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ข้ า ว  (Oryza sativa L.) เป็ น พื ช อ าห ารส ำคั ญ ใน ภู มิ ภ าค เอ เชี ย  ซึ่ ง ใน ภ าค

ตะวันออกเฉียงเหนือของไทยนั้นถือเป็นแหล่งผลิตข้าวสำคัญที่มีคุณภาพดีแต่มีผลผลิตต่ำเนื่องจาก
ภาวะดินเค็มที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและความสามารถในการติดเมล็ด  จากการประเมินการ
ตอบสนองต่อภาวะเค็มในกล้าข้าวพบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานซึ่งเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยแสดง
ลักษณะการทนเค็ม ดังนั้น จึงทำการศึกษาทรานสคริปโทมที่เวลา 0 3 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง 
หลังจากได้รับภาวะเค็มเพื่อศึกษากลไกการทนเค็มของข้าวพันธุ์นี้โดยใช้เทคนิค  3’-Tag RNA-seq 
ผลการศึกษาพบว่ามียีนที่แสดงออกอย่างแตกต่างเป็นครั้งแรกภายหลังเผชิญกับภาวะเค็มเป็นเวลา 
12 ชั่วโมง ได้แก่ OsRCI2-5 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณ  และเมื่อเวลาผ่านไป 24 
ชั่วโมงพบว่า OsRMC ซึ่งเป็นยีนที่สามารถตอบสนองต่อภาวะเครียดจากความเค็มแสดงออกมา
อย่างแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ และเมื่อพืชเผชิญกับภาวะเค็มเป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบว่ามียีนที่
แสดงออกอย่างแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญจำนวน 63 ยีน ซึ่งมีหน้าที่เกี่ยวข้องกับความสามารถใน
การทนเค็ม ผลการวิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนที่ภาวะเค็มทั้ง 63 ยีน จากการ
คำนวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบพลวัตบางส่วน  พบว่า OsRCI2-5 และ OsRMC มีการ
แสดงออกร่วมกับยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ ประกอบด้วย Transcription 
factor และ Ubiquitin ligase enzyme โดยในภาวะเค็ม OsRMC มีส่วนทำให้มีการแสดงออก
มากขึ้นของยีนที่เกี่ยวกับการตอบสนองเพื่อป้องกันตนเองของพืชจากปัจจัยทางชีวภาพ  จาก
การศึกษาเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลกระทบของภาวะเค็มต่อการแสดงออกของยีนที่ระบุได้  ด้วย qRT-
PCR ในข้าวพันธุ์ต่าง ๆ พบว่า OsRCI2-5 และ OsRMC เป็นยีนที่พืชตอบสนองต่อภาวะเค็มและ
เกี่ยวข้องกับกลไกการทนเค็มในข้าวพันธ์ุหลวงประทาน 
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KEYWORD: transcriptome, salt stress, Thai rice cultivars, gene co-expression 

network, 3'-Tag RNA-seq 
 Pheerawat Chantanakool : TRANSCRIPTOME OF LOCAL THAI RICE CULTIVAR 

UNDER SALT STRESS CONDITION. Advisor: Prof. SUPACHITRA 
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Rice (Oryza sativa L.) has been a staple food source for many Asian 

countries. The northeastern of Thailand is one of the main regions for high quality 
rice farming. However, the grain yield obtained from rice grown in this area is quite 
low due to soil salinity, which affects plant growth, development and fertility. 
Based on the evaluation of rice seedling responses to salinity stress, ‘Luang 
Prathan’ rice, one of local Thai rice cultivars, performed salinity tolerance 
characters. To investigate the mechanisms of salt tolerance, transcriptomes of 
‘Luang Prathan’ rice after 0, 3, 6, 12, 24, and 48 hours after salt stress treatment 
were explored by using 3’-Tag RNA-seq. The differentially expressed gene (DEG) 
was first detected after 12 hours of stress treatment, which is OsRCI2-5, the gene 
involving in salt stress signal transduction. After 24 hours of salt stress, OsRMC, a 
gene responding to salt stress was detected as the significant differentially 
expressed gene. On the next timing, 48 hours of salt stress, 63 DEGs were 
detected, most of which were the genes with the stress protection functions. The 
result of gene co-expression network derived from partial dynamical correlation 
coefficient of 64 DEGs shows co-expression of OsRCI2-5 and OsRMC with stress 
responsive regulator gene, transcription factor and ubiquitin ligase enzyme. 
Moreover, in salinity condition, OsRMC might plays a role in the induction of gene 
involve with plant defense response. Based on the validation of these expressed 
genes 
by qRT-PCR, OsRCI2-5 and OsRMC are plant salt stress responsive genes and 
involving in salt tolerance mechanism in ‘Luang Prathan’ rice. 
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บทที ่1  
บทนำ 

 
1.1. ความเป็นมาและความสำคญัของปัญหา 

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชอาหารที่ มีความสำคัญต่อประชากรโลกโดยเฉพาะ 
ในทวีปเอเชีย สำหรับการผลิตข้าวให้ได้ผลผลิตที่น่าพอใจจำเป็นต้องมีการควบคุมปัจจัยต่าง ๆ ให้
เหมาะสม โดยเฉพาะปัจจัยที่ส่งผลทางลบต่อผลผลิตข้าวจำเป็นต้องมีการดูแลเพื่อให้ปัจจัยนั้นส่งผล
ต่อผลผลิตน้อยที่สุด หนึ่งในปัจจัยที่ส่งผลลบต่อผลผลิตข้าว คือ ความเครียดจากภาวะเค็ม  
(salt stress) ซึ่งเกษตรกรที่ปลูกข้าว ในหลายพื้นที่กำลังเผชิญกับปัญหาเหล่านี้อยู่โดยเฉพาะ 
ประเทศไทย (ศูนย์ศึกษาการพัฒนาภูพานอันเนื่องมาจากพระราชดำริ , 2555) ดังนั้นการเข้าใจ
เกี่ยวกับกลไกของพืชในการปรับตัวต่อภาวะเค็มนั้นจึงมีความจำเป็นอย่างยิ่งเพื่อ นำไปสู่การ 
ปรับปรุงพันธุ์ หรือการแก้ปัญหาผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อข้าวได้อย่างตรงจุด ซึ่งนักวิทยาศาสตร์
ได้มีการศึกษาถึงกลไกดังกล่าวในข้าวมาเป็นระยะเวลานาน โดยเฉพาะนักชีววิทยาโมเลกุลของพืช  
(Wu et al., 2015) ความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มของพืชนั้นเป็นลักษณะถ่ายทอดเชิงปริมาณ 
(quantitative trait) ซึ่งถูกควบคุมโดยการทำงานของหลายยีน (polygene) ในปัจจุบันมีการค้นพบ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนต่อภาวะเค็มมากมาย โดยพบว่ายีนส่วนหนึ่งเกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณ  
(signal transduction) การควบคุมการถอดรหัส (transcription regulation) การเข้าออกของ 
อิออน (ion transport) และเกี่ยวกับวิถีเมแทบอลิซึม (metabolic pathways) (สุมาลี ชูกำแพง, 
2555) การค้นพบยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนต่อภาวะเค็มนั้นได้มาจากการศึกษาหลายวิธีซึ่งรวมทั้งวิธี
ทางทรานสคริปโทม (transcriptomic approach) (Reddy et al., 2017) 

ทรานสคริปโทม (transcriptome) เป็นการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ในจีโนม (genome)  
ซึ่งคือ RNA transcript ทั้งหมดที่แสดงออก ณ ช่วงเวลาหนึ่ง การศึกษาการแสดงออกของยีนต่าง ๆ 
ได้มีการพัฒนาเทคนิคที่ใช้ศึกษามาอย่างต่อเนื่อง ในปัจจุบันด้วยเทคโนโลยีของ high-throughput 
sequencing ทำให้นักวิจัยสามารถศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ mRNA ทั้งหมดโดยการทำ RNA 
sequencing (RNA-seq) ซึ่ งจ ะ ได้ ข้ อ มู ล ท ราน สค ริป โท ม ที่ ค รอบ คลุ ม และละ เอี ย ดก ว่ า 
เทคนิคการศึกษาทรานสคริปโทมในยุคก่อนหน้า (Spies and Ciaudo, 2015) ปัจจุบันเทคนิค  
3′-Tag RNA-seq เป็นเทคนิคในการศึกษาทรานสคริปโทมที่มีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าเทคนิค RNA 
sequencing แบบพื้นฐาน และได้ข้อมูลปริมาณการแสดงออกของยีน (gene expression level)  
ที่แม่นยำกว่า เนื่องจากเทคนิคนี้จะเตรียม complementary DNA (cDNA) library จากการสร้าง 
cDNA ด้วยการทำกระบวนการย้อนการถอดรหัส (reverse transcription) จากปลายด้าน 3’-end 
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ของ mRNA (messenger RNA) เริ่มแรกเพียงหนึ่ งสายเท่ านั้น  ลำดับนิ วคลี โอไทด์ที่ อ่ านได้  
(sequencing read) เพียงหนึ่ งสายจึงหมายถึงมีการถอดรหัส (transcription) ของยีนหนึ่ง ๆ  
จนกลายเป็นทรานสคริป (transcript) หรือ mRNA จากยีนนั้น ๆ หนึ่งครั้ง ในขณะที่วิธีพื้นฐานจะทำ
กระบวนการย้อนการถอดรหัสจาก mRNA ทั้ งสายที่ ถูกทำให้กลายเป็น  ชิ้นย่อยหลายชิ้น 
(fragmentation) sequencing read ที่อ่านได้หนึ่งสายจึงไม่ได้บ่งบอกถึง จำนวนที่แท้จริงของ 
การถอดรหัสในยีนนั้น การศึกษาด้วยวิธีนี้บางกรณีจึงจำเป็นต้องมีการทำ short read assembly 
และดัดแปรข้อมูลเพื่อให้ทราบปริมาณการแสดงออกของยีนที่แท้จริงซึ่งมีโอกาสเกิดข้อผิดพลาดสูง 
การศึกษาทรานสคริปโทมด้วยเทคนิค 3′-Tag RNA-seq จึงมีความเหมาะสมสำหรับการศึกษา 
ทรานสคริปโทมที่มุ่งเน้นที่จะทราบปริมาณการแสดงออกของยีนที่แม่นยำโดยมีจุดประสงค์เพื่อที่จะ
หายีนที่แสดงออกอย่างแตกต่าง (Differentially expressed genes: DEGs) โดยเป็นเทคนิคที่  
มีค่าใช้จ่ายน้อยเนื่องจากใช้ปริมาณ cDNA library สำหรับที่จะนำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ในปริมาณ
น้อยกว่าเมื่อเทียบกับเทคนิค RNA sequencing แบบพื้นฐาน แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาด้วยเทคนิค
นี้สามารถทำได้แค่สิ่ งมีชีวิตกลุ่มยูแคริโอต (eukaryotic organism) ที่มี  reference genome  
ที่สมบูรณ์  อีกทั้ งยังไม่สามารถใช้ศึกษา alternative splice variation ที่ เกิดขึ้นได้ (Lohman, 
Weber, and Bolnick, 2016; Froenicke, 2018) 

การศึกษาด้วยวิธีทรานสคริปโทมนั้นถูกนำมาใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนในข้าว
ขณะที่เผชิญกับภาวะเค็มทำให้นักสรีรวิทยาของพืชเข้าใจกระบวนการทางชีววิทยาที่ทำให้พืชทนต่อ
ความเค็มมากขึ้น โดยที่ผ่านมามีการออกแบบการทดลองเพื่อเก็บตัวอย่างสำหรับศึกษาได้สองวิธี 
(Dutta, Snyder, and Klapa, 2007) คือ 1. แบบ snapshot เป็นการศึกษาการแสดงออกของยีน
จากตัวอย่างพืชที่เผชิญกับภาวะต่างกันที่ช่วงเวลาใดเวลาหนึ่ง อาทิ การศึกษาของ Walia et al. 
(2005) ที่ศึกษาในข้าวพันธุ์ FL428 การศึกษาของ Zhou et al. (2016) ที่ศึกษาด้วย RNA-seq  
ใน  Dongxiang Wild Rice (Oryza rufipogon Griff.) 2. แ บ บ  time-series เป็ น ก า ร ศึ ก ษ า  
การแสดงออกของยีนจากตัวอย่างพืชที่เผชิญกับภาวะต่างกันโดยติดตามการแสดงออกที่เวลาต่าง ๆ 
ซึ่งจะทำให้เห็นการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่เกิดขึ้นภายหลังเผชิญกับภาวะนั้น ๆ และ  
ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกระบวนการทางชีววิทยาบางอย่าง (Dutta, Snyder, and Klapa, 2007; 
Spies and Ciaudo, 2015) อาทิ การเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาเพื่อตอบสนองต่อภาวะเค็ม 
ที่แต่ละกระบวนการย่อย ๆ เกิดขึ้นที่เวลาต่างกัน อย่างเช่น การศึกษาของ Kawasaki et al. (2001) 
ที่ศึกษา time-series transcriptome ด้วยเทคนิค microarray ในข้าวพันธุ์ Pokkali การศึกษาของ 
Zhou et al. (2007) ในข้าวพันธุ์ Minghui 63 การศึกษาของ Kumari et al. (2009) ในข้าวพันธุ์ 
IR64 ซึ่งล้วนแล้วมาจากการที่นักสรีรวิทยาเชื่อมโยงกับการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาของพืช  
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ที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มและความสามารถในการรักษาดุลยภาพสำหรับการเจริญเติบโต ทำให้ได้มา
ซึ่ง germplasm ที่ใช้ในการศึกษา 

เนื่องจากประเทศไทยมีข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีจำนวนมากจึงมี ความหลากหลาย 
ทางพันธุกรรมสูง และมีการเพาะปลูกในสภาพแวดล้อมที่ต่างกันในแต่ละท้องถิ่น และมีการคัดเลือก
เก็บสายพันธุ์ที่ดีไว้  จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยหลายพันธุ์มีความสามารถ 
ในการทนเค็ม (นพคุณ คุณผลวัฒนา, 2558) แต่ยังมีการศึกษากลไกการตอบสนองทางสรีรวิทยาต่อ
ภาวะเค็มสำหรับข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยไม่มากนัก   ในงานวิจัยครั้งนี้จึงได้ดำเนินการคัดเลือก 
ข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีความสามารถในการทนเค็มโดยการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา 
ที่ตอบสนองต่อภาวะเค็ม อาทิ ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ด้วยแสงและค่าคะแนนความเสียหาย
จากความเค็ม (Gregario, Senedhira, and Mendozo, 1997) เป็นต้น สำหรับศึกษา time-series 
transcriptome ด้วยเทคนิค 3′-Tag RNA-seq ในขณะที่พืชตอบสนองต่อภาวะเค็มที่ระยะเวลา 
ต่าง ๆ โดยมีจุดมุ่งหมายเพื่อศึกษา gene expression profile ของข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่ทนเค็ม
เพื่อเข้าใจกลไกการตอบสนองของพืชต่อภาวะเค็มมากขึ้น ซึ่งผู้วิจัยมุ่งหวังว่าข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทย
น่าจะมีกลไกการทนเค็มบางอย่างที่แตกต่างไปจากข้าวพันธุ์มาตรฐานทนเค็มและข้าวพันธุ์ทนเค็ม  
อื่น ๆ ที่มีการศึกษามาก่อนหน้าแล้ว โดยในการศึกษาครั้งนี้จะมีการระบุยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับ 
การทนเค็ม (putative salt tolerant candidate genes) มีการวิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วม
ของยีน (gene co-expression network) และยืนยันผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อการแสดงออก
ของยีนที่ระบุได้ด้วยการทำ quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) ซึ่งการเข้าใจ
กลไกในการทนเค็มและการทราบยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็มของข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยนั้น  
จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งสำหรับการปรับปรุงพันธุ์ข้าวในอนาคต 
 
1.2. วัตถุประสงค ์

1.2.1. ศกึษากลไกการทนเคม็ของขา้วพันธ์ุพื้นเมืองไทยด้วยวิธีการศึกษาทรานสคริปโทม 
1.2.2. ทำนายยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็ม (putative salt tolerant candidate 
genes) 

1.3. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
การทราบถึงพันธุ์ข้าวพื้นเมืองไทยที่มีความสามารถในการทนเค็ม และกลไกการทนเค็มที่

สามารถทำนายยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็มได้จะสามารถนำข้อมูลเหล่านี้ไปใช้ในกระบวนการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวสายพันธ์ุทนเค็มได้ต่อไปในอนาคต 
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บทที ่2  
ตรวจสอบเอกสาร 

 
2.1. ข้าวและอุปสรรคในการผลิตข้าว 

ข้ าว (Oryza sativa L.) เป็ นพื ชที่ อยู่ ในวงศ์  POACEAE เช่น เดี ยวกับหญ้ า มี ความ
หลากหลายทางชีวภาพสูง ปลูกขึ้นง่ายเนื่องจากมีความทนทานและสามารถเจริญอยู่ในหลาย 
สภาพภูมิอากาศในแต่ละภูมิประเทศของโลก ไม่ว่าจะเป็นในถิ่นแห้งแล้งแบบทะเลทราย ในพื้นที่  
ราบลุ่มน้ำท่วมถึง หรือแม้กระทั่งบนเทือกเขาที่มีอุณหภูมิต่ำ (ประพาส วีระแพทย์, 2520)  ข้าวนั้น 
ถือว่ามีความสำคัญต่อประชากรโลกอย่างมากเนื่องจากเป็นพืชธัญญาหารหลักของโลก โดยเฉพาะคน
ในทวีปเอเชีย ซึ่งปัจจุบันมีแนวโน้มของการบริโภคข้าวเป็นอาหารมากขึ้นทุกปี (Mohanty, 2013; 
Rabara et al., 2018; Koizumi and Furuhashi, 2020) 

ปัจจุบันมีการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นและเมล็ดข้าวในทางอนุกรมวิธานเพื่อ
จำแนกข้าวในระดับต่ำกว่าสปีชีส์ได้เป็นพันธุ์ (varieties) ต่าง ๆ ดังตาราง 1 ซึ่งแต่ละพันธุ์นั้นนิยม
ปลูกในทวีปเอเชียที่บริเวณต่าง ๆ กัน โดยที่ Oryza sativa var. indica เป็นข้าวที่ปลูกในประเทศ
เขตร้อน อาทิ ศรีลังกา จีนตอนใต้และตอนกลาง อินเดีย อินโดนีเซีย บังกลาเทศ ไทย ฟิลิปปินส์  
เป็นต้น Oryza sativa var. japonica เป็นข้าวที่ปลูกในประเทศจีนตอนเหนือและตะวันออก ญี่ปุ่น 
เกาหลี และประเทศอื่น ๆ ที่อยู่ในเขตอบอุ่น ส่วน Oryza sativa var. javanica เป็นข้าวที่พบว่ามี
การปลูกในประเทศอินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ เป็นต้น แต่ไม่ค่อยได้รับความนิยมเนื่องจากข้าวพันธุ์นี้ให้ผล
ผลิตที่ค่อนข้างต่ำ (ประพาส วีระแพทย,์ 2520) 

 
ตารางที่ 1 ลักษณะที่สำคญัของข้าวในแต่ละพันธุ์ (ประพาส วีระแพทย์, 2520) 

ลักษณะที่สำคัญของข้าว O. sativa var. indica O. sativa var. japonica O. sativa var. javanica 

ใบ กว้าง สีเขียวอ่อน แคบ สีเขียวแก่ กว้าง แข็ง สีเขียวอ่อน 

เมล็ด ยาว ค่อนข้างแบน สั้น กลม กว้างหนา 

กอ แตกกอมาก แตกกอปานกลาง แตกกอน้อย 

ต้น สูง อ่อน เตี้ย แข็ง สูง แข็ง 

หางของเมล็ด สั้น สั้นมาก-ยาว สั้นมาก-ยาว 

ขนของข้าวเปลือก สั้นมาก ขนมาก และยาว ขนยาว 

การร่วง เมล็ดร่วงง่าย เมล็ดร่วงยาก เมล็ดร่วงยาก 
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สำหรับการผลิตข้าวให้ได้ผลผลิตที่น่าพอใจ โดยมีคุณภาพที่ดี ผลิตได้ปริมาณที่เหมาะสมนั้น
ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายปัจจัยที่เข้ามาส่งผลต่อการเจริญเติบโตของต้นข้าวในระหว่างที่ดำเนินการปลูก 
ไม่ว่าจะเป็นที่ชนิดพันธุ์ข้าวที่ใช้ปลูกซึ่งแต่ละท้องที่ก็มีพันธุ์ข้าวพื้นเมือง (rice cultivar) แตกต่าง
ออกไปตามแต่ละพื้นที่ ลักษณะของเมล็ดพันธุ์ วัชพืช โรคข้าว แมลงศัตรูข้าว และการขาดการจัดการ
หลังการเก็บเกี่ยวที่ดี ล้วนแล้วเป็นปัจจัยทางชีวภาพที่เข้ามาส่งผลต่อผลผลิตข้าว ส่วนปัจจัยทาง
กายภาพที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของต้นข้าวแล้วส่งผลต่อผลผลิตข้าวนั้นพบว่ามาจากปัญหา
จากสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของข้าว อาทิ ปัญหาจากดินในบริเวณที่ทำการปลูก 
การเผชิญกับความเครียดจากภาวะเค็ม (salt stress) การจัดการน้ำที่ไม่ดี การเผชิญกับความเครียด
จากภาวะแล้ง (drought stress) การที่ข้าวถูกเผชิญกับน้ำท่วมในระยะสั้น และการที่ข้าวเผชิญกับ
อุณหภูมิที่ไม่เหมาะสม เป็นต้น (Duwayri, Tran, and Nguyen, 1999) 

 
2.2. ความเครียดจากภาวะเค็มของพืช 

ความเครียดจากภาวะเค็มของพืช (plant salt stress) หมายถึง สภาวะที่พืชเจริญอยู่บริเวณ
ดินที่มีสารละลายเกลืออยู่ปริมาณสูง ส่งผลให้การเจริญเติบโตของพืชหยุดชะงักหรือตายได้   
(Zhu, 2007) ซึ่งถ้าหากพืชไม่ทนเค็มหรือทนเค็มได้น้อยเผชิญกับความเค็มก็จะแสดงอาการคล้ายกับ
การที่พืชขาดน้ำ เช่น การเจริญเติบโตโดยรวมถูกชะงักและมีขนาดเล็กกว่าพืชที่ปลูกในดินธรรมดา 
รวมทั้งอาจมีอาการใบม้วนเพื่อลดการคายน้ำ หรือใบอาจมีสีเขียวเข้มแกมน้ำเงิน (bluish green) 
มากกว่าพืชในสภาวะปกติ เนื่องจากในช่วงแรกที่พืชเผชิญกับภาวะเค็มจะสร้างใบที่มีคลอโรฟิลล์ 
(chlorophyll) มาก และมีสารเคลือบใบ (cuticle) หนาเพื่อลดการสูญเสียน้ำหรือในบางกรณีอาจมี
อาการปลายใบไหม้ (tip burn) เกิดจุดประ (mottles) บนใบ มีใบม้วน และเหลืองเนื่องจากขาด
คลอโรฟิลล์ หรืออาจมีใบเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล ปลายใบและขอบใบแห้งกรอบ เป็นต้น (อรุณี ยูวะนิยม, 
2547) 

การที่พืชเผชิญกับภาวะเค็มนั้นจะส่งผลให้การเจริญเติบโตของพืช ผลผลิต และคุณภาพของ
พืชนั้นลดลง อันเป็นผลมาจาก 

1. ความเครียดออสโมติก (osmotic stress) ซึ่งเป็นความเครียดที่พืชเผชิญเมื่อพืชเจริญอยู่
ในที่ที่สารละลายภายในดินมีความเข้มข้นมากกว่าภายในต้นพืช ทำให้ชลศักย์ (water potential, 

ᴪw) ของน้ำในดินมีค่าต่ำกว่าชลศักย์ของน้ำภายในต้นพืช เซลล์พืชจึงมีโอกาสขาดน้ำและตายได้ 
เพราะน้ำจะไหลจากบริเวณที่มีชลศักย์สูง (เกลือเจือจาง) ไปสู่บริเวณที่มีชลศักย์ต่ำกว่า (เกลือเข้มข้น) 
(Ayers, 1975; Zhu, 2007; Yadav et al., 2011; Liang et al., 2018; อรุณี ยูวะนิยม, 2547) 

2. ความเป็นพิษจากอิออน (ion toxicity) เนื่องจากอิออนบางชนิดที่พืชสะสมเข้าไปมีมาก
เกินความจำเป็นของพืช (Ayers, 1975) อาจทำให้พืชแสดงอาการขอบใบไหม้และลามไปถึงเส้นกลาง
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ใบในที่สุด สำหรับอิออนสำคัญที่ไปมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของพืชในสภาวะเค็มนั้น ได้แก่ 
โซเดียมอิออน (Na+) และคลอไรด์อิออน (Cl-) ซึ่งมีผลทำให้พืชตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ลดลง 
สังเคราะห์โปรตีนได้ลดลง และมีอัตราการเจริญเติบโตที่น้อยลงในที่สุด (Ayers, 1975; Zhu, 2007; 
Yadav et al., 2011; Liang et al., 2018; อรุณี ยูวะนิยม, 2547) 

3. ความไม่สมดุลของธาตุอาหาร (plant nutrient imbalance) ทำให้พืชแสดงอาการ 
เป็นพิษหรืออาการขาดธาตุอาหารซึ่งเป็นผลมาจากประจุธาตุบางชนิดในสารละลายดินมีมากกว่า
ระดับปกติและไปส่งผลยับยั้งขัดขวางการดูดธาตุอาหารอื่น ๆ ซึ่งส่งผลกระทบโดยตรงต่อกระบวนการ
ทางสรีรวิทยาหลาย ๆ อย่างที่เกิดขึ้นในพืช อาทิ กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง (photosynthesis) 
เนื่องจากการขาดธาตุ Mg และ N ซึ่งเป็นองค์ประกอบสำคัญของคลอโรฟิลล์ (chlorophyll) นั้นย่อม
ส่งผลต่อกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงเป็นอย่างมาก (Yadav et al., 2011; อรุณี ยูวะนิยม, 2547) 

4. ความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ซึ่งเป็นผลมาจากสารอนุมูลอิสระ เช่น 
superoxide radicals, hydrogen peroxide (H2O2) และ hydroxyl radicals (OH-) ที่พืชถูกชักนำ
ให้สร้างขึ้นเมื่อเผชิญกับภาวะเครียด โดยสารอนุมูลอิสระเหล่านี้จะไปทำลายส่วนต่าง ๆ ของเซลล์  
เช่น โปรตีน กรดนิวคลีอิก เยื่อหุ้มเซลล์ เป็นต้น (Ayers, 1975; Zhu, 2007; Yadav et al., 2011; 
Liang et al., 2018; อรุณี ยูวะนิยม, 2547) 

ในปัจจุบันพบว่าข้าวนั้นเป็นพืชอาหารที่ได้รับผลกระทบจากภาวะเค็ม  เนื่องจากพื้นที่ปลูก
ข้าวในหลายพื้นที่เป็นที่ประสบปัญหาดินเค็ม ซึ่งดินที่มีเกลือสะสมอยู่ในปริมาณมากย่อมทำให้
คุณสมบัติทายกายภาพของดินเปลี่ยนไปในทางที่ไม่ดี เป็นอันตรายต่อระบบราก และส่งผลต่อการดูด
น้ำและแร่ธาตุในดินไปใช้ (ศูนย์ศึกษาการพัฒนาภูพานอันเนื่องมาจากพระราชดำริ , 2555) โดยมี
รายงานว่าหากข้าวเจริญอยู่ในพื้นที่ที่มีค่าการนำไฟฟ้าของสารละลายที่สกัดจากดินที่อิ่มตัวด้วยนํ้า 
ที่อุณหภูมิ  25°C (ECe) ประมาณ 4 dS/m จะถือว่าข้าวเผชิญกับภาวะเครียดเค็มปานกลาง  
และหากข้าวเจริญอยู่ในพื้นที่ที่มีค่า ECe มากกว่า 8 dS/m จะถือว่าข้าวเผชิญกับภาวะเครียดเค็มสูง 
และหากข้าวเผชิญกับภาวะเครียดเค็มเป็นเวลานานย่อมส่งผลให้ข้าวตายหรือมีอัตราการเจริญเติบโต
ที่ เปลี่ยนไปซึ่งเป็นผลมาจากการปรับตัวของข้าวเพื่อให้เจริญอยู่ได้ในภาวะเค็ม โดยจะมีการ
เปลี่ยนแปลงกลไกบางอย่างที่เป็นการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี การเปลี่ยนแปลงสรีรวิทยา และ  
การเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาซึ่งสังเกตอาการได้โดยทั่วไปโดยพบว่าใบจะมีการเปลี่ยนแปลงเป็น
สีขาวหรือน้ำตาล ปลายใบไหม้ ใบม้วนหรือตาย การเจริญเติบโตโดยรวมหยุดชะงัก การแตกกอ 
(tillering) เกิดขึ้นน้อย การเจริญของรากต่ำและไม่มีประสิทธิภาพ ส่งผลให้ข้าวเจริญเติบโตในแปลง
ไม่สม่ำเสมอ ยิ่งไปกว่านั้นยังส่งผลต่อพัฒนาการของเมล็ดข้าว ทำให้การติดเมล็ดน้อย และส่ งผลต่อ
ผลผลิตในที่สุด (IRRI, 2006) ซึ่งหลายพื้นที่กำลังเผชิญกับปัญหานี้ อาทิ ในตอนใต้ของอินเดียพบว่า 
มีผลผลิตข้าวลดลงถึง 23 kg/ha เมื่อข้าวประสบกับปัญหาดินเค็ม (Duwayri, Tran, and Nguyen, 
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1999) และในบริเวณดินดอนสามเหลี่ยมปากแม่น้ำโขงในประเทศเวียดนามซึ่งเป็นแหล่งปลูกข้าวที่
สำคัญก็ประสบปัญหากับความเค็มเช่นกัน (Nhan et al., 2012) สำหรับประเทศไทยนั้นพบว่าปัญหา
ดินเค็มนับว่าเป็นปัญหาที่สำคัญเนื่องจากในหลายท้องที่ที่มีการเพาะปลูกนั้นเกษตรกรกำลังเผชิญกับ
ปัญหาดินเค็มโดยเฉพาะอย่างยิ่งภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีดินเค็มกระจัดกระจายอยู่ทั่วไปประมาณ 
17.8 ล้านไร่ และร้อยละ 76 ของพื้นที่ดังกล่าวเป็นพื้นที่ปลูกข้าว (ศูนย์ศึกษาการพัฒนาภูพานอัน
เนื่องมาจากพระราชดำริ, 2555) อีกทั้งยังมีบริเวณภาคกลางบางส่วนที่เป็นแหล่งปลูกข้าวแต่ก็ประสบ
ปัญหาดินเค็มหรือน้ำที่ใช้ในการทำการเกษตรมีปริมาณเกลือสูงซึ่งเป็นผลอันเนื่องมาจากน้ำทะเล  
หนุนสูงในบางช่วงจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศ ซึ่งภาครัฐจำเป็นต้องมีการบริหารจัดการน้ำ
ที่ดีเพื่อสร้างสมดุลระหว่างน้ำในเขื่อนที่จะต้องถูกระบายเพื่อผลักดันน้ำเค็มที่รุกล้ำเข้ามาและน้ำที่จะ
ถูกจัดสรรเพื่อใช้ในการทำการเกษตร ซึ่งปัจจุบันรัฐจำเป็นต้องรับมือกับการป้องกันภาวะเค็มและ
ภาวะแล้งเพื่อไม่ให้กระทบต่อภาคเกษตรกรรมของไทยโดยเฉพาะการปลูกข้าว (ไทยพับลิก้า, 2563) 

  
2.3. การตอบสนองของพืชต่อความเครียดจากภาวะเค็ม 

ในภาวะที่พืชเผชิญกับสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ อาทิ ความเครียดจากภาวะเค็ม เซลล์พืชจะสามารถ
รับรู้และสามารถตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อมที่เผชิญอยู่ได้ เนื่องจากเซลล์พืชมีกระบวนการส่งสัญญาณ
ในเซลล์ (cellular signal transduction) ซึ่งเป็นกระบวนการที่เซลล์รับรู้ปัจจัยกระตุ้นจากภายนอก 
(signal perception) แล้วถ่ายทอดหรือขยายสัญญาณ (transduction) ผ่านการทำงานของโมเลกุล
หลายชนิดภายในเซลล์ (relays molecule) แล้วก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน 
(alteration of gene expression) โดยเป็นยีนที่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงชีวเคมีภายในเซลล์  
การเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยา แล้วก่อให้เกิดการการเปลี่ยนแปลงทางกายวิภาคศาสตร์และสัณฐาน
วิทยาตามมาซึ่งมีความจำเพาะกับสิ่งแวดล้อมที่พืชเผชิญอยู่เพื่อให้พืชสามารถปรับตัวให้ดำรงอยู่กับ
สิ่งแวดล้อมนั้น ๆ ได้ (Buchanan, Gruissem, and Jones, 2015; Tripathy et al., 2019; Zelm, 
Zhang, and Testerink, 2020) โดยพบว่ายีนที่ถูกชักนำให้มีการแสดงออกนั้นสามารถจำแนกตาม
หน้าที่ในการทำงานได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ (Hirt and Shinozaki, 2003) 

1. ยีนที่ทำหน้าที่โดยตรงในการป้องกันตัวเองจากความเครียดเน่ืองจากสิ่งแวดล้อม (directly 
protect against environmental stress) ซึ่งสามารถจำแนกได้ ดังนี ้

1.1 ยีนที่ทำหน้าที่รับมือกับความเครียดออสโมติก อาทิ ยีนที่สามารถ encode ให้ 
water channel protein หรือ Aquaporins (Liu et al., 2019) ยีนที่สามารถ encode ให้ 
Late Embryogenesis Abundant (LEA) protein (Moons, De Keyser, and Van 
Montagu, 1997; Buchanan, Gruissem, and Jones, 2015) และยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์และสะสม compatible solutes ซึ่งเป็นสารในรูปน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว น้ำตาล
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โมเลกุลคู่ sugar alcohol หรือกรดอะมิโนบางตัว เช่น proline เป็นต้น โดยมีจุดประสงค์
เพื่อรักษาชลศักย์ภายในต้นพืชเพื่อแก้ไขปัญหาการขาดน้ำของพืชอันเนื่องมาจากค่าชลศักย์
ของน้ำภายในดินต่ำกว่าภายในรากแล้วส่งผลให้รากดูดน้ำไปใช้ไม่ได้ รวมทั้งยีนที่ทำหน้าที่
โดยตรงให้พืชมีการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาเพื่อรักษาสมดุลของการใช้
น้ำให้เพียงพอต่อความต้องการ อาทิ การเปลี่ยนแปลงอัตราการสังเคราะห์ด้วยแสง การเปิด
ปิดของปากใบ และการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของราก เป็นต้น (Buchanan, Gruissem, 
and Jones, 2015; Zelm, Zhang, and Testerink, 2020) 

1.2 ยีนที่แก้ไขปัญหาความเป็นพิษจากอิออนบางชนิดและความไม่สมดุลของธาตุ
อาหาร อาทิ ยีนที่เกี่ยวข้องกับ compartmentation ผ่านการทำงานของ ion channel 
protein ซึ่งเกี่ยวข้องกับการควบคุมภาวะธำรงดุลของอิออน  (ion homeostasis) ให้
ใกล้เคียงกับภาวะปกติด้วย โดยจะคงรักษาอิออนที่มีความจำเป็นเอาไว้ และกำจัดอิออนที่
เป็นพิษและมีมากเกินออกไปหรือนำไปเก็บไว้ใน vacuole อาทิ ควบคุมให้อัตราส่วนของ 
K+/Na+ สูง เนื่องจากสภาวะปกติ K+ มีความจำเป็นต่อพืชและพบในปริมาณมากภายในเซลล์ 
(100-200 mM) ส่วน Na+ พบอยู่ในปริมาณน้อย (1-10 mM) (Buchanan, Gruissem, and 
Jones, 2015; Zelm, Zhang, and Testerink, 2020; สุมาลี ชูกำแพง, 2555) 

1.3 ยีนที่ทำหน้าที่รับมือกับความเครียดออกซิเดชัน อาทิ ยีนที่ทำหน้าที่ลดหรือ
บรรเทาความเป็นพิษของสารอนุมูลอิสระโดยสร้างสารต้านอนุมูลอิสระในรูปของเอนไซม์ 
เช่น superoxide dismutases (SOD), catalase (CAT), ascorbase peroxidase (APX), 
glutathione-S-transferases (GST), monodehydroascorbate reductase (MDHAR), 
dehydroascorbate reductase (DHAR), glutathione reductase (GR) แ ล ะ 
glutathione peroxidases (GPX) เป็นต้น หรือเป็นยีนที่ encode ให้เอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับ
วิถีการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระที่ไม่ใช่เอนไซม์อย่างเช่น glutathione (GSH), ascorbic 
acid (AA), tocopherols (TOCs), carotenoids (CARs) แ ล ะ  flavonoids เ ป็ น ต้ น  
ซึ่งสารเหล่านี้จะเปลี่ยนสารอนุมูลอิสระให้อยู่ในรูปที่ ไม่เป็นพิษต่อเซลล์หรือเป็นพิษ  
ต่อเซลล์น้อย (Buchanan, Gruissem, and Jones, 2015; Tripathy et al., 2019; สุมาลี 
ชูกำแพง, 2555) 
2. ยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ และยีนที่เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณ 

(regulate gene expression and signal transduction) ได้แก่ 
2.1 ยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอ่ืน ๆ โดยควบคุมในขั้นตอนของการ

ถอดรหัส (transcriptional control) ซึ่งเป็น DNA binding protein อาทิ transcription 
factor (TFs) ซึ่งสามารถถูกชักนำให้มีการแสดงออกในระหว่างที่พืชเผชิญกับความเครียด
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จากสิ่งแวดล้อมชนิดต่าง ๆ  และมักทำงานร่วมกันเป็นโครงข่ายอันสลับซับซ้อน ในปัจจุบัน
สามารถจำแนกออกเป็นกลุ่มต่าง ๆ ได้ อาทิ DREB family ซึ่งเป็นกลุ่มของ Dehydration 
responsive element binding protein, ERF family  ห รื อ  Ethylene-responsive 
element binding factor, Zinc finger family, WRKY family,  MYB family, bZIP 
family, NAC family, กลุ่ มของ Hemeodomain transcription factor และกลุ่ มของ 
basic helix-loop-helix protein เป็นต้น (Shanker and Venkateswarlu, 2011) 

2.2 ยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ ในการควบคุมหลังการ
ถอดรหั ส  (post-transcriptionional control) อาทิ  ยี นที่  encode ให้  RNA binding 
protein ยีนที่ เกี่ยวข้องกับ  post-transcription processing ที่ เปลี่ยน pre-mRNA เป็น 
mRNA ยีนที่ควบคุม RNA splicing (Sripinyowanich et al., 2013; Udomchalothorn 
et al., 2017) และยีนที่ เกี่ยวข้องกับ RNA interference เป็นต้น (Mangrauthia et al., 
2013)  

2.3 ยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ ในการควบคุมภายหลัง 
ก ารแ ป ล รหั ส  (post-translationional control) อ าทิ  ยี น ที่ เกี่ ย วข้ อ งกั บ  protein 
modification (Pou et al., 2016) แ ล ะ  ubiquitin ligase enzyme (Zhang et al., 
2015)  เป็นต้น 

2.4 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณ อาทิ Protein kinase และเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง
กับ phosphoinositide metabolism และยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถีของฮอร์โมนพืชชนิดต่าง ๆ 
ซึ่งทำงานร่วมกัน (cross-talk) เป็นต้น (Hirt and Shinozaki, 2003; Halbeisen et al., 
2008) 
แต่อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยังคงมีการศึกษากลไกการตอบสนองของพืชต่อภาวะเค็มอย่าง

ต่อเนื่องและยังไม่สิ้นสุดเพราะปรากฏการณ์ทางชีววิทยามีกลไกที่ซับซ้อนกอปรกับความหลากหลาย
ทางชีวภาพของสิ่งมีชีวิตนั้นส่งผลให้พืชแต่ละชนิดมีความแตกต่างออกไปและมีกลไกที่แตกต่างกันใน
การเผชิญกับภาวะเค็ม การศึกษากลไกการตอบสนองของพืชต่อภาวะเค็มเพื่อให้ทราบกลไกและ  
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มในพืชนั้นยังคงเป็นอีกหนึ่งภารกิจสำคัญของนักวิจัยที่ต้องทำให้สำเร็จ  
เพื่อเป็นองค์ความรู้สำหรับการปรับปรุงพันธุ์  และเป็นฐานข้อมูลสำหรับการจัดการเกษตร 
ตามแนวทางการทำการเกษตรแบบอัจฉริยะ (smart farming หรือ intelligent farming) ที่ต้อง
พึ่งพาองค์ความรู้ที่มีการศึกษามาอย่างต่อเนื่อง อันเป็นความหวังใหม่ของเกษตรกรและผู้บริโภคทั่ว
โลกที่ต้องการความยั่งยืนทานด้านการเกษตรสืบไป (Tantalaki, Souravlas, and Roumeliotis, 
2019; สำนักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2563)  
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2.4. การศึกษากลไกและยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มในข้าว 
ด้วยเหตุที่ข้าวเป็นพืชอาหารที่ได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก และมีแหล่งผลิตข้าวกระจายอยู่

หลายภูมิภาคทั่วโลกซึ่งแตกต่างไปตามลักษณะของภูมิอากาศ และจากสิ่งแวดล้อมที่มีความแปรผันไป
ในแต่ละพื้นที่ทำให้ข้าวเป็นพืชที่มีความหลากหลายสูงเพราะถูกคัดเลือกสายพันธุ์มาอย่างยาวนาน 
(ประพาส วีระแพทย์, 2520) สำหรับประเทศไทยนั้นมีรายงานว่าคนไทยมีความผูกพันกับข้าวและ 
การปลูกข้าวมาตั้งแต่อดีต มีการพัฒนาและคัดเลือกสายพันธุ์ข้าวพื้นเมืองที่มีลักษณะดีมาอย่าง
ต่อเนื่อง โดยในรัชสมัยของพระบาทสมเด็จพระจุลจอมเกล้าเจ้าอยู่หัวฯ ได้มีพระราชดำริให้กระทรวง
เกษตราธิการ (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ในขณะนั้น) จัดให้มีการประกวดพันธุ์ข้าวพื้นเมืองของ
เกษตรกรจากพื้นที่ต่าง ๆ ทั่วราชอาณาจักรเพื่อส่งเสริมให้เกษตรกรมีการพัฒนาสายพันธุ์และเก็บ
รักษาข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่มีลักษณะดีเอาไว้ เพื่อนำไปแจกจ่ายให้เกษตรกรทำพันธุ์เพาะปลูกในโอกาส
ต่าง ๆ (การประกวดพันธุ์ข้าว ที่วัดสุทัศน์เทพวราราม, 2452; แจ้งความกระทรวงเกษตราธิการเรื่องมี
ผู้ให้พันธุ์ข้าวปลูกแก่กระทรวงเกษตราธิการสำหรับแจกให้ชาวนาให้ทำพันธุ์เพาะปลูก , 2471) อาทิ  
ในพระราชพิธีจรดพระนังคัลแรกนาขวัญซึ่งถูกจัดขึ้นเพื่อเป็นขวัญกำลังใจและเปิดโอกาสให้เกษตรกร
เก็บเมล็ดพันธุ์ที่ดีไปใช้ปลูกในนาของตน (พระบาทสมเด็จพระจุลจอมเกล้าเจ้าอยู่หัว, 2431) ทำให้ใน
ปัจจุบันมีรายงานว่าประเทศไทยมีข้าวไม่น้อยกว่า 3,500 พันธุ์ ประกอบด้วยข้าวป่า (wild rice)  
ข้าวพันธุ์พื้นเมือง (local cultivars) จากการคัดเลือก และข้าวที่ถูกปรับปรุงพันธุ์ขึ้นใหม่ (breeding) 
ซึ่งส่วนใหญ่เกิดขึ้นมาจากการศึกษาวิจัย (Meepripruk et al., 2016) ด้วยเหตุนี้ข้าวไทยโดยเฉพาะ
ข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยจึงเป็นที่นิยมอย่างยิ่งในการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะ
เค็มโดยมีจุดประสงค์ที่จะคัดเลือกพันธุ์ที่มีความสามารถในการทนเค็มและมุ่งหวังที่จะนำไปศึกษาต่อ
เพื่อที่จะทราบกลไกและยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มจากข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทย เพื่อที่จะต่อยอด
สำหรับการปรับปรุงพันธุ์พืชที่มีความสามารถในการทนเค็มในอนาคต อาทิ การศึกษาของ  
สมศรี อรุณินท์ และคณะ (2524) จำนวน 222 พันธุ์ โดยศึกษาความสามารถในการงอกในน้ำเกลือ 
ศึกษาค่าคะแนนความเสียหายจากความเค็ม  และปริมาณผลผลิตของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ การศึกษาของ 
Khunpolwattana et al. (2013) ที่ศึกษาฟีโนไทป์  (phenotype) บางประการที่ตอบสนองต่อ 
ภาวะเค็มในต้นกล้าข้าวพื้นเมืองไทยจำนวน 51 พันธุ์ ซึ่งพบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทาน (Luang 
Prathan) เป็นข้าวที่มีความสามารถในการทนเค็มใกล้เคียงกับข้าวพันธุ์ Pokkali ที่เป็นข้าวพันธุ์ทน
เค็มมาตรฐาน  เป็นต้น 

เนื่องจากความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มของข้าวนั้นเป็นลักษณะถ่ายทอดเชิงปริมาณ 
(quantitative trait) ซึ่งถูกควบคุมโดยการทำงานของหลายยีน (polygene) (สุมาลี ชูกำแพง, 2555) 
ทำให้การศึกษากลไกและยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มในข้าวนิยมเริ่มต้นศึกษาด้วยวิ ธี forward 
genetics กล่าวคือมีการนำตัวอย่างข้าวที่มีพันธุกรรมต่างกันอันเนื่องมาจากความหลากหลายทาง
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ชีวภาพหรือต่างกันเพราะถูกชักนำให้มีการกลายพันธุ์มาประเมินฟีโนไทป์หรือลักษณะทางสรีรวิทยาที่
ตอบสนองต่อภาวะเค็ม เพื่อมุ่งหน้าไปสู่การหาคำตอบที่ต้องการระบุว่ายีนใดมีส่วนเกี่ยวข้องในการ
กำหนดให้ปรากฏฟีโนไทป์นั้น ๆ ในขณะที่ข้าวเผชิญกับความเค็ม (Reddy et al., 2017) 

ในส่วนของประเมินลักษณะทางสรีรวิทยาต่าง ๆ ของข้าวในขณะที่เผชิญกับความเค็มนั้น 
ในปัจจุบันนักวิจัยนิยมศึกษาจากความสามารถในการรักษาดุลยภาพของกระบวนการต่าง ๆ เพื่อคง
ความสามารถในการเจริญเติบโต และการดำรงอยู่ได้เมื่อข้าวเผชิญกับความเครียดจากภาวะเค็ม อาทิ 
1. วัดเสถียรภาพเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane stability: %CMS) เพื่อประเมินความสามารถใน
การรักษาเสถียรภาพของการทำงานในกระบวนการภายในเซลล์อันเป็นการดำเนินการทางอ้อม  
2. วัดอัตราการเจริญเติบโตเมื่อข้าวเผชิญกับภาวะเครียด ด้วยการประเมินชีวมวล (biomass)  
จากน้ำหนักสด (fresh weight) และน้ำหนักแห้ง (dry weight) 3. ประเมินความสามารถในการ
รักษาดุลยภาพของน้ำภายในเซลล์ด้วยการวัดค่าปริมาณน้ำสัมพัทธ์ (relative water content: 
%RWC) 4. ประเมินประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ด้วยแสง เช่น การวัด chlorophyll content 
หรือค่าความเขียวใบ การศึกษาประสิทธิภาพของระบบแสง II (Photosystem II: PSII) ด้วยการวัดค่า 
chlorophyll fluorescence (Fv/Fm) ซึ่งจะทำให้สามารถประเมินประสิทธิภาพของ PSII ในการเกิด 
photochemical reaction ได้  6. วัดคุณ ลักษณ ะ ปริมาณ  และความสมบู รณ์ ของผลผลิต  
(yield-related traits) 7. ศึกษาปริมาณหรือสัดส่วนของอิออนต่าง ๆ อาทิ สัดส่วนของ K+/Na+  
ในเนื้อเยื่อต่าง ๆ 8. ศึกษาปริมาณเมแทบอไลต์หรือโปรตีนบางชนิด อาทิ compatible solute และ
สารต้านอนุมูลอิสระในรูปของเอนไซม์ 9. ประเมินคะแนนความเสียหายจากความเค็ม (salt injury 
score: SIS) ซึ่งเป็นการประเมินความสามารถในการทนเค็มของข้าวจากลักษณะอาการที่เกิดขึ้น
ขณะที่ข้าวเผชิญอยู่กับความเครียดจากภาวะเค็มตามวิธีของ Gregario, Senedhira, and Mendozo 
(1997) ดังตารางที่ 2 เป็นต้น (Khunpolwattana et al., 2013; Reddy et al., 2017; Jaiswal et 
al., 2019) 

 สำหรับการศึกษาเพื่อมุ่งหน้าไปสู่การหาคำตอบที่ต้องการระบุว่ายีนใดมีส่วนเกี่ยวข้องในการ
กำหนดลักษณะที่ศึกษามาได้นั้น ปัจจุบันนักวิจัยโดยเฉพาะนักสรีรวิทยาของพืชได้นำเอาพัฒนาการ
ความก้าวหน้าของโอมิกส์ (omics) มาใช้ในการระบุยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับกลไกการทนเค็มของข้าว
ด้ วยวิ ธี จี โน มิ กส์  (genomics) ทรานสคริป โทมิ กส์  (transcriptomics) และ  โป รตี โอมิ กส์  
(proteomics) อาทิ การศึกษาของ Lekklar et al. (2019) ซึ่งใช้วิธีศึกษาทางจีโนม (genome)  
ด้วยการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มทั้งการสังเคราะห์ด้วยแสง คุณลักษณะ
ของผลผลิ ต  และ เสถี ย รภ าพ เยื่ อหุ้ ม เซลล์  (cell membrane stability: %CMS) ของข้ าว 
พันธุ์พื้นเมืองไทยจำนวน 104 พันธุ์ นำมาเชื่อมโยงกับข้อมูลทั้งจีโนมเพื่อทำนายกลไกหรือยีนที่คาดว่า
เกี่ยวข้องกับการทนเค็ม  ในส่วนของการศึกษาด้วยวิธีทางโปรตีโอม (proteome) นั้นเป็นวิธีที่ทำให้
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ทราบโปรตีนทั้งหมดที่แสดงออกมาในภาวะหนึ่ง ๆ ณ ช่วงเวลาหนึ่ง ๆ อาทิ การศึกษาของ Zhang et 
al. (2009) ได้ใช้วิธี two-dimensional gel electrophoresis เพื่อศึกษาโปรตีนที่มีการแสดงออก
อย่างแตกต่าง (differentially expressed protein) ระหว่างภาวะปกติและภาวะเค็มจนสุดท้าย
พบว่า OsRMC เป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกอย่างมากซึ่งคาดว่ามีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็ม 
ในข้าว ซึ่งการศึกษาด้วยวิธีโปรตีโอมิกส์นั้นเป็นวิธีที่น่าเชื่อถือทำให้ทราบปริมาณและชนิดของโปรตีน
ที่ถูกแสดงออกมาเพื่อทำหน้าที่รับมือกับภาวะเค็มจริงเพราะเป็นผลลัพธ์สุดท้ายของการควบคุมการ
แสดงออกของยีนในระดับต่าง ๆ ทั้งระดับ transcription การควบคุมระดับ post-transcription 
และ post-translation แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาเพื่อระบุยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็มจาก
การศึกษาด้วยวิธีทางโปรตีโอมนั้นค่อนข้างยากเพราะโมเลกุลของโปรตีนมีความซับซ้อน มีคุณสมบัติ
ทางเคมีที่แตกต่าง ทำให้ยากต่อการสกัดแยกทำให้บริสุทธิ์ หรือเพิ่มจำนวนในหลอดทดลองเพื่อใช้
ศึกษาซ้ำ ดังนั้นการศึกษายีนที่ เกี่ยวข้องกับการทนเค็มในข้าวนั้นจึงนิยมศึกษาด้วยวิธีทาง 
ทรานสคริปโทม (transcriptome) มากกว่าเพราะทำให้ทราบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน
ทั้ งหมดซึ่ งเกิดขึ้นเป็นอันดับแรกภายหลังจากข้าวเผชิญกับภาวะเค็ม (Reddy et al., 2017; 
Fahimirad and Ghorbanpour, 2019) 

 
ตารางที่ 2 เกณฑ์การให้คะแนนความเสียหายจากความเค็ม (Salt injury score: SIS) (Gregario, 
Senedhira, and Mendozo, 1997) 

score score observation tolerance 
1 Normal growth  Highly tolerant 
3 Nearly normal growth; Leaf tips or few 

leaves whitish and rolled  
Tolerant 

5 Growth severely retarded; Most leaves 
rolled; only a few are elongation  

Moderately tolerant 

7 Complete cessation of growth;  
Most leaves dry; some plants drying  

Susceptible 

9 Almost all plants dead or drying  Highly susceptible 
 

2.5. การศึกษา gene expression profile ด้วยวิธีทางทรานสคริปโทม 
การศึกษา gene expression profile เป็นการศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ใน

จีโนม (genome) ภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตที่การแสดงออกของยีนมีรูปแบบที่แตกต่างออกไปตาม
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ชนิด เนื้อเยื่อ ระยะ พัฒนาการ และสิ่งแวดล้อมในขณะนั้นที่เซลล์ของสิ่งมีชีวิตเผชิญอยู่ โดยศึกษา
จากทรานสคริปโทมหรือ RNA transcript ทั้งหมดซึ่งถูกถอดรหัส (transcription) มาจากยีนต่าง ๆ 
ในจีโนมซึ่งถูกแสดงออกมา ณ ช่วงเวลาหนึ่ง ๆ ขณะที่ผู้วิจัยได้เก็บตัวอย่างมาเพื่อทำการศึกษา 
(NHGRI, 2015; Lowe et al., 2017) 

ในปัจจุบันการศึกษาทรานสคริปโทมนั้นได้ถูกพัฒนาวิธีการมาอย่างต่อเนื่องควบคู่ไปกับการ
พัฒนาของเทคโนโลยีที่ใช้ในการศึกษาวิจัยทางชีววิทยาโมเลกุล (molecular biology) โดยจุดเริ่มต้น
ของการศึกษาทรานสคริปโทมเกิดขึ้นจากการค้นพบเอนไซม์ที่สามารถทำกระบวนการย้อนการ
ถอดรหัส (reverse transcriptase enzyme) เพื่ อ เปลี่ ยน RNA เป็น cDNA (complementary 
DNA) จนทำให้ง่ายต่อการศึกษาหรือเพิ่มจำนวนในหลอดทดลองเนื่องจาก DNA มีความเสถียร
มากกว่า RNA กอปรกับการพัฒนาเทคโนโลยีที่ทำให้สามารถหาลำดับนิวคลีโอด์ของ DNA ได้ 
(sequencing technology) จนทำให้มีการศึกษาทรานสคริปโทมด้วยการสุ่มหาลำดับนิวคลีโอด์ของ 
ESTs (expressed sequence tags) โดยหาลำดับนิวคลีโทด์ของ transcript แต่ละตัวจาก cDNA 
libraries ด้วย Sanger sequencing (Adams et al., 1991) ซึ่งเป็นวิธีที่ต้องใช้เวลาและแรงงานเป็น
อย่างมาก จนต่อมาได้มีการพัฒนาเทคนิค SAGE (serial analysis of gene expression) โดยการนำ 
cDNA ประมาณ  14-20 bp จากปลายด้าน 3’-end ของ transcript มาต่อกัน เป็นท่อนยาว 
(concatemer) แล้วนำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ concatemer โดย Sanger sequencing เพื่อ
ทราบชนิดและปริมาณของ transcript ทั้งหมดที่ตัวอย่างมีการแสดงออก (Velculescu et al., 
1995) รวมทั้งวิธี CAGE (cap analysis of gene expression) ซึ่งใช้หลักการเดียวกันกับ SAGE แต่
เปลี่ยนมาหาลำดับนิวคลีโอไทด์จากปลายด้าน 5’-end ของ transcript (Wang, Gerstein, and 
Snyder, 2009)  

ต่อมาเมื่อการพัฒนาองค์ความรู้ทางด้านชีววิทยาโมเลกุลก้าวไปอีกขั้นจากฐานข้อมูลของ 
ESTs รวมทั้งการพัฒนาเทคโนโลยีที่ใช้พื้นฐานของหลักการ hybridization และ image processing 
technology ก่อให้เกิดการพัฒนาเทคนิค microarray อันเป็นการนำลำดับนิวคลีโอไทด์หรือ ESTs 
ของยีนที่สนใจศึกษามาเป็น probe ด้วยการยึดติดกับพื้นผิว (chip) แล้วศึกษาปริมาณ transcript  
ที่สนใจในตัวอย่างจาก cDNA ของยีนนั้นที่เกิด hybridization กับ probe โดยอาศัยหลักการเข้าคู่กัน
ของเบสคู่สม (complementary base pair) แล้วใช้ image processing technology วัดค่าการ
เรืองแสง fluorescence ของแต่ละยีนที่ศึกษาซึ่งทำให้ทราบระดับการแสดงออกของยีนที่สนใจได้
อย่างรวดเร็วต่างจากวิธีอื่น ๆ ที่เคยมีมา จนในที่สุด พัฒนาการของเทคนิคที่ใช้ศึกษาทรานสคริปโทม 
ก็พัฒนามาจนถึงเทคโนโลยีที่นิยมใช้กันอยู่ ในปัจจุบันคือ RNA sequencing (RNA-Seq) หรือ
การศึกษาทรานสคริปโทมจากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ cDNA ทั้งหมดจากตัวอย่างซึ่งเป็นผลมา
จากพัฒนาการของเทคโนโลยี high-throughput sequencing อาทิ sequencing by synthesis 
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(Solexa/Illumina, San Diego, CA, USA) จนทำให้ค่าใช้จ่ายของการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ต่ำลง
เพราะเป็นเทคนิคที่ใช้แรงงานและเวลาไม่มากเช่นเดิมอย่าง Sanger sequencing (Lowe et al., 
2017) 

RNA sequencing เป็นวิธีการที่นิยมศึกษาทรานสคริปโทมในปัจจุบันโดยอาศัยหลักการของ 
high-throughput sequencing เพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ transcript ทั้งหมดที่ถูกถอดรหัสมา
ซึ่งเทคนิคนี้มีประสิทธิภาพมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับวีธีอื่น ๆ ที่เคยมีมา    เพราะสามารถใช้
ศึกษาทรานสคริปโทมของสิ่งมีชีวิตที่ยังไม่มีฐานข้อมูลจีโนม (reference genome) และทราบข้อมูล
บางอย่างที่วิธีอื่นไม่สามารถทราบได้ เช่น alternative splice variation และ allelic variation  
โดยการทำ RNA sequencing แบบ pair-end sequencing เป็นต้น (Lowe et al., 2017) สำหรับ
การศึกษาทรานสคริปโทมด้วยวิธี RNA sequencing นั้น จะเริ่มจากการสกัดเพื่อนำ RNA ทั้งหมด
หรือ เฉพาะ mRNA ออกมา  RNA ที่ สกัด ได้ จะถูกนำมาใช้ทั้ ง เส้นหรือทำให้ เป็ นท่ อนสั้ น 
(fragmentation) ประมาณ 30-400 bp ก่อน แล้วนำไปสังเคราะห์ เป็น cDNA ด้วยปฏิกิริยา 
reverse transcription เพื่อสร้าง cDNA library ซึ่งในขั้นตอนของการสังเคราะห์ cDNA อาจมีการ
ดัดแปลง primers ให้สามารถสร้างสาย cDNA ที่แต่ละท่อนต่อกับ adapter ซึ่งมีความแตกต่างไป
ตามรายละเอียดปลีกย่อยของแต่ละเกณฑ์วิธีซึ่งขึ้นอยู่กับแพลตฟอร์มที่จะใช้ในการหาลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ และส่วนมาก cDNA ที่สังเคราะห์ขึ้นใหม่จะมีการต่อกับ DNA barcode หรือ library index 
โดยมีจุดประสงค์เพื่อใช้จำแนก cDNA library ที่มีที่มาต่างกัน จากนั้นเมื่อได้ข้อมูลของลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ของ cDNA ทั้งหมดในตัวอย่าง ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่านได้จาก cDNA หนึ่งเส้น 
(sequencing read) จะถูกตัดในส่วนของ adapter และ library index ออกแล้วจัดกลุ่มอิงตาม 
library index เพื่อทราบว่า sequencing read ที่อ่านได้ว่ามาจากตัวอย่างหรือมาจาก cDNA 
library ใด  โดยขั้นตอนต่อมาอาจต้องดำเนินการทำ short read assembly หากมีความจำเป็นแล้ว
จึงนำไป align หรือเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของจีโนมของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ (mapping) หากตัวอย่างที่
ใช้ศึกษามีฐานข้อมูลของจีโนมอยู่แล้วซึ่งจะทำให้ทราบว่ามีการแสดงออกของยีนอะไรและมากน้อย
เท่าไรโดยการแปรผลตาม sequencing depth ของแต่ละ sequencing read ที่ align ได้กับยีน 
ต่าง ๆ ในจีโนม แต่อย่างไรก็ตามในกรณีที่ตัวอย่างที่ใช้ศึกษาเป็นสิ่งมีชีวิตที่ยังไม่มีฐานข้อมูลจีโนมจะ
ไม่สามารถดำเนินการตามวิธีข้างต้นได้แต่จำเป็นต้องมีขั้นตอนของ De novo transcriptome 
assembly เพื่อสร้าง genome-scale transcription map ก่อนที่จะนำไปศึกษาระดับการแสดงออก
ของยีนแต่ละยีนซึ่งวิธีทางทรานสคริปโทมอื่น ๆ ก่อนหน้าไม่สามารถดำเนินการได้หรือหากดำเนินการ
ได้ก็ใช้เวลาและค่าใช้จ่ายสูงกว่าซึ่งไม่เป็นที่นิยมในปัจจุบัน (Wang, Gerstein, and Snyder, 2009) 
ด้วยความพิเศษของวิธี RNA sequencing ทำให้ปัจจุบันนักวิจัยสาขาต่าง ๆ ได้นำเทคนิคนี้มาใช้
ศึกษาทรานสคริปโทมจากเซลล์หรือเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ อยู่เสมอ ทั้งการศึกษากลไกของเซลล์
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ในการตอบสนองต่อยา การศึกษาบทบาทหน้าที่ของยีนหรือโปรตีนบางชนิดหากถูกดัดแปรพันธุกรรม
ให้มีการแสดงออกมากเกินไปหรือหยุดการแสดงออก การศึกษาทางด้านพัฒนาการหรือปรากฏการณ์
ทางชีววิทยาที่เกิดขึ้นในสิ่งมีชีวิต ตลอดจนการศึกษาเพ่ือเข้าใจกลไกของสิ่งมีชีวิตบางชนิดที่ตอบสนอง
ต่อสิ่งแวดล้อมต่าง ๆ โดยเฉพาะสิ่งมีชีวิตที่เกี่ยวข้องกับการเกษตรและเป็นแหล่งอาหารอย่างเช่นข้าว 
เพื่อเป็นข้อมูลสำหรับการพัฒนาสายพันธุ์ให้มีลักษณะดีและทนต่อสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เป็นต้น  
(Lowe et al., 2017) 

ในส่วนของการศึกษาทรานสคริปโทมเพื่อเข้าใจกระบวนการทางชีววิทยาของข้าวที่เผชิญกับ
ความเครียดจากภาวะเค็มและเข้าใจกลไกการทนเค็มในข้าวนั้นสามารถดำเนินการได้ด้วยการศึกษา 
การแสดงออกของยีนต่าง ๆ ในข้าวพันธุ์ทนเค็มโดยเปรียบเทียบระหว่างภาวะปกติและภาวะเค็ม  
หรือการศึกษาการแสดงออกของยีนระหว่างข้าวพันธุ์ทนเค็มและข้าวพันธุ์ไม่ทนเค็มเมื่อเผชิญ  
ภาวะเค็ม  โดยจะต้องทำ differentially expressed analysis อาทิ  DESeq2 analysis (Love, 
Huber, and Anders, 2014) เพื่อทราบยีนที่แสดงออกอย่างแตกต่างหรือ DEGs (differentially 
expressed genes) ซึ่งมีแนวโน้มที่จะเกี่ยวข้องกับกลไกในการทนเค็มของข้าว ยิ่งไปกว่านั้นเพื่อทราบ
วิถี (pathway) หรือกลุ่มของยีนที่มีบทบาทในกลไกการทนเค็มจำเป็นต้องนำ DEGs มาวิเคราะห์ 
gene set enrichment analysis เพื่อทราบกลุ่มของยีนที่ทำหน้าที่หลัก ๆ ในกระบวนการทนเค็ม
ผ่ านการพิ จารณา gene ontology (GO) term (Yi, Du, and Su, 2013) ตลอดจนวิ เคราะห์
โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน (gene co-expression network: GCN) ซึ่งเป็นการจัดกลุ่มของ
ยีนตามรูปแบบการแสดงออกจากข้อมูลทรานสคริปโทมจะทำให้เข้าใจปรากฏการณ์ทางชีววิทยาของ
ข้าวที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มว่ายีนใดมีแนวโน้มที่จะมีความสำคัญและยีนใดแสดงออกมาร่วมกัน 
(Weston et al., 2008) โดยที่ผ่านมามีการออกแบบการทดลองเพื่อเก็บตัวอย่างสำหรับศึกษาทราน
สคริปโทมในข้าวซึ่งเผชิญกับภาวะที่ไม่เหมาะสมได้ 2 วิธี คือ 1. แบบ snapshot เป็นการศึกษาการ
แสดงออกของยีนจากตัวอย่าง ณ ช่วงเวลาใดเวลาหนึ่งอันเป็นการมองการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
ของยีนที่เกิดขึ้นเพียงจุดเดียว 2. แบบ time-series เป็นการศึกษาการแสดงออกของยีนจากตัวอย่าง
พืชโดยติดตามการแสดงออกที่เวลาต่าง ๆ ภายหลังเผชิญกับภาวะนั้น ๆ ทำให้เห็นการเปลี่ยนแปลง
การแสดงออกของยีนที่เกิดขึ้นที่ในช่วงเวลาต่าง ๆ ซึ่งความเปลี่ยนแปลงของปรากฏการณ์ทาง
ชีววิทยาจะเกิดขึ้นแบบต่อเนื่องและสัมพันธ์กัน (Dutta, Snyder, and Klapa, 2007; Spies and 
Ciaudo, 2015) แต่อย่างไรก็ตามการศึกษา time-series transcriptome ยังมีการศึกษาไม่มากนัก
เพราะมีค่าใช้จ่ายสูงเพราะต้องดำเนินการหาลำดับนิวคลีโอไทด์จากตัวอย่างจำนวนมาก แต่เมื่อมีการ
พัฒนาการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี 3′-Tag RNA sequencing (Froenicke, 2018) ทำให้
การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของทรานสคริปโทมมีค่าใช้จ่ายต่ำลง  
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2.6. การศึกษาทรานสคริปโทมดว้ย 3′-Tag RNA-seq 
3′-Tag RNA-seq (3′-Tag RNA sequencing) เป็นเทคนิคในการศึกษาทรานสคริปโทมที่มี

ค่าใช้จ่ายต่ำกว่าเทคนิค RNA sequencing แบบพื้นฐาน และได้ข้อมูลปริมาณการแสดงออกของยีน 
(gene expression level) ที่แม่นยำกว่า ซึ่งความแตกต่างระหว่างสองขั้นตอนนี้อยู่ที่ขั้นตอนในการ
เตรียม cDNA library และผลลัพธ์ cDNA ที่สังเคราะห์ได้ซึ่งวิธีดั้งเดิม mRNA ทั้งสายจะถูกสังเคราะห์
เป็น cDNA ขณะที่เทคนิค 3′-Tag RNA-seq นั้นจะได้ cDNA เฉพาะปลายด้าน 3’-end ที่มีความยาว
ไม่มาก ทำให้ผลที่ได้มี gene body coverage ไม่เท่ากัน ดังภาพที่ 1A ซึ่งวิธีแบบดั้งเดิม gene body 
coverage ที่อ่านได้จะครอบคลุม mRNA ทั้งสาย ขณะที่เทคนิค 3′-Tag RNA-seq พบว่ามีเพียง
เฉพาะด้าน 3’-end เท่านั้นที่พบ ซึ่งอาจเป็นส่วนของ 3’-UTR และบางบริเวณของ exon ที่อยู่ติดกับ 
3’-UTR  ดังภาพที่ 1B ซึ่งส่งผลให้การศึกษาด้วยวิธี 3′-Tag RNA-seq มีค่าใช้จ่ายที่ถูกกว่าเพราะไม่ได้
ศึกษาจาก mRNA ทั้งสาย ปริมาณ cDNA เริ่มต้นในการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์จึงน้อยกว่าวิธีดั้งเดิม
ซึ่งส่งผลให้มีค่าใช้จ่ายที่ถูกลง (Froenicke, 2018; Ma et al., 2019; Lexogen, 2020) 

 

 

 
ภาพที่ 1 gene body coverage ที่อ่านได้จาก cDNA ทั้งหมด (A) และ gene body coverage  
ที่อ่านได้จากยีน Unc50 (B) ซึ่งมาจากการเตรียม cDNA library ด้วยวิธี 3′-Tag RNA-seq (LEXO) 
และวิธีด้ังเดิม (KAPA) (Ma et al., 2019)  
 

ยิ่งไปกว่านั้นในการเตรียม cDNA library เพื่อศึกษาด้วยเทคนิค 3′-Tag RNA-seq นั้นยังมี
ขั้นตอนที่น้อยกว่าโดยมีเพียง 4 ขั้นตอน ในขณะที่วิธีดั้งเดิมจำเป็นต้องมีถึง 6 ขั้นตอน กล่าวคือ 
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วิธีเตรียม cDNA library สำหรับ 3′-Tag RNA-seq ไม่มีขั้นตอนของการแยก mRNA ออกมาด้วย  
oligo dT beads เพราะในขั้นตอนของการสังเคราะห์ cDNA นั้นจะใช้ oligo dT primers แทน  
ซึ่งสามารถเกาะบริเวณ poly(A) tails ที่ปลายด้าน 3’-end ของ mRNA ได้ ซึ่งทำให้ 1st strand 
cDNA ที่สังเคราะห์ได้ในขั้นตอนนี้ล้วนแล้วมาจาก mRNA ทั้งสิ้น (ภาพที่ 2) ยิ่งไปกว่านั้นการเตรียม 
cDNA library สำหรับ  3′-Tag RNA-seq นั้นไม่จำเป็นต้องทำให้  mRNA แตกออกเป็นสายสั้น
เสียก่อน จำนวน sequencing read ที่วัดได้จากยีนใด ๆ จึงเท่ากับปริมาณ transcript ของยีนนั้นที่
แสดงออกอย่างแท้จริง กล่าวคือ sequencing read ที่อ่านได้หนึ่งสายจะเท่ากับ mRNA ที่ถูก
ถอดรหัสออกมาหนึ่งครั้ง ในขณะที่วิธีพื้นฐานที่ sequencing read ที่อ่านได้หนึ่งสายจะไม่ได้บ่งบอก
ถึงจำนวนที่แท้จริงของ mRNA ที่มีการแสดงออกเพราะ sequencing read ที่อ่านได้มาจาก cDNA 
ที่สังเคราะห์มาจาก fragmented mRNA ในบางกรณี โดยเฉพาะการศึกษาในสิ่งมีชีวิตที่ ไม่มี  
reference genomeผู้วิจัยจึงจำเป็นต้องทำ short read assembly และดัดแปรข้อมูลเพื่อให้ทราบ
ปริมาณการแสดงออกของยีนที่แท้จริงก่อนจึงจะนำไปวิเคราะห์เพื่อแปรผลได้ซึ่งขั้นตอนดังกล่าวมี
โอกาสเกิดข้อผิดพลาดสูง (Froenicke, 2018; Ma et al., 2019; Lexogen, 2020) ซึ่งเห็นได้ชัดจาก
การศึกษาเปรียบเทียบเทคนิค 3′-Tag RNA-seq และวิธีดั้งเดิม ซึ่งพบว่าวิธีดั้งเดิมจะตรวจพบ 
sequencing read ของ transcript จากยีนสายสั้น ๆ ได้ปริมาณน้อยกว่า ซึ่งอาจส่งผลให้ข้อมูล
บางส่วนหายไปแล้วส่งผลให้ DEGs ที่วิเคราะห์ได้มีจำนวนมากกว่าการศึกษาด้วย 3′-Tag RNA-seq 
อันเป็นผลมาจาก false positive (Ma et al., 2019) 

ด้วยเหตุนี้การศึกษาทรานสคริปโทมด้วยเทคนิค 3′-Tag RNA-seq จึงมีความเหมาะสม
สำหรับการศึกษาทรานสคริปโทมที่มุ่งเน้นที่จะทราบปริมาณการแสดงออกของยีนที่แม่นยำโดยมี
จุดประสงค์เพื่อที่จะหายีนที่แสดงออกอย่างแตกต่างเพียงอย่างเดียว และมีค่าใช้จ่ายที่ต่ำกว่าเนื่องจาก
มีขั้นตอนของการเตรียม cDNA library ที่ไม่ยุ่งยาก ใช้ปริมาณ cDNA library สำหรับที่จะนำไปหา
ลำดับนิวคลีโอไทด์น้อยกว่าเมื่อเทียบกับเทคนิค RNA sequencing แบบพื้นฐาน  แต่อย่างไรก็ตาม
การศึกษาด้วยเทคนิคนี้ก็มีข้อจำกัดบางประการเพราะสามารถทำได้แค่สิ่งมีชีวิตในกลุ่มยูแคริโอต 
(eukaryotic organism) ที่มีฐานข้อมูลจีโนมที่สมบูรณ์ อีกทั้งยังไม่สามารถใช้ศึกษา alternative 
splice variation และ allelic variation ที่ เกิดขึ้น ได้  (Lohman, Weber, and Bolnick, 2016; 
Froenicke, 2018)  
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ภาพที่ 2 ขั้นตอนการเตรียม cDNA library สำหรับศึกษาด้วยวิธี RNA sequencing แบบดั้งเดิม 
(KAPA) และวิธีของ 3′-Tag RNA-seq (LEXO) (Ma et al., 2019) 
 
2.7. โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน 

โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน (gene co-expression network) หรือ GCN หมายถึง
กราฟไม่มีทิศทาง (undirected graph) ที่โหนด (node) แต่ละจุดเป็นตัวแทนของยีนแต่ละยีน และ
หากโหนดคู่ใดมีเส้นเชื่อม (edge) ระหว่างกันจะแสดงว่ายีนคู่นั้นมีความสัมพันธ์กันหรือมีการ
แสดงออกร่วมกัน (co-expression) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Stuart et al., 2003) ซึ่งปัจจุบันการ
วิเคราะห์ GCN เป็นที่นิยมในการนำมาศึกษาเพื่อให้เข้าใจกลไกที่เกิดขึ้นในสิ่งมีชีวิตในภาวะหนึ่ง ๆ  
ทำให้ทราบกลุ่มยีนที่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกร่วมกันอันเป็นผลมาจากมีการเพิ่มหรือลดการ
แสดงออกไปทิศทางเดียวกันเมื่อเผชิญกับภาวะนั้น ๆ ซึ่งจะทำให้เข้าใจปรากฏการณ์ทางชีววิทยามาก
ขึ้นเพราะยีนที่มีการแสดงออกร่วมกันย่อมแสดงออกมาเพื่อตอบสนองต่อภาวะนั้น ๆ อาจทำหน้าที่
คล้ายกัน อยู่ในวิถีเดียวกัน หรือถูก encode ออกมาเพื่อรวมกันเป็น protein complex หรืออาจถูก
ควบคุมด้วย transcription factor ตัวเดียวกัน เป็นต้น (Weirauch, 2011) 
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โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนนั้นสามารถสร้างได้จากข้อมูลทรานสคริปโทมที่ศึกษาได้
ด้วยวิธี microarray หรือ RNA sequencing ผ่านการใช้ชุดคำสั่งจากโปรแกรมสำเร็จ (package) ที่
ถูกพัฒนาขึ้นและมีมากมายหลายวิธีขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการวิเคราะห์ การออกแบบการทดลอง
และรูปแบบของชุดข้อมูลที่จะใช้สร้างโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนซึ่งไม่มีวิธีใดวิธีหนึ่งที่ตายตัว 
แต่หากพิจารณาโดยสรุปขั้นตอนหลักในการสร้างโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนสามารถ
ดำเนินการได้เพียง 2 ขั้นตอนคือ 1. วัดการแสดงออกร่วม (co-expression measure) ของยีน 
แต่ละคู่ 2. เลือกค่า cut-off threshold เพื่อกำหนดเส้นเชื่อมของยีนแต่ละคู่  

การวัดการแสดงออกร่วมนั้นเป็นการนำค่าระดับการแสดงออกที่ตัวอย่าง ๆ ต่างของยีนแต่ละ
ยีนมาเปรียบเทียบกัน เป็นคู่  ๆ  ทุกคู่  เพื่ อวิ เคราะห์ รูปแบบการแสดงออกของยีนแต่ละคู่  
ที่ตัวอย่างต่าง ๆ ว่ามีความสัมพันธ์กันหรือไม่ และสัมพันธ์กันในทิศทางใด วิธีการคำนวณหาค่าที่ใช้
บอกความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกยีนแต่ละคู่นั้นมีหลายวิธี อาทิ สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบ
เพี ย ร์ สั น  (Pearson's correlation coefficient) สั มป ระสิ ท ธิ์ ส ห สั มพั น ธ์ แบ บ ส เปี ย ร์ แ ม น 
(Spearman’s rank correlation coefficient) ค่ า ส า ร ส น เท ศ ร่ ว ม  (mutual information) 
ระยะทางแบบยูคลิด (Euclidean distance) และ สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบพลวัตบางส่วน 
(partially dynamic correlation coefficient) เป็นต้น ซึ่งแต่ละวิธีมีข้อดีและข้อเสียต่างกันดังสรุป
ไว้ในตารางที่ 3 โดยขั้นแรกในการคำนวณนั้นต้องเตรียมข้อมูลให้อยู่ในรูป expression matrix หรือ
ตารางเมทริกซ์ที่แสดงระดับการแสดงออกของยีนแต่ละยีนที่ตัวอย่างต่าง ๆ และภายหลังจากการ
คำนวณจะได้ตารางผลการวัดการแสดงออกร่วมหรือ similarity matrix ออกมาซึ่งเป็นตารางที่แสดง
ค่าความสัมพันธ์หรือความเหมือนของยีนแต่ละคู่ที่คำนวณได้ ดังภาพที่ 3 (Opgen-Rhein and 
Strimmer, 2006a; Weirauch, 2011; Villa-Vialaneix et al., 2013) 

ในส่วนของการเลือกค่า cut-off threshold (threshold selection) เพื่อกำหนดเส้นเชื่อม
ของยีนแต่ละคู่นั้นมีวิธีการที่หลากหลาย อาทิ การใช้ Fisher’s z-transformation เพื่อคำนวณ  
z-score ของค่าความสัมพันธ์ที่ได้แต่ละค่าแล้วแปลงเป็นค่า p-value จากนั้นจึงกำหนดค่า cut-off 
จากค่า p-value ที่ต้องการ การเลือกจาก threshold โดยพิจารณาจากค่าสัมประสิทธิ์การจัดกลุ่ม 
(clustering coefficient) หรือการเลือก threshold ที่ทำให้โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนที่ได้มี
ลักษณะเป็น scale-free topology เป็นต้น  แต่อย่างไรก็ตามโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนที่ได้
อาจไม่สื่อความหมายที่เกิดขึ้นจริงในปรากฏการณ์ทางชีววิทยา ดังนั้นการเลือกค่า threshold  
จึงขึ้นอยู่กับผู้วิจัยและชนิดของข้อมูลด้วยเพราะบางครั้งต้องใช้ดุลยพินิจเพื่อพิจารณาว่าควรใช้  
threshold ที่เท่าไรที่สามารถสร้างโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนได้ใกล้เคียงกับโครงข่ายการ
ทำงานที่เกิดขึ้นจริงตามปรากฏการณ์ทางชีววิทยาได้ และท้ายที่สุดเมื่อเลือกค่า threshold ได้แล้วค่า
ความสัมพันธ์ที่คำนวณได้ของยีนแต่ละคู่จะถูกพิจารณาว่าอยู่ในช่วงที่กำหนดหรือไม่ จากนั้น 
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similarity matrix จะถูกแปรผลด้วยค่า threshold ทำให้ได้ adjacency matrix สำหรับการสร้าง
โครงข่ายความสัมพันธ์ระหว่างยีนแต่ละคู่ โดยแต่ละค่าในเมทริกซ์จะมีค่าเป็น 0 (ไม่มีการแสดงออก
ร่วมกัน) หรือ 1 (มีการแสดงออกร่วมกัน) ดังภาพที่ 3  ทั้งนี้ ในบางงานวิจัยจะใช้ความสัมพันธ์ที่
คำนวณได้โดยตรงมากำหนดเป็นค่าถ่วงน้ำหนักให้กับเส้นเชื่อมในโคร งข่ายได้ เพื่อสร้างเป็น  
weighted network (Zhang and Horvath, 2005; Elo et al., 2007; Weirauch, 2011)  
ที่บ่งบอกถึงความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงร่วมกันของยีนแต่ละคู่ว่ามีมากหรือน้อยแตกต่างกันได้อีก
ด้วย 

ด้วยความก้าวหน้าด้านเทคโนโลยีทำให้ทุกวันนี้ได้นำพาให้นักวิจัยที่เชี่ยวชาญศาสตร์ต่าง ๆ  
มีโอกาสในการพบปะและร่วมมือกันมากขึ้น ส่งผลให้ปัจจุบันนักสรีรวิทยาของพืชได้นำข้อมูลทราน
สคริปโทมมาศึกษาเพื่อเข้าใจกระบวนการทางชีววิทยาที่เกิดขึ้นผ่านการวิเคราะห์ โครงข่ายการ
แสดงออกร่วมของยีน ซึ่งไม่เพียงแต่ทราบกลุ่มยีนที่มีการแสดงออกร่วมกันเท่านั้น แต่ยังมีการ
วิเคราะห์เพิ่มเติมทำให้ทราบยีนที่มีบทบาทสำคัญต่อยีนอื่น ๆ ในโครงข่ายการแสดงร่วมกันของยีนได้
อีกด้วย อาทิ การพิจารณา degree และ betweenness centrality ใน module ที่สนใจ จากการ
จัดกลุ่มของยีนบนโครงข่าย เป็นต้น โดยมีจุดประสงค์เพื่อหายีนที่เป็น hub และ bridging node 
ตามลำดับ เนื่องจากคาดว่าน่าจะมีความสำคัญต่อการแสดงออกของยีนอื่น ๆ เพราะ hub เป็นยีนที่
แสดงออกร่วมกับยีนอื่น ๆ มากที่สุด และ bridging node จะเป็นยีนที่เป็นจุดเชื่อมต่อระหว่าง 
module ซึ่งมีความสำคัญต่อการทำงานของยีนอื่น ๆ อย่างมากเพราะว่าหากขาดหายไปคาดว่าจะ
ส่งผลกระทบต่อการแสดงออกร่วมของยีนใน module อื่น ๆ ที่ เกี่ยวข้อง (Aoki, Ogata, and 
Shibata, 2007; Azuaje, 2014) ด้วยเหตุนี้การวิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนจึงถูก
นำมาใช้โดยเป็นกลยุทธ์หนึ่งสำหรับนักสรีรวิทยาของพืชที่ต้องการศึกษาปรากฏการณ์ทางชีววิทยาที่
พืชมีต่อภาวะต่าง ๆ รวมทั้งกลไกการทนต่อสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม วิถีที่เกี่ยวข้อง และยีนที่สำคัญ
ซึ่งมีอิทธิพลต่อการแสดงออกของยีนอื่น ๆ เพื่อทำหน้าที่รับมือกับภาวะที่ไม่เหมาะสมสำหรับเป็น  
องค์ความรู้เพื่อพัฒนาและปรับปรุงพันธุ์พืชเพื่อใช้ในการเกษตรให้มีประสิทธิภาพและผลผลิตมากขึ้น 
(Schaefer, Michno, and Myers, 2017) เช่น การศึกษาของ Smita et al. (2013) ที่ศึกษากลไก
การทนแล้งของข้าวจากการโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน การศึกษาของ Nounjan et al. 
(2016) และ Nounjan et al. (2018) ที่วิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนเพื่อทำความ
เข้าใจเกี่ยวกับกลไกการทนเค็มในข้าว เป็นต้น 

อย่างไรก็ตามการศึกษากลไกการทนเค็มในข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยยังมีน้อย การศึกษาทราน
สคริปโทมและวิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนโดยใช้ข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยในการศึกษา
นั้นยังไม่เป็นที่ปรากฏว่ามีการศึกษามาก่อน ดังนั้นเพื่อให้เข้าใจกลไกการทนเค็มในข้าวมากขึ้น 
การศึกษาเพื่ อคัดเลือกข้าวพันธุ์พื้ น เมืองไทยที่มีลักษณะทนเค็มมากที่สุดเพื่ อนำมาศึกษา 
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ทรานสคริปโทมและวิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนน่าจะทำให้นักสรีรวิทยาของพืชเข้าใจ
กลไกทนเค็มในข้าวมากขึ้นเพราะข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยมีความหลากหลายสูงและบางชนิดมี
ความสามารถในการทนต่อความเครียดจากภาวะเค็มได้ดี องค์ความรู้ที่ได้จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง
สำหรับนักปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มีลักษณะทนต่อความเครียดจากภาวะเค็มโดยใช้ข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทย
ที่มีการคัดเลือกมาอย่างยาวนั้นเป็น germplasm ซึ่งจะสร้างคุณประโยชน์อย่างมหาศาลต่อชาวโลก  

 
 

 
ภาพที่ 3 ขั้นตอนการสร้างโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน (Mohammad and Oloomi, 2014) 
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ตารางที่ 3 ข้อดีและข้อเสียของวิธีต่าง ๆ ทีใ่ช้วัดการแสดงออกร่วมของยีน (Opgen-Rhein and 
Strimmer, 2006a; Weirauch, 2011; Song, Langfelder, and Horvath, 2012) 

วิธีวัดการแสดงออกร่วม ข้อด ี ข้อเสีย 
Pearson's correlation 
coefficient 

- บอกขนาดและทิ ศทางของ
ความสัมพันธ์แบบ linear ได้ดี 

- ไม่ สามารถหาความสัมพั นธ์แบบ  
non-linear ได้ 
- sensitive ต่อ outliers 

Spearman’s rank 
correlation coefficient 

- ไม่ sensitive ต่อ outliers - อาจทำให้ ได้  false positives มาก
หากมีจำนวนตัวอย่างน้อย 

Mutual information - สามารถหาความสัมพันธ์แบบ
non-linear relationships  

- ความสัมพันธ์แบบ non-linear บาง
รูปแบบไม่มีความหมายในเชิงชีววิทยา 

Euclidean distance - การคำนวณไม่ซับซ้อน - ไม่สามารถหาความสัมพันธ์ของยีนที่มี
ระดับการแสดงออกต่างกันมากได้ 
- อาจได้ false positive หากยีนคู่นั้นมี
ระดับการแสดงออกต่ำทั้งคู่ 

Partial dynamical 
correlation coefficient 

- หาความสัมพันธ์ของข้อมูลแบบ 
time series ได้ 

- ไม่สามารถเปรียบเทียบข้อมูลแบบ 
time-series ที่มีความซับซ้อนได้ (อาทิ 
การแสดงออกที่มีความเร็วต่างกัน) 
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บทที ่3  
อุปกรณ์และวิธีการศึกษา 

 
 
3.1. อุปกรณ์การศึกษา 

3.1.1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 
ได้รับความอนุเคราะห์เมล็ดข้าวจาก ดร.ดวงใจ สุริยาอรุณโรจน์ ศูนย์วิจัยข้าวนครราชสีมา 

สำนักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว จังหวัดนครราชสีมา จำนวน 12 พันธุ์ ประกอบด้วย 
เมล็ดข้าวพันธุ์ ไทย 10 พันธุ์ ได้แก่  พวงทอง (Puang Tawng) ดอดอกไม้  (Daw Dawk Mai)  
จุ ด ม อ ญ  ( Jud Mawn) ข า ว แ ก้ ว  (Khao Gaew) ด อ ส า ม เดื อ น  (Daw Sahm Deuan)  
มะยม (Mayom) ตาบาน (Tah Bahn) เหลืองพวงทอง (Leuang Puang Tawng) หลวงประทาน 
(Luang Prathan) และอีลาย (E-Lai) และเมล็ดข้าวพันธุ์ทนเค็มมาตรฐานและพันธุ์ไม่ทนเค็ม
มาตรฐาน 2 พันธ์ุ ได้แก ่Pokkali และ IR29 ตามลำดับ 

 
3.1.2. วัสดุอุปกรณ์และเครื่องมือ 

- จานเพาะเชื้อ (Petri dish)  
- ดินร่วนปนทรายชุดดินพิมาย (สำนักสำรวจและวิจัยทรัพยากรดิน กรมพัฒนาที่ดิน 

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์) จากสำนักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว จังหวัด
นครราชสีมา 

- กระบะพลาสติกสำหรับรองน้ำขนาด กว้าง×ยาว×สูง เท่ากับ 40×54×14 cm 
- ตะกร้าพลาสติกสำหรับบรรจกุระถางขนาด กว้าง×ยาว×สูง เท่ากับ 27×37×13 cm 
- กระถางพลาสติกปลูกต้นไม้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7.62 cm 
- ถังน้ำพลาสติกขนาด 100 ลิตร 
- เหยือกตวงขนาด 5 ลิตร 
- เครื่องวัดการนำไฟฟ้า (Digital conductivity meter) (SevenCompactTM 

Conductivity S230, Mettle Toledo, Switzerland) 
- กระติกสำหรับใส่ไนโตรเจนเหลวเพ่ือเก็บตัวอย่าง (Thermal Insulated Container 

PRO-1801, Thermos®, Illinois, USA) 
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- Aluminum foil (DiamondTM, Zhengzhou Xinlilai Aluminum Foil Co.,Ltd, 
Henan, China) 

- กรรไกร 
- ช้อนตักสาร (Spatula) 
- โกร่งบดตัวอย่าง (mortar and pestle) 
- ตู้อบลมร้อน (hot air oven) (FED240, BINDER Inc., New York, USA) 
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตำแหน่งของหน่วยกรัม (ML204/01, Mettler Toledo, Ohio, 

USA) 
- Micropipette (Mettler Toledo, Ohio, USA) 
- Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml (Eppendorf®, Hamburg, Germany) 
- Microcentrifuge tube ขนาด 50 ml (Eppendorf®, Hamburg, Germany) 
- เครื่องปั่นเหว่ียง (centrifuge) 
- เครื่องวัดความเขียวใบ (SPAD-502 chlorophyll meter) (Minolta Camera Co. 

Ltd., Osaka, Japan) 
- เครื่อง Pocket PEA chlorophyll fluorimeter สำหรบัวัดค่า chlorophyll 

fluorescence (Fv/Fm) (Hansatech Instruments Ltd, King's Lynn, UK) 
- NanoDrop™ 2000 Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Massachusetts, USA) 
- Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) 
- 2100 Bioanalyzer System (Agilent Technologies Inc., California, USA) 
- Hiseq4000 sequencer (Illumina Inc., California, USA) 
- เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine หรือ Thermal cycler)  

(T100TM Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA) 
- เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจรงิ (Real-time PCR)  

(CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad Laboratories 
Inc., California, USA) 
 

3.1.3. สารเคม ี
- Sodium chloride (NaCl) (Srichand United Dispensary Co., Ltd., Bangkok, 

Thailand) 
- ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
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- RNase free water (DEPC-treated water) 
- น้ำยาสกัด RNA (RNA purification reagent) (PureLink™, Thermo Fisher 

Scientific Inc., Massachusetts, USA)  
- DNase I (RNase-free) (New England Biolabs Inc., Massachusetts, USA) 
- DNase I (RNase-free) (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA)  
- Mag-Bind® TotalPure NGS (Omega Bio-Tek Inc., Georgia, USA)  
- Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, 

USA) 
- QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for Illumina (Lexogen Inc., 

New Hampshire, USA) 
- น้ำยาสกัด RNA (GENEzolTM Reagent, Geneaid Biotech Ltd., New Taipei City, 

Taiwan) 
- Luna® Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs Inc., 

Massachusetts, USA) 
- AccuPower® RT PreMix (Bioneer Inc., California, USA) 

 
3.2. วิธีการศึกษา 

3.2.1. การคัดเลือกข้าวพันธ์ุพื้นเมืองทนเค็มจากลกัษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็ม 
3.2.1.1. การศึกษาเบื้องต้นในกล้าข้าวจำนวน 12 พนัธุ ์

3.2.1.1.1. การเตรียมพืชทดลอง 
นำข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.ดวงใจ สุริยาอรุณโรจน์ 

ศูนย์วิจัยข้าวนครราชสีมา สำนักวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว จังหวัดนครราชสีมา 
จำนวน 10 พันธุ์ ได้แก่ พวงทอง (Puang Tawng) ดอดอกไม้ (Daw Dawk Mai) จุดมอญ 
(Jud Mawn) ขาวแก้ ว  (Khao Gaew) ดอสาม เดื อน  (Daw Sahm Deuan) มะยม 
(Mayom) ตาบาน  (Tah Bahn) เหลื อ งพวงทอง (Leuang Puang Tawng) หลวง
ประทาน (Luang Prathan) อีลาย (E-Lai) และข้าวพันธุ์มาตรฐานทนเค็มและไม่ทน 
ได้แก่ Pokkali และ IR29 ตามลำดับ นำมาทำลายระยะพักตัวด้วยการอบในตู้อบลมร้อน 
(FED240, BINDER Inc., New York, USA) ที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 2 วัน จากนั้น
นำไปเพาะด้วยน้ำกรองในจานเพาะเชื้อโดยเปลี่ยนน้ำกรองทุกวันจนกระทั่งเมล็ดงอก
จากนั้นจึงนำต้นกล้าข้าวไปปรับตัวกับสภาพแวดล้อมด้วยการรับแสงแดดทุกวันจนกระทั้ง
ต้นกล้าข้าวมีอายุ 6 วัน  
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3.2.1.1.2. สภาพการทดลองและการออกแบบการทดลอง 

นำต้นกล้าข้าวทุกพันธุ์ปลูกในดินร่วนปนทรายชุดดินพิมาย (สำนักสำรวจและวิจัย
ทรัพยากรดิน กรมพัฒนาที่ดิน กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ) ในกระถางพลาสติก 
ปลูกต้น ไม้ขนาดเส้นผ่ านศูนย์กลาง 7 .62  cm ซึ่ งบรรจุอยู่ ในตะกร้าพลาสติก 
ขนาด 27×37×13 cm ที่แช่อยู่ในกระบะพลาสติกสำหรับรองน้ำขนาด 40×54×14 cm 
และบรรจุน้ำกรองอยู่จนกระทั่งต้นกล้ามีอายุ 14 วัน พืชทดลองชุดหนึ่งจะถูกเปลี่ยนน้ำ 
ที่บรรจุเป็นน้ำกรอง (ภาวะควบคุม) และสารละลายเกลือความเข้มข้น 115 mM  
(ภาวะเค็ม) ตามวิธีของนพคุณ คุณผลวัฒนา (2558) ออกแบบการทดลองแบบ 
Randomized Complete Block Design (RCBD) อย่างน้อย 3 block โดยกำหนดให้แต่
ล ะ  block คื อ โต๊ ะที่ ว า งก ระบ ะพ ลาสติ ก  โด ยแต่ ล ะ  block มี ห น่ วยท ดลอ ง 
(experimental unit) ที่ครอบคลุมทุก ๆ ทรีตเมนต์ (treatment) 

 
3.2.1.1.3. การเก็บผลลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็ม 

ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มทุกวันตั้งแต่วันที่ 1 จนถึง
วันที่ 9 ภายหลังกล้าข้าวเผชิญกับภาวะต่าง ๆ และบันทึกค่า ดังนี้ 

1. ค่ า  chlorophyll fluorescence (Fv/Fm) ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Pocket PEA 
chlorophyll fluorimeter (Hansatech Instruments Ltd, King's Lynn, UK) 

2. ค่าความเขียวใบ (SPAD) โดยใช้ เครื่อง SPAD-502 chlorophyll meter 
(Minolta Camera Co. Ltd., Osaka, Japan)  

3. คะแนนความเสียหายจากการได้รับความเครียดจากความเค็มตามมาตรฐาน
ของสถาบันวิจัยข้าวนานาชาติหรือค่าคะแนนความเสียหายจากความเค็ม (Salt injury 
score: SIS) ดังตารางที ่2 (Gregario, Senedhira, and Mendozo, 1997) 

โดยที่เก็บค่าพารามิเตอร์ในข้อ 1 และ 2 จากใบซึ่งมีการขยายขนาดของใบเต็มที่ 
ที่อายุน้อยที่สุด (youngest fully expanded leaf) ตามวิธีของ Udomchalothorn et 
al. (2017 ) แล้ วน ำข้ อ มู ลที่ เก็ บ ได้ ทั้ งห มดมาแป ลงเป็ น ค่ าดั ชนี เส ถี ย รภ าพ  
(Stability index: SI) เพื่อดูความสามารถของข้าวในการรักษาสภาพว่าเปลี่ยนแปลงเป็น
สัดส่วนเท่าใดภายหลังได้รับภาวะเค็มโดยคำนวณได้จากสูตร  

SI = Ys/Yp 
เมื่อ Ys คือ ค่าพารามิเตอร์จากพืชที่เจริญเติบโตในภาวะเค็ม   

Yp คือ ค่าพารามิเตอร์จากพืชที่เจริญเติบโตในภาวะปกติ 
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3.2.1.1.4. การวิเคราะห์ผล 

วิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติของดัชนีเสถียรภาพของพารามิเตอร์ต่าง ๆ  
ด้วย One-Way ANOVA เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดย Duncan's Multiple-Range Test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วย SPSS version 22.0 (IBM, New York, USA) 
จัดกลุ่ มข้ าวพั นธุ์ต่ าง ๆ  ต ามค่ าเฉลี่ ยดัชนี เสถี ยรภาพของพารามิ เตอร์ต่ าง ๆ  
ด้วยการวิเคราะห์กลุ่ม (clustering analysis) แบบ Ward’s method (Milligan, 1980) 
ด้ ว ย  http://shinyheatmap.com/ (Khomtchouk, Hennessy, and Wahlestedt, 
2017) เพื่อสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ของนพคุณ คุณผลวัฒนา (2558) และใช้ระบุ 
ข้าวพันธุ์พ้ืนเมืองไทยที่มีลักษณะทนเค็มมากที่สุดเพื่อใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป 

 
3.2.1.2. การศึกษาเพื่อยืนยันผลในกลา้ข้าวจำนวน 4 พันธ์ุ 

ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มเพิ่มเติมด้วยการทำการทดลอง
อีกครั้งโดยปลูกข้าวพื้น เมืองทนเค็ม (พันธุ์ เป้ าหมาย) และพันธุ์ ไม่ทนเค็มอย่างละ  
1 พันธุ์ และปลูกร่วมกับข้าวพันธุ์ Pokkali และ IR29 ซึ่งเป็นพันธุ์มาตรฐานทนเค็มและไม่ทน
เค็มตามลำดับ ดำเนินการทดลองในสภาพแวดล้อมเช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 3.2.1.1. 
โดยวางแผนการทดลองแบบ RCBD จำนวน อย่างน้อย 4 block เมื่ อต้นกล้ าข้ าว 
มีอายุ 14 วัน ให้ภาวะเค็มโดยให้สารละลายเกลือความเข้มข้น 115 mM และชุดควบคุม
ได้รับน้ำกรอง เก็บข้อมูลทางสรีรวิทยา ได้แก่   

1. ค่ า  chlorophyll fluorescence (Fv/Fm) โ ด ย ใ ช้ เ ค รื่ อ ง  Pocket PEA 
chlorophyll fluorimeter (Hansatech Instruments Ltd, King's Lynn, UK)  

2. ค่ าค วาม เขี ย ว ใบ  (SPAD) โดย ใช้ เค รื่ อ ง  SPAD-502 chlorophyll meter 
(Minolta Camera Co. Ltd., Osaka, Japan)  

3. ค่าคะแนนความเสียหายจากความเค็ม (Salt injury score: SIS) (Gregario, 
Senedhira, and Mendozo, 1997)  

4. น้ำหนักสด (fresh weight: FW) 
5. น้ำหนักแห้ง (dry weight: DW) 
6. เสถียรภาพเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane stability: %CMS) 
7. ปริมาณน้ำสัมพัทธ์ (relative water content: %RWC)  
โดยเก็บค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ จากใบซึ่งมีการขยายขนาดของใบเต็มที่ที่อายุน้อย

ที่สุดยกเว้นค่าคะแนนความเสียหายจากความเค็มที่จะสังเกตจากต้นข้าวทั้งต้น ตามวิธีของ
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นพคุณ คุณผลวัฒนา (2558) และ Udomchalothorn et al. (2017) หลังจากได้รับภาวะ
เค็มเป็นเวลา 0  3  6  9 นำมาคำนวณค่าดัชนี เสถียรภาพของแต่ละพารามิ เตอร์  
แล้วจึงนำมาวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วย One-Way ANOVA และเปรียบเทียบ
ค่าเฉลี่ยโดย Duncan's Multiple-Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ด้วย 
SPSS version 22.0 (IBM, New York, USA) 

 
3.2.2. การศึกษา gene expression profiles ของข้าวพันธุ์ที่ทนเค็มเพื่อเข้าใจกลไกการ

ตอบสนองของพืชต่อภาวะเค็ม 
3.2.2.1. การปลูกและการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อความเค็มในข้าวพันธุ์

ต่าง ๆ ที่จะถูกนำไปสกัด RNA 
เพื่อให้ตัวอย่าง RNA ของข้าวพื้นเมืองไทยที่นำมาศึกษานั้นเป็นการแสดงออกของ

ยีนที่ ทนต่อภาวะเค็มที่ แท้ จริง ในการทดลองจึงทำการปลูกข้าวพื้ น เมืองทนเค็ม  
(พันธุ์เป้าหมาย) และพันธุ์ไม่ทนเค็มอย่างละ 1 พันธุ์ โดยปลูกร่วมกับข้าวพันธุ์ Pokkali และ 
IR29 เป็นพันธุ์มาตรฐานทนเค็มและไม่ทนเค็มตามลำดับ เช่นเดียวกับการทดลองในข้อ 
3.2.1.2 โดยวางแผนการทดลองแบบ RCBD จำนวน อย่างน้อย 4 ซ้ำ (4 block) เมื่อต้นกล้า
ข้าวมีอายุ  20 วัน จึงนำไปเผชิญกับภาวะควบคุมและภาวะเค็มแล้วจึงเก็บข้อมูล 
ทางสรีรวิทยาเช่นเดียวกับข้อ 3.2.1.1 หลังจากได้รับภาวะเค็มเป็นเวลา  0  3  6  9  
และ 12 วัน  นำมาคำนวณดัชนีเสถียรภาพของทุกพารามิเตอร์ นำไปวิเคราะห์ผลการทดลอง
ทางสถิติและเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของค่าทางสรีรวิทยาเพื่อแสดงว่าพืชเป้าหมายมีการแสดง
ออกแบบทนเค็มใกล้เคียงกับพันธุ์ทนเค็มมาตรฐานและแตกต่างจากพันธุ์ไม่ทนเค็ม  
จากนั้นปลูกข้าวพื้นเมืองทนเค็ม (พันธุ์เป้าหมาย) ในสภาวะและสิ่งแวดล้อมเดียวกันสำหรับ
เป็นตัวอย่างเพื่อใช้ศึกษา gene expression profile 

 
3.2.2.2. การเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อเพื่อสกัด total RNA 

เก็บตัวอย่างส่วนเหนือดินของข้าวพื้นเมืองทนเค็มที่อายุ 20 วัน จากชุดตัวอย่างที่
เตรียมไว้ในข้อ 3.2.2.1 จำนวนอย่างน้อย 3 ซ้ำ (biological replicate) ที่เวลา 0 3 6 12 
24 และ 48 ชั่วโมง หลังจากได้รับภาวะเค็มโดยมีพืชที่ปลูกในภาวะปกติเป็นการทดลองชุด
ควบคุมสำหรับเตรียม cDNA library ทั้งหมด 36 library (2 ภาวะ x 6 ช่วงเวลา x 3 ซ้ำ) 
เมื่อถึงเวลาที่กำหนดเนื้อเยื่อจะเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวทันทีแล้วเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ  
-80 °C 
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3.2.2.3. การเตรียม RNA-seq libraries (3’-Taq RNA-seq libraries) 
เตรียม RNA-seq libraries จากตัวอย่ างที่ เก็บ ในข้อ  3.2.2.2 รวมทั้ งสิ้ น  36 

libraries โดยใช้น้ ำยาสกัด  RNA จากตัวอย่างพืช  (Plant RNA purification reagent) 
(PureLink™, Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) ต่อมานำไปกำจัด 
genomic DNA (gDNA) ที่ปนเปื้อนด้วย DNase I (RNase-free) (New England Biolabs 
Inc., Massachusetts, USA) แ ล้ ว จึ ง ต ร ว จ ส อ บ คุ ณ ภ า พ ข อ ง  RNA ด้ ว ย  gel 
electrophoresis จากนั้นทำให้ RNA มีความบริสุทธิ์ด้วย 1.8X Mag-Bind® TotalPure 
NGS (Omega Bio-Tek Inc., Georgia, USA) และวัดปริมาณของ RNA ด้วย NanoDrop™ 
2000 Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) 
และ Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts, 
USA) จากนั้นจึงนำไปสร้าง 3’-Taq RNA-seq libraries โดยแปลง messenger RNA 
(mRNA) ทางปลายด้าน 3’UTR เป็น complementary DNA (cDNA) สำหรับการหาลำดับ
นิวคลีโอไทด์ (sequencing) ด้วย QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for 
Illumina (Lexogen Inc., New Hampshire, USA) โดยจะตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ
ของ 3’-Taq RNA-seq libraries ทั้ ง  36 libraries ด้ วย  2100  Bioanalyzer System 
(Agilent Technologies Inc., California, USA) ก่อนนำไปหาลำดับนิวคลีโอไทด ์

 
3.2.2.4. การศึกษาทรานสคริปโทมด้วย 3’-Taq RNA-seq 

ห าล ำดั บ นิ ว ค ลี โอ ไท ด์ ข อ ง  cDNA library ที่ เต รี ย ม ไว้ ทั้ ง  36 libraries 
โ ด ย ใ ช้  Hiseq4000 sequencer (Illumina Inc., California, USA) จ า ก นั้ น  น ำ 
sequencing reads ที่ ได้  map กั บ จี โน ม ขอ ง Oryza sativa var. japonica โด ย ใช้
ฐานข้อมูลของ MSU Rice Genome Annotation Release 7 (MSU 7.0) (Kawahara et 
al., 2013) โดยใช้  STAR: ultrafast universal RNA-seq aligner (Dobin et al., 2013)  
นับปริมาณการแสดงออกของยีน (count reads per gene) ในแต่ละ library ด้วย HTSeq 
platform (Anders, Pyl, and Huber, 2015) และวิเคราะห์หายีนที่แสดงออกแตกต่างกัน 
(Differentially expressed genes: DEGs) ที่ช่วงเวลาต่าง ๆ ระหว่างภาวะควบคุมและ
ภาวะเค็มโดยใช้ DESeq2 platform (Love, Huber, and Anders, 2014) โดยดำเนินการ
ผ่ า น  http://bioinformatics.sdstate.edu/idep ห รื อ  iDEP.82 ซึ่ ง เป็ น  web-based 
analytics tool โดยในการวิเคราะห์จะกำหนดค่า cut-off ให้เป็น 1.5 minimum fold 
change และ 0.10 false discovery rate (FDR) ตามลำดับ (Ge, Son, and Yao, 2018) 
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3.2.2.5. การวิเคราะห์ gene set enrichment analysis 
นำ DEGs list ในแต่ละช่วงเวลา  วิ เคราะห์  gene set enrichment analysis  

ด้ ว ย  PlantGSEA (http://structuralbiology.cau.edu.cn/PlantGSEA/) (Yi, Du, and 
Su, 2013) เพื่อให้เข้าใจกลไกทางชีววิทยาที่เกิดขึ้นขณะที่พืชตอบสนองต่อภาวะเค็มที่ 
เวลาต่าง ๆ ทั้ง 6 ช่วงเวลา 

 
3.2.2.6. การระบุยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็ม 

พิจารณา DEGs ที่ เวลาต่าง ๆ เพื่อระบุยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็ม 
(putative salt tolerant candidate gene) อ ย่ า งน้ อ ย  1-2 ยี น  โด ยพิ จ ารณ าจาก  
gene ontology term (GO term) ที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อภาวะเค็มโดยเป็นยีนที่
ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ (regulation of gene expression) หรือเป็น
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณ (signal transduction) และแสดงออกมาในช่วงแรกที่ข้าว
ได้รับภาวะเค็ม 

 
3.2.3. การวิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน (gene co-expression network) 

การวิเคราะห์โครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีนมีวัตถุประสงค์เพื่ อศึกษายีนที่มีการ
แสดงออกร่วมกับยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็มที่ระบุได้เพื่อให้เข้าใจกลไกการทนเค็มใน
ข้าวที่ศึกษา โดยสร้าง gene co-expression network แบบ weighted network ที่กำหนดให้ 
DEGs แต่ละยีนเป็นโหนด (node) และการแสดงออกร่วมกันของยีนพร้อมค่าความสัมพันธ์ที่
คำนวณไดเ้ป็นเส้นเชื่อม (edge) 

การสร้าง gene co-expression network จะอาศัยข้อมูลระดับการแสดงออกที่ดัดแปร
ข้อมูลแล้ว (normalized expression level) ซึ่งอยู่ในหน่วยของ log2(CPM+4) ที่ได้มาจาก
ขั้นตอน Pre-process โดย EdgeR package ของการวิเคราะห์ทรานสคริปโทมจากตัวอย่างที่
ข้าวได้รับภาวะเค็มในทุกช่วงเวลามาคำนวณหา Partial dynamical correlation coefficient 
ของ DEGs แต่ละคู่ด้วย longitudinal R package ซึ่ งเป็นชุดคำสั่งจากโปรแกรมสำเร็จที่
ดำเนินการผ่าน RStudio version 1.2.5033 (RStudio Inc., Massachusetts, USA) ตามวิธี
ของ Opgen-Rhein and Strimmer (2006a) ทำให้ได้ไฟล์ correlation matrix จากนั้นใช้
ชุ ด ค ำสั่ งขอ ง  igraph R package (Csardi and Nepusz, 2006) เพื่ อ แป ล ง correlation 
matrix เป็น โครงข่าย (network) แล้วส่งออกไฟล์โครงข่ายให้สามารถนำไปวิเคราะห์ใน
โป รแกรม  CytoScape version 3.7.2 (ISB, Washington, USA) ที่ ช่ วย ในการวาดภาพ
โครงข่ายและคำนวณค่าความสำคัญหรือความเป็นศูนย์กลางของระบบ (centrality) ของโหนด
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ยีนต่าง ๆ ของโครงข่ายได้  โดยการทดลองนี้จะทดลองเปลี่ยนค่า cut-off threshold สำหรับค่า
ความสัมพันธ์ที่ หาได้ ให้มีค่ าที่  0.5 0.6 0.7 และ 0.8 ตามลำดับ เพื่ อหาโครงข่ ายการ 
แสดงออกร่วมที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ด้วย นอกจากนี้ยังพิจารณาวิเคราะห์ไปถึงข้อมูล
โครงสร้างพื้นฐานของโครงข่ายด้วย การคำนวณค่าอย่าง clustering coefficient, network 
density, average number of neighbors และ isolated nodes เพื่อให้เห็นลักษณะรวมของ
โครงข่ายไว้ด้วย โดยการวิเคราะห์ครั้งนี้มีรหัสต้นแบบ (source code) ที่ดำเนินการผ่าน 
RStudio version 1.2.5033 (RStudio Inc., Massachusetts, USA) ดังภาคผนวก ก.1 

 
3.2.4. การศึกษาเพื่อยืนยันผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อการแสดงออกของยีนที่ระบุได้ 

ศึกษาการแสดงออกของยีนที่คัดเลือกได้ว่ามีการตอบสนองต่อภาวะเค็มหรือไม่  อย่างไร 
โดยสกัด RNA จากข้าวที่ปลูกไว้ในข้อ 3.2.2.1 จากเนื้อเยื่อส่วนเหนือดินที่อายุ 20 วัน ที่เวลาต่าง 
ๆ หลังจากได้ภาวะเค็มเป็นเวลา 0 24 และ 48 ชั่วโมงหลังได้รับภาวะเค็ม โดยมีจำนวน 4 ซ้ำ  
(4 blocks) ด้วยน้ำยาสกัด RNA (GENEzolTM Reagent, Geneaid Biotech Ltd., New Taipei 
City, Taiwan) จากนั้นกำจัด genomic DNA ด้วย DNase I (RNase-free) (Thermo Fisher 
Scientific Inc., Massachusetts, USA) แล้วแปลง mRNA ที่ได้เป็น cDNA ด้วย AccuPower® 
RT PreMix (Bioneer Inc., California, USA)  

ออกแบบ primers เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับ 
การทนเค็มด้วย https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ จากนั้นตรวจสอบ
คุณ สมบั ติ ท างกายภาพของ primers ที่ ออกแบบ ได้ เพื่ อหลี ก เลี่ ย ง  self-dimer และ  
hetero-dimer tendencies ด้ วย  https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer 
โดย primers ที่ออกแบบเพื่อใช้ในการศึกษาครั้งน้ีมีคุณสมบัติและข้อมูลดังภาคผนวก ก.2 

ใน ส่ วน ขอ งก ารท ำquantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) จ ะ ใช้  
Luna® Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs Inc., Massachusetts, USA) 
โดยจำเป็นต้องมีการศึกษา optimal annealing temperature (Ta Opt) ที่ เหมาะสม ของ 
แต่ละ primers ซึ่ งพบว่า  primers ของทุกยีนมี  Ta Opt เท่ ากับ  61.5 °C จากนั้ นจึ งทำ 
standard curve PCR ของแต่ละ primers เพื่อให้ได้ค่า primer efficiency ของยีนแต่ละยีน 
ที่ ใช้  (ได้ผลดั งภาพที่  28-30 ภาคผนวก ก .) สำหรับการคำนวณ หาค่ า relative gene 
expression ratio โ ด ย ใน ก า ร ศึ ก ษ า ค รั้ ง นี้ มี  OsEf-1 α  gene (GenBank accession 
No.GQ848074.1) เป็น internal control และใช้วิธีการคำนวณตามวิธีของ Pfaffl (2004) ซึ่งมี
สมการ ดังนี ้
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𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 =  
𝐸𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡

∆𝐶𝑃𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡(𝑀𝐸𝐴𝑁 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑀𝐸𝐴𝑁 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒  )

𝐸𝑟𝑒𝑓
∆𝐶𝑃𝑟𝑒𝑓(𝑀𝐸𝐴𝑁 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − 𝑀𝐸𝐴𝑁 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)

 

 

เมื่อ E คือ primer efficiency ของยีน ได้มาจากการทำ standard curve 
 CP คือ crossing point 
 sample คือ ตัวอย่างที่ต้องการคำนวณ relative gene expression ratio 
 control คือ ตั ว อ ย่ า ง ที่ ใ ช้ เป็ น ตั ว เป รี ย บ เที ย บ  ใน ก า ร ศึ ก ษ า ค รั้ ง นี้  

กำหนดให้เป็นตัวอย่างที่มาจากต้นกล้าข้าวพันธุ์ Pokkali ในสภาวะ
ควบคุมที่ เวลา 0 ชั่วโมง โดยเป็นค่ามาจาก block เดียวกันกับ 
sample ที่ต้องการคำนวณ 

 target คือ ยีนที่ต้องการศึกษา 
 ref คือ ยีนที่เป็น internal control (OsEf-1α) 
 MEAN คือ ค่าเฉลี่ยของ CP จากตัวอย่างใด ๆ ที่คำนวณมาจาก 

3 technical replications 
 

เมื่อได้ค่า relative gene expression ratio ของตัวอย่างต่าง ๆ แล้ว ทำการวิเคราะห์
ผลทางสถิตดิ้วย Two-Way ANOVA แบบ RCBD จำนวน 4 block โดยมีจุดประสงค์เพื่อ
ทดสอบความแตกต่างของ 2 ปัจจัยหลกั ได้แก่ 1. พันธ์ุข้าว (หลวงประทาน, มะยม, Pokkali 
และ IR29) และ 2. ภาวะที่ต้นกล้าข้าวเจริญอยู่ (ภาวะควบคุมและภาวะเค็ม) ตลอดจนทดสอบ
ปฏิสัมพันธ์ของปัจจัยทั้งสองร่วมด้วย โดยการวิเคราะห์ผลทางสถิติและเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วย 
DMRT ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% จะวิเคราะห์แยกกันในแต่ละช่วงเวลาผ่านโปรแกรม SPSS 
version 22.0 (IBM, New York, USA) 
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บทที ่4  
ผลการศึกษา 

 
4.1. การคัดเลือกขา้วพันธุ์พื้นเมอืงทนเค็มจากลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเคม็ 

4.1.1. การศึกษาเบื้องต้นในกล้าข้าวจำนวน 12 พนัธุ ์
ในการทดลองครั้งนี้ผู้วิจัยได้ปลูกข้าวจำนวน 12 พันธุ์ ในสองสภาวะได้แก่ ภาวะควบคุม 

และภาวะเค็ม (ปลูกใน 115 mM NaCl) โดยมีจุดประสงค์เพื่อคัดเลือกข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทย 
ที่มีลักษณะทนเค็มมากที่สุดสำหรับนำมาศึกษา gene expression profiles เพื่อเข้าใจกลไก 
และระบุยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็ม 

ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้ดำเนินการศึกษาในกล้าข้าวอายุ 14 วัน ภายหลังต้นกล้าข้าว
เผชิญกับภาวะปกติและภาวะเค็มแล้วผู้วิจัยได้บันทึกค่าลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อ
ภาวะเค็มทุกวัน เป็นเวลา 9 วัน เพื่อนำมาคำนวณค่าดัชนีเสถียรภาพของค่าลักษณะทาง
สรีรวิทยาต่าง ๆ อันประกอบไปด้วย 1. ค่าดัชนีเสถียรภาพของค่าคะแนนความเสียหายจาก 
ความเค็ม (SI_SIS) 2. ค่าดัชนีเสถียรภาพของค่าความเขียวใบ (SI_SPAD) และ 3. ค่าดัชนี
เสถี ยรภาพของค่ า  chlorophyll fluorescence (SI_Fv/Fm) เพื่ อ เปรียบ เที ยบค่ าเฉลี่ ย  
และจัดกลุ่มข้าวพันธุ์ต่าง ๆ ตามค่าดัชนีเสถียรภาพของค่าลักษณะทางสรีรวิทยาที่ศึกษา 

จากผลการศึกษาพบว่าข้าวทั้ง 12 พันธุ์ มีค่า SI_SIS ต่างกันเมื่อการทดลองผ่านไปแล้ว 
4 วัน จวบจนกระทั้งสิ้นสุดการทดลองในวันที่ 9 (ตารางที่ 6-7 ภาคผนวก ข. และภาพที่ 5)  
โดยพบว่าในวันที่ 4 ข้าวพันธุ์มะยม และ IR29 ที่เป็นพันธุ์ไม่ทนเค็มมาตรฐานเริ่มมีบางส่วน 
ของใบมีสีจางและม้วน มีค่า SI_SIS อยู่ที่ 3.17 ± 0.60 และ 3.00 ± 0.45 ตามลำดับซึ่งแตกต่าง
จากข้าวพันธุ์อื่นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และเมื่อการทดลองดำเนิน
ไปถึงวันที่ 5 พบว่าข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 ยังคงมีค่า SI_SIS สูงมากที่สุดเนื่องจากมีใบม้วน 
มากขึ้น มีค่า SI_SIS อยู่ที่  4.17 ± 0.60 และ 4.33 ± 0.76 ตามลำดับ ในขณะที่ข้าวพันธุ์ 
หลวงประทานและ Pokkali ที่เป็นพันธุ์ทนเค็มมาตรฐานมีค่า SI_SIS ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติเพราะยังคงแสดงลักษณะปกติมีเพียงบางซ้ำของการทดลองที่ปลายใบมีอาการ
ม้ วน งอ เล็ กน้ อ ยท ำให้ มี ค่ า  SI_SIS อยู่ ที่  2.17 ± 0.31 และ  1.83 ± 0.17 ตามล ำดั บ  
ซึ่งถือว่ามีค่าต่ำสุดเมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์อื่น ๆ โดยสามารถเห็นรูปแบบความแตกต่างของ 
SI_SIS เช่นนี้ได้อย่างชัดเจนจนกระทั่งการทดลองดำเนินไปถึงวันที่ 7 ซึ่งพบว่าค่า SI_SIS ในวันที่  
8 และ 9 ข้าวพันธุ์ Pokkali ที่เป็นข้าวพันธุ์ทนเค็มมาตรฐานมีค่า SI_SIS ต่ำที่สุด คือ 2.83 ± 
0.31 และ 3.17 ± 0.31 ตามลำดับ ซึ่งมีค่าแตกต่างจากข้าวพันธุ์หลวงประทานที่มีค่าเท่ากับ 
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4.17 ± 0.31 และ 5.17 ± 0.31 อย่ างมี นั ยสำคัญ ทางสถิติที่ ระดับความ เชื่ อมั่ น  95%  
แต่อย่างไรก็ตามข้าวพันธุ์หลวงประทานยังคงเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีความสามารถในการ
ทนเค็มมากที่สุดหากพิจารณาจากค่า SI_SIS ซึ่งแตกต่างอย่างชัดเจนจากข้าวพันธุ์มะยมที่พบว่า
เป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีค่า SI_SIS เท่ากับข้าวพันธุ์ IR29 ที่เป็นข้าวพันธุ์ไม่ทนเค็มมาตรฐาน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% ดังภาพที่ 5 

ในส่วนของค่า SI_SPAD พบว่าข้าวพันธุ์ต่าง ๆ มีค่า SI_SPAD ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 เริ่มแรกในวันที่ 6 หลังจากเริ่มทดลอง (ตารางที่ 8-9 ภาคผนวก ข. 
และภาพที่ 6) โดยพบว่าข้าวพันธุ์ Pokkali มีค่า SI_SPAD เท่ากับ 1.28 ± 0.06 ซึ่งหมายความ
ว่าข้าวพันธุ์ Pokkali ในภาวะเค็มมีค่าความเขียวใบมากกว่าภาวะปกติประมาณ 1.28 เท่า  
ขณะที่ข้าวพันธุ์อื่นมี SI_SPAD อยู่ที่ประมาณ 1 ยกเว้นข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 ที่มีค่า 
SI_SPAD เท่ากับ 0.97 ± 0.21 และ 0.79 ± 0.17 ตามลำดับ ซึ่งแสดงถึงความเขียวของใบลดลง
เมื่อเปรียบเทียบกับภาวะปกติ ซึ่งผลการทดลองในวันที่ 7 ก็มีแนวโน้มเช่นเดียวกับวันที่ 6 แต่ถ้า
หากพิจารณาผลในวันที่ 8 และวันที่ 9 กลับพบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานมีความสามารถในการ
เพิ่มค่าความเขียวใบเมื่อเผชิญกับภาวะเค็มถึง 1.30 ± 0.04 เท่าซึ่งมีค่ามากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับข้าวพันธุ์อื่น ๆ โดยมีค่าเฉลี่ยอยู่ในกลุ่มเดียวกับข้าวพันธุ์ Pokkali ที่เป็นข้าวพันธุ์ทนเค็ม
มาตรฐานและข้าวพันธุ์อื่น  ๆ ยกเว้นข้าวพันธุ์มะยม ตาบาน และ IR29 ที่มีค่ าเท่ ากับ  
0.44 ± 0.22, 0.61 ± 0.27 และ 0.67 ± 0.22 ตามลำดับ ซึ่งแตกต่างจากข้าวพันธุ์ที่เหลืออย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

สำหรับค่า SI_Fv/Fm เมื่อพิจารณาจากค่าเฉลี่ย (ตารางที่ 10-11 ภาคผนวก ข.) และ
แนวโน้มของกราฟ SI_Fv/Fm (ภาพที่ 7) พบว่าข้าวพันธุ์ Pokkali หลวงประทาน พวงทอง  
ดอสามเดือน และตาบาน มีค่า SI_Fv/Fm อยู่ที่ประมาณ 1 ในวันที่ 9 ขณะที่ข้าวพันธุ์อื่น ๆ 
ได้แก่ พวงทอง ดอดอกไม้ จุดมอญ เหลืองพวงทอง อีลาย มะยม และ IR29 มีค่า SI_Fv/Fm 
ค่อนข้างต่ำ แต่อย่างไรก็ตามจากการทดสอบสถิติพบว่าค่าเฉลี่ย SI_Fv/Fm ของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ 
มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

เพื่อจัดกลุ่มข้าวพันธุ์ต่าง ๆ จากลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อความเค็ม ผู้วิจัยได้
นำค่าเฉลี่ยดัชนีเสถียรภาพของค่าสรีรวิทยาทุกค่า ที่วันต่าง ๆ มาดำเนินการวิเคราะห์กลุ่ม 
(clustering analysis) เพื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาของนพคุณ คุณผลวัฒนา (2558)  
ที่ มี มาก่อนหน้ า ผลการศึกษาพบว่าสามารถจัดกลุ่ มข้ าวพั นธุ์ต่ าง ๆ  ได้ดั งภาพที่  4  
โดยข้าวพันธุ์หลวงประทานถูกจัดให้อยู่กลุ่มเดียวกับข้าวพันธุ์ Pokkali ที่เป็นข้าวพันธุ์ทนเค็ม
มาตรฐาน ในขณะที่ข้าวพันธุ์มะยมถูกจัดกลุ่มให้รวมอยู่กับข้าวพันธุ์ IR29 ซี่งเป็นข้าวพันธุ์ 
ไม่ทนเค็มมาตรฐาน ดังนั้นข้าวพันธ์ุหลวงประทาน มะยม Pokkali และ IR29 จึงถูกเลือกให้นำมา
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ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อความเค็มอีกครั้งโดยพิจารณาพารามิเตอร์อื่น ๆ  
ร่วมด้วย เพื่อยืนยันผลการทดลองและความสามารถในการทนเค็มของข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยทั้ง
สองที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ ซึ่งข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีความสามารถในการทนเค็มจะถูกนำไป
ศึกษา gene expression profiles ในลำดับถัดไป 

 

 
 
ภาพที่ 4 ผลการวิเคราะห์กลุ่ม (clustering analysis) แบบ Ward’s method ของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ
จำนวน 12 พนัธุ์ จากค่าดัชนีเสถียรภาพของลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็ม 
ภายหลังต้นกล้าข้าวอายุ 14 วัน เผชิญกับความเค็มเป็นเวลา 1-9 วัน 
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4.1.2. การศึกษาเพื่อยืนยันผลในกลา้ข้าวจำนวน 4 พันธ์ุ 
ผู้วิจัยได้ทำการทดลงเพื่อศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มอีกครั้ง

โดยศึกษาในข้าวจำนวน 4 พันธ์ุ ประกอบด้วยข้าวพันธ์ุ Pokkali หลวงประทาน มะยม และ IR29 
โดยดำเนินการทดลองเช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้าโดยยังคงศึกษา SI_SIS (ภาพที่ 8), 
SI_SPAD (ภาพที่ 9 A) และ SI_Fv/Fm (ภาพที่  9 B) เช่นเดิม แต่พิจารณาพารามิเตอร์อื่น 
ร่วมด้วย ได้แก่ ดัชนีเสถียรภาพของน้ำหนักสด (SI_FW) (ภาพที่ 9 C) ดัชนีเสถียรภาพของ
น้ำหนักแห้ง (SI_DW) (ภาพที่ 9 D) ดัชนีเสถียรภาพของเสถียรภาพเยื่อหุ้มเซลล์ (SI_%CMS) 
(ภาพที่  9 E) และดัชนีเสถียรภาพของปริมาณน้ำสัมพัทธ์ (SI_%RWC) (ภาพที่ 9 F) ซึ่งจะ
สามารถอนุมานได้ถึงความสามารถของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ ในการทนเค็มได้จากการประเมิน 
Biomass (SI_FW และ SI_DW) ความปกติของกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล์ด้วยการ
พิจารณา SI_%CMS ความสามารถในการรักษาภาวะธำรงดุลของน้ำภายในเซลล์ด้วยการ
พิจารณา SI_%RWC โดยการทดลองครั้งนี้ดำเนินการในต้นกล้าข้าวอายุ 14 วันเช่นเดิม  
แต่จะเก็บผลการทดลองที่ 3 6 และ 9 วันหลังเริ่มทดลอง 

จากผลการศึกษาพบว่าข้าวพันธุ์ต่าง ๆ ยังคงมีการรักษาเสถียรภาพของลักษณะทาง
สรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มเช่นเดียวกับการศึกษาเบื้องต้นในข้าว 12 พันธุ์ โดยพบว่า 
เริ่มสังเกตเห็นความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของค่า SI_SIS ได้ในวันที่ 3 หลังเริ่มทดลอง  
โดยข้าวพันธุ์หลวงประทานและ Pokkali ยังคงมีลักษณะโดยรวมปกติ โดยมีค่า SI_SIS อยู่ที่ 
1.75 ± 0.43 และ 1.50 ± 0.5 ตามลำดับ (ตารางที่ 12 ภาคผนวก ข.) ขณะที่ข้าวพันธุ์มะยม 
และ IR29 เริ่มแสดงอาการโดยมีบางส่วนของใบม้วนงอ ทำให้มีค่า SI_SIS อยู่ที่ 2.50 ± 0.50 
และ 3.00 ± 0.00 ตามลำดับ (ตารางที่ 12 ภาคผนวก ข.) โดยค่า SI_SIS สามารถแบ่งเป็น  
2 กลุ่ม ของข้าวพันธุ์ทนเค็มและไม่ทนเค็มได้อย่างชัดเจนตั้งแต่วันที่ 6 จนถึงวันที่ 9 ของการ
ทดลองอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ภาพที่ 8) 

สำหรับค่า SI_SPAD พบว่าข้าวทั้ง 4 พันธุ์มีค่าเฉลี่ยต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
ที่ระดับ p < 0.05 เช่นเดียวกับการทดลองก่อนหน้า (ตารางที่ 12 ภาคผนวก ข.) โดยพบว่า 
ข้าวพันธุ์หลวงประทาน และ Pokkali ยังคงรักษาเสถียรภาพของค่าความเขียวใบได้  
จวบจนกระทั่งวันที่ 9 ของการทดลอง กล่าวคือมีค่า SI_SPAD เท่ากับ 1.01 ± 0.12 และ 1.21 
± 0.07 ตามลำดับ ขณะที่ข้าวพันธุ์มะยมมีค่า SI_SPAD ลดลงจนมีค่าใกล้เคียง 0 เท่ากับข้าว
พันธุ์ IR29 ในวันสุดท้ายของการทดลอง (ภาพที่ 9 A) เนื่องจากใบอ่อนที่สุดที่มีการขยายขนาด 
ของใบเต็มที่ (youngest fully expanded leaf) ของข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 ที่เผชิญกับภาวะ
เค็มตาย โดยข้าวพันธุ์มะยมยังคงมีใบอ่อนสีเขียวที่เกิดขึ้นใหม่เพียงหนึ่งใบ ขณะที่ข้าวพันธุ์ IR29  
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ตายเกือบทั้งต้น ดังภาพที่ 10 ทำให้ค่า SI_SPAD ในวันที่ 9 ข้าวพันธุ์หลวงประทานและ Pokkali 
มีค่ามากกว่าและแตกต่างจากข้าวพันธ์ุมะยมกับ IR29 อย่างมีนยัสำคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 

ค่า SI_Fv/Fm จากการทดลองครั้งนี้ (ภาพที่ 9 B) พบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ 
ที่ระดับ p < 0.05 ในวันที่ 9 (ตารางที่ 12 ภาคผนวก ข.) โดยข้าวพันธุ์หลวงประทานและ 
Pokkali ยังคงรักษาเสถียรภาพของค่า Fv/Fm ได้ ซึ่งแตกต่างจากข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 ที่ใบ
ที่อ่อนที่สุดที่มีการขยายขนาดเต็มที่แห้งตาย จนไม่สามารถวัดค่าดังกล่าวได้ 

นอกจากนี้สำหรับพารามิเตอร์อื่น ๆ ได้แก่ น้ำหนักสด (ภาพที่ 9 C) น้ำหนักแห้ง (ภาพที่ 
9 D) และเสถียรภาพเยื่อหุ้มเซลล์ (ภาพที่ 9 E) ที่ผู้วิจัยศึกษาเพิ่มเติมพบว่ามีค่าแตกต่างกันอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ตั้งแต่วันที่ 6 ของการทดลอง ยกเว้น SI_%RWC 
(ภาพที่ 9 F) ที่พบความแตกต่างในวันที่ 9 หลังเริ่มทดลอง โดยค่าเฉลี่ยของดัชนีเสถียรภาพของ
ทุกพารามิเตอร์มีรูปแบบและแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกัน กล่าวคือข้าวพันธุ์หลวงประทานมี
ค่าเฉลี่ยใกล้เคียงกับข้าวพันธุ์ Pokkali ที่เป็นพันธุ์มาตรฐานทนเค็ม ในทางกลับกันข้าวพันธุ์มะยม
มีค่าเฉลี่ยที่มีแนวโน้มใกล้เคียงกับข้าวพันธุ์ IR29 ที่เป็นพันธุ์มาตรฐานไม่ทนเค็ม (ตารางที่ 12 
ภาคผนวก ข. และภาพที่ 9 C - F) ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองเบื้องต้นในข้าวจำนวน 12 พันธุ์ 
ดังนั้นข้าวพันธุ์หลวงประทานจึงเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีความสามารถในการทนเค็มมาก
ที่สุด และจะถูกนำไปศึกษา gene expression profile เพื่อทำความเข้าใจกลไกการทนเค็ม  
และระบุยีนที่คาดวาเกี่ยวข้องกับการทนเค็มด้วยวิธีทางทรานสคริปโทมในลำดับต่อไป 

 

 
ภาพที่ 8 ค่าดชันีเสถียรภาพของค่าคะแนนความเสียหายจากความเค็ม (SI_SIS) ของของข้าวพันธุ์ 
Pokkali หลวงประทาน (Luang Prathan) มะยม (Mayom) และ IR29 อายุ 14 วัน ภายหลังเผชิญ
กับความเค็มที ่115 mM NaCl เป็นเวลา 0 3 6 และ 9 วนั (Error bar = ± SE, ตัวอักษร
ภาษาอังกฤษที่ต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยที่ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติทีร่ะดับความเช่ือมั่น 95%) 
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ภาพที่ 9 ค่าดชันีเสถียรภาพ (stability index: SI) ในพารามิเตอร์ต่าง ๆ (SPAD = คา่ความเขียวใบ 
(A), Fv/Fm = ค่า chlorophyll fluorescence (B), FW = น้ำหนักสด (C), DW = น้ำหนักแห้ง (D), 
%CMS = เสถยีรภาพเยื่อหุ้มเซลล ์(E), %RWC = ปรมิาณน้ำสัมพัทธ ์(F)) ของข้าวพันธุ์ Pokkali 
หลวงประทาน(Luang Prathan) มะยม (Mayom) และ IR29 อายุ 14 วัน ภายหลังเผชิญกับความ
เค็มที่ 115 mM NaCl เป็นเวลา 0 3 6 และ 9 วัน (Error bar = ± SE, ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่
ต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยที่ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติทีร่ะดับความเช่ือมั่น 95%) 
 

A             B 

C             D 

E             F 
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ภาพที่ 10 ภาพถ่ายของข้าวพันธุ์ Pokkali หลวงประทาน (Luang Prathan) มะยม (Mayom)  
และ IR29 ที่อายุ 14 วัน ภายหลังเผชิญกับภาวะปกติ และภาวะเค็ม (115 mM NaCl) เป็นเวลา 3 6 
และ 9 วัน (DAT = day after treatment, c = control, s = salt stress) 
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4.2. การศึกษา gene expression profiles ของข้าวพันธุ์ที่ทนเค็มเพื่อเข้าใจกลไกการ
ตอบสนองของพืชต่อภาวะเค็ม 
4.2.1. การปลูกและการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อความเค็มในข้าวพันธุ์ต่าง ๆ 

ที่จะถูกนำไปสกัด RNA 
ในการปลูกข้าวเพื่อเก็บเนื้อเยื่อพืชสำหรับการศึกษา gene expression profile นั้น

ผู้วิจัยไม่สามารถดำเนินการทดลองในต้นกล้าข้าวเมื่ออายุถึง 14 วันได้ เนื่องจากประสบปัญหา
จากสภาพอากาศที่เป็นอุปสรรคกับการดำเนินการเก็บตัวอย่าง ผู้วิจัยจึงเลื่อนการทดลองออกไป
ให้ต้นกล้าข้าวมีอายุครบ 20 วันจึงเริ่มการทดลองให้ภาวะเค็ม โดยให้สารละลาย NaCl ที่ความ
เข้มข้น 115 mM และให้น้ำกรองสำหรับการทดลองชุดควบคุม ด้วยสภาพภูมิอากาศแตกต่าง
จากการทำการทดลองในครั้งก่อน การเก็บเนื้อเยื่อเพื่อศึกษา gene expression profile ควร
เป็นเนื้อเยื่อจากพืชที่ได้รับความเครียดจากความเค็ม จึงทำการเก็บข้อมูลทางสรีรวิทยาเพื่อเป็น
การยืนยันภาวะเครียดจากความเค็มที่เกิดขึ้น ดังนั้นจึงดำเนินการปลูกข้าวพันธุ์หลวงประทาน
พร้อมกับข้าวพันธุ์มะยม Pokkali และ IR29 อีกครั้งเพื่อเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อสำหรับสกัด RNA 
และศึกษา SI_SIS, SI_SPAD และ SI_Fv/Fm ที่เวลา 3 6 9 และ 12 วัน หลังจากเริ่มทดลอง 
โดยแต่ละชุดการทดลองมีจำนวน 4 block 

จากผลการศึกษาพบว่าเมื่อต้นกล้าข้าวพันธุ์ต่าง ๆ อายุ 20 วันเผชิญกับภาวะเค็ม เมื่อ
เวลาผ่านไป 3 วัน จะสังเกตเห็นความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญของ SI_SIS ได้ (ตารางที่ 13 
ภาคผนวก ข. และภาพที่ 11 A) โดยข้าวพันธุ์หลวงประทานยังคงมีค่า SI_SIS ใกล้เคียงกับข้าว
พันธุ์ Pokkali จนสิ้นสุดการทดลองในวันที่ 12 ซึ่งพบว่ามีค่า SI_SIS เท่ากับ 5.50 ± 0.50 และ 
5.00 ± 0.00 ตามลำดับ ซึ่งมีค่าน้อยกว่าข้าวพันธุ์มะยม (SI_SIS = 6.33 ± 0.47) และ IR29 
(SI_SIS = 7.50 ± 0.50) แต่อย่างไรก็ตามการทดลองในต้นกล้าข้าวอายุ 20 วัน พบว่าข้าวพันธุ์
มะยมมี SI_SIS ต่ำกว่าข้าวพันธุ์ IR29 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p < 0.05 ซึ่งเห็นได้ชัดว่าเมื่อ
เวลาผ่านไปแล้ว 16 วันหลังจากได้รับภวะเค็ม ข้าวพันธุ์มะยมยังมีการเจริญเติบโตต่อไปได้ 
ขณะที่ข้าวพันธุ์ IR29 ตายเกือบทั้งต้นดังภาพที่ 12 

สำหรับค่า SI_SPAD ของการทดลองครั้งนี้พบว่าค่าเฉลี่ยของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ มีค่าต่างกัน
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ในวันที่ 3 ซึ่งต่างจากการทดลองก่อนหน้า 
ที่จะพบความแตกต่างในวันที่ 6 โดยวันที่ 3 ข้าวพันธุ์ IR29 จะมีค่า SI_SPAD ต่างจากข้าวพันธุ์
หลวงประทานและ Pokkali แต่อย่างไรก็ตามในวันที่ 6 และวันที่ 9 ของการทดลองนั้นกลับไม่มี
ความแตกต่างทางสถิติของข้าวทั้ง 4 พันธุ์ แต่จะสามารถเห็นความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ ได้เมื่อการทดลองดำเนินไปถึงวันที่ 12 โดยที่หากพิจารณาแนวโน้มของกราฟ SI_SPAD 
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แล้วจะพบว่าข้าวพันธุ์  IR29 มีแนวโน้มของการเสียเสถียรภาพเร็วกว่าข้าวพันธุ์มะยม  
หลวงประทาน และ Pokkali ตามลำดับ (ภาพ 11 B) 

ในส่วนของ SI_Fv/Fm ผลการทดสอบสถิติพบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติที่ ระดับความเชื่อมั่ น  95% ในวันที่  12 โดยข้าวพันธุ์หลวงประทานและ Pokkali  
มีค่าไม่แตกต่างกัน โดยมีค่ามากกว่าข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 แต่อย่างไรก็ตามหากพิจารณา
แนวโน้มของกราฟ SI_Fv/Fm จะพบว่าข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 มีค่า SI_Fv/Fm ลดลงอย่าง
เห็นได้ชัด แต่ข้าวพันธุ์มะยมสามารถสร้างใบใหม่ขึ้นมาได้ทำให้ค่า SI_Fv/Fm สูงขึ้นในวันที่ 12 
(ภาพ 11 C) 

 

 

 
 

ภาพที่ 11 ค่าดชันีเสถียรภาพ (stability index: SI) ในพารามิเตอร์ต่าง ๆ (SIS = ค่าคะแนนความเสียหาย
จากความเค็ม (A), SPAD = ค่าความเขียวใบ (B), Fv/Fm = ค่า chlorophyll fluorescence)  (C) ของ
ข้าวพันธุ์ต่าง ๆ อายุ 20 วัน ที่เผชิญกับความเค็ม เป็นเวลา 0 3 6 9 และ 12 วัน  
(Error bar = ± SE, ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ต่างกันแสดงค่าเฉลี่ยที่ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95%) 
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ภาพที่ 12 ลักษณะของข้าวพันธุ์ Pokkali หลวงประทาน (Luang Prathan) มะยม (Mayom)  
และ IR29 อายุ 36 วัน ที่ไดร้ับความเค็มจากสารละลาย NaCl ความเขม้ข้น 115 mM  
เป็นเวลา 16 วนั   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

46 

4.2.2. การเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อเพื่อสกัด total RNA 
ผู้วิจัยได้เก็บตัวอย่างส่วนเหนือดินของข้าวพันธุ์หลวงประทานซึ่งเป็นข้าวพันธุ์  

พื้นเมืองไทยทนเค็มที่อายุ 20 วัน เมื่อเผชิญกับภาวะควบคุม และภาวะเค็ม (115 mM NaCl) 
เป็นเวลา 0 3 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง จำนวน 3 ซ้ำ ซ้ำละ 1 ต้น สำหรับสกัด RNA และเตรียม 
cDNA library ทั้งหมด 36 library (2 ภาวะ x 6 ช่วงเวลา x 3 ซ้ำ) แล้วเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -
80 °C จนกว่าจะดำเนินการสกัด 

เมื่ อผู้ วิจัยดำเนินการสกัด RNA ภายหลังการสกัดผู้ วิจัยได้ตรวจสอบคุณภาพ 
ของ RNA ด้วย NanoDrop™ 2000 Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Massachusetts, USA) และ gel electrophoresis ซึ่งพบว่าตัวอย่าง RNA ที่สกัดได้ค่อนข้าง
บริสุทธิ์ (มีค่า 260/280 Ratio และ 260/230 Ratio ที่ประมาณ 2.0 และ 2.0 - 2.2 ตามลำดับ) 
มีความสมบูรณ์และยังไม่เสื่อมคุณภาพ (degradation) เนื่องจากยังปรากฏแถบของ ribosomal 
RNA (rRNA) ที่ขนาดต่าง ๆ ชัดเจน มีปริมาณและคุณภาพเพียงพอที่จะนำไปเตรียม cDNA 
libraries ทั้ง 36 libraries สำหรับการศึกษาด้วย3’-Taq RNA-seq ต่อไป ดังภาพที่ 13 

 

 
 

ภาพที่ 13 ผลการตรวจสอบคุณภาพของ RNA ด้วย gel electrophoresis ที่ได้ภายหลังจากการสกัด 
โดยใช้ 0.8 %w/v agarose gel ใน 0.5X TBE buffer ทีค่วามต่างศักย์ 100V เป็นเวลา 25 นาท ี  
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4.2.3. การเตรียม RNA-seq libraries (3’-Tag RNA-seq libraries) 
เนื่องจากการเตรียม cDNA libraries สำหรับศึกษาด้วย 3’-Taq RNA-seq libraries 

จำเป็นต้องเตรียมจากตัวอย่าง RNA ที่บริสุทธิ์และไม่ควรมีการปนเปื้อนของ genomic DNA 
(gDNA) ผู้วิจัยจึงดำเนินการกำจัด  gDNA ออกด้วยการทำปฏิกิริยากับ DNase I (New England 
Biolabs Inc., Massachusetts, USA) และตรวจสอบผลการกำจั ด  gDNA ด้ วยการท ำ  
gel electrophoresis โดยพบว่าขั้นตอนการกำจัด gDNA ที่ดำเนินการมีประสิทธิภาพในการ
กำจัด gDNA ที่ปนเปื้อนมาได้เพราะไม่มีแถบของ gDNA ปรากฏให้เห็นภายหลังการกำจัด  
(ภาพที่ 14) 

 

 
 

ภาพที่ 14 ผลการตรวจสอบคุณภาพของ RNA ด้วย gel electrophoresis ที่ได้ภายหลังจากการสกัด 
(A) และภายหลังการกำจัด gDNA ด้วย DNase I (B) โดยใช้ 1.5 %w/v agarose gel ใน 0.5X TBE 
buffer ทีค่วามต่างศักย ์110V เป็นเวลา 45 นาท ี(ลูกศรสีแดงแสดงแถบของ gDNA ที่ปนเปื้อน,  
LM = low molecular weight DNA Ladder, 1Kb = 1Kb DNA ladder) 
 

4.2.4. การศึกษาทรานสคริปโทมด้วย 3’-Tag RNA-seq 
ในการศึกษาทรานสคริปโทมด้วย 3’-Tag RNA-seq นี้ผู้วิจัยได้หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 

cDNA library ที่ เต รี ย ม ไว้ทั้ ง  36 libraries ด้ วย  Hiseq4000 sequencer (Illumina Inc., 
California, USA) และเมื่อดำเนินการนำ sequencing reads มา map กับฐานข้อมูลจีโนมข้าว 
Oryza sativa var. japonica จาก MSU Rice Genome Annotation Release 7 (MSU 7.0) 
(Kawahara et al., 2013) แล้วพบว่าในแต่ละ library มีค่าเฉลี่ยของ mapped reads เท่ากับ 
1,426,980.56 reads โ ด ย ใน แ ต่ ล ะ  library มี ยี น ที่ แ ส ด ง อ อ ก  (expressed genes)  
เฉลี่ยประมาณ 18,006.25 ยีน ซึ่งทุก ๆ library มียีนที่แสดงออกคิดเป็นร้อยละ 32.16 ของยีน
ทั้งหมดในข้าวโดยเฉลี่ย (ดังตารางที่ 16 ภาคผนวก ค.) 
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สืบเนื่องจากการเตรียม 3’-Tag RNA-seq libraries นั้นมีการใช้ oligo dT primers 
และ random primers ในการเตรียม โดยมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาและนับจำนวนของ cDNA  
ที่สังเคราะห์มาได้ซึ่งเป็นส่วนของปลายด้าน 3’-end ของ mRNA ที่แสดงออกมาแต่ละสาย 
ภายหลังจากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 36 libraries ผู้วิจัยได้ลองตรวจสอบผลของ 
mapped reads ที่ ได้ ด้ วยโปรแกรม  Integrated Genome Browser (IGV) version 2.8.6  
(NCI, Maryland, USA) (Robinson et al., 2011) โดยพบว่าผลที่ได้มี gene body coverage 
อยู่ค่อนไปทางปลายด้าน 3’-end ทั้งหมดดังภาพที่ 15 ซึ่งสรุปได้ว่าการเตรียม cDNA ตามที่ได้
ดำเนินการมามีประสิทธิภาพสำหรับการศึกษาทรานสคริปโทมด้วย 3’-Taq-RNA-seq 

 

  

 

 
 

ภาพที่  15 sequencing reads ของ OsEf-1α จากทั้ ง 36 libraries ที่ ถูก align กับ  MSU Rice 
Genome Annotation Release 7 (MSU 7.0) จากโปรแกรม IGV version 2.8.6  
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สำหรับการวิเคราะห์หายีนที่แสดงออกอย่างแตกต่าง (differentially expressed 
genes: DEGs) ที่ช่วงเวลาต่าง ๆ ระหว่างภาวะควบคุมและภาวะเค็ม ผู้วิจัยได้นำผลปริมาณการ
แสดงออกของยีน  (count reads per gene) ทุ ก  ๆ  library มาวิ เคราะห์ ผ่ าน  iDEP.82  
โดยเริ่มแรกข้อมูลทั้งหมดจะถูกดัดแปรข้อมูลให้ยีนในแต่ละ library สามารถเปรียบเทียบกันได้ 
ด้ วย  edgeR package (Robinson, McCarthy, and Smyth, 2010) จน ได้ ค่ า ระดั บ ก าร
แสดงออก  (expression value) ของยี น แต่ ล ะยี น ใน  library ต่ าง  ๆ  ที่ อ ยู่ ใน รูป ขอ ง 
log2(CPM+4) ซึ่งการศึกษา density plot ของข้อมูลที่มีการดัดแปร (transformed data) ใน
แต่ละ library พบว่ามี density เท่ากัน (ดังภาพที่ 16) ต่อมายีนที่มีค่า count reads per gene 
มากกว่า 0.5 counts per million (CPM) อย่างน้อย 1 libraries จะถูกคัดเลือกเพื่อเก็บไว้ โดย
พบว่ามีจำนวน 24,502 ยีนที่ผ่านการคัดเลือกซึ่งจะถูกนำไปวิเคราะห์หา DEGs ด้วย DESeq2 
platform (Love, Huber, and Anders, 2014) ที่ ก ำห น ด ให้ มี ค่ า  cut-off เท่ า กั บ  1.5 
minimum fold change และ false discovery rate (FDR) เท่ากับ 0.10 โดยผลการวิเคราะห์
พบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานมีการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันในภาวะควบคุมและภาวะเค็ม
เป็ น ค รั้ งแ รกภ ายห ลั ง เผชิญ กั บ ภ าวะ เค็ ม เป็ น เวล า 12 ชั่ ว โม ง จ ำน วน  1 ยี น  คื อ 
LOC_Os03g17790 หรือ OsRCI2-5 (Rare Cold-Inducible 2-5) ต่อมาเมื่อเวลาผ่านไป 24 
ชั่ วโมงพบว่ามี  DEG จำนวน 1 ยีน เช่นกัน  คือ LOC_Os04g56430 หรือ OsRMC (Root 
Meander Curling) โดยข้าวพันธุ์หลวงประทานในภาวะเค็มมีการแสดงออกของยีนทั้งสอง
มากกว่าภาวะปกติอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ และสุดท้ายเมื่อข้าวพันธุ์หลวงประทานได้เผชิญกับ
ภาวะเค็มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่ามียีนที่แสดงออกในภาวะเค็มแตกต่างจากยีนที่มีการ
แสดงออกในภาวะปกติ จำนวน 63 ยีน โดยเป็นยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น (up-regulated 
genes) จำนวน 48 ยีน และลดลง (down-regulated genes) จำนวน 15 ยีน โดยยังคงมีการ
แสดงออกอย่างแตกต่างของ OsRCI2-5 และ OsRMC ที่ 48 ชั่วโมงหลังจากข้าวพันธุ์หลวง
ประทานเผชิญกับภาวะเค็ม ดังภาพที่ 17 ซึ่งผู้วิจัยได้ศึกษา gene ontology (GO) term และ
หน้าที่ของ DEGs แต่ละตัวดังปรากฏในตารางที่ 17 และตารางที่ 18 ของภาคผนวก ค. 
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ภาพที่ 16 density plot ของ transformed data จากตัวอย่างจาก library ต่าง ๆ 
 

 
 
ภาพที่ 17 จำนวน DEGs ทีว่ิเคราะห์ได้จาก DESeq2 platform จากขอ้มูลทรานสครปิโทมของข้าว
พันธ์ุหลวงประทานที่เผชิญกบัภาวะเค็มที่ 0 3 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง ด้วยเทคนิค  
3’-Tag RNA-seq  
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4.2.5. การวิเคราะห์ gene set enrichment analysis 
ผู้วิจัยได้นำรายชื่อ DEGs ทั้ง 63 ยีน ซึ่งวิเคราะห์ได้จากชุดการทดลองที่ข้าวพันธุ์หลวง

ประทานเผชิญกับภาวะเค็มที่  115 mM NaCl เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยประกอบไปด้วย  
up-regulated genes จ ำน วน  48 ยี น  แ ล ะ  down-regulated genes จ ำน วน  15 ยี น  
มาพิจารณา GO term โดยพบว่าเมื่อข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็มเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จะมีการแสดงออกของยีนที่เป็น up-regulated genes ซึ่งมี GO term เกี่ยวข้องกับ 
metabolic process มากที่สุด คิดเป็นร้อยละ 21 ของ DEGs ทั้งหมด ลำดับถัดมาเป็นยีนที่มี 
ontology term เกี่ยวข้องกับ transport (18%) binding (12%) defense response (10%) 
response to stress (8%) redox process (4%) และ protein folding (4%) ตามลำดับ โดย
อันดับสุดท้ายซึ่งคิดเป็นร้อยละ 2 ของ up-regulated genes เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุม
การแสดงออกของยีนอื่น (gene regulation) โดยการวิเคราะห์ครั้งนี้พบว่ามียีนที่ยังไม่ทราบ
หน้าที่แน่ชัด (unknown) ถึงร้อยละ 21 (ภาพที่ 18 ซ้าย) อย่างไรก็ตามในส่วนของยีนที่เป็น 
down-regulated genes พบว่ามียีนที่ไม่ทราบหน้าที่เพียงแค่ 7% มีสัดส่วนของยีนที่มี GO 
term เกี่ยวข้องกับ binding มากที่สุด (33%) โดยมีการแสดงออกที่ลดลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับ 
gene regulation ถึง 20% ขณะที่ยีนที่มีหน้าที่ เกี่ยวข้องกับ metabolic process (20%) 
transport (13%) และ redox process (7%) มีสัดส่วนใกล้เคียงกับ up-regulated genes ยิ่ง
ไปกว่านั้นยังไม่พบยีนที่มี GO term เกี่ยวข้องกับ defense response และ response to 
stress ใน down-regulated genes ดังภาพที่ 18 ขวา 

 

 
ภาพที่ 18 สัดส่วนของ GO term ของ up-regulated genes (ซ้าย) down-regulated genes 
(ขวา) เมื่อข้าวพันธ์ุหลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็มที่ 115 mM NaCl เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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ในส่วนของการวิเคราะห์ Gene set enrichment analysis ของ DEGs ทั้ง 63 ยีน 
พบว่ามี GO term ในส่วนของ biological process ที่มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% จำนวน 92 GO terms โดย 20 GO terms ที่มีค่า p-value สูง 20 อันดับแรก มี GO 
term เกี่ยวข้องกับการควบคุมทางลบ (negative regulation) ของกระบวนการต่าง ๆ ที่เกิดขึ้น
ในเซลล์  การตอบสนองต่อความเครียด (response to stress) การควบคุมทางลบของ 
peptidase activity ซึ่งเกี่ยวข้องกับ defense response การควบคุมกระบวนการย่อยสลาย
ของโปรตีน (regulation of proteolysis) การลำเลียงของเหลว (fluid transport) เป็นต้น  
ดังตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4 GO term ในส่วนของ biological process ที่มี p-value สูงทีสุ่ด 20 ลำดับแรก 
จากการวิเคราะห ์gene set enrichment analysis 
p-value Genes in list Total genes Functional Category 

0.00019 5 97 Negative regulation of hydrolase activity  
0.00115 5 183 Negative regulation of cellular protein metabolic 

process  
0.00115 5 201 Negative regulation of catalytic activity  
0.00115 5 203 Negative regulation of molecular function  
0.00115 5 183 Negative regulation of protein metabolic process  
0.00115 5 210 Regulation of hydrolase activity  
0.00115 11 1420 Response to stress  
0.00147 7 550 Response to oxygen-containing compound  
0.00366 3 63 Negative regulation of peptidase activity  
0.00366 3 63 Negative regulation of endopeptidase activity  
0.00366 3 65 Negative regulation of proteolysis  
0.00366 3 65 Regulation of peptidase activity  
0.00366 3 64 Regulation of endopeptidase activity  
0.00600 5 347 Negative regulation of nitrogen compound 

metabolic process  
0.00740 5 369 Negative regulation of cellular metabolic process  
0.00798 5 401 Response to acid chemical  
0.00798 3 104 Regulation of proteolysis  
0.00798 5 428 Regulation of cellular protein metabolic process  
0.00798 2 24 Fluid transport  
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4.2.6. การระบุยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็ม 
จากการศึกษาในข้างต้นพบว่าที่ เวลา 12 และ 24 ชั่วโมงภายหลังข้าวพันธุ์หลวง

ประทานเผชิญกับภาวะเค็มมีการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญของ OsRCI2-5 และ 
OsRMC ตามลำดับ โดยที่เวลา 48 ชั่วโมง ยังคงพบว่ามีการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ
ของยีนทั้งสองอยู่ และเมื่อพิจารณาหน้าที่ของยีนทั้งสองพบว่า OsRCI2-5 เป็นยีนที่มีการ
แสดงออกที่เยื่อหุ้มเซลล์ เกี่ยวข้องกับกลไกการทนต่อภาวะแล้ง ภาวะอุณหภูมิต่ำ และภาวะเค็ม
จากการศึกษาของ Li et al. (2014) โดยคาดว่าน่าจะทำหน้าที่เป็น membrane protein หรือ 
signal peptide ที่ เกี่ ย วข้ อ งกั บ ก ระบ วน ก ารส่ งสั ญ ญ าณ ใน เซ ล ล์  (cellular signal 
transduction) ในขณะที่ OsRMC พบว่าเป็นยีนที่ encode ให้ cysteine-rich receptor-like 
protein kinase ซึ่งแสดงออกอยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์ การศึกษาก่อนหน้าพบว่าสามารถถูกชักนำให้มี
การแสดงออกได้ด้วย JA มีการแสดงออกต่อภาวะเค็มและพบว่าเกี่ยวข้องกับกระบวนการ 
regulation of iron acquisition ซึ่งการแสดงออกของ OsRMC นี้สามารถถูกควบคุมได้ด้วย 
OsEREBP2 ซึ่ ง เป็ น  transcription factor (TF) ใน กลุ่ ม  APETALA2/ethylene response 
factor (AP2/ERF) ที่จะตอบสนองต่อภาวะที่อุณหภูมิต่ำ ความแห้งแล้ง ความเค็ม และกรดแอบ
ไซซิก  (ABA) (Jiang et al., 2007; Zhang et al., 2009; Serra et al., 2013; Yang et al., 
2013) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงระบุว่า OsRCI2-5 และ OsRMC เป็นยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับ
กลไกการทนเค็มของข้าวพันธุ์หลวงประทานซึ่งเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่ถูกประเมินว่ามี
ความสามารถในการทนเค็มใกล้เคียงกับข้าวพันธุ์ Pokkali ซึ่งเป็นข้าวพันธุ์มาตรฐานทนเค็มจาก
การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อความเค็มที่ดำเนินการมาก่อนหน้า 

 
4.3. การวิเคราะห์โครงขา่ยการแสดงออกร่วมของยีน (gene co-expression network) 

จากการคำนวณ partial dynamical correlation coefficient (PDCC) ของ DEGs แต่ละคู่
จาก normalized expression values ของ DEGs ต่าง ๆ จำนวน 63 ยีน จากตัวอย่างข้าวพันธุ์
หลวงประทานที่เผชิญกับภาวะเค็มเป็นเวลา 0 3 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง ช่วงเวลาละ 3 ซ้ำ และ
ปรับเปลี่ยนค่า cut-off thresholds ให้มีคา่ต่าง ๆ เพื่อคงค่าความสัมพันธ์ของยีนคู่ที่มีค่าสัมบูรณ์ของ 
partial dynamical correlation coefficient มากกว่าค่า cut-off threshold ไว้ และตัดเส้นเช่ือม
ของคู่ยีนที่มีค่าสัมบูรณ์ดังกลา่วต่ำกว่า threshold ออก 

จากการกำหนดค่า cut-off threshold ไว้ที่ 0.5  0.6  0.7 และ 0.8 ทำให้ได้โครงข่ายการ
แสดงออกร่วมของยีน (gene co-expression network: GCN) ดังภาพที่ 19-22 ตามลำดับ  
โดยตัวอักษรสีดำของโหนดแสดง DEGs ที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้นเมื่อข้าวเผชิญกับความเค็ม (up-
regulated genes) และตวัอักษรสีแดงแสดง DEGs ที่มีการแสดงออกลดลงเมื่อข้าวเผชิญกับความ
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เค็ม (down-regulated genes) ขนาดของโหนดแสดงค่า degree สีของโหนดแสดงค่า 
betweenness centrality ยีนที่มีการแสดงออกร่วม (co-expression) จะถูกเช่ือมด้วยเส้นเช่ือม 
(edge) โดยที่ความหนาของเส้นเชื่อมมาจาก ค่าสัมบูรณ์ของการวัดการแสดงออกร่วม (co-
expression measure) สีของเส้นเช่ือมแสดงทิศทางความสัมพันธ์ที่ได้จากการวัดการแสดงออกร่วม
ของโหนดทั้งสอง ซึ่งแต่ละโครงข่ายที่ได้พบว่ามีรายชื่อของยีนที่มีค่า degree และ betweenness 
centrality สูงสุดแตกต่างกัน ดังตารางที่ 5 และเมื่อพิจารณาผลการวิเคราะห์โครงข่าย (network 
analysis) พบว่า ค่า network density ค่า clustering coefficient และค่าเฉลี่ยของ neighbor 
(average number of neighbors) ในแต่ละโครงข่ายมีค่าลดลงหากมีการเพ่ิมค่า cut-off 
thresholds ให้สูงขึ้น นอกจากนี้หากพิจารณาที่จำนวน isolated nodes และจำนวนของ sub-
graphs ในแต่ละโครงข่ายแล้ว พบว่าค่าจะแปรผันตรงตามค่า cut-off thresholds ที่มากขึ้น (ตาราง
ที่ 5) เนื่องจากโครงข่ายที่ได้มีจำนวนเส้นเชื่อม (edge) ระหว่างโหนดโหนด (node) น้อย การเกาะ
กลุ่มในโครงข่ายจึงเกิดขึ้นน้อย 

สำหรับการศึกษายีนที่มีการแสดงออกร่วมกับ OsRCI2-5 และ OsRMC พบว่าหากลดค่า 
cut-off thresholds ลง ยีนทั้งสองจะมีค่า degree เพิ่มขึ้น กล่าวคือพบความสัมพันธ์หรือมีการ
แสดงออกร่วมกับยีนอื่น ๆ มากขึ้น (ดังตารางที่ 5) โดยพบว่า OsRCI2-5 มีการแสดงออกร่วมกับ 
OsAAP11F (Amino Acid Permease 11F) หรือ LOC_Os05g34980 (PDCC = 0.610) และ EL5-
like (E3 ubiquitin-protein ligase EL5-like) หรือ LOC_Os05g29710 (PDCC = 0.612)  
ในโครงข่ายที่ค่า cut-off threshold เท่ากับ 0.6 แต่เมื่อลดค่านี้ลงให้เท่ากับ 0.5 พบวา่ OsRCI2-5 
จะแสดงออกร่วมกับยีนในข้างต้นและ OsALMT4 (Aluminum-activated Malate Transporter 
4) หรือ LOC_Os01g12210 (PDCC = -0.542) ร่วมด้วย ในขณะที่ OsRMC ในโครงข่ายที่มีค่า  
cut-off threshold เท่ากับ 0.6 พบว่ามีการแสดงออกร่วมกับยีนอื่น ๆ จำนวน 4 ยีน ได้แก่  
1. OsBBX2 (B-Box-containing protein 2) หรือ LOC_Os02g07930 (PDCC = 0.691) 2. UspA 
(Universal stress protein A domain containing protein) หรือ LOC_Os01g32780 (PDCC = 
-0.634) 3. OsFER1 (Ferritin 1) หรือ LOC_Os11g01530 (PDCC = 0.624) และ 4. OsDEFL8 
(Defensin-like 8) หรือ LOC_Os03g03810 (PDCC = -0.612) และเมื่อลดค่า cut-off threshold 
ให้มีค่าเท่ากับ 0.5 จะพบว่า OsRMC มีการแสดงออกร่วมกับยีนอื่น ๆ จำนวน 7 ยีน ประกอบด้วย 4 
ยีนในข้างต้นและอีก 3 ยีน ได้แก่ 1. OsAAP11F เช่นเดียวกับ OsRCI2-5 (PDCC = 0.531)  
2. OsPR2 (Pathogenesis-related gene 2) หรือ LOC_Os05g31140 (PDCC = 0.523) และ  
3. OsTIL-1 (Temperature-induced lipocalin-1) หรือ LOC_Os02g39930 (PDCC = 0.521) ดัง
ภาพที่ 19 และ 20 โดยที่เมือ่เพ่ิมค่า cut-off threshold ให้มีค่าเท่ากบั 0.7 และ 0.8 จะไม่สามารถ
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ศึกษาความสัมพันธ์ของ OsRCI2-5 และ OsRMC กบัยีนอ่ืน ๆ ได้เลย เนื่องจากผลการวัดการ
แสดงออกร่วมของยีนทั้งสองโดยใช้ PDCC มีค่าสัมบูรณ์ไม่ถึง 0.7 และ 0.8 

 
ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะห์ GCN ของ DEGs จำนวน 63 ยีน จากข้อมลู time-series 
transcriptome ของข้าวพันธุ์หลวงประทานที่ cut-off thresholds ค่าต่าง ๆ 

Network analysis 
cut-off thresholds 

0.5 0.6 0.7 0.8 
Network density 0.125 0.061 0.018 0.005 

Clustering coefficient 0.394 0.281 0.178 0.037 

Avg. number of neighbors 7.778 3.810 1.143 0.286 

Isolated nodes 1 7 33 50 

Number of sub-graphs 1 3 4 5 

Degree of OsRMC 7 4 0 0 

Betweenness of OsRMC 0.015 0.005 0 0 

Degree of OsRCI2-5 3 2 0 0 

Betweenness of OsRCI2-5 0.004 0.003 0 0 

Top 3 Degree  1. PIII4 
1. DUF1677 
2. LOC_Os01g13690 
3. LOC_Os09g09930 
3. OsPIP1.3 
3. OsATX 
3. OsHCT4 

1. OsATX 
1. DUF1677 
2. OsPIP1.3 
2. PIII4 
2. OsHCT4 
3. UspA 
3. OsANT3 
3. LOC_Os09g09930 

1. UspA 
1. OsATX 
1. OsANT3 
2. OsPIP1.3 
2. HSFC2B 
2. LOC_Os09g09930 
2. OsFER1 
3. OsZFP1 
3. OsPR2 
3. OsHCT4 

1. OsFER1 
2. UspA 
2. OsANT3 
2. OsZFP1 
3. BBTI7 
3. OsATX 
3. OsPIP1.3 
3. OsOxO4 
3. DUF1677 
3. HSFC2B 
3. OsGRX27 
3. OsBBX2 
3. OsMYB 

Top 3 Betweenness  DUF1677 
PIII4 
ONAC104 

PIII4 
DUF1677 
OsHCT4 

LOC_Os09g09930 

OsHCT4 
OsPIP1.3 

OsZFP1 
OsFER1 
UspA 
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4.4. การศึกษาเพื่อยืนยันผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อการแสดงออกของยีนที่ระบุได ้
ผู้วิจัยได้ศึกษาการแสดงออกของยีน OsRCI2-5 และ OsRMC โดยมีจุดประสงค์เพื่อยืนยัน 

ผลการศึกษาทรานสคริปโทมของข้าวพันธุ์หลวงประทานด้วยวิธี 3’Tag RNA-seq และยืนยัน
ผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อการแสดงออกของยีนทั้งสองในข้าวพันธุ์หลวงประทานเปรียบเทียบ
กับข้าวพันธ์ุ Pokkali มะยม และ IR29 ซึ่งมีความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มได้ต่างกัน 

ผลการศึกษาพบว่าต้นกล้าข้าวอายุ 20 วันพันธุ์ต่าง ๆ เมื่อเริ่มทดลองจะมีการแสดงออกของ 
OsRCI2-5 ในชุดการทดลองที่เผชิญกับภาวะปกติและภาวะเค็มเท่ากันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยข้าวพันธุ์ IR29 มีการแสดงออกของ OsRCI2-5 ต่ำที่สุดทั้งสองภาวะ 
(ภาพที่ 23) และเมื่อการทดลองดำเนินไปแล้วเป็นเวลา 24 ชั่วโมงพบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทาน 
มีการแสดงออกของ OsRCI2-5 มากขึ้นเมื่อเผชิญกับภาวะเค็มซึ่งมีค่าเท่ากับข้าวพันธุ์ Pokkali  
ในขณะที่ข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 มีการแสดงออกของ OsRCI2-5 ต่ำและไม่แตกต่างกันในสองภาวะ
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ภาพที่ 23) แต่อย่างไรก็ตามเมื่อข้าวทั้ง 4 พันธุ์ 
เผ ชิ ญ กั บ ภ าวะ เค็ ม เป็ น เวล า  48 ชั่ ว โม งพ บ ว่ ามี ป ฏิ สั ม พั น ธ์ ข อ งปั จ จั ย ห ลั ก ทั้ งส อ ง 
คือ พันธุ์ข้าวและภาวะที่ข้าวเจริญอยู่ซึ่งทำให้การวิเคราะห์สถิติพบเพีย งความแตกต่างในการ
แสดงออกของ OsRCI2-5 ในข้าวที่เจริญอยู่ภาวะต่างกันและไม่พบความแตกต่างในข้าวแต่ละพันธุ์  
ซึ่งหากพิจารณาจากกราฟจะพบว่า OsRCI2-5 เป็นยีนที่ข้าวจะแสดงออกมากขึ้นหากเผชิญอยู่กับ
ภาวะเค็มยกเว้นข้ าวพันธุ  Pokkali ที่ ทั้ งสองภาวะแสดงออกเท่ ากัน  โดยมี  relative gene 
expression ratio อยู่ที่ 1.682 ± 0.444 หากเทียบกับการแสดงออกในข้าวพันธุ์ Pokkali ที่ภาวะ
ปกติ เมื่อเริ่มต้นการทดลอง ซึ่ งมีค่าใกล้ เคียงกับข้าวพันธุ์หลวงประทานที่มี  relative gene 
expression ratio อยู่ที่ 1.776 ± 0.535 ในขณะที่ข้าวพันธุ์มะยม และ IR29 มีค่าสูงถึง 2.224 ± 
1.012 และ 3.416 ± 1.458 ตามลำดับ ดังตารางที่ 14 ภาคผนวก ข. 

สำหรับการแสดงออกของ OsRMC พบว่าเมื่อเริ่มทดลอง ข้าวแต่ละพันธุ์มีการแสดงออกของ 
OsRMC ได้ต่างกันโดยข้าวพันธุ์หลวงประทานมีแนวโน้มว่าจะมีการแสดงออกสูงที่สุด แต่อย่างไร 
ก็ตามยังไม่พบความแตกต่างระหว่างภาวะทั้งสองในข้าวทุกพันธุ์ (ภาพที่ 24) และปฏิสัมพันธ์ของ
ปัจจัยหลักทั้งสองอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (ตารางที่ 15 ภาคผนวก ข.)  
แต่เมื่อข้าวพันธุ์ต่าง ๆ เผชิญกับภาวะเค็มเป็นเวลา 24 ชั่วโมงเป็นต้นไป ผู้วิจัยพบว่ามีปฏิสัมพันธ์ 
ของปัจจัยหลักทั้งสอง และปัจจัยทั้งสองก่อให้เกิดความแตกต่างกันในการแสดงออกของ OsRMC 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ p < 0.05 โดยพบว่าข้าวทุกพันธุ์เมื่อได้รับภาวะเค็มเป็นเวลา  
24 ชั่วโมงจะมีการแสดงออกของ OsRMC เพิ่มขึ้นและจะมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอีกหากยังคงได้รับ
ภาวะเค็มต่อไปจนถึง 48 ชั่วโมง ซึ่งข้าวพันธุ์หลวงประทานมีการแสดงออกของ OsRMC มากกว่า 
ข้าวพันธุ์อ่ืนอย่างโดดเด่น ดังภาพที่ 24 
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ภาพที่ 23 การแสดงออกของยีน OsRCI2-5 ในข้าวพันธุ์ Pokkali หลวงประทาน (Luang Prathan) 
มะยม (Mayom) และ IR29 ที่มีอายุ 20 วันแล้วเผชิญกับความเค็มที่ 115 mM NaCl เปน็เวลา  
0  24 และ 48 ชั่วโมง (error bar = ± SE, block = 4, ตวัอักษรภาษาอังกฤษที่ต่างแสดงค่าเฉลี่ยที่
ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, ns = ไม่แตกต่าง) 
 

 
ภาพที่ 24 การแสดงออกของยีน OsRMC ในข้าวพันธุ์ Pokkali หลวงประทาน (Luang Prathan) 
มะยม (Mayom) และ IR29 ที่มีอายุ 20 วันแล้วเผชิญกับความเค็มที่  115 mM NaCl เป็นเวลา 
0  24 และ 48 ชั่วโมง (error bar = ± SE, block = 4, ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่ต่างแสดงค่าเฉลี่ยที่
ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95%, ns = ไม่แตกต่างกัน)  
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บทที ่5  
อภิปรายผลการศึกษา 

 
5.1. การคัดเลือกขา้วพันธุ์พื้นเมอืงทนเค็มจากลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเคม็ 

จากการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มที่ 115 mM NaCl ของกล้าข้าว
อายุ 14 วัน จำนวน 12 พันธุ์ โดยเบื้องต้นจากการวิเคราะห์ผลทางสถิติและจัดกลุ่มตามการ 
วิเคราะห์กลุ่ม (clustering analysis) พบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มี
ความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มมากที่สุดซึ่งใกล้เคียงกับข้าวพันธุ์ Pokkali ที่เป็นข้าวพันธุ์ทนเค็ม
มาตรฐาน ในขณะที่ข้าวพันธุ์มะยมเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีลักษณะอ่อนแอที่สุดเมื่อเผชิญกับ
ภาวะเค็มเช่นเดียวกับข้าวพันธุ์ IR29 ที่เป็นพันธุ์ข้าวไม่ทนเค็มมาตรฐาน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา
ของนพคุณ คุณผลวัฒนา (2558) ที่ดำเนินการศึกษาและจัดกลุ่มข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยตามลักษณะทาง
สรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มที่ 115 mM NaCl เช่นเดียวกัน โดยพบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทาน
ถูกจัดกลุ่มให้เป็นข้าวพันธ์ุพื้นเมืองไทยที่มีความสามารถในการทนเค็มสูง  

จากการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มเพิ่มเติมด้วยการทำการทดลอง
อีกครั้งพบว่าปัจจัยที่ทำให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานและ Pokkali มีความสามารถในการทนเค็มคือการ
คงความสามารถในการรักษาดุลยภาพของน้ำภายในเซลล์ไว้ได้เนื่องจากเมื่อเผชิญกับภาวะเค็ม  
ข้าวทั้งสองมีการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ำสัมพัทธ์ไม่มากเท่าข้าวพันธุ์อื่น ๆ (SI_%RWC มีค่าใกล้เคียง 
1 มากกว่าข้าวพันธุ์มะยมและ IR29) ซึ่งความสามารถในการรักษาภาวะธำรงดุลของน้ำภายในเซลล์
ถือว่ามีความสำคัญอย่างยิ่งต่อกลไกการทนเค็มในพืชซึ่งมักแสดงอาการเครียดต่อภาวะแล้ง  
อันเป็นความเครียดออสโมติก (osmotic stress) และส่งผลต่อเสถียรภาพของกระบวนการ 
ทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ (Zhu, 2007; Yadav et al., 2011; Liang et al., 
2018) ซึ่งข้าวพันธุ์หลวงประทานและ Pokkali ยังคงมีความสามารถเหล่านี้อยู่ เนื่องจากเมื่อเผชิญอยู่
ในภาวะเค็มข้าวทั้งสองยังมีกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงได้ปกติ มีรักษาปริมาณ chlorophyll ซึ่ง
พิจารณาได้จากค่าการคงความเขียวของใบ และยังรักษาประสิทธิภาพของระบบแสง II (PSII 
efficiency) ในการเกิด photochemical reaction ได้ ซึ่งพิจารณาได้จากค่าดัชนีเสถียรภาพของค่า 
chlorophyll fluorescence (SI_Fv/Fm) (Jamil et al., 2007) ยิ่งไปกว่านั้น การที่ข้าวพันธุ์หลวง
ประทานและ Pokkali มีความสามารถในการรักษาดัชนีเสถียรภาพของเสถียรภาพเยื่อหุ้มเซลล์ 
(SI_%CMS) อนุมานได้ว่า membrane protein ซึ่งส่วนใหญ่เป็น channel protein และโปรตีนที่
ท ำงาน เป็ นตั วรับและส่ งสัญ ญ าณ ในกระบวนการส่ งสัญ ญ าณ ใน เซลล์  (cellular signal 
transduction) สามารถทำงานได้และทำให้ข้าวพันธุ์ทนเค็มทั้งสองสามารถเปลี่ยนแปลงการ
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แสดงออกของยีนเพื่อรับมือกับความเครียดจากภาวะเค็มได้ โดยบรรเทา แก้ไข หรือหลีกเลี่ยงที่จะ
ประสบกับความเครียดออสโมติก ความเป็นพิษจากอิออน (ion toxicity) ความไม่สมดุลของธาตุ
อาหาร (plant nutrient imbalance) และความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ที่เกิดขึ้น 
(Tripathy et al., 2000; Babu et al., 2004) โดยท้ายที่สุดข้าวพันธุ์ทนเค็มจะยังคงมีศักยภาพใน
การเจริญเติบโตได้ดีในภาวะเค็ม ซึ่งการทดลองครั้งข้าวพันธุ์หลวงประทานและ Pokkali แสดงให้เห็น
เป็นที่ชัดเจนว่าสามารถรักษาเสถียรภาพของการเจริญเติบโตแม้จะเผชิญกับภาวะเค็มได้ โดยมีค่าดัชนี
เสถียรภาพของน้ำหนักสด (SI_FW) และดัชนีเสถียรภาพของน้ำหนักแห้ง (SI_DW) ที่แสดงให้เห็นเป็น
ที่ประจักษ ์

สำหรับความแตกต่างระหว่างอายุของต้นกล้าข้าวที่เผชิญกับความเค็มนั้นพบว่าไม่ทำให้ความ
แตกต่างของความสามารถในการทนเค็มระหว่างข้าวทั้ง 4 พันธุ์เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมระหว่างการ
ทดลองในต้นกล้าข้าวอายุ 14 วัน และ 20 วัน โดยพบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานและ Pokkali  
มีความสามารถในการทนเค็มได้ดีกว่าข้าวพันธุ์มะยมและ IR29  ซึ่งเห็นได้ชัดจากค่า SI_SIS  
แต่อย่างไรก็ตามหากพิจารณาที่ค่า SI_SPAD และ SI_Fv/Fm จะพบว่าการทดลองกับข้าวที่เริ่มแรก
อายุ 20 วันจะเห็นความแตกต่างของ SI_SPAD ได้ในวันที่ 3 ซึ่งเร็วกว่า ขณะที่ค่า SI_Fv/Fm จะเห็น
ความแตกต่างที่วันที่ 12 ซึ่งช้ากว่าการทดลองในข้าวอายุ 14 วัน โดยเป็นผลอันเนื่องมาจากระยะของ
พัฒนาการที่ต่างกันของกล้าข้าวในการทดลองทั้งสอง กล้าข้าวที่อายุ 20 วัน ใบอ่อนที่สุดที่ขยายขนาด
เต็มที่ (youngest fully expanded leaf) ที่ใช้วัดค่า SPAD มีอายุมากกว่าใบจากกล้าข้าวในอายุ 14 
วัน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Mitsuya et al. (2003) ที่พบว่าความเสียหายที่เกิดจากภาวะเค็ม
จะมากขึ้นตามอายุของพืช ซึ่งใบข้าวที่อายุมากกว่าจะมีปริมาณคลอโรฟิลล์ลดลงเร็วกว่าใบข้าวที่อายุ
น้อย เนื่องจากใบข้าวที่อายุมากจะมีปริมาณของสารอนุมูลอิสระสูงแม้ว่าอยู่ในภาวะปกติ ทำให้
เนื้อเยื่อในส่วนนั้นได้รับความเครียดออกซิเดชันรุนแรงกว่า นอกจากนี้สำหรับค่า SI_Fv/Fm ที่ไม่พบ
ความแตกต่างในวันที่ 9 เป็นผลมาจากความแปรปรวนที่สูงในข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 ที่พบว่าใบ
เต็มที่ที่อายุน้อยที่สุดมีอาการเครียดในบาง block ของการทดลองเท่านั้น การทดสอบสถิติจึงยังไม่
ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญที่ p < 0.05 ในวันที่ 9 แต่เมื่อการทดลองดำเนินไปจนถึงวันที่ 12 ใบอ่อนที่สุด
ที่ขยายขนาดเต็มที่ที่ใช้วัดมาจากใบอ่อนที่เกิดขึ้นใหม่ในข้าวพันธ์ุมะยมในขณะที่ข้าวพันธ์ุ IR29 ไม่มีใบ
ใหม่เกิดขึ้น หลังจากได้รับภาวะเค็มและมีอาการเครียดจนตายเกือบทั้งต้นอย่างเห็นได้ชัด การทดสอบ
สถิติสำหรับค่า SI_Fv/Fm จึงมีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 

เนื่องจากการศึกษาในกล้าข้าวอายุ 20 วัน ให้ผลในทิศทางเดียวกันกับการศึกษาในกล้าข้าว
อายุ 14 วัน ดังนั้นการศึกษาทรานสคริปโทมและการแสดงออกของยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทน
เค็ ม เพื่ อยืนยันผลกระทบของภาวะเค็ มด้ วยวิ ธี  quantitative reverse transcription PCR  
(qRT-PCR) ในข้าวทั้ง 4 พันธุ์ จึงจะดำเนินการในกล้าข้าวอายุ 20 วัน เพื่อหลีกเลี่ยงสภาพอากาศที่
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แปรปรวนในขณะดำเนินการทดลอง รวมถึงให้สอดคล้องกับอายุของต้นกล้าข้าวที่เกษตรใช้กล้าข้าว
อายุ 20-30 วันในการปักดำ (กรมการข้าว) อันจะเป็นองค์ความรู้สำหรับปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มี
ความสามารถในการทนเค็มได้ในอนาคต โดยการศึกษาทรานสคริปโทมนั้นจะดำเนินการในข้าวพันธุ์
หลวงประทานเนื่องจากเป็นข้าวพันธ์ุพื้นเมอืงไทยที่มีความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มมากที่สุด 

 
5.2. การศึกษา gene expression profiles ของข้าวพันธุ์ที่ทนเค็มเพื่อเข้าใจกลไกการ

ตอบสนองของพืชต่อภาวะเค็ม 
เพื่อที่จะศึกษา gene expression profiles ของข้าวพันธุ์หลวงประทานและเข้าใจกลไกการ

ตอบสนองของข้าวพันธุ์หลวงประทานต่อภาวะเค็ม ผู้วิจัยได้นำตัวอย่างกล้าข้าวส่วนเหนือดินของข้าว
พันธ์ุหลวงประทานที่อายุ 20 วันหลังจากได้รับภาวะเค็มที่ 0 3 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง ทั้งสองภาวะ 
จำนวนอย่างน้อย 3 ซ้ำ ไปใช้ในการสกัด RNA เพื่อการศึกษา transcriptome โดยการสร้าง  
3’-Tag RNA-seq libraries จำนวน 36 libraries เพื่อหาลำดับนิวคลีโอไทด์และวิเคราะห์หายีนที่
แสดงออกอแตกต่างกัน (differentially expressed gene: DEG) ซึ่งพบว่าลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่าน
ได้ (sequencing reads) เป็นส่วนทางด้าน 3’-end ของยีนที่ map ได้กับฐานข้อมูลจีโนม จึงเป็น 
ที่มั่นใจว่าการเตรียม 3’-Tag RNA-seq libraries จำนวน 36 libraries ในครั้งนี้มีประสิทธิภาพ  

ในส่วนของการวิเคราะห์หายีนที่แสดงออกอย่างแตกต่างนั้นผู้วิจัยได้ดำเนินการโดยวิเคราะห์
เปรียบเทียบระหว่างภาวะควบคุมและภาวะเค็มที่ช่วงเวลาต่าง ๆ จำนวน 6 ช่วงเวลา ซึ่งได้ผลลัพธ์
เป็นจำนวน DEGs ที่ค่อนข้างน้อยและสอดคล้องกับ Ma et al. (2019) ที่รายงานว่าการวิเคราะห์ 
หายีนที่แสดงออกอย่างแตกต่างจากการศึกษาทรานสคริปโทมด้วย 3’-Taq RNA-seq จะให้ผลลัพธ์ที่
ค่อนข้างแม่นยำและไม่มี  false positive ซึ่งจะทำให้ได้ DEGs จำนวนที่ต่ำกว่าการวิเคราะห์  
transcriptome แบบดั้งเดิม  

 
5.2.1. การเปลี่ยนแปลงที่ 12 ชั่วโมง หลังจากเผชิญกับภาวะเค็ม 

หลังจากติดตามการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่เกิดขึ้นภายหลังต้นกล้าข้าวพันธุ์
หลวงประทานอายุ 20 วันเผชิญกับภาวะเค็มเป็นเวลา 0 3 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง ด้วยเทคนิค  
3’-tag RNA-seq และวิเคราะห์หายีนที่แสดงออกอย่างแตกต่างระหว่างภาวะควบคุมและ 
ภาวะเค็ม จากการวิ เคราะห์พบว่ามี  DEG ปรากฏเป็นครั้งแรกเมื่ อการทดลองดำเนิน 
ไปแล้วเป็นเวลา 12 ชั่วโมง จำนวน 1 ยีน คือ OsRCI2-5 (Rare Cold-Inducible 2-5) หรือ 
LOC_Os03g17790 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Yeo, Bhave, and San Hwang (2018)  
ที่พบว่าข้าวพันธุ์ Bajong ซึ่งเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองของประเทศมาเลเซียที่มีความสามารถในการ
ทนเค็มเมื่อต้นกล้าอายุ 14 วัน เผชิญกับภาวะเค็มที่ 100 mM NaCl เป็นเวลา 6 ชั่วโมงจะมีการ
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แสดงออกของ OsRCI2-5 เพิ่มมากขึ้น  โดย Li et al. (2014) รายงานการศึกษาเกี่ยวกับ 
OsRCI2-5 ว่าเป็นยีนที่ตอบสนองต่อความเครียดจากภาวะแล้ง (drought stress) ความเครียด
เนื่องจากอุณหภูมิต่ำ (cold stress) และความเครียดจากภาวะเค็ม (salt stress) โดยสามารถ 
encode ให้โปรตีนที่มี 2 transmembrane domain จึงพบการแสดงออกบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ 
(plasma membrane) และคาดว่ามีบริเวณที่เป็น signal peptide ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการ
ส่งสัญญาณในเซลล์เพื่อตอบสนองต่อภาวะแล้ง โดยหากทำให้ OsRCI2-5 มีการแสดงออกมากขึ้น
จะยิ่งส่งเสริมให้ข้าวมีความสามารถในการทนต่อภาวะแล้งมากขึ้น และมีแนวโน้มที่จะให้ผลใน
ลักษณะเดียวกันกับความสามารถในการทนต่อภาวะเค็ม เนื่องจากยีนที่ตอบสนองต่อภาวะเค็ม
หลายยีนมีการตอบสนองต่อภาวะแล้งด้วยเพราะกลไกการตอบสนองต่อภาวะแล้งและภาวะเค็ม
มีการควบคุมการทำงานบางส่วนร่วมกันในพืช (Nakashima, Yamaguchi-Shinozaki, and 
Shinozaki, 2014) จึงเป็นไปได้ที่ OsRCI2-5 จะเป็นยีนที่มีบทบาทสำคัญในการทำให้ข้าวพันธุ์
หลวงประทานมีความสามารถในการทนเค็ม เนื่องจากเป็นยีนที่แสดงออกมาในช่วงแรก ๆ และมี
หน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการส่งสัญญาณในเซลล์ โดยทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
ของยีนเพื่อให้สามารถดำรงอยู่ได้ในภาวะเค็มซึ่งข้าวจะเผชิญกับความเครียดออสโมติกและ
ความเครียดออกซิเดชันเช่นเดียวกับข้าวที่เจริญอยู่ในภาวะแล้ง 

 
5.2.2. การเปลี่ยนแปลงที่ 24 ชั่วโมง หลังจากเผชิญกับภาวะเค็ม 

เมื่อข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า OsRMC 
(Root Meander Curling) หรือ LOC_Os04g56430 เป็นยีนที่มีการแสดงออกอย่างแตกต่าง 
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาด้วยวิธีทางโปรตีโอม (proteome) ที่มีมาก่อนหน้าซึ่งพบว่าเมื่อพืชเริ่ม
ได้รับภาวะเครียดจากความเค็มจะมีโปรตีน OsRMC แสดงออกในปริมาณมากในบริเวณ 
เยื่อหุ้ม เซลล์  (Guo and Song, 2009) โดยการศึกษาในข้าวพบว่าเมื่อทำให้ยีนดังกล่าว 
มีการแสดงออกน้อยลงจะทำให้ข้าวทนเค็มได้มากขึ้น (Zhang et al., 2009) แต่ถ้าหากทำให้ 
มีการแสดงออกมากขึ้นข้าวจะสามารถเจริญได้ในดินที่ขาดธาตุเหล็ก  โดยก่อให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างรากให้มีความเหมาะสมและส่งเสริมการได้มาซึ่งเฟอร์รัสอิออน (Fe+2) 
(Yang et al., 2013) โดยที่ OsRMC นั้นเป็นยีนที่จะถูกควบคุมการแสดงออกด้วย OsEREBP2 
ซึ่ ง เป็ น  Transcription Factor (TF) ใน ก ลุ่ ม  APETALA2 / ethylene response factor 
(AP2/ERF) ที่จะตอบสนองต่อภาวะที่อุณหภูมิต่ำ ภาวะแล้ง ภาวะเค็ม และกรดแอบไซซิก (ABA) 
ที่ล้วนแล้วเป็นความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางกายภาพ (abiotic stress) (Serra et al., 
2013) แต่อย่างไรก็ตามได้มีรายงานว่า OsRMC มีบทบาทเกี่ยวกับการตอบสนองเพื่อป้องกัน
ตนเองของพืช (plant defense response) ต่อความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางชีวภาพ 
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(biotic stress) ด้วย เพราะสามารถถูกชักนำให้มีการแสดงออกมากขึ้นด้วย Jasmonic acid 
(JA) และเกี่ยวข้องกับกระบวนการส่งสัญญาณในเซลล์เนื่องจาก OsRMC เป็น receptor like 
protein kinase (Kim et al., 2004) ด้วยเหตุนี้ OsRMC จึงน่าจะเป็นยีนที่มีบทบาทอย่างยิ่งต่อ
กลไกการทนเค็มในข้าวพันธุ์หลวงประทาน โดยทำหน้าที่ในกระบวนการส่งสัญญาณในเซลล์และ
เป็นสื่อกลางในการทำงานร่วมกันของฮอร์โมนพืชต่าง ๆ แบบ crosstalk เพื่อที่จะตอบสนองต่อ
สิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม (Yang et al., 2019) 

 
5.2.3. การเปลี่ยนแปลงที่ 48 ชั่วโมง หลังจากเผชิญกับภาวะเค็ม 

เมื่อการทดลองดำเนินผ่านไปเป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบว่ามียีนที่แสดงออกแตกต่างจากยีน
ที่มีการแสดงออกในภาวะปกติ จำนวน 63 ยีน เป็นยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น (up-regulated 
genes) จำนวน 48 ยีน และลดลง (down-regulated genes) จำนวน 15 ยีน โดยพบว่า 
เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการทำหน้าที่โดยตรงในการป้องกันตัวเองจากความเครียดเนื่องจาก
สิ่ งแวดล้อม (directly protect against environmental stress) และเป็นยีนที่ทำหน้าที่
ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ (regulate gene expression) รวมทั้งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การส่งสัญญาณในเซลล์ (cellular signal transduction) 

 
5.2.3.1. การเปลี่ยนแปลงของยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ และยีนที่

เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณในเซลล ์
ในข้าวพันธุ์หลวงประทานเมื่อเผชิญกับความเค็มเป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบว่ายีนที่ทำ

หน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ ส่วนใหญ่คือ Transcription factor (TF) ซึ่งพบว่า
ที่ 48 ชั่วโมงมีการแสดงออกมากขึ้นของ HSFC2B (Heat Stress Transcription Factor C-
2B) หรือ LOC_Os06g35960 ซึ่งเป็น TF ของกลไกการทนร้อนในพืช (Wang, Zhang, and 
Shou, 2009) ที่พบว่าจะมีการแสดงออกมากขึ้นเมื่อเผชิญกับภาวะแล้งจากการศึกษาในข้าว
บาร์เลย์ (Reddy et al., 2014) นอกจากนี้ที่ 48 ชั่วโมงยังพบว่าข้าวหลวงประทานมีการ
แสดงออกที่น้อยลงของ TF ที่ส่วนใหญ่พบว่าทำหน้าที่เป็นตัวควบคุมทางลบ (negative 
regulator) หรือทำหน้าที่ เป็น repressor ของการแสดงออกของยีนที่ ตอบสนองต่อ
ความเครียด (stress responsive genes) อาทิ  

1. OsRAV2 (Related to ABI3/VP protein 2) หรือ LOC_Os01g04800 สามารถ 
encode ให้ AP2/ERF and B3 domain-containing protein ที่มีการตอบสนองต่อภาวะ
เค็มจากการศึกษาของ Duan et al. (2016) 
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2. ONAC104 (NAC domain-containing protein 104) หรือ 
LOC_Os08g10080 negative regulator ของยีนที่ตอบสนองต่อภาวะแล้ง (Fang, Xie, 
and Xiong, 2014)  

3. OsMYB (MYB family transcription factor) หรือ LOC_Os05g50350 TF ใน
กลุ่มที่ควบคุมการเจริญและการเติบโตในพืชและการตอบสนองต่อความเครียดจากภาวะเค็ม
และภาวะแล้ง (Xiong et al., 2014)   

4. OsSRZ1 (Stress Repressive Zinc finger protein 1) ห รื อ 
LOC_Os02g10920 repressor ของยีนที่ ตอบสนองต่อ abiotic stress (Huang et al., 
2008)  

5. OsZFP1 (Zinc Finger Protein 1) หรือ LOC_Os06g04920 repressor ของ
ยีนที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มและสามารถถูกชักนำให้แสดงออกได้ด้วย Abscisic acid (ABA) 
(Jin et al., 2004)  

6. OsBBX2 (B-Box zinc finger family protein 2) หรือ  LOC_Os02g07930  
TF ในกลุ่มที่เกี่ยวข้องกับกระบวนเจริญและการเติบโตของพืช (Huang et al., 2012) 

8. OsBBX27 (B-Box zinc finger family protein 27) หรือ LOC_Os09g06464  
TF ที่หากทำให้มีการแสดงออกมากขึ้นจะผลให้เกิดการออกดอกช้าในข้าว (Kim et al., 
2008) 

นอกจากนี้ที่ 48 ชั่วโมงหลังจากข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็มยังพบว่า 
มีการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของยีนที่ควบคุมการแสดงออกยีนอื่น ๆ ภายหลังการแปรรหัส  
(post-translational control) ร่วมด้วย อาทิ LOC_Os05g29710 หรือ EL5-like ที่สามารถ 
encode ให้  RING-type E3 ubiquitin-protein ligase EL5-like ซึ่ ง เป็ น โป รตี นที่ มี  2 
domain คือ RING domain และ E3 domain โดย E3 domain จะสามารถจับกับโปรตีน
เป้าหมาย และก่อให้เกิดการย้ายและเติม ubiquitin จาก E2 protein ที่มาเกาะอยู่กับ RING 
domain ได้ ซึ่งโปรตีนเป้าหมายที่ถูกติดฉลากด้วย ubiquitin จะถูกนำไปกำจัดด้วย ligase 
enzyme ในลำดับต่อไป โดยการศึกษาก่อนหน้าพบว่า EL5-like เป็นยีนที่มีการแสดงออก
มากในพืชที่ขาดธาตุไนโตรเจนและน่าจะเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของยีนที่
ตอบสนองต่อความไม่สมดุลของธาตุอาหารในระดับ post-translation (Katoh et al., 
2005) ซึ่งความไม่สมดุลของธาตุอาหารนั้นเป็นเหตุการณ์ที่เกิดขึ้นเมื่อพืชได้รับภาวะเค็มได้ 
แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีรายงานการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับโปรตีนเป้าหมายที่ควบคุมด้วย 
EL5-like protein 
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ยิ่งไปกว่านั้นที่ 48 ชั่วโมง ยังพบการเปลี่ยนแปลงของยีนที่ เกี่ยวข้องกับการส่ง
สัญญาณร่วมด้วย อาทิ OsRCI2-5 และ OsRMC ที่พบว่ามีการแสดงออกอย่างแตกต่างที่ 12 
และ 24 ชั่วโมงหลังข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็มดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้น  
แต่ที่  48 ชั่ ว โมงนี้ ยั งมี การแสดงออกมากขึ้ นของ EFA27 (EF-hand, Abscisic acid 
responsive 27-kDa protein) หรือ LOC_Os04g43200 ยีนที่มีการตอบสนองต่อ ABA 
และความเครียดออสโมติก และเป็นโปรตีนที่มี Ca2+ binding domain ที่สามารถจับกับ
แคลเซียมอิออน (Ca2+) ซึ่ งเป็น second messengers ของกระบวนการส่งสัญญาณ 
ในเซลล์ได้ (Frandsen et al., 1996) นอกจากนี้ยังมีการแสดงออกมากขึ้นของยีนที่เกี่ยวข้อง
กับการสังเคราะห์และการลำเลียงของฮอร์โมนพืช อาทิ OsACO3 (Aminocyclopropane-
1-Carboxylate Oxidase 3) หรือ LOC_Os02g53180 ที่  encode ให้ โปรตีนในวิถีการ
สั ง เ ค ร า ะ ห์  ethylene (Chae et al., 2000) แ ล ะ  OsPILS1 (PIN Likes 1) ห รื อ 
LOC_Os0 9 g3 1 4 7 8  ยี น ที่  encode ให้  auxin efflux carrier domain containing 
protein ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการลำเลียง auxin (Mohanta, Mohanta, and Bae, 2015) 
เป็นต้น 

ด้วยเหตุที่ข้าวพันธุ์หลวงประทานมีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
ของยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมยีนอื่น ๆ ที่จะแสดงออกเพื่อตอบสนองต่อภาวะเค็มในระดับต่าง ๆ 
ทั้งการควบคุมในขั้นตอนของการถอดรหัส (transcriptional control) การควบคุมภายหลัง
การแปรรหัส การสังเคราะห์และเคลื่อนย้ายฮอร์โมนพืช และการเปลี่ยนแปลงการส่งสัญญาณ
ในเซลล์ล้วนแล้วแต่ส่งเสริมให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานมีความาสามารถในการเปลี่ยนแปลง
การแสดงออกของยีนที่ทำหน้าที่รับมือกับความเครียดจากภาวะเค็มได ้

 
5.2.3.2. การเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับการทำหน้าที่โดยตรงในการป้องกันตัวเองจาก

ความเครียดเนื่องจากสิ่งแวดล้อม 
ที่ เวลา 48 ชั่ วโมงภายหลั งข้ าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็มนั้ น 

มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่ทำหน้าที่ โดยตรงในการป้องกันตนเอง 
จากความเครียดเนื่องจากสิ่งแวดล้อมร่วมด้วย โดยพบว่ามีการแสดงออกมากขึ้นของยีน 
ที่เกี่ยวข้องกับการบรรเทา แก้ไข หรือหลีกเลี่ยงที่จะประสบกับความเครียดออสโมติก อาทิ 
ยี นที่  encode ให้  Plasma membrane intrinsic protein หรือ  Aquaporins ซึ่ ง เป็ น
โปรตี นที่ พื ช ใช้ ในการลำเลี ย งการเข้ าออกของน้ ำภายใน เซลล์  ได้ แก่  OsPIP1-3 
(LOC_Os02g57720) (Lian et al., 2004; Liu et al., 2019) แ ล ะ  OsPIP2-4 
(LOC_Os07g26630) (Kumar et al., 2014) เป็ น ต้ น  รวมทั้ งยี น ที่  encode ให้  Late 
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Embryogenesis Abundant (LEA) protein ได้แก่ OsLEA3-1 (LOC_Os05g46480) และ 
OsLEA2-9 (LOC_Os11g26790) ซึ่งเป็นยีนที่ทำหน้าที่ในการป้องกันการเกาะกลุ่มกันของ
โปรตีน (protein aggregation) ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ในภาวะที่เซลล์พืชเผชิญกับ
ความเครียดจากสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาสม อาทิ ภาวะแล้ง และภาวะเค็ม เป็นต้น (Goyal, 
Walton, and Tunnacliffe, 2005) ดังนั้น Aquaporins และ LEA genes ที่แสดงออกมาก
ขึน้ในข้าวพันธุ์หลวงประทานที่เวลา 48 ชั่วโมงหลังเผชิญกับภาวะเค็มมีความเป็นไปได้สูงที่ทำ
ให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานสามารถเจริญในภาวะเค็มได้ โดยยังคงความสามารถในการรักษา
ภาวะธำรงดุลของน้ำภายในเซลล์ซึ่งสามารถพิจารณาได้จาก SI_%RWC จากการศึกษา
ลักษณะทางสรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้น 

ยิ่งไปกว่านั้นที่  48 ชั่วโมงยังพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่
เกี่ยวข้องกับการป้องกันความเครียดอันเนื่องมาจากความไม่สมดุลของธาตุอาหารและความ
เป็นพิษจากอิออนซึ่งเกิดขึ้นในขณะที่ข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญอยู่กับภาวะเค็มร่วมด้วย 
อาทิ มีการแสดงออกมากขึ้นของ OsATX หรือ LOC_Os01g61070 ที่ encode ให้ Heavy 
metal transport/detoxification protein domain containing protein ที่พบว่ามีการ
ตอบสนองต่อ Salicylic acid (SA) JA และ ABA (Agrawal et al., 2002) ในทางกลับกันมี
ก า ร ล ด ล ง ข อ ง  OsALMT4 (Aluminum-activated Malate Transporter 4) ห รื อ 
LOC_Os01g12210 channel protein ส ำ ห รั บ น ำ อิ อ อ น ล บ  (anion) เข้ า สู่ เซ ล ล์  
ซึ่ งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่าพืชที่ เผชิญกับภาวะเค็มจะลดการนำ 
อิออนลบเข้าสู่เซลล์โดยมีกิจกรรมของ anion channel protein ลดลง (Yamashita and 
Matsumoto, 1996) ยิ่งไปกว่านั้นยังพบการลดลงของ OsMTI-2B (Metallothionein I-2B) 
หรือ LOC_Os01g74300 อีกด้วย ซึ่งยีนดังกล่าวสามารถ encode ให้ cytoplasmic metal 
binding proteins ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสะสมและนำเข้าอิออนเข้าสู่เซลล์  (Pirzadeh and 
Shahpiri, 2016) ดังนั้นการแสดงออกที่เพิ่มมากขึ้นของยีนที่เกี่ยวข้องกับการบรรเทาพิษจาก
โลหะหนักและการลดลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับการนำอิออนเข้าสู่เซลล์จึงเป็นความสามารถ
อย่างหนึ่งซึ่งถือเป็นกลไกสำคัญในการทนเค็มของข้าวพันธ์ุหลวงประทาน 

สำหรับความเครียดออกซิเดชันที่มักเกิดขึ้นอันเป็นผลพวงจากความเครียดจาก
สิ่งแวดล้อมไม่เหมาะสมนั้น ในข้าวหลวงประทานที่ 48 ชั่วโมงพบว่ามีการเปลี่ยนแปลง 
การแสดงออกของยีนที่ เกี่ยวข้องกับการรับมือกับความเครียดออกซิเดชันไม่มากนัก 
โดยพบเพียง LOC_Os08g42590 ที่ encode ให้ stress up-regulated Nod 19 family 
protein และ OsSrx (Sulfiredoxin-1) หรือ LOC_Os06g07760 ซึ่งทั้งสองเกี่ยวข้องกับการ
รับมือต่อความเครียดออกซิเดชันจากการศึกษาก่อนหน้า (Liu et al., 2006; Naya et al., 
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2014) แต่ อย่ างไรก็ตาม เมื่ อข้ าวพั นธุ์หลวงประทานเผชิญ กับภาวะเค็ม เป็น เวลา  
48 ชั่วโมง ซึ่งผ่านไปเพียงสองวันยังไม่พบอาการเครียดจากภาวะเค็มให้เห็นจึงเป็นไปได้ว่าใน
ขณ ะนั้ นข้ าวพั นธุ์หลวงประทานยั งไม่ เผชิญ กับความ เครียดออกซิ เดชันมากนั ก 
จึงยังไม่เปลี่ยนแปลงการแสดงออกเพื่อรับมือกับความเครียดออกซิเดชันซึ่งมักเกิดขึ้นที่ระยะ
หลัง ๆ เมื่อพืชเผชิญกับภาวะเค็ม (Prisco, Gomes-Filho, and Miranda, 2016) 

นอกจากนี้สิ่งหนึ่งที่พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงเมื่อข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับ
ภาวะเค็มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง คือมีการเพิ่มประสิทธิภาพของการสังเคราะห์ด้วยแสง  
โดยมีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์  
อาทิ  OsPORB (Protochlorophyllide Oxidoreductase B) หรือ LOC_Os10g35370  
ที่สามารถ encode ให้เอนไซม์ที่เปลี่ยน Protochlorophyllide ไปเป็น Chlorophyllide  
ซึ่งเป็นตัวตั้งต้นในการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์ (Sakuraba et al., 2013) ยิ่งไปกว่านั้นยังพบ
การเปลี่ยนแปลงของยีนที่เกี่ยวข้องกับ chloroplast precursor อาทิ OsFER1 (Ferritin 1) 
หรือ  LOC_Os11g01530  (Stein, Ricachenevsky, and Fett, 2009) และยีนที่ รักษา
เสถียรภาพของคลอโรพลาสต์เมื่อภาวะในเซลล์ไม่เหมาะสม อาทิ OsTIL-1 (Temperature-
Induced Lipocalin 1) หรือ LOC_Os02g39930 ซึ่งพบว่าในภาวะเค็ม OsTIL-1 สามารถ 
re-translocation จากเยื่อหุ้มเซลล์มาที่บริเวณเยื่อหุ้มคลอโรพลาสต์เพื่อทำหน้าที่ลดความ
เป็นพิษจากอิออนที่เกิดขึ้นกับคลอโรพลาสต์ได้ (Abo-Ogiala et al., 2014) ซึ่งความสามารถ
ของข้าวพันธุ์หลวงประทานในการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนให้มีการเพิ่มปริมาณ  
คลอโรพลาสต์และรงควัตถุที่ใช้ในการสังเคราะห์ด้วยแสง ตลอดจนความสามารถในการรักษา
เสถียรภาพของคลอโรพลาสต์จากความเป็นพิษจากอิออน ล้วนแล้วส่งผลให้ข้าวพันธุ์  
หลวงประทานมีความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มด้วยการคงความสามารถใน 
การสังเคราะห์ด้วยแสงไว้แม้เผชิญกับภาวะเค็มซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาลักษณะทาง
สรีรวิทยาที่ตอบสนองต่อภาวะเค็มก่อนหน้าที่พบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานยังคงรักษา
เสถียรภาพในการสังเคราะห์ด้วยแสงไว้ได้จากการพิจารณาค่า SI_SPAD และ SI_Fv/Fm 
แล้วทำให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานยังคงมีการเจริญเติบโตได้มากขึ้น ซึ่งก็เป็นไปในแนวทาง
เดียวกันกับการแสดงออกมากขึ้นของยีนที่เกี่ยวข้องกับแมทาบอลิซึมและการเจริญเติบโต 
อาทิ  1. LOC_Os03 g52660  ห รือ  ATP synthase F1δ 2. LOC_Os10g25130 ห รือ 
OsAlaAT1 (Alanine Aminotransferase-1) ซึ่ งเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แป้ ง 
(Miyashita et al., 2007) 3. LOC_Os08g03290 หรือ OsGAPC3 (Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase) ซึ่ งสอดคล้องกับการศึกษาของ  Zhang et al. (2011)  
ที่พบว่าเป็นยีนที่มีบทบาทต่อกลไกการทนเค็มของข้าว และ 4. LOC_Os05g01270 หรือ 
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OsCYP20-2 (Cyclophilin 20-2) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการยืดยาวของเซลล์ (cell elongation) 
ผ่านการควบคุมประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ด้วยแสง (Kim et al., 2012) เป็นต้น 

ด้วยเหตุที่  24 ชั่วโมงภายหลังข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญภาวะเค็มพบว่า 
มีการแสดงออกมากขึ้นของ OsRMC ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการส่งสัญญาณในเซลล์  
และเกี่ยวข้องกับ JA ซึ่งเป็นฮอร์โมนพืชที่ส่งเสริมให้พืชมีกลไกการป้องกันตนเองจาก
ความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางชีวภาพ ดังนั้นที่ 48 ชั่วโมงภายหลังเผชิญกับภาวะเค็ม
จึงพบว่ามียีนที่ทำหน้าที่โดยตรงต่อกระบวนการตอบสนองเพื่อป้องกันตนเองของพืชหลายยีน
แสดงออกมากขึ้นซี่งมีสัดส่วนเป็นร้อยละ 10 ของ up-regulated genes โดยบางยีนเป็นยีน
ที่มีการแสดงออกต่อความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางกายภาพร่วมด้วย อาทิ Pathogen 
Related (PR) genes ซึ่งเป็นยีนที่พบว่ามีการตอบสนองต่อ JA ABA และ ethylene ในการ
ส่ ง เส ริม ให้ พื ชทนต่ อ โรคพื ชและการกั ดกิ น ของแมลงศั ต รูพื ช ได้  ได้ แ ก่  OsPR2 
(LOC_Os05g31140) และ  OsPR6 (LOC_Os12g25090) เป็นต้น (Gómez-Ariza et al., 
2007; Akiyama et al., 2009)  BBTI7  (Bowman–Birk Trypsin Inhibitor 7) ห รื อ 
LOC_Os01g03390 ที่ถูกชักนำให้แสดงออกมากขึ้นได้ด้วยภาวะเค็ม (Lakra et al., 2019) 
OsDEFL8 (Defensin-Like 8) ห รื อ  LOC_Os03g03810 ยี น ที่  encode ใ ห้  plant 
antimicrobial peptides และเป็นยีนที่คาดว่าจะตอบสนองได้ต่อภาวะแล้ง (Weerawanich 
et al., 2018) OCPI2 (Chymotrypsin Protease Inhibitor 2) หรือ  LOC_Os01g42860 
ที่สามารถแสดงออกได้ในภาวะที่พืชเผชิญกับความเครียดออสโมติก (Singh, Sahi, and 
Grover, 2009; Tiwari et al., 2015) แ ล ะ  Probenazole-inducible gene (PBZ)  
หรือ PR10 ที่สามารถตอบสนองต่อความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางกายภาพได้  
เช่น OsPBZ1 (LOC_Os12g36880) และ OsPBZ14 (LOC_Os12g36830) เป็นต้น 

ดังนั้น จึงมีความเป็นไปได้ที่ความสามารถในการทนเค็มของข้าวพันธุ์หลวงประทาน
นั้นเกิดจากการทำงานร่วมกันของยีนจำนวนมาก เป็นโครงข่ายสลับซับซ้อนซึ่งเป็นผลมาจาก
การทำงานร่วมกันของฮอร์โมนแบบ crosstalk โดย gene expression profile ของข้าว
พันธุ์หลวงประทานที่ 48 ชั่วโมงหลังเผชิญกับภาวะเค็มแสดงให้เห็นว่าไม่ได้มีเพียงการ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่ทำหน้าที่โดยตรงในการปรับตัวต่อภาวะเค็ม แต่มีการ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนที่ทำหน้าที่ปรับตัวให้พร้อมรับความเครียดจากปัจจัยทาง
ชีวภาพร่วมด้วย 
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5.3. การวิเคราะหโ์ครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน (gene co-expression network) 
ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้นำ 63 DEGs ที่วิเคราะห์ได้ภายหลังข้าวพันธุ์หลวงประทาน 

เผชิญ กั บภ าวะ เค็ ม เป็ น เวลา 48 ชั่ ว โม ง ม าสร้ างโค รงข่ ายการแสดงออกร่ วมของยี น  
(gene co-expression network: GCN) จากข้อมูลระดับการแสดงออกในภาวะเค็มทั้ง 6 ช่วงเวลา 
โดยเลือกใช้ partial dynamical correlation coefficient มาวัดการแสดงออกร่วม ตามวิธีของ 
Opgen-Rhein and Strimmer (2006a) เนื่องจากเป็นการวัดการแสดงออกร่วมที่ได้รับการยอมรับ
ในการสร้าง GCN จากข้อมูลแบบ time-series (Riccadonna et al., 2016) เนื่องจากวิธีดังกล่าว จะ
วิเคราะห์สหสัมพันธ์ของยีนแต่ละคู่จาก gene expression curve ที่สร้างขึ้นจากข้อมูลระดับการ
แสดงออกแบบที่เวลาต่าง ๆ โดยใช้พื้นฐานของ functional data analysis ที่สามารถประยุกต์ใช้ได้
กับข้อมูล time-series transcriptome ที่แต่ะละช่วงเวลามีระยะห่างไม่เท่ากัน (Opgen-Rhein and 
Strimmer, 2006b; Opgen-Rhein and Strimmer, 2006a) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้ที่
ศึกษา gene expression profiles ที่  0 3 6 12 24 และ 48 ชั่วโมง โดยพบว่าสามารถคำนวณ 
partial dynamical correlation coefficient ของยีนแต่ละคู่เพื่อสร้าง GCN ได ้

เนื่องจากการเลือกค่า cut-off threshold สำหรับสร้าง GCN นั้นไม่ได้ถูกจำกัดให้เลือกใช้ 
วิธีใดวิธีหนึ่งเป็นมาตรฐาน จึงเป็นศิลปะอย่างหนึ่งของผู้วิจัยด้านชีววิทยาโมเลกุลของพืชที่ต้องปรับค่า 
cut-off threshold ให้เหมาะสม ซึ่งขึ้นอยู่กับความจำเพาะของข้อมูล จุดประสงค์ของการสร้าง GCN 
และความสามารถในการสื่อได้ถึงโครงข่ายที่เกิดขึ้นจริงตามธรรมชาติ ในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยได้
ปรับเปลี่ยนค่า cut-off threshold ไว้ที่ค่าต่าง ๆ ได้แก่ 0.5  0.6  0.7 และ 0.8 ซึ่งพบว่าค่า cut-off 
threshold ต่ำจะทำให้ GCN ที่ได้มีความหนาแน่นของโครงข่าย (network density) สูง ซึ่งทำให้ค่า 
clustering coefficient สูงขึ้นตามเช่นเดียวกับการศึกษาของ Suratanee et al. (2018) 

อย่างไรก็ตามการสร้าง GCN ในครั้งนีม้ีจุดประสงค์เพื่อศึกษายีนที่มีแนวโน้มว่าจะมีการ
แสดงออกร่วมกับ OsRCI2-5 และ OsRMC ซึ่งพบว่าการเลือกค่า cut-off threshold ที่ 0.7 และ 
0.8 จะให้ GCN ที่ OsRCI2-5 และ OsRMC ไม่มีการแสดงออกร่วมกับยีนอื่นเลย การเลือกค่า cut-off 
threshold ตัง้แต่ 0.7 ขึ้นไป จึงอาจไม่เหมาะสมต่อวัตถุประสงค์ที่สรา้ง GCN ครัง้นี้ เนื่องจาก
การศึกษาครั้งนี้เป็นการสร้าง GCN จากข้อมูลระดับการแสดงออกที่เวลาต่าง ๆ ของ DEGs เพียง 63 
ยีน ไม่ใช่การนำยีนทั้งหมดที่มีการแสดงออกในจีโนมมาศึกษา ดังนั้นค่าสัมบูรณข์อง partial 
dynamical correlation coefficient ของ OsRCI2-5 และ OsRMC กับยีนใด ๆ ที่มีค่ามากกว่า 0.7 
ขึ้นไปจึงไม่ปรากฏในการศึกษาครั้งนี้ 

ในทางกลับกันหากพิจารณา GCN ที่สร้างโดยปรับค่า cut-off threshold ให้มีค่าน้อยกว่า
หรือเท่ากับ 0.6 GCN ที่ได้มีแนวโน้มที่จะเป็นโครงข่ายที่เหมาะสมมากกว่า ซึ่งพิจารณาได้จากลักษณะ
ของ GCN ที่สร้างได้ โดย GCN ที่มีค่า cut-off threshold เท่ากับ 0.5 พบว่า ONAC104 มีค่า 
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betweenness centrality อยู่ใน 3 ลำดับแรกที่มีค่าสูงสุด ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่
พบว่ายีนที่มีแนวโน้มว่าจะมีความสำคัญต่อยีนอื่น ๆ มักมีค่า betweenness centrality สูง และมี
แน วโน้ ม ที่ จ ะ เป็ น  hub ของโค รงข่ าย  (Aoki, Ogata, and Shibata, 2007; Azuaje, 2014)  
ซึ่ง ONAC104 เป็น negative regulator ของยีนที่ตอบสนองต่อภาวะแล้ง ทำหน้าที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อภาวะแล้งในระดับการถอดรหัส (Fang, Xie, and Xiong, 2014)  
จึงน่าจะมีความสำคัญต่อโครงข่ายของยีนที่มีการแสดงออกในข้าวพันธุ์หลวงประทานที่เผชิญกับ 
ภาวะเค็ม 

เมื่อพิจารณาถึงยีนต่าง ๆ ที่มีการแสดงออกร่วมกับ OsRCI2-5 และ OsRMC ที่ค่า cut-off 
threshold เท่ากับ 0.5 พบว่ายีนที่มีการแสดงออกร่วมกับยีนทั้งสองมีแนวโน้มจะเป็นยีนที่เกี่ยวข้อง
กับกลไกการทนเค็มของข้าวพันธุ์หลวงประทานทั้งหมด โดยพบว่า OsRCI2-5 มีการแสดงออกร่วมกับ 
EL5-like ซึ่งเป็นยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ โดยเป็นการควบคุมภายหลังการ
แปลรหัสดังที่กล่าวมาแล้วข้างต้น รวมทั้งมีการแสดงออกร่วมกับ OsALMT4 และ OsAAP11F 
(Amino Acid Permease 11F) หรือ LOC_Os05g34980 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการปรับตัวเพื่อรักษา
ภาวะสมดุลของอิออนและการเคลื่อนย้ายกรดอะมิโนให้เหมาะสมต่อการเปลี่ยนแปลง วิถีแมทาบอลิ
ซึม ตามลำดับ ในขณะที่  OsRMC ที่พบว่าเป็นยีนที่ เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณ ในเซลล์เพื่อ
ตอบสนองต่อภาวะเค็มและคาดว่าเกี่ยวข้องกับวิถีของการตอบสนองต่อความเครียดอันเนื่องมาจาก
ปัจจัยทางชีวภาพ พบว่ามีการแสดงออกร่วมกับ OsBBX2 และ UspA (LOC_Os01g32780) ซึ่งเป็น 
TF ของยีนที่ตอบสนองต่อความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางกายภาพ (Shalmani et al., 2019) 
และ Universal stress protein A domain containing protein ตามลำดับ ยิ่งไปกว่านั้นยังพบ
การแสดงออกร่วมกับ  OsTIL-2 และ OsFER1 ซึ่งเป็นยีนที่ เกี่ยวข้องกับคลอโรพลาสต์ (Stein, 
Ricachenevsky, and Fett, 2009; Abo-Ogiala et al., 2014) และยังคงพบการแสดงออกร่วมกับ
ยีนที่ตอบสนองต่อความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางชีวภาพ ได้แก่ OsPR2 และ OsDEFL8 ซึ่ง
เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองเพื่อป้องกันตนเองของพืช โดยทั้ง OsRCI2-5 และ OsRMC มี 
OsAAP11F ที่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงวิถีแมทาบอลิซึมเป็นยีนที่มีการแสดงออกร่วมร่วมกันจาก
การวัดการแสดงออกร่วมด้วย partial dynamical correlation coefficient 

ด้วยเหตทุี่ OsRCI2-5 และ OsRMC เป็นยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็มโดยทำหน้าที่
เกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณและมีการเปลีย่นแปลงการแสดงออกก่อนยีนอื่น ๆ ดังนั้นจึงพบว่ายีนทั้ง
สองมีการแสดงออกร่วมกับยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมยีนอื่น ๆ ทั้งการควบคุมการถอดรหัส และการ
ควบคุมภายหลังการแปลรหสัเพื่อให้มีการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ทีจ่ะตอบสนองต่อภาวะเค็ม และ
ทำให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานมีความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มได้ โดยผลการวิเคราะห์ GCN  
ที่สร้างขึ้นโดยมีค่า cut-off threshold เท่ากับ 0.5 ยังคงส่งเสริมสมมุติฐานที่กล่าวว่า OsRMC น่าจะ
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มีความเกี่ยวข้องกับวิถีการตอบสนองต่อความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางชีวภาพร่วมด้วยเพราะมี
การแสดงออกร่วมกับยีนที่เกี่ยวกับการตอบสนองเพ่ือป้องกันตนเองของพืชจากปัจจัยทางชีวภาพ ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า OsRMC สามารถชักนำให้มีการแสดงออกมากขึ้นด้วย JA 
อันเป็นฮอร์โมนสำคัญในวิถีการตอบสนองต่อความเครียดอันเน่ืองมาจากปัจจัยทางชีวภาพของพืช 
(Kim et al., 2004) 

 
5.4. การศึกษาเพื่อยืนยันผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อการแสดงออกของยีนที่ระบุได ้

เมื่อผู้วิจัยได้ศึกษาการแสดงออกของ OsRCI2-5 และ OsRMC ด้วยวิธี qRT-PCR เพื่อยืนยัน
ผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อการแสดงออกของยีนทั้งสองที่ระบุได้เมื่อเผชิญกับภาวะเค็มที่ 0 24 
และ 48 ชั่วโมง พบว่าระดับการแสดงออกของ OsRCI2-5 และ OsRMC ในข้าวพันธุ์หลวงประทาน
ให้ผลไปในทางเดียวกันกับการศึกษาทรานสคริปโทมด้วยวิธี 3’-Taq RNA seq ที่พบว่าข้าวพันธุ์ 
หลวงประทานที่ช่วงเวลาแรก OsRCI2-5 และ OsRMC จะยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก  
และเมื่อเวลาผ่านไปที่ 12 และ 24 ชั่วโมงหลังเผชิญกับภาวะเค็มจะมีการแสดงออกมากขึ้นของ 
OsRCI2-5 และ OsRMC ตามลำดับ  โดยไม่พบความแตกต่ างของ OsRCI2-5 ที่  24 ชั่ ว โมง 
ซึ่งการศึกษาด้วย qRT-PCR พบว่าให้ผลตรงกับการศึกษาด้วย 3’-Tag RNA seq  ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
โดยมีการแสดงออกของ OsRMC เช่นเดียวกับการศึกษาด้วย 3’-Tag RNA seq แต่กลับพบว่า 
OsRCI2-5 มีระดับการแสดงออกระหว่างภาวะเค็มและภาวะปกติแตกต่างกันที่ 24 ชั่วโมงร่วมด้วย 
โดยอาจเป็นผลมาจากการตั้งค่าในการวิเคราะห์หายีนที่แสดงออกอย่างแตกต่างด้วย DESeq2 
analysis ที่กำหนดให้ minimum fold change เท่ากับ 1.5 ดังนั้นค่าระดับการแสดงออกที่ดัดแปร
ข้อมูลแล้ว (normalized expression level) ซึ่งอยู่ในหน่วยของ log2(CPM+4) ระหว่างทั้งสอง
ภาวะถ้าต่างกันน้อยกว่า 1.5 เท่าจะไม่ถูกกำหนดให้เป็น DEG กอปรกับการวิเคราะห์ด้วยวิธี DESeq2 
analysis ที่ผ่านมาได้ตั้งค่าให้มีโอกาสพบ false positive ต่ำมาก กล่าวคือมี false discovery rate 
(FDR) เท่า 0.10 ดังนั้นจึงเป็นได้ว่า OsRCI2-5 ที่พบว่าแตกต่างที่ช่วงเวลา 24 ชั่วโมงในการศึกษาด้วย 
qRT-PCR อาจเป็นความแตกต่างที่เกิดขึ้นเนื่องจากการวิเคราะห์สถิติที่ต่างกันซึ่งการทดสอบสถิติของ
การศึกษาด้วย qRT-PCR พบว่าบางทรีตเมนต์ (treatment) มีความแปรปรวนภายในทรีทเมนต์
ค่อนข้างสูงอีกทั้งยังเป็นการทดสอบสถิติแบบ Two-Way ANOVA ที่บางช่วงเวลาพบอิทธิพลของ 
block รวมทั้งปฏิสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยหลักทั้งสอง คือ พันธุ์ข้าวและภาวะที่กล้าข้าวเผชิญซึ่งอาจ
ส่งผลต่อการแปลผลข้อมูลได้ โดยทั้งนี้อาจมีผลมาจากความแตกต่างจากสิ่งแวดล้อมร่วมด้วยเนื่องจาก
การทดลองเพื่อเก็บตัวอย่างเพื่อสกัด RNA ทั้งสองวิธีไม่ได้ดำเนินการในช่วงเวลาเดียวกัน (Ge, Son, 
and Yao, 2018) แต่อย่างไรก็ตามที่เวลา 48 ชั่วโมงหลังข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็ม
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พบว่ามีการแสดงออกอย่างแตกต่างของ OsRCI2-5 และ OsRMC เช่นเดียวกันระหว่างการศึกษาด้วย  
qRT-PCR และ 3’-Tag RNA seq 

ยิ่งไปกว่านั้นหากพิจารณาการแสดงออกของ OsRCI2-5 และ OsRMC ของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ 
ประกอบด้วยข้าวพันธุ์ Pokkali หลวงประทาน ซึ่งเป็นข้าวพันธุ์ทนเค็ม และมะยม และ IR29 ที่เป็น
ข้าวพันธุ์ไม่ทนเค็ม จะพบว่า OsRCI2-5 และ OsRMC มีแนวโน้มที่จะเป็นยีนที่มีบทบาทต่อกลไกการ
ทนเค็มในข้าวทุกพันธุ์ โดยการแสดงออกของ OsRCI2-5 พบว่าเป็นยีนที่สามารถชักนำให้มีการ
แสดงออกมากขึ้นได้ด้วยภาวะเค็มในข้าวพันธุ์หลวงประทาน มะยม และ IR29 ยกเว้นในข้าวพันธุ์ 
Pokkali ที่ เป็นข้าวพันธุ์มาตรฐานทนเค็มซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าข้าวพันธุ์ Pokkali มีความสามารถ 
ปรับระดับการแสดงออกของ OsRCI2-5 ที่ภาวะปกติให้มีความเหมาะสมต่อการเผชิญกับภาวะเค็ม 
ได้ตลอดเวลา ซึ่งสอดคล้องกับการแสดงออกที่พบในข้าวพันธุ์หลวงประทานซึ่งมีความสามารถในการ
ทนต่อภาวะเค็มใกล้เคียงกับ Pokkali โดยพบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานที่ภาวะเค็มจะสามารถเพิ่มการ
แสดงออกของ OsRCI2-5 ให้ ใกล้ เคียงกับข้าวพันธุ์  Pokkali ที่ภาวะเค็มได้ตลอดการทดลอง  
ซึ่งแตกต่างจากข้าวพันธุ์มะยมและ IR29 อย่างเห็นได้ชัด ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่า OsRCI2-5 น่าจะเป็น
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการทนเค็มจริง และมีส่วนทำให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานมีความสามารถในการทน
เค็มใกล้เคียงกับข้าวพันธุ์ Pokkali ที่เป็นข้าวพันธุ์ทนเค็มมาตรฐาน โดยความสามารถในการรักษา
ระดับการแสดงออกของ OsRCI2-5 ให้เหมาะสมในข้าวพันธุ์หลวงประทานที่ได้รับภาวะเค็มนั้นเป็น
คุณสมบัติสำคัญที่ทำให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานมีความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มมากกว่าข้าว
พันธ์ุมะยมและ IR29 

สำหรับการศึกษาการแสดงออกของ OsRMC ด้วยวิธี qRT-PCR พบว่าให้ผลสอดคล้องกับ
การศึกษาด้วยวิธี 3’-Tag RNA-seq โดยพบว่า OsRMC เป็นยีนที่สามารถชักนำให้มีการแสดงออกได้
ด้วยภาวะเค็มในข้าวทุกพันธุ์เมื่อเผชิญกับภาวะเค็มที่ 115 mM NaCl เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และมีการ
แสดงออกมากยิ่งไปกว่าเดิมเมื่อการทดลองดำเนินไปจนถึง 48 ชั่วโมง โดยข้าวพันธุ์หลวงประทาน
สามารถเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ OsRMC ในภาวะเค็มให้มีการแสดงออกมากขึ้นได้อย่าง 
โดดเด่นต่างจากข้าวพันธุ์อื่น ๆ ตั้งแต่ 24 ชั่วโมงหลังเผชิญกับภาวะเค็ม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา 
gene expression profile ของข้าวพันธุ์หลวงประทานที่เวลา 48 ชั่วโมงที่พบว่ามียีนที่เกี่ยวข้องกับ
การตอบสนองเพื่อป้องกันตนเองของพืชแสดงออกมากขึ้นโดยคิดเป็นร้อยละ 10 ของ up-regulated 
gene โดยกลุ่มยีนดังกล่าวนั้นอาจถูกควบคุมการทำงานโดย OsRMC ที่แสดงออกมาอย่างแตกต่าง 
ที่ 24 ชั่วโมงก่อนหน้า โดยทำงานเป็นตัวส่งสัญญาณในเซลล์ที่สามารถตอบสนองต่อภาวะเค็ม  
และอาจเป็นสื่อกลางหรือทำงานร่วมกับวิถีการทำงานของฮอร์โมนพืชต่าง ๆ แบบ crosstalk  
เพื่อน้อมนำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนต่าง ๆ และเพิ่มภูมิคุ้มกันโดยรวมต่อ
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สิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ทั้งที่มีสาเหตุมาจากปัจจัยกายภาพและปัจจัยชีวภาพ ซึ่งถือเป็นคุณสมบัติ
อันน่าอัศจรรย์ของข้าวพันธุ์หลวงประทานที่เป็นประโยชน์ต่อนักปรับปรุงพันธุ์ในอนาคต  
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บทที ่6  
สรุปผลการศึกษา 

 
จากการศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาที่ ตอบสน องต่อภาวะเค็มในข้าวพันธุ์ต่ าง ๆ  

พบว่าข้าวพันธุ์หลวงประทานเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยที่มีความสามารถในการทนเค็มมากที่สุด  
ทั้งการศึกษาในกล้าข้าวอายุ 14 วัน และ 20 วัน เนื่องจากข้าวพันธุ์หลวงประทานเมื่อเผชิญกับภาวะ
เค็มที่  115 mM NaCl สามารถรักษาภาวะธำรงดุลของน้ำภายในเซลล์และเสถียรภาพของ 
เยื่อหุ้มเซลล์ไว้ได้ และยังคงมีกระบวนการต่าง ๆ ทางสรีรวิทยาเป็นปกติ รวมถึงการสังเคราะห์ด้วย
แสงเพื่อสร้างพลังงานสำหรับการเจริญเติบโตในภาวะเค็ม ซึ่งหลวงประทานมีความสามารถใกล้เคียง
กับข้าวพันธ์ุ Pokkali และแตกต่างจากข้าวพันธ์ุมะยมและ IR29 

สำหรับการศึกษา gene expression profile ด้วยวิธีทางทรานสคริปโทมโดยเทคนิค  
3’-Tag RNA-seq พบว่าข้าวหลวงประทานเมื่อเผชิญกับภาวะเค็มมี  OsRCI2-5 และ OsRMC  
เป็นยีนที่มีการแสดงออกอย่างแตกต่าง (differentially expressed genes: DEGs) ที่ 12 และ 24 
ชั่วโมง ตามลำดับ และเป็นยีนที่คาดว่าจะเกี่ยวข้องกับกลไกการทนเค็มของข้าวพันธุ์หลวงประทาน
เนื่องจากมีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการส่งสัญญาณในเซลล์ (cellular signal transduction) และ
มีการแสดงออกในช่วงเวลาแรก ๆ เมื่อเผชิญกับภาวะเค็ม ต่อมาที่เวลา 48 ชั่วโมงพบว่ามี DEGs 
จำนวน 63 ยีน โดยเป็นยีนที่มีการแสดงออกมากขึ้นเมื่อข้าวพันธุ์หลวงประทานเผชิญกับภาวะเค็ม 
(up-regulated genes) จำนวน 48 ยีน และเป็นยีนที่มีการแสดงออกลดลง (down-regulated 
genes) จำนวน 15 ยีน 

จากการพิจารณา gene ontology (GO) term ของ DEGs ที่ วิ เคราะห์ ได้พบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงของยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น ๆ ทั้งการควบคุมในขั้นตอน  
การถอดรหัส (transcriptional control) โดยมีการแสดงออกลดน้อยลงของ repressor ของ stress 
responsive gene อาทิ  ONAC104 มีการควบคุมภายหลังการแปลรหัส (post-translational 
control) โดยทำงานผ่าน E3 ubiquitin-protein ligase EL5-like มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
ของยีนที่ทำหน้าที่การส่งสัญญาณในเซลล์รวมถึงยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ เคลื่อนย้าย และการ
ทำงานของฮอร์โมนพืช ยิ่งไปกว่านั้นยังพบการเปลี่ยนแปลงของยีนที่ทำหน้าที่โดยตรงในการป้องกัน
ตัวเองจากความเครียดเนื่องจากสิ่งแวดล้อมทั้งยีนที่รับมือกับความเครียดออสโมติก (osmotic 
stress) อาทิ  Aquaporins และ LEA gene ยีนที่ตอบสนองต่อความไม่สมดุลของธาตุอาหาร 
(nutrient imbalance) และความเป็นพิษจากอิออนบางชนิด (ion toxicity) ยีนที่ตอบสนองต่อ
ความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) และยีนที่เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงแมทาบอลิซึมและ
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การเพ่ิมประสิทธิภาพของการสังเคราะห์ด้วยแสงด้วยการเพ่ิมจำนวนคลอโรพลาสต์และการสังเคราะห์
คลอโรฟิลล์ ตลอดจนยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองเพื่อป้องกันตนเองของพืช (plant defense 
response) จากความเครียดอันเนื่องมาจากปัจจัยทางชีวภาพ (biotic stress) เป็นต้น 

การสร้างโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน (gene co-expression network: GCN) จาก
ข้อมูลการแสดงออกในภาวะเค็มของ DEGs จำนวน 63 ยีน ที่เวลาต่าง ๆ พบว่าสามารถใช้ศึกษายีนที่
มีการแสดงออกร่วมกับ OsRCI2-5 และ OsRMC ได้ หาก GCN มีค่า cut-off threshold น้อยกว่า
หรือ เท่ ากับ  0.6 ซึ่ งที่  cut-off threshold เท่ ากับ  0.5 พบว่า OsRCI2-5 และ OsRMC มีการ
แสดงออกร่วมกับยีนที่ทำหน้าที่ควบคุมการแสดงออกของยีนอื่นร่วมด้วยซึ่งเป็นการควบคุมทั้งใน
ระดับการถอดรหัสและการควบคุมหลังการแปลรหัสตามลำดับ ซึ่งยีนส่วนใหญ่ที่แสดงออกร่วมกับ  
OsRCI2-5 และ OsRMC ทั้งหมดมีแนวโน้มที่จะเป็นยีนที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการทนเค็ม  
ยิ่งไปกว่านั้นยังพบยีนที่เกี่ยวข้องกับ biotic stress แสดงออกร่วมกับ OsRMC ด้วย ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า OsRMC มีแนวโน้มที่จะเกี่ยวข้องกับการส่งสัญญาณในเซลล์ที่ตอบสนอง
ต่อสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมอันเนื่องมาจากปัจจัยต่าง ๆ โดยที่มีการทำงานร่วมกันกับฮอร์โมนพืช
หลายชนิดแบบ crosstalk โดยเฉพาะการตอบสนองต่อ jasmonic acid (JA) ซึ่งก่อให้เกิดการ
ตอบสนองเพื่อป้องกันตนเองของพืชจากปัจจัยทางชีวภาพร่วมด้วย ซึ่งล้วนแล้วเป็นการส่งเสริมให้ข้าว
พันธ์ุหลวงประทานมีภูมิคุ้มกันโดยรวมที่จะเผชิญกับสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมโดยเฉพาะภาวะเค็มได ้

สำหรับการศึกษาเพื่อยืนยันผลกระทบของภาวะเค็มที่มีต่อการแสดงออกของ OsRCI2-5 
และ OsRMC ด้วย quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) พบว่ายีนทั้งสองมีการ
แสดงออกสอดคล้องกับการศึกษาทรานสคริปโทมด้วย 3’-Tag RNA-seq โดยทั้งคู่เป็นยีนที่ถูกชักนำ
ให้มีการแสดงออกได้ด้วยภาวะเค็มในข้าวส่วนใหญ่ โดยสาเหตุสำคัญที่ทำให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานมี
ความสามารถในการทนต่อภาวะเค็มมากกว่าข้าวพันธุ์อื่น ๆ คือความสามารถในการรักษาระดับการ
แสดงออกของ OsRCI2-5 เมื่อเผชิญกับภาวะเค็มได้เท่ากับการแสดงออกในข้าวพันธุ์ Pokkali ซึ่งเป็น
ข้าวพันธุ์มาตรฐานทนเค็ม ยิ่งไปกว่านั้นคือความสามารถในการเพิ่มการแสดงออก OsRMC เมื่อเผชิญ
กับภาวะเค็ม ได้มากกว่าข้ าวพันธุ์อื่ น  ๆ  ซึ่ งผู้ วิจั ยคาดว่าน่ าจะเป็นกลไกอย่างหนึ่ งที่ ข้ าว 
พันธุ์หลวงประทานแตกต่างจากข้าวพันธุ์อื่น ๆ ที่ศึกษา โดยมีความสามารถในการส่งสัญญาณผ่าน 
OsRMC ให้มีการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนต่าง ๆ เพื่อเผชิญกับสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมจาก
หลายสาเหตุด้วยการเพิ่มประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ด้วยแสง เปลี่ยนแปลงวิถีแมทาบอลิซึม 
เพื่อให้มีความสามารถในการทนต่อโรค รวมทั้งเสริมสร้างความแข็งแรงให้กับต้นพืชเพื่อป้องกันการกัด
กินจากศัตรูพืช ซึ่งล้วนแล้วยิ่งส่งเสริมให้ข้าวพันธุ์หลวงประทานมีความสามารถในการทนต่อภาวะเค็ม
ได้มากยิ่งขึ้น ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งสำหรับนักปรับปรุงพันธุ์ในการใช้ข้าวพันธุ์หลวงประทานอัน
เป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทยทนเค็มเป็น germplasm สำหรับการพัฒนาพันธุ์ข้าวทนเค็มต่อไปในอนาคต  
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ก.1 รหัสต้นแบบ (source code) ที่ใช้ในการสรา้งโครงข่ายการแสดงออกร่วมของยีน  
(gene co-expression network) 

 
########################################################################## 
################## Pheerawat : longitudinal package ###################### 
########################################################################## 
 
### set directory folder ### 
setwd("C:\\Path\\of\\Directory\\folder") 
  
### read transformed expression value of DEGs table ### 
stampdeg<-read.csv("expression table of DEGs filename.csv", row.names = 1) 
typeof(stampdeg) 
 
### transform read table list to matrix ### 
stampdeg<-as.matrix(stampdeg) 
typeof(stampdeg) #if console show 'double', is work 
 
### load longitudinal package ### 
#install.packages("longitudinal") #first time only 
library(longitudinal) 
 
### change matrix to longitudinal data ### 
stampdegl<-as.longitudinal(stampdeg, repeats = 3,time = c(0,3,6,12,24,48) ) 
is.longitudinal(stampdegl) # result is 'TRUE' --> work 
 
### Information checking ### 
attributes(stampdegl) 
summary(stampdegl) 
get.time.repeats(stampdegl) 
plot(stampdegl,(1:1)) 
 
# dynamical partial correlation 
# (this takes into account of the unequal spacings between time points) 
dynpc_stampdegl <- dyn.pcor(stampdegl, lambda=0) 
write.csv(dynpc_stampdegl,"dynpc_stampdegl3s.csv",row.names = T) 
 
 
########################################################################## 
############ Pheerawat : Igraph to create graph from adjmatrix ########### 
########################################################################## 
 
### Download and install the package 
#install.packages("igraph") #First time only 
 
### Load igraph package ### 
library(igraph) 
  
### read adjacent matrix file ### 
adjm<-read.csv("dynpc_stampdegl3s.csv", row.names = 1) 
typeof(adjm) 
adjm<-as.matrix(adjm) #change to matrix 
typeof(adjm) #show 'double' 
 
### plot adjmatrix to network ### 
g1 <- graph_from_adjacency_matrix(adjm, mode = "min",weight = T,diag =T) 
g1 
g1 <- simplify(g1)  # removes self-loops 
print(g1) 
typeof(g1) 
E(g1)$weight # show weight data 
plot(g1) 
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### set min cut-off threshold to remove ### 
 
thresholdg2<-0.50 # set 1st treshold 
E(g1)$weight 
g2 <- delete.edges(g1, which(abs(E(g1)$weight) < thresholdg2)) 
g2 <- simplify(g2)  
E(g2)$weight 
min(E(g2)$weight) 
max(E(g2)$weight) 
plot(g2) 
 
thresholdg3<-0.60 # set 2st treshold 
E(g1)$weight 
g3 <- delete.edges(g1, which(abs(E(g1)$weight) < thresholdg3)) 
g3 <- simplify(g3)  
E(g3)$weight 
min(E(g3)$weight) 
max(E(g3)$weight) 
plot(g3) 
 
thresholdg4<-0.70 # set 3th treshold 
E(g1)$weight 
g4 <- delete.edges(g1, which(abs(E(g1)$weight) < thresholdg4)) 
g4 <- simplify(g4)  
E(g4)$weight 
min(E(g4)$weight) 
max(E(g4)$weight) 
plot(g4) 
 
thresholdg5<-0.80 # set 4th treshold 
E(g1)$weight 
g5 <- delete.edges(g1, which(abs(E(g1)$weight) < thresholdg5)) 
g5 <- simplify(g5)  
E(g5)$weight 
min(E(g5)$weight) 
max(E(g5)$weight) 
plot(g5) 
 
########################################################################## 
######## Pheerawat : RCy3 package to export to open in Cytoscape ######### 
########################################################################## 
 
### install and load Rcy ### 
if(!"RCy3" %in% installed.packages()){ 
  install.packages("BiocManager") 
  BiocManager::install("RCy3") 
} 
library(RCy3) 
library(igraph) 
 
### export to cytoscape ### 
createNetworkFromIgraph(g2,"stampdeg3s_gs_0.50") 
createNetworkFromIgraph(g3,"stampdeg3s_gs_0.60") 
createNetworkFromIgraph(g4,"stampdeg3s_gs_0.70") 
createNetworkFromIgraph(g5,"stampdeg3s_gs_0.80") 
 
########################################################################## 
######################## END ## PHEERAWAT ## END ######################### 
########################################################################## 
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ก.2 primers ของยีนที่คาดว่าเกี่ยวข้องกับการทนเค็มที่ใช้ในการศกึษาเพื่อยืนยนัผลกระทบของ
ภาวะเค็มด้วย qRT-PCR 

 
OsRCI2-5 (LOC_Os03g17790.1) 

Genomic sequence length: 643 nucleotides 
CDS length: 165 nucleotides 
Protein length: 54 amino acids 
Fw_OsRCI (181): 5’-GCTACGGCTTGGGTATTGAGT-3’ 
Rv_OsRCI (181): 5’-CACCACAGCACAGCATCAGT-3’ 
Product size: 181 bp 
Optimum Ta: 61.5 °C 
 

 

 
 
ภาพที่ 25 คุณสมบัติของ primers ที่ใช้ศึกษาการแสดงออกของ OsRCI2-5 ที่ออกแบบได้ 
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OsRMC (LOC_Os04g56430) 
Genomic sequence length: 1071 nucleotides 
CDS length: 777 nucleotides 
Protein length: 258 amino acids 
Fw_OsRMC(109): 5’-CGGAGGTGTACCCGTTCTAC-3’ 
Rv_OsRMC(109): 5’-TGGTGGAACACTCTTAATTTGTGC-3’ 
Product size: 109 bp 
Optimum Ta: 61.5 °C 

 

 

 
 
ภาพที่ 26 คุณสมบัติของ primers ที่ใช้ศึกษาการแสดงออกของ OsRMC ที่ออกแบบได ้
 

 
 
ภาพที่ 27 ขั้นตอนการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของเครื่อง qRT-PCR 
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ภาพที่ 28 Standard curve ของ OsEF-1α 

 

 
ภาพที่ 29 Standard curve ของ OsRCI2-5 

 

 
ภาพที่ 30 Standard curve ของ OsRMC 
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ตารางที่ 17 Down-regulated DEGs ที่วิเคราะห์ได้จากข้าวพันธ์ุหลวงประทานที่เผชิญกับภาวะเค็ม
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

Gene Symbol Description 
Normalized expression 

value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS01G
04800 

OsRAV2 AP2/ERF and B3 domain-containing 
protein, Salt stress response (Duan 
et al., 2016) 

 
LOC_OS01G
12210 

OsALMT4 Aluminum-activated malate 
transporter, Malate-permeable 
anion channel, Facilitation of 
malate efflux from cells. Potassium 
deficiency response (Shankar et al., 
2013) 

 
LOC_OS01G
74300 

OsMTI-2B RicMT (Metallothionein-like 
protein), cytoplasmic metal binding 
proteins (Pirzadeh and Shahpiri, 
2016) 

 
LOC_OS02G
07930 

OsBBX2 Zinc finger, B-box domain 
containing protein, abiotic stress 
response. (Shalmani et al., 2019) 
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Gene Symbol Description 
Normalized expression 

value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS02G
10920 

SRZ1 Similar to Testis expressed 
sequence 13A protein, stress 
repressive zinc finger protein 1 
(Huang et al., 2008)  

 
LOC_OS02G
43700 

DAD-1 Similar to Avr9/Cf-9 rapidly elicited 
protein 14 (Fragment). Putative 
defective in anther dehiscence1 
(DAD-1), response to salt and 
osmotic stress in Arabidopsis 
thaliana (Ellinger and Kubigsteltig, 
2010)  

LOC_OS04G
47360 

OsPOP9 Similar to Prolyl endopeptidase (EC 
3.4.21.26) (Post-proline cleaving 

enzyme) (PE). Potassium deficiency 

response (Shankar et al., 2013) 
down เมื่อขาด K 

 
LOC_OS05G
34980 

OsAAP11F Amino acid permease, Transport of 
amino acids 
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Gene Symbol Description 
Normalized expression 

value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS05G
50350 

OsMYB MYB family transcription factor, 
putative, expressed. (Katiyar et al., 
2012) 

 
LOC_OS06G
04920 

OsZFP1, 
SRZ3 

Similar to RNA-binding protein EWS. 
Zinc finger protein 1. Stress 
repressive zinc finger protein 3. 

Potassium deficiency response 

(Shankar et al., 2013). 
Repressor of salt responsive gene, 
response to ABA (Jin et al., 2004)  

LOC_OS06G
07760 

OsSrx Sulfiredoxin-1, putative, expressed. 
Oxidative stress response in 
Arabidopsis thaliana (Liu et al., 
2006). 

 
LOC_OS06G
08640 

OsHCT4 Transferase family protein. 
Hydroxycinnamoyltransferase 4 
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Gene Symbol Description 
Normalized expression 

value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS08G
10080 

OMTN6, 
ONAC104 

NAC transcription factor, Negative 
regulation of drought tolerance 
(Fang, Xie, and Xiong, 2014)  

 
LOC_OS09G
06464 

OsBBX27, 
OsCO3 

Zinc finger, B-box domain 
containing protein. CCT/B-box zinc 
finger protein. Overexpression of 
OsBBX27 caused late flowering 
under short day. (Kim et al., 2008) 

 
LOC_OS12G
33120 

DX1 Hypothetical conserved gene. 
Green tissue-specific expression 
gene DX1 (Ye, Zhou, and Lin, 2012) 
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ตารางที่ 18 Up-regulated DEGs ที่วิเคราะห์ได้จากข้าวพันธุ์หลวงประทานที่เผชิญกบัภาวะเค็มเป็น
เวลา 48 ชั่วโมง 

Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS01G
03390 

BBTI7 Hypothetical conserved gene, 
Bowman-Birk type bran trypsin 
inhibitor precursor, putative salt 
stress response (Lakra et al., 2019) 

 
LOC_OS01G
13690 

- Similar to Branched-chain-amino-
acid aminotransferase-like protein 
3, chloroplast precursor (Jeong, 
2018) 

 
LOC_OS01G
32780 

UspA UspA domain containing protein. 
Universal stress protein domain 
containing protein, salt stress 
response (Wani and Hossain, 2015) 

 
LOC_OS01G
42860 

OCPI2 Chymotrypsin protease inhibitor, 
enhance salt and osmotic stress 
tolerance (Singh, Sahi, and Grover, 
2009; Tiwari et al., 2015) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS01G
43020 

- CTP synthase protein, similar to salt 
stress response protein in  
Sweet sorghum (Sb03g027960)  
(Bergonti, 2013) 

 
LOC_OS01G
61070 

OsATX Heavy metal 
transport/detoxification protein 
domain containing protein, 
defense/stress responses in rice 
(Agrawal et al., 2002) 

 
LOC_OS02G
01240 

CPuORF11 Conserved peptide uORF-containing 
transcript, Ankyrin repeat containing 
protein 

 
LOC_OS02G
39930 

OsTIL-1 Temperature-induced lipocalin-1, 
shared drought-adaptive DEGs 
across-species (Arabidopsis, rice, 
wheat and barley) (Shaar-Moshe, 
Hübner, and Peleg, 2015) DEG of 2 
contrasting rice genotype (NPBA 
and LYP9) under salt stress (Hussain 
et al., 2019) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS02G
44980 

OsANT3 Similar to amino acid transport 
protein, aromatic and neutral 
amino acid transporter 3 (Zhao et 
al., 2012) 

 
LOC_OS02G
51930 

- UDP-glucuronosyl/UDP-
glucosyltransferase domain 
containing protein, cytokinin-O-
glucosyltransferase 2, shared 
drought-adaptive DEGs across-
species (Arabidopsis, rice, wheat 
and barley) (Shaar-Moshe, Hübner, 
and Peleg, 2015) 

 

LOC_OS02G
53180 

OsACO3 ACC oxidase, 1-aminocyclopropane-
1-carboxylate oxidase protein, 
Ethylene biosynthesis (Rzewuski 
and Sauter, 2008) 

 
LOC_OS02G
57720 

OsPIP1-3, 
RWC3 

Plasma membrane intrinsic protein, 
Promotion of plant tolerance to 
water deficit and growth, aquaporin 
protein (Lian et al., 2004; Silveira et 
al., 2015; Liu et al., 2019) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS03G
03810 

OsDEFL8, 
OsDf-08 

Similar to Cp-thionin. Defensin and 
Defensin-like DEFL family 
(Weerawanich et al., 2018) 

 
LOC_OS03G
15860 

- Mitochondrial substrate carrier 
family protein. 

 
LOC_OS03G
17790 

OsRCI2-5 RCI2 (rare cold-inducible 2) family 
protein, drought resistance, 
putative low temperature and salt 
responsive protein (Li et al., 2014) 

 
LOC_OS03G
48780 

OsOxO4, 
OsGLP3-6, 
GLP3-6 

oxalate oxidase 4, german-like 
protein 3-6, similar to Oxalate 
oxidase 1 (EC 1.2.3.4) (Germin). 
Cupin domain containing protein, 
putative salt stress response (Kong 
et al., 2019) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS03G
52370 

PIII4 Conserved hypothetical protein, 
Proteinase inhibitor II family protein 
precursor, associated with bacterial 
blight resistance (Jung et al., 2014) 

 
LOC_OS03G
52660 

- ATP synthase F1, delta subunit 
family protein 

 
LOC_OS04G
03164 

- Hypothetical conserved gene, 
putative abiotic stress responses, 
up-regulated gene in OsNAC5 
overexpressing transgenic plants 
(Takasaki et al., 2010) 

 
LOC_OS04G
43200 

EFA27 EFA27 for EF hand, abscisic acid 

responsive 27-kDa protein, Caleosin 

related protein, response to 
osmotic stress and ABA (Frandsen 
et al., 1996) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS04G
56430 

OsRMC, 
OsRLK, 
OsDUF26 

Receptor-like protein, Root 
development, Salt stress response, 
Regulation of iron acquisition, 
cysteine-rich receptor-like protein 
kinase (Jiang et al., 2007; Zhang et 
al., 2009; Serra et al., 2013; Yang et 
al., 2013)  

LOC_OS05G
01270 

OsCYP20-2, 
OsCYP-11 

Cyclophilin, Mediation of chilling 
tolerance and cell elongation, 
abiotic stress response (Kim et al., 
2012; Ge et al., 2020) 

 
LOC_OS05G
29710 

EL5-like Zinc finger, RING/FYVE/PHD-type 
domain containing protein, RING-H2 
finger protein, encoding an E3 
ubiquitin ligase, putative nitrogen-
sensitive genes in roots (Hsieh et 
al., 2018) 

 
LOC_OS05G
31140 

OsEGL1, 
OsPR2, 
Gns1,  

Beta-glucanase precursor; response 
to wounding, methyl jasmonate, 
abscisic acid, and ethephon in rice 
seedlings (Akiyama et al., 2009) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS05G
36290 

Actin1 rice Actin 1 

 
LOC_OS05G
46480 

OsLEA3-1, 
OsLEA3 

Similar to Isoform 2 of Late 
embryogenesis abundant protein, 
group 3, LEA-like protein (Moons, 
De Keyser, and Van Montagu, 1997; 
Xiao et al., 2007) 

 
LOC_OS06G
09900 

DUF1677 Expressed protein, protein of 

unknown function (DUF1677) 

 
LOC_OS06G
35960 

HSFC2B Similar to Heat stress transcription 
factor C-2b, HSF-type DNA-binding 
domain containing protein (Wang, 
Zhang, and Shou, 2009), was 
upregulated under drought in 
barley (Reddy et al., 2014) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS06G
46740 

OsELA3, 
ELA3, 

OsENODL18 

Cupredoxin domain containing 
protein, early nodulin-like protein 
18, early nodulin-like 
arabinogalactan protein 3, were up-
regulated by drought and ABA 
treatment.  (Mareri, Romi, and Cai, 
2019)  

LOC_OS07G
03180 

GCRP3 Glycine and cysteine rich family 
protein precursor, similar to cold 
shock protein-1, 

 
LOC_OS07G
26630 

OsPIP2-4 Aquaporin PIP2-4, Plasma 
membrane intrinsic protein 2-4, 
similar to Plasma membrane 
integral protein ZmPIP2-6, response 
to salt and ABA treatment (Guo et 
al., 2006) 

 
LOC_OS08G
03290 

OsGAPC3, 
OsGAPDH1 

Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, plays important 
roles in salt stress tolerance in rice 
(Zhang et al., 2011) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS08G
32980 

- Hypothetical conserved gene, 
similar to DRP2 protein (Fragment) 

 
LOC_OS08G
42590 

- Stress up-regulated Nod 19 family 
protein, similar to MtN19, is 
relevant for common bean plants 
to cope with oxidative stress (Naya 
et al., 2014) 

 
LOC_OS09G
09930 

- Heavy metal 
transport/detoxification protein 
domain containing protein. DEG of 
2 contrasting rice genotype (IR64 
and PL177) under salt stress (Wang 
et al., 2016) 

 
LOC_OS09G
12290 

- Similar to Bifunctional 
aspartokinase/homoserine 
dehydrogenase 2, chloroplast 
precursor (AK-HD 2) (AK-HSDH 2) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS09G
27260 

- Similar to plant viral-response 
family protein; can be regulated by 
ABA independent drought 
responsive TF (OsNF-YA7) (Lee et 
al., 2015) 

 
LOC_OS09G
31478 

OsPILS1, 
PILS1 

Auxin efflux carrier domain 
containing protein, PIN likes 1 
(Mohanta, Mohanta, and Bae, 2015) 

 
LOC_OS10G
25130 

OsAlaAT1 Alanine aminotransferase, starch 
synthesis in developing seeds, rapid 
conversion of alanine to pyruvate 

during recovery from low‐oxygen 
stress in Arabidopsis thaliana 
(Miyashita et al., 2007) 

 
LOC_OS10G
31330 

OsGRP-2, 
Osgrp-2, 
GRP,  
GRCWP 

Similar to Glycine-rich cell wall 
structural protein 2 precursor, 
retrotransposon protein (Liu et al., 
2003a; Liu et al., 2003b) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS10G
35370 

FGL, 
OsPorB, 
OsPORB 

Faded Green Leaf, Similar to 
Protochlorophyllide reductase B, 
chloroplastic. NADPH: 
protochlorophyllide 
oxidoreductase, Chlorophyll 
synthesis (Sakuraba et al., 2013; 
Kwon et al., 2017)  

LOC_OS11G
01530 

OsFER1, 
OsFer1 

Similar to Ferritin 1, chloroplast 
precursor (Stein, Ricachenevsky, 
and Fett, 2009) associated with the 
excess ROS in chloroplast (Deák et 
al., 1999) expressed in Thellungiella 
halophila to salinity stress (Gao et 
al., 2008)  

LOC_OS11G
24070 

OsLTP1.14, 
LTPL10 
 

Protease inhibitor/seed storage/LTP 
family protein precursor, Similar to 
Lipid transfer protein LPT III. type 1 
non-specific lipid transfer protein 
14, shared drought-adaptive DEGs 
across-species (Arabidopsis, rice, 
wheat and barley) (Shaar-Moshe, 
Hübner, and Peleg, 2015) 

 

LOC_OS11G
26790 

OsRAB21, 
OsRab16A, 
OsLEA29 

Dehydrin, similar to water-stress 
inducible protein RAB21, responsive 
to ABA gene 16A, late 
embryogenesis abundant protein 
29; response to ABA, drought, and 
salt stress (Mundy and Chua, 1988; 
Ganguly et al., 2012; Xiong et al., 
2014) 
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Gene Symbols Description 

Normalized expression 
value [log2(CPM+4)] 
o— control   o— stress 

LOC_OS12G
07650 

OsGRX27, 
OsGrx_S16 

Similar to Glutaredoxin-like protein. 
Glutaredoxin subgroup II. Response 

to ABA (Garg et al., 2010) 

 
LOC_OS12G
25090 

OsSci1, 
OsPR6 

Similar to MPI,  
pathogenesis-related 6 (Gómez-
Ariza et al., 2007) 

 
LOC_OS12G
36830 

OsPBZ14, 
RSOsPR10,  

Similar to Probenazole-inducible 
protein PBZ1,  
pathogenesis-related Bet v I family 
protein PR10. response to 
environmental stresses via 
JA/ethylene & SA signaling 
pathways in rice roots, might be 
regulated by OsRMC (Hashimoto et 
al., 2004; Jiang et al., 2007; 
Takeuchi et al., 2011) 

 

LOC_OS12G
36880 

OsPBZ1, 
OsPR10a, 
 

Pathogen resistance protein PBZ1, 
17 kDa RNase, Disease resistance, 
pathogenesis-related Bet v I family 
protein PR10A, putative response 
to drought stress (Gayen et al., 
2019) 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวตัิผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล พีรวัธน ์จันทนกูล 
วัน เดือน ปี เกิด 31 กรกฎาคม 2536 
สถานทีเ่กิด นครนายก 
วุฒิการศึกษา สำเร็จการศึกษาในระดับปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต   

จากภาควิชาพฤกษศาสตร ์คณะวิทยาศาสตร ์จุฬาลงกรณม์หาวิทยาลัย   
ปีการศึกษา 2558 และเข้าศกึษาต่อหลักสูตรวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต   
สาขาพฤกษศาสตร ์คณะวิทยาศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย   
ซึ่งได้รับการสนับสนุนด้านการศึกษาจากโครงการพัฒนาและส่งเสริม  
ผู้มีความสามารถพิเศษทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี(พสวท.) 

ที่อยู่ปัจจุบัน 54/3 ม.10 ถ.สุวรรณศร ต.บา้นนา อ.บ้านนา จ.นครนายก 26110 
ผลงานตีพิมพ ์ Chantanakool, P. Buaboocha, T. Comai, L. and Chadchawan, S. 

2019. Transcriptome of local Thai rice cultivar under salt stress. 
Proceedings of the National Genetics Conference. 20-21 June 
2019, Pattaya, pp. 230-239.   
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