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ในข้าว Oryza sativa L. หลงัจากได้รับภาวะเครียดจากความเคม็และภาวะเครียดทาง

กายภาพตา่ง ๆ (EARLY EXPRESSION OF THE NOVEL SALT-RESPONSIVE GENE 

IN RICE Oryza sativa L. AFTER SALT AND VARIOUS ABIOTIC STRESSES) 
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นิวคลีโอลิน (nucleolin) เป็น multifunctional protein ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการเมแทบอ

ลิซมึภายในเซลล์ โดยเฉพาะอยา่งย่ิงในการสร้างไรโบโซม พบมากบริเวณนิวคลีโอลสั ผลการศกึษา

พบวา่ยีนนิวคลีโอลิน (OsNUC1) ในข้าวพนัธุ์ไมท่นเคม็ คือ พนัธุ์เหลืองประทิว123 (LPT123) และ

พนัธุ์ขาวดอกมะลิ (KDML105) และข้าวสายพนัธุ์ทนเคม็ คือ สายพนัธุ์เหลืองประทิว 123-TC171 

(LPT123-TC171) และ FL530-introgression line (FL530-IL) มีการแสดงออกเพิ่มขึน้หลงัจาก

ได้รับภาวะเคม็ภายใน 24 ชัว่โมง โดยมีระดบัการแสดงออกสงูขึน้เร่ือย  ๆ จนสงูสดุท่ี 12 ชัว่โมง     

ชีนํ้าวา่ยีนนีน้า่จะมีการแสดงออกแบบ circadian rhythm เม่ือศกึษาอิทธิพลของกรดแอบไซซิก 

(ABA) ตอ่การแสดงออกของยีน พบวา่เม่ือให้  ABA และ anti-ABA (abamineSG) จากภายนอก

แก่ข้าวทัง้ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ ไมมี่ผลตอ่การควบคมุการแสดงออก ของยีน ชีใ้ห้เห็น วา่การ

แสดงออกของยีน OsNUC1 ถกูควบคมุผา่นทาง ABA-independent pathway นอกจากนี ้

หลงัจากให้ภาวะเครียดทางกายภาพตา่ง ๆ คือ ภาวะแล้ง ภาวะเครียดจากโลหะหนกั และภาวะ

เครียดจากอณุหภมูิต่ําแก่ข้าวสายพนัธุ์ LPT123-TC171 พบวา่ยีนนีมี้การแสดงออกเพิ่มขึน้

หลงัจากได้รับความเครียดจาก 100 µM CuSO4 100 µM CdCl2 หรือภาวะแล้ง ในการศกึษา

บทบาทของ RNA recognition motif (RRM) และ glycine-arginine rich (GAR) domain ของ    

นิวคลีโอลินตอ่ความสามารถในการทนตอ่โลหะหนกัโดยนํา Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่าย cDNA 

บางสว่นของนิวคลีโอลินท่ีสร้าง RRM และ GAR domain ภายใต้การควบคมุของ CaMV35S 

promoter มาเลีย้งบนอาหารสตูร MS ท่ีมีการเตมิ 25 50 และ 75 µM CuSO4 หรือ 50 75 และ 

100 µM CdCl2 เป็นเวลา 2 สปัดาห์ พบวา่  Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีนมีนํา้หนกัสดและ

นํา้หนกัแห้งมากกวา่พนัธุ์ปกตใินทกุชดุการทดลอง ยกเว้นในอาหารสตูร MS ท่ีมีการเตมิ 100 µM 

CdCl2 นํา้หนกัแห้งของทัง้พืชท่ีได้รับการถ่ายยีนและพืชพนัธุ์ปกต ิ ไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมี

นยัสําคญัทางสถิติ 
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Nucleolin is a multifunctional protein involving in metabolism of cells especially 

ribosome biogenesis.  It mainly presents in the nucleolus.  In this study, we investigated 

the Rice nucleolin (OsNUC1) gene expression in 4 rice cultivars/lines, which were salt-

sensitive lines (LPT123 and KDML105) and salt-tolerance lines (LPT123-TC171 and 

FL530-IL).  It was found that this gene was up-regulated after salt stress within 24 hours 

and was moderately higher until reaching a peak at 12 hours after salt stress.  These 

characters suggest circadian rhythm expression pattern. To study the effects of abscisic 

acid (ABA) on OsNUC1 gene expression, exogenous ABA and anti-ABA (abamineSG) 

application does not regulate gene expression pattern.  This suggested that OsNUC1 

gene expression was regulated via ABA-independent pathway.  Moreover, under various 

abiotic stresses, OsNUC1 gene expression in LPT123-TC171 rice line was up-regulated 

after stress with 100 µM CuSO4, 100 µM CdCl2 or drought.  To investigate the influence 

of RNA recognition motif (RRM) and glycine-arginine rich (GAR) domain of rice nucleolin 

on heavy metal tolerance ability, transgenic Arabidopsis plants, containing partial 

OsNUC1 cDNA encoding RRM and GAR domain under CaMV35S promoter were used. 

It was found that transgenic Arabidopsis had a significant higher fresh weight and dry 

weight when grew in MS medium or MS medium containing 25, 50, 75 µM CuSO4 or 50, 

75 µM CdCl2 for two weeks. However, growing in MS medium supplemented with 100 µM 

CdCl2, the transgenic lines showed the higher fresh weight than wild type, but the dry 

weights of both transgenic lines and wild type plant were not statistically different. 
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µM   ไมโครโมลาร์ 
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100 µM CdCl2 สารละลาย CdCl2 ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ 

 

 



บทที่ 1 

บทนํา  

 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

 

ภาวะเคม็เป็นปัจจยัทางกายภาพอยา่งหนึง่ท่ีมีผลตอ่การเจริญเตบิโตของพืช ซึง่สง่ผล

กระทบตอ่ปริมาณและคณุภาพของผลผลิต คาดวา่ในอีก 25 ปีข้างหน้าจะสญูเสียพืน้ท่ีการเกษตร

ถึง 30% (Wang และคณะ, 2003) ปัญหานีมี้ผลตอ่การปลกูพืชสําคญัทางเศรษฐกิจของไทย เชน่ 

ข้าว (Oryza sativa) ข้าวโพด (Zea mays) ถัว่เหลือง (Glycine max) เป็นต้น (คณาจารย์ภาควิชา

ปฐพีวิยา, 2535) 

 ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชท่ีสําคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทย มีมลูคา่การสง่ออก

เป็นอนัดบัหนึง่ของโลก (FAO Rice Market Monitor, 2009) ดงันัน้จงึมีการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้มี

ผลผลิตตอ่ไร่สงู มีความต้านทานตอ่โรคหรือแมลงศตัรูข้าวท่ีสําคญั และทนตอ่สภาวะแวดล้อมท่ีมี

ปัญหา เชน่ ภาวะนํา้ทว่ม ภาวะแล้ง และภาวะเคม็ เป็นต้น 

จากงานวิจยัท่ีผา่นมามีการค้นพบยีนใหมท่ี่ตอบสนองตอ่ภาวะเคม็ในข้าว ได้แก่  OsD1B 

18-18 (OsNUC1) (สมพร มณีประสพสขุ, 2547) เป็นยีนในกลุม่ของ nucleolar protein ท่ียงัไมมี่

การศกึษาบทบาทหน้าท่ีตอ่การทนเคม็ของพืช ดงันัน้การศกึษายีนกลุม่นีจ้งึเป็นทางเลือกหนึง่ท่ีทํา

ให้เข้าใจกลไกการปรับตวัของพืชเม่ืออยูใ่นภาวะเคม็ 

กรดแอบไซซิก (ABA) ซึง่เป็นฮอร์โมนพืชท่ีมีบทบาทสําคญัเม่ือพืชอยูใ่นภาวะเครียด (He 

และ Li, 2008) โดย ABA ทําหน้าท่ีเป็นสารส่ือสญัญาณกระตุ้นให้ยีนท่ีตอบสนองตอ่ความเครียดมี

การแสดงออกมากขึน้โดยผา่น ABA-dependent pathway เชน่ ยีน OsP5CS1 และ OsP5CS2 

ซึง่เก่ียวข้องกบัการสร้าง proline ในข้าว (Hura และคณะ, 2004; Sripinyowanich และคณะ, 

2010) และยีน protein kinase SnRK2 เก่ียวข้องกบักระบวนการถ่ายทอดสญัญาณในภาวะเครียด

ออสโมตกิ (Kobayashi และคณะ, 2004) เป็นต้น อยา่งไรก็ดียงัมียีนท่ีตอบสนองตอ่ความเครียด

อีกหลายยีนท่ีทํางานผา่นทาง ABA-independent pathway เชน่ ยีน OsDREB เก่ียวข้องกบัการ

ถอดรหสัของ DNA มีการแสดงออกเพิ่มขึน้เม่ือข้าวได้รับภาวะเคม็และอณุหภมูิต่ํา (Ito และคณะ, 

2006) การหาความสมัพนัธ์ของยีนกบั ABA จะชว่ยทําให้เข้าใจกระบวนการการตอบสนองตอ่

ความเคม็มากขึน้ 
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กระบวนการการสร้าง ABA ในพืช (ABA biosynthesis pathway) จะมีเอนไซม์ควบคมุ

ปฏิกิริยาท่ีสําคญั คือ  9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) ซึง่เอนไซม์นีจ้ะถกูยบัยัง้

โดย abamineSG ทําให้ไมส่ามารถสร้าง ABA ในพืชได้ โดยท่ีความเข้มข้น  100 µM จะยบัยัง้การ

เพิ่มขึน้ของ ABA ใน Arabidopsis ได้ถึง 77% เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ (Kitahata และคณะ, 

2006) สว่นในข้าวเม่ือใช้ abamineSG ความเข้มข้น 50 µM จะยบัยัง้การสร้าง ABA ในใบได้ถึง 

62% เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ (Sripinyowanich และคณะ, 2010) นอกจากนีย้งัมีผลทําให้

ยีนท่ีตอบสนองตอ่ ABA ถกูยบัยัง้ไปด้วย จงึเลือกใช้ abamineSG เป็นสว่นหนึง่ในการศกึษา

อิทธิพลของ ABA ตอ่การแสดงออกของยีน OsNUC1   

 ดงันัน้งานวิจยันีจ้งึทําการศกึษารูปแบบการแสดงออกในระยะแรกของยีน OsNUC1 ใน

ข้าวท่ีมีความสามารถในการทนเคม็แตกตา่งกนั จะทําให้ทราบการตอบสนองของยีนนีใ้นภาวะเคม็

และความสมัพนัธ์กบั ABA ตลอดจนการตอบสนองตอ่ภาวะเครียดทางกายภาพตา่ง ๆ 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

เปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกในชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีความสามารถ

ในการทนเคม็แตกตา่งกนั และอิทธิพลของกรดแอบไซซิกตอ่การแสดงออกของยีน รวมถึงการ

แสดงออกของยีนหลงัจากได้รับภาวะเครียดทางกายภาพตา่ง  ๆ 

 

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
 

ได้รูปแบบการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีความสามารถในการทนเคม็แตกตา่ง

กนั และการตอบสนองของยีนนีต้อ่ภาวะเครียดทางกายภาพอ่ืน ๆ นําไปสูค่วามรู้ความเข้าใจกลไก

การตอบสนองของพืชเม่ือได้รับภาวะเครียด 

 

ขอบเขตของการวิจัย 

1. ศกึษาการแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีความสามารถในการทนเคม็

แตกตา่งกนั 

2. ศกึษาอิทธิพลของกรดแอบไซซิกตอ่การแสดงออกของยีน OsNUC1 

3. ศกึษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับภาวะเครียดทางกายภาพตา่ง ๆ 

4. ศกึษาความสามารถในการทนตอ่ภาวะเครียดจากโลหะหนกัของ Arabidopsis thaliana  L. 

ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 



บทที่ 2 

ตรวจเอกสาร 

 

1. ภาวะเค็มต่อการแสดงออกของยีน 

 

ภาวะเคม็เป็นปัจจยัทางกายภาพท่ีสง่ผลตอ่เมแทบอลิซมึภายในพืช ลกัษณะทางสรีรวิทยา

ภายนอก ซึง่สง่ผลกระทบตอ่การเจริญเตบิโตของพืช รวมทัง้ ปริมาณและคณุภาพของผลผลิต 

(Mansour และ Salama, 2004) พืชท่ีได้รับภาวะเคม็จําเป็นต้องมีกลไกการปรับตวัเพ่ือให้สามารถ

ดํารงชีวิตอยูไ่ด้ โดยกลไกการปรับตวันีเ้ป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงการแสดงออกของยีน  

จากการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในข้าวพนัธุ์เหลืองประทิว123 (LPT123) กบัยีน

ในข้าวทนเคม็สายพนัธุ์เหลืองประทิว123-TC171 (LPT123-TC171) ภายใต้ภาวะเคม็โดยใช้

เทคนิค differential display ค้นพบชิน้สว่นของยีน OsD1B18-18 ซึง่มีความคล้ายกบัยีน 

OsNUC1 หรือ  นิวคลีโอลิน โดยการแสดงออกของยีนดงักลา่วในข้าวทัง้สองพนัธุ์ /สายพนัธุ์มี

รูปแบบแตกตา่งกนั คือ ในข้าวพนัธุ์  LPT123 ไมพ่บการแสดงออกของยีนในภาวะปกต ิแตมี่การ

แสดงออกของยีนสงูขึน้หลงัจากได้รับภาวะเคม็เป็นเวลา 48 ชัว่โมง สําหรับในข้าวสายพนัธุ์  

LPT123-TC171 พบการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในภาวะปกตแิละสงูขึน้หลงัจากได้รับภาวะ

เคม็เป็นเวลา 48 ชัว่โมง (สมพร มณีประสพสขุ, 2547) แตย่งัไมพ่บการรายงานการแสดงออกใน

ระยะแรกของยีนนิวคลีโอลินในข้าวในภาวะเครียดทางกายภาพตา่ง ๆ 

กรดแอบไซซิก (ABA) ซึง่เป็นฮอร์โมนพืชท่ีมีบทบาทสําคญัเม่ือพืชอยูใ่นภาวะเครียด (He 

และ Li, 2008) โดย ABA ทําหน้าท่ีเป็นสารส่ือสญัญาณให้ยีนท่ีตอบสนองตอ่ความเครียดมีการ

แสดงออกมากขึน้โดยผา่นทาง ABA-dependent pathway ตวัอยา่งเชน่ ยีน OsP5CS1 และ 

OsP5CS2 ซึง่เก่ียวข้องกบัการสร้าง proline ในข้าว (Sripinyowanich และคณะ, 2010; Hura และ

คณะ, 2004) อยา่งไรก็ดียงัมียีนท่ีตอบสนองตอ่ความเครียดอีกหลายยีนท่ีทํางานผา่นทาง  ABA-

independent pathway เชน่ ยีน OsDREB เก่ียวข้องกบัการถอดรหสัของ DNA พบวา่มีการ

แสดงออกเพิ่มขึน้ในข้าวหลงัจากได้รับภาวะเคม็และอณุหภมูิต่ํา (Ito และคณะ, 2006) ดงันัน้การ

หาความสมัพนัธ์ของยีนกบั ABA จะชว่ยทําให้เข้าใจกระบวนการการตอบสนองตอ่ความเคม็ย่ิงขึน้ 
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2. นิวคลีโอลิน 

 

นิวคลีโอลิน (nucleolin) เป็นโปรตีนท่ีสําคญัในยคูาริโอต เก่ียวข้องกบักระบวนการ          

เมแทบอลิซมึภายในเซลล์ โดยเฉพาะอยา่งย่ิงในการสร้างไรโบโซม นิวคลีโอลิน ค้นพบครัง้แรกใน 

Chinese hamster ovary (CHO) cells โดย Orrick และคณะ (1973) ในชว่งแรกจะเรียกวา่  C23 

ซึง่เป็นการเรียกตามตําแหนง่บน two-dimensional gel โดยพบนิวคลีโอลินมากถึง 10% ของ

โปรตีนทัง้หมดท่ีพบในนิวคลีโอลสั มีนํา้หนกัประมาณ 100 - 110 kDa แตใ่นงานวิจยัของ Lapeyre 

และคณะ (1987) ทําการโคลน cDNA ของยีนนิวคลีโอลินจากแฮมสเตอร์ พบวา่ได้โปรตีนท่ี

ประกอบด้วย 713 กรดอะมิโน คาดคะเนนํา้หนกัได้เทา่กบั 77 kDa ซึง่ข้อขดัแย้งนีภ้ายหลงัเช่ือวา่ 

มีสาเหตมุาจากสว่นประกอบของกรดอะมิโนในบริเวณ N-terminal domain ของนิวคลีโอลิน 

small nucleolar RNAs (snoRNAs) จําเป็นตอ่กระบวนการการสร้าง 28S, 18S, and 

5.8S rRNA การลดการแสดงออก snoRNAs โดยเทคนิค antisense แสดงให้เห็นวา่โปรตีนนีมี้

บทบาทเก่ียวข้องกบั chaperone ในกระบวนการสร้าง pre-rRNA  และการท่ีพบสว่นของ U20 

snoRNA ใน intron 11 ของยีนนิวคลีโอลินในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม สอดคล้องกบังานวิจยัอ่ืน ๆ ท่ี

ระบวุา่หน้าท่ีของนิวคลีโอลินเก่ียวข้องกบัการสร้างไรโบโซม (Srivastava และคณะ, 1990) 

การสร้างไรโบโซม (ribosome biogenesis) เป็นกระบวนการหนึง่ในการสร้าง 

ribonucleo-particle เก่ียวข้องกบั complex rRNA maturation กระบวนการนีสํ้าคญัในการ

ดํารงชีวิตของเซลล์ ซึง่ เกิดขึน้ในนิวคลีโอลสั (Eichler และ Craig, 1994) เร่ิมต้นท่ีการสร้าง 

ribosomal RNAs (5.8S, 18S, และ 28S) โดยเอนไซม์ RNA polymerase I ซึง่การถอดรหสันีจ้ะมี

ความสมัพนัธ์กบัโปรตีน           2 ประเภท คือ ribosomal protein ซึง่พบใน mature cytoplasmic 

ribosome และกลุม่ของโปรตีนซึง่หนึง่ในนัน้คือนิวคลีโอลิน เกาะอยูก่บั preribosome ในนิวคลี

โอลสั 

ภายในนิวคลีโอลสั (nucleolus) ประกอบด้วย pre-ribosome และโปรตีนท่ีทําหน้าท่ี

เฉพาะ เชน่ RNA polymerase I, protein kinases, phosphatases, methylases และ nucleases 

สว่นกระบวนการตา่ง ๆ ท่ีเกิดในนิวคลีโอลสั ได้แก่ ribosomal RNA (rRNA) transcription, rRNA 

modification, rRNA maturation หรือ rRNA รวมกบั ribosomal protein เรียกวา่ pre-ribosomal 

particles ซึง่จะเกิดเพียงชัว่คราว จากนัน้สง่ออกสู ่cytoplasm เพ่ือเป็น mature ribosome ตอ่ไป 
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โครงสร้างของนิวคลีโอลิน 

 

การวิเคราะห์ลําดบักรดอะมิโนพบวา่มี domain ท่ีสําคญัอยู่ 3 สว่นแสดงดงัรูปท่ี 1 ได้แก่ 

N-terminal domain ประกอบด้วย acidic region กระจายอยูแ่ละมี phosphorylation site 

Central domain ประกอบด้วย RNA-binding domain เรียกวา่ RBD หรือ RRM domain 

C-terminal domain ประกอบด้วย NG,NG-dimethylarginines เรียกวา่ GAR หรือ RGG 

domain ซึง่มี glycine และ arginine residues เป็นจํานวนมาก (Lischwe และคณะ, 1982) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 สว่นประกอบสําคญัของนิวคลีโอลิน และ nucleolin-like protein (Ginisty และคณะ, 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Schizosaccharomyces pombe) 
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2.1. N-Terminal Domain 

 

สว่นนีป้ระกอบด้วย acidic sequence ซํา้กนัหลายอนักระจายตวัอยู่ ซึง่จํานวนซํา้จะ

แตกตา่งกนัตามชนิดของสิ่งมีชีวิต เชน่ หน ูคน และไก่ มี 4 ซํา้ nucleolin-like protein จากถัว่ 

(pea) และ Arabidopsis มี 7 ซํา้ และใน alfalfa มี 9 ซํา้ จะเห็นวา่ nucleolin-like proteins ในพืช

มีจํานวนซํา้มากกวา่ แต่ เป็นสว่นสัน้ ๆ เม่ือเทียบกบัในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน มีความยาวประมาณ 10 

ถึง 20 กรดอะมิโน จากโครงสร้างท่ีประกอบด้วย lysine และ proline residues ทําให้ในสว่นนีมี้

ประจเุป็นลบและแตกตา่งกนั ดงันัน้การหามวลโมเลกลุจาก SDS-PAGE จงึได้คา่ท่ีแตกตา่งกบัการ

ประมาณโดยคํานวณจากนํา้หนกักรดอะมิโน การเคล่ือนท่ีของโปรตีน เหลา่นีใ้น SDS-PAGE จะช้า

กวา่ปกติ ทําให้ได้มวลโมเลกลุมากขึน้ ตวัอยา่งเชน่ ในยีสต์คํานวณมวลโมเลกลุจากลําดบักรดอะมิ

โนได้เทา่กบั 44 kDa แตจ่าก SDS-PAGE ได้เทา่กบั 67 kDa (Lee และคณะ, 1991)  

สว่นปลายของ N-terminal domain พบวา่มีสว่น bipartite NLS motifs และจดจํา 

monopartite NLS motifs ชนิด SV-40 ซึง่หน้าท่ีของ bipartite NLS จะเป็นตวักําหนดให้โปรตีน

เคล่ือนท่ีไปยงันิวเคลียส  ตวัอยา่งเชน่  KRKKEMAKQAAPEAKKQK ในนิวคลีโอลินของคน

KKRKSEDAEEEEDEESSNKKQK ในยีสต์ (NSR1) KKGKRQAEEEIKKVSAKKQK ในถัว่ และ 

KKGKRNAEDEIEKAVSAKKQK ในข้าว (OsNUC1) แตว่า่ไมพ่บ signal sequence ท่ีกําหนดให้

นิวคลีโอลินเคล่ือนท่ีไปยงันิวคลีโอลสั จงึสนันิษฐานวา่การ ท่ีนิวคลีโอลินมีการสะสมในนิวคลีโอลสั 

เป็นผลมาจากการท่ีนิวคลีโอลินจบัอยา่งจําเพาะกบัสว่นประกอบของนิวคลีโอลสัอ่ืน ๆ โดยเฉพาะ 

rDNA rRNA และโปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบของโครงสร้าง nucleolar matrix (Schmidt-

Zachmann และ Nigg, 1993) 

 

2.2. Central Domain 

 

บริเวณนีเ้ป็นสว่นของ RNA recognition motifs (RRM) หรือ consensus RNA-binding 

domain (CS-RBD) ซึง่จะถกูอนรัุกษ์ไว้ในหลายสิ่งมีชีวิต เก่ียวข้องในกระบวนการ  package ของ 

heterogeneous RNA, pre-mRNA splicing และเป็นสว่นประกอบของ pre-ribosomes เก่ียวข้อง

กบัการสร้าง poly(A) tail และ maturation การควบคมุการแปลรหสั และ mRNA stability โดย

สว่นมาก RRM มกัจะมีกรดอะมิโน 80 ถึง 90 ชนิด (Query และคณะ, 1989) ซึง่ในข้าวพบ RRM-1 

2 สว่น คือ LFVGNLPYNVEQEQVKQFFQEAGEVVDIRFSTFEDGNFRGFGHVEFATAEAAKK 

ALELAGHDLMGRPVR และ IFIKGFDTSLDIHQIRNSLEEHFGSCGEITRVSIPRDYETGASKG 

MAYMDFADNGSLSKAYELNGSDLGGYSLY ซึง่ RRM จะจบัอยา่งจําเพาะกบัโครงสร้าง short 
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RNA stem-loop ของ 18S และ 28S ribosomal สลบักนัระหวา่ง hydrophilic และ hydrophobic 

segments และเหมือนกบัโปรตีนของ spliceosomes บางสว่น 

 

2.3. C-Terminal Domain 

 

C-terminal domain ประกอบด้วยสว่นของ glycine-arginine-rich (GAR) ทัว่ไปเรียกวา่ 

RGG domain นอกจากนีย้งัพบวา่มี phenylalanine และ NG,NG-dimethylarginine residues ซึง่

เป็นการเปล่ียนแปลงบน arginine ใน GAR domain โดยเอนไซม์ methyltransferase ซึง่การ

เปล่ียนแปลงนีไ้มจํ่าเป็นตอ่ความจําเพาะระหวา่ง GAR domain กบั RNA หรือโปรตีนเสมอไป    

แตจ่ะชว่ยให้เกิด interaction ระหวา่งนิวคลีโอลินกบั RNA-binding domain (RBD) ได้ดีขึน้     

เม่ือมีการจบัของ GAR domain กบั RBD อยา่งน้อย 1 แหง่ จะทําให้มีการสะสมใน นิวคลีโอลสั 

นอกจากนี ้ GAR domain ยงัเป็นสว่นท่ีเกิด protein-protein interaction อีกด้วย (Bogre และ

คณะ, 1996) 
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หน้าท่ีของนิวคลีโอลิน 

 

จากโครงสร้างของนิวคลีโอลิน จะเห็นวา่ประกอบด้วยสว่นตา่ง ๆ ท่ีสามารถจบักบั DNA, 

RNA และโปรตีนได้ ชีใ้ห้เห็นวา่บทบาทหน้าท่ีเก่ียวข้อง ในการควบคมุกิจกรรมภายในเซลล์ แสดง

ดงัรูปท่ี 2 ซึง่เป็นภาพรวมบทบาทหน้าท่ีของนิวคลีโอลินในการควบคมุ cell cycle และ ribosome 

biogenesis ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนม 

 

รูปท่ี 2 หน้าท่ีของนิวคลีโอลินในการควบคมุ cell cycle และ ribosome biogenesis 

a.) Chromatin condensation and decondensation b.) Nucleolin and pre-RNA                 

c.) Maturation of 48S RNA d.) Cell surface functions e.) Secretory vesicle expression     

f.) Shuttling activities g.) Export activities h.) Cell death and apoptosis (Srivastava และ 

Pollard, 1999) 
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การศกึษาเก่ียวกบัหน้าท่ีของนิวคลีโอลินโดยสว่นมากจะเป็นการศกึษาในสตัว์ คน และ

ยีสต์ สํา หรับในพืชยงัมีไมม่ากนกั จากการศกึษาในฐานข้อมลูของ NCBI พบวา่มียีนท่ีคล้ายกบั    

นิวคลีโอลินในพืชหลายชนิด ดงัตารางท่ี 1  

 

ตารางท่ี 1 ตวัอยา่งยีนนิวคลีโอลินในพืชชนิดตา่ง ๆ  

 

Accession No. Organism ช่ือ จาํนวนเบส 

L43510 Pisum sativum (Pea) putative nucleolin 2188 bp 

AB087677 Nicotiana tabacum (Tobacco) NNF1 2156 bp 

AY644645 Oryza sativa (indica cultivar-group) putative nucleolin 2039 bp 

X88845 Medicago sativa (Alfalfa) NucMs1 2255 bp 

AK103446 Oryza sativa (Japonica group) putative nucleolin 2447 bp 

NM_103785 Arabidopsis thaliana AtNuc-L1 1966 bp 

 

 

นิวคลีโอลินในพืชค้นพบครัง้แรกใน เซลล์รากหวัหอมใหญ่ พบวา่ทําหน้าท่ีเก่ียวข้องกบัการ

คลายตวัของโครมาตนิ rDNA transcription และในระยะแรกของการสร้าง pre-rRNA โดยจะพบ          

นิวคลีโอลินร่วมกบัสว่นประกอบอ่ืนของนิวคลีโอลสัระหวา่งการเกิด mitosis และระยะหลงัในการ

แบง่ตวัของ daughter cell nucleoli แสดงวา่การสร้างไรโบโซมจะเร่ิมหลงัจากการเกิด mitosis   

ในระดบั transcription และในขณะสร้าง pre-rRNA (Medina และคณะ, 1995) 

Kojima และคณะ (2007) ศกึษาผลของนํา้ตาลตอ่การแสดงออกของยีนนิวคลีโอลินใน 

Arabidopsis พบวา่ sucrose หรือ glucose สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน AtNUC-L1 ได้ 

เน่ืองจาก sucrose จะเพิ่มการแสดงออกของยีนท่ีสร้าง C/D และ H/AC small nucleolar 

ribonucleoprotein subunit และ ribosomal protein แต ่ non-metabolizable mannitol หรือ     

2-deoxyglucose ไมส่ามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนได้ และการให้ 10 mM glucose แก่ 

sugar-starved cells สามารถเพิ่มการแสดงออกของยีน AtNUC-L1 ทําให้เซลล์กลบัสู่การเจริญ

ปกต ิแสดงให้เห็นวา่ คาร์โบไฮเดรตสามารถควบคมุ de novo ribosome biogenesis ได้ 

การศกึษาพืชกลุม่ ribonucleoprotein gene mutant ทําให้รู้วา่อตัราในการสร้างไรโบโซมมีผลตอ่
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การเจริญและโครงสร้างของพืชด้วย จากการยบัยัง้ ยีน AtNUC-L1 ทําให้การแสดงออกของ sugar-

induced ribonucleoprotein gene ลดลง แสดงวา่ AtNUC-L1 เก่ียวข้องในการแสดงออกของ 

sugar-induced ribonucleoprotein gene 

Pontvianne และคณะ (2007) ศกึษายีนนิวคลีโอลินใน Arabidopsis (AtNUC-L1 และ 

AtNUC-L2) พบวา่นิวคลีโอลินเก่ียวข้องในระยะแรกของการสร้างไรโบโซม มีการแสดงออกของยีน 

AtNUC-L1 ทัว่ไปในภาวะปกติ การขดัขวางการทํางานของยีนนีทํ้าให้เกิดผลรุนแรงตอ่การเจริญ

และการพฒันาของพืช และการขาดโปรตีนนีใ้น พืช Atnuc-L1 mutant จะชกันําให้เกิด nucleolar 

disorganization การคลายตวัของนิวคลีโอลสั (nucleolus organizer region decondensation) 

และมีผลตอ่การสะสมระดบัของ pre-rRNA precursor นอกจากนีใ้น Atnuc-L1 mutant พบวา่ยีน 

AtNUC-L2 ถกูกระตุ้นให้มีการแสดงออก จากผลการทดลองชีใ้ห้เห็นวา่ยีน AtNUC-L2 เป็นตวั

ชว่ยเหลือเม่ือขาดโปรตีน AtNUC-L1 บางสว่นหรือทัง้หมด ซึง่งานวิจยันีเ้ป็นงานแรกท่ีศกึษาการ

ขดัขวาง nucleolin-like protein ในยคูาริโอตชัน้สงู และบทบาทใหม่  ๆ สําหรับนิวคลีโอลินใน

โครงสร้างของนิวคลีโอลสั และ rDNA chromatin organization 



บทที่ 3 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

พืชทดลอง 

 เมล็ดข้าว (Oryza sativa L.) พนัธุ์เหลืองประทิว123 (LPT123) 

 เมล็ดข้าว (Oryza sativa L.) พนัธุ์เหลืองประทิว123 สายพนัธุ์ทนเคม็ (LPT123-TC171) 

 เมล็ดข้าว (Oryza sativa L.) พนัธุ์ขาวดอกมะลิ105 (KDML105) 

 เมล็ดข้าว (Oryza sativa L.) สายพนัธุ์ FL530-introgression line (FL530-IL) (ข้าวสาย

พนัธุ์ทนเคม็ซึง่ได้รับความอนเุคราะห์จากอาจารย์ ดร.ธีรยทุธ ตู้จินดา) 

 เมล็ด Arabidopsis thaliana ecotype Columbia สายพนัธุ์ปกตแิละสายพนัธุ์ท่ีผา่นการ

ถ่ายยีน partial OsNUC1 ซึง่ประกอบด้วย RNA-recognition motif (RRM) และ GAR domain    

3 สายพนัธุ์ คือ 35S-2 35S-5 และ 35S-7 (Sripinyowanich และคณะ, 2009) 

 

สถานท่ีปลูกพืชทดลอง 

โรงเรือนปฏิบตักิารวิจยัข้าว หนว่ยปฏิบตักิารวิจยัสิ่งแวดล้อมและสรีรวิทยาของพืช 

ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ห้องเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 

อุปกรณ์การศึกษา 

1. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการปลูกข้าว 

- กระบะพลาสตกิ 

- ทราย 

- ขวดแก้ว 

- ขวดสเปรย์สําหรับพน่สารเคมี 

 

2. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการเก็บตัวอย่างพืช 

- อลมูิเนียมฟอยล์ 

- กรรไกร 

- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตําแหนง่ 

- ภาชนะใสไ่นโตรเจนเหลว 
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3. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการสกัด RNA 

- โกร่งบด 

- อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ 

- dry bath incubator (MD-01N-220, Taiwan) 

- microcentrifuge (Sorvall Biofuge Pico, Germany) 

- refrigerated centrifuge (Universal 32R, Hettich, Germany) 

- ตู้แชแ่ข็งสําหรับเก็บตวัอยา่ง (deep freezer) อณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส    

(New Brunswick Scientific Co.,Inc, Belgium) 

- ตู้แชแ่ข็งสําหรับเก็บตวัอยา่ง อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส (Sanyo, Thailand) 

- spectrophotometer (Agilent 8453E UV-Visible Spectroscopy System, 

Germany) 

- gel electrophoresis system (MiniRun GE-100, Hangzhou Bioer 

Technology Co.,ltd) 

- เคร่ืองกําเนิดแสง UV และถ่ายรูปเจล (Gel DocTM
 2000, Bio-Rad, California, 

USA) 

- micropipette (Gilson, France) 

- microcentrifuge tube 

 

4. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยวิธี real-time polymerase 

chain reaction (real-time PCR) 

- iCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA) 

- dry bath incubator (MD-01N-220, Taiwan) 

- microcentrifuge (Sorvall Biofuge Pico, Germany) 

- refrigerated centrifuge (Universal 32R, Hettich, Germany) 

- ตู้แชแ่ข็งสําหรับเก็บตวัอยา่ง อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส (Sanyo, Thailand) 

- gel electrophoresis system (MiniRun GE-100, Hangzhou Bioer 

Technology Co.,ltd) 

- spectrophotometer (Agilent 8453E UV-Visible Spectroscopy System, 

Germany) 

- vortex mixer (Labnet, USA) 

- 96-well plate (Bio-Rad, California, USA) 
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- micropipette (Gilson, France) 

- microcentrifuge tube 

 

5. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยวิธี reverse transcription  

polymerase chain reaction (RT-PCR) 

- เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA (Peltier Thermal Cycler รุ่น PTC-100TM

- microcentrifuge (Sorvall Biofuge Pico, Germany) 

, USA) 

- gel electrophoresis system (MiniRun GE-100, Hangzhou Bioer 

Technology Co.,ltd) 

- vortex mixer (Labnet, USA) 

- micropipette (Gilson, France) 

- microcentrifuge tube 

 

6. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาความสามารถในการทนต่อภาวะเครียดจากโลหะ

หนักของ Arabidopsis thaliana L. ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 

- vortex mixer (Labnet, USA) 

- micropipette (Gilson, France) 

- microcentrifuge tube 

- glass Petridish 

- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ตําแหนง่ 
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สารเคมี 

1. สารเคมีท่ีใช้ในการปลูกข้าว 

- สารละลายธาตอุาหารสตูรดดัแปลง WP no.2 (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 

1991) (ภาคผนวก ก) 

- NaCl (Merck, Germany) 

- (±) Abscisic acid (ABA) (Sigma) 

- NCED inhibitor (anti-ABA : abamineSG) ได้รับความอนเุคราะห์จาก Prof. Dr. 

Tadao Asami, RIKEN, 2-1 Hirosawa,Wako, Saitama 351-0198, Japan 

 

2. สารเคมีท่ีใช้ในการสกัด RNA 

- RNA Extraction Buffer (ภาคผนวก ก) 

- phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) (V/V) 

- ethyl alcohol 

- LiCl2

- DEPC-treated TE Buffer (ภาคผนวก ก) 

 (Fluka) 

- agarose (USB Corporation, Ohio, USA) 

- 5X TBE (ภาคผนวก ก) 

- RNA loading dye (ภาคผนวก ก) 

- ethidium bromide (Promega) 

 

3. สารเคมีท่ีใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยวิธี real-time polymerase chain 

reaction (real-time PCR) 

- Cloned DNase I (RNase-free) (Takara Bio Inc., Japan) 

- M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) 

- iQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA) 

- phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) (V/V) 

- ethyl alcohol 

- sodium acetate (Sigma) 

- DEPC-treated TE Buffer (ภาคผนวก ก) 
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4. สารเคมีท่ีใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยวิธี reverse transcription  

polymerase chain reaction (RT-PCR) 

- FastStart Taq DNA Polymerase (Roche Applied Science, Germany) 

- 5X TBE 

- agarose (USB Corporation, Ohio, USA) 

- DNA loading dye (ภาคผนวก ก) 

- ethidium bromide (Promega) 

 

5. สารเคมีท่ีใช้ในการศึกษาความสามารถในการทนต่อภาวะเครียดจากโลหะหนัก

ของ Arabidopsis thaliana L. ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 

- Clorox®

- MS medium (Sigma) 

 (Spain) 

- CuSO4

- CdCl

 (Fluka) 

2

 

 (Sigma) 
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วิธีการทดลอง 

1. ศึกษาการแสดงออกช่วงแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีความสามารถในการทน

เค็มแตกต่างกัน 

1.1 เพาะเมล็ดข้าว 4 พนัธุ์/สายพนัธุ์เป็นพนัธุ์ไมท่นเคม็และสายพนัธุ์ทนเคม็ ทําการ

เปรียบเทียบ 2 ชดุ คือ  พนัธุ์เหลืองประทิว 123 (LPT123) กบัสายพนัธุ์เหลืองประทิว

123-TC171 (LPT123-TC171) และพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) กบัสาย

พนัธุ์ FL530 โดยนําเมล็ดข้าวแชนํ่า้ 1 คืน แล้วนํามาเพาะบนทรายเป็นเวลา 7 วนั 

1.2 คดัเลือกต้นกล้าท่ีมีขนาดใกล้เคียงกนั ย้ายปลกูในขวดแก้วท่ีมีสารละลายธาตุ อาหาร 

WP No.2 (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1991) (ภาคผนวก ก) ขวดละ 10 ต้น เป็น

เวลา 2 สปัดาห์ โดยเปล่ียนสารละลายธาตอุาหารทกุสปัดาห์ วางในโรงเรือนทดลองท่ี

ได้รับแสงตามธรรมชาต ิ และเตมินํา้ทกุวนัเพ่ือควบคมุระดบัของสารละลายให้อยูใ่น

ระดบัเดียวกบัเม่ือเร่ิมต้นการทดลอง 

1.3 ย้ายต้นกล้าลงปลกูในขวดแก้วท่ีมีสารละลายธาตุอาหาร WP No.2 แบง่เป็นชดุการ

ทดลอง ดงันี ้

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0.5% NaCl (w/v) 

1.4 เก็บตวัอยา่งพืชท่ี 0 0.5 1 2 6 12 และ 24 ชัว่โมงภายหลงัการย้ายปลกูในข้อ 1.3 โดย

ตดัใบข้าวใสใ่นอลมูิเนียมฟอยล์หอ่ละ 0.1 กรัม แชใ่นไนโตรเจนเหลวแล้วนําไปเก็บท่ี

ตู้แชแ่ข็งสําหรับเก็บตวัอยา่งอณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส จนกวา่จะสกดั total RNA 

ในขัน้ตอ่ไป 

1.5 สกดั total RNA จากใบข้าวจากข้อ 1.4 ด้วยวิธี Hot phenol ดดัแปลงจากวิธี Hot 

phenol ของ Thikart และคณะ (2005) (ภาคผนวก ข) 

1.6 วดัความเข้มข้นของสารละลายท่ีสกดัได้ด้วยเคร่ือง  spectrophotometer ท่ีความยาว

คล่ืน 260 นาโนเมตร เพ่ือคํานวณปริมาณ RNA 

1.7 ตรวจสอบคณุภาพของ RNA ด้วย 0.8% agarose gel (w/v) ในสารละลาย 0.5x TBE 

โดยใช้ gel electrophoresis system (MiniRun GE-100, Hangzhou Bioer 

Technology Co.,ltd) ย้อมแถบ RNA ด้วย ethidium bromide นําไปตรวจสอบด้วย

เคร่ืองกําเนิดแสง UV และบนัทกึภาพ (Gel DocTM

1.8 กําจดั DNA ออกจาก RNA ด้วยเอนไซม์ DNase I (Takara) ตามวิธีท่ีระบไุว้ในคูมื่อ 

(ภาคผนวก ข ) คํานวณปริมาณและตรวจสอบคณุภาพ RNA ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 

1.6 และ 1.7 

 2000, Bio-Rad, California, USA) 
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1.9 สร้าง cDNA สายแรก ด้วยการทํา  reverse transcription โดยใช้เอนไซม์   M-MLV 

reverse transcriptase (Promega) ตามวิธีท่ีระบไุว้ในคูมื่อ (ภาคผนวก ข) 

1.10 นํา cDNA ท่ีได้จากข้อ 1.9 มาใช้เป็นแมแ่บบในการทํา real-time PCR ด้วยเคร่ือง 

iCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad) โดยใช้เอนไซม์ iQ™ SYBR®

primer สําหรับยีน OsActin มีลําดบัเบสดงันี ้

 Green 

Supermix (Bio-Rad) ตามวิธีท่ีระบใุนคูมื่อ (ภาคผนวก ข) 

OsAct (F) 5’- AGC TAT CGT CCA CAG GAA -3' 

OsAct (R) 5’- ACC GGA GCT AAT CAG AGT -3' 

primer สําหรับยีน OsNUC1 มีลําดบัเบสดงันี ้

OsNUC1 (F) 5'- ATG GAT CTG ACC TCG GTG GA -3'  

OsNUC1 (R) 5'- GTC TTC CTC CTC TCC CAC TG -3' 

1.11 นําผลท่ีได้จากข้อ 1.10 มาคํานวณหาคา่การแสดงออกของยีน OsNUC1 ด้วยวิธี 

∆∆CT method (Pfaffl, 2001) โดยใช้สตูร 

   Ratio =  
( )
( ) CTref

ref

etCTt
ett

E
E

∆

∆ arg
arg  

 Etarget คือ 101/slope

 E

 ของยีน OsNUC1 

ref คือ 101/slope

 ∆CT

 ของยีน actin 

target คือ CTcontrol-treatment

 ∆CT

 ของยีน OsNUC1 

ref คือ CTcontrol-treatment

จากนัน้นําคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟแสดงผลการแสดงออกของยีนในชว่งเวลาตา่ง ๆ โดย

ให้ชัว่โมงท่ี 0 เป็นจดุเร่ิมต้นมีคา่เทา่กบั 0 

 ของยีน actin 

 

2. ศึกษาอิทธิพลของกรดแอบไซซิกต่อการแสดงออกของยีน OsNUC1 

2.1 การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับกรดแอบไซซิก (ABA) 

(ภาคผนวก ข) จากภายนอกในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

2.1.1 เพาะเมล็ดข้าว 4 พนัธุ์/สายพนัธุ์ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.1 

2.1.2 นําต้นข้าวจากข้อ 2.1.1 มาปลกูในสารละลายธาตอุาหาร WP No.2 โดย

แบง่เป็นชดุการทดลองดงันี  ้

     

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 

อิทธิพลของ ABA ในภาวะปกติ 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0 µM ABA 
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- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 100 µM ABA 

อิทธิพลของ ABA ในภาวะเคม็ 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0.5% NaCl 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0.5% NaCl + 0 µM ABA 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0.5% NaCl + 100 µM ABA 

จากนัน้เก็บตวัอยา่งพืชท่ี 0 0.5 1 2 6 12 และ 24 ชัว่โมง เพ่ือนําไปสกัด total 

RNA คํานวณปริมาณและตรวจสอบคณุภาพ RNA โดยวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.5 

ถึง 1.7 

2.1.3 กําจดั DNA ออกจาก RNA ในข้อ 2.1.2 ด้วยเอนไซม์ DNase I และแปลงให้

เป็น cDNA จากนัน้นําไปทํา real-time PCR และคํานวณหาคา่การ

แสดงออกของยีน ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.8 ถึง 1.11 

2.2 การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับ ABA inhibitor (abamineSG) 

(ภาคผนวก ข) จากภายนอกในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

2.2.1 เพาะเมล็ดข้าว 4 พนัธุ์/สายพนัธุ์ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.1 

2.2.2 นําต้นข้าวจากข้อ 2.2.1. มาปลกูในสารละลายธาตอุาหาร WP No.2 โดย

แบง่เป็นชดุการทดลองดงันี  ้

     

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 

อิทธิพลของ abamineSG ในภาวะปกติ 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0 µM abamineSG 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 100 µM abamineSG 

อิทธิพลของ abamineSG ในภาวะเคม็ 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0.5% NaCl 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0.5% NaCl + 0 µM abamineSG 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 0.5% NaCl + 100 µM abamineSG 

จากนัน้เก็บตวัอยา่งพืชท่ี 0 0.5 1 2 6 12 และ 24 ชัว่โมง เพ่ือนําไปสกดั  

RNA คํานวณปริมาณและตรวจสอบคณุภาพ RNA ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.5 

ถึง 1.7 

2.2.3 กําจดั DNA ออกจาก total RNA ในข้อ 2.2.2. ด้วยเอนไซม์ DNase I และ

แปลงให้เป็น cDNA จากนัน้นําไปทํา real-time PCR และคํานวณหาคา่การ

แสดงออกของยีน ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.8 ถึง 1.11 
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3. ศึกษาการแสดงออกช่วงแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับภาวะเครียดทาง

กายภาพต่าง ๆ 

3.1 เพาะเมล็ดข้าวพนัธุ์เหลืองประทิว123-TC171 (LPT123-TC171) ตามวิธีท่ีระบไุว้ใน

ข้อ 1.1 

3.2 นําต้นข้าวจากข้อ 3.1. มาปลกูในสารละลายธาตอุาหาร WP No.2 โดยแบง่เป็นชดุ

การทดลองดงันี ้

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 20% PEG6000 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 100 µM CuSO4  

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 + 100 µM CdCl2 

- สารละลายธาตอุาหาร WP No.2 ปลกูท่ี 4 องศาเซลเซียส 

จากนัน้เก็บตวัอยา่งพืชท่ี 0 0.5 1 2 6 12 และ 24 ชัว่โมง เพ่ือนําไปสกดั  total RNA 

คํานวณปริมาณและตรวจสอบคณุภาพ RNA ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.5. ถึง 1.7. 

3.3 กําจดั DNA ออกจาก RNA ในข้อ 3.2 ด้วยเอนไซม์ DNase I และแปลงให้เป็น cDNA 

ตามวิธีท่ีระบไุว้ในข้อ 1.8 และ 1.9 

3.4 นํา cDNA ท่ีได้จากข้อ 3.3. มาใช้เป็นแมแ่บบในการทํา PCR 

primer สําหรับยีน OsActin มีลําดบัเบสดงันี ้

Forward primer: OsAct (F1) 5’- CTG CCG AGC GGG AAA TTG TC -3' 

Reverse primer: OsAct (R1) 5’- CTG GCG GAG CGA CAA CCT TG -3' 

primer สําหรับยีน OsNUC1 มีลําดบัเบสดงันี ้

Forward primer: OsNUC1 (F)    5'- ATG GAT CTG ACC TCG GTG GA -3' 

Reverse primer: OsNUC1 (R1) 5'- GCT CTG CTT GAA CGG TGT AC -3' 

สําหรับสารเคมีท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยา PCR 20 µl ประกอบด้วย 

   Reverse transcription reaction  1 µl 

   PCR Buffer    1X 

   Magnesium chloride   2 mM 

   dNTPs     0.2 µM 

   Forward primer    0.5 µM 

   Reverse primer    0.5 µM 

  FastStart Taq DNA polymerase 1 U 

  นํา้กลัน่ ให้มีปริมาตรเป็น   20 µl 
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นํา PCR product มาแยกขนาดด้วย electrophoresis จากนัน้ย้อมแถบ DNA ด้วย 

ethidium bromide นําไปตรวจสอบด้วยเคร่ืองกําเนิดแสง UV และบนัทกึภาพ 

3.5 ทําการวดัความเข้มแถบ DNA (band intensity) ด้วยโปรแกรม Quality One       

(Bio-Rad, California, USA) นําคา่ intensity ของยีน OsNUC1 มาปรับเทียบด้วยคา่ 

intensity ของยีน OsActin 

3.6 นําคา่ intensity ท่ีปรับเทียบจากข้อ 3.5 ของแตล่ะเวลาท่ีทําการเก็บตวัอยา่งมาหาร

ด้วยคา่ intensity ของชัว่โมงท่ี 0 สร้างกราฟแสดงการเปล่ียนแปลงระดบัการ

แสดงออกของยีนในระยะเวลาตา่ง ๆ 

 

4. ศึกษาความสามารถในการทนต่อภาวะเครียดจากโลหะหนักของ Arabidopsis thaliana 

L. ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 

4.1 เพาะเมล็ด Arabidopsis thaliana L. โดยทําการฟอกฆา่เชือ้ด้วย 30% clorox เป็น

เวลา 10 นาที แล้วล้างด้วยนํา้กลัน่ 3 รอบ รอบละ  5 นาที จากนัน้นําเมล็ดวางบน

อาหารสตูร MS ท่ีมีการเตมิ 3% (w/v) นํา้ตาลทราย (Murashige และ Skoog, 1962)

และ 0.8% (w/v) วุ้นผง นําไปวางท่ี 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 วนั 

4.2 นําพืชจากข้อ 4.1 ย้ายมาปลกูท่ี 22 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 วนั จากนัน้ย้ายต้นกล้าท่ี

มีขนาดเทา่กนัมาวางบนอาหารสตูร MS เชน่เดียวกบัท่ีระบใุนข้อ 4.1 ท่ีมีการเตมิ 25 50 

และ 75 µM CuSO4 หรือเตมิ 50 75 และ 100 µM CdCl2 ปลกูท่ี 25±2 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 14 วนั โดยให้แสงจากหลอดฟลอูอเรสเซนต์ความเข้ม 35 µmol m-2 s-1

4.3 เม่ือครบกําหนดนําพืชจากข้อ 4.2 มาทําการชัง่นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้ง บนัทกึผล 

 

ระยะเวลาให้แสง 16 ชัว่โมงตอ่วนั วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomize 

Design (CRD) ทําการทดลองชดุละ 4 ซํา้ ซํา้ละ 5 ต้น 

4.4 คํานวณหาคา่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งอนัเน่ืองมาจาก

โลหะหนกั (% weight comparison ) โดยใช้สตูร 

% weight comparison  = นํา้หนกัheavy metal stress – นํา้หนกัMS medium

 นํา้หนกั

  x 100 

นํา้หนกั

MS medium 

heavy metal stress คือ นํา้หนกัของพืชท่ีปลกูในอาหารท่ีมี CuSO4 หรือ CdCl

นํา้หนกั

2 

MS medium

4.5 นําคา่ท่ีได้มาทดสอบทางสถิตโิดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) 

เปรียบเทียบคา่เฉล่ียนํา้หนกัสด นํา้หนกัแห้ง และเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกั

ของพืชทัง้ 4 สายพนัธุ์ด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

 คือ นํา้หนกัของพืชท่ีปลกูในอาหารสตูร MS 



บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

1. ศึกษาการแสดงออกช่วงแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีความสามารถในการทนเค็ม

แตกต่างกัน 

 

 

การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

จากการศกึษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวพนัธุ์/สายพนัธุ์ตา่ง ๆ 

หลงัจากได้รับภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่ ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 

ในข้าวทัง้ 4 พนัธุ์/สายพนัธุ์เพิ่มขึน้หลงัจากได้รับภาวะเคม็เม่ือเปรียบเทียบกบัในข้าวท่ี

ปลกูในภาวะปกต ิโดยมีระดบัการแสดงออกเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาท่ีได้รับภาวะเคม็  

จนกระทัง่สงูสดุท่ี 12 ชัว่โมงและลดลงท่ี 24 ชัว่โมง (รูปท่ี 3 และ 4, ตารางท่ี 2) 

เม่ือพิจารณาสายพนัธุ์ท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรมใกล้เคียงกนั (isogenic lines) 

พบวา่ในข้าวสายพนัธุ์ทนเคม็ LPT123-TC171 มีระดบัการแสดงออกของยีนมากกวา่ใน

ข้าวพนัธุ์ไมท่นเคม็ LPT123 ทัง้ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ แตใ่นอีกคูส่ายพนัธุ์หนึ่ง

ระดบัการแสดงออกของยีนในข้าวพนัธุ์ไมท่นเคม็ KDML105 กลบัมีระดบัมากกวา่ใน

ข้าวสายพนัธุ์ทนเคม็ FL530-IL ทัง้ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 
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รูปท่ี 3 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123 (ก) LPT123-TC171 (ข) หลงัจาก

ได้รับภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 
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รูปท่ี 4 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว KDML105 (ก) และ FL530-IL (ข) 

หลงัจากได้รับภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 



 

 24 

ตารางท่ี 2 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวพนัธุ์/สายพนัธุ์ LPT123 LPT123-TC171 

KDML105 และ FL530-IL ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ หลงัจากได้รับภาวะเคม็เป็นเวลา         

24 ชัว่โมง (mean ± standard error) 
 

พนัธุ์/สายพนัธุ์ ระยะเวลา

(ชัว่โมง) 

ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ± standard error* 

ภาวะปกต ิ ภาวะเคม็ 

LPT123 0.5 0.35 ± 0.02A 0.46 ± 0.12AB 

 

1 1.31 ± 0.06CD 0.18 ± 0.01A 

 

2 1.12 ± 0.05BC 1.02 ± 0.02AB 

 

6 0.82 ± 0.06B 3.09 ± 0.11C 

 

12 2.10 ± 0.10E 5.84 ± 0.64D 

  24 1.63 ± 0.30D 1.27 ± 0.45B 

LPT123-TC171 0.5 0.75 ± 0.02A 0.76 ± 0.02A 

 

1 2.66 ± 0.05B 2.81 ± 0.07B 

 

2 3.60 ± 0.01C 5.39 ± 0.39D 

 

6 4.36 ± 0.18C 10.74 ± 0.27E 

 

12 9.21 ± 0.42D 12.50 ± 0.53F 

  24 4.12 ± 0.38C 4.35 ± 0.14C 

KDML105 0.5 1.88 ± 0.10A 0.44 ± 0.02A 

 

1 2.50 ± 0.04AB 1.16 ± 0.04B 

 

2 3.85 ± 0.16BC 3.72 ± 0.20C 

 

6 4.33 ± 0.09C 7.62 ± 0.37D 

 

12 6.63 ± 0.98D 28.55 ± 0.19E 

  24 2.86 ± 0.36AB 4.24 ± 0.01C 

FL530-IL 0.5 0.64 ± 0.00A 0.71 ± 0.03A 

 

1 2.25 ± 0.21B 0.64 ±0.03A 

 

2 2.48 ± 0.01B 2.38 ± 0.06B 

 

6 2.15 ± 0.08B 5.81 ± 0.04D 

 

12 2.87 ± 0.13C 7.31 ± 0.03E 

  24 0.54 ± 0.02A 2.64 ± 0.08B 

 * ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 
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2. ศึกษาอิทธิพลของกรดแอบไซซิกต่อการแสดงออกของยีน OsNUC1 

 

2.1. การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับกรดแอบไซซิก (ABA) จาก

ภายนอกในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

 

 การศกึษาอิทธิพลของ ABA ตอ่การแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวพบวา่ 

หลงัจากได้รับ ABA จากภายนอกในภาวะปกต ิระดบัการแสดงออกของยีนในข้าว  2 คู ่

สายพนัธุ์มีรูปแบบการแสดงออกแตกตา่งกนั โดยในข้าวพนัธุ์ ไมท่นเคม็ LPT123 มีระดบั

การแสดงออกลดลงเล็กน้อย แตไ่มมี่ความแตกตา่งกบั ชดุควบคมุท่ีไมไ่ด้รับ ABA จาก

ภายนอก แตใ่นข้าวสายพนัธุ์ทนเคม็ LPT123-TC171 มีระดบัการแสดงออกของยีนลดลง

อยา่งเห็นได้ชดัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (รูปท่ี 5, ตารางท่ี 3) ในทางกลบักนัระดบัการ

แสดงออกของยีนในข้าวพนัธุ์ไมท่นเคม็ KDML105 มีระดบัเพิ่มขึน้อยา่งเห็นได้ชดัอยา่งมี

นยัสําคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุท่ีไมไ่ด้รับ ABA จากภายนอก แต่ ใน 

สายพนัธุ์ทนเคม็ FL530-IL มีระดบัการแสดงออกของยีนเพิ่มขึน้เพียงเล็กน้อยอยา่งมี

นยัสําคญัทางสถิต ิ(รูปท่ี 6, ตารางท่ี 3)  

 เม่ือศกึษาอิทธิพลของ ABA ในภาวะเคม็ตอ่การแสดงออกของยีน OsNUC1 ใน

ข้าวพบวา่ ระดบัการแสดงออกของยีน ในข้าวพนัธุ์ LPT123 และสายพนัธุ์ LPT123-

TC171     มีระดบัการแสดงออกลดลงในชัว่โมงท่ี 6 และ 12 จากนัน้เพิ่มขึน้ในชัว่โมงท่ี 24 

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ (รูปท่ี 7, ตารางท่ี 4) แตใ่นข้าวอีกหนึง่คูส่ายพนัธุ์กลบัมีรูปแบบ

ท่ีแตกตา่งกนั โดยในข้าวพนัธุ์  KDML105 มีระดบัการแสดงออกลดลงในชัว่โมงท่ี 6 และ 

12 สว่นในข้าวสายพนัธุ์ FL530-IL มีระดบัการแสดงออกลดลงในชัว่โมงท่ี 6 แตมี่การ

เพิ่มขึน้ในชัว่โมงท่ี 12 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(รูปท่ี 8, ตารางท่ี 4) 
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รูปท่ี 5 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123 (ก) LPT123-TC171 (ข) หลงัจาก

ได้รับ ABA จากภายนอกในภาวะปกตเิป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 
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รูปท่ี 6 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว KDML105 (ก) และ FL530-IL (ข) 

หลงัจากได้รับ ABA จากภายนอกในภาวะปกตเิป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 
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ตารางท่ี 3 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวพนัธุ์/สายพนัธุ์ LPT123 LPT123-TC171 

KDML105 และ FL530-IL ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ หลงัจากได้รับ ABA จากภายนอก       

ในภาวะปกติเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (mean ± standard error) 
 

พนัธุ์/ 

สายพนัธุ์ 

ระยะเวลา

(ชัว่โมง) 

ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ± standard error* 

ภาวะปกต ิ 0 µM ABA 100 µM ABA 

LPT123 0.5 1.23 ± 0.03bB 2.06 ± 0.17cB 0.7832 ± 0.00aA 

 

1 2.64 ± 0.13abC 2.79 ± 0.06bC 2.4064 ± 0.06aC 

 

2 2.68 ± 0.06bC 2.42 ± 0.10bBC 2.0689 ± 0.10aB 

 

6 2.94 ± 0.30aC 4.37 ± 0.11bD 2.4164 ± 0.07aC 

 

12 3.53 ± 0.08aD 7.66 ± 0.34bE 3.1366 ± 0.07aE 

  24 0.75 ± 0.02aA 1.43 ± 0.09bA 2.7037 ± 0.07cD 

LPT123- 0.5 1.00 ± 0.05aA 0.74 ± 0.01bA 0.9133 ± 0.03aA 

TC171 1 0.91 ± 0.00aA 1.38 ± 0.07bB 1.4050 ± 0.06bC 

 

2 3.12 ± 0.07cB 1.64 ± 0.03bC 1.2876 ± 0.00aB 

 

6 3.28 ± 0.14bB 3.62 ± 0.08cD 1.2362 ± 0.03aB 

 

12 5.32 ± 0.11bC 5.28 ± 0.14bE 1.8937 ± 0.00aD 

  24 1.00 ± 0.04aA 1.34 ± 0.06bB 2.9412 ± 0.05cE 

KDML105 0.5 0.67 ± 0.09aA 0.85 ± 0.07aA 0.8510 ± 0.03aA 

 

1 0.59 ± 0.04aA 0.61 ± 0.05aA 0.9944 ± 0.1bA 

 

2 0.62 ± 0.01aA 0.97 ± 0.07bA 2.2187 ± 0.04cA 

 

6 3.01 ± 0.11bB 2.46 ± 0.11aB 4.4305 ± 0.11cB 

 

12 10.35 ± 0.23aC 14.21 ± 0.06bD 25.8048 ± 1.66cC 

  24 3.25 ± 0.07aB 6.92 ± 0.29cC 5.9288 ± 0.14bB 

FL530-IL 0.5 1.34 ± 0.06bA 1.10 ± 0.04aA 2.4225 ± 0.05cC 

 

1 1.03 ± 0.04aA 1.10 ± 0.02aA 1.0959 ± 0.12aA 

 

2 1.22 ± 0.03aA 3.15 ± 0.08cB 2.1963 ± 0.07bC 

 

6 5.66 ± 0.40aB 6.47 ± 0.15aC 7.7627 ± 0.17bB 

 

12 15.27 ± 0.59aD 16.36 ± 0.37aE 15.3892 ± 0.29aE 

  24 8.11 ± 0.02bC 7.08 ± 0.17aD 9.3583 ± 0.22cD 

 * ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 
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รูปท่ี 7 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123 (ก) LPT123-TC171 (ข) หลงัจาก

ได้รับ ABA จากภายนอกในภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 
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รูปท่ี 8 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว KDML105 (ก) และ FL530-IL (ข) 

หลงัจากได้รับ ABA จากภายนอกในภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 
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ตารางท่ี 4 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวพนัธุ์/สายพนัธุ์ LPT123 LPT123-TC171 

KDML105 และ FL530-IL ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ หลงัจากได้รับ ABA จากภายนอก       

ในภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (mean ± standard error) 
 

พนัธุ์/ 

สายพนัธุ์ 

ระยะเวลา

(ชัว่โมง) 

ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ± standard error* 

ภาวะเคม็ 0 µM ABA 100 µM ABA 

LPT123 0.5 1.86 ± 0.04cB 1.34 ± 0.03aA 1.47 ± 0.03bA 

 

1 1.71 ± 0.11aB 2.12 ± 0.05bB 1.93 ± 0.07abAB 

 

2 2.42 ± 0.07aC 2.66 ± 0.10aC 2.53 ± 0.07aB 

 

6 2.66 ± 0.05cC 1.23 ± 0.09aA 2.09 ± 0.09bAB 

 

12 5.10 ± 0.13cD 2.56 ± 0.13bC 1.75 ± 0.00aAB 

  24 1.39 ± 0.05aA 1.86 ± 0.05aB 7.62 ± 0.63bC 

LPT123- 0.5 1.07 ± 0.07aA 1.09 ± 0.05aA 1.95 ± 0.04bAB 

TC171 1 1.18 ± 0.03aA 2.52 ± 0.01bC 1.42 ± 0.31aA 

 

2 1.41 ± 0.00aA 1.68 ± 0.00bB 1.36 ± 0.10aA 

 

6 3.54 ± 0.09cB 1.80 ± 0.04aB 2.93 ± 0.25bC 

 

12 5.90 ± 0.15cC 1.67 ± 0.04aB 2.50 ± 0.18bBC 

  24 3.23 ± 0.19aB 2.55 ± 0.11aC 6.88 ± 0.46bD 

KDML105 0.5  0.61 ± 0.08aA 1.24 ± 0.12bAB 0.86 ± 0.06aA 

 

1  0.60 ± 0.03aA 0.76 ± 0.09aA 0.80 ± 0.02aA 

 

2  1.13 ± 0.03aA 1.98 ± 0.01bB 3.36 ± 0.20cB 

 

6 12.42 ± 0.52bB 12.47 ± 0.34bD 7.61 ± 0.03aC 

 

12 16.08 ± 0.37bC 20.87 ± 0.47cE 13.43 ± 0.51aE 

  24 11.42 ± 1.26bB 5.49 ± 0.41aC 10.73 ± 1.46bD 

FL530-IL 0.5 2.15 ± 0.06bA 1.04 ± 0.04aA 1.90 ± 0.15bA 

 

1 2.01 ± 0.05cA 0.49 ± 0.05aA 1.25 ± 0.02bA 

 

2 3.69 ± 0.20bB 1.33 ± 0.03aA 3.71 ± 0.09bB 

 

6 14.66 ± 0.49cD 9.64 ± 0.37bB 8.23 ± 0.17aC 

 

12 16.63 ± 0.33aE 22.53 ± 0.99bC 30.83 ± 0.08cD 

  24 5.15 ± 0.12aC 8.94 ± 0.17bB 3.78 ± 0.84aB 

 * ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 
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2.2. การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับ ABA inhibitor (abamineSG) 

จากภายนอกในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

 

การศกึษาอิทธิพลของ ABA ตอ่การแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวโดยการ

ให้ abamineSG จากภายนอกเพ่ือยบัยัง้การสร้าง ABA ภายในเซลล์พบวา่ หลงัจากได้รับ 

abamineSG จากภายนอกในภาวะปกต ิระดบัการแสดงออกของยีนในข้าว คูส่ายพนัธุ์ 

LPT123 และ LPT123-TC171 มีระดบัการแสดงออกของยีนเพิ่มขึน้เล็กน้อยเม่ือ

เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ โดยในข้าว พนัธุ์ LPT123 มีระดบัการแสดงออกลดลงท่ี 1 และ 

2 ชัว่โมง จากนัน้เพิ่มขึน้ท่ี  6 ชัว่โมงจนสงูสดุท่ี 12 ชัว่โมง แล้วลดลงอีกครัง้ท่ี  24 ชัว่โมง

อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิสว่นในสายพนัธุ์  LPT123-TC171 มีระดบัการแสดงออกเพิ่มขึน้

ท่ี 0.5 และ 6 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิซึง่ระดบัการแสดงออกสงูสดุอยูท่ี่  12 

ชัว่โมงแตไ่มแ่ตกตา่งกบัชดุควบคมุ (รูปท่ี 9, ตารางท่ี 5)  สว่นในอีกหนึง่คูส่ายพนัธุ์ 

KDML105 และ FL530-IL พบวา่ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 แตกตา่งกนั โดย

ในข้าวพนัธุ์ KDML105 มีระดบัการแสดงออกของยีนลดลงท่ี 0.5 2 และ 6 ชัว่โมงอยา่งมี

นยัสําคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุ  แตมี่ระดบัสงูกวา่ชดุควบคมุท่ี 12 ชัว่โมง 

แตใ่นสายพนัธุ์ FL530-IL มีระดบัการแสดงออกขึน้ลงในระยะเวลา 24 ชัว่โมง โดยไมพ่บ

การเพิ่มขึน้ท่ี 12 ชัว่โมงเหมือนในพนัธุ์ KDML105 (รูปท่ี 10, ตารางท่ี 5) 

ในสว่นของภาวะเคม็หลงัจากท่ีข้าวได้รับ abamineSG จากภายนอกพบวา่ระดบั

การแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวทัง้ 4 พนัธุ์/สายพนัธุ์สว่นใหญ่แล้วมีระดบัการ

แสดงออกของยีนลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุในภาวะเคม็ แตเ่ม่ือพิจารณา

ร่วมกบัชดุการทดลองท่ีพน่ตวัทําละลายเพียงอยา่งเดียว จะเห็นได้วา่การลดลงของการ

แสดงออกของยีนไมไ่ด้เป็นผลจาก abamineSG เพราะการพน่ตวัทําละลายมีผลทําให้การ

แสดงออกของยีน OsNUC1 ลดลงด้วย (รูปท่ี 11 และ 12, ตารางท่ี 6)  
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รูปท่ี 9 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123 (ก) LPT123-TC171 (ข) หลงัจาก

ได้รับ abamineSG จากภายนอกในภาวะปกตเิป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 
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รูปท่ี 10 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว KDML105 (ก) และ FL530-IL (ข) 

หลงัจากได้รับ abamineSG จากภายนอกในภาวะปกตเิป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 
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ตารางท่ี 5 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวพนัธุ์/สายพนัธุ์ LPT123 LPT123-TC171 

KDML105 และ FL530-IL ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ หลงัจากได้รับ abamineSG จาก

ภายนอกในภาวะปกติเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (mean ± standard error) 
 

พนัธุ์/ 

สายพนัธุ์ 

ระยะเวลา

(ชัว่โมง) 

ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ± standard error* 

ภาวะปกต ิ 0 µM abamineSG 100 µM abamineSG 

LPT123 0.5 0.35 ± 0.02aA 0.62 ± 0.27aA 0.41 ± 0.01aA 

 

1 1.31 ± 0.06cCD 0.60 ± 0.04bA 0.40 ± 0.02aA 

 

2 1.12 ± 0.05bBC 0.73 ± 0.02aA 0.64 ± 0.05aA 

 

6 0.82 ± 0.05aB 1.35 ± 0.10bB 2.29 ± 0.21cB 

 

12 2.10 ± 0.10aE 4.53 ± 0.11bC 4.94 ± 0.13cC 

  24 1.63 ± 0.30bD 1.22 ± 0.08bB 0.54 ± 0.14aA 

LPT123- 0.5 0.75 ± 0.02aA 0.51 ± 0.01aA 2.36 ± 0.28bA 

TC171 1 2.66 ± 0.05aB 3.51 ± 0.07bD 2.33 ± 0.17aA 

 

2 3.60 ± 0.01bC 1.93 ± 0.01aB 3.54 ± 0.09bA 

 

6 4.36 ± 0.18aC 4.55 ± 0.12aE 9.36 ± 1.39bB 

 

12 9.21 ± 0.42aD 10.30 ± 0.46aF 9.72 ± 0.24aB 

  24 4.12 ± 0.38bC 2.76 ± 0.13aC 4.10 ± 0.11bA 

KDML105 0.5 1.88 ± 0.10bA 0.96 ± 0.03aA 0.79 ± 0.03aA 

 

1 2.50 ± 0.04aAB 3.80 ± 0.13bC 2.28 ± 0.05aB 

 

2 3.85 ± 0.16bBC 2.26 ± 0.23aB 2.79 ± 0.07aB 

 

6 4.33 ± 0.09abC 5.79 ± 0.40bD 2.72 ± 0.85aB 

 

12 6.63 ± 0.98aD 10.15 ± 0.69bE 14.02 ± 0.54cC 

  24 2.86 ± 0.36bAB 1.36 ± 0.09aAB 2.66 ± 0.20bB 

FL530-IL 0.5 0.64 ± 0.00aA 1.41 ± 0.20bB 0.49 ± 0.00aA 

 

1 2.25 ± 0.21bB 1.03 ± 0.00aAB 1.46 ± 0.22aB 

 

2 2.48 ± 0.01aB 2.28 ± 0.05aC 3.14 ± 0.11bC 

 

6 2.15 ± 0.08bB 2.66 ± 0.12cC 1.58 ± 0.03aB 

 

12 2.87 ± 0.13aC 5.47 ± 0.52bD 2.88 ± 0.37aC 

  24 0.54 ± 0.02aA 0.52 ± 0.01aA 0.71 ± 0.01bA 

 * ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 



 

 36 

 
 

 
 

รูปท่ี 11 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123 (ก) LPT123-TC171 (ข) หลงัจาก

ได้รับ abamineSG จากภายนอกในภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 
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รูปท่ี 12 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว KDML105 (ก) และ FL530-IL (ข) 

หลงัจากได้รับ abamineSG จากภายนอกในภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (bar=SE) 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 
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ตารางท่ี 6 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวพนัธุ์/สายพนัธุ์ LPT123 LPT123-TC171 

KDML105 และ FL530-IL ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ หลงัจากได้รับ abamineSG จาก

ภายนอกในภาวะเคม็เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (mean ± standard error) 
 

พนัธุ์/ 

สายพนัธุ์ 

ระยะเวลา

(ชัว่โมง) 

ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ± standard error* 

ภาวะเคม็ 0 µM abamineSG 100 µM abamineSG 

LPT123 0.5 0.46 ± 0.12aAB 0.33 ± 0.02aA 0.34 ± 0.01aA 

 

1 0.18 ± 0.01aA 0.57 ± 0.01abAB 1.20 ± 0.41bBC 

 

2 1.02 ± 0.02aAB 1.24 ± 0.02bC 1.84 ± 0.09cC 

 

6 3.09 ± 0.10bC 2.31 ± 0.12aD 4.05 ± 0.36cE 

 

12 5.84 ± 0.64cD 0.89 ± 0.17aBC 3.04 ± 0.26bD 

  24 1.27 ± 0.45aB 0.83 ± 0.19aB 0.67 ± 0.15aAB 

LPT123- 0.5 0.76 ± 0.02aA 0.87 ± 0.07aA 1.06 ± 0.02bA 

TC171 1 2.81 ± 0.07aB 2.90 ± 0.07aB 2.69 ± 0.35aB 

 

2 5.39 ± 0.39bD 2.33 ± 0.05aB 4.42 ± 0.52bC 

 

6 10.74 ± 0.27bE 8.46 ± 0.54aD 9.30 ± 0.44abD 

 

12 12.50 ± 0.53bF 9.15 ± 0.24aD 12.69 ± 0.26bE 

  24 4.35 ± 0.14bC 6.80 ± 0.27cC 3.45 ± 0.18aBC 

KDML105 0.5 0.44 ± 0.02aA 1.30 ± 0.16cA 0.93 ± 0.08bA 

 

1 1.16 ± 0.04cB 0.84 ± 0.06bA 0.67 ± 0.02aA 

 

2 3.72 ± 0.20cC 2.05 ± 0.11aB 2.67 ± 0.12bB 

 

6 7.62 ± 0.37bD 9.35 ± 0.33cD 4.08 ± 0.36aC 

 

12 28.55 ± 0.19cE 18.90 ± 0.40aE 21.12 ± 0.80bE 

  24 4.24 ± 0.01bC 3.60 ± 0.17aC 6.63 ± 0.16cD 

FL530-IL 0.5 0.71 ± 0.03aA 1.31 ± 0.03bA 1.35 ± 0.07bB 

 

1 0.64 ± 0.03aA 2.57 ± 0.05cB 1.23 ± 0.25bB 

 

2 2.38 ± 0.07aB 3.39 ± 0.07cC 2.87 ± 0.01bC 

 

6 5.81 ± 0.04cD 4.94 ± 0.23bD 3.83 ± 0.10aD 

 

12 7.31 ± 0.03cE 6.63 ± 0.25bE 5.26 ± 0.02aE 

  24 2.64 ± 0.08cB 1.56 ± 0.07bA 0.87 ± 0.02aA 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 

95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 
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3. ศึกษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับภาวะเครียดทางกายภาพต่าง ๆ 
 

เม่ือทําการศกึษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 โดยใช้เทคนิค RT-PCR ในข้าวสาย

พนัธุ์ทนเคม็ LPT123-TC171 ท่ีได้รับภาวะเครียดทางกายภาพตา่ง ๆ ได้แก่ ภาวะเครียดจาก

ความแล้ง ภาวะเครียดจากโลหะหนกั (CuSO4 และ CdCl2) และภาวะเครียดจากความเย็น

พบวา่การแสดงออกของยีนมีการตอบสนองท่ีแตกตา่งกนัดงันี  ้(รูปท่ี 13 และ 14) 

ภาวะแล้ง (drought stress) และภาวะเครียดจากโลหะหนกั (heavy metal stress)  

CdCl2 ชกันําให้ยีน OsNUC1 แสดงออกเพิ่มขึน้ในชว่งแรกตัง้แต ่0.5 ถึง 2 ชัว่โมงหลงัจากได้รับ

ภาวะเครียด ในขณะท่ี  CuSO4 ชกันําให้ยีน OsNUC1 มีการแสดงออกเพิ่มขึน้อยา่งชดัเจน

หลงัจากได้รับภาวะเครียดตลอดระยะเวลา 24 ชัว่โมง สว่นภาวะเครียดจากความเย็น  (cold 

stress) มีผลตอ่การแสดงออกของยีน OsNUC1 ท่ีแตกตา่งจากภาวะเครียดอ่ืน โดยระดบัการ

แสดงออกของยีนจะลดลงตามเวลาท่ีได้รับภาวะเครียดจนต่ําท่ีสดุท่ี 6 ชัว่โมง และคอ่ย  ๆ 

เพิ่มขึน้เล็กน้อยท่ี 12 และ 24 ชัว่โมงแตย่งัคงมีระดบัการแสดงออกน้อยกวา่ชดุควบคมุ  

 

 
รูปท่ี 13 การแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123-TC171 หลงัจากได้รับภาวะเครียดทาง

กายภาพตา่ง ๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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รูปท่ี 14 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123-TC171 หลงัจากได้รับภาวะเครียด

ทางกายภาพตา่ง ๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมงด้วยวิธี RT-PCR 

 

 

 

ตารางท่ี 7 ระดบัการแสดงออกของยีน OsNUC1 ท่ีได้จากการวดั band intensity ด้วยโปรแกรม 

Quality One ในข้าวสายพนัธุ์ LPT123-TC171 หลงัจากได้รับภาวะเครียดทาง

กายภาพตา่ง ๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมงด้วยวิธี RT-PCR 

ระยะเวลา 

(ชัว่โมง) 

ชดุการทดลอง 

control drought CuSO4 CdCl2 cold 

0.5 1.08 1.48 1.18 1.30 1.17 

1 1.22 1.29 1.40 1.38 1.08 

2 1.23 1.31 1.54 1.44 1.00 

6 1.60 1.13 1.78 1.57 0.88 

12 1.53 1.30 1.76 1.46 0.99 

24 1.06 1.01 1.42 1.24 0.99 
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4. ศึกษาความสามารถในการทนต่อภาวะเครียดจากโลหะหนักของ Arabidopsis thaliana 

L. ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 

 

จากผลของการศกึษาการแสดงออกของยีนในภาวะเครียดทางภายภาพตา่ง ๆ ในข้อ 3 

พบวา่มีการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวสงูขึน้หลงัจากได้รับภาวะเครียดจากโลหะหนกั

ทัง้ 2 ชนิด ดงันัน้จงึนํา Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 (Sripinyowanich 

และคณะ, 2009) มาทดสอบความสามารถในการทนตอ่ภาวะเครียดจากโลหะหนกั (CuSO4 

และ CdCl2) ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ ผลการทดลองพบวา่ ในชดุการทดลองท่ีมีการเตมิ CuSO4 

ความเข้มข้นตา่ง ๆ Arabidopsis พนัธุ์ปกตแิละสายพนัธุ์ท่ีได้รับการถ่ายยีนมีนํา้หนกัสดและ

นํา้หนกัแห้งลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติตามความเข้มข้นของ CuSO4 ท่ีเพิ่มขึน้ ยกเว้นใน

ชดุการทดลองท่ีมี 25 µM CuSO4  

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบระหวา่งสายพนัธุ์พบวา่ Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน คือ 

35S-2 35S-5 และ 35S-7 มีนํา้หนกัสด (รูปท่ี 15, ตารางท่ี 8) และนํา้หนกัแห้ง  (รูปท่ี 16, 

ตารางท่ี 9) มากกวา่พนัธุ์ปกติ (wild type) อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติในทกุชดุการทดลอง 

ยกเว้นชดุการทดลองท่ีมี 75 µM CuSO4 ทัง้นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของ 35S-5 ไมแ่ตกตา่ง

กบัพนัธุ์ปกติ สว่นเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้ง  พบวา่ CuSO4 ท่ี

ความเข้มข้น 50 µM ทําให้ Arabidopsis ทกุสายพนัธุ์มีนํา้หนกัสด (รูปท่ี 18, ตารางท่ี 11) และ

นํา้หนกัแห้ง (รูปท่ี 18, ตารางท่ี 11) ต่ํากวา่ชดุควบคมุโดย Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน มี

เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้ง  ลดลงน้อยกวา่พนัธุ์ปกตอิย่างมีนยั 

สําคญัทางสถิต ิ  ยกเว้นการเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดของ Arabidopsis สายพนัธุ์ 35S-2 ท่ีไม่

แตกตา่งจากพนัธุ์ปกตอิยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ CuSO4 ในความเข้มข้นระดบัต่ํา คือ 25 µM มี

ผลในการลดนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis สายพนัธุ์ 35S-7 เพียงสายพนัธุ์

เดียว และท่ี CuSO4 ความเข้มข้น 75 µM มีผลตอ่ Arabidopsis แตล่ะสายพนัธุ์ไมแ่ตกตา่งกนั 

ในชดุการทดลองท่ีมีการเตมิ CdCl2 พบวา่ความเข้มข้นของ CdCl2 ท่ีเพิ่มขึน้มีผลทําให้

นํา้หนกัสด (รูปท่ี 19, ตารางท่ี 12) และนํา้หนกัแห้ง (รูปท่ี 20, ตารางท่ี 13) ของ Arabidopsis ทกุ

สายพนัธุ์ลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ยกเว้นในชดุการทดลองท่ีมี 75 µM CdCl2 และชดุ

การทดลองท่ีมี 100 µM CdCl2 นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีนไมแ่ตกตา่ง

กบัสายพนัธุ์ปกติ 
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เม่ือพิจารณาผลของ CdCl2 ตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสด (รูปท่ี 21, ตาราง

ท่ี 14) และนํา้หนกัแห้ง (รูปท่ี 22, ตารางท่ี 15) พบวา่ CdCl2 มีผลตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลง

นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis ทัง้ 4 สายพนัธุ์ คือมีผลทําให้เปอร์เซ็นต์นํา้หนกัแห้งลดลง 

โดยเฉพาะอยา่งย่ิงท่ีความเข้มข้น 50 µM ทําให้พนัธุ์ปกตมีิเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัแห้งลดลงมากกวา่ 

สายพนัธุ์ 35S-5 และ 35S-7 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิแตเ่ม่ือมีความเข้มข้นสงูขึน้ คือ  75 µM 

และ 100 µM CdCl2  Arabidopsis สายพนัธุ์ 35S-7 กลบัมีเปอร์เซ็นต์การลดลงของนํา้หนกั

แห้งมากกวา่พนัธุ์ปกตอิยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ

โลหะหนกัทัง้ 2 ชนิดมีผลทําให้การเจริญเตบิโตของ Arabidopsis ทกุสายพนัธุ์ลดลง 

แต ่ Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีนสามารถทนตอ่ภาวะเครียดจากโลหะหนกัได้มากกวา่พนัธุ์

ปกติ โดยมีนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งมากกวา่อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ เม่ือปลกูในภาวะ

ปกตแิละในภาวะเครียดจากโลหะหนกั 
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รูปท่ี 15 นํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CuSO4 ท่ีความ

เข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (bar=SE)  

 

 

 

 

ตารางท่ี 8 นํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CuSO4 ท่ี

ความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

นํา้หนกัสดของ Arabidopsis (มิลลิกรัม) ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

0 µM CuSO4 24.6 ± 0.9aC 35.4 ± 0.2cC 27.7 ± 1.2bC 43.0 ± 1.2dD 

25 µM CuSO4 34.6 ± 0.7aD 47.6 ± 0.3cD 37.4 ± 0.3bD 38.2 ± 0.9bC 

50 µM CuSO4 14.3 ± 0.1aB 20.6 ± 1.8bB 25.0 ± 0.8cB 33.2 ± 0.3dB 

75 µM CuSO4 8.6 ± 0.2aA 9.6 ± 0.2bA 8.3 ± 0.2aA 10.8 ± 0.1cA 

 

 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 
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รูปท่ี 16 นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CuSO4 ท่ีความ

เข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (bar=SE) 

 

 

 

 

ตารางท่ี 9 นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CuSO4 ท่ี

ความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis (มิลลิกรัม) ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

0 µM CuSO4 2.1 ± 0.1aC 2.7 ± 0.1bC 2.3 ± 0.1aB 3.6 ± 0.1cC 

25 µM CuSO4 2.6 ± 0.1aD 3.6 ± 0.1bD 2.9 ± 0.0aC 2.9 ± 0.1aB 

50 µM CuSO4 1.1 ± 0.0aB 1.7 ± 0.1bB 2.2 ± 0.1cB 2.7 ± 0.0dB 

75 µM CuSO4 0.6 ± 0.1aA 0.9 ± 0.1bcA 0.7 ± 0.1abA 1.1 ± 0.0cA 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 
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รูปท่ี 17 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ี

มีการเตมิ CuSO4 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบัพืชท่ีปลกูใน

อาหารวุ้นสตูร MS (bar=SE)  

 

 

 

 

ตารางท่ี 10 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร 

MS ท่ีมีการเตมิ CuSO4 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบั

พืชท่ีปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดของ Arabidopsis ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

25 µM CuSO4 40.9 ± 2.9b 34.4 ± 0.2b 35.8 ± 5.0b -11.1 ± 1.0a 

50 µM CuSO4 -41.7 ± 1.5c -45.5 ± 6.5c -9.4 ± 1.5a -22.8 ± 1.5b 

75 µM CuSO4 -64.9 ± 0.5a -67.2 ± 5.7a -70.1 ± 0.9a -75.0 ± 0.5a 

 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 
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รูปท่ี 18 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS 

ท่ีมีการเตมิ CuSO4 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบัพืชท่ีปลกู

ในอาหารวุ้นสตูร MS (bar=SE) 

 

 

 

 

ตารางท่ี 11 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร 

MS ท่ีมีการเตมิ CuSO4 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบั

พืชท่ีปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

25 µM CuSO4 28.9 ± 3.3b 33.4 ± 1.0b 25.4 ± 5.2b -19.8 ± 1.9a 

50 µM CuSO4 -47.6 ± 0.1d 37.3 ± 3.1c -4.2 ± 1.7a -24.9 ± 2.3b 

75 µM CuSO4 -69.7 ± 1.8a -66.0 ± 2.2a -71.0 ± 4.0a -68.5 ± 0.4a 

 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 



 

 47 

 
รูปท่ี 19 นํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CdCl2 ท่ีความ

เข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (bar=SE) 

 

 

 

 

ตารางท่ี 12 นํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CdCl2 ท่ี

ความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

นํา้หนกัสดของ Arabidopsis (มิลลิกรัม) ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

0 µM CdCl2 24.6 ± 0.9aC 35.4 ± 0.2bC 27.7 ± 1.2cC 43.0 ± 1.2dD 

50 µM CdCl2 12.7 ± 0.5aA 19.2 ± 0.2cB 16.6 ± 0.4bB 20.4 ± 0.6cB 

75 µM CdCl2 21.7 ± 0.4aB 38.2 ± 0.6cD 31.6 ± 0.7bD 37.1 ± 0.6cC 

100 µM CdCl2 12.1 ± 0.8aA 14.0 ± 0.6bcA 12.9 ± 0.2abA 15.5 ± 0.3cA 

 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 



 

 48 

 
รูปท่ี 20 นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CdCl2 ท่ีความ

เข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (bar=SE) 

 

 

 

 

ตารางท่ี 13 นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ีมีการเตมิ CdCl2 ท่ี

ความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

นํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis (มิลลิกรัม) ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

0 µM CdCl2 2.1 ± 0.1aC 2.7 ± 0.1bD 2.3 ± 0.1aC 3.6 ± 0.1cC 

50 µM CdCl2 1.2 ± 0.1aA 1.6 ± 0.0bB 1.7 ± 0.1bB 2.5 ± 0.1cB 

75 µM CdCl2 1.5 ± 0.0aB 1.9 ± 0.1bC 1.7 ± 0.1abB 2.3 ± 0.0cB 

100 µM CdCl2 1.0 ± 0.1A 1.2 ± 0.0A 1.1 ± 0.1A 1.2 ± 0.1A 

 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

   ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่เหมือนกนัตามแนวตัง้ ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 
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รูปท่ี 21 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS ท่ี

มีการเตมิ CdCl2 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบัพืชท่ีปลกูใน

อาหารวุ้นสตูร MS (bar=SE) 

 

 

 

 

ตารางท่ี 14 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร 

MS ท่ีมีการเตมิ CdCl2 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบัพืช

ท่ีปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดของ Arabidopsis ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

50 µM CdCl2 -48.3 ± 0.4a -9.2 ± 36.4a -40.0 ± 1.0a -52.6 ± 0.5a 

75 µM CdCl2 -11.4 ± 1.6a 31.1 ± 23.4a 14.8 ± 3.3a -13.6 ± 1.0a 

100 µM CdCl2 -51.1 ± 1.8a -61.3 ± 1.8b -53.4 ± 1.6a -63.8 ± 0.3b 

 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 
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รูปท่ี 22 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS 

ท่ีมีการเตมิ CdCl2 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบัพืชท่ีปลกูใน

อาหารวุ้นสตูร MS (bar=SE) 

 

 

 

 

ตารางท่ี 15 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis เม่ือปลกูในอาหารวุ้นสตูร 

MS ท่ีมีการเตมิ CdCl2 ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ เป็นเวลา 14 วนั โดยเปรียบเทียบกบัพืช

ท่ีปลกูในอาหารวุ้นสตูร MS (mean ± standard error) 

 

ชดุการทดลอง 

เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัแห้งของ Arabidopsis ± standard error* 

wild type 35S-2 35S-5 35S-7 

50 µM CdCl2 -44.0 ± 1.2c -42.6 ± 1.1c -24.5 ± 1.3a -30.0 ± 1.2b 

75 µM CdCl2 -26.6 ± 2.0a -31.7 ± 3.0ab -24.8 ± 1.9a -34.8 ± 1.2b 

100 µM CdCl2 -52.7 ± 4.4a -57.7 ± 1.2ab -54.4 ± 0.9a -66.8 ± 1.3b 

 

 

* ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัตามแนวนอน ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) 

ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่เหมือนกนัไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี DMRT ที่ระดบัความ

เช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P<0.05) ทําการเปรียบเทียบเฉพาะคา่ที่ได้จากการปลกูเลีย้งในภาวะเดียวกนัเทา่นัน้ 



บทที่ 5 

อภปิรายผลการทดลอง 

 

1. ศึกษาการแสดงออกช่วงแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีความสามารถในการทนเค็ม

แตกต่างกัน 

 

ภาวะเคม็สง่ผลกระทบตอ่เมแทบอลิซมึภายในพืช ทําให้พืชจําเป็นต้องมีกลไกการ

ปรับตวัเพ่ือให้อยูร่อดได้ พืชท่ีมีความสามารถในการปรับตวัได้ดีกวา่ยอ่มเจริญในภาวะเคม็ได้

ดีกวา่ ซึง่การปรับตวันีเ้ป็นผลมาจากการกระตุ้นการแสดงออกของยีนเม่ือได้รับภาวะตา่ง  ๆ เชน่ 

ภาวะเครียดจากความเคม็ ความแล้ง อณุหภมูิต่ํา หรือจากโลหะหนกั เป็นต้น 

สมพร มณีประสพสขุ (2547) เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในข้าวพนัธุ์เหลือง

ประทิว123 (LPT123) กบัยีนในข้าวสายพนัธุ์เหลืองประทิว123-TC171 (LPT123-TC171) 

ภายใต้ภาวะเคม็โดยใช้เทคนิค differential display พบวา่ยีน OsNUC1 ในข้าวพนัธุ์ LPT123 

ไมพ่บการแสดงออกของยีนในภาวะปกต ิแตมี่การแสดงออกของยีนสงูขึน้หลงัจา กได้รับภาวะ

เคม็เป็นเวลา 48 ชัว่โมง สว่นในข้าวสายพนัธุ์ LPT123-TC171 พบการแสดงออกของยีน 

OsNUC1 ในภาวะปกตแิละสงูขึน้หลงัจากได้รับภาวะเคม็ 

ในการศกึษานีจ้งึทําการศกึษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมใกล้เคียงกนั 2 คูส่ายพนัธุ์พบวา่ในข้าวสายพนัธุ์ทนเคม็ LPT123-TC171 มีระดบั

การแสดงออกของยีนมากกวา่ในข้าวพนัธุ์ไมท่นเคม็ LPT123 แตใ่นอีกคูส่ายพนัธุ์หนึง่ระดบัการ

แสดงออกของยีนในข้าวพนัธุ์ไมท่นเคม็ KDML105 กลบัมีระดบัมากกวา่ในข้าวสายพนัธุ์ทนเคม็ 

FL530-IL จะเห็นได้วา่ระหวา่ง 2 คูส่ายพนัธุ์มีรูปแบบการตอบสนองในทางตรงกนัข้าม อาจจะ

เป็นผลเน่ืองมาจากความแตกตา่งทางพนัธุกรรมระหวา่งคูส่ายพนัธุ์  ทําให้รูปแบบการแสดงออก

ของยีนแตกตา่งกนั (Walia และคณะ, 2005) 

เม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในภาวะปกตกิบัในภาวะเคม็พบวา่ 

ในทกุพนัธุ์/สายพนัธุ์มีระดบัการแสดงออกของยีนในภาวะเคม็สงูกวา่ในภาวะปกต ิแสดงให้เห็น

วา่ยีน OsNUC1 เป็นยีนท่ีตอบสนองตอ่ภาวะเคม็ อีกทัง้ยงัถกูกระตุ้นได้ภายใน 24 ชัว่โมง โดย

ระดบัการแสดงออกสงูสดุอยูท่ี่ 12 ชัว่โมง จากจดุนีชี้ใ้ห้เห็นวา่  OsNUC1 อาจจะมีรูปแบบการ

แสดงออกแบบ circadian rhythm (Heintzen และคณะ, 1997) 
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นอกจากนียี้นอ่ืนในกลุ่มของ glycine-rich RNA-binding proteins ซึง่เป็นกลุม่ท่ี

ใกล้เคียงกบัโปรตีน OsNUC1 (glycine-arginine-rich RNA-binding proteins) พบวา่มี

รูปแบบการแสดงออกแบบ circadian rhythm เชน่เดียวกนั ตวัอยา่งเชน่ AtGRP7 Ccr1    

(Ccr, cold, circadian rhythm and RNA binding) และ Ccr2 (Carpenter และคณะ, 1994; 

Heintzen และคณะ, 1997) โดยลกัษณะการแสดงออกของยีนจะคอ่ย ๆ มีระดบัท่ีสงูขึน้จน

สงูสดุท่ี 12 ชัว่โมงจากนัน้จะลดต่ําลง และมีการรายงานวา่บางชนิดมีบทบาทในการทนตอ่

ภาวะเครียด เชน่  บทบาทของโปรตีน AtGRP2 ใน Arabidopsis ภายใต้ภาวะเครียดจากความ

เคม็ อณุหภมูิต่ําและออสโมตกิ พบวา่ GRP2 มีผลตอ่การเพิ่มอตัราการงอกของเมล็ดในภาวะ

เคม็ เร่งการงอกของเมล็ดและการเจริญของต้นกล้าในภาวะเย็น แตไ่มส่ง่ผลตอ่การงอกของ

เมล็ดและการเจริญของต้นกล้าในภาวะเครียดออสโมตกิ อีกทัง้ยงัเพิ่มความสามารถในการทน

ตอ่ภาวะเย็นและภาวะเยือกแข็งได้ เม่ือพิจารณาความสมัพนัธ์ของ GRP2 กบั ABA และกลโูคส

พบวา่ทัง้ ABA และกลโูคสไมมี่ผลตอ่การงอก ชีใ้ห้เห็นวา่  GRP2 ถกูควบคมุผา่นทาง ABA-

independent pathway (Kim และคณะ, 2007) 

จากการวิเคราะห์ลําดบัเบสของ putative indica OsNUC1 promoter (ภาคผนวก ค)

โดยใช้ PLACE (Higo และคณะ, 1999) พบวา่มีสว่นจดจําท่ีเก่ียวข้องกบัภาวะเครียด ฮอร์โมน 

transcription factors และ circadian rhythm  (ตารางท่ี 16) ซึง่การมีของสว่นจดจําบน 

promoter จะควบคมุให้ยีนตอบสนองตอ่สิ่งเร้านัน้ได้ 

ตารางท่ี 16 สว่นจดจําบน putative indica OsNUC1 promoter 

ลําดบัเบส ชนิดของ cis-element Reference 

 ACGTG ABA-responsive element (ABRE) Nakashima และคณะ (2006) 

 ACCGAGA dehydration responsive element (DRE) Kizis และ Pages (2002) 

 GTAC copper-responsive element (CuRE)  Quin และ Merchant (1995) 

 CCGAC low temperature responsive element  (LTRE)  Baker และคณะ (1994) 

CAANNNNATC region necessary for circadian expression Piechulla และคณะ (1998) 

 GATAA conserved sequence upstream of light-

regulated genes  

Terzaghi และ Cashmore 

(1995) 

 CATATG auxin-responsive element Xu และคณะ (1997) 

 WAACCA MYB recognition site  Abe และคณะ (2003) 

 TGAC WRKY recognition site (W box)  Eulgem และคณะ (2000) 
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2. ศึกษาอิทธิพลของกรดแอบไซซิกต่อการแสดงออกของยีน OsNUC1 

 

2.1. การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับกรดแอบไซซิก (ABA) จากภายนอก

ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

 

จากการให้ ABA จากภายนอกทัง้ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ พบวา่การแสดงออก

ของยีน OsNUC1 ในข้าวแตล่ะพนัธุ์/สายพนัธุ์มีรูปแบบการแสดงออกท่ีไม่แนน่อน        

โดยท่ีในภาวะปกต ิ ABA สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว 

KDML105 และ FL530-IL แตล่ดการแสดงออกของยีนในข้าว LPT123 และ LPT123-

TC171 สว่นในภาวะเคม็ ABA สง่ผลให้ยีนมีการแสดงออกทัง้เพิ่มขึน้และลดลง เม่ือ

เปรียบเทียบกบัชดุควบคมุท่ีไมไ่ด้รับ ABA นอกจากนีก้ารท่ีพน่ตวัทําละลายก็มีผลตอ่การ

แสดงออกของยีนเชน่กนั  อาจเป็นผลเน่ืองมาจากการควบคมุการทํางานของยีน OsNUC1 

ถกูควบคมุโดยผา่นทาง ABA-independent pathway  

จากการวิเคราะห์สว่นของ promoter จะพบสว่นของ ABA-responsive element  

(ABRE) ท่ีทําให้ยีนตอบสนองตอ่ ABA ได้ แตก่ารมีสว่นจดจํา ABRE เพียงหนึง่ซํา้ไม่

เพียงพอตอ่การกระตุ้นการแสดงออกของยีนด้วย ABA เน่ืองจากกระบวนการนีต้้องการ 

ABRE หลายซํา้ หรือการรวมกนัระหวา่ง ABRE กบัสว่น coupling element (CE) ซึง่เป็น 

ABA-responsive complex (ABRC) ท่ีเล็กท่ีสดุสําหรับ promoter ของยีนท่ีถกูควบคมุ

ด้วย ABA และกลุม่ของ coupling element ท่ีเคยมีการรายงาน ได้แก่ CE1 CE3 และ 

DRE (Shen และคณะ, 2004; Gómez-Porras และคณะ, 2007) จะเห็นได้วา่สว่นของ 

putative OsNUC1 promoter พบ ABRE เพียงหนึง่ซํา้และ DRE เทา่นัน้ ไมพ่บสว่นของ 

CE3 หรือ CE1 จงึอาจทําให้ ABA ไมมี่ผลตอ่การควบคมุการแสดงออกของยีน OsNUC1 

ผา่นทาง ABA-dependent pathway แตอ่าจจะถกูกระตุ้นด้วย ABA ในบางภาวะได้ 
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2.2. การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับ ABA inhibitor (abamineSG) จาก

ภายนอกในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

 

จากการให้ abamineSG ซึง่เป็นสารยบัยัง้การทํางานของเอนไซม์ NCED สง่ผลให้

การสร้าง ABA ในพืชลดลง ใช้เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ของยีน OsNUC1 กบั ABA 

(Kitahata และคณะ, 2006) พบวา่หลงัจากข้าวได้รับ abamineSG การแสดงออกของยีน 

OsNUC1 มีระดบัสงูขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุท่ีไมไ่ด้รับ abamineSG แตห่าก

เปรียบเทียบกบัชดุการทดลองท่ีพน่ตวัทําละลาย พบวา่การแสดงออกของยีนถกูกระตุ้นโดย

ตวัทําละลายได้เชน่กนั ดงันัน้แสดงวา่ระดบัการแสดงออกของยีนท่ีเพิ่มขึน้ไมไ่ด้เป็นผลมา

จาก abamineSG แตเ่ป็นผลจากการฉีดพน่ตวัทําละลาย 

Sripinyowanich และคณะ (2010) ทําการหาปริมาณ ABA ในข้าว LPT123 และ 

LPT123-TC171 พบวา่การให้ abamineSG จากภายนอกสามารถลดปริมาณ ABA 

ภายในได้ทัง้ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ ซึง่ก่อนหน้านีมี้งานวิจยัอ่ืนท่ีใช้ abamineSG ใน

การลดประสิทธิภาพการสงัเคราะห์ ABA ในพืช ตวัอยา่งเชน่ Arabidopsis (Kitahata และ

คณะ, 2006) ผลการทดลองนีส้นบัสนนุวา่การแสดงออกของยีน OsNUC1 ถกูควบคมุผา่น

ทาง ABA-independent pathway เน่ืองจากเม่ือ ABA ภายในเซลล์ลดลงไมมี่ผลทําให้

การแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวลดลงอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ 
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3. ศึกษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับภาวะเครียดทางกายภาพต่าง ๆ 

 

จากการศกึษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123-TC171 หลงัจาก

ได้รับภาวะเครียดตา่ง ๆ พบวา่ภาวะเครียดจากความแล้งและโลหะหนกัทัง้ 2 ชนิด คือ  คอป

เปอร์ (CuSO4) และ แคดเมียม (CdCl2) สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนได้ แตภ่าวะ

เครียดจากอณุหภมูิต่ํามีผลทําให้การแสดงออกของยีนลดลง 

จากการวิเคราะห์สว่นของ promoter พบสว่นจดจํา dehydration-responsive 

element (DRE) ซึง่ตอบสนองตอ่ภาวะแล้ง จากงานวิจยัของ Yamaguchi-Shinozaki และ 

Shinozaki (1994) พบวา่สว่น DRE เก่ียวข้องกบัการตอบสนองอยา่งรวดเร็วของยีน  Rd29A ใน

ภาวะเครียดจากความแล้งและความเคม็  อีกทัง้ยงัเก่ียวข้องกบัการตอบสนองตอ่ภาวะเครียด

จากอณุหภมูิต่ํา  

สว่น copper-responsive element  (CuRE) เป็นสว่นจดจําท่ีตอบสนองตอ่คอป

เปอร์ มีการรายงานวา่โปรตีน Cu Response Regulator (CRR1) ใน Chlamydomonas ซึง่

เป็น transcription factor ท่ีควบคมุการตอบสนองตอ่ภาวะการขาดคอปเปอร์  โดยบริเวณ

เป้าหมายของโปรตีน CRR1 จะมีสว่นของ Cu-responsive regulatory element ซึง่รวมถึง 

GTAC core motif ทัง้ 2 สว่นนีเ้ป็นสว่นท่ีต้องการสําหรับกระบวนการท่ีกระตุ้นด้วย CRR1 ใน

ภาวะท่ีมีคอปเปอร์ ต่ํา (Burkhead และคณะ, 2009) 

นอกจากนีย้งัพบสว่นจดจํา low temperature responsive element (LTRE) ซึง่

ตอบสนองตอ่อณุหภมูิต่ํา (Dunn และคณะ, 1998) แตจ่ากการศกึษาการแสดงออกของยีน

พบวา่ ภาวะเครียดจากอณุหภมูิต่ําทําให้การแสดงออกของยีนลดลงในชัว่โมงท่ี 2 และ 6 แทนท่ี

จะมีการแสดงออกมากขึน้ อาจเน่ืองมาจากมีการควบคมุอ่ืน  ๆ ท่ีมีผลตอ่การทํางานของยีน 

จากการมีสว่นจดจําต่าง ๆ บน promoter ดงัท่ีกลา่วข้างต้นทําให้การแสดงออกของ

ยีน OsNUC1 สามารถตอบสนองเพิ่มขึน้ตอ่ภาวะเครียดจากความเคม็ ความแล้ง และโลหะ

หนกั สว่นภาวะเครียดจากอณุหภมูิต่ํากลบัมีผลลดการแสดงออก แม้วา่จะพบ  LTRE ในบริเวณ

ท่ีเป็น putative promoter ของ OsNUC1 แสดงวา่ในภาวะดงักลา่วอาจมีปัจจยัอ่ืน ๆ เข้ามา

เก่ียวข้องนอกเหนือจาก cis-element LTRE 
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4. ศึกษาความสามารถในการทนต่อภาวะเครียดจากโลหะหนักของ Arabidopsis thaliana 

L. ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 

 

จากการท่ียีน OsNUC1 ในข้าว LPT123-TC171 มีระดบัการแสดงออกมากขึน้       

ในภาวะเครียดจากโลหะหนกั จงึใช้ Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 ภายใต้

การควบคมุของ CaMV35S promoter ซึง่ Sripinyowanich และคณะ (2009) พบวา่ 

Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีนนีมี้ความสามารถในการทนตอ่ภาวะเคม็ ในการทดลองนีจ้งึ

นํามาเลีย้งบนอาหารสตูร MS ท่ีมีการเตมิ 25 50 และ 75 µM CuSO4 หรือ 50 75 และ 100 µM 

CdCl2 เป็นเวลา 2 สปัดาห์ พบวา่  Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน มีนํา้หนกัสดและนํา้หนกั

แห้งมากกวา่พนัธุ์ปกตใินทกุชดุการทดลองอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ยกเว้นในอาหารสตูร MS 

ท่ีมีการเตมิ 100 µM CdCl2 นํา้หนกัแห้งของทัง้พืชท่ีได้รับการถ่ายยีนและพืชพนัธุ์ปกติไมมี่

ความแตกตา่งกนั 

จากการพิจารณาเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้ง  พบวา่ 

Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน มีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งลดลง

น้อยกวา่พนัธุ์ปกตใินชดุการทดลองท่ีมีการเตมิ 50 µM CuSO4 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิและ

มีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัแห้งลดลงน้อยกวา่พนัธุ์ปกติ ในชดุการทดลองท่ีมีการเตมิ 

50 µM CdCl2 สว่นท่ีความเข้มข้นสงูขึน้เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงนํา้หนกัไมแ่ตกตา่งกนัอยา่ง

มีนยัสําคญั แสดงให้เห็นวา่  Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีนมีความสามารถในการรักษา

นํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งเม่ือได้รับภาวะเครียดจากโลหะหนกัได้ในระดบัหนึ่ ง แตเ่ม่ือ ความ

เข้นข้นของโลหะหนกัมากขึน้ ความสามารถในก ารรักษานํา้หนกัจะลดลง ทัง้นีอ้าจเป็นผลมา

จากการท่ีสว่นของ RRM และ GAR domain ของโปรตีน OsNUC1 ทําให้กลไกการปรับตวัของ

พืชมีการเปล่ียนแปลง เชน่ เพิ่มความสามารถในการกําจดั H2O2 ท่ีเกิดขึน้ภายในเซลล์หลงัจาก

ได้รับภาวะเครียด ซึง่ H2O2 ถกูชกันําให้เกิดขึน้ได้จากภาวะเครียดหลายชนิดได้แก่ ภาวะเครียด

จากโลหะหนกั ความแล้ง และความเคม็ (Maksymiec, 2007) โดยการกําจดั H2O2 ทางหนึง่ 

คือ การ เพิ่มการทํางานของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องในระบบ antioxidant system ตวัอยา่งเชน่      

ในงานวิจยัของ Chamnanmanoontham และคณะ (2010) ทําการศกึษาการแสดงออกของยีน 

AtSOS1 แอกทิวิตีของ H+-ATPase รวมถึง antioxidant enzymes ได้แก่ ascorbate 

peroxidase (APX) และ guaiacol peroxidase (PX) และปริมาณ H2O2 ใน Arabidopsis ท่ี

ได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 หลงัจากได้รับภาวะเครียดจากความเคม็เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง พบวา่พืชท่ีได้รับการถ่ายยีนมีระดบัการแสดงออกของยีน  AtSOS1 และแอกทิวิตีของ

เอนไซม์ H+-ATPase เพิ่มมากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธุ์ปกต ิและในสว่นของ  antioxidant 
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enzyme activity พบวา่มีแอกทิวิตีของเอนไซม์ APX สงูขึน้ ในทางกลบักนัมี แอกทิวิตีของ

เอนไซม์ PX ลดลง ซึง่การท่ี แอกทิวิตีของเอนไซม์ APX สงูขึน้ทําให้ปริมาณ H2O2 ในพืชท่ีได้รับ

การถ่ายยีนลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัในพนัธุ์ปกต ิ จากผลการทดลองนีชี้ใ้ห้เห็นวา่หน้าท่ีของ 

RRM motif บน OsNUC1 นา่จะเก่ียวข้องกบั mRNA stabilization ของยีนท่ีเก่ียวข้องใน ion 

homeostasis และการตอบสนองของ antioxidant system ขณะท่ีได้รับภาวะเครียดจากความ

เคม็ ซึง่อาจจะพบลกัษณะนีใ้นภาวะเครียดจากโลหะหนกัได้เชน่เดียวกนั 

ยีนท่ีตอบสนองตอ่ภาวะเคม็ยงัอาจพบวา่มีการตอบสนองกบัภาวะเครียดทางกายภาพ 

อ่ืน ๆ อีกด้วย ดงัเชน่  ยีน aldehyde dehydrogenase (AtALDH) จาก Arabidopsis (Sunkar 

และคณะ, 2003) ซึง่เป็นยีนท่ีตอบสนองตอ่ความเครียด โดยมีการแสดงออกมากขึน้ภายใน   8 

ชัว่โมงหลงัจากได้รับภาวะเคม็ อยา่งไรก็ดีภาวะเครียดจาก  H2O2 (oxidative stress) คอปเปอร์ 

และ แคดเมียม (heavy metal stress) สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน AtALDH3 ได้

เชน่กนั อีกทัง้ผู้ วิจยัได้ทําการถ่ายยีน AtALDH3 เข้าสู่ Arabidopsis เพ่ือศกึษาหน้าท่ีของยีน 

พบวา่นอกจาก Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีนจะมีความสามารถในการทนตอ่ภาวะเคม็แล้ว 

ยงัสามารถทนตอ่ภาวะเครียดจากความแล้ง ออกซิเดชนั และโลหะหนกัได้อีกด้วย 

พิษของโลหะหนกัตอ่พืชมีสาเหตหุลกั 3 ประการ คือ 1. พิษอนัเกิดจากโลหะหนกัเข้า

จบักบัโปรตีนบริเวณหมู ่ thioyl-, histidyl-, หรือ carboxyl- โดยตรงทําให้มีผลตอ่กิจกรรมและ

หน้าท่ีของโปรตีนตา่งๆ ภายในเซลล์  2. โลหะหนกัก่อให้เกิด reactive oxygen species ซึง่เป็น

พิษตอ่เซลล์ และ 3. โลหะหนกับางชนิดไปเข้าแทนท่ีการทํางานของไอออนบางชนิด เชน่ Cd2+ 

เข้าแทนท่ี Ca2+ ในการทํางานของ Photosystem II (PSII) reaction center ทําให้เกิดการยบัยัง้

การกระตุ้นการทํางานของ PSII โดยแสง (Sharma และ Dietz, 2008) การป้องกนัตนเองของ

พืชจากโลหะหนกัมีหลายกระบวนการ ทัง้การกระตุ้นการทํางานของระบบขจดัอนมุลูอิสระ 

(Schützendübel และ Polle, 2002; Sharma และ Dietz, 2008) การสงัเคราะห์ 

phytochelatin ซึง่มี glutathione เป็นสารตัง้ต้น (Cobbet และ Goldsbrough, 2002) ซึง่ 

glutathione ยงัมีบทบาทร่วมในระบบการขจดัอนมุลูอิสระอีกด้วย  (May และคณะ, 1998)      

มีการรายงานวา่   การเพิ่มการสงัเคราะห์ phytochelatin (Zhu และคณะ, 1999) หรือ 

glutathione (Moontongchoon และคณะ, 2008) ในพืชดดัแปรพนัธุกรรมทําให้เพิ่มความ

ต้านทานตอ่โลหะหนักแคดเมียมได้ แตอ่ยา่งไรก็ดีกระบวนการสร้าง phytochelatin และการใช้ 

glutathione ในระบบการจดัอนมุลูอิสระต้องอยูใ่นสมดลุ มิฉะนัน้ก็อาจทําให้เกิด oxidative 

stress ได้ (Schützendübel และ Polle, 2002; Nocito และคณะ, 2006) นอกจากนีใ้น

การศกึษาลา่สดุพบวา่ การทํางานของ  OXS3 gene จาก Brassica juncea อาจมีกลไกการ
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ทํางานให้เซลล์ทนทานตอ่แคดเมียมโดยการดดัแปรโครมาทินทําให้สามารถปกป้องสาย DNA 

จากพิษของโลหะหนกัหรืออาจทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ transcription ซึง่นําไปสูก่าร

แสดงออกของยีนเพ่ือใช้ในการปรับตวัตอ่โลหะหนกั (Blanvillain และคณะ, 2009) ดงันัน้การท่ี 

Arabidopsis ดดัแปรพนัธุกรรมท่ีมีการเพิ่มการแสดงออกของยีน OsNUC1 บางสว่นนี ้สามารถ

ต้านทานตอ่โลหะหนกัได้ดีขึน้ อาจเป็นผลมาจากกระบวนการทํางานอยา่งใดอยา่งหนึง่ดงักลา่ว

ข้างต้น ซึง่นา่จะได้มีการศกึษาตอ่ไปในอนาคต 



บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 
 

1. ศึกษาการแสดงออกช่วงแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีมีความสามารถในการทนเค็ม

แตกต่างกัน 

 

การแสดงออกของยีน OsNUC1 มีการตอบสนองตอ่ภาวะเคม็ ซึง่ระดบัการแสดงออก

ในภาวะเคม็มากกวา่ในภาวะปกตใินข้าวทกุพนัธุ์/สายพนัธุ์ และสามารถถกูกระตุ้นได้ภายใน 

24 ชัว่โมง โดยระดบัการแสดงออกสงูสดุอยูท่ี่  12 ชัว่โมง แสดงให้เห็นวา่มีแนวโน้มวา่อาจจะมี

รูปแบบการแสดงออกของยีนเป็นแบบ circadian rhythm แตย่งัต้องทําการศกึษาให้ชดัเจน

ย่ิงขึน้ 

 

2. ศึกษาอิทธิพลของกรดแอบไซซิกต่อการแสดงออกของยีน OsNUC1 

 

2.1. การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับกรดแอบไซซิก (ABA) จากภายนอก

ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

 

การให้ ABA จากภายนอกทัง้ในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ ไมมี่ผลควบคมุการ

แสดงออกของยีน OsNUC1 เน่ืองจากในข้าวแตล่ะพนัธุ์/สายพนัธุ์มีรูปแบบการแสดงออก

ท่ีไมแ่นน่อน ABA สง่ผลให้ยีนมีการแสดงออกทัง้เพิ่มขึน้และลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัชดุ

ควบคมุท่ีไมไ่ด้รับ ABA นอกจากนีก้ารท่ีพน่ตวัทําละลายก็มีผลตอ่การแสดงออกของยีน 

OsNUC1 เชน่กนั  

 

2.2. การแสดงออกชว่งแรกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับ ABA inhibitor (abamineSG) จาก

ภายนอกในภาวะปกตแิละภาวะเคม็ 

 

การให้ abamineSG ไมมี่ผลตอ่การควบคมุการแสดงออกของยีนทัง้ในภาวะปกติ

และภาวะเคม็ จากผลการทดลองทัง้ 2 สว่นนีส้นบัสนนุวา่การแสดงออกของยีน OsNUC1 

ถกูควบคมุผา่นทาง ABA-independent pathway 
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3. ศึกษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าวท่ีได้รับภาวะเครียดทางกายภาพต่าง ๆ 

 

การแสดงออกของยีน OsNUC1 ในข้าว LPT123-TC171 หลงัจากได้รับภาวะเครียด

จากอณุหภมูิต่ํามีผลทําให้การแสดงออกของยีนลดลง ภาวะเครียดจากความแล้งและจากโลหะ

หนกั cadmium สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนได้ในชว่งแรกตัง้แต่ 0.5 ถึง 2 ชัว่โมง และ

ภาวะเครียดจากโลหะหนกั copper สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนได้ตลอด  24 ชัว่โมง 

 

4. ศึกษาความสามารถในการทนต่อภาวะเครียดจากโลหะหนักของ Arabidopsis thaliana 

L. ท่ีได้รับการถ่ายยีน partial OsNUC1 

 

เม่ือนํา Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน OsNUC1 บางสว่นเฉพาะบริเวณ RRM และ 

GAR domain ภายใต้การควบคมุของ CaMV35S promoter มาเลีย้งบนอาหารสตูร MS ท่ีมี  

25 50 และ 75 µM CuSO4 หรือ 50 75 และ 100 µM CdCl2 เป็นเวลา 2 สปัดาห์ พบวา่  

Arabidopsis ท่ีได้รับการถ่ายยีน สามารถรักษานํา้หนกัสดและนํา้หนกัแห้งได้มากกวา่พนัธุ์ปกติ

ในทกุชดุการทดลองอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ยกเว้นในอาหารสตูร MS ท่ีมีการเตมิ 100 µM 

CdCl2 นํา้หนกัแห้งของทัง้พืชท่ีได้รับการถ่ายยีนและพืชพนัธุ์ปกติไมมี่ความแตกตา่งกนั 
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ข้อเสนอแนะ 

 

1. ทําการศกึษาการแสดงออกของยีน OsNUC1 ตอ่เน่ืองจนถึงประมาณ 2-3 วนั โดยไมใ่ห้มีปัจจยั

ของแสงมาเก่ียวข้อง โดยปลกูในท่ีมืดหรือท่ีมีแสงตลอดเวลาท่ีทําการทดลอง เพ่ือเป็นการยืนยนั

การแสดงออกของยีนในรูปแบบ circadian rhythm 

2. ควรหาข้อมลูเพิ่มเตมิ เก่ียวกบัวิธีการเก็บตวัอยา่งในการศกึษาการแสดงออกในระยะแรกของ

ยีนหลงัจากท่ีมีการพน่สารละลาย เน่ืองจากการแสดงออกของยีนอาจเป็นผลมาจากการพน่ตวั

ทําละลายไมไ่ด้เกิดจากผลของสารนัน้จริง หากไมมี่ชดุควบคมุท่ีพน่ตวัทําละลายเพียงอยา่ง

เดียว อาจทําให้วิเคราะห์ผลการทดลองผิดพลาดได้ 

3. ศกึษาอิทธิพลอ่ืน ๆ ตอ่การทํางานของยีน OsNUC1 เน่ืองจากการวิเคราะห์บริเวณ promoter 

พบสว่นจดจําของฮอร์โมน ABRE DRE CuRE LTRE และ transcription factor ท่ีเก่ียวข้องกบั

ภาวะเครียด เป็นท่ีนา่สนใจเก่ียวกบัการควบคมุการทํางานของยีน เพ่ือท่ีจะทราบถึงกลไกการ

ทํางานของ OsNUC1 ภายใต้ภาวะเครียดได้มากย่ิงขึน้ 
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1. สารเคมีสาํหรับเตรียมสารละลายธาตุอาหารสูตรดัดแปลง WP No.2 (Vajrabhaya and 

Vajrabhaya, 1991) 

 

สารเคมี ปริมาณสาร (mg/l) 

Macroelements 

Potassium nitrate (KNO3) 

Calcium sulfate(CaSO4) 

Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) 

Triple superphosphate 

Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 

Microelements 

Di-sodium ethylene diamine tetraacetate (Na2EDTA) a 

Ferrous sulfate (FeSO4.7H2O)a 

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 

 
a การเตรียม FeSO4 stock ความเข้มข้น 30 g/L (1 ลิตร) 

1. ชัง่ Na2EDTA 40 กรัม และ FeSO4.7H2O 30 กรัม 

2. แยกละลายในนํา้กลัน่ 500 ml ทีละตวั ท่ีอณุหภมูิ 70-90 องศาเซลเซียส 

3. ผสมสารละลายทัง้สองเข้าด้วยกนั แล้วพน่ฟองอากาศประมาณ 3-4 ชัว่โมงจนกระทัง่ได้

สารละลายใส 
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สารละลายท่ีใช้ในการทดลอง 

 

สารละลาย สว่นประกอบ 

RNA Extraction Buffer 100 mM Tris pH 9.0 

100 mM NaCl 

20 mM EDTA pH 8.0 

1% lauryl sarcosinate 

0.1% (v/v) β-mercaptoethanol 

0.1% DEPC 

RNA loading dye and DNA loading dye 50% glycerol 

0.25% bromophenol blue 

0.25% xylene cyanol FF 

5x TBE 54 g Tris-base 

27.5 g boric acid 

20ml 0.5 M EDTA pH 8.0 

DEPC-treated TE buffer 10mM Tris pH 8.0 

1mM EDTA 

0.1% DEPC 

Tris.Cl (pH 8.0) 121.1 g Tris-base 

distilled water 800 ml 

conc.HCl 42 ml, adjust pH to 8.0 

EDTA (pH 8.0) 186.1 g EDTA 

distilled water 800 ml 

20 g NaOH, adjust pH to 8.0 
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1. วิธีการสกัด RNA ดัดแปลงจากวิธี Hot Phenol ของ Thikart และคณะ (2005) 

1.1 บดตวัอยา่งใบข้าวท่ีแชแ่ข็งกบัไนโตรเจนเหลว ในโกร่งบดท่ีผา่นการทําลาย  RNase แล้ว 

จากนัน้ตกัตวัอยา่งพืชท่ีบดเป็นผงละเอียดใสห่ลอด microcentrifuge ท่ีทําให้เย็นจดัด้วย

ไนโตรเจนเหลว 

1.2 เตมิ RNA extraction buffer และ phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) (v/v) 

อยา่งละ 500 µl ซึง่อุน่ไว้ท่ีอณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส พลิกกลบัไปกลบัมาอยา่งรวดเร็ว 

จากนัน้แชใ่นนํา้แข็งทนัที 

1.3 ป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

1.4 ปิเปตสารละลายชัน้บนใสห่ลอดใหม ่นํามาสกดัซํา้ด้วย  phenol: chloroform: isoamyl 

(25:24:1) (v/v) ปริมาตรเทา่กบัสารละลายในหลอด 

1.5 ป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

1.6 ปิเปตสารละลายชัน้บนใสห่ลอดใหม ่เตมิ  absolute ethanol ปริมาตร 2 เทา่ของ

สารละลายในหลอด ผสมให้เข้ากนั จากนัน้นําไปตกตะกอนท่ี -20 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที 

1.7 ป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอน

ด้วย 80% ethanol ทิง้ไว้ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

1.8 ละลายตะกอนใน DEPC-treated TE buffer 160 µl จากนัน้เตมิ 10 M LiCl2

1.9 ป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  10 นาที จากนัน้    

ปิเปตสารละลายชัน้บนทิง้ ล้างตะกอนด้วย 80% ethanol ทิง้ไว้ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

 40 µl นําไป

ตกตะกอนท่ี -20 องศาเซลเซียสเป็นเวลาประมาณ 18 ชัว่โมง 

1.10 ละลายตะกอนใน DEPC-treated TE buffer 20 µl 
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2. วิธีการกาํจัด DNA ด้วยเอนไซม์ DNase I 

2.1 สารเคมีท่ีใช้ในปฏิกิริยากําจดั DNA ประกอบด้วย 

  Total RNA    20 µg 

  Cloned DNase I buffer   1X 

  Cloned DNase I (RNase-free)  10 U 

  DEPC-treated water   up to 50 µl 

 บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

2.2 นําสารละลายในข้อ 2.1 มาเตมิ DEPC-treated water 100 µl จากนัน้เตมิ phenol: 

chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) (v/v) 150 µl เขยา่ให้เข้ากนั 

2.3 ป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

2.4 ปิเปตสารละลายชัน้บนใสห่ลอดใหม ่เตมิ 3M sodium acetate ปริมาตร 1 ใน 10 เทา่ของ

สารละลายในหลอด และ  isoamyl alcohol ปริมาตร 0.6 เทา่ของสารละลายในหลอด 

ผสมให้เข้ากนั จากนัน้นําไปตกตะกอนท่ี -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

2.5 ป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  10 นาที จากนัน้    

ปิเปตสารละลายชัน้บนทิง้ ล้างตะกอนด้วย 80% ethanol ทิง้ไว้ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 

2.6 ละลายตะกอนใน DEPC-treated TE buffer 10 µl 

 

3. วิธีการสร้าง cDNA สายแรกด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase 

3.1 สารเคมีท่ีใช้ในปฏิกิริยาการสร้าง cDNA สายแรกประกอบด้วย 

  DNase-treated RNA   2 µg 

  M-MLV reaction buffer   1X 

  RNase-free dNTPs   100 ng 

  OligodT    100 ng 

  M-MLV reverse transcriptase  200 U 

  DEPC-treated water   up to 20 µl 

3.2 นําสารละลายไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 คืน จากนัน้นํา cDNA ท่ีได้

ไปใช้เป็นแมแ่บบในการทํา PCR ตอ่ไป 
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4. วิธีการเตรียมสารละลายกรดแอบไซซิก (ABA) 

4.1 วิธีการเตรียม stock 1000 µM ABA  

ชัง่กรดแอบไซซิกหนกั 5.27 กรัม ละลายด้วย  ethanol 500 µl คนให้เข้ากนัจนได้

สารละลายใส จากนัน้เตมินํา้กลัน่ลงไปผสมให้เข้ากนั เตมิ Triton X-100 ปริมาตร 100 µl 

จากนัน้ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํา้กลัน่ให้ได้  20 ml 

4.2 วิธีการเตรียม working concentration ของสารละลายกรดแอบไซซิก 

เจือจาง stock solution ด้วยนํา้กลัน่ โดยใช้  stock 1000 µM ABA : นํา้กลัน่ ในอตัรา 

1:9 ตามลําดบั ผสมให้เข้ากนั 

4.3 วิธีการเตรียมสารละลาย 0 µM ABA 

ผสม ethanol 500 µl กบันํา้กลัน่ 10 ml และเตมิ Triton X-100 ปริมาตร 100 µl ลงไป

คนให้เข้ากนัจนได้สารละลายใส จากนัน้ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 20 ml ใช้

สําหรับเป็น stock solution หากต้องการเตรียม working solution ใช้วิธีการท่ีระบไุว้ในข้อ 

4.2 แตเ่ปล่ียนมาใช้ stock 0 µM ABA แทน 

 

5. วิธีการเตรียมสารละลาย abamineSG 

5.1 วิธีการเตรียม stock 1000 µM abamineSG 

ปิเปต 1 M abamineSG (ใน DMSO) 10 µl ผสมกบันํา้กลัน่ 5 ml ผสมให้เข้ากนั และ

เตมิ Triton X-100 ปริมาตร 100 µl จากนัน้ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํา้กลัน่ให้ได้ 10 ml 

5.2 วิธีการเตรียม working concentration ของสารละลาย abamineSG 

เจือจาง stock solution ด้วยนํา้กลัน่ โดยใช้ stock 1000 µM abamineSG : นํา้กลัน่ 

ในอตัรา 1 : 9 ตามลําดบั ผสมให้เข้ากนั 

5.3 วิธีการเตรียมสารละลาย 0 µM ABA 

เตมิ DMSO 100 µl ในนํา้กลัน่ 9 ml และเตมิ Triton X-100 ปริมาตร 100 µl ลงไปคน

ให้เข้ากนัจนได้สารละลายใส จากนัน้ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํา้กลัน่ให้ได้  10 ml ใช้

สําหรับเป็น stock solution หากต้องการเตรียม working solution ใช้วิธีการท่ีระบไุว้ในข้อ 

5.2 แตเ่ปล่ียนมาใช้ stock 0 µM abamineSG แทน 
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1. ลาํดับเบสของยีน OsNUC1 

AK103446: full-length japonica OsNUC1       

>gi|32988655|dbj|AK103446.1| Oryza sativa Japonica Group cDNA 
clone:J033129G11, full insert sequence 

   1 gattacctcc ccgcccgcgc acctcgagcc cccaggtccg cctcgcctct ccgtcgcttg 
  61 ccgccgcccg cagtggtcgc cggccgcgcg gggcttcgcc ggtgtcgctt cctcgtttgg 
 121 aattaattaa gcaatactta atatgggcaa gtcaagcaag aaatctgctg ttgaagttgc 
 181 acctacctct gtctcagtct cagaggggaa atctgggaag aagggaaaga gaaatgcaga 
 241 agatgagatt gagaaagctg tgagtgccaa gaaacaaaag actgtacgtg agaaggttgt 
 301 gccctcaaag gaggaagcca aaaaagtgaa gaagcagccc ccaccgaaga aggttgagag 
 361 cagcagttct gaggaggatt cttcagaatc tgaagaggag gtaaaggccc aaccaaagaa 
 421 gactgtccaa ccgaagaagg ctgcacaacc tgctaaagag gagtcaagtg atgatagcag 
 481 tgatgatagc tcctcagatg atgagcctgc aaaaaaacct gttgctcgtc caaataaggc 
 541 tgcactttct accaacagta gcagcagtga tgatagcagt gatgagagtt tatcagatga 
 601 tgaacctgtg aaaaagcctg ctgccccttt gaagaagcca gttgcacttg ctaccaatgg 
 661 atcaaaaaag gttgagacag acagcagcag ctctgatagc agctctgatg aggagtctga 
 721 tgaggatgat aaaaaaactg ctgctccagt gaagaaacct tcagttgctg ctatacaaaa 
 781 gaagacccag gagtctgaca gttctgatag tgactctgat tctgaatcag atgaggatgt 
 841 gccgactaaa gcaccagcag tagccaagaa aaaggaagaa tccagtgaaa gctctgattc 
 901 tgaaagtgat tcagactctg atgatgaggc tgctgctgtt aaaaaggaag aagaatccag 
 961 tgatagctca gacagtgact ctgaatctga gtctgattct gatgaaccag caaaacctac 
1021 tattcctgca aaaaggccac tgacaaaaga cacaaagaag ggacaatcca aggatgaatc 
1081 tgaagatagt tctgatgaga gttctgagga aagtggtgat gaacctccgc aaaagaagat 
1141 taaggattct acaacttctg gtactaccaa gccttcccct aaggctacca agaaagaaat 
1201 cagcagtgat gacgaaagtg atgaagatga cagttctgat gaaagctctg atgaggatgt 
1261 taagcaaaaa caaactcaag ctaagaagca agcaccagta gcacaagaga gtagcagctc 
1321 cgatgaatct tctgaagaag atagtgacat ggaaagtgat gaaccagcaa aaactcccca 
1381 aaagaaggaa actgctgtgt ctgttggttc gaataagtct gcgacaaaac cgggacaaga 
1441 ggaaccaaaa acgcctgcca gcaaccaaaa tcaagctacc gggtcaaaga ctctttttgt 
1501 tggaaattta ccatacaatg tggagcaaga acaagtgaag caatttttcc aggaggcagg 
1561 tgaagttgtt gatattcgtt tcagtacctt tgaagatggg aacttcaggg gctttggaca 
1621 tgttgaattt gccacagcgg aagctgctaa gaaggcactt gaacttgctg gtcatgacct 
1681 gatgggacgg ccggtcaggc ttgacctggc tcgtgagaga ggcgcgtata ctcctggcag 
1741 cgggagggac aatagttctt tcaagaagcc tgctcaaagc tcaggaaaca ctatatttat 
1801 taaaggcttt gatacttctc ttgacataca ccagatccgg aattcacttg aagaacattt 
1861 tggctcgtgt ggagagatta cacgggtttc aattccaaag gattatgaaa ccggtgcaag 
1921 caaagggatg gcgtacatgg attttgcgga caacggttcc ttgtcgaaag catacgaact 
1981 gaatggatct gacctcggtg gatacagctt gtatgttgat gaagcgaggc ctaggcccga 
2041 taacaacaga gagggtggct tcagcggtgg aagagacttt aacagcagtg ggagaggagg 
2101 aagacgtggt ggacgtggtg atggtagccg tggacgcggt gaccgtggac gtggtagagg 
2161 ctttggtagg ggtgacaggg gccatggtgg acggggtaca ccgttcaagc agagcgctgg 
2221 tacacctagt gcaggaaaga agacaacatt cggtgacgac gactagacga acaatttgag 
2281 ccgattttgt tctagtactg tagtaatctc catcccccct aatatatgcg attctagtga 
2341 gccgtgaatt ggctacctcc ggactgttac attctagccg tgttatgtac tttgttggca 
2401 gttgggaccg tgttggtaaa tttgcccgac agatttggca attttgg 
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AK063918: truncated japonica OsNUC1 

>gi|32973936|dbj|AK063918.1| Oryza sativa Japonica Group cDNA 
clone:001-123-B06, full insert sequence 

   1 cagtagcagc agtgatgata gcagtgatga gagtttatca gatgatgaac ctgtgaaaaa 
  61 gcctgctgcc cctttgaaga agccagttgc acttgctacc aatggatcaa aaaaggttga 
 121 gacagacagc agcagctctg atagcagctc tgatgaggag tctgatgagg atgataaaaa 
 181 aactgctgct ccagtgaaga aaccttcagt tgctgctata caaaagaaga cccaggagtc 
 241 tgacagttct gatagtgact ctgattctga atcagatgag gatgtgccga ctaaagcacc 
 301 agcagtagcc aagaaaaagg aagaatccag tgaaagctct gattctgaaa gtgattcaga 
 361 ctctgatgat gaggctgctg ctgttaaaaa ggaagaagaa tccagtgata gctcagacag 
 421 tgactctgaa tctgagtctg attctgatga accagcaaaa cctactattc ctgcaaaaag 
 481 gccactgaca aaagacacaa agaagggaca atccaaggat gaatctgaag atagttctga 
 541 tgagagttct gaggaaagtg gtgatgaacc tccgcaaaag aagattaagg attctacaac 
 601 ttctggtact accaagcctt cccctaaggc taccaagaaa gaaatcagca gtgatgacga 
 661 aagtgatgaa gatgacagtt ctgatgaaag ctctgatgag gatgttaagc aaaaacaaac 
 721 tcaagctaag aagcaagcac cagtagcaca agagagtagc agctccgatg aatcttctga 
 781 agaagatagt gacatggaaa gtgatgaacc agcaaaaact ccccaaaaga aggaaactgc 
 841 tgtgtctgtt ggttcgaata agtctgcgac aaaaccggga caagaggaac caaaaacgcc 
 901 tgccagcaac caaaatcaag ctaccgggtc aaagactctt tttgttggaa atttaccata 
 961 caatgtggag caagaacaag tgaagcaatt tttccaggag gcaggtgaag ttgttgatat 
1021 tcgtttcagt acctttgaag atgggaactt caggggcttt ggacatgttg aatttgccac 
1081 agcggaagct gctaagaagg cacttgaact tgctggtcat gacctgatgg gacggccggt 
1141 caggcttgac ctggctcgtg agagaggcgc gtatactcct ggcagcggga gggacaatag 
1201 ttctttcaag aagcctgctc aaagctcagg aaacactata tttattaaag gctttgatac 
1261 ttctcttgac atacaccaga tccggaattc acttgaagaa cattttggct cgtgtggaga 
1321 gattacacgg gtttcaattc caaaggatta tgaaaccggt gcaagcaaag ggatggcgta 
1381 catggatttt gcggacaacg gttccttgtc gaaagcatac gaactgaatg gatctgacct 
1441 cggtggatac agcttgtatg ttgatgaagc gaggcctagg cccgataaca acagagaggg 
1501 tggcttcagc ggtggaagag actttaacag cagtgggaga ggaggaagac gtggtggacg 
1561 tggtgatggt agccgtgggc gcggtgaccg tggacgtggt agaggctttg gtaggggtga 
1621 caggggccat ggtggacggg gtacaccgtt caagcagagc gctggtacac ctagtgcagg 
1681 aaagaagaca acattcggtg acgacgacta gacgaacaat ttgagccgat tttgttctag 
1741 tactgtagta atctccatcc cccctaatat atgcgattct agtgagccgt gaattggcta 
1801 cctccggact gttacattct agccgtgtta tgtactttgt tggcagttgg gaccgtgttg 
1861 gtaaatttgc ccgacagatt tggcaatttt ggaacctctt gacttcgtaa tcattcttat 
1921 cataatatag tgctttgtgg ctt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 80 

2. ลาํดับเบสของ putative indica OsNUC1 promoter 

 
>gi|21741993:154233-155800 Oryza sativa genomic DNA, chromosome 4, 
BAC clone: OSJNBa0058K23, complete sequence 

CATCGTCGTCATGGTGGCCGAGAGACGAGAATGACGCCCGGGCGGCCGCCGGGGACGACGCGAGGGAGGA 
GGGAGAAAAAGGCCTTTAACCAGCAGAAGTGGAGGTAAAAAATAGACGCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 
AGGTCGCCCTTGCTTTATACTGCGGAGAGGCGCCTCACAAAGTCACAATCCGCGGTCCCGACATGTCCGC 
CCGCGCGCGGGAACGACGACGACGACGAAGCCATTCTTCCTCGCTACGTCACGTCACCCGTTTGATCGAT 
CGCTTGTGGATTTTTTTTTACATTTTAGCCCTTTTTGAAAACTTATTTTATAATTAAATTCTTAAATAAA 
CTTATTATGTTAACACCGAGGTTCAATATCTCACCCTCATTCTCCTATAGAAATTAAGGACTTGTTTGGT 
TTAGTACCCTACCAATATATTGGTAGTGCTAAACTCTAGGCAATTTTTGGGACTATCAATAGTTTGGTAA 
GGTATAATTGTAAATGAGTCTTTTTGGATTTATGCCAATGAGAGCCAAATTTCAAATTGTGGTGAAGAAT 
TTTCAAAATTTGTATCAAATTAAGTATAGACATTACCAAACATTTGGCTTTAAACCAAATCATCACATTT 
ACTATTTAAACTACCAAAAGATTGGTATGATAACATTTTGGTATCAAACCAAAAAGCCCCTAAGTCACAT 
ATGTAAAACTAAGCCAATGTCATTGGCGCCAAAGACACTAGCATAAACGACCTGTCTGAAGAATTTTTTT 
ACATTTTAATCCTTTTTATTTTTTTACAAATAGATCCTCAACACCGATTCTCTTAACATTAGTGACGTAG 
CTTCTGCGGAAAGGGAGGGTGTCGGTGCCAATATCATTAAGACAGTGACATGAACCTCAACGTCGGGGTC 
ACTGACACCGAGAGAAGGGTTCATTTCTTTAATAAATTTTTCAAGAGTCTATTTGTAAAATACTACCTCC 
GTCCCATTTTAAATGCGGTTATAGATTTTCGTCTCCAACGCTTGACCGTCCGTTTTATTTGTCAACAAGA 
ATGGCAGATGGGGCCCATATGTCAGTGGGTTCCACAATTTTTTCTCGTGCGAATGACAAATGAGTCCCAC 
ATATTTTTTTTAAATTCTAATATCACATAAGCGCCACGCCAAACGCCGCATGAGACGAACACCAAGTCAA 
CAACGTCACGTCAGCGAAACCATTCTCCAAAACCATCGAGCGAGTCAAATTGCACCGGTTTCAATAGTTC 
GGGAGTCGGGATATCCGAATTGTAGATTAGGGATACAAATCATATCCACTCACTTATTAAGGGACCCAAA 
GTGAACTTATTCCCCGATGAAACCTACGTGAGGAGGTCCAGCCCGGTCTGGGCCGGCCCAAGCTACAGCC 
CACAGACACTGGTGGCCCCGTGGCCTGGCGGCGGGCAGGGACAACCCTAGCAGCAGGTGCCGCCATATAA 
AAGGATCGCCCGTGCGGTCTCGCCTCCCCCATTACCTCCCCGCCCGCGCACCTCGAGCCCCCAGGTCCGC 
CTCGCCTCTCCGTCGCTTGCCGCCGCCC 

ACGTG ABRE-like sequence required for etiolation-induced 
expression of erd1 (early responsive to dehydration) in 
Arabidopsis 

TGACG motifs are found in many promoters and are involved in 
transcriptional activation of several genes by auxin 
and/or salicylic acid; May be relevant to light regulation 

CATATG  sequence found in NDE element in soybean SAUR (Small 
Auxin-Up RNA) 15A gene promoter; Involved in auxin 
responsiveness 

CGCG box recognized by AtSR1-6 (Arabidopsis thaliana signal-
responsive genes); Multiple CGCG elements are found in 
promoters of many genes; Ca++/calmodulin binds to all 
AtSRs 

CAANNNNATC region necessary for circadian expression of tomato Lhc 
gene 

GTAC is the core of a CuRE (copper-response element) found in 
Cyc6 and Cpx1 genes in Chlamydomonas; Also involved in 
oxygen-response of these genes; For CuRE 

ACCGAGA "DRE1" core found in maize rab17 gene promoter; "DRE1" was 
protected, in in vivo footprinting, by a protein in 
embryos specifically, but in leaves, was protected when 
was treated with ABA and drought; rab17 is expressed 
during late embryogenesis,and is induced by ABA 

GATAA  "I box"; "I-box"; conserved sequence upstream of light-
regulated genes; Conserved sequence upstream of light-
regulated genes of both monocots and dicots 

CCGAC core of low temperature responsive element (LTRE) of 
cor15a gene in Arabidopsis; A portion of repeat-C       
(C-repeat), TGGCCGAC, which is repeated twice in cor15a 
promoter; ABA responsiveness; Involved in cold induction 
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of BN115 gene from winter Brassica napus; LTRE; Light 
signaling mediated by phytochrome is necessary for cold- 
or drought- induced gene expression through the C/DRE in 
Arabidopsis 

WAACCA MYB recognition site found in the promoters of the 
dehydration-responsive gene rd22 and many other genes in 
Arabidopsis; W=A/T 

CANNTG  MYCCONSENSUSAT MYC recognition site found in the promoters 
of the dehydration-responsive gene rd22 and many other 
genes in Arabidopsis; Binding site of ATMYC2 (previously 
known as rd22BP1) 

GAGAC  core of sulfur-responsive element (SURE) found in the 
promoter of SULTR1; 1 high-affinity sulfate transporter 
gene in Arabidopsis; SURE contains auxin response factor 
(ARF) binding sequence (GAGACA) 

TGAC "A core of TGAC-containing W-box" of, e.g., Amy32b 
promoter; Binding site of rice WRKY71, a transcriptional 
repressor of the gibberellin signaling pathway 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาวนนทลี ชํานญัมนญูธรรม เกิ ดวนัท่ี 2 พฤษภาคม พ .ศ. 2529 ท่ีจงัหวดั

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศกึษาระดบัปริญญาตรีวิทยาศาสตรปริญญาบญัฑิต สาขาพนัธุศาสตร์ 

ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2550        

และเข้าศกึษาตอ่ในระดบัปริญญาโทวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต หลกัสตูรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ

วิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา  2551  

 

ทนุวิจยั 

- ได้รับทนุวิจยัจาก “ทนุ 90 ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั” รุ่นท่ี 9 (2/2552) 

 

การเสนอผลงาน 

- ได้รับทนุจากคณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั และ National University of 

Singapore เพ่ือไปเสนอผลงานวิจยัแบบโปสเตอร์ในงานประชมุวิชาการ  The 13th 

Biological Sciences Graduate Congress ณ ประเทศสิงคโปร์ในหวัข้อเร่ือง Early 

expression of the novel salt-responsive gene in rice (Oryza sativa L.) and its 

function in transgenic tobacco 

- เข้าร่วมเสนอผลงานวิจยัแบบบรรยายในงานประชมุวิชาการ The 14th Biological 

Sciences Graduate Congress ณ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ใน

หวัข้อเร่ือง A Potential Role of OsNUC1 in Salt Tolerance และได้รับรางวลัชมเชย 

- สง่ผลงานวิจยัแบบโปสเตอร์เข้าร่วมเสนอในงานประชมุวิชาการ Plant and Animal 

Genome XVIII Conference ณ Town and Country Convention Center, San Diego, 

California ประเทศสหรัฐอเมริกา ในหวัข้อเร่ือง  The Role of RRM Motif of Rice 

Nucleolin in Salt Tolerance via Up-regulation of Na+/H+ antiporter, SOS1 gene 

expression and H+-ATPase Activity   

- ได้รับทนุจากสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เพ่ือ

ไปเสนอผลงานวิจยัแบบบรรยายในงานประชมุวิชาการ การประชมุวิชาการพฤกษศาสตร์

แหง่ประเทศไทย ครัง้ท่ี 4 ณ โรงแรมโลตสั ปางสวนแก้ว จงัหวดัเชียงใหม่  ในหวัข้อเร่ือง 

การแสดงออกในระยะแรกของยีน OsNUC1 ในข้าว (Oryza sativa L.) หลงัจากได้รับ

ภาวะเครียดทางกายภาพและบทบาทในการทนตอ่ภาวะเครียดจากโลหะหนกั  
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