 Lu และ Neumann (1999) ศึกษาการเจริญเติบโตของตนกลาขาวพันธุ IR20 ซึ่งเปนพันธุ
ที่ไมทนตอภาวะแลง โดยเติม PEG ลงไปในสารละลายธาตุอาหารเพื่อปรับคา water potential ให
ลดลงจาก 0.0, -0.2, -0.4 จนกระทั่งถึง –0.6 MPa (24 ชั่วโมง) พบวาอัตราการเจริญเติบโตของตน
กลาขาวลดลงในอัตราที่เพิ่มมากขึ้นตามคา water potential ที่ลดลง 
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 เมื่อพืชประสบกับภาวะเค็ม นอกจากพืชจะเกิด osmotic stress แลว พืชมีการสะสม
ไอออนของเกลือมากขึ้น ทําใหเกิดความเปนพิษจากไอออนของเกลือที่พืชดูดเขาไปสะสมมากเกิน
ความจําเปน ซึ่งสงผลตอกระบวนการเมตาบอลิซึมตางๆ ภายในเซลล (Greenway และ Munns, 
1980) และความเค็มมีผลทําใหพืชขาดธาตุอาหารบางธาตุ ไอออนที่มีอยูมากมายในสารละลาย
ดินเค็มทําใหสมดุลยของธาตุอาหารเสียไป (Werner และ Finkelstein, 1995) ซึ่งสาเหตุเหลานี้ทํา
ใหการเจริญเติบโตของพืชลดลง 
 

 การศึกษาผลของภาวะเค็มตอการเจริญเติบโตของพืช มีการศึกษาผลของภาวะเค็มตอ
การพัฒนาของใบขาวโพด (Zea mays cv. G.S. 46) ที่ไดรับภาวะเค็ม โดยใชโซเดียมคลอไรด 
ความเขมขน 80 mM พบวาการเจริญเติบโตของใบและการพัฒนาของยอดลดลง ผลของภาวะเค็ม
ทําใหความยาวของใบที่สามและใบที่สี่ของขาวโพดลดลง 20 และ 30 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และ
สงผลใหอัตราการยืดตัวของใบที่สี่ลดลง 47 เปอรเซ็นต (Neves-Piestun และ Bernstein, 2001) 
 

 สําหรับผลของภาวะเค็มตอการเจริญเติบโตของตนกลาขาว อายุ 5 วัน โดยเติมโซเดียม
คลอไรดและแคลเซียมคลอไรดในสารละลายธาตุอาหาร  ในอัตราสวน  2 : 1  ปรับใหมีคาการนํา
ไฟฟาที่ 1.9, 3.4, 4.5, 6.1, 7.9 และ 11.5 dsm-1 พบวาการเจริญเติบโตของตนกลาขาวลดลงอยาง
มีนัยสําคัญ ตั้งแตไดรับภาวะเค็มที่ระดับตํ่าสุด (1.9 dsm-1) เปนเวลา 20 วัน และเมื่อความเขมขน
ของเกลือสูงขึ้นมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของตนกลาขาวโดยมีน้ําหนักแหงตนแตกตางจากชุด
ควบคุมในทุกระดับ หลังจากไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 17 วัน โดยการเจริญเติบโตมีอัตราที่ลดลง
มากขึ้น เมื่อความเค็มของเกลือเพิ่มข้ึน (Zeng และ Shannon, 2000) 
 

 Sibole และคณะ (1998) ศึกษาการเจริญเติบโตของตนกลาถั่ว (Phaseolus vulgaris L. 
cv. Contender)  ที่ไดรับภาวะเค็ม โดยเพิ่มโซเดียมคลอไรดคร้ังละ 25 mM ใหแกตนกลาถั่วทุก
สองวัน จนกระทั่งมีระดับความเขมขนสุดทายเปน 25, 50 และ 75 mM โดยพบวาตนกลาถั่วที่ได
รับภาวะเค็มมีพื้นที่ใบลดลงในอัตราที่แปรผกผันกับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่เพิ่มสูงขึ้น
และระยะเวลาที่ไดรับ โดยจะเห็นผลรุนแรงที่ความเขมขน 75 mM ซึ่งมีผลยับยั้งการแผขยายของ
ใบ  และเมื่อใหภาวะเค็มแกตนกลาถั่วเปนเวลา 38 วัน พบวาโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขน 50 
และ 75 mM มีผลทําใหนํ้าหนักแหงตนลดลง 24 และ 50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม อยางไรก็ตามพบวาที่ภาวะเค็มทุกระดับสงผลกระทบตอรากไมมากนัก ดังนั้นจึงมี
อัตราสวนของน้ําหนักแหงรากตอน้ําหนักแหงตนเพิ่มข้ึน โดยที่ความเขมขน 25 และ 50 mM มี
อัตราสวนของน้ําหนักแหงรากตอน้ําหนักแหงตนเพิ่มขึ้น 80 เปอรเซ็นต ในขณะที่ความเขมขน 75 
mM เพิ่มข้ึน 60 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
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การคนพบยีนที่เกี่ยวของกับภาวะแลงและภาวะเค็ม 
 

 กลไกการตอบสนองของพืช เมื่อพืชไดรับภาวะแลงจะคลายกับการตอบสนองของพืช เมื่อ
พืชไดรับภาวะเค็ม (Smirnoff, 1998) ดังนั้นจึงคาดวายีนที่แสดงออกในขณะที่พืชไดรับภาวะแลง
และภาวะเค็มนาจะมีความเกี่ยวของกันหรืออาจจะเปนยีนในกลุมเดียวกัน 
 

ภาวะแลงและภาวะเค็มมี Signal Transduction Pathway ของยีนที่ตอบสนองตอภาวะ
แลงและภาวะเค็มรวมกัน (Seki และคณะ, 2003) โดยในป 2002 Seki และคณะ ใชเทคนิค 
microarray ในการศึกษาการแสดงออกของยีนและหาความสัมพันธของยีนที่แสดงออกในภาวะ
แลงและภาวะเค็มใน Arabidopsis thaliana พบวามียีนจํานวน 101 ยีน ที่แสดงออกทั้งในภาวะ
แลงและภาวะเค็ม โดยพบวายีนที่ถูกชักนําใหแสดงออกในภาวะแลงมีจํานวน 277 ยีน และยีนที่
สามารถถูกชักนําใหมีการแสดงออกในภาวะเค็มมีจํานวน 194 ยีน จากขอมูลดังกลาวชี้ใหเห็นวา 
ภาวะแลงและภาวะเค็มมีผลบางอยางตอการแสดงออกของยีนในพืชรวมกัน นอกจากนี้ยังพบวา
ยีนหลายชนิดถูกชักนําใหมีการแสดงออกในภาวะแลงและเมื่อนํามาทดสอบในภาวะเค็มแลวพบ
วา มีการชักนําใหเกิดการแสดงออกดวยภาวะเค็มได เชน ยีน le16 จากมะเขือเทศ กลุมยีน
cowpea clones responsive to dehydration (CPRD) จากถั่วฝกยาว เปนตน 
 

 Plant และคณ ะ  (1990) ได โคลนยี น  le16 จาก ใบของมะ เขื อ เทศ  (Lycopersion 
esculentum Mill cv Ailsa Craig)  ที่แสดงออกเมื่อใบถูกวางทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 
6 ชั่วโมง และทําการศึกษาการแสดงออกของยีน le16 ในใบและรากของมะเขือเทศที่ใหภาวะแลง
ตางๆ กัน 3 แบบ คือ การวางไวใหแหงจนมีน้ําหนักสดเหลืออยู 88 เปอรเซ็นต การใหภาวะแลงโดย
ใช PEG ที่ปรับคา water potential ของสารละลายธาตุอาหารเปน –1.4 MPa และการใหภาวะ
เค็มที่มีโซเดียมคลอไรดในสารละลายธาตุอาหารความเขมขน 171 mM พบวาในใบของมะเขือเทศ
ที่ไดรับภาวะแลงโดยถูกทําใหแหงมีการสะสม le16 mRNA เพิ่มมากขึ้น 127 เทา และในใบที่ไดรับ
ภาวะแลงโดยใช PEG มีปริมาณ le16 mRNA เพิ่มข้ึน 4.2 เทา เมื่อเทียบกับชุดควบคมุ นอกจากนี้ 
ยีน le16 ยังสามารถถูกชักนําใหมีการแสดงออกในใบของมะเขือเทศที่ไดรับภาวะเค็มได โดยมี
ปริมาณ le16 mRNA เพิ่มข้ึน 4.6 เทา เมื่อเทียบกับชุดควบคุม แตไมพบการแสดงออกของยีน 
le16 ในรากของมะเขือเทศในทุกการทดลอง 
 

 Iuchi และคณ ะ  (1996) ได โค ลน กลุ ม ยี น  CPRD (cowpea clones responsive to 
dehydration) จํานวน 10 ยีน จากถั่วฝกยาว (Vigna unguiculata (L.) Walp.) สายพันธุ IT84S-
2246-4 ซึ่งเปนสายพันธุทนแลง ที่ไดรับภาวะแลงโดยวางทิ้งไวใหแหงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 
ชั่วโมงและทําการศึกษาปริมาณ CPRD mRNA ในใบของถั่วฝกยาวที่วางทิ้งไวใหแหงที่เวลา 0, 1, 



 9

2, 5, 10 และ 24 ชั่วโมง พบยีน CPRD จํานวน 9 ยีน ที่สามารถถูกชักนําใหแสดงออกได แตเวลา
ของการชักนําใหเกิดการแสดงออกของกลุมยีน CPRD ในยีนแตละยีนมีความแตกตางกัน นอก
จากนี้ Iuhci และคณะ (1996) ไดทําการทดลองศึกษาการแสดงออกของยีน CPRD เปรียบเทียบ
กับภาวะเครียดอื่นๆ คือ ภาวะเค็ม (salt stress) ภาวะเย็น (cold stress) และภาวะรอน (heat 
stress) พบวายีน CPRD จํานวน 3 ยีน สามารถถูกชักนําใหมีการแสดงออกในภาวะเค็มไดที่ระดับ 
250 mM แตไมสามารถถูกชักนําใหมีการแสดงออกในภาวะเย็น และภาวะรอนได 
 

 ในทางกลับกันมีงานวิจัยหลายงานที่แสดงใหเห็นวายีนที่ถูกชักนําใหมีการแสดงออกใน
ภาวะเค็มสามารถถูกชักนําใหเกิดการแสดงออกดวยภาวะแลงได โดย Claes และคณะ (1990) ได
โคลนยีน salT จากรากของขาว (var. Indica cv Taichung native1) ที่ไดรับภาวะเค็มโดยมีความ
เขมขนของเกลือ MS (Murachige และ Skoog salt) 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 4 วัน นํายีน salT ที่
โคลนไดมาศึกษาการแสดงออกของยีนในแผนใบ กาบใบ และรากของขาว เมื่อไดรับภาวะเค็มที่มี
เกลือ MS ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต พบวามีการสะสม salT mRNA เพิ่มมากขึ้นในกาบใบ และ
ราก ในขณะที่มี salT mRNA เพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอยในแผนใบ อีกทั้งยังทําการศึกษาการแสดงออก
ของยีน salT ในตนกลาขาวอายุ 8 วัน ที่ไดรับภาวะเค็มโดยใชโซเดียมคลอไรด และโพแทสเซียม
คลอไรด ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 7 วัน พบวามีการสะสมของ salT mRNA เพิ่มมาก
ขึ้น ในสวนแผนใบและกาบใบเมื่อใหภาวะเค็มดวยโซเดียมคลอไรด และในสวนกาบใบเมื่อใหภาวะ
เค็มดวยโพแทสเซียมคลอไรด และยังพบอีกวายีน salT มีการแสดงออกในสวนของกาบใบและราก
ของขาวที่วางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3.5 ชั่วโมง นอกจากนี้เมื่อใช PEG 5 เปอรเซ็นต จําลอง
ภาวะแลงใหแกขาว พบวายีน salT สามารถถูกชักนําใหแสดงออกในกาบใบและรากเชนเดียวกัน  
 

 Bostock และ Quatrano (1992) ไดโคลนยีน Em จากเซลลแขวนลอยของขาวที่ไดรับ
ภาวะเค็ม โดยใชโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.4 M และนํามาทดสอบการแสดงออกของยีน Em 
กับภาวะเครียดอื่นๆ คือ ภาวะเย็น ภาวะรอน เมื่อไดรับแสงอัลตราไวโอเลต เซลลแขวนลอยที่ไดรับ
ภาวะแลงโดยวางไวบนกระดาษกรองใหแหงจนมีน้ําหนักสดเหลืออยู 90 50 และ 12-15 เปอรเซน็ต 
ตามลําดับ ผลปรากฏวา ไมพบการแสดงออกของยีน Em ในเซลลแขวนลอยของขาวที่ไดรับภาวะ
แลงโดยวางไวบนกระดาษกรองใหแหงจนมีน้ําหนักสดเหลืออยู 90 และ 50 เปอรเซ็นต แตพบวามี
ปริมาณ Em mRNA เพิ่มสูงขึ้นพรอมกับระดับฮอรโมนกรดแอบไซซิก ในเซลลแขวนลอยของขาวที่
วางไวใหแหงจนมีน้ําหนักสดเหลือเพียง 12-15 เปอรเซ็นต ในขณะที่ไมพบการสะสมของ Em 
mRNA และฮอรโมนกรดแอบไซซิกเพิ่มข้ึนในภาวะเย็น ภาวะรอนและการไดรับแสงอัลตราไวโอเลต 
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 Li แ ล ะ  Chen (2000) ไ ด โ ค ล น ยี น  SAMDC1 ที่  encode S-adenosylmethionine 
decarboxylase ซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญในกระบวนการสังเคราะห polyamine จากขาวพันธุ
Zhaiyeqing8 ที่ถูกชักนําใหแสดงออกเมื่อไดรับภาวะเค็ม หลังจากนั้นยังไดศึกษาการแสดงออก
ของยีน SAMDC1 ในตนกลาขาวที่ไดรับภาวะเค็ม โดยมีโซเดียมคลอไรดในสารละลายธาตุอาหาร 
ความเขมขน 171 mM และในภาวะแลงโดยใช PEG 6000 15 เปอรเซ็นต พบวามีการแสดงของยนี 
SAMDC1 โดยพบปริมาณ SAMDC1 mRNA เพิ่มข้ึนในตนกลาขาวที่ไดรับภาวะเค็มและภาวะแลง 
โดยในตนกลาที่ไดรับภาวะเค็มมีการสะสม SAMDC1 mRNA เพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง หลังจากไดรับ
ภาวะเค็มเปนเวลา 3 ชั่วโมง และพบวามีการสะสม SAMDC1 mRNA สูงสุดหลังจากตนกลาขาว
ไดรับภาวะเค็มเปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับในภาวะแลงพบวาภาวะแลงสามารถชักนําใหเกิดการ
แสดงออกของยีน SAMDC1 ได โดยมี SAMDC1 mRNA เพิ่มมากขึ้น และจะมีระดับ SAMDC1 
mRNA สูงสุดหลังจากไดรับภาวะแลงเปนเวลา 6 ชั่วโมง 
 

 นอกจากนี้ยังมีตัวอยางงานวิจัยที่พบวายีนที่โคลนไดจากการชักนําใหมีการแสดงออกใน
ภาวะแลงสามารถถูกชักนําใหแสดงออกไดดวยภาวะเค็ม และในทางกลับกันยีนบางยีนที่โคลนได
จากการชักนําใหแสดงออกไดในภาวะเค็มสามารถถูกชักนําใหแสดงออกไดดวยภาวะแลงเชนกัน 
เชน งานวิจัยของ Liu และ Barid (2003) ไดโคลนยีนจากทานตะวัน (Helianthus annuus L.) ที่ได
รับภาวะแลง โดยการงดใหน้ําเปนเวลา 6 วัน จํานวน 5 ยีน คือ VC2-D, CAp1-1U, Cap1-2U, 
Cap2-U และ GAp1-D และจากทานตะวันที่ไดรับภาวะเค็ม โดยมีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 
250 mM ในสารละลายธาตุอาหาร จํานวน  12 ยีน  คือ  RSC1-U, SG2-U, SG4-U, RSC5-U, 
SC7-U, RSA1-U, SA3-U, RSG10-U, RSG11-U, RSG13-U, RSG15-U และ RSG22-D เมื่อนํา
มาทดสอบการแสดงออกของยีนที่โคลนไดทั้งหมดภายใตภาวะแลงและภาวะเค็ม พบยีนจํานวน 9 
ยีน คือ RSC1-U, RSC5-U, SG2-U, RSG11-U, RSG15-U, RSG22-D, SA3-U, SC7-U ซึ่งโคลน
ไดจากการชักนําใหมีการแสดงออกในภาวะเค็ม และ Gap1-D ซึ่งโคลนไดจากการชักนําใหมีการ
แสดงออกในภาวะแลง สามารถถูกชักนําใหแสดงออกเมื่อไดรับภาวะแลงและภาวะเค็มได โดยมี
ปริมาณ mRNA เพิ่มข้ึนในตนและรากเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
 

 จะเห็นไดวาการแสดงออกของยีนในพืชที่ตอบสนองตอภาวะแลงและภาวะเค็มนั้น มียีน
อยูจํานวนมากที่มีการตอบสนองตอทั้งสองภาวะ ซึ่งกลุมยีนดังกลาวอาจมีความเกี่ยวของกับความ
สามารถในการทนทานตอภาวะแลงและภาวะเค็ม 
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เครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 

 เครื่องหมายทางพันธุกรรม เปนเครื่องหมายที่ใชบงชี้ความจําเพาะของสายพันธุ โดยมี
บริเวณในสวนลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความเปนเอกลักษณประจําสายพันธุ (William และคณะ, 
1990) เครื่องหมายทางพันธุกรรมถูกพัฒนาขึ้นเพื่อเปนเครื่องมือในการวิเคราะหหาความสัมพันธ
และความหลากหลายทางพันธุกรรม (Detsika และคณะ, 2003) นอกจากนี้ยังสามารถใชในการ
สืบคนหายีนและวางตําแหนงยีน (Ohmori และคณะ, 1995) และใชเปนเครื่องมือในการคัดเลือก
ในการปรับปรุงพันธุไดอยางมีประสิทธิภาพ ปจจุบันไดมีการนําเทคนิคตางๆ มาใชในการหาเครื่อง
หมายทางพันธุกรรม เชน 
 

 เทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เปนการตรวจสอบความ
แตกตางหรือความหลากหลายของชิ้นสวน DNA หลังจากถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซึ่งเทคนิค 
RFLP มีขอเสียคือ ตองใชเวลาในการศึกษานานและคาใชจายสูง (Tatineni และคณะ, 1996) 
 

 เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เปนเทคนิคหนึ่งที่ ใชในการ
ตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุในระดับ DNA และสามารถนํามาใชในการจัด
จําแนกทางอนุกรมวิธานได (Wachira และคณะ, 1995) เทคนิค RAPD สามารถใชกับตัวอยาง 
DNA ที่มีปริมาณนอย (Devos และ Gale, 1992) มีความเร็ว งายในการศึกษาและคาใชจายไมสูง 
นอกจากนี้ยังมีประสิทธิภาพในระดับเดียวกันกับเทคนิค RFLP ในการศึกษา genetic diversity 
ของขาว (Fuentes และคณะ, 1999)  
 
RAPD 
 

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ถูกพัฒนาโดย Williams และคณะ ใน
ป 1990 เปนวิธีหนึ่งที่สามารถใชในการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิตและใช
ในการวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางสายพันธุ นอกจากนี้ยังใชในการจัดจําแนกทางอนุกรม
วิธานได (Wachira และคณะ, 1995) เทคนิค RAPD เปนวิธีที่งายและสะดวกรวดเร็ว โดยใชไพร
เมอรสายเดี่ยวที่มีลําดับเบสไมเฉพาะเจาะจง มีความยาวประมาณ  9-10 นิวคลีโอไทด ใช 
genomic DNA เปน template และนํามาทําปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) ทําให
เกิดแถบ DNA ขนาดตางๆ ซึ่งอาจมีรูปแบบที่เหมือนหรือแตกตางกัน ทําใหไดเครื่องหมายทางพนัธุ
กรรม (genetic markers) ที่มีความเปนเอกลักษณ ซึ่งสามารถใชบอกความแตกตางทางพนัธกุรรม
ในระดับ DNA ได นอกจากนี้เทคนิค RAPD ยังสามารถใชในการตรวจสอบไดถึงในระดับ single 
base change ใน genomic DNA (Williams และคณะ, 1990) 
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ในปจจุบันเทคนิค RAPD ถูกนํามาประยุกตใชอยางแพรหลาย โดยใชในการศึกษาในพืช
หลายชนิด  เชน  ในกลวย  (Faure และคณะ , 1993) ขาวบารเลย  (Tinker และคณะ , 1993; 
Fernandez และคณะ, 2002) แอปเปล (Koller และคณะ, 1993) ขาวโพด (Marsan และคณะ, 
1993) แตงกวา (Kennard และคณะ, 1994) Indian mustard (Jain และคณะ, 1994) ขาวฟาง 
(Pammi และคณะ, 1994) ถั่วสกุล Lotus (Campos และคณะ, 1994) ขาวโอต (Wight และคณะ, 
1994) ปาลมน้ํ ามัน  (Shah และคณะ , 1994) มันเทศ  (Jarret และ  Austin, 1994) กาแฟ 
(Orozco-Castillo และคณะ, 1994) มะเขือเทศ (Ohmori และคณะ, 1995) พีช (Rajapakse 
และคณะ , 1995) ชา (Wachira และคณะ, 1995) แตงโม  (Lee และคณะ , 1996) เผือก 
(Irwin และคณะ, 1998) มะละกอ (Urasaki และคณะ, 2002) ฝาย (Lu และ Myers, 2002) 
และ ถั่วเหลือง (Cairo และคณะ, 2002) เปนตน 

 

 เทคนิค RAPD ไดถูกนํามาใชในการศึกษาทางพันธุกรรมของขาวในหลายดาน ทั้งในดาน
การแยกความแตกตางทางพันธุกรรม (Ge และคณะ, 1999) การตรวจสอบการแปรทางพันธุกรรม 
(Godwin และคณะ, 1997) การจัดหมวดหมูสายพันธุขาว (Yu และ Nguyen, 1994; Mackill, 
1995; Fuentes และคณะ, 1999) การศึกษา Phylogenetic relationship (Ishii และคณะ, 1996) 
และการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม (Cao และ Oard, 1997) นอกจากนี้ยังมีการนําเทคนิค
นี้ไปประยุกตใชเปนเครื่องมือในการตรวจสอบเบื้องตนในการเกิด segregation ของยีนเพื่อใหตาน
ทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลในขาวที่ไดรับการปรับปรุงพันธุ โดยใชเทคนิค RAPD เพื่อหา
โมเลกุลเครื่องหมาย (Jeon และคณะ,1999) 
 

Yu แ ล ะ  Nguyen (1994) ได นํ า เท ค นิ ค  RAPD ม า ใช ใน ก า รต ร ว จ ส อ บ  DNA 
polymorphism และ genetics diversity ระหวางขาว (Oryza sativa L.) นาดอนและนาลุม ซึ่งมี
ลักษณะความสามารถในการทนแลง (drought-resistance) แตกตางกัน โดยใชขาว 13 พันธุ แบง
เปนขาวนาดอน 9 พันธุ และขาวนาลุม 4 พันธุ ใชไพรเมอรจํานวน 42 ไพรเมอร ผลปรากฏวาได
แถบ DNA รวมทั้งหมด 260 แถบ พบวา 208 แถบ ซึ่งคิดเปน 80 เปอรเซ็นต แสดง polymorphism 
ระหวางพันธุขาวได โดยแถบ DNA มีขนาด 0.5-4.0 กิโลเบส ซึ่งไพรเมอรที่ใชทั้งหมดจํานวน 42 
ไพรเมอร มีเพียง 2 ไพรเมอร ที่ไมสามารถแยกความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุไดและ
จากขอมูลของ RAPD สามารถจัดหมวดหมูขาวที่ทาํการศึกษาออกเปน 2 กลุม คือ japonica และ 
indica โดยขาวที่จัดอยูในกลุม japonica ถูกแบงออกเปน  2 กลุมยอย กลุมแรกมี ขาวพันธุ 
Azucena, Rikuto Norin2 และMoroberekan สวนในกลุมที่สองมี  IAC25, IRAT13, US4 และ 
63-83 สําหรับในกลุม indica ถูกแบงออกเปน 2 กลุมยอยเชนเดียวกัน โดยกลุมแรกมี ขาวพันธุ 
BPI 76-NS และIR36 และในกลุมที่สองมีขาวพันธุ IR20, MGL-2 และ Salumpikit นอกจากนี้ยัง
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พบความแตกตางทางพันธุกรรม (polymorphism) สูง ในพันธุขาวระหวางกลุม japonica และ 
indica ในขณะที่พบความแตกตางทางพันธุกรรมต่ําระหวางพันธุขาวนาดอนและนาลุม ภายใน
กลุม indica นอกจากนี้ Yu และ Nguyen ไดสราง dendrogram ของขาวทั้ง 13 พันธุ โดยใชขอมูล
จาก RAPD และใหผลคลายคลึงกับการวิเคราะหดวย isozyme ของ Glazmann (1987) ซึ่ง Yu 
และ Nguyen ไดกลาววา RAPD เปนวิธีที่เปนประโยชนในการสรุปหาความสัมพันธทางพันธุกรรม
ระหวางพันธุขาว 

 

มีรายงานการใช RAPD ในการจัดหมวดหมูของขาวในลักษณะเดียวกันโดย Mackill 
(1995) ใชเทคนิค RAPD ในการจัดหมวดหมูของขาว japonica โดยใชขาวทั้งหมดจํานวน 134 
พันธุ  แบงเปน  temperate japonica 110 พันธุ  และ  tropical japonica 24 พันธุ  ใชไพรเมอร
จํานวน 120 ไพรเมอร โดยในการคัดเลือกไพรเมอรใชตัวอยางขาวจํานวน 8 พันธุ เพื่อคัดเลือกไพร
เมอรที่คาดวาจะแสดงความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุได และเมื่อนําไพรเมอรที่ผานการ
คัดเลือกมาใชในการทํา RAPD ในขาวที่ทําการศึกษา ผลปรากฏวาพบไพรเมอรจํานวน 10 ไพร
เมอร ที่สามารถแสดงความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุโดยพบแถบ  DNA ที่แสดง 
polymorphism ทั้งหมด 30 แถบ ขอมูลจาก RAPD ถูกนําไปใชในการจัดหมวดหมูของพันธุขาว 
โดยสามารถแบงพันธุขาว japonica ออกเปน 2 กลุม โดยในกลุมแรกสวนใหญเปน temperate 
japonica ประกอบดวย 85 พันธุ ซึ่งเปนขาวที่มาจากประเทศญี่ปุน 2 พันธุ ทวีปยุโรป 28 พันธุ 
เก าห ลี  10 พั น ธุ  จี น  6 พั น ธุ  อ อ ส เต ร เลี ย  4 พั น ธุ  tropical cultivar 3 พั น ธุ  แล ะ  U.S. 
short/medium grain 13 พันธุ และพันธุขาวที่ถูกจัดอยูในกลุมที่สองมีทั้งหมด 31 พันธุ ซึ่งในกลุม
ที่สองสามารถแบงเปนกลุมยอยไดอีก 2 กลุม โดยในกลุมยอยกลุมที่หนึ่ง ประกอบดวย U.S. long 
grain 13 พันธุ tropical japonica 7 พันธุ และพันธุขาวที่มาจากประเทศสเปน 1 พันธุ สวนกลุม
ยอยกลุมที่สอง ประกอบดวย U.S. medium grain 5 พันธุ tropical japonica 4 พันธุ และพันธุ
ขาวที่มาจากประเทศญี่ปุน 1 พันธุ  

 

นอกจากนี้ Fuentes และคณะ (1999) ไดทําการศึกษา genetic diversity ในขาว 18 พนัธุ 
โดยใชวิธี isozyme, RAPD และ RFLP markers เปรียบเทียบกัน ขาวทั้ง 18 พันธุ แบงออกเปน 
ขาวที่มีลักษณะตนสูงจํานวน 3 พันธุ จากประเทศอินเดีย และขาวที่มีลักษณะ semi-dwarf 
จํานวน 15 พันธุ ซึ่งมาจากประเทศฟลิปปนส 2 พันธุ อินเดีย 1 พันธุ และคิวบา 12 พันธุ การใช
เทคนิค RAPD ในการศึกษา genetic diversity ใชไพรเมอรทั้งหมด 60 ไพรเมอร เพื่อคัดเลือกไพร
เมอรที่คาดวาจะแสดงความแตกตางระหวางพันธุได ผลปรากฏวาพบ 21 ไพรเมอร ที่พบแถบ 
DNA ที่แสดง polymorphism นอกจากนี้ขอมูลที่ไดจาก RAPD, isozyme และ RFLP markers นํา
มาสราง dendrogram เพื่อจัดหมวดหมูของขาวทั้ง 18 พันธุ พบวา dendrogram ที่สรางจากขอ
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มูลของ RAPD และ RFLP markers มีความคลายคลึงกัน ซึ่งวิธีทั้งสองสามารถแยกความแตกตาง
ระหวาง genotype ไดอยางมีประสิทธิภาพ ตางจาก dendrogram ที่สรางจากขอมูลของ isozyme 
ซึ่งใหผลขัดแยงกัน ซึ่ง Fuentes และคณะรายงานวา RAPD และ RFLP markers เปนวิธีที่เหมาะ
สมในการศึกษา genetic diversity ใน genotype ของขาว 

 

เทคนิค RAPD ถูกนํามาประยุกตใชในการหา Phylogenetic relationship โดย Ishii และ
คณะ  (1996) ไดศึ กษา  Phylogenetic relationship ใน  A-genome species ของพื ชในสกุล 
Oryza 4 ชนิด  คือ  Oryza sativa จํานวน  8 พันธุ  Oryza glaberrima จํานวน  6 พันธุ Oryza 
perrennis จํานวน 13 พันธุ และ Oryza breriligulata จํานวน 2 พันธุ ในการศึกษาใชไพรเมอร 
จํานวน 14 ไพรเมอร ทําการเปรียบเทียบรูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจาก RAPD และคํานวณสัด
สวนของแถบ DNA ระหวางขาว 29 พันธุ เพื่อสราง dendrogram ซึ่งแสดงความสัมพันธทางพันธุ
ก รรม ระห ว า งพั น ธุ  ซึ่ ง  Ishii และคณ ะ  (1996) ได ราย งานว า  Oryza sativa และ  Oryza 
glaberrima อาจจะมีตนกําเนิดมาจาก  Asian form ของ Oryza perrennis และจาก  Oryza 
breriligulata ตามลําดับ 

 

ในป 1997 Cao และ Oard ไดใชเทคนิค RAPD ในการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรม 
ในขาว 26 พันธุ ในสหรัฐอเมริกา โดยมีการจัดกลุมของขาวที่นํามาศึกษาตามลักษณะดังตอไปนี้ 
medium/long grain length, maturity, aromatic และ  amylose content ทําการคัดเลือกไพร
เมอร จํานวน 220 ไพรเมอร โดยใชตัวอยางขาว 5 พันธุ ผลการคัดเลือกพบ 69 ไพรเมอร ที่คาดวา
จะแสดงความแตกตางระหวางสายพันธุได และเมื่อทํา RAPD โดยใชขาวทั้งหมด 26 พันธุและใช
ไพรเมอรที่ผานการคัดเลือก พบวาไดแถบ DNA ที่แสดง polymorphism จํานวน 92 แถบ มีขนาด
อยูระหวาง 0.25-3.5 กิโลเบส การใชไพรเมอรจํานวน 69 ไพรเมอร ไมพบไพรเมอรที่สามารถแยก
ความแตกตางของขาวทุกพันธุได พบเพียง 7 ไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางในระหวาง
พันธุไดในบางพันธุ เชน ไพรเมอร OPT-17 ที่สามารถแยกความแตกตางของขาว 12 พันธุ จากขาว
ทั้งหมด 26 พันธุ และขอมูลจาก RAPD นํามาใชในการหาคา genetic distance ในขาวที่มี
ลักษณะ long และ medium grain เปรียบเทียบกับคา genetic distance ที่ไดจากการใชขอมูล
จาก pedigree พบวาคา genetic distance ที่ไดจากการใชขอมูลจาก pedigree มีคาสูงกวาคา 
genetic distance ที่ไดจากการใชขอมูลจาก RAPD และเมื่อสราง dendrogram ของขาว 26 พันธุ
จากขอมูลที่ไดจาก RAPD พบวาพันธุขาวที่จัดอยูในกลุม maturity หรือ grain type ถูกจัดอยูใน
กลุมเดียวกัน ซึ่งจะเหมือนกับ dendrogram ที่สรางขึ้นมาโดยอาศัยขอมูลจาก pedigree 
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Ge และคณะ (1999) ใชเทคนิค RAPD ในการแยกความแตกตางทางพันธุกรรมของขาว
ปา (Oryza rufipogon) 8 กลุมประชากร ซึ่งเก็บตัวอยางมาจากพื้นที่ตางๆ ในประเทศจีน 4 กลุม
ประชากร คือ กลุมP01 จากเมือง Yuling จํานวน 10 ตัวอยาง, กลุม P02 จากเมือง Guixian 9 
สายพันธุ, กลุม P03 จากเมือง Guipin 10 ตัวอยาง และ P04 จากเมือง Rongxian จํานวน 11 ตัว-
อยาง และขาวจากประเทศบราซิล 4 กลุมประชากร คือ กลุม B01 จาก Periquitinho Bay จํานวน 
10 ตัวอยาง, กลุม  B02 จาก  Ressaca de Sao Tomé จํานวน  10 ตัวอยาง , กลุม  B03 จาก 
Cuiucuiu Lake จํานวน 11 ตัวอยาง และกลุม B04 จาก Mamiá Lake จํานวน 9 ตัวอยาง ในการ
ศึกษาใชไพรเมอรจํานวน 60 ไพรเมอร ทําการคัดเลือกไพรเมอรที่คาดวาจะแสดงความแตกตาง
ของขาวในระหวางกลุมประชาการได โดยใชตัวอยางขาวจากประเทศจีน 2 กลุมประชากร และขาว
จากประเทศบราซิล 2 กลุมประชากร ผลการคัดเลือกพบ 20 ไพรเมอรที่คาดวาจะสามารถแยก
ความแตกตางทางพันธุกรรมได และเมื่อใชไพรเมอรที่ผานการคัดเลือกกับขาวทั้ง 8 กลุมประชากร 
รวม 80 ตัวอยาง พบวาไดแถบ DNA จํานวน 95 แถบมีขนาดอยูระหวาง 300-2,800 คูเบส และได
แถบ DNA ที่เปนแบบ polymorphic จํานวน 78 แถบ ซึ่งคิดเปน 82.1 เปอรเซ็นต และพบวาเมื่อ
คํานวณเปอรเซ็นตของแถบ DNA ที่เปนแบบ polymorphic ในแตละกลุมประชากรและพื้นที่ ผล
ปรากฏวาประชากรในกลุม P04 ซึ่งมาจากประเทศจีน มีเปอรเซ็นตของแถบ DNA ที่เปนแบบ 
polymorphic สูงที่สุด  คือ 43.2 เปอรเซ็นต  ในขณะที่กลุม  B04 ซึ่งมาจากประเทศบราซิลมี
เปอรเซ็นตของแถบ DNA ที่เปนแบบ polymorphic ต่ําที่สุด คือ 6.3 เปอรเซ็นต จากผลการทดลอง
ชี้ใหเห็นวาประชากรของขาวที่มาจากประเทศจีนมีความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากร
และพื้นที่มากกวากลุมประชากรขาวที่มาจากประเทศบราซิล 

 

Jeon และคณะ (1999) ไดประยุกตใชเทคนิค RAPD เพื่อเปนเครื่องมือในการตรวจสอบ
เบื้องตน ในการ segregation ของยีน Bph1 ในขาวรุน F2 ที่ไดรับการปรับปรุงพันธุใหมีความตาน
ทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล โดยการผสมพันธุระหวาง Korean rice พันธุ Gayabyeo ซึ่งเปน
พันธุที่มีความตานทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล และพันธุ Nagdongbyeo ซึ่งเปนพันธุที่ออนแอ
ตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล โดยใชเทคนิค RAPD หาโมเลกุลเคร่ืองหมาย ในการศึกษาใชไพรเมอร
จํานวน 140 ไพรเมอร พบเพียง 1 ไพรเมอร คือ OPD-7 ที่พบแถบ DNA ขนาด 700 คูเบส ปรากฏ
ในขาวพันธุ Gayabyeo และลูกผสมรุน F2 ที่แสดงลักษณะตานทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล ใน
ขณะที่ไมพบในพันธุ Nagdongbyeo และในลูกผสมรุน F2 ที่แสดงลักษณะออนแอตอเพลี้ย
กระโดดสีน้ําตาล  Jeon และคณะรายงานวา แถบ DNA ขนาด 700 คูเบส ที่ไดจาก RAPD มี
ความเกี่ยวของกับยีน Bph1 ซึ่งสามารถที่จะนําโมเลกุลเครื่องหมายนี้ไปใชในการคัดเลือกตนที่
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คาดวาจะตานทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล ทําใหสะดวก รวดเร็ว และประหยัดเวลาในการคัด
เลือกพันธุขาวที่มีความตานทาน 

 

Godwin และคณะ  (1997)   ไดนําเทคนิค  RAPD มาใชในการตรวจสอบการแปรทาง
พันธุกรรมของขาว (var. indica cv.FR13A) ที่เกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง โดย
ขาวที่ไดจาก somaclonal variation มี phenotype แตกตางกันในหลายลักษณะ นํามาเปรียบ
เทียบกับขาวสายพันธุเดิม โดยแบงออกเปน 12 สายพันธุ ซึ่งมี 7 สายพันธุ ที่มี phenotype เปลี่ยน
ไปเพียง 1 ลักษณะ เชน ความสูง หรือ ความสามารถในการทนแลงสูงขึ้น เปนตน และ 1 สายพันธุ 
มี phenotype เปลี่ยนแปลงไปมากกวา 1 ลักษณะ คือ ลักษณะตนเตี้ยและ biomass ลดลง และ
อีก 4 สายพันธุ มี phenotype ไมแตกตางจากสายพันธุเดิม เมื่อตรวจสอบรูปแบบของแถบ DNA 
โดยใชไพรเมอรจํานวน 28 ไพรเมอร และพบ 6 ไพรเมอร ที่แสดงรูปแบบของแถบ DNA แตกตาง
กันระหวางสายพันธุที่ไดจาก somaclonal variation กับขาวสายพันธุเดิม และพบวาในขาว 4 สาย
พันธุที่มี phenotype ไมแตกตางจากขาวสายพันธุเดิม เมื่อตรวจสอบการแปรทางพันธุกรรมดวย 
RAPD พบความแตกตางจากขาวสายพันธุเดิมในระดับ DNA ดังนั้น Godwin และคณะ (1997) 
จึงคาดวาการแปรทางพันธุกรรมที่ตรวจพบโดย RAPD อาจเปนการแปรทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นใน 
DNA ตรงสวนที่เปน highly repeated sequence จึงทําใหไมเกี่ยวของกับ phenotype 

 

 จากรายงานขางตนจะเห็นวาเทคนิค RAPD สามารถใชในการหาเครื่องหมายทาง
พันธุกรรมของสายพันธุขาวที่มีการกลายพันธุที่เกิดจาก somaclonal variation ระหวางการเลี้ยง
เนื้อเยื่อได ซึ่งจะนําไปสูการโคลนยีนที่เกี่ยวของและความเขาใจใน pathway ของการตอบสนอง
ตอภาวะเครียดไดในที่สุด ดังนั้นในงานวิทยานิพนธนี้จะเปนการศึกษาความสามารถในการทนแลง
ของขาวสายพันธุทนเค็มที่ไดจากการคัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง 
และการใชเทคนิค RAPD ในการศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุเดิมมาเปนขาวสาย
พันธุทนเค็มและทนแลงเพื่อหาเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่อาจใชบงชี้ความตานทานภาวะเค็ม
และภาวะแลงได อันจะนําไปสูการศึกษายีนที่ควบคุมลักษณะทนแลงและเค็มของขาว และการ
ประยุกตใชเพื่อการพัฒนาพืชทนแลงและทนเค็มตอไปไดในอนาคต 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 
พืชทดลอง 

1. เมล็ดขาว (Oryza sativa L.) พันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) เปนสายพันธุหลักใช
เปนชุดควบคุม 

2. เมล็ดขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ไดจากการเกิด 
somaclonal variation ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 ในหลอดทดลอง และผานการ
ผสมตัวเองมาแลว 10 และ 11 รุน 

 
อุปกรณการศึกษา 
 

1. วัสดุอุปกรณที่ใชในการปลูกขาว 
- ขวดแกวขนาด 100 มิลลิลิตร 
- กระบะพลาสติกสี่เหลี่ยมสีดํา ขนาดความจุ 5 ลิตร 
- โฟมและฟองน้ํา 
- กระถางดินเผาไมมีรู ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 30 เซนติเมตร 
- ดินเหนียว 
- เครื่องวัดการนําไฟฟา (Digital conductivity meter) 
- เครื่องวัด pH (pH meter) 
- โรงเรือนมุงหลังคาพลาสติกใส 
- ผาดําคลุมโรงเรือนเพื่อควบคุมความยาวของชวงวัน 
 

2. วัสดุอุปกรณที่ใชในการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของพชื 
- ตูอบตัวอยางพืช (Hot air oven) 
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
- ไมบรรทัด 

 
          3.   วัสดุอุปกรณที่ใชในการทํา RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

- เครื่องเพิ่มปริมาณ DNA (Programmable Thermal Controller รุน PTC-
100TM, MJ Research, Inc.) 

- ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง (Deep freezer) อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส 
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- โกรงบด 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
- ไมโครไปเปต 
- หลอด microcentrifuge 
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอนชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated 

centrifuge) 
- ชุดแยกกรดนิวคลีอิก ดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ (Horizontal gel 

electrophoresis) 
- เครื่องกําเนิดแสง UV (UV transluminator) 
- กลองถายภาพโพลารอยด 
 

        4.   วัสดุอุปกรณที่ใชในการโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม และการศึกษาการ
แสดงออก 

- ตูแชแข็งสําหรับเก็บตัวอยาง (Deep freezer) อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส 
- ตูเยน็ อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอน (Microcentrifuge) 
- เครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอนชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated 

centrifuge) 
- หลอด microcentrifuge 
- ไมโครไปเปต 
- ตูควบคุมอุณหภูมิสําหรับทํา Hybridization (Hybridization oven) 
- เครื่องกําเนิดแสง UV (UV transluminator) 
- กลองถายภาพโพลารอยด 
- ชุดแยกกรดนิวคลีอิก ดวยกระแสไฟฟาในแนวระนาบ (Horizontal gel 

electrophoresis) 
- ตูอบ (Oven)  
- เครื่องเขยาผสมสาร (Vortex mixer) 
- แผนเมมเบรน (Hybond N+, Amersham Pharmacia Biotech UK 

Limited, UK) 
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- X-ray film  
 
สารเคมี 
 

1. สารเคมีที่ใชในการปลูกขาว 
- Clorox 5.25 % (w/w) 
- สารเคมีสําหรับเตรียมธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  (Vajrabhaya 

and Vajrabhaya, 1991) (ดูในภาคผนวก ก) 
- PEG 6000  (Merck, Germany) 
- NaCl  (Merck, Germany) 
- ปุยยูเรีย สูตร 46-0-0 
- ปุยเคมี สูตร16-16-16 
- สารเคมีสําหรับกําจัดโรคและแมลง อาโคฟอส (Global crops limited, 

Thailand) 
 

2. สารเคมีที่ใชในการทํา RAPD 
- 50x TAE (Tris acetate EDTA) (ดูในภาคผนวก ก) 
- agarose 
- Ethidium bromide 

 
3. สารเคมีที่ใชในการสกัด DNA 

- DNA extraction bufffer (CTAB) (ดูในภาคผนวก ก) 
- ไนโตรเจนเหลวสําหรับบดตัวอยาง 
- Chloroform 
- Phenol : Chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) 
- RNase 
- Sodium acetate 
- Isopropanol 
- Ethyl alcohol 
- TE buffer (ดูในภาคผนวก ก) 
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4. สารเคมีที่ใชในการสกัด RNA 
- RNA extraction buffer (ดูในภาคผนวก ก) 
- Phenol : Chloroform (1:1) 
- Ethyl alcohol 
- 10 M LiCl2 
- TE buffer 

 
5. สารเคมีที่ใชในการทํา Southern blot และ Northern blot Hybridization 

- agarose 
- DNA marker (1Kb DNA ladder หรือ Lamda DNA digested with 

EcoRI and HindIII, New England Biolabs, USA) 
- RNA marker (RNA ladder, New England Biolabs, USA) 
- 5x TBE (Tris borate EDTA)   (ดูในภาคผนวก ก) 
- 10x MOPS    (ดูในภาคผนวก ก) 
- Loading dye for DNA     (ดูในภาคผนวก ก) 
- Loading dye for RNA     (ดูในภาคผนวก ก) 
- Ethidium bromide 
- 37% formaldehyde 
- 40% formamide 
- 20x SSC     (ดูในภาคผนวก ก) 
- ECL Labeling and Detection Kit (Amersham Pharmacia Biotech UK 

limited, UK) 
- Depurination buffer     (ดูในภาคผนวก ก) 
- Denaturation buffer   (ดูในภาคผนวก ก) 
- Neutralization buffer     (ดูในภาคผนวก ก) 
- Primary wash buffer      (ดูในภาคผนวก ก) 
- สารเคมีที่ใชในการลางฟลม (developer และ fixer) (Kodak 

(Australasia) PTY. LYD.,Australia) 
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วิธีการทดลอง 
 

1. การศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด 
somaclonal variation ในหลอดทดลอง 

  

1.1 การศึกษาภาวะแลงที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง 
 

1.1.1 เพาะเมล็ดขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 โดยนําเมล็ดขาวมาแชน้ําเปนเวลา 1 คืน จากนั้นนํามาฆาเชื้อ
ดวยสารละลาย 30 % (v/v) clorox เปนเวลา 20 นาที แลวลางใหสะอาด
ดวยน้ํา 3-4 คร้ัง กอนที่จะนํามาเพาะในที่มืด โดยนําเมล็ดมาเรียงใหเปน
แถวบนกระดาษทิชชูที่ทําใหชื้นดวยน้ําเปนเวลา 7 วัน เพื่อยายปลูกตอไป 

1.1.2 เมื่อตนกลามีอายุ 7 วัน นับจากวันเพาะ ยายตนกลาลงปลูกในสาร
ละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 
0  150  200  250 และ  300 g/l  ทําโดยคัดเลือกตนกลาที่มีขนาดตน
ใกลเคียงกันนําไปปลูกในขวดแกว ขนาด 100 มิลลิลิตร ขวดละ 10 ตน  
จํานวน 10 ขวด เปนเวลา 4 สัปดาห หลังจากนั้นยายปลูกในสารละลาย
ธาตุอาหารสูตรเดิม ที่ไมมี PEG 6000 เปนเวลา 1 สัปดาห 

1.1.3 วางขวดแกวไวในโรงเรือนทดลองที่มีแสงตามธรรมชาติ ตลอดระยะเวลา
ที่ทําการทดลอง ควบคุมระดับของสารละลายธาตุอาหารโดยเติมน้ําให
สารละลายธาตุอาหารอยูในระดับเดียวกันกับตอนเร่ิมตนการทดลองทุก
วัน เปลี่ยนสารละลายทุกสัปดาห 

1.1.4 เก็บผลการทดลองโดยวัดอัตราการรอดตาย โดยจะนับจํานวนขาวทีเ่หลอื
อยูทุกสัปดาห 

 

1.2 การศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุ- 
     ทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่ 10 ในภาวะแลง 
 

1.2.1 วางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized Design (CRD) 
จํานวน 5 ซ้ํา เพื่อการศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว
123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่ 10 ในภาวะแลง 

1.2.2 เพาะเมล็ดขาวทั้งสองสายพันธุ ตามวิธีการเพาะเมล็ดในขอ 1.1.1 
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1.2.3 ยายตนกลาลงปลูกในขวดแกวดวยสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง 
WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  ขวดละ 15 ตน 
จํานวน 20 ขวด โดยปฏิบัติเชนเดียวกันกับวิธีการทดลองในขอ 1.1.3 

1.2.4 หลังจากปลูกขาวในภาวะแลงเปนเวลา 6 สัปดาห ส้ินสุดการใหภาวะ
แลงโดยยายปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่ไมมี 
PEG 6000 เพื่อใหตนขาวเจริญเติบโตในภาวะปกติ 1 สัปดาห 

1.2.5 เก็บผลการเจริญเติบโต โดยการวัดความสูงตน ความยาวราก เก็บตัว-
อยางพืชมาแยกสวนตนและราก นํามาชั่งน้ําหนักสด จากนั้นนําไปอบใน
ตูอบตัวอยางพืชที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย  

            48 ชั่วโมง แลวนํามาชั่งน้ําหนักแหงของตนและรากดวยเครื่องชั่งทศนิยม  
            4 ตําแหนง 

        1.2.6   ขอมูลที่ไดนํามาวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) และ
ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’ s Multiple Range 
Test (DMRT) 

 

1.3 การศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123  และสายพันธุ- 
     ทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่ 11 ในภาวะแลง ทําการทดลองเชนเดียวกับ 
     ขอ1.2 โดยเปลี่ยนพืชทดลองจากขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171  
     รุนที่ 10 เปนขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่ 11 
 

2. การศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด 
somaclonal variation ในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับขาวสายพันธุเดิม โดยวิธี  
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

  

2.1 การคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรม  
 

 2.1.1    เพาะเมล็ดทั้งสองสายพันธุเชนเดียวกับวิธีการในขอ 1.1.1 ขาวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 ยายปลูกในสารละลายธาตุอาหารดัดแปลง 
WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 200 g/l เปนเวลา 4 สัปดาห ทํา
การคัดเลือกตนที่รอด แบงเปน 2 สวน โดยสวนแรกยายลงปลูกใน
กระถางและใหหมายเลข ทําการเพาะเลี้ยงจนไดเมล็ด (ตามวิธีการดัง
แสดงในภาคผนวก ข) เพื่อปลูกเก็บเมล็ดไวใชในการศึกษาขาวสายพนัธุ
นี้ในรุนที่ 11 สวนที่ 2 ยายลงปลูกในกระบะสี่เหลี่ยมสีดํา ขนาดความจุ 
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5 ลิตร ดวยสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่ไมมี PEG 
6000 เพื่อนําเนื้อเยื่อมาใชในการศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาว
สายพันธุทนเค็ม โดยใหแตละกระบะมีตนกลา 28 ตน ภาวะการปลูก
เปนการปลูกในโรงเรือนทดลองและการดูแลเปนไปตามที่ระบุไวในขอ 
1.1.3 สวนขาวพันธุเหลืองประทิว123 ปลูกในสภาพปกติในโรงเรือน
ทดลอง และดูแลเชนเดียวกันกับขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 

2.1.2 หลังจากนั้น 3 สัปดาห สกัด DNA จากใบขาวทั้งสองสายพันธุ ดวยวิธี 
CTAB โดยดัดแปลงจากวิธีของ Doyle และ Doyle (1987) (ตามวิธีการ
ดังแสดงในภาคผนวก ข) เพื่อใชในการคัดเลือกไพรเมอร 

2.1.3 ทดสอบไพรเมอร จํานวน 122 ไพรเมอร โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบโดย
บริษัท Operon และ UBC เพื่อคัดเลือกไพรเมอรที่คาดวาจะแสดงใหเหน็
ความแตกตางระหวางขาวทั้งสองสายพันธุได โดยเปรียบเทียบรูปแบบ
ของ DNA fragment ที่ไดจากวิธี RAPD เมื่อมี DNA จากขาวพันธุเหลอืง
ประทิว123 หรือสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 เปน DNA template 
การทดสอบไพรเมอรทําโดยใชตัวอยาง DNA ของขาว สายพันธุละ 1 ตน 
เปน  template ในปฏิ กิ ริยา  polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งมี
สภาวะการทําปฏิกิริยาดังนี้ 

 

                        ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 25 µl ซึ่งประกอบดวย   
20 ng  DNA  

                1x  Reaction Buffer     
1.5   µM  MgCl2      
0.4  µM primer  

                                     200 µM  dNTPs 
                                     0.5 Unit  Taq Polymerase  
 

                       สภาวะที่ใชในการเพิ่ม DNA ใชจํานวนรอบ 41 รอบ โดยแตละ
รอบประกอบดวยขั้นตอนการแยกสาย DNA อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที ตามดวยขั้นตอนจับคูของไพรเมอรกับ DNA template ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และขั้นตอนสังเคราะห DNA ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที และเมื่อครบจํานวนรอบใหคง
อุณหภูมิที่ 72 องศาเซลเซียส ตอไปอีก 7 นาที การเปรียบเทียบรูปแบบ 
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DNA ที่ไดจากการทํา PCR ทําโดยนํามาแยกโดยใหเคลื่อนที่ภายใต
สนามไฟฟาในตัวกลางที่เปน agarose gel ความเขมขน 2 % (w/v) ใน
สารละลาย 1X TAE และใชความตางศักยไฟฟา 60 โวลต (2 โวลต ตอ 1 
เซนติเมตร) จากนั้นยอมแถบ DNA ดวย Ethidium bromide ความเขม
ขน 0.5 µg/ml  นาน 15 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง คร้ังละ 10 
นาที แลวนําไปสองดวยเครื่อง UV transluminater และบันทึกภาพดวย
กลองโพลารอยด 

2.1.4 เลือกไพรเมอรที่สามารถแสดงความแตกตางระหวางสายพันธุทั้งสองได
นํามาใชในการทดลองในขั้นตอไป 

 

2.2 ตรวจสอบรูปแบบของแถบ DNA ที่แสดง DNA polymorphism ของขาวทั้งสอง
สายพันธุ โดยวิธี RAPD 

 

2.2.1 ศึกษารูปแบบของแถบ DNA ที่ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอรที่ไดจากขอ 
2.1.4 ดังเชนวิธีการทดลองในขอ 2.1.3 โดยศึกษาในขาวทั้งสองสายพันธุ 
สายพันธุละ 20 ตน 

2.2.2 บันทึกภาพความแตกตางทางพันธุกรรมของขาวทั้งสองสายพันธุ โดย
เปรียบเทียบรูปแบบของ DNA fragments ที่ได 

2.2.3 ทําการทดลองซ้ําดวยไพรเมอรเดิม จํานวน 3 ซ้ํา สําหรับไพรเมอรที่มีรูป
แบบความแตกตางในขาวทั้งสองสายพันธุสม่ําเสมอ เพื่อยืนยันวารูป
แบบของ DNA ที่ไดคงที่ 

2.2.4 DNA fragments ที่แตกตางกัน จะถูกนําไปใชเปนเครื่องหมายทาง 
            พันธุกรรมตอไป 

 
3. การโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 

            3.1  ทําการโคลนชิ้นสวนของ DNA ที่แสดง polymorphism ระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ 
โดยแยก DNA fragment ที่เปนเครื่องหมายทางพันธุกรรมออกจาก agarose gel 
โดยใช Ultra CleanTM 15 DNA Purification Kit (MOBIO Laboratories, Inc. USA) 
ตามวิธีการที่ระบุไวในคูมือ 

            3.2  ตรวจสอบชิ้นสวนของ DNA ที่แยกไดกับขนาดของชิ้นสวน DNA ที่เปนเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรม 
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            3.3  ทําการโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (1989) 
โดยใช pBluescript KS+ เปน DNA พาหะ และ/หรือ ใช QIAGEN PCR Cloning kit 
(QIAGEN) ซึ่งมี pDrive เปน DNA พาหะตามวิธีการที่ระบุไวในคูมือ 

             3.4    ตรวจสอบขนาดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนไดกับขนาดของเครื่องหมาย 
ทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี RAPD อีกครั้ง 

3.5   ทํา frozen stock (ตามวิธีที่ระบุไวในภาคผนวก ข) เพื่อเก็บรักษาโคลนที่ไดไวใชใน 
        การศึกษาขั้นตอไป 

 
4. การศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD กับการแสดง

ออกของยีนในภาวะแลงและภาวะเค็ม 
 

          4.1 การศึกษาจํานวนชุดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD โดยวิธี 
Southern blot analysis 

 

4.1.1 สกัด DNA จากใบขาว อายุ 4 สัปดาห ดวยวิธี CTAB โดยดัดแปลงจาก
วิธีของ Doyle และ Doyle (1987)  (ตามวิธีการดังแสดงในภาคผนวก ข) 

4.1.2 ยอยสลาย genomic DNA ที่สกัดไดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(Restriction enzyme)  EcoRI,  HindIII  และ  BamHI โดยใชปริมาณ 
DNA สุทธิ 40-50 µg 

4.1.3   นํา DNA ที่ไดทําการยอยแลวมาแยกแถบ DNA ใหเคลื่อนที่ภายใตสนาม
ไฟฟา ในตัวกลางที่เปน agarose gel ความเขมขน 0.8 % (w/v) ในสาร
ละลาย 0.5x TBE  และใชความตางศักยไฟฟา 20 โวลต  เปนเวลา 20 
ชั่ ว โม ง  นํ า  gel ที่ ได ม า ทํ า  Southern blot analysis ต าม วิ ธี ข อ ง 
Sambrook และคณะ (1989) โดยมีเครื่องหมายทางพันธกุรรมที่โคลนได
จากขอ 3 เปน probes และติดฉลากโดย ECL Labeling and Detection 
Kit (Amersham Pharmacia Biotech UK Limited, UK) อุณหภูมิที่ ใช
ในการทํา Hybridization คือ 42 องศาเซลเซียส ลางดวย primary wash 
buffer เปนเวลา 20 นาที  ที่ อุณหภูมิ  42 องศาเซลเซียส 2 ครั้ง และ 
secondary wash buffer 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง 2 คร้ัง ตรวจสอบผลการ 
hybridization ตามวิธีการที่ระบุไวในคูมือ 
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4.2 การศึกษาการแสดงออกของยีนในขาวทั้งสองสายพันธุ โดยวิธี Northern blot 
analysis 

 

4.2.1 เพาะเมล็ดเชนเดียวกับวิธีการในขอ 1.1.1 ปลูกขาวและใหภาวะแลงเชน
เดียวกับวิธีการในขอ 1.2.3 เก็บตัวอยางใบขาวที่อยูในภาวะแลง 0 1 
และ 3 วัน และ1   2  และ 3 สัปดาห  

4.2.2 สําหรับการใหภาวะเค็มแกตนขาว ยายตนกลาอายุ 7 วัน ลงปลูกใน
กระบะสี่เหลี่ยมสีดํา ขนาดความจุ 5 ลิตร  ที่บรรจุสารละลายธาตุอาหาร
สูตรดัดแปลง WP No.2 เพาะเลี้ยงจนกระทั่งตนขาวมีใบแทจํานวน 5 ใบ 
ซึ่งใชเวลาประมาณ 3 สัปดาห หลังจากนั้นเปลี่ยนสารละลายในกระบะ
เปนสารละลายที่ใหภาวะเค็ม โดยปรับใหในสารละลายธาตุอาหารสูตร
ดัดแปลง WP No.2 มีสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.3 % 
เก็บตัวอยางใบขาวที่อยูในภาวะเค็ม โดยเก็บเปนชวงเวลาดังตอไปนี้ คือ 
0  1  3  6  12  24 และ 48 ชั่วโมง หลังจากไดรับภาวะเค็มและเวลา 0  1 
และ 2 สัปดาหหลังภาวะเค็ม จากนั้นยายลงปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรเดิมที่ไมมีโซเดียมคลอไรด แลวทําการเก็บตัวอยางใบขาว 1 
และ 3 วัน หลังจากการยายปลูก 

4.2.3 สกัด RNA จากใบขาว โดยวิธี Hot Phenol (ตามวิธีการดังแสดงในภาค
ผนวก ข) 

4.2.4 นํา RNA ที่ได โดยใชปริมาณ RNA สุทธิ 15 µg มาวิเคราะหการแสดง
ออกของยีน  โดยวิธี Northern blot analysis ตามวิธีของ Sambrook 
และคณะ (1989) โดยวิธีการดังนี้แยกแถบ RNA โดยใหเคลื่อนที่ภายใต
สนามไฟฟาในตัวกลางที่ เปน  formaldehyde gel ความเขมขน 1 % 
(v/v) ใน RNA Running buffer (1x MOPS) ใชความตางศักย 120 โวลต 
(4 โวลต ตอ 1 เซนติเมตร) เปนเวลา 2 ชั่วโมง วิเคราะห RNA โดยวิธีการ
และสภาวะในการทํา hybridization เชนเดียวกันกับในการทดลองขอ 
4.1.4 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด 
somaclonal variation ในหลอดทดลอง 

  

1.1 การศึกษาภาวะแลงที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง 
 

  เมื่อปลูกขาวพันธุเหลืองประทิว 123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ในภาวะ
แลงที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0  150  200  250 และ 300 g/l เปนเวลา 4 สัปดาห หลังจากนั้น
ยายปลูกใหเจริญในภาวะปกติซึ่งไมมี PEG 6000 เปนเวลา 1 สัปดาห ทําการนับจํานวนตนขาวที่
เหลือในแตละสัปดาหเพ่ือหาอัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุ จากตารางที่ 1 แสดงให
เห็นวาสําหรับตนขาวที่เจริญในภาวะปกติ ขาวทั้งสองสายพันธุรอดตายทั้งหมด และเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของ PEG 6000 เปน 150 g/l พบวา ความแตกตางของอัตราการรอดตายของขาวทั้งสอง
สายพันธุเปน 3 เปอรเซ็นต สวนความเขมขนของ PEG 6000 ที่ 200 g/l อัตราการรอดตายของขาว
ทั้งสองสายพันธุมีความแตกตางกันอยางเห็นไดชดั โดยมีความแตกตางของอัตราการรอดตายของ
ขาวทั้งสองสายพันธุสูงถึง 29 เปอรเซ็นต แตเมื่อความเขมขนของ PEG 6000 สูงขึ้นเปน 250 g/l 
และ 300 g/l อัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุลดลง โดยความแตกตางของอัตราการ
รอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุเปน 3 และ 4 เปอรเซ็นต ตามลําดับและขาวพันธุเหลืองประทิว
123 ไมสามารถเจริญเติบโตไดที่ความเขมขนของ PEG 6000 ที่ 300 g/l  ฉะนั้นจึงเห็นไดวาขาว
สายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีการแสดงออกของการทนตอภาวะแลงไดดีกวาขาวสายพันธุ
เดิม โดยมีความแตกตางของอัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุสูงที่สุดเมื่อปลูกในภาวะ
แลงที่มี PEG 6000 ความเขมขน 200 g/l  ดังนั้นที่ความเขมขนของ PEG 6000 ที่ 200 g/l  จึงเปน
ความเขมขนที่เหมาะสมที่จะใชในการทดลองตอไป 
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ตารางที่1  อัตราการรอดตายของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123)และขาวพันธุเหลืองประทิว
สายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP 
No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขนตางๆ หลังจากการเจริญเติบโตในภาวะแลงเปน
เวลา 4 สัปดาหและเจริญเติบโตในภาวะปกติเปนเวลา 1 สัปดาห 

 

อัตราการรอดตายของตนขาว (%) ความเขมขนของ  
PEG 6000 (g/l) LPT123 LPT123-TC171

ความแตกตางของอัตราการรอดตาย
ของขาวทั้งสองสายพันธุ (%) 

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 LPT123-
TC171 รุนที่ 10 ในภาวะแลง 
 

ศึกษาการเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 โดยปลูกในขวดแกวดวยสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No. 2 ที่มี PEG 6000 
ความเขมขน 0 และ 200 g/l หลังจากปลูกขาวในภาวะแลงเปนเวลา 6 สัปดาห และส้ินสุดการให
ภาวะแลงโดยยายปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่ไมมี PEG 6000 เพื่อให
ตนขาวเจริญเติบโตในภาวะปกติ 1 สัปดาห พบวา 

 

1.2.1 ความสูง 
 

ความสูงของขาวเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ตลอดระยะ
เวลาการทดลองเปนเวลา 7 สัปดาห ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อปลูกในภาวะปกติ แตเมื่อ
ใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีการเติบโตทาง
ดานความสูงมากกวาขาวสายพันธุเดิม โดยมีความสูงแตกตางกันทางสถิติ ตั้งแตสัปดาหที่ 3 จน
กระทั่งถึงสัปดาหที่ 6 แตเมื่อส้ินสุดการใหภาวะแลงในสัปดาหที่ 7 ความสูงของขาวทั้งสองสาย
พันธุไมมีความแตกตางกัน อยางไรก็ดีขาวทั้งสองสายพันธุที่ผานการปลูกในภาวะแลงยังคงตนเตี้ย
กวาขาวที่ปลูกในภาวะปกติมาโดยตลอด (ตารางที่ 2, รูปที่ 1) 

 

1.2.2 ความยาวราก 
 

ความยาวรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
เมื่อปลูกในภาวะปกติพบวา ความยาวรากของขาวทั้งสองสายพันธุไมมีความแตกตางทางสถิติ 
ตลอดระยะเวลาการทดลอง เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา ภายหลังการใหภาวะ
แลงเปนเวลา 3 สัปดาห ขาวสายพันธุเดิมมีความยาวรากนอยกวาขาวสายพันธุเดิมที่เจริญใน
ภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีความยาว
รากไมแตกตางจากขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่เจริญในภาวะปกติ แตเมื่อตนขาวอยู
ในภาวะแลงเปนเวลา 4 สัปดาห ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 และขาวสายพันธุเดิมมี
ความยาวรากไมแตกตางกัน นอกจากนี้ขาวทั้งสองสายพันธุที่อยูในภาวะแลงยังมีความยาวราก
นอยกวาชุดควบคุม อยางไรก็ดีเมื่อเวลาผานไป 1 สัปดาห คือในสัปดาหที่ 5 พบวาขาวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 ที่อยูในภาวะแลงสามารถกลับมามีความยาวรากไมแตกตางจากขาวสาย
พันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่เจริญในภาวะปกติ ตางจากขาวสายพันธุเดิมที่อยูในภาวะแลงยัง
คงมีความยาวรากนอยกวาขาวสายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตเมื่อ
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เวลาผานไป ความยาวรากของขาวที่อยูในภาวะแลงทั้งสองสายพันธุมีคานอยกวาขาวที่เติบโตใน
ภาวะปกติ (ตารางที่ 3, รูปที่ 2) 

 

1.2.3 น้ําหนักสดตน 
 

เมื่อวัดน้ําหนักสดตนของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 ที่ปลูกในภาวะปกติพบวา โดยสวนใหญตลอดระยะเวลาของการทดลอง ขาวทั้งสองสาย
พันธุมีน้ําหนักสดตนไมแตกตางทางสถิติ ยกเวนในสัปดาหที่ 4 ที่ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 มีน้ําหนกัสดตนมากกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเมื่อใหภาวะแลง
แกขาวทั้งสองสายพันธุปรากฏวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักสดตนมากกวา
ขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ตั้งแตสัปดาหที่ 3 จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 6 และเมื่อส้ิน
สุดการใหภาวะแลงเปนเวลา 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ก็ยัง
คงมีน้ําหนักสดตนมากกวาขาวสายพันธุเดิม อยางไรก็ดีขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่
อยูในภาวะแลงจะมีน้ําหนักสดตนนอยกวาขาวทั้งสองสายพันธุที่ปลูกในภาวะปกติ (ตารางที่ 4, 
รูปที่ 3) 

 

1.2.4 น้ําหนักแหงตน 
 

ขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่เจริญในภาวะปกติ 
จะมีน้ําหนักแหงตนไมแตกตางกันทางสถิติ ในชวง 6 สัปดาหแรกของการทดลอง แตในสัปดาหที่ 7 
พบวาขาวสายพันธุเดิมมีน้ําหนักแหงตนมากกวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 อยางมีนัย
สําคัญทางสถิติ เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา นํ้าหนักแหงตนของขาวสายพันธุทน
เค็ม LPT123-TC171 มากกวาขาวสายพันธุเดิมที่ปลูกในภาวะแลงเชนกันอยางเห็นไดชัด ตั้งแต
สัปดาหที่ 3 จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 7 เปนที่นาสังเกตวาภายหลังการใหภาวะแลงเปนเวลา 1 
สัปดาห มีผลทําใหน้ําหนักแหงตนของขาวทั้งสองสายพันธุต่ํากวาตนที่เจริญในภาวะปกติอยางมี
นัยสําคัญ แตเมื่ออยูในภาวะแลง 2 สัปดาห ขาวทั้งสองสายพันธุมีน้ําหนักแหงตนไมแตกตางกัน
จากกลาขาวในชุดควบคุม อยางไรก็ดีในสัปดาหที่ 3 หลังจากไดรับภาวะแลงมีเฉพาะขาวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 เทานั้นที่ยังคงรักษาน้ําหนักแหงไวไดใกลเคียงกับตนขาวที่เจริญในภาวะ
ปกติ ตางจากขาวสายพันธุเดิมที่มีน้ําหนักแหงตนต่ํากวาขาวที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 5, รูปที่ 4) 
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1.2.5 น้ําหนักสดราก 
 

เมื่อวัดน้ําหนักสดรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 ที่เจริญในภาวะปกติ ตลอดระยะเวลา 6 สัปดาหของการทดลอง พบวาไมมีความแตกตาง
ทางสถิติ เมื่อทําการทดลองจนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 7 พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171มี
น้ําหนักสดรากมากกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิและเมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้ง
สองสายพันธุปรากฏวาภายหลังการใหภาวะแลงเปนเวลา 4 สัปดาห มีเฉพาะขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 เทานั้นที่ยังคงรักษาน้ําหนักสดรากไวไดใกลเคียงกับขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171ที่เจริญในภาวะปกติ ในขณะที่ขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะแลงมีน้ําหนักสดราก
ต่ํากวาขาวสายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญ แตหลังจากสัปดาหที่ 4 ขาวสาย-
พันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่ไดรับภาวะแลงจะมีน้ําหนักสดรากไมแตกตางจากขาวสายพันธุ-
เดิมที่อยูในภาวะแลงเชนกัน และขาวทั้งสองสายพันธุที่อยูในภาวะแลงนี้มีน้ําหนักสดรากนอยกวา
ชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 6, รูปที่ 5) 

 

1.2.6 น้ําหนักแหงราก 
 

น้ําหนักแหงรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
ไมมีความแตกตางทางสถิติ เมื่อปลูกในภาวะปกติ ตลอดระยะเวลาการทดลอง เมื่อใหภาวะแลง
แกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา  ในชวง 2 สัปดาหแรกหลังจากใหภาวะแลง  ขาวทั้งสองสายพันธุมี
น้ําหนักแหงรากไมแตกตางจากกลาขาวในชุดควบคุม หลังจากใหภาวะแลงเปนเวลา 3 สัปดาห 
ขาวสายพันธุเดิมมีน้ําหนักแหงรากนอยกวาขาวสายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะปกติ ในขณะที่ขาว
สายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักแหงรากไมแตกตางจากขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 ที่เจริญในภาวะปกติและยังคงรักษาน้ําหนักแหงรากไวไดใกลเคียงกับน้ําหนักแหงรากของ
ขาวทั้งสองสายพันธุในชุดควบคุม ตางจากขาวสายพันธุเดิมที่มีน้ําหนักแหงรากนอยกวาขาวที่
เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญในสัปดาหที่ 6 อยางไรก็ดี หลังสิ้นสุดการใหภาวะแลงเปนเวลา 
1 สัปดาห พบวาน้ําหนักแหงรากของขาวทั้งสองสายพันธุที่เจริญในภาวะแลง มีคาต่ํากวาน้ําหนัก
แหงรากของขาวที่เจริญเติบโตในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 7, รูปที่ 6) 
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ตารางที่ 2  ความสูงในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10 เมื่อ
ปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญในภาวะ
ปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
ความสูงของตนขาว (เซนติเมตร) สายพันธุและภาวะ

การปลูก            สัปดาหที่  1          สัปดาหที่  2            สัปดาหที่  3              สัปดาหที่  4            สัปดาหที่  5             สัปดาหที่  6           สัปดาหที่  7 
 
LPT123a                 
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
7.14 (±0.27)a      10.70 (±0.32)a      13.20 (±0.62)a      15.24 (±0.63)a      16.30 (±0.20)a      16.58 (±0.40)a      17.92 (±0.84)a 

    
 

7.14 (±0.27)a     11.10 (±0.47)a      13.32 (±0.68)a      15.74 (±0.39)a      16.30 (±0.13)a      17.46 (±0.44)a      17.76 (±0.69)a 
 
 

6.86 (±0.41)a       7.86 (±0.16)b        8.26 (±0.25)c       8.64 (±0.35)c        9.30 (±0.18)c      10.34 (±0.35)c      12.76 (±0.94)b 
 

 
7.42 (±0.42)a      8.74 (±0.46)b      10.94 (±0.65)b      11.52 (±0.26)b       12.80 (±0.34)b      13.74 (±0.62)b      14.30 (±1.06)b 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 3   ความยาวรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000  ความเขมขน  0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาห  และหลังจากเจริญ
ในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่7) 

 
ความยาวราก (เซนติเมตร) สายพันธุและภาวะ

การปลูก           สัปดาหที่  1           สัปดาหที่  2             สัปดาหที่  3            สัปดาหที่  4            สัปดาหที่  5             สัปดาหที่  6            สัปดาหที่  7 
 
LPT123a                 
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
8.40 (±0.24)a      11.26 (±0.84)a      12.60 (±0.37)a      16.30 (±0.44)a      15.14 (±0.28)a      15.40 (±0.51)a      15.90 (±1.33)ab 

    
 

8.40 (±0.24)a      11.00 (±0.79)a      12.40 (±1.17)a     15.30 (±0.58)a      13.00 (±0.63)ab     15.90 (±0.33)a      18.20 (±1.43)a 

 

 

9.52 (±1.37)a      11.20 (±1.07)a       9.88 (±0.40)b      12.80 (±0.73)b       12.40 (±1.43)b      13.00 (±0.63)b      13.90 (±0.98)b 
 
 
       11.06  (±1.91)a     12.04 (±0.81)a      11.10 (±0.76)ab    12.40 (±0.75)b      13.80 (±0.20)ab     13.90 (±0.33)b     13.90 (±1.44)b 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 



 

รูปที่ 1   ความสูงในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลือง 
ประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่  10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหาร
สูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห 
และหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 

 

รูปที่ 2   ความยาวรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ 
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่7) 
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ตารางที่ 4  น้ําหนักสดตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญใน
ภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
น้ําหนักสดตน (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก         สัปดาหที่  1                สัปดาหที่  2                สัปดาหที่  3                สัปดาหที่  4                สัปดาหที่  5                สัปดาหที่  6             สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.1212 (±0.0115)a   0.2269 (±0.0089)a    0.3309 (±0.0207)a    0.4437 (±0.0275)b    0.5808 (±0.0358)a    0.6599 (±0.0113)a  0.7559 (±0.0055)a 

 
 

0.1268 (±0.0111)a    0.2246 (±0.0235)a   0.2979 (±0.0291)a    0.5399 (±0.0274)a    0.5942 (±0.0357)a    0.6638 (±0.0167)a   0.7866 (±0.0055)a 

 

 

0.0713 (±0.0061)b    0.1095 (±0.0076)b   0.1159 (±0.0099)c    0.1233 (±0.0128)d    0.1442 (±0.0028)c    0.1881 (±0.0132)c   0.2623 (±0.0349)c 
 
 

0.0766 (±0.0063)b    0.1482 (±0.0123)b    0.1975 (±0.0145)b     0.2159 (±0.0156)c    0.2311 (±0.0158)b    0.3469 (±0.0287)b   0.4572 (±0.0177)b 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 5  น้ําหนักแหงตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญใน
ภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
น้ําหนักแหงตน (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก        สัปดาหที่  1               สัปดาหที่  2                สัปดาหที่  3                 สัปดาหที่  4                สัปดาหที่  5                สัปดาหที่  6               สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.0206 (±0.0017)a   0.0415 (±0.0071)a    0.0716 (±0.0129)a    0.0838 (±0.0062)a    0.1111 (±0.0052)a    0.1188 (±0.0071)a  0.1449 (±0.0018)a 

 
 

0.0181 (±0.0015)a    0.0428 (±0.0046)a   0.0558 (±0.0089)ab   0.0924 (±0.0046)a     0.1040 (±0.0089)a    0.1216 (±0.0140)a  0.1394 (±0.0009)b 
 
 

0.0133 (±0.0008)b   0.0281 (±0.0017)a    0.0270 (±0.0030)c    0.0341 (±0.0037)c    0.0491 (±0.0051)c    0.0586 (±0.0006)b   0.0733 (±0.0007)d 
 
 

0.0139 (±0.0011)b    0.0366 (±0.0034)a    0.0459 (±0.0032)bc    0.0574 (±0.0039)b    0.0684 (±0.0055)b    0.0933 (±0.0097)a  0.1113 (±0.0018)c 
 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 



 

รูปที่ 3   น้ําหนักสดตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 

 

รูปที่ 4   น้ําหนักแหงตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP  No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ  200 g/l  เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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ตารางที่ 6  น้ําหนักสดรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l   เปนเวลา 6 สัปดาห  และหลังจากเจริญ
เติบโตในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
น้ําหนักสดราก (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก        สัปดาหที่  1               สัปดาหที่  2                 สัปดาหที่  3                สัปดาหที่  4               สัปดาหที่  5                 สัปดาหที่  6              สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.0816 (±0.0028)a   0.1731 (±0.0051)a    0.2586 (±0.0132)a    0.3409 (±0.0246)a    0.4817 (±0.0524)a    0.5144 (±0.0387)a  0.5417 (±0.0103)b 

 
 

0.0647 (±0.0072)ab  0.1557 (±0.0199)ab  0.2065 (±0.0364)ab   0.3877 (±0.0291)a    0.4719 (±0.0848)a    0.5284 (±0.0832)a   0.5783 (±0.0026)a 

 

 

0.0553 (±0.0102)b   0.0986 (±0.0106)c    0.1072 (±0.0065)c    0.1353 (±0.0147)c    0.1644 (±0.0165)b    0.1873 (±0.0106)b   0.2111 (±0.0034)d 
 
 

0.0553 (±0.0075)b   0.1264 (±0.0124)bc   0.1774 (±0.0179)b      0.2079 (±0.0149)b    0.2799 (±0.0354)b    0.3044 (±0.0339)b   0.3285 (±0.0012)c 
 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 7  น้ําหนักแหงรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 10 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญใน
ภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
น้ําหนักแหงราก (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก         สัปดาหที่  1              สัปดาหที่  2                 สัปดาหที่  3                สัปดาหที่  4                สัปดาหที่  5                สัปดาหที่  6              สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.0083 (±0.0004)a   0.0191 (±0.0004)a    0.0341 (±0.0052)a    0.0357 (±0.0036)ab   0.0515 (±0.0077)a    0.0590 (±0.0008)a  0.0623 (±0.0004)a 

 
 

0.0075 (±0.0031)a   0.0190 (±0.0003)a    0.0255 (±0.0046)ab   0.0392 (±0.0027)a    0.0493 (±0.0068)a    0.0574 (±0.0081)a   0.0611 (±0.0012)a 

 
 

0.0064 (±0.0010)a   0.0158 (±0.0019)a    0.0138 (±0.0007)b    0.0212 (±0.0018)c    0.0327 (±0.0032)a    0.0350 (±0.0004)b   0.0382 (±0.0016)c 
 
 

0.0061 (±0.0009)a   0.0187 (±0.0025)a    0.0235 (±0.0029)ab    0.0297 (±0.0022)b    0.0399 (±0.0056)a    0.0435 (±0.0070)ab  0.0481 (±0.0008)b 
 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 



 

รูปที่ 5   น้ําหนักสดรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่ 10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตร
ดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 

6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
 

 

รูปที่ 6   น้ําหนักแหงรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123)  และขาวพันธุ
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม  (LPT123-TC171)  รุนที่  10  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง  WP No.2  ที่มี PEG 6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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1.3 การเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 รุนที่ 11 ในภาวะแลง 

 

 1.3.1 ความสูง 
 

ความสูงของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 เมื่อ
เจริญในภาวะปกติ ไมมีความแตกตางกัน ใน 4 สัปดาหแรกของการทดลอง จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 
5 และ 6 พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีความสูงมากกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ และเมื่อเวลาผานไป 1สัปดาห (สัปดาหที่ 7) ขาวทั้งสองสายพันธุไมมีความแตก
ตางกัน แตเมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มี
ความสูงมากกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ตั้งแตในสัปดาหที่ 1 จนกระทั่งถึงสิ้น
สุดการใหภาวะแลงเปนเวลา 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) และยังพบวาความสูงของขาวสายพันธุทน
เค็ม LPT123-TC171 ที่อยูในภาวะแลงนี้ไมมีความแตกตางกันกับขาวที่เจริญในภาวะปกติตั้งแต
สัปดาหที่ 1 จนถึงสัปดาหที่ 4 หลังจากไดรับภาวะแลง ในขณะที่ขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะแลง
จะมีความสูงนอยกวาขาวที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ตลอดระยะเวลาการ
ทดลอง (ตารางที่ 8, รูปที่ 7) 

 

  1.3.2 ความยาวราก 
 

เมื่อวัดความยาวรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 เมื่อปลูกในภาวะปกติพบวา โดยสวนใหญตลอดระยะเวลาของการทดลอง ขาวทั้งสองสาย
พันธุมีความยาวรากไมแตกตางกัน เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุปรากฏวา หลังจากให
ภาวะแลงเปนเวลา 2 สัปดาห มีผลใหขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีความยาวรากสงูกวา
ขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตเมื่อขาวทั้งสองสายพันธุอยูในภาวะแลงแลว 3 
สัปดาห พบวาขาวทั้งสองสายพันธุมีความยาวรากไมแตกตางกัน อยางไรก็ดีเมื่อใหภาวะแลงตอไป
อีก 1 สัปดาห พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 จะกลับมามีความยาวรากยาวกวาขาว
สายพันธุเดิม แตหลังจากสัปดาหที่ 4 ของการใหภาวะแลงจนกระทั่งถึงสิ้นสุดการใหภาวะแลงเปน
เวลา 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) ขาวทั้งสองสายพันธุที่อยูในภาวะแลงมีความยาวรากไมแตกตางกัน 
นอกจากนี้ยังพบวา ภาวะแลงมีผลทําใหรากของขาวทั้งสองสายพันธุยาวกวารากของขาวสายพันธุ
เดียวกันที่ปลูกในภาวะปกติ โดยสามารถสงัเกตลักษณะดังกลาวภายหลังจากการใหภาวะแลงแก
ขาวเปนเวลา 3-6 สัปดาห (ตารางที่ 9, รูปที่ 8) 
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  1.3.3 น้ําหนักสดตน 
 

เมื่อวัดน้ําหนักสดตนของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 เมื่อปลูกในภาวะปกติพบวา โดยสวนใหญตลอดระยะเวลาของการทดลอง น้ําหนักสดตน
ของขาวทั้งสองสายพันธุไมมีความแตกตางกัน แตเมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา 
หลังการใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุเปนเวลา 1 สัปดาห ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 มีน้ําหนักสดตนมากกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และยังพบวาน้ําหนัก
สดตนของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ไมแตกตางจากขาวสายพันธุเดิมที่เจริญในภาวะ
ปกติ แตเมื่ออยูในภาวะแลงแลว 2 สัปดาห น้ําหนักสดตนของขาวทั้งสองสายพันธุไมแตกตางจาก
ขาวในชุดควบคุม และเมื่อขาวทั้งสองสายพันธุไดรับภาวะแลงเปนสัปดาหที่ 3 ปรากฏวามีเพียง
ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 เทานั้นที่มีน้ําหนักสดตนใกลเคียงกับขาวที่เจริญในภาวะ
ปกติ จนกระทั่งถึงการสิ้นสุดการใหภาวะแลงเปนเวลา 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) ในขณะที่ขาวสาย
พันธุเดิมที่อยูในภาวะแลงมีน้ําหนักสดตนนอยกวาขาวที่เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (ตารางที่ 10, รูปที่ 9) 
 

  1.3.4 น้ําหนักแหงตน 
 

เมื่อวัดน้ําหนักแหงตนของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 เมื่อปลูกในภาวะปกติพบวา โดยสวนใหญตลอดระยะเวลาของการทดลอง น้ําหนักแหงตน
ของขาวทั้งสองสายพันธุไมแตกตางกัน มีเฉพาะในบางสัปดาหเทานั้นที่พบขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 มีน้ําหนักแหงตนมากกวาขาวสายพันธุเดิม เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสาย
พันธุพบวา ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักแหงตนแตกตางจากขาวสายพันธุเดิม
อยางเห็นไดชัด โดยมีน้ําหนักแหงตนมากกวาขาวสายพันธุเดิมตลอดระยะเวลาการทดลอง 6 
สัปดาห และเมื่อส้ินสุดการใหภาวะแลง 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 ก็ยังคงมีน้ําหนักแหงตนมากกวาขาวสายพันธุเดิม ภาวะแลงมีผลทําใหน้ําหนักแหงตนของ
ขาวสายพันธุเดิมตํ่ากวาสายพันธุเดียวกันที่เจริญในภาวะปกติ ต้ังแต 1 สัปดาห หลังจากไดรับ
ภาวะแลง แตขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 สามารถรักษาน้ําหนักแหงตนใหใกลเคียงกับ
ตนที่เติบโตในภาวะปกติในชวง 2 สัปดาหแรกหลังจากไดรับภาวะแลง และปรากฏผลการลดลง
ของน้ําหนักแหงตนอันเนื่องจากภาวะแลงหลังจากเติบโตในภาวะแลงเปนเวลา 3 สัปดาห อยางไร
ก็ดีหลังจากนั้น ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 กลับสามารถรักษาน้ําหนักแหงตนไวได ไม
แตกตางจากตนชุดควบคุมที่เจริญในภาวะปกติ ในสัปดาหที่ 4 และ 5 ภายใตภาวะแลง (ตารางที่ 
11, รูปที่ 10) 
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  1.3.5 น้ําหนักสดราก 
 

เมื่อวัดน้ําหนักสดรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 ที่ปลูกในภาวะปกติ พบวาในชวง 2 สัปดาหแรกของการทดลอง ขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 มีน้ําหนักสดรากสูงกวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในสัปดาห
ที่ 3 จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 7 ของการทดลอง ปรากฏวาขาวทั้งสองสายพันธุมีน้ําหนักสดรากโดย
สวนใหญไมแตกตางกัน และเมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุ พบวาภายหลังการใหภาวะ
แลงเปนเวลา 1 สัปดาห ขาวสายพันธุเดิมและสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักสดราก
ไมแตกตางจากขาวสายพันธุเดียวกันที่เจริญในภาวะปกติ แตหลังจากขาวทั้งสองสายพันธุไดรับ
ภาวะแลง ตั้งแตสัปดาหที่ 2 จนกระทั่งถึงสัปดาหที่ 6 และสิ้นสุดการใหภาวะแลงเปนเวลา 1 
สัปดาห (สัปดาหที่ 7) มีเฉพาะขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 เทานั้น ที่มีน้ําหนักสดราก
ใกลเคียงกับขาวที่เจริญในภาวะปกติ  ตางจากขาวสายพันธุเดิมที่มีน้ําหนักสดรากต่ํากวาตนขาวที่
เจริญในภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่12, รูปที่ 11) 
 

  1.3.6 น้ําหนักแหงราก 
 

น้ําหนักแหงรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
ที่ปลูกในภาวะปกติมีน้ําหนักแหงรากไมแตกตางกัน ในชวง 5 สัปดาหแรกของการทดลอง แตใน
สัปดาหที่ 6 พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักแหงรากนอยกวาขาวสายพันธุ
เดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อยางไรก็ดีเมื่อเวลาผานไป 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) ขาวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักแหงรากไมแตกตางจากขาวสายพันธุเดิม และเมื่อใหภาวะแลง
แกขาวทั้งสองสายพันธุพบวา การใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุเปนเวลา 1 สัปดาห มีผลให
น้ําหนักแหงรากของขาวสายพันธุเดิมมีน้ําหนักแหงรากนอยกวาขาวที่เจริญในภาวะปกตอิยางมนียั
สําคัญทางสถิติ ในขณะที่ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักแหงรากไมแตกตางจาก
ขาวที่เจริญในภาวะปกติ แตเมื่ออยูในภาวะแลงแลว 2 สัปดาห ขาวทั้งสองสายพนัธุมีน้ําหนักแหง-
รากไมแตกตางจากตนขาวในชุดควบคุม อยางไรก็ดีในสัปดาหที่ 3 และ 4 หลังจากไดรับภาวะแลง
แลวพบวา มีเฉพาะขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 เทานั้นที่มีน้ําหนักแหงรากไมแตกตาง
จากขาวที่เจริญในภาวะปกติ ตางจากขาวสายพันธุเดิมที่มีน้ําหนักแหงรากต่ํากวาขาวที่เจริญใน
ภาวะปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 13, รูปที่ 12) 
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ตารางที่ 8  ความสูงในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123)  และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่ 11  
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญ 
ในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
ความสูงของตนขาว (เซนติเมตร) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก            สัปดาหที่  1            สัปดาหที่  2            สัปดาหที่  3            สัปดาหที่  4             สัปดาหที่  5            สัปดาหที่  6           สัปดาหที่  7 
 
LPT123a               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 0g/l 
 
LPT123a 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
7.34 (±0.45)ab      9.21 (±0.19)a      11.66 (±0.45)a      12.64 (±0.50)a      15.84 (±0.27)b      17.60 (±0.18)b      20.12 (±0.26)a 

 
 

8.16 (±0.25)a      9.48 (±0.55)a      11.46 (±0.30)a      13.50 (±0.46)a     17.60 (±0.17)a       18.54 (±0.04)a      20.20 (±0.30)a 
 
 

6.28 (±0.24)c       7.06 (±0.34)b        8.90 (±0.27)b      10.44 (±0.28)b      11.38 (±0.75)c      11.64 (±0.28)d      15.40 (±0.20)c 
 
 

7.16 (±0.11)b      8.40 (±0.27)a      10.98 (±0.42)a      12.98 (±0.09)a       15.30 (±0.73)b      15.60 (±0.40)c     17.84 (±0.49)b 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 9  ความยาวรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญใน
ภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่7) 

 
ความยาวราก (เซนติเมตร) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก                 สัปดาหที่  1           สัปดาหที่  2            สัปดาหที่  3          สัปดาหที่  4          สัปดาหที่  5           สัปดาหที่  6             สัปดาหที่  7 
 
LPT123a               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 0g/l 
 
LPT123a 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
10.68 (±1.18)a      13.08 (±0.83)a      7.40 (±0.24)c      6.60 (±0.80)c      6.30 (±0.20)b      6.00 (±1.51)c        11.80 (±0.81)a 

 
 

11.86 (±1.52)a        7.86 (±0.90)b      8.60 (±0.29)bc   10.10 (±0.48)b     7.50 (±0.71)b       8.00 (±0.67)bc      11.70 (±0.77)a 
 
 

6.74 (±0.66)b        7.74 (±0.57)b      9.10 (±0.53)ab   10.80 (±0.72)b    10.10 (±1.04)a     11.00 (±0.65)ab      11.60 (±0.29)a 
 
 

7.16 (±0.11)b      12.00 (±1.15)a     10.44 (±0.86)a    14.00 (±0.61)a    10.50 (±0.22)a     13.20 (±1.68)a       10.30 (±1.13)a 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 7   ความสูงในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลือง 
ประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11 เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตร
ดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 6 สัปดาห และ
หลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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รูปที่ 8   ความยาวรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ 
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่7) 
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ตารางที่ 10  น้ําหนักสดตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11  
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000 ความเขมขน  0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาห และหลังจากเจริญ
ในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
น้ําหนักสดตน (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก       สัปดาหที่  1                 สัปดาหที่  2               สัปดาหที่  3                สัปดาหที่  4                 สัปดาหที่  5                สัปดาหที่  6               สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.0931 (±0.0042)b   0.1809 (±0.0116)a    0.3702 (±0.0198)a    0.5893 (±0.0581)a    0.7402 (±0.0276)a    0.9540 (±0.0716)b  1.4059 (±0.1081)a 

 
 

0.1214 (±0.0051)a   0.2091 (±0.0191)a    0.3868 (±0.0105)a    0.5866 (±0.0494)a    0.7245 (±0.0377)a    1.2317 (±0.0401)a   1.6797 (±0.1194)a 
 
 

0.0739 (±0.0040)c   0.0973 (±0.0063)b    0.1487 (±0.0143)c    0.2210 (±0.0147)b    0.2667 (±0.0115)c    0.3995 (±0.0228)c   0.5427 (±0.0238)c 

 

 

0.0956 (±0.0058)b   0.1332 (±0.0085)b    0.2688 (±0.0175)b      0.5212 (±0.0145)a    0.5874 (±0.0479)b    0.7959 (±0.0824)b  0.8979 (±0.0135)b 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 11  น้ําหนักแหงตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000  ความเขมขน  0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญ
ในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
น้ําหนักแหงตน (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก         สัปดาหที่  1               สัปดาหที่  2                สัปดาหที่  3                สัปดาหที่  4                สัปดาหที่  5                สัปดาหที่  6              สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.0157 (±0.0009)b   0.0340 (±0.0013)a    0.0718 (±0.0033)a    0.1099 (±0.0098)a    0.1575 (±0.0032)a    0.1726 (±0.0103)b  0.2766 (±0.0180)b 

 
 

0.0194 (±0.0008)a   0.0369 (±0.0026)a    0.0722 (±0.0026)a    0.1044 (±0.0080)a    0.1429 (±0.0059)a    0.2261 (±0.0085)a   0.3357 (±0.0165)a 

 

 

0.0119 (±0.0011)c   0.0247 (±0.0014)b    0.0393 (±0.0037)c    0.0604 (±0.0041)b    0.0824 (±0.0050)b    0.1006 (±0.0045)c   0.1085 (±0.0065)d 
 
 

0.0175 (±0.0008)ab  0.0329 (±0.0010)a    0.0574 (±0.0024)b     0.1210 (±0.0059)a    0.1558 (±0.0138)a    0.1730 (±0.0117)b   0.1834 (±0.0248)c 
 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 



 

รูปที่ 9   น้ําหนักสดตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่ 11  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 

 
รูปที่ 10   น้ําหนักแหงตนในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ

เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่ 11  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา  
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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ตารางที่ 12  น้ําหนักสดรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11 
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญใน
ภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
                                                                                                   น้ําหนักสดราก (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก         สัปดาหที่  1              สัปดาหที่  2               สัปดาหที่  3                 สัปดาหที่  4               สัปดาหที่  5                สัปดาหที่  6              สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.0328 (±0.0031)b   0.0916 (±0.0051)b   0.2395 (±0.0300)ab  0.3963 (±0.0502)a   0.4261 (±0.0316)a    0.8776 (±0.0701)a  1.2077 (±0.1138)ab 

 
 

0.0467 (±0.0031)a   0.1250 (±0.0129)a   0.2671 (±0.0139)a   0.4899 (±0.0418)a    0.4135 (±0.0067)a   0.5258 (±0.0443)b  1.2665 (±0.1487)a 
 
 

0.0262 (±0.0028)b   0.0542 (±0.0038)c   0.1089 (±0.0200)c   0.1426 (±0.0129)b    0.2580 (±0.0287)b   0.3425 (±0.0340)c   0.4803(±0.0587)c 
 
 

0.0465 (±0.0040)a   0.1017 (±0.0125)ab 0.1861 (±0.0193)b      0.4056 (±0.0144)a    0.4580 (±0.0430)a    0.7602 (±0.0479)a  0.9168 (±0.0885)b 
 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 13  น้ําหนักแหงรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11  
เมื่อปลูกในสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 6 สัปดาหและหลังจากเจริญใน
ภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 
                                                                                                   น้ําหนักแหงราก (กรัม) สายพันธุและ

ภาวะการปลูก        สัปดาหที่  1               สัปดาหที่  2                สัปดาหที่  3                สัปดาหที่  4                 สัปดาหที่  5                 สัปดาหที่  6              สัปดาหที่  7 
 
LPT123b               
PEG 0 g/l 
 
LPT123-TC171 

PEG 0g/l 
 
LPT123 

PEG 200 g/l 
 
LPT123-TC171a 

PEG 200 g/l 

 
0.0051 (±0.0005)a   0.0104 (±0.0003)b    0.0287 (±0.0032)a    0.0386 (±0.0043)b    0.0531 (±0.0046)a    0.0758 (±0.0053)a  0.1074 (±0.0054)a 

 
 

0.0049 (±0.0003)a   0.0134 (±0.0013)ab  0.0343 (±0.0019)a    0.0452 (±0.0037)ab   0.0527 (±0.0029)a    0.0528 (±0.0058)b   0.1060 (±0.0067)a 

 

 

0.0034 (±0.0003)b   0.0103 (±0.0010)b    0.0186 (±0.0024)b    0.0246 (±0.0022)c    0.0483 (±0.0073)a    0.0375 (±0.0042)b  0.0516 (±0.0065)c 
 
 

0.0046 (±0.0004)a   0.0169 (±0.0017)a    0.0300 (±0.0030)a     0.0532 (±0.0021)a     0.0615 (±0.0065)a    0.0736 (±0.0057)a   0.0840 (±0.0081)b 
 

 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวหลังเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 11   น้ําหนักสดรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123)  และขาวพันธุ 
เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่ 11  เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l  เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 

 

 
รูปที่ 12   น้ําหนักแหงรากในแตละสัปดาหของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุ

เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  รุนที่ 11 เมื่อปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารสูตรดัดแปลง WP No.2  ที่มี PEG 6000  ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 
6 สัปดาหและหลังจากเจริญในภาวะปกติ 1 สัปดาห (สัปดาหที่ 7) 
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2. การศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด 
somaclonal variation ในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับขาวสายพันธุเดิม โดยวิธี RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) 

  

 2.1 การคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรม 
 

จากการทดสอบไพรเมอร จํานวน 122 ไพรเมอร เพื่อคัดเลือกไพรเมอรที่คาดวาจะ
แสดงใหเห็นความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 ผลการศึกษาพบไพรเมอร จํานวน 27 ไพรเมอร คือ A-13, A-14, A-17, A-20,   
B-13,  B-14,  B-17,  B-18, C-08, UBC-1, UBC-2, UBC-4, UBC-12, UBC-32, UBC-34, 
UBC-51, UBC-57, UBC-64, UBC-73, UBC-74, UBC-75, UBC-76, UBC-80, UBC-82, UBC-
85, UBC-88 และ UBC-89 (รูปที่ 13-18) ซึ่งคาดวานาจะแสดงความแตกตางทางพันธุกรรม
ระหวางสายพันธุได เนื่องจากไพรเมอรเหลานี้สามารถเพิ่มจํานวน DNA ที่มีขนาดแตกตางกันจาก 
genomic DNA ของขาวสายพันธุเดิมและขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
 

2.2 การตรวจสอบรูปแบบของแถบ DNA ที่แสดง DNA Polymorphism ของขาวทั้ง
สองสายพันธุ โดยวิธี RAPD 

 

จากการศึกษารูปแบบของแถบ DNA ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุ-
ทนเค็ม LPT123-TC171 สายพันธุละ 20 ตน โดยวิธี RAPD และใชไพรเมอรที่ผานการคัดเลือก
จํานวน 27 ไพรเมอร พบวาเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของแถบ DNA ระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ 
สามารถจําแนกรูปแบบของแถบ DNA ออกไดเปน 3 รูปแบบ คือ 

 

1. รูปแบบของแถบ  DNA ระหวางขาวสองสายพันธุไมมีความแตกตางกัน  มี 
variation ของแถบ DNA แตพบไดเหมือนกันในตัวอยางจากขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งจะพบเมื่อใช
ไพ ร เม อ ร  A-14, A-17, A-20, B-13, B-14, B-17, C-08, UBC-1, UBC-2, UBC-4, UBC-12, 
UBC-32, UBC-34, UBC-57, UBC-64, UBC-73, UBC-75, UBC-76, UBC-82, UBC-85, UBC-
88 และ UBC-89  ตัวอยางแสดงดังรูปที่ 19-20 
 

2.  รูปแบบของแถบ DNA ระหวางขาวทั้งสองสายพันธุที่มีความแตกตางกัน แตไมมี
ความสม่ําเสมอ โดยอาจจะพบความแตกตางในสายพันธุเดียวกัน และ/หรือความแตกตางระหวาง
สายพันธุในบางตน โดยรูปแบบของแถบ DNA ลักษณะนี้จะพบเมื่อใชไพรเมอร UBC-51 และ 
UBC-74 (รูปที่ 21-22) 
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3.  รูปแบบของแถบ DNA ระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ ที่มีความแตกตางกันระหวาง
สายพันธุอยางสม่ําเสมอ พบในไพรเมอร A-13, B-18 และ UBC80 โดยแสดงแถบ DNA ที่แตก
ตาง ดังศรชี้ (รูปที่ 23-25) ซึ่งแถบ DNA ที่แตกตางในการเพิ่มจํานวน DNA ดวยไพรเมอร A-13 มี
ขนาดประมาณ 700 คูเบส พบปรากฏในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 แตไมพบแถบ 
DNA นี้ในขาวสายพันธุเดิม (รูปที่ 23) สวนในการเพิ่มจํานวน DNA ดวยไพรเมอร B-18 พบแถบ 
DNA ที่แตกตางมีขนาดประมาณ 1,000 คูเบส และพบแถบ DNA นี้ปรากฏเฉพาะในขาวพันธุ
เหลืองประทิว123 แตไมพบในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 (รูปที่ 24) และการเพิ่ม
จํานวน DNA ดวยไพรเมอร UBC-80 พบแถบ DNA ที่แตกตางมีขนาดประมาณ 300 คูเบส และ
พบแถบ DNA นี้ปรากฏในขาวพันธุเหลืองประทิว123 แตไมพบในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 (รูปที่ 25) 
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รูปที่ 13   รูปแบบของแถบ DNA จากการคัดเลือกไพรเมอรที่ 1-21  โดยวิธี RAPD 
               โดย   1 = A-11      2 = A-12      3 = A-13      4 = A-14      5 = A-15      6 = A-16 
                        7 = A-17      8 = A-18      9 = A-19    10 = A-20    11 = B-18    12 = B-12 
                      13 = B-13    14 = B-14    15 = B-15    16 = B-16    17 = B-17    18 = B-18 
                      19 = B-19    20 = B-20    21 = C-01 
                       M = marker    (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
                        a = LPT-123      b = LPT123-TC171      c = negative control 

1 2 43 5 6 7

8 9 1110 12 13 14

15 16 1817 19 20 21

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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รูปที่ 14   รูปแบบของแถบ DNA จากการคัดเลือกไพรเมอรที่ 22-42  โดยวิธี RAPD 
               โดย   22 = C-02     23 = C-03     24 = C-04     25 = C-05     26 = C-06     27 = C-07 
                        28 = C-08     29 = C-09     30 = C-10     31 = UBC-1     32 = UBC-2 
                        33 = UBC-3     34 = UBC-4     35 = UBC-5      36 = UBC-6       37 = UBC-7 
                        38 = UBC-8     39 = UBC-9     40 = UBC-10    41 = UBC-11     42 = UBC-12 
                              M = marker    (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
                               a = LPT-123      b = LPT123-TC171      c = negative control 

22 23 2524 26 27 28

29 30 3231 33 34 35

36 37 3938 40 41 42

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 



 57

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 15   รูปแบบของแถบ DNA จากการคัดเลือกไพรเมอรที่ 43-63  โดยวิธี RAPD 
               โดย   43 = UBC-13    44 = UBC-14    45 = UBC-15    46 = UBC-16    47 = UBC-17 
                        48 = UBC-18    49 = UBC-20    50 = UBC-21    51 = UBC-22    52 = UBC-23 
                        53 = UBC-24    54 = UBC-25    55 = UBC-26    56 = UBC-27    57 = UBC-28 
                        58 = UBC-30    59 = UBC-31    60 = UBC-32    61 = UBC-34    62 = UBC-35 
                        63 = UBC-36     M = marker    (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
                          a = LPT-123     b = LPT123-TC171    c = negative control 

43 44 4645 47 48 49

50 51 5352 54 55 56

57 58 6059 61 62 63

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 



 58

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 16   รูปแบบของแถบ DNA จากการคัดเลือกไพรเมอรที่ 64-84  โดยวิธี RAPD 
               โดย   64 = UBC-37    65 = UBC-38    66 = UBC-39    67 = UBC-40    68 = UBC-41 
                        69 = UBC-42    70 = UBC-43    71 = UBC-45    72 = UBC-46    73 = UBC-47 
                        74 = UBC-48    75 = UBC-49    76 = UBC-50    77 = UBC-51    78 = UBC-52 
                        79 = UBC-54    80 = UBC-55    81 = UBC-57    82 = UBC-58    83 = UBC-59 
                        84 = UBC-60    M = marker    (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
                          a = LPT-123    b = LPT123-TC171    c = negative control 

71 72 7473 75 76 77

78 79 8180 82 83 84

64 65 6766 68 69 70

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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รูปที่17   รูปแบบของแถบ DNA จากการคัดเลือกไพรเมอรที่ 85-105  โดยวิธี RAPD 
              โดย   85 = UBC-63    86 = UBC-64    87 = UBC-65    88 = UBC-66    89 = UBC-67 
                       90 = UBC-68    91 = UBC-69    92 = UBC-70    93 = UBC-71    94 = UBC-72 
                       95 = UBC-73    96 = UBC-74    97 = UBC-75    98 = UBC-76    99 = UBC-77  
                     100 = UBC-78  101 = UBC-79  102 = UBC-80  103 = UBC-81  104 = UBC-82 
                     105 = UBC-83     M = marker    (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
                         a = LPT-123     b = LPT123-TC171     c = negative control 

85 86 8887 89 90 91

92 93 9594 96 97 98

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

99 100 102101 103 104 105

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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รูปที่ 18   รูปแบบของแถบ DNA จากการคัดเลือกไพรเมอรที่ 106-122  โดยวิธี RAPD 
              โดย   106 = UBC-84     107 = UBC-85     108 = UBC-86      109 = UBC-87 
                       110 = UBC-88     111 = UBC-89     112 = UBC-90      113 = UBC-91 
                       114 = UBC-92     115 = UBC-93     116 = UBC-94      117 = UBC-95 
                       118 = UBC-96     119 = UBC-97     120 = UBC-98      121 = UBC-99 
                       122 = UBC-100   M = marker   (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
                           a = LPT-123     b = LPT123-TC171     c = negative control 

106 107 109108 110 111 112

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

113 114 116115 117 118 119

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

120 121 122

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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รูปที่ 19    รูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจากวิธี RAPD  โดยใชไพรเมอร  UBC-64 
                 โดย     1-10  =  LPT123   No.1-10         11-20  =  LPT123-TC171   No.1-10 
                               21  =  negative  control               22  =  LPT123   No.1 
                          23-32  =  LPT123   No.11-20       33-42  =  LPT123-TC171   No.11-20 
                                 M  =  marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 
 

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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รูปที่ 20    รูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจากวิธี RAPD  โดยใชไพรเมอร  UBC-76 
                 โดย     1-10  =  LPT123   No.1-10         11-20  =  LPT123-TC171   No.1-10 
                               21  =  negative  control               22  =  LPT123   No.1 
                          23-32  =  LPT123   No.11-20       33-42  =  LPT123-TC171   No.11-20 
                                 M  =  marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 
 

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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  รูปที่ 21   รูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจากวิธี RAPD  โดยใชไพรเมอร  UBC-51 
                 โดย     1-10  =  LPT123   No.1-10         11-20  =  LPT123-TC171   No.1-10 
                               21  =  negative  control               22  =  LPT123   No.1 
                          23-32  =  LPT123   No.11-20       33-42  =  LPT123-TC171   No.11-20 
                                 M  =  marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 
 

 
 

564 bp 

831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 

831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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  รูปที่ 22   รูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจากวิธี RAPD  โดยใชไพรเมอร  UBC-74 
                 โดย     1-10  =  LPT123   No.1-10         11-20  =  LPT123-TC171   No.1-10 
                               21  =  negative  control               22  =  LPT123   No.1 
                          23-32  =  LPT123   No.11-20       33-42  =  LPT123-TC171   No.11-20 
                                 M  =  marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 
 

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 
831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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  รูปที่ 23   รูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจากวิธี RAPD  โดยใชไพรเมอร  A-13 
                 โดย     1-10  =  LPT123   No.1-10         11-20  =  LPT123-TC171   No.1-10 
                               21  =  negative  control               22  =  LPT123   No.1 
                          23-32  =  LPT123   No.11-20       33-42  =  LPT123-TC171   No.11-20 
                                 M  =  marker  (1 kb ladder) 
 
 
   

700 bp

700 bp

0.5 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 
2.0 kb 

0.5 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 
2.0 kb 
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  รูปที่ 24   รูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจากวิธี RAPD  โดยใชไพรเมอร B-18 
                 โดย     1-10  =  LPT123   No.1-10         11-20  =  LPT123-TC171   No.1-10 
                               21  =  negative  control               22  =  LPT123   No.1 
                          23-32  =  LPT123   No.11-20       33-42  =  LPT123-TC171   No.11-20 
                                 M  =  marker  (1 kb ladder) 
 
 
 

1,000 bp

1,000 bp

0.5 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 
2.0 kb 

0.5 kb 

1.0 kb 
1.5 kb 
2.0 kb 
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รูปที่ 25    รูปแบบของแถบ DNA ที่ไดจากวิธี RAPD  โดยใชไพรเมอร  UBC-80 
                 โดย     1-10  =  LPT123   No.1-10         11-20  =  LPT123-TC171   No.1-10 
                               21  =  negative  control               22  =  LPT123   No.1 
                          23-32  =  LPT123   No.11-20       33-42  =  LPT123-TC171   No.11-20 
                                 M  =  marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 
 

300 bp

300 bp

564 bp 

831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 

564 bp 

831 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
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3. การโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม  
 

ทําการโคลนชิ้นสวนของ DNA ที่แสดง polymorphism ระหวางขาวพันธุเหลืองประทิว
123 และขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่ไดจากวิธี RAPD เปนเครื่องหมายทางพันธุกรรม
ของสายพันธุ จํานวน 3 fragments คือ 171_A_13, 123_B_18 และ 123_UBC_80 โดยมีราย
ละเอียดดังนี้ 

 

171_A_13 ซึ่งไดจากการเพิ่มจํานวน DNA ของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 
ดวยไพรเมอร A-13 มีขนาดประมาณ  700 คู เบส  ทําการโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
171_A_13 โดยใช QIAGEN PCR cloning kit (QIAGEN) ซึ่งมี pDrive เปน DNA พาหะ ผลการ 
transformation ไดโคโลนีสีฟา ประมาณ  50 โคโลนี และ โคโลนีสีขาว จํานวน 20 โคโลนี นํา 
positive clones (โคโลนีสีขาว) ที่ไดไปตรวจสอบพบวา เมื่อนํา plasmid ในแตละโคลนมาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI ซึ่งจะสามารถตรวจสอบขนาดของ inserted fragment ไดโดยเปรียบ
เทียบ inserted fragment กับเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี RAPD (รูปที่ 26) ผลปรากฏ
วา 

 

- 171_A_13  โคลน  หมายเลข 1  ไมมีชิ้นสวนของ DNA ที่เปน insert  
- 171_A_13  โคลน  หมายเลข 2  และ 3  มีชิ้นสวนของ DNA  ที่เปน  insert 

ขนาดประมาณ 600 คูเบส  
- 171_A_13  โคลน  หมายเลข  4-8,  10-20  มีชิ้นสวนของ DNA ที่เปน insert 

ขนาดประมาณ 700 คูเบส  และมีขนาดเทากับ fragment 
ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี RAPD 

ดังนั้นจึงทําการสุมเลือก 171_A_13 หมายเลข 13 เพื่อใชเปน probe ในการ
ศึกษาขั้นตอไป 

 

123_B_18  ซึ่งไดจากการเพิ่มจํานวน DNA ของขาวสายพันธุเดิม ดวยไพรเมอร B-18 มี
ขนาดประมาณ 1,000 คูเบส ทําการโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_B_18 โดยใช QIAGEN 
PCR cloning kit (QIAGEN) ซึ่งมี pDrive เปน DNA พาหะ ผลการ transformation ไดโคโลนีสีฟา 
ประมาณ 80 โคโลนี และโคโลนีสีขาว จํานวน 28 โคโลนี นํา positive clones (โคโลนีสีขาว) ที่ได
ไปตรวจสอบพบวา เมื่อนํา plasmid แตละโคลนมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI ซึ่งจะ
สามารถตรวจสอบขนาดของ inserted fragment ไดโดยเปรียบเทียบ inserted fragment กับ
เครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี RAPD (รูปที่ 27-28) ผลปรากฏวา 
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- 123_B_18  โคลน  หมายเลข 1, 4, 10, 18, 23, 24  ไมมีชิ้นสวนของ DNA ที่
เปน insert  

- 123_B_18  โคลน  หมายเลข  5, 7, 12  มีชิ้นสวนของ DNA  ที่เปน  insert  
ขนาดประมาณ 300 คูเบส  

- 123_B_18  โคลน  หมายเลข 13  มีชิ้นสวนของ DNA  ที่เปน insert  ขนาด
ประมาณ 400 คูเบส 

- 123_B_18  โคลน  หมายเลข 8  และ 9  มีชิ้นสวนของ DNA  ที่เปน insert 
ขนาดประมาณ 500 คูเบส 

- 123_B_18  โคลน  หมายเลข 2, 3, 6, 11, 17, 19, 20, 21,27  มีชิ้นสวนของ 
DNA ที่เปน insert ขนาดประมาณ 600 คูเบส 

- 123_B_18  โคลน  หมายเลข 15 และ 16 มีชิ้นสวนของ DNA ที่เปน insert 
ขนาดประมาณ 800 คูเบส 

- 123_B_18  โคลน  หมายเลข 14, 22, 25, 26, 28  มีชิ้นสวนของ DNA ที่เปน 
insert ขนาดประมาณ 1,000 คูเบส และมีขนาดเทากับ 
fragment ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี 
RAPD 

ดังนั้นจึงทําการสุมเลือก 123_B_18 หมายเลข 14 เพื่อใชเปน probe ในการ
ศึกษาขั้นตอไป 

 

123_UBC_80  ซึ่งไดจากการเพิ่มจํานวน DNA ของขาวสายพันธุเดิม ดวยไพรเมอร 
UBC-80 มีขนาดประมาณ 300 คูเบส ทําการโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_UBC_80 ตาม
วิธีของ Sambrook และคณะ (1989) 123_UBC_80 ที่สกัดแยกไดถูกนํามาทําใหเปน blunt end 
fragment ดวยเอนไซม Klenow Fragment DNA Polymerase I (New England Biolabs, USA) 
และโคลนเขาสู pBluescript KS+ (Stratagene) เปน  DNA พาหะ ที่ตําแหนง EcoRV ผลการ 
transformation ไดโคโลนีสีฟาจํานวนมาก ไมสามารถนับได และโคโลนีสีขาว จํานวน 20 โคโลนี 
นํา positive clones (โคโลนีสีขาว) ที่ไดไปตรวจสอบพบวา เมื่อนํา plasmid ในแตละโคลนมาตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  EcoRI และ  HindIII ซึ่งจะสามารถตรวจสอบขนาดของ  inserted 
fragment ไดโดยเปรียบเทียบ inserted fragment กับเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี 
RAPD (รูปที่ 29) ผลปรากฏวา 

 

- 123_UBC_80  โคลน  หมายเลข 1-17  และ 20  ไมมีชิ้นสวนของ DNA ที่เปน 
insert 
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- 123_UBC_80  โคลน  หมายเลข  18  และ  19  มีชิ้นสวนของ  DNA  ที่เปน 
insert ขนาดประมาณ 300 คูเบส  และมีขนาดเทากับ 
fragment  ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี 
RAPD 

ดังนั้นจึงทําการสุมเลือก 123_UBC_80 หมายเลข 18 เพื่อใชเปน probe ในการ
ศึกษาขั้นตอไป 
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รูปที่ 26   การตรวจสอบขนาดของเครื่องหมายทางพันธุกรรม 171_A_13 ที่โคลนได (เลนที่ 2-8, 

10-20) กับ fragment ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี RAPD (เลนที่ 21) 
               M = marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 27   การตรวจสอบขนาดของเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_B_18 ที่โคลนได (เลนที่1-28) 
   M = marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 28   การตรวจสอบขนาดของเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_B_18 ที่โคลนได 
              (เลนที่ 14, 16, 17, 22, 26, 27) กับ fragment ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก 
              วิธี RAPD (เลนที่ 29)  M = marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 

 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 2027 bp 
3530 bp 

564 bp 
947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
4268 bp 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
4268 bp 
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รูปที่ 29   การตรวจสอบขนาดของเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_UBC_80 ที่โคลนได 
              (เลนที่18-19) กับ fragment ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี RAPD  
              (เลนที่ 21)   M = marker  (Lamda DNA digested with EcoRI and HindIII) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

564 bp 
831 bp 947 bp 

1584 bp 
2027 bp 
4268 bp 
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4. การศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD กับการแสดง
ออกของยีนในภาวะแลงและภาวะเค็ม 

 

4.1 การศึกษาจํานวนชุดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD โดยวิธี 
Southern blot analysis 

 

จากการศึกษาจํานวนชุดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมในขาวพันธุเหลืองประทิว123 
และขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ดวยวิธี Southern blot analysis โดยใชเคร่ืองหมาย
ท า งพั น ธุ ก ร รม ที่ โค ล น ได  จํ า น วน  3 fragments คื อ  171_A_13 โค ล น  ห ม าย เล ข  13 
(171_A_13_13), 123_B_18 โคลน  หมายเลข  14 (123_B_18_14) และ  123_UBC_80 โคลน 
หมายเลข 18 (123_UBC_18_18) เปน probe ผลปรากฏโดยมีรายละเอียดดังนี้ 

 

171_A_13_13   เปน probe พบแถบ DNA จํานวนมาก ไมสามารถนับแถบ DNA ได 
และแถบ DNA ที่ไดไมมีความแตกตางกันระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ (รูปที่ 30)  

 

123_B_18_14   เปน probe ปรากฏแถบ DNA ในแตละสายพันธุ จํานวน 19 แถบ 
และไมมีความแตกตางกันระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ เมื่อตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ EcoRI  แตในการตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII ปรากฏแถบ DNA 
ในแตละสายพันธุ จํานวน 22 แถบ โดยพบแถบ DNA ขนาด 1.6 กิโลเบส พบปรากฏในขาวสาย
พันธุทนเค็ม LPT123-TC171 แตไมพบในขาวสายพันธุเดิม (รูปที่ 31 แถบที่ F) และพบวาแถบ 
DNA ระหวางขาวทั้งสองสายพันธุบางแถบ DNA มีขนาดแตกตางกัน ดังสรุปในตารางที่ 14 โดย
แถบ DNA ของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 จะมีขนาดใหญกวาขาวสายพันธุเดิมเล็ก
นอย (รูปที่ 31 แถบที่ A, B, C, D, E, G) สวนในการตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamHI ปรากฏแถบ DNA ในขาวพันธุเหลืองประทิว 123 จํานวน 19 แถบ และในขาวสายพันธุทน
เค็ม LPT123-TC171 จํานวน 18 แถบ โดยพบแถบ DNA ขนาด 4.4 กิโลเบส ปรากฏในขาวพันธุ
เหลืองประทิว123 แตไมพบในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 (รูปที่ 31 แถบที่ A) 

 

123_UBC_80_18  เปน  probe เมื่อตัด  genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
EcoRI ปรากฏแถบ DNA ในแตละสายพันธุ จํานวน 5 แถบ และพบแถบ DNA ระหวางขาวทั้งสอง
สายพันธุในบางแถบ DNA มีขนาดแตกตางกัน โดยแถบ DNA ของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 จะมีขนาดใหญกวาขาวสายพันธุเดิมเล็กนอย โดยแถบที่ A ในขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 มีขนาด 4.9 กิโลเบส ในขณะที่ขาวพันธุเหลืองประทิว123 มีขนาด 4.7 กิโลเบส 
และแถบที่ B ในขาวสายพันธุทนเค็ม  LPT123-TC171 มีขนาด 3.9 กิโลเบส ในขณะที่ขาวพันธุ
เหลืองประทิว123 มีขนาด 3.8 กิโลเบส  และในการตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
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HindIII ปรากฏแถบ DNA ในแตละสายพันธุ จํานวน 5 แถบ และพบแถบ DNA ระหวางขาวทั้ง
สองสายพันธุในบางแถบ DNA มีขนาดแตกตางกัน โดยแถบ DNA ของขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 จะมีขนาดใหญกวาขาวสายพันธุเดิม โดยแถบที่ A ในขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 มีขนาด 6.8 กิโลเบส ในขณะที่ขาวพันธุเหลืองประทิว123 มีขนาด 6.5 กิโลเบส 
และแถบที่ B ในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีขนาด  4.7  กิโลเบส  ในขณะที่ขาวพันธุ
เหลืองประทิว123 มีขนาด 4.5 กิโลเบส สวนในการตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
BamHI ปรากฏแถบ DNA ในแตละสายพันธุ จํานวน 4 แถบ และไมมีความแตกตางกันระหวาง
ขาวทั้งสองสายพันธุ (ตารางที่ 15, รูปที่ 32) 
 

4.2 การศึกษาการแสดงออกของยีนในขาวทั้งสองสายพันธุ โดยวิธี Northern blot 
analysis 

 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในขาวพันธุเหลืองประทิว123 และขาวสายพันธุทน
เค็ม LPT123-TC171 ดวยวิธี Northern blot analysis โดย probe ดวยเครื่องหมายทางพันธุกรรม
ที่ โคลนได จํานวน  3 fragments คือ 171_A_13_13,  123_B_18_14  และ  123_UBC_80 _18 
ผลการทดลองพบวาไมปรากฏแถบขึ้นในทุกระยะของการทดลองในขาวทั้งสองสายพันธุ ดังรูปที่ 
33-39 
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ตารางที่ 14    ขนาดของแถบ DNA ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาวพันธุเหลือง
ประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) จากการทํา Southern blot analysis 
โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_B_18_14 เปน probe 

 

เอนไซมตัด
จําเพาะ 

แถบ DNA ที่ ขนาดโดยประมาณที่ปรากฏใน 

LPT123 (kb)* 

ขนาดโดยประมาณที่ปรากฏใน 

LPT123-TC171 (kb) * 
HindIII A 

B 
C 
D 
E 
F 
G 

4.2 
3.4 
3.1 
2.6 
2.3 
- 

1.3 

4.4 
3.6 
3.2 
2.7 
2.4 
1.6 
1.4 

BamHI A 4.4 - 
 

* คํานวณโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ของ DNA marker 
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ตารางที่15     ขนาดของจํานวนแถบ DNA ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 (LPT123) และขาว
พันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) จากการทํา Southern blot 
analysis โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_UBC_80_18 เปน probe 

 

เอนไซมตัด
จําเพาะ 

แถบ DNA ที่ ขนาดโดยประมาณที่ปรากฏใน 

LPT123 (kb) * 

ขนาดโดยประมาณที่ปรากฏใน 

LPT123-TC171 (kb) * 
EcoRI A 

B 
C 
D 
E 

13.7 
11.3 
10.4 
4.7 
3.8 

13.7 
11.3 
10.4 
4.9 
3.9 

HindIII A 
B 
C 
D 
E 

13.7 
10.4 
8.3 
6.5 
4.5 

13.7 
10.4 
8.3 
6.8 
4.7 

BamHI A 
B 
C 
D 

10.4 
7.1 
6.1 
4.5 

10.4 
7.1 
6.1 
4.5 

 

* คํานวณโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ของ DNA marker 
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รูปที่ 30    Southern blot analysis  ของขาวพันธุเหลืองประทิว123  (LPT123)  และขาวพันธุ

เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรม
171_A_13_13 เปน probe  โดย   a = LPT123     b = LPT123-TC171 

 
 
 
 
 
 

EcoRI BamHI HindIII

4,268 bp 
4,973 bp 

3,530 bp 

2,027 bp 1,904 bp 
1,584 bp 
1,375 bp 

947 bp 
831 bp 

21,226 bp 
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รูปที่ 31    Southern blot analysis ของขาวพันธุเหลืองประทิว123  (LPT123)  และขาวพันธุ

เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
123_B_18_14 เปน probe  โดย   a = LPT123     b = LPT123-TC171 

 
 
 
 
 
 
 

EcoRI HindIII BamHI

A 

C 
D 
E 

G 

A 4,268 bp 
4,973 bp 

3,530 bp 

2,027 bp 1,904 bp 
1,584 bp 
1,375 bp 

947 bp 
831 bp 

21,226 bp 

F

B 
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รูปที่ 32   Southern blot analysis ของขาวพันธุเหลืองประทิว123  (LPT123)  และขาวพันธุ

เหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
123_UBC_80_18 เปน probe  โดย   a = LPT123     b = LPT123-TC171 

 
 
 
 
 
 
 

EcoRI BamHIHindIII

4,268 bp 
4,973 bp 

3,530 bp 

2,027 bp 
1,904 bp 
1,584 bp 
1,375 bp 

947 bp 
831 bp 

21,226 bp 

A 
B

A 

B 
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รูปที่ 33    รูปแบบของ total RNA ที่สกัดจากขาวพันธุเหลืองประทิว123  ที่ไดรับภาวะปกติและ

ภาวะเค็ม (NaCl 0.3 %) ในชวงเวลาตางๆ เมื่อแยกดวย 1% formaldehyde-agarose 
gel     โดย     เลน  M = RNA ladder 

    1 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 0 วัน 
          2 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 0 วัน 
          3 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 ชั่วโมง 
          4 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
          5 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 ชั่วโมง 
          6 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
          7 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 6 ชั่วโมง 
          8 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 6 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7.0 kb 
5.0 kb 
3.0 kb 
2.0 kb 
1.0 kb 
0.5 kb 
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รูปที่ 34    รูปแบบของ total RNA ที่สกัดจากขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-

TC171) ที่ไดรับภาวะปกติและภาวะเค็ม (NaCl 0.3 %) ในชวงเวลาตางๆ เมื่อแยกดวย 
1% formaldehyde-agarose gel 

    โดย   เลน  M = RNA ladder 
                                1 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 0 วัน 
         2 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 0 วัน 
         3 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 ชั่วโมง 
         4 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
         5 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 ชั่วโมง 
         6 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
         7 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 6 ชั่วโมง 
         8 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 6 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7.0 kb 
5.0 kb 
3.0 kb 
2.0 kb 
1.0 kb 
0.5 kb 
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รูปที่ 35    รูปแบบของ total RNA ที่สกัดจากขาวพันธุเหลืองประทิว123 และขาวพันธุเหลืองประทิว

สายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ไดรับภาวะปกติและภาวะแลง (PEG 6000) ในชวง
เวลาตางๆ เมื่อแยกดวย 1% formaldehyde-agarose gel 

     โดย  เลน  M = RNA ladder 
                                1 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 12 ชั่วโมง 
         2 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 12 ชั่วโมง 
         3 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
         4 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
         5 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
         6 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 48 ชั่วโมง  
         7 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 12 ชั่วโมง 
         8 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 12 ชั่วโมง 
         9 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
        10 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
       11 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกต ิ(ชุดควบคุม) ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
       12 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
 

7.0 kb 
5.0 kb 
3.0 kb 
2.0 kb 
1.0 kb 
0.5 kb 



 83

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 36    รูปแบบของ total RNA ที่สกัดจากขาวพันธุเหลืองประทิว123 และขาวพันธุเหลืองประทิว

สายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171)  ที่ไดรับภาวะปกติและภาวะเค็ม  (NaCl 0.3 %)  ใน
ชวงเวลาตางๆ เมื่อแยกดวย 1% formaldehyde-agarose gel 

    โดย  เลน  M = RNA ladder 
                                1 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 0 วัน 
         2 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 0 วัน 
         3 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 0 วัน 
         4 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 0 วัน 
         5 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 อาทิตย 
         6 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 1 อาทิตย 
         7 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 อาทิตย  
         8 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 1 อาทิตย 
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รูปที่ 37    รูปแบบของ total RNA ที่สกัดจากขาวพันธุเหลืองประทิว123 และขาวพันธุเหลืองประทิว

สายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ไดรับภาวะปกติและภาวะเค็ม (NaCl 0.3%) ในชวง
เวลาตางๆ เมื่อแยกดวย 1% formaldehyde-agarose gel  โดย 

               เลน  M = RNA ladder 
                       1 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 2 อาทิตย 
            2 = LPT123   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 2 อาทิตย 
            3 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 2 อาทิตย 
            4 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะเค็ม เปนเวลา 2 อาทิตย 
            5 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 วัน 
            6 = LPT123   สิ้นสุดการใหภาวะเค็มและเจริญในภาวะปกติ เปนเวลา 1 วัน 
                       7 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 วัน  
            8 = LPT123-TC171 สิ้นสุดการใหภาวะเค็มและเจริญในภาวะปกติ เปนเวลา 1 วัน 
                       9 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 วัน 
           10 = LPT123   สิ้นสุดการใหภาวะเค็มและเจริญในภาวะปกติ เปนเวลา 3 วัน 
                     11 = LPT123-TC171  ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 วัน 
          12 = LPT123-TC171  สิ้นสุดการใหภาวะเค็มและเจริญในภาวะปกติ เปนเวลา 3 วัน 
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รูปที่ 38     รูปแบบของ total RNA ที่สกัดจากขาวพันธุเหลืองประทิว123 และขาวพันธุเหลืองประทิว

สายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ไดรับภาวะปกติและภาวะแลง (PEG 6000) ใน
ชวงเวลาตางๆ เมื่อแยกดวย 1% formaldehyde-agarose gel 

     โดย   เลน  M = RNA ladder 
                                 1 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 0 วัน 
          2 = LPT123   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 0 วัน 
          3 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 0 วัน 
          4 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 0 วัน 
          5 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 วัน 
          6 = LPT123   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 3 วัน 
          7 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 วัน  
          8 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 3 วัน 
           9 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 5 วัน 
         10 = LPT123   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 5 วัน 
        11 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกต ิ(ชุดควบคุม) ที่เวลา 5 วัน 
        12 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 5 วัน 
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รูปที่ 39    รูปแบบของ total RNA ที่สกัดจากขาวพันธุเหลืองประทิว123 และขาวพันธุเหลืองประทิว

สายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ไดรับภาวะปกติและภาวะแลง (PEG 6000) ในชวง
เวลาตางๆ เมื่อแยกดวย 1% formaldehyde-agarose gel 

    โดย   เลน  M = RNA ladder 
                                1 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 สัปดาห 
         2 = LPT123   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 1 สัปดาห 
         3 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 1 สัปดาห 
         4 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 1 สัปดาห 
         5 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 2 สัปดาห 
         6 = LPT123   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 2 สัปดาห 
         7 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 2 สัปดาห  
         8 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 2 สัปดาห 
          9 = LPT123   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 สัปดาห 
        10 = LPT123   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 3 สัปดาห 
       11 = LPT123-TC171   ที่เจริญในภาวะปกติ (ชุดควบคุม) ที่เวลา 3 สัปดาห 
       12 = LPT123-TC171   ที่ไดรับภาวะแลง เปนเวลา 3 สัปดาห 
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บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการทดลอง 
 

1. การศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด
somaclonal variation ในหลอดทดลอง 

 

1.1 การศึกษาภาวะแลงที่เหมาะสมสําหรับการทดลอง 
 

ศึกษาความเขมขนของ PEG 6000 ที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดลอง โดยปลูกขาว
พันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ในภาวะแลงที่ความเขมขน 0  150  
200  250 และ 300 g/l เปนเวลา 4 สัปดาห หลังจากนั้นยายปลูกใหเจริญในภาวะปกติซึ่งไมมี 
PEG 6000 เปนเวลา 1 สัปดาห พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 แสดงความสามารถ
ในการทนแลงไดดีกวาขาวสายพันธุเดิมอยางเห็นไดชัดที่ความเขมขน 200 g/l โดยมีความแตกตาง
ของอัตราการรอดตายของขาวทั้งสองสายพันธุสูงที่สุดถึง 29 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขนของ 
PEG 6000 ที่ 200 g/l มีจํานวนตนขาวที่เหลือรอดมากพอที่จะใชในการศึกษาการเจริญเติบโตของ
ขาวทั้งสองสายพันธุตอไป 
 

 ในสวนของการทดลองการศึกษาภาวะแลงที่เหมาะสมสําหรับใชในการทดลอง ไมไดใช
สถิติในการวิเคราะหผลการทดลอง เนื่องมาจากความจํากัดในเรื่องเมล็ดขาวของสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 สําหรับใชในการทดลองมีไมมากนัก จึงทําใหไมสามารถทําการทดลองหลายซ้ํา
เพื่อนําผลไปวิเคราะหทางสถิติได 
 
  1.2 การเจริญเติบโตของขาวพันธุเหลืองประทิว123  และสายพนัธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 รุนที่ 10 และรุนที่ 11 ในภาวะแลง 

 

ในการศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 ในรุนที่ 10 และ 11 โดยการวัดความสูง ความยาวราก น้ําหนักสดและน้ําหนัก
แหงของตนและราก เมื่อไดรับภาวะแลง โดยใช PEG 6000 ความเขมขน 0 และ 200 g/l เปนเวลา 
6 สัปดาห และสิ้นสุดการใหภาวะแลงโดยยายปลูกในสารละลายธาตุอาหารที่ไมมี PEG 6000 เพื่อ
ใหตนขาวเจริญเติบโตในภาวะปกติเปนเวลา 1 สัปดาห พบวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 มีความสามารถในการทนแลงได โดยมีการเจริญเติบโตทางดานความสูง น้ําหนักสดและ
น้ําหนักแหงของตนและรากแตกตางจากขาวสายพันธุเดิมที่ไดรับภาวะแลงอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  
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ขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีความสามารถทนตอภาวะ
แลงได อาจเนื่องมาจากกลุมยีนที่แสดงออกเมื่อขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ไดรับภาวะ
แลงและภาวะเค็มมีความเกี่ยวของกันหรืออาจเปนยีนในกลุมเดียวกัน ซึ่งมีรายงานกอนหนานี้ใน
งานวิจัยของ Seki และคณะ (2002) ไดจัดกลุมยีนของ Arabidopsis ที่แสดงออกในภาวะแลงและ
ภาวะเค็มที่ไดจากเทคนิค microarray พบยีนที่ถูกชักนําใหแสดงออกไดในภาวะแลงหรือภาวะเค็ม
มี overlapping กัน จํานวน 101 ยีน ซึ่งมาจากยีนที่ถูกชักนําใหแสดงออกในภาวะแลง จํานวน 
277 ยีนและมาจากยีนที่ถูกชักนําใหแสดงออกไดดวยภาวะเค็ม จํานวน 194 ยีน  
  

 ในการศึกษาการเจริญเติบโตของขาวทั้งสองสายพันธุในภาวะแลง จะเห็นวาความยาว
รากที่วัดไดในแตละสัปดาหมีความผันแปรคอนขางสูง ซึ่งอาจเปนผลเนื่องมาจากการสุมเก็บตัว
อยางของขาวไมไดใชตนขาวตนเดิมเพราะตองใชในการวัดน้ําหนักแหง จึงตองทําการสุมเก็บตัว
อยางโดยใชขาวตนใหมในแตละสัปดาห และการเก็บตัวอยางขาวอาจใชจํานวนไมมากพอ  
 

ความยาวรากของขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ไมมี
ความแตกตางกัน แตขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงรากมาก
กวาขาวสายพันธุเดิมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ อาจเนื่องมาจากขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-
TC171 อาจเกิดการแปรทางพันธุกรรมโดยสงผลตอ anatomy ของราก เชน อาจมีจํานวนรากฝอย
เพิ่มมากขึ้น ทําใหขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ตั้งตัวไดเร็วกอนที่ความแลงจะมีผลตอ 
phenotype ของตนกลา 

 

จากผลการเจริญเติบโตทางดานความสูง น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของตนและรากของ
ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ในรุนที่11 มีแนวโนมที่จะทนตอภาวะแลงไดดีกวาในรุนที่ 
10 โดยพบวาความสูง น้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของตนและรากของขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 รุนที่ 11 แตกตางจากขาวสายพันธุเดิม เมื่อไดรับภาวะแลงเปนเวลา 1 สัปดาห 
ในขณะที่ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่10 มีความสูง น้ําหนักสดตนและรากแตกตาง
จากขาวสายพันธุเดิมหลังจากไดรับภาวะแลงเปนเวลา 3 สัปดาห และมีน้ําหนักแหงของตนและ
รากแตกตางจากขาวสายพันธุเดิมหลงัจากไดรับภาวะแลงเปนเวลา 4 สัปดาห อาจเปนเพราะขาว
สายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่11 ผานการคัดเลือกภายใตภาวะแลงมาแลว 1 ชั่วรุน ทําให
มีโอกาสไดลักษณะทนแลงที่ดีกวาขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่ 10 จึงทําใหขาวสาย
พันธุทนเค็ม LPT123-TC171 รุนที่11 มีแนวโนมที่จะทนตอภาวะแลงไดดีกวารุนที่ 10 
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2. การศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด 
somaclonal variation ในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับขาวสายพันธุเดิม โดยวิธี RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) 
 

 จากผลการคัดเลือกไพรเมอร จํานวน 122 ไพรเมอร พบไพรเมอร จํานวน 27 ไพรเมอร ซึ่ง
คาดวานาจะแสดงใหเห็นความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางขาวทั้งสองสายพันธุได และเมื่อนํา
ไพรเมอรที่ผานการคัดเลือกมาใชในการตรวจสอบรูปแบบของแถบ DNA โดยวิธี RAPD โดยใชขาว
สายพันธุละ 20 ตน พบวาไพรเมอร A-13, B-18 และ UBC-80 สามารถเพิ่มจํานวน DNA ที่มีรูป
แบบแตกตางกันระหวางขาวทั้งสองสายพันธุอยางสม่ําเสมอ  
 

 สวนไพรเมอรจํานวน 22 ไพรเมอร ที่ใหรูปแบบของแถบ DNA ระหวางขาวทั้งสองสาย
พันธุไมมีความแตกตางกัน ซึ่งไมควรจะพบรูปแบบเชนนี้ในการทดลอง เพราะไพรเมอรที่ใชไดผาน
การคัดเลือกไพรเมอรมาแลว อาจเนื่องมาจากคุณภาพของ DNA มีผลตอการเพิ่มปริมาณ DNA 
ในการทํา RAPD ซึ่งสงผลตอความเขมของแถบ DNA (Hallden และคณะ, 1996) และพบวา
เทคนิค RAPD เปนเทคนิคที่มีความ sensitive สูง (Devos และ Gale, 1992) จึงมีโอกาสที่ทําการ
ทดลองซ้ําดวยไพรเมอรเดิมแลวพบวาอาจไดรูปแบบไมเหมือนเดิม จึงทําใหพบรูปแบบนี้ในการ
ตรวจสอบรูปแบบโดยใชขาวสายพันธุละ 20 ตน ในการทํา RAPD ดวยไพรเมอรทั้ง 22 ไพรเมอร 
ดังนั้นจึงตองทําการทดลองซ้ําหลายครั้งเพื่อยืนยันรูปแบบของ DNA ที่ไดมีความคงที่ ซึ่งจากการ
วิจัยครั้งนี้ รูปแบบของ RAPD ที่แสดงความแตกตางที่รายงานไว ไดมาจากการทําการทดลองซ้ํา 3 
คร้ัง โดยที่มีผลการทดลองคงเดิมสม่ําเสมอ 
 

นอกจากนี้ไพรเมอร UBC-51 และ UBC-74 ที่ใหรูปแบบของแถบ DNA ระหวางขาวทั้ง
สองสายพันธุมีความแตกตางกัน แตไมมีความสม่ําเสมอ โดยอาจจะพบแตกตางในสายพันธุเดียว
กัน  และ/หรือความแตกตางระหวางสายพันธุในบางตน  อาจเปนผลเนื่องมาจาก genetic 
background ของประชากรแตละสายพันธุยังไม homogeneous จึงพบแถบ DNA ที่แตกตางกัน
ในแตละประชากร 
 

จากผลการศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 เปรียบ
เทียบกับขาวสายพันธุเดิมดวยวิธี RAPD ชี้ใหเห็นวา เกิดการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 ที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ของขาวพันธุเหลืองประทิว
123 ในหลอดทดลอง ในระดับ DNA ซึ่งมีงานวิจัยในกอนหนานี้ในงานวิจัยของ Godwin และคณะ 
(1997) ที่ ใช เทคนิค  RAPD ในการตรวจสอบการแปรทางพันธุกรรมของขาว  (var. indica 
cv.FR13A) ที่ เกิ ด  somaclonal variation ในหลอดทดลอง  โดยข าวที่ ได จาก  somaclonal 
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variation มี phenotype แตกตางกันในหลายลักษณะ โดยเปรียบเทียบรูปแบบของแถบ DNA
กับขาวสายพันธุเดิม ซึ่งจากการศึกษา Godwin และคณะ (1997) ใชไพรเมอรจํานวน 28 ไพรเมอร 
จากผลการศึกษาพบไพรเมอร จํานวน 6 ไพรเมอร ที่แสดงรูปแบบของแถบ DNA ที่แตกตางกัน
ระหวางสายพันธุที่ไดจาก somaclonal variation กับสายพันธุเดิม ดังนั้นจากการใช RAPD ตรวจ
สอบ พบวามีการแปรทางพันธุกรรมในระดับ DNA ในขาวทุกสายพันธุที่นํามาตรวจสอบ 

 

จะเห็นวาวิธี RAPD สามารถใชในการตรวจสอบการแปรทางพันธุกรรมในขาวที่เกิด 
somaclonal variation ในหลอดทดลองได นอกจากนี้ยังสามารถใชวิธี RAPD ในการตรวจสอบ
ความแตกตางทางพันธุกรรมของขาวในระหวางพันธุ ดังเชนในงานวิจัยของ Yu และ Nguyen ใช
วิธีนี้ในการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมในขาว 13 พันธุ โดยแบงเปนขาวนาดอน 9 พันธุ 
และ ขาวนาลุม 4 พันธุ เพื่อจัดหมวดหมูของสายพันธุขาว โดยใชไพรเมอรจํานวน 42 ไพรเมอร มี
เพียง 2 ไพรเมอรเทานั้น ที่ไมสามารถแยกความแตกตางทางพันธุกรรมของขาวทั้ง 13 พันธุได ซึ่ง
แสดงใหเห็นวาขาวทั้ง 13 พันธุ มีความแตกตางทางพันธุกรรมสูง การทํา RAPD จากการใชไพร
เมอร 40 ไพรเมอร ไดแถบ DNA ทั้งหมด 260 แถบ โดย 208 แถบ คิดเปน 80 เปอรเซ็นต แสดง 
polymorphism จากเปอรเซ็นตของแถบ  DNA ที่ เปนแบบ  polymorphic แสดงวาวิธี  RAPD 
สามารถใชแยกความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุขาวไดเปนอยางดี นอกจากนี้วิธี RAPD 
ยังสามารถใชตรวจสอบความแตกตางของขาวในระดับกลุมประชากรได โดยพบเปอรเซ็นตของ
แถบ DNA ที่เปนแบบ polymorphic ถึง 82.1 เปอรเซ็นต ในงานวิจัยของ Ge และคณะ (1999) ที่
ใชวิธี  RAPD ในการแยกความแตกตางทางพันธุกรรมของกลุมประชากรขาวปา  (Oryza 
rufipogon) ที่มีการเก็บตัวอยางขาวจากพื้นที่ตางๆในประเทศจีนและบราซิล ในการศึกษาใชไพร
เมอร จํานวน 60 ไพรเมอร และเมื่อใชไพรเมอรที่ผานการคัดเลือกกับขาวทั้ง 8 กลุมประชากร รวม 
80 ตัวอยาง พบวาไดแถบ DNA จํานวน 95 แถบ และไดแถบ DNA ที่เปนแบบ polymorphic 
จํานวน 78 แถบ โดยพบวาประชากรของขาวที่มาจากประเทศจีนมีความแตกตางทางพันธุกรรม
ระหวางประชากรและพื้นที่มากกวากลุมประชากรขาวที่มาจากประเทศบราซิล ซึ่งจากการศึกษาชี้
ใหเห็นวาการใชเทคนิค RAPD มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมของ
ขาวไดเปนอยางดี  
 
3. การโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 

การโคลนชิ้นสวนของ DNA ที่แสดง polymorphism ระหวางขาวพันธุเหลืองประทิว123 
และสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 ที่ไดจากวิธี RAPD เปนเครื่องหมายทางพันธุกรรมของสาย
พันธุ จํานวน 3 fragments คือ 171_A_13,  123_B_18  และ 123_UBC_80  จากผลการโคลน
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เครื่องหมายทางพันธุกรรม 171_A_13 ซึ่งมีขนาดประมาณ 700 คูเบส พบวาไดโคลนที่มี insert 
ขนาดที่ไมตรงกับความคาดหมาย 2 โคลน มีขนาดประมาณ 600 คูเบส และในการโคลนเครื่อง
หมายทางพันธุกรรม 123_B_18 ซึ่งมีขนาดประมาณ 1,000 คูเบส ไดโคลนที่มี insert ไมตรงกับ
ความคาดหมายถึง 17 โคลน มีขนาดตั้งแตประมาณ 300 คูเบส จนกระทั่งถึงประมาณ 800 คูเบส 
ซึ่งอาจเกิดเนื่องมาจากการสกัดแยกชิ้นสวน DNA ออกจาก agarose gel โดยใช Ultra CleanTM 
15 DNA Purification Kit (MOBIO Laboratories, Inc. USA) ในขั้นตอนการสกัดแยกตามวิธีการ
ที่ระบุไวในคูมือ อาจสงผลใหชิ้นสวน DNA ที่ตองการสกัดแยกเกิดการแตกหัก ทําใหไดชิ้นสวนของ 
DNA ที่มีขนาดตางๆ และเมื่อทําการโคลนดวยการใช QIAGEN PCR Cloning kit จึงมีโอกาสที่ชิ้น
สวน DNA ขนาดตางๆ ที่ไมตองการเหลานี้จะตอเขากับ pDrive ซึ่งเปน DNA พาหะ เมื่อทําการ
ตรวจสอบขนาดของ inserted fragment จึงพบ fragment ขนาดตางๆ กัน 
 
4. การศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD กับการแสดง 

ออกของยีนในภาวะแลงและภาวะเค็ม 
 

4.1 การศึกษาจํานวนชุดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD โดยวิธี 
Southern blot analysis 

 

 จากผลการศึกษาจํานวนชุดของเครื่องหมายทางพันธุกรรม ใน genomic DNA ของขาว
พั น ธุ เห ลื อ งป ระทิ ว123 และส ายพั น ธุ ท น เค็ ม  LPT123-TC171 ด วย วิ ธี  Southern blot 
hybridization โด ย ใช เค รื่ อ งหม ายท างพั น ธุ ก รรมที่ โค ลน ได  จํ าน วน  3 fragments คื อ
171_A_13_13   123_B_18_14 และ 123_UBC_80_18 เปน probes พบแถบ DNA จํานวนมาก
ในการ hybridize ดวย 171_A_13_13 และ 123_B_18_14 จึงอาจเปนไปไดวาเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรม 171_A_13 และ 123_B_18 ที่ไดจากวิธี RAPD เปน repeated DNA sequence ซึ่ง
สอดคลองกับผลการศึกษาลําดับนิวคลี โอไทดของ  171_A_13_13 (Accession number : 
AY364604 ใน GenBank) ซึ่งพบวามีความคลายคลึงกับ Ty3/gypsy-like retrotransposon ซึ่ง
เปนสวนที่เปน repeated DNA sequence ในขาว (Chavane และคณะ, 1998) สวนในการใช
เครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_UBC_80_18 เปน probe พบแถบ DNA จํานวน 4-5 แถบ ในการ
ตัด genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะในแตละเอนไซม จากผลการทดลองจึงคาดวา 
123_UBC_80 อาจเปนสวนหนึ่งของยีนใน small gene family 
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จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวาเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี RAPD อาจมีโอกาสที่
จะไดสวนที่เปน repeated DNA sequence ซึ่งพบในงานวิจัยที่มีรายงานกอนหนานี้ในงานวิจัย
ของ Godwin และคณะ (1997) ไดนําเทคนิค RAPD มาใชในการตรวจสอบการแปรทางพันธุ-
กรรมของขาว (var. indica cv.FR13A) ที่เกิด somaclonal variation ในหลอดทดลอง โดยขาวที่
ไดจาก somaclonal variation มี phenotype แตกตางกันในหลายลักษณะ โดยแบงออกเปน 12 
สายพันธุ ซึ่งมี  7 สายพันธุ ที่มี  phenotype เปลี่ยนไปเพียง 1 ลักษณะ  และ  1 สายพันธุ มี 
phenotype เปลี่ยนแปลงไปมากกวา 1 ลักษณะ และอีก 4 สายพันธุ มี phenotype ไมแตกตาง
จากสายพันธุเดิม เมื่อตรวจสอบรูปแบบของแถบ DNA โดยใชไพรเมอรจํานวน 28 ไพรเมอร และ
พบ 6 ไพรเมอร คือ A-1, A-13, A-17, A-18, A-20 และ B-20 ที่แสดงรูปแบบของแถบ DNA แตก
ตางกันระหวางสายพันธุที่ไดจาก somaclonal variation กับขาวสายพันธุเดิม และการใช RAPD9I 
ตรวจสอบ พบวามีการแปรทางพันธุกรรมในระดับ DNA ในขาวทุกสายพันธุที่นํามาตรวจสอบ โดย
พบวาในขาว 4 สายพันธุที่มี phenotype ไมแตกตางจากขาวสายพันธุเดิม มีความแตกตางทาง
พันธุกรรมจากขาวสายพันธุเดิมในระดับ DNA ดังนั้น Godwin และคณะ (1997) จึงคาดวาการ
แปรทางพันธุกรรมที่ตรวจพบโดย RAPD อาจเปนการแปรทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นใน DNA ตรงสวน
ที่เปน highly repeated sequence จึงทําใหไมเกี่ยวของกับ phenotype และเปนที่นาสังเกตวา
ไพรเมอร A-13 ซึ่งลําดับเบสของไพรเมอรคือ 5′CAGCACCCAC 3′ สามารถแสดงรูปแบบของ
แถบ DNA ที่มีความแตกตางกันระหวางสายพันธในขาว FR13A ในงานวิจัยของ Godwin และ
คณะ (1997) สามารถใชในการตรวจสอบการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุทนเค็ม 
LPT123-TC171 ไดอีกดวย ทั้งนี้อาจเปนเพราะไพรเมอร A-13 มีโอกาสที่จะไปจับกับ genomic 
DNA ของขาวในชวงที่เปน repeated DNA sequence ที่มีการแปรทางพันธุกรรมสูง 

 

นอกจากนี้ยังพบในงานวิจัยของ Devos และ Gale (1992) ที่ไดใชเทคนิค RAPD ในการ
หาเครื่องหมายทางพันธุกรรม ในขาวสาลี (Triticum aestivum L.) จํานวน 12 พันธุ โดยใชไพร
เมอร จํานวน 6 ไพรเมอร ผลการทดลองพบวา เมื่อโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากวิธี 
RAPD และนํามาใชเปน probe ในการทํา Southern blot hybridization ใน genomic DNA ของ
ขาวสาลี พบวาเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนได เปน repeated DNA sequence ซึ่งจะพบผล
ในลักษณะเดียวกันในงานวิจัยของ Jeon และคณะ (1999) ไดประยุกตใชเทคนิค RAPD ในการ
ตรวจสอบการ segregation ของยีน Bph1 ในลูกผสมรุน F2 ในขาวที่ไดรับการปรับปรุงพันธุใหมี
ความตานทานตอแมลงเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล โดยใชเทคนิค RAPD หาโมเลกุลเครื่องหมาย 
(DNA markers) ในขาวสายพันธุที่ตานทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล พบวาจากไพรเมอร จํานวน 
140 ไพรเมอร มีเพียง 1 ไพรเมอร คือ OPD-7 ที่พบแถบ DNA ขนาด 700 คูเบส (RRD7) ปรากฏ
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ในขาวสายพันธุที่ตานทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล แตไมพบในขาวสายพันธุที่ออนแอตอเพลี้ย
กระโดดสีน้ําตาล เมื่อทําการโคลนโมเลกุลเครื่องหมาย RRD7 และใชเปน probe ในการทํา 
Southern blot hybridization ผลปรากฏวา โมเลกุลเครื่องหมาย  RRD7 เปน  repeated DNA 
sequence แต Jeon และคณะ (1999) รายงานวาโมเลกุลเครื่องหมาย RRD7 นาจะมีความเกี่ยว
ของกับยีน Bph1  

 

 จากการวิจัยตางๆ มีรายงานวาโมเลกุลเครื่องหมายที่ไดจากวิธี RAPD มีโอกาสที่จะเปน
สวนที่เปน repeated DNA sequence และอาจจะเปนการยากที่จะแปลผลถึงกลไกการทํางาน
ของ DNAบริเวณดังกลาวที่มีตอลักษณะ phenotype ที่เกิดขึ้น แตในบางกรณีวิธี RAPD ก็มีประ
สิทธิภาพในการหาโมเลกุลเครื่องหมายที่มีความเกี่ยวของกับยีน เชนในการศึกษาของ Urasaki 
และคณะ (2002) ไดใชเทคนิค RAPD ในการแยกความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางเพศใน
มะละกอ (Carica papaya L.) จํานวน 17 ตน โดยแบงเปนตนตัวผู (ตนที่มีแตดอกตัวผู) จํานวน 6 
ตน ตนตัวเมีย (ตนที่มีแตดอกตัวเมีย) จํานวน 7 ตน และตนกระเทย (ตนที่มีทั้งดอกตัวผูและดอก
ตัวเมีย) จํานวน 4 ตน โดยใชไพรเมอรจํานวน 25 ไพรเมอร พบไพรเมอร IBRC-RP07 ที่สามารถ
แยกความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางเพศได โดยพบแถบ DNA ขนาด 450 คูเบส (PSDM) ใน
มะละกอตนตัวผูและตนกระเทย ในขณะที่ไมพบในมะละกอตนตัวเมีย เมื่อทําการโคลน PSDM 
และนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทดพบวา PSDM ไมมีความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดใดๆ ใน 
GenBank และเมื่อออกแบบไพรเมอรจากลําดับนิวคลีโอไทดของ PSDM ในบริเวณภายในของชิ้น
สวน DNA และนําไปทําปฏิกิริยา PCR โดยใช DNA จากมะละกอทั้ง 3 แบบ พบ DNA fragment 
ขนาด 225 คูเบส เฉพาะในตนตัวผูและตนกระเทย จึงแสดงวา specific DNA region ของ PSDM 
มีอยูเฉพาะในตนตัวผูและตนกระเทยเทานั้น และการที่ไมพบ PSDM ในมะละกอตนตัวเมียไมได
เกิดจาก base change ที่ primer-binding sites และเมื่อทํา Southern blot hybridization โดยใช 
PSDM เปน probe ในมะละกอตนตัวผูและตนกระเทย พบแถบ DNA จํานวน 2 แถบในการตัด 
genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และพบแถบ  DNA จํานวน 1 แถบ ในการตัด 
genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ TaqI แตไมปรากฏแถบ DNA ในมะละกอตนตัวเมีย ซึ่ง
สรุปไดวา PSDM พบเฉพาะใน genome ของมะละกอตนตัวผูและตนกระเทยเทานั้น ซึ่ง PSDM 
นาจะอยูที่บริเวณของโครโมโซมที่มีความเกี่ยวของกับเพศผูและกระเทยของมะละกอ 
 

 นอกจากนี้ Ohmori และคณะ (1995) ไดใชวิธี RAPD ในการหาโมเลกุลเครื่องหมายที่ 
linked กับ Tm-2 locus ในมะเขือเทศ โดยใชมะเขือเทศ 3 พันธุ คือ พันธุ GCR26 var. Craigella 
ซึ่งเปนสายพันธุที่ออนแอตอ Tomato mosaic virus (ToMV), GCR236 ที่มียีน Tm-2 และยีน nv 
และ พันธุ CGR267 ที่มียีน Tm-2a โดยใชไพรเมอรจํานวน 220 ไพรเมอร จากการคัดเลือกไพร
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เมอร พบ 43 ไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุในมะเขือเทศได 
และพบแถบ DNA จํานวน 53 แถบ ที่เปนแบบ polymorphic เมื่อเลือก RAPD marker จํานวน 13 
fragments มาศึกษา linkage กับ nv locus ซึ่ง linked กับ Tm-2 locus โดยดูการ segregaion 
ของยีนในรุน F2  พบวา RAPD marker ทั้ง 13 fragments มีความเกี่ยวของกับยีน Tm-2 และ Tm-
2a ซึ่ง Ohmori และคณะไดรายงานวา เทคนิค RAPD มีประโยชนในการหาตําแหนงของยีนที่สน
ใจได 
 

แมวาเครื่องหมายทางพันธุกรรม 171_A_13_13 และ 123_B_18_14 เปนสวนที่ เปน 
repeated DNA sequence และ 123_UBC_80 อาจเปนสวนหนึ่งของยีนใน small gene family 
แตยังไมสามารถสรุปไดวาเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนไดทั้ง 3 fragment มีความเกี่ยวของ
กับยีนที่ทําใหมีความสามารถในการทนแลงและทนเค็มในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT13-TC171
หรือไม ซึ่งจะตองทําการศึกษาตอไป  

สวนในการทํา Southern blot hybridization โดยใช 123_B_18_14 เปน probe เมื่อตัด 
genomic DNA ของขาวทั้งสองสายพันธุดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII พบวา แถบ DNA ของ
ขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 มีขนาดใหญกวาขาวสายพันธุเดิมเล็กนอย และยังพบวา
เมื่อตัด genomic DNA ดวยเอนไซม BamHI พบแถบ DNA ขนาด 4.4 กิโลเบส ในขาวสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 แตไมพบในขาวสายพันธุเดิม ซึ่งแสดงใหเห็นวา เกิดการแปรทางพันธุ
กรรมเกิดขึ้นในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 และเปนการแปรทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นใน
หลายตําแหนง ซึ่งจะพบในลักษณะเดียวกันเมื่อใช 123_UBC_80_18 เปน probe  

 

การแปรทางพันธุกรรมที่เกิดขึ้นในขาวสายพันธุทนเค็ม LPT123-TC171 อาจเกิดเนื่องมา
จาก base insertion หรือ base substitution ทําใหไดแถบ DNA ที่มีขนาดใหญขึ้น ซึ่งการเกิด 
mutation ในลักษณะเชนนี้มักจะเกิดตรงบริเวณที่เปน repeated DNA sequence (Snustad และ
คณะ, 1997) 

 
4.2 การศึกษาการแสดงออกของยีนในขาวทั้งสองสายพันธุ โดยวิธี Northern blot 

analysis 
 

จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีนในขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสายพันธุ
ทนเค็ม LPT123-TC171 ดวยวิธี Northern blot hybridization โดยใชเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่
โคลนไดจํานวน  3 fragments คือ 171_A_13_13  123_B_18_14 และ 123_UBC_80_18 เปน 
probe พบวาไมปรากฏสัญญาณ mRNA ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมขึ้นในทุกระยะของการ
ทดลองในขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งอาจเปนผลมาจากเครื่องหมายทางพันธุกรรม 171_A_13_13 
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และ123_B_18_14 มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน repeated DNA sequence ซึ่งอาจไมใชสวนที่เปน 
coding sequence จึงไมถูก transcribed เปน mRNA  

 

สวนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_UBC_80_18 ซึ่งคาดวาเปนสวนหนึ่งใน small gene 
family แตเมื่อนํามาใชเปน  probe ในการศึกษาการแสดงออกของยีน  ผลไมพบสัญญาณ 
123_UBC_80 mRNA ที่ตัวอยางขาวในทุกระยะของการทดลองเชนกัน จึงคาดวาเครื่องหมายทาง
พันธุกรรม 123_UBC_80_18 อาจมีลําดับนิวคลีโอไทดอยูในสวนที่เปน non-coding sequence 
ของยีนดังกลาว เชน เปนบริเวณ regulatory region หรือเปนสวนของ intron ดังนั้นเมื่อใชเปน 
probe ในการศึกษาการแสดงออกของยีนดวย Northern blot hybridization จึงไมพบสัญญาณ
ของ 123_UBC_80 mRNA ที่ตัวอยางใด 

 

ในทางกลับกันผลการทดลองขางตนยังไมเพียงพอที่จะระบุไดแนชัดวาเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรมที่โคลนไดเปน non-coding sequence แตมีความเปนไปไดวาเครื่องหมายทางพันธุ
กรรมที่โคลนไดทั้ง 3 fragments อาจเปน coding region แตมีการแสดงออกในระดับที่ต่ํามากใน
เนื้อเยื่อพืชตางๆ ที่ทําการตรวจสอบ จนไมสามารถทําการตรวจสอบไดดวยวิธี Northern blot 
analysis จึงตองทําการศึกษาตอไป โดยอาจศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใชวิธี RT-PCR (Sung 
และคณะ, 2001) ในกรณีที่คาดวายีนที่ตองการศึกษามีการแสดงออกในระดับที่ต่ํามาก เพื่อตรวจ
สอบเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนไดมีการแสดงออกในภาวะแลงและภาวะเค็มหรือไม หรือ
อาจใชการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนได ซึ่งอาจจะมีความ
คลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank ซึ่งจะนําไปสูการคนพบยีนที่อาจจะมีความเกี่ยว
ของกับความสามารถในการทนตอภาวะแลงและภาวะเค็มในพืช นอกจากนี้อาจทดสอบความ
เกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนไดกับภาวะแลงและภาวะเค็มโดยการติดตามความ
สัมพันธของเครื่องหมายทางพันธุกรรมกับลูกผสมที่ไดจากการปรับปรุงพันธุ (plant breeding) ซึ่ง
มีความสามารถในการทนแลงและ/หรือทนเค็มแตกตางกันวาลักษณะการทนแลงและทนเค็ม และ
การ segregation ของเครื่องหมายทางพันธุกรรมในรุนลูกมีความสัมพันธกันหรือไม (Jeon และ
คณะ,1999) 
 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
1. การศึกษาความสามารถในการทนแลงของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด

somaclonal variation ในหลอดทดลอง 
 

 ขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ผานการคัดเลือกภายใตภาวะ
เค็ม 10 ชั่วรุน มีความสามารถในการทนแลงได โดยพบวามีความสูง น้ําหนักสดและน้ําหนักแหง
ของตนและรากแตกตางจากขาวสายพันธุเดิม เมื่อใหภาวะแลงแกขาวทั้งสองสายพันธุอยางมีนัย
สําคัญทางสถิติ และเมื่อนํามาคัดเลือกภายใตภาวะแลงตออีก 1 ชั่วรุน พบวาขาวพันธุเหลืองประ
ทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) รุนที่ 11 มีความทนทานตอภาวะแลงไดดีข้ึนเล็กนอย 
 
2. การศึกษาการแปรทางพันธุกรรมของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกจากการเกิด 

somaclonal variation ในหลอดทดลอง เปรียบเทียบกับขาวสายพันธุเดิม โดยวิธี RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) 

 

จากการตรวจสอบการแปรทางพันธุกรรมของขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม 
(LPT123-TC171) เปรียบเทียบกับขาวสายพันธุเดิม โดยใชวิธี RAPD พบไพรเมอร A-13, B-18 
และ UBC-80 สามารถแสดงความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางขาวทั้งสองสายพันธุได ซึ่งจาก
ผลการทดลองชี้ใหเห็นวา เกิดการแปรทางพันธุกรรมของขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม 
(LPT123-TC171) ที่คัดเลือกจากการเกิด somaclonal variation ของขาวพันธุเหลืองประทิว123 
ในหลอดทดลองในระดับโมเลกุล 
 
3. การโคลนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 

 โคลนชิ้นสวน DNA ที่แสดง polymorphism ระหวางขาวพันธุเหลืองประทิว123 และสาย
พันธุทนเค็ม LPT123-TC171 จํานวน 3 fragments คือ 171_A_13 เปนเครื่องหมายทางพันธุกรรม
ของขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) มีขนาดประมาณ  700 คู เบส 
123_B_18 และ 123_UBC_80 เปนเครื่องหมายทางพันธุกรรมของขาวพันธุเหลืองประทิว123 มี
ขนาดประมาณ 1,000 คูเบส และ 300 คูเบส ตามลําดับ 
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4. การศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่ไดจาก RAPD กับการแสดง
ออกของยีนในภาวะแลงและภาวะเค็ม 
 

 เมื่อใชเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนไดเปน probe ในการทํา Southern blot analysis 
พบแถบ DNA ที่แตกตางกันระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ ซึ่งเปนการยืนยันวามีการแปรทางพันธุ
กรรมเกิดขึ้นในขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) และเปนการแปรทาง
พันธุกรรมที่เกิดขึ้นในหลายตําแหนง โดยเครื่องหมายทางพันธุกรรม 171_A_13 และ 123_B_18 
เปนสวนที่ เปน  repeated DNA sequence และ  123_UBC_80 คาดวาเปนสวน  non-coding 
sequence ใน  small gene family และการศึกษาการแสดงออกของยีน  โดย  Northern blot 
analysis ไมพบสัญญาณ mRNA ในทุกการทดลอง เนื่องจากสวนของ DNA ที่ใชเปน probe ทั้ง 3 
สวน อาจไมอยูในบริเวณที่เปน coding sequence หรือหากเปน coding sequence ก็อาจมีการ
แสดงออกในระดับที่ต่ํามาก จนไมสามารถตรวจสอบไดในภาวะที่ทําการศึกษา 
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ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรทําการทดลองเปรียบเทียบความสามารถในการทนแลงของขาวพันธุเหลืองประทิวสาย
พันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ในรุนที่ 10 และรุนที่ 11 เพิ่มเติมและควรทําการทดลองใน
ชวงเวลาเดียวกัน 

2. ในการศึกษาการแปรทางพันธุกรรมระหวางขาวทั้งสองสายพันธุ โดยวิธี RAPD ควรใช
จํานวนไพรเมอรเพิ่มข้ึน เพื่อจะไดมีโอกาสไดแถบ DNA ที่มีความแตกตางกันระหวางขาว
ทั้งสองสายพันธุ ตลอดจนการคนพบยีนที่อาจจะเกี่ยวของกับการทนภาวะแลงและภาวะ
เค็มในขาวได 

3. ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในเครื่องหมายทางพันธุกรรม 123_UBC_80 ที่คาดวาเปนสวน
หนึ่งของ small gene family วามีความเกี่ยวของกับความสามารถในการทนแลงและทน
เค็มของขาวหรือไม 

4. ศึกษาความเกี่ยวของของเครื่องหมายทางพันธุกรรมทั้ง 3 fragments กับความสามารถใน
การทนแลงและทนเค็ม โดยการใชเทคนิคการปรับปรุงพันธุพืช (plant breeding) และ
ศึกษาการถายทอดลักษณะการทนแลงและทนเค็ม และการ segregation ของเครื่องหมาย
ทางพันธุกรรมทั้ง 3 fregments มีความสัมพันธกันหรือไม 

5. ควรทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเครื่องหมายทางพันธุกรรมที่โคลนไดทั้ง 3 
fragments เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank ซึ่งอาจนําไปสูการคนพบยีนที่
เกี่ยวของกับการทนแลงในพืช 

6. นําขาวพันธุเหลืองประทิวสายพันธุทนเค็ม (LPT123-TC171) ที่ผานการคัดเลือกภายใต
ภาวะแลง 1 ชั่วรุน นํามาคัดเลือกภายใตภาวะแลงตออีก 3 ชั่วรุน แลวนํามาทดสอบใน
ภาวะเค็มวายังมีความสามารถในการทนเค็มไดอยูหรือไม 
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1. สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 1991 
(Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1991) 

 
ชื่อสารเคมี ปริมาณสาร 

(mg/l) 
   Macroelements  
                       Potassium nitrate (KNO3) 
                       Calcium sulfate (CaSO4) 
                       Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) 
                       Triple super phosphate 
                       Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 
  
   Microelements 
                         di-sodium ethylene diamine tetraacetate (Na2EDTA) ∗ 
                      Ferrous sulfate (FeSO4.7H2O) ∗ 
                      Manganese sulfate (MnSO4.H2O) 
                      Boric acid (H3BO3) 
                      Zinc sulfate (ZnSO4.7H2O) 
                      Potassium iodide (KI) 
                      Sodium molybdate (Na2MoO4.2H2O) 
                      Copper sulfate (CuSO4.5H2O) 
                      Cobalt chloride (CoCl2.6H2O) 

 
580 
500 
450 
250 
100 

 
 

160 
120 
15 
5 

1.5 
1.0 
0.1 

0.05 
0.05 

 
∗ การเตรียม FeSO4 stock ความเขมขน 30 g/l  (1L) 

1.1  ชั่ง Na2EDTA 40 g และ FeSO4.7H2O 30 g 
1.2  แยกละลายในน้ํากลั่น 500 ml ทีละตัว ที่อุณหภูมิ 70-90 องศาเซลเซียส 
1.3  ผสมสารละลายทั้งสองเขาดวยกัน แลวพนฟองอากาศประมาณ 3-4 ชั่วโมง จน

กระทั่งสารละลายใส 
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2. สารละลายที่ใชในการทดลอง 
 

สารละลาย สวนประกอบ 
Denaturation buffer 1.5 M   NaCl 

0.5 M   NaOH 
Denaturing buffer (for RNA) 
For total volume 40 µl 

11 µl   RNA sample 
20µl   40% formamide 
7µl   37% formaldehyde 
2µl   10x MOPS 

Depurination buffer 0.25 M   HCl 
DNA extraction buffer 
(CTAB)  

2 % (w/v)   CTAB 
1.4 M   NaCl 
0.2 % (v/v)   β-mercaptoethanol 
20 mM   EDTA 
100 mM   Tris-HCl  pH 8.0 
2 % PVP   (Polyvinylpyrollidone) 

DNA loading dye 50%   Glycerol 
0.25%   bromophenol blue 

formaldehyde gel 1.5 g   agarose ในน้ํากลั่น 105 ml 
30 ml   formaldehyde 
15 ml   10x MOPS 

10x formaldehyde gel- 
running buffer (10x MOPS) 

0.2 M   MOPS 
80 mM   sodium acetate 
10mM   EDTA 

Neutralization buffer 1.5 M   NaCl 
0.5 M   Tris-HCl pH 7.5 

Primary wash buffer 0.5x   SSC  pH 7.0 
0.4%   SDS 
6 M   Urea 
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สารละลาย สวนประกอบ 
RNA extraction buffer 100 mM   Tris  pH 9.0 

100 mM   NaCl 
20 mM   EDTA 
1%   lauryl sarcosinate 
0.1% (v/v)   β-mercaptoethanol 
0.1%   DEPC  (diethyl pyrrocarbonate) 

RNA loading dye 50%   Glycerol 
1 mM   EDTA 
0.25%   bromophenol blue 

20x SSC 3 M   NaCl 
0.3 M   sodium acetate 

50x TAE 242 g   Tris-base 
57.1 ml   glycial acetic acid 
100 ml   0.5 M  EDTA pH 8.0 

5x TBE 54 g   Tris-base 
27.5 g   Boric acid 
20  ml   0.5 M  EDTA  pH 8.0 

TE 10 mM   Tris  pH 8.0 
  1 mM   EDTA 
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1. วิธีการสกัด DNA ดวยวิธี CTAB (ดัดแปลงจากวิธีของ Dolye และ Dolye,1987) 
 

1.1      บดตัวอยางใบขาว 0.1 g กับไนโตรเจนเหลว ดวยโกรงบดที่นึ่งฆาเชื้อแลว 
1.2      เติม DNA extraction buffer 0.6 ml ซึ่งอุนใหรอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส     

ผสมใหเขากัน 
1.3      เทสวนผสมทั้งหมดใสในหลอด microcentrifuge และนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 60   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
1.4       เติม phenol: chloroform: isoamyl-alcohol ในปริมาตรเทากับสวนผสมในหลอด 

ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปมา 
1.5       ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 
1.6       แยกสวน supernatant มาสกัดซ้ําดวย chloroform 2 คร้ัง โดยใชปริมาตรเทากับสาร  

ละลายในหลอด 
1.7       ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที และดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม 
1.8       เติม sodium acetate 0.1 เทา และ isopropanol ที่แชเย็น 0.6 เทา เก็บไวที่อุณหภูมิ  

                  -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
1.9       ปนตกตะกอนดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน 
            เวลา 10 นาที  
1.10 ลาง pellet ดวย 70% ethanol และนําไป air dry ให ethanol ระเหยจนหมด 
1.11 ละลาย pellet ดวย TE buffer 40 µl 
1.12 เติม RNase ใหมีความเขมขนสุดทาย  20  µg/µl  และนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส ประมาณ 1 ชั่วโมง 
1.13 ปรับปริมาตรของ DNA ในหลอดใหเปน 250  µl โดยใช TE buffer และเติม phenol: 

chloroform: isoamyl-alcohol 250 µl พลิกหลอดกลับไปมา 
1.14 ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
            10 นาที และดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม 
1.15 สกัดซ้ําดวย chloroform 2 คร้ัง และตกตะกอน DNA ดวย sodium acetate 0.1 เทา  
             และ absolute ethanol ที่แชเย็น 2 เทา 
1.16 ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
            10 นาที  
1.17 ลาง pellet ดวย 70% ethanol และนําไป air dry ให ethanol ระเหยจนหมด 
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1.18 ละลาย pellet ดวย TE buffer (ปริมาตรที่ใชข้ึนอยูกับปริมาณ DNA ที่สกัดได) 
1.19 วัดความเขมขนของสารละลายดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260  
            นาโนเมตร 
 

การสกัด DNA สําหรับใชในการทํา RAPD ใชตัวอยางใบขาว 0.1 g และสําหรับใชในการ
ทํา southern blot ใชตัวอยางใบขาว 1 g 
 
2. การปลูกตนขาวที่คัดเลือกไดเพื่อเก็บเมล็ด 
 

เมื่อส้ินสุดสัปดาหที่ 4 ของการใหภาวะแลง คัดเลือกตนที่รอดตายและแข็งแรง นําไปปลูก
ในดินเหนียว ในกระถางเสนผานศูนยกลาง 30 เซนติเมตร ใหหมายเลยประจําตน เติมปุยเคมี สูตร 
16-16-16 ปริมาณ 3 กรัม ตอกระถางกอนปลูก 1 วัน และเติมปุยยูเรีย (46-0-0) ปริมาณ 3 กรัมตอ
กระถางเมื่อขาวแตกกอประมาณ 30-40 วันหลังการปลูก ในระหวางการปลูกเพื่อเก็บเมล็ด จํากัด
โรคและแมลงตามการระบาดและควบคุมน้ําในกระถางใหทวมหนาดินประมาณ 1-3 เซนติเมตร 
จนกวาจะเก็บเมล็ด สําหรับการปลูกขาวพันธุเหลืองประทิว123 ซึ่งเปนขาวไวแสงนอกฤดูกาล ใช
วิธีคลุมผาดําเพื่อปรับชวงมืด ใหเปนแบบกลางคืนยาว โดยใหชวงสวาง/มืด ใน 1 วัน เปน 8/16 ชั่ว
โมง โดยคลุมผาไวอยางนอย 14 วัน เพื่อกระตุนการเกิดตาดอก (flower bud initiation) เมื่อเมล็ด
แกจัด เก็บรวงนําไปตากแดดใหแหง เก็บเมล็ดในตูเย็นที่ 10 องศาเซลเซียส สําหรับการปลูกในรอบ
ตอไป 
 
3. การสกัด RNA ดวยวิธี hot phenol 

 

3.1    บดตัวอยางใบขาวที่อยูในภาวะแชแข็งประมาณ 0.2 g กับไนโตรเจนเหลว ในโกรงบดที่
ผานการทําลาย RNase แลว จากนั้นตักตัวอยางพืชใสหลอด microcentrifuge ที่ทําให
เย็นจัดดวยไนโตรเจนเหลว 

3.2    เท RNA extraction buffer และ phenol:chloroform อยางละ 800 µl ซึ่งอุนใหรอนที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นําไป vortex และแชลงในน้ําแข็ง 

3.3    ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
          5 นาที 
3.4    แยกสวน supernatant และนํามาสกัดซ้ําดวย phenol:chloroform อีกครั้งหนึ่ง โดยใช 
         ปริมาตรเทากับสารละลายในหลอด ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดใหม 
3.5     เติม 95% ethanol 2 เทา เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
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3.6    ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
10 นาที 

3.7    ลาง pellet ดวย 80 % ethanol และนําไป air dry ที่อุณหภูมิหอง ให ethanol ระเหยจน
หมด 

3.4    ละลาย pellet ใน DEPC treated TE buffer แลว 100 µl 
3.5    เติม DEPC treated TE buffer 60 µl และ 10 M LiCl2 40 µl (ใหความเขมขนสุดทาย

เปน 2 M LiCl2 )  เก็บไวที่ –20 องศาเซลเซียส ประมาณ 16 ชั่วโมง 
3.8    ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 
3.6 3.11  ละลาย pellet ใน DEPC treated TE buffer 20 µl 

      3.12  วัดความเขมขนของสารละลายดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260  
นาโนเมตร เพื่อประมาณคาความเขมขนของ RNA 

 
4. การทํา frozen stock (Sambrook และคณะ, 1978) 

 

4.1  streak E. coli ที่มี DNA พาหะที่ถูกตัดตอโดยใสเครื่องหมายทางพันธุกรรมเปน insert 
ลงบนอาหารแข็ง LB ที่มียาปฏิชีวะนะ Ampicilin 100 mg/ml นําไป incubate ที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

4.2 เขี่ย single colony ลงอาหารเหลว LB ที่มียาปฏิชีวะนะ Ampicilin 100 mg/ml ปริมาตร 
10 ml นําไป incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส และเขยา เปนเวลา 18 ชั่วโมง 

4.3 หลังจากนั้นไปเปตอาหารเหลว LB ที่มี E. coli เจริญเติบโตอยู 1 ml ใสใน vial ที่มี 
glycerol 87.7 % 1 ml (ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว) เขยาใหเขากัน 

4.4  นํา vial ไปแชในไนโตรเจนเหลว และนําไปเก็บไวในตูแชแข็ง อุณหภูมิ –70 องศาเซลเซียส 
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5. การหาขนาด DNA marker (Lamda DNA digest with EcoRI and HindIII) 
 

Lamda DNA digest with 
EcoRI and HindIII 

Distance migrate 
(cm.) 

Log10 DNA marker 

21,226 
4,973 
4,268 
3,530 
2,027 
1,904 
1,584 
1,375 
947 
831 

1.7 
5.7 
6.4 
7.2 
9.5 
9.8 
10.5 
11 

12.2 
12.6 

4.3268 
3.6966 
3.6302 
3.5477 
3.3068 
3.2796 
3.1997 
3.1383 
2.9763 
2.9196 
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R2 = 0.988
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รูปที่ 1ข      ตัวอยางกราฟมาตรฐานสําหรับการวิเคราะหหาขนาดของ DNA marker 

(Lamda DNA digest with EcoRI and HindIII) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวปารวี ธิกาศ เกิดวันที่ 4 มีนาคม พ.ศ. 2521 ที่จังหวัดเชียงใหม สําเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาพันธุศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2542 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหา
บัณฑิต สาขาพันธุศาสตร ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ใน
ปการศึกษา 2543 โดยไดรับทุนทบวงมหาวิทยาลัยสนับสนุนการทําวิทยานิพนธในระดับปริญญา
โท-เอก และทุนพัฒนาอาจารย มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรติ  
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