
รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. ชุดโครงการวิจัย   :  วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

2. โครงการวิจัย   :  การค้นหาและศึกษาหน้าที่ของยีนที่มีประโยชน์ทางการเกษตร 

กิจกรรม   :  - 

กิจกรรมย่อย (ถ้ามี)  :  - 

 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การศึกษาการแสดงออกของกลุ่มยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาด 

น ้าในระดับอาร์เอ็นเอในข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งที่มีความส้าคัญ

ทางเศรษฐกิจ 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) : Difference gene expression study in response to      

  drought stress  at the RNA levels in the economically   

         important drought tolerance Maize variety.  

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง   :  นายพยุงศักดิ์ รวยอารี 

ผู้ร่วมงาน                            :  นางสาวอรุโณทัย ซาววา 

    :  นางสุภาวดี ง้อเหรียญ 

    :  นางหทัยรัตน์ อุไรรงค์ 

    สังกัด ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

        

บทคัดย่อ   :  ท้าการศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีนทนแล้งชนิดต่างๆ ใน

ข้าวโพดทนแล้งพันธุ์นครสวรรค์ 3 โดยวิธีการวิเคราะห์ปริมาณการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็น

เอของข้าวโพดอายุ 2 สัปดาห์ ในระยะขาดน ้าที่ 24 ชั่วโมง (treated) เทียบกับข้าวโพดที่ให้น ้าปกติ 

โดยวิธีการ semi-quantitative PCR (semi-qPCR) จากการออกแบบไพรเมอร์ยีนทนแล้งชนิดต่างๆ 

(gene specific primers) เทียบกับไพรเมอร์ยีนควบคุม (reference genes หรือ internal control 

primers) ผลการศึกษาได้เพ่ิมจ้านวนยีนทนแล้งจ้านวน 6 ชนิดยีน จากปฏิกิริยา PCR ได้แก่ ยีน 

cystatin, DREB4, dehydrin, DR4, extension และ rip5 และ อีก 4 ชนิดยีนไพรเมอร์ควบคุม 

ได้แก่ actin, beta-tubulin, elongation factor และ 18s-rRNA (18 small subunit ribosomal 



nucleic acid) ผลการทดลอง พบว่าแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏให้ขนาดทีแ่ตกต่างกันและใช้เป็นตัวบ่งบอก

ระดับการแสดงออกของยีนทนแล้งชนิดนั นๆในเบื องต้นของข้าวโพดในระยะขาดน ้าและให้น ้าปกติเมื่อ

เทียบกับระดับการแสดงออกของยีนโดยใช้ไพรเมอร์ควบคุม ข้อมูลที่ได้อาจเป็นประโยชน์ต่อการน้ายีน

ที่ได้จากการศึกษามาใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนทนแล้งในระยะขาดน ้าในเชิงลึกต่อไป  

 

ค าน า                                 :  พืชมีการปรับตัวทางสรีระวิทยาให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมที่ไม่

เหมาะสม เพ่ือให้ตัวมันเองมีความอยู่รอดในสภาวะแวดล้อมนั นๆ เช่น ขาดน ้าหรือแห้งแล้ง เป็นต้น การ

ปรับตัวของพืชให้มีการพัฒนาหรือให้เป็นไปตามปกติหรือคงทนอยู่ในสภาวะแวดล้อมดังกล่าวนั น ต้องมี

การแสดงออกของยีนบางชนิด ซึ่งอาจเป็นยีนเดียวหรือกลุ่มยีนส์ (ยีนหลายๆ ชนิดแสดงออกพร้อมกันใน

สภาวะเดียวกัน) จึงจะท้าให้พืชมีการด้ารงอยู่ในสภาวะนั นๆ ได้หรือเกิดความเสียหายน้อยที่สุด ที่ผ่านมา 

นักวิจัยได้ศึกษาหน้าที่ของยีนที่เก่ียวข้องกับการแสดงออกในพืช เพ่ือให้พืชเกิดการปรับตัวให้คงทนอยู่ใน

สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดี ในปัจจุบันข้อมูลยีนหรือกลุ่มยีนส์ที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกใน

สภาวะขาดน ้าหรือแห้งแล้งที่ได้จากค้นคว้าวิจัยมีจ้านวนเพ่ิมมากขึ นอย่างต่อเนื่อง ท้าให้การน้าข้อมูลที่

ได้มาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้มีลักษณะทนแล้งโดยอาศัยวิธีการเทคโนโลยีชวีภาพนั นมีความ

เป็นไปได้มากขึ น อีกทั ง จากการศึกษาที่ผ่านมา พบข้อมูลที่แสดงให้เห็นชัดแล้วว่า อุณหภูมิของโลกมี

แนวโน้มเพ่ิมสูงขึ นทุกๆปี และพบว่าพืชมีการแสดงออกของยีนที่จ้าเพาะบางชนิด เพ่ือที่จะตอบสนองต่อ

สภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมเช่นขาดน ้าหรือแห้งแล้งได้ 

ในประเทศไทย ข้าวโพดนับเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส้าคัญชนิดหนึ่งที่ท้ารายได้ให้กับประเทศเป็นอย่าง

มากและพบข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศอีกด้วย นับเป็นฐานพันธุกรรมในเชิงวิจัยได้เป็นอย่างดี รวมทั ง

ข้าวโพดเป็นพืชที่มีประโยชน์ทั งด้านบริโภคและด้านงานวิจัย ดังนั น งานวิจัยนี จึงมุ่งเน้นน้าเสนอการค้นหา

ยีนหรือกลุ่มยีนส์ที่ได้มีการศึกษาค้นคว้ามาแล้วในพืชชนิดต่างๆ ในระดับอาร์เอ็นเอ แล้วน้ายีนนั นๆ มา

ศึกษากับข้าวโพดพันธุ์ทนแล้งในประเทศไทยว่าข้อมูลที่ได้มีความสอดคล้องหรือแตกต่างกันหรือไม่   โดย

อาศัยวิธีการที่เรียกว่า Semi-quantitative RT-PCR (semi-qPCR) จากการสร้างสาย cDNA จาก Total 

RNA ที่สกัดได้จากใบข้าวโพดที่ระยะขาดน ้าต่างๆ และศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใช้ไพรเมอร์ยีนทน

แล้งที่ออกแบบจากพืชชนิดต่างๆ มาเป็นตัวค้นหาปริมาณการแสดงออกของยีนเทียบกับยีนควบคุม 

(Reference genes) ท้าให้งานวิจัยนี  สามารถให้ข้อมูลในรูปแบบแผนยีนที่แสดงออกในสภาวะขาดน ้า

เทียบกับสภาวะให้น ้าปกติ เพ่ือเป็นงานวิจัยพื นฐานทีน่้าไปสู่การต่อยอดที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรของ

ประเทศไทยได้ 

 



5. วิธีด าเนินการ                         :  

- อุปกรณ์      - ระบุอุปกรณ์ท่ีส้าคัญ เช่น เครื่องมือ พันธุ์ สารเคมี ปุ๋ย ฯลฯ 

 

1. ข้าวโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์นครสวรรค์ 3 (NSW3) (ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์  

   , กรมวิชาการเกษตร) 

2. ถุงพลาสติกสีด้าขนาด 10" x 10" x 10" (กว้าง x ยาว x ลึก) 

3. ดินและปุ๋ยตราล้าดวน  

4. ไนโตรเจนเหลวและโกร่งส้าหรับบดตัวอย่างใบข้าวโพดตัวอย่าง 

5. เครื่องเหวี่ยงความเร็วสูง (Centrifuge; Labnet/Spectrafuge16M, National, USA) 

6. เครื่องดูดสารปริมาณน้อย (ไมโครไปเปต) ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร   

7. อ่างน ้าปรับอุณหภูมิอัตโนมัติ 65°C  

8. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 4°C (LAWCHAIN, ยี่ห้อ CHILLED รุ่น PT-30 Series)  

9. ตู้แช่แข็ง -20°C (Puffer Hubbard) 

10. ตู้แช่แข็ง -80°C (SANYO ULTRA LOW, USA) 

11. Trizol® Reagent (Invitrogen, USA) 

12. ImProm-IITM Reverse Transcriptase (Promega, Madision, USA) 

13. Agarose gel 

14. ไพรเมอร์ยีนชนิดต่างๆ  

15. 10x TAE Buffer 

16. GelStar Solution (LONZA, Rockland, ME, USA) 
17. เครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA (Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems,          

Foster, CA, USA) 
18. เครื่องแยกสารพันธุกรรมด้วยกระแสไฟฟ้าแนวนอน พร้อม Power supply 
19. เครื่องส่องดูแถบสารพันธุกรรมภายใต้แสงอัลตร้าไวโอเลต (UV) GelDoc Transluminator 

(BIORAD, USA)  
20. ชุดถ่ายภาพพร้อมเครื่องมือวิเคราะห์สารพันธุกรรม (GELDOC BIORAD, USA) 
21. ช้อนตักสาร กระดาษชั่งสารและเครื่องชั่งสาร 
 
 
 
 
 



- วิธีการ   

1. ออกแบบไพรเมอร์ในส่วนของยีนที่ตอบสนองต่อสภาพขาดน ้า  

2. เพาะเมล็ดข้าวโพดในถุงพลาสติกด้าและงดให้น ้าเมื่อพืชมีอายุ 14 วัน (treated) ส่วนการทดลอง

ควบคุมให้น ้าตามปกติ (untreated หรือ control experiment)  

3. สกัดสารพันธุกรรมอาร์เอ็นเอรวม (Total ribonucleic acid – Total RNA) จากใบข้าวโพดที่

ปลูกไว้ในขั นตอนที่ 2 หลังงดให้น ้าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

4. ท้าปฏิกิริยา Reverse-transcriptase PCR เพ่ือแปลง RNA เป็นซีดีเอ็นเอสายแรก (First-strand 

complementary DNA –  First-strand cDNA , ซีดีเอ็นเอสายแรก) 

5. ตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่ตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าที่ก้าหนดโดยใช้ cDNA สายแรก

จากใบข้าวโพดเป็นเทมเพลท และใช้ไพรเมอร์ชนิดต่างๆในการท้าปฏิกิริยา PCR (ตารางที่ 1) 

6. น้าผลิตผล PCR ที่ได้มาวิเคราะห์ผ่านอะกาโลสเจล (Agarose gel electrophoresis) 

7. วิเคราะห์ข้อมูลและสรุปผล 

- เวลาและสถานที่     - ระบุเวลา (ตุลาคม 2555 – กันยายน 2556)  

และสถานที่ท้าการทดลอง (ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร) 

 

6. ผลการทดลองและวิจารณ์  (เป็นส่วนส้าคัญของการท้างานวิจัย) 

- อธิบายผลการทดลองที่ส้าคัญ อ้างอิงถึงตาราง กราฟ หรือรูป

ประกอบพร้อมเหตุผลสนับสนุนการทดลอง และวิจารณ์เหตุผล

ที่ท้าให้ผลการทดลองเป็นเช่นนั น รวมทั งอ้างถึงผลการทดลอง

ของผู้อ่ืน (จากเอกสารอ้างอิงในค้าน้า หรืออุปกรณ์และวิธีการ) 

เพ่ือสนับสนุนหรือคัดค้านผลการทดลองนั นๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 1 ชนิดของยีนและขนาดดีเอ็นเอ ที่ปรากฏในปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ดีเอ็นเอข้าวโพด

เป็นเทมเพลท และโคลนลงในพลาสมิดดีเอ็นเอ (ไม่ได้แสดงคู่ไพรเมอร์และสภาพ

การท้าปฏิกิริยาต่างๆ) 

 

ล้าดับที่  ชนิดของยีน ขนาดของยีน (bp) 

1 Cystatin 200 

2 Abre 200 

3 (Rip5) extensin 200 

4 Dreb 720 

5 Dehydrin 200-400 

6 Dr4 500 

7 ABA 200 

8 Control (no DNA template) - 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 2 แสดงชนิดยีน (internal control genes)  จ้านวนรอบPCR และขนาดของแตล่ะชนิดยีนที่ปรากฏ 

Primer Sample 
จ านวนรอบ 

40 38 36 34 33 30 

Mac F1R1 
Control - - - - 600 bp 600 bp 

New - - - - 600 bp 600 bp 

Mac F2R2 
Control - 400 bp - - 400 bp 400 bp 

New 400 bp 400 bp - 400 bp 400 bp 400 bp 

Mac F3R3 
Control 400 bp 400 bp 400 bp 400 bp 400 bp 400 bp 

New 400 bp 400 bp 400 bp 400 bp 400 bp 400 bp 

Mac F4R4 
Control - - - - 500 bp - 

New - - - - 500 bp - 

Mac F5R5 
Control - - - - - - 

New - - - - - - 

Btub F1R1 
Control - - - - - - 

New - - - - - - 

Btub F2R2 
Control - - - - - - 

New - - - - - - 

Btub F3R3 
Control - - - - - - 

New - - - - 500 bp - 

Btub F4R4 
Control - 500 bp 500 bp 500 bp 500 bp 500 bp 

New - 500 bp 500 bp 500 bp 500 bp 500 bp 

Btub F5R5 
Control 300 bp 300 bp 300 bp 300 bp 300 bp 300 bp 

New - 300 bp 300 bp 300 bp 300 bp - 

EF1 F1R1 
Control - - - - - - 

New - - - - - - 

EF1 F2R2 
Control - - - - - - 

New - - - - - - 

EF1 F3R3 
Control - - - - - - 

New - - - - - - 

Actin 5'-3' 
Control - - - - - - 

New - - - - - - 

18s sense-anti 
Control 200 bp 200 bp 200 bp - 200 bp - 

New 200 bp - 200 bp - - - 



ตารางที่ 3 แสดงผลการน้าล้าดับเบสของผลิตผล PCR ที่ได้มาเทียบกับฐานข้อมูลชีวภาพสากล 

 
รูปที่ 1 แสดงผลการเปรียบเทียบล้าดับเบสของยีน DREB ที่โคลนได้กับยีน DREB (dreb1) ที่ปรากฏ

อยู่ในฐานข้อมูลชีวภาพสากล 

 

 
 



รูปที่ 2 แสดง conserved domain (ส่วนที่มีความเหมือนแสดงความเป็นอนุรักษ์ของยีน) ของยีน 

DREB ที่โคลนได้กับยีน DREB ในฐานข้อมูลชีวภาพสากล 

    

 
7. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ : ได้ออกแบบไพรเมอร์ยีนทนแล้งเพ่ือใช้ในการท้าปฏิกิริยาพีซี-

อาร์ (PCR) การทดลองนี เป็นการทดลองหาระดับการแสดงออก

ของยีน (ที่ได้จากการออกแบบไพรเมอร์ยีนที่ต้องการ) ในเชิงก่ึง

ปริมาณ (semi-quantitative PCR) เทียบกับการแสดงของยีน

ที่แสดงออกตลอดเวลาในเซลล์ (housekeeping genes) หรือ

ยีนมาตรฐาน (internal control หรือ standard control) 

เป็นตัวเปรียบเทียบระดับการแสดงของยีน ตามความเข้ม 

(intensity) ของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในแต่ละชนิดยีน โดย

วิธีการนี เป็นที่ยอมรับและมีการเผยแพร่ในระดับสากล อย่างไร

ก็ตามวิธีการนี เป็นเพียงการประมาณค่าการแสดงออกเท่านั น 

ในปัจจุบันมีเทคนิคท่ีเรียกว่า Realtime PCR ที่สามารถวัดหา

ค่าการแสดงออกของยีนในขณะท้าปฏิกิริยาแบบ Realtime 

ต่อไป โดยค่าการแสดงออกของยีนจะปรากฏในรูปกราฟและบ่ง

บอกระดับการแสดงของยีนเทียบกับระดับการแสดงของยีน

ควบคุม (internal control) ซึ่งสามารถวางแผนกระท้าได้

ต่อไปในอนาคต และน้าผลการทดลองมาเปรียบเทียบกัน เพ่ือ

ศึกษายีนที่คาดว่าตอบสนองต่อสภาวะขาดน ้าของประเทศ 

 

 

 



8. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : ผลงานที่สิ นสุดสามารถน้าไปประโยชน์ ไดด้ังต่อไปนี   

1. เป็นผลงานทางวิชาการ  

2. ตีพิมพ์เผยแพร่ทางวิชาการได้  

3. ยืนยันผลการทดลองอ่ืนๆ ได้ 

 

1. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  : ขอขอบคุณศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ กรมวิชาการเกษตร ที่

อนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าวโพดเลี ยงสัตว์พันธุ์นครสวรรค์ 3 เพ่ือ

ใช้ในการวิจัยในครั งนี   
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3. ภาคผนวก : เป็นส่วนที่ให้รายละเอียดเพ่ิมเติม ซึ่งไม่จ้าเป็นต้องแสดงไว้ใน

เนื อหาของรายงาน เช่น สูตร วิธีค้านวณ ตารางการบันทึก

ข้อมูลภาพ แสดงเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย แบบส้ารวจข้อมูล 

เป็นต้น ส่วนนี จะมีหรือไม่มีก็ไม่ท้าให้เนื อหาของรายงานขาด

ความสมบูรณ์ 

หมายเหตุ 

รูปแบบ :  

- หัวเรื่องข้อ 1-13 : ตัวอักษร TH SarabunPSK ขนาด 16 Point ตัวหนา 

- เนื อหา : ตัวอักษร TH SarabunPSK ขนาด 16 Point ตัวธรรมดา 

- Page Set up : ด้านบน 2.5 ซม. ด้านซ้าย 2.5 ซม. ด้านขวา 2 ซม. ด้านล่าง 2.5 ซม. 

- ขนาด A4 โดยใช้ Program Microsoft Word 

* ให้แนบไฟล์รูปภาพประกอบด้วย เพื่อน้าไปจัดท้ารูปเล่มต่อไป 

* จัดส่งข้อมูลไปยังกลุ่มติดตามและประเมินผล กองแผนงานและวิชาการในรูปเอกสารหรือส่งข้อมูลทาง  

   Email Address : nonglux.k@doa.in.th 

 

 

 


