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บทคัดย่อ
ดนิเคม็โซดกิเป็นดนิท่ีมคีวามเข้มข้นของเกลอืและด่างทีม่ากเกินไปจนเป็นอนัตรายต่อพืช ท�ำให้เกิดผลกระทบต่อ

การเจรญิเติบโตของพืช โดยเฉพาะอ้อยซ่ึงตามธรรมชาตจิดัว่าเป็นพชืทีไ่ม่ทนเคม็ เมือ่ปลกูอ้อยในพ้ืนท่ีทีเ่ป็นดนิเคม็โซดกิ
อ้อยย่อมมกีารปรบัตัวเพ่ือให้สามารถเจรญิเติบโตต่อไปได้ โดยจะมกีารแสดงออกของยีนหลายชนดิ ยนี myo-inositol 
1-phosphate synthase (MIPS)  เป็นยีนอกีชนิดท่ีจะมกีารแสดงออกเมือ่พืชเจรญิเติบโตในดนิเคม็โซดกิ โดยงานทดลอง
น้ีมวัีตถุประสงค์เพ่ือโคลนบางส่วนของยนี MIPS การจ�ำแนกยีนเบือ้งต้น และตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนดังกล่าว
ในอ้อยพันธ์ุป่าและพันธ์ุปลกู (KPS 94-13) ทีไ่ด้รบัสภาพเลยีนแบบดนิเคม็โซดกิ โดยปลกูต้นอ้อยทัง้สองชนิดในสารละลาย 
1/10 Hoagland  ทีเ่ตมิ NaCl 200 mM และปรบัค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายให้เป็น 8 เป็นเวลา 0  12  24  48 
และ 72 ชัว่โมง จากนัน้ตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค real-time PCR พบว่าการแสดงออกของยนี MIPS   
ในรากอ้อยพันธ์ุป่าและพันธ์ุปลกูมกีารแสดงออกของยีนสงูสดุที ่ 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัได้รบัสภาพเครยีด ตามล�ำดบั  
ส่วนในใบของอ้อยพันธ์ุป่าและพันธ์ุปลกูมกีารแสดงออกของยีน MIPS สูงสุดท่ี 72 ชัว่โมง และพบว่าในรากมกีารแสดงออก
ของยีนสงูกว่าในใบ และเมือ่เปรยีบเทยีบการแสดงออกของยนีทีร่ากและท่ีใบระหว่างอ้อยทัง้ 2 ชนิด พบว่า อ้อยพันธ์ุป่า 
มกีารแสดงออกของยีนนีส้งูกว่าอ้อยปลกูในทุกช่วงเวลาทีไ่ด้รบัสภาพเครยีดเลยีนแบบดนิเคม็โซดกิ

ค�ำส�ำคัญ : อ้อย   ดนิเคม็โซดกิ  การแสดงออกของยีน  เรยีลทาม พี ซ ีอาร์

Abstract
Sodic saline soil is the soil containing high concentration of salts with high pH. It is harmful and affects 

to the plant growth. Sugarcane is naturally salt sensitive plant  which is affected by sodic saline soil. When the 
plant is grown in such soil condition, myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) gene will be induced to 
express. The objectives of this experiment were to partial clone, preliminary characterization of MIPS gene and 
to examine the expression levels of MIPS gene in wild and cultivated sugarcane (KPS 94-13) plants subjected 
to mimic sodic saline soil condition.  Both types of sugarcane plants were grown in 1/10 Hoagland nutrient 
solution containing  200 mM NaCl at pH 8 for 0, 12, 24, 48 and 72 hr. The expression of the gene was determined 
using real-time PCR. It was found that the expressions of MIPS gene in root of wild and cultivated sugarcane 
were highest at 24 and 48 hr after receiving stress condition, respectively. Expressions of the gene in leaves of 
both sugarcane species were highest at 72 hr. It was also found that the expressions of the gene in root were 
higher than those in leaves. When the expressions of the gene in root and leave of both sugarcane species 
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were compared it was indicated that the expressions of the gene in wild sugarcane were higher than those 
of cultivated sugarcane at all time course of stress that mimics to sodic saline soil condition.
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ค�ำน�ำ
อ้อยเป็นพืชอุตสาหกรรมท่ีเข้าสู่กระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมผลิตน�้ำตาล 

อตุสาหกรรมผลติกระดาษ และอตุสาหกรรมผลติปุย๋ เป็นต้น อ้อยจงึเป็นพืชไร่เศรษฐกิจทีส่�ำคญัของไทยชนดิหน่ึง พ้ืนที่
ปลูกอ้อยทั้งประเทศในปีการผลิต 2558/2559 มีประมาณ 11.01 ล้านไร่ ผลผลิตเฉลี่ย 9.15 ตันต่อไร่ พื้นที่ปลูกอ้อย
ของไทยกระจายอยู่ในภาคต่างๆ โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือตอนล่างและภาคตะวันออก
ของประเทศไทย (ส�ำนักงานคณะกรรมการอ้อยและน�ำ้ตาลทราย, 2559)  ปัญหาประการหนึง่ในการปลกูอ้อยคอื อ้อย
เป็นพืชที่ไม่ทนต่อดินเค็ม (Abdul et al., 1997) ซึ่งในบางพื้นที่ของภาคเหนือตอนล่าง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ
ภาคกลางตอนบน จะมีปัญหาดินเค็มและดินด่างร่วมกัน เรียกว่าดินเค็มโซดิก ท�ำให้เกิดปัญหาอ้อยให้ผลผลิตต่อไร่
ลดลง (Cha-um et al., 2009) ดินเค็มโซดิกเป็นดินที่มีเกลือละลายน�้ำได้สูงโดยเฉพาะเกลือโซเดียม และมีค่าความ
เป็นกรด-ด่างของดินต�่ำกว่าหรือเท่ากับ 8.5 (Hinrich et al., 2001) ดินเค็มโซดิกจึงส่งผลกระทบต่ออ้อยคือ ท�ำให้อ้อย
มีอาการโซเดียมและคลอรีนเป็นพิษ บริเวณยอดอ้อย ขอบใบอ้อย เป็นแผลแห้งเกรียม ส่งผลให้ปริมาณคลอโรฟิลล์
และพ้ืนที่ในการสังเคราะห์ด้วยแสงลดลง และค่าความเป็นกรด-ด่างของดินที่สูงส่งผลให้ธาตุอาหารพืชบางชนิดตก
ตะกอน พืชน�ำไปใช้ประโยชน์ในการเจิรญเติบโตได้น้อย จึงแสดงอาหารขาดธาตุอาหารบางชนิดร่วมด้วย ท�ำให้อ้อยที่
ปลูกในบริเวณที่มีปัญหาดินเค็มโซดิกอ่อนแอ เจริญเติบโตได้ไม่ดีส่งผลให้ผลผลิตลดลง (Fu et al., 2008) 

Myo-inositol 1-phosphate synthase (MIPS) เป็นเอนไซม์ ที่พบได้ทั้งใน พืช สัตว์ และ เชื้อรา ส่วนใหญ่พบ
ในพืชชั้นสูง เอนไซม์ MIPS เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยน glucose 6-phosphate เป็น myo-inositol-1-phosphate หลัง
จากนัน้ถูกออกซไิดซ์ด้วยเอนไซม์ชนิดทีส่อง คือ myo-inositol-monophosphatase (MIP)  ซึง่เอนไชม์ MIP จะสงัเคราะห์
ด้วยปฏิกิริยาดีฟอสโฟรีเลชัน (dephosphorylation) ท�ำให้หมู่ฟอสเฟตถูกปลดปล่อย ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของโปรตีนขนส่งท่ีใช้ตอบสนองต่อสภาพเครียด และมีบทบาทส�ำคัญในการสร้างเย่ือหุ ้มเซลล์ 
(phospholipids) ซึ่งเกิดจากการรวมตัวของกลีเซอรอล (glycerol) 1 โมเลกุล กรดไขมัน (fatty acid) 2 โมเลกุล และ
กรดฟอสฟอริก 1 โมเลกุล นอกจากนั้นยังท�ำหน้าที่ส่งสัญญาณการแลกเปลี่ยนและจัดเก็บออกซิน (auxin)  
การสังเคราะห์ phytic acid และสารส�ำคัญในกลุ่มน�้ำตาล inositol คือ myo-inositol จะถูกสังเคราะห์เมื่อพืชได้รับ
สภาวะเครียด Hegeman et al. (2001) รายงานว่า พบเอนไซม์ MIPS ในเมล็ดถั่วเหลืองในช่วงการพัฒนาของเมล็ด
และระยะการสร้างใบเลี้ยง (cotyledonary) เพราะในระยะการเจริญนี้เก่ียวข้องกับการเปลี่ยนแปลงของน�้ำตาล 
glucose-6-phosphate เพื่อเป็นแหล่งพลังงานในการเจริญเติบโต นอกจากนี้ยังพบว่า เอนไซม์ MIPS ตอบสนองต่อ
อุณหภูมิสูง (Khurana et al., 2012) สภาวะความแล้ง (Abreu and Francisco, 2007; Gajjeraman et al., 2011) 
และความเค็ม (Chatterjee et al., 2006; Wang et al., 2011) เพื่อปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์โดยการท�ำให้เกิดการสะสม 
myo-inositol ในสารละลายภายในเซลล์ เพื่อช่วยในการควบคุมแรงดันออสโมติกของเซลล์  

ดงันัน้การวิจยันีจ้งึมวัีตถุประสงค์เพ่ือโคลนบางส่วนของยีน MIPS และจ�ำแนกเบือ้งต้น รวมท้ังตรวจสอบระดับ
การแสดงออกของยีนดังกล่าวในอ้อย 2 ชนิดคืออ้อยพันธุ์ปลูก (KPS 94-13) และอ้อยพันธุ์ป่า ที่ได้รับสภาพเลียนแบบ
ดินเค็มโซดิก ซึ่งข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน และระดับการแสดงออกของยีนเมื่อน�ำไปรวมกับข้อมูลทางด้าน
สรรีวิทยาของอ้อยทีม่ต่ีอสภาพแวดล้อมดงักล่าวท่ีจะศกึษาต่อไปในอนาคต จะท�ำให้สามารถเข้าใจกลไกการตอบสนอง
ของอ้อยที่มีต่อสภาวะดินเค็มโซดิกได้ดียิ่งขึ้น 
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อุปกรณ์และวิธีการ
การโคลนบางส่วนของยีน MIPS ในอ้อย

การเตรยีมต้นกล้าอ้อย น�ำท่อนพันธ์ุอ้อยพันธ์ุป่า (Saccharum spontaneum L.) และพันธ์ุปลกู (S.officinarum L.) 
คือพันธุ์ก�ำแพงแสน 94-13 (KPS 94-13) มาตัดให้เป็นท่อนยาวประมาณ 5 เซนติเมตร โดยแต่ละท่อนมีตาเพียง  
1 ตาเท่านั้น จากน้ันน�ำมาเพาะให้งอกเป็นต้นกล้าในวัสดุปลูกท่ีประกอบด้วย ข้ีเถ้าแกลบผสมกับทรายในอัตราส่วน 
1:1 เพาะลงในถุงด�ำที่ใช้ส�ำหรับปลูกพืชขนาด 15 x 20  เซนติเมตร ดูแลให้น�้ำและปุ๋ยตามความเหมาะสมให้อ้อย
สามารถเจริญเติบโตได้ดี จนกระทั่งอ้อยอายุประมาณ 2 เดือน   

การสกัด total RNAจากใบและรากอ้อย น�ำใบอ่อนและรากอ่อนจากต้นอ้อยพันธ์ุป่าและพันธ์ุปลกูมาสกัด 
total RNA ตามวิธีของ Laksana and Chanprame (2015) ก�ำจัด genomic DNA ออกจากตัวอย่าง total RNA  
ด้วยเอนไซม์ DNase I ความเข้มข้น 1 U/ µl น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 30 นาที แล้วน�ำ total RNA ที่ได้มา
ตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นโดยการท�ำเจลอีเล็กโทรโพรีซีสด้วย 1.5% denaturing formaldehyde อะกาโรส  
ใน 0.5X MOPs buffer ที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 

การสังเคราะห์ first-strand cDNA จาก total RNA น�ำ total RNA ปริมาตร 5 µl (1 µg/µl) ผสมกับ 
100 µM oligo (dT)

20 
ปริมาตร 1 µl  10 mM dNTP mix ปริมาตร 1 µl แล้วปรับปริมาตรด้วย DEPC-dH

2
O จนครบ

ปริมาตร 12.5 µl ในหลอดทดลองขนาด 0.5 ml แล้วน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 oC เป็นเวลา 5 นาที และบ่มต่อที่ 4 oC 
เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติม 5X reaction buffer ปริมาตร 4 µl RiboLock RNase inhibitor (Fermentas, Lithuania) 
ปริมาตร 1 µl 10 mM  dNTP mix ปริมาตร 2 µl Revert Aid M-MuLVRT (Fermentas, Lithuania) ปริมาตร 1 µl แล้ว
น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมงและบ่มต่อที่อุณหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 10 นาที และน�ำไปแช่ในน�้ำแข็ง

การออกแบบไพรเมอร์ชนิด degenerate ท่ีจ�ำเพาะกับบางส่วนของยีน MIPS ออกแบบไพรเมอร์ชนิด 
degenerate โดยใช้ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นบริเวณอนุรักษ์ของยีน MIPS ที่ปรากฏในฐานข้อมูลสาธารณะ 
GenBank ดังน้ี accesssion number AF056325 (Hordeum vulgare), AF412340 (Porteresia coarctata), 
GU441843 (Spartina alterniflora), AF056326 (Zea mays), AB012107 (Oryza sativa japonica), AF120148 
(Triticum aestivum), AB059557 (Avena sativa) และไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะกับยีน Actin  โดยใช้ล�ำดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณอนุรักษ์จาก accession number NM 001136991 (Zea mays), AY742219 (Saccharum officinarum), XM 
003569070 (Brachypodium distachyon), GU290546 (Zoysia japonica) ออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Genetyx 
เวอร์ชั่น 5.0 และ GeneDoc เวอร์ชั่น 2.6.0.2 (Table1)

Table 1  Specific and degenerated primers for amplification of partial Actin and MIPS gene.

Genes Primers

Actin
Forward  : 5’CATGCCATCCTTCGATTGG 3’
Reverse  : 5’CACATCTGCTGGAAGGTGC 3’

MIPS
Forward: 5’- ATGTTCATCGAGAGCTTCCG -3’
Reverse: 5’- ATG GGMAGGAGGCTCTTGAA -3’
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การสังเคราะห์ DNA คู่สมจาก first-strand cDNA ด้วยปฏิกิริยา PCR ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย  
first-strand cDNA ปริมาตร 2 µl  1 mM dNTP ปริมาตร 1 µl  Taq DNA polymerase 0.2 µl (5 U/µl)  10X reaction 
buffer ปริมาตร 2 µl  25 mM MgCl

2
 ปริมาตร 4 µl  5 mM forward และ reverse ของไพรเมอร์ส�ำหรับยีน Actin หรือ

ยีน MIPS (Table 1) ปริมาตร 0.5 µl โดยใช้โปรแกรมในการท�ำปฏิกิริยา ดังนี้ preliminary denaturation ที่อุณหภูมิ 
95 oC  3 นาที denaturing ที่อุณหภูมิ 94 oC  1 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 58 oC  1 นาที extension ที่อุณหภูมิ 72 
oC  1 นาที ท�ำซ�้ำโปรแกรม denaturing ถึง extension จ�ำนวน 30 รอบ แล้วตามด้วย final extension ที่อุณหภูมิ 72 
oC นาน 5 นาที ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณด้วยการท�ำอีเล็กโทรโพรีซีสใน 0.8% อะกาโรส ใน 0.5X TBE buffer ที่ความ
ต่างศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 40 นาที จากนั้นตัดชิ้นส่วนเจลที่มีแถบ DNA ที่ได้จากการท�ำปฏิกิริยา PCR บน 0.8% 
อะกาโรสมาท�ำให้บริสุทธิ์โดยปฏิบัติตามค�ำแนะน�ำ และวิธีใช้ของชุด Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System 
(Promega, USA) 

การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ ส่ง DNA คู่สมผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ท�ำให้บริสุทธิ์ไปวิเคราะห์ล�ำ
ดับนิวคลีโอไทด์ที่ 1st BASE (First BASE Laboratories, Selangor DarulEhsan, Malaysia) แล้วน�ำล�ำดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่วิเคราะห์ได้มาเปรียบเทียบกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MIPS  และ Actin ที่มีการรายงานในฐานข้อมูลสากล 
ด้วยโปรแกรม BLAST จากเวบ็ไซต์ http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi  และ ท�ำ phylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม 
clustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)และ Phylodendron (http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/
treeprint-form.html)
การตรวจสอบการแสดงออกของยีน MIPS เม่ืออ้อยได้รบัสภาพเลยีนแบบดนิเคม็โซดกิเป็นระยะเวลาต่าง ๆ

การเตรียมกล้าอ้อย การสกัด total RNA จากใบและรากอ้อย และการการสังเคราะห์ first-strand 
cDNA การเตรียมต้นกล้าอ้อยปฏิบัติเช่นเดียวกับการทดลองข้างต้น จนกระทั่งอ้อยอายุประมาณ 2 เดือน ปรับสภาพ
ต้นอ้อยก่อนการทดลองโดยการย้ายต้นอ้อยมาเลี้ยงในแบบ hydroponic ที่ใช้สารละลายธาตุอาหาร 1/10 Hoagland 
นาน 7 วัน จากนั้นเริ่มท�ำการทดลองโดยย้ายต้นอ้อยลงเลี้ยงในสารละลายธาตุอาหารสูตรเดิมที่เพิ่ม NaCl ความเข้ม
ข้น 200 mM (pH ของสารละลาย 8.0) เป็นเวลา 0  12  24  48 และ 72 ชั่วโมง ส่วนการสกัด total RNA และ 
การสังเคราะห์ first-strand cDNA ก็ปฏิบัติตามวิธีที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้นเช่นกัน

การออกแบบไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะกับยีน Actin และยีน MIPS ส�ำหรับท�ำ real-time PCR โดยใช้ข้อมูล
ล�ำดบันิวคลโีอไทด์จากการทดลองข้างต้น มาออกแบบไพรเมอร์ส�ำหรบัการท�ำ real-time PCR โดยใช้โปรแกรม primer3  
(http://simgene.com/Primer3). 

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะกับยีน Actin ส�ำหรับการท�ำ real-time PCR คือ
Forward 5’-GAGAGGGGTTACTCCTTC-3’ และ Reverse 5’-CTCTTTTCAACTGAGGAGCT-3’ 

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะกับยีน MIPS ส�ำหรับการท�ำ real-time PCR คือ
Forward 5’-GCACAACACCTGTGAGGACT-3’ และ Reverse 5’-TGAGGTAGCTCAGGATGGTG-3’

การตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน MIPS โดยใช้เทคนิค real-time PCR เทียบกับระดับการ
แสดงออกของยีนอ้างอิงคือยีน Actin ปฏิกิริยาประกอบด้วย first-strand cDNA ปริมาตร 1 µl (300 ng/µl)  2x 
SensiFAST SYBR No-ROX Mix (Bioline, Singapore) ปริมาตร 5 µl  10 µM forward และ reverse ของไพรเมอร์
ส�ำหรับยีน Actin  หรือ forward และ reverse ของไพรเมอร์ส�ำหรับยีน MIPS  อย่างละ 0.4 µl แล้วน�ำตัวอย่างไป
วิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีนแบบ real-time PCR ด้วยเครือ่ง Mastercycler® ep realplex4 บรษิทั Eppendorf  
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ประเทศเยอรมันนี ตั้งโปรแกรมส�ำหรับปฏิกิริยา PCR ดังนี้ denature อุณหภูมิ 95 oC เป็นเวลา 15 วินาที annealing 
ที่อุณหภูมิ 58 oC เป็นเวลา 15 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 oC เป็นเวลา 20 วินาที จ�ำนวน 45 รอบ

ผลการทดลองและวิจารณ์
การโคลนบางส่วนของยีน MIPS ในอ้อย

การสกัด total RNA จากใบและรากอ้อย  ในการสกัด total RNA จากรากและใบอ่อนของอ้อยทั้งพันธุ์ป่า
และพันธุ์ปลูก (KPS 94-13) พบว่า ความเข้มข้นของ total RNA ที่ได้มีความเข้มข้นประมาณ 2,000 – 3,000 ng/µl 
และเมื่อน�ำไปตรวจสอบคุณภาพ พบว่า total RNA ที่แยกมาได้มีคุณภาพดี (Figure 1) มีความบริสุทธิ์สูง  โดยมีค่า 
A260/280 และ A260/230 อยู่ในช่วง 1.8-2.0

                                          

		                  
Figure 1 Total RNA from leaves and root of wild and cultivated sugarcane (KPS 94-13)  M: 1 kb DNA ladder  
            (Fermentas, Lithuania), 1-2: total RNA derived from leaves and root of wild sugarcane, 3-4: total  
              RNA derived from leaves and root of cultivated sugarcane

การสังเคราะห์ DNA คู่สมจาก first-strand cDNA ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ที่จ�ำเพาะกับ
ยีน MIPS และ Actin การสังเคราะห์ DNA คู่สมจาก first-strand cDNA ที่ได้จาก mRNA ของใบอ่อนและรากของ
อ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ�ำเพาะกับยีน Actin และไพรเมอร์ชนิด degenerated primer ของยีน 
MIPS ด้วยเทคนิค PCR และวิเคราะห์ขนาด DNA ด้วยการท�ำอีเล็กโทรโพรีซีสใน 0.8% อะกาโรส พบว่า  DNA คู่สม
ที่สังเคราะห์ด้วยไพรเมอร์ของยีน  Actin เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 550 คู่เบส MIPS  และไพรเมอร์ของยีน MIPS 
เกิดแถบ DNA ขนาดประมาณ 400 คู่เบส (Figure 2)
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Figure 2 Amplification of partial Actin gene (A) and MIPS gene (B) from cultivated sugarcane Lane 1: 1 kb  
              DNA ladder (Fermentas, Lithuania), Lane 2: PCR product of Actin (A) and MIPS (B) gene

การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ น�ำแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากปฏิกิริยา PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีเป็น 
degenerated primer ไปวิเคราะห์หาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ พบว่ามีขนาด 414 bp ทั้งพันธุ์ป่า และพันธุ์ปลูก  
(KPS 93-14) เมื่อน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของท้ัง 2 พันธุ์มาเปรียบเทียบกับข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ ในฐานข้อมูล
สาธารณะโดยใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป BLASTN ในฐานข้อมูล NCBI ล�ำดับนิวคลีโอไทด์นี้มีความเหมือนกับยีน MIPS 
ในพืชหลายชนิด เช่น ข้าวโพด (EU961709.1) ข้าวป่า (XM_006651061.2) Brassica juncea (EU371115.1) Spartina 
alterniflora (GU441843.1) และข้าวสาลี (AF542968.1) และเมื่อน�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของอ้อยทั้ง 2 ชนิดมาเปรียบ
เทยีบกนัพบว่าม ี2 ต�ำแหน่งทีแ่ตกต่างกัน  และ 2 ต�ำแหน่งนีเ้มือ่เปลีย่นเป็นล�ำดบักรดอะมโินพบว่าไม่มคีวามแตกต่าง
กันในอ้อยท้ัง 2 ชนดิ (ข้อมลูไม่ได้แสดง)(Figure 3) และถ้าสามารถหาล�ำดบันวิคลโีอโทด์ได้ครบทัง้ยีนแล้วน�ำมาเปรยีบ
เทียบกันเพื่อหาความแตกต่างของล�ำดับนิวคลีโอไทด์ หรือความแตกต่างของล�ำดับกรดอะมิโน ความแตกต่างเหล่านี้
อาจมีส่วนเก่ียวข้องกับความสามารถในการแสดงออกของยีน MIPS และความสามารถในการทนต่อสภาพเครียดท่ี
เกิดจากดินเค็มโซดิกก็เป็นได้ ซึ่งต้องมีการศึกษาต่อไป และถ้าในบริเวณดังกล่าวมีส่วนเก่ียวข้องจริงก็จะสามารถ
ออกแบบไพรเมอร์ และพัฒนาขึ้นมาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิด gene targeted marker เพื่อใช้คัดเลือกลักษณะ
ทนทานดินเค็มหรือดินเค็มโซดิกในอ้อยได้
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Figure 3 Comparison of partial MIPS gene between wild sugarcane and cultivated sugarcane (KPS 94-13) 
	
น�ำล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของยีน MIPS มาวิเคราะห์หาค่าความสมัพันธ์เชงิววิฒันาการร่วมกับยีน MIPS ทีร่ายงาน

ในพืชชนดิต่างๆ คอื ข้าวโพด (EU961709.1) ข้าวป่า (XM_006651061.2) Brassica juncea (EU371115.1) Spartina 
alterniflora (GU441843.1) และข้าวสาลี (AF542968.1) จากนั้นสร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม ClustalW 
พบว่า ยีน MIPS ของอ้อยอยู่ในกลุ่มเดียวกับยีน MIPS ของข้าวโพด (Figure 4)

 

Figure 4 Phylogenetic tree of partial MIPS gene of wild and cultivated sugarcane (KPS 94-13) 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีน MIPS เมื่ออ้อยได้รับสภาพเลียนแบบดินเค็มโซดิกเป็นระยะ
เวลาต่าง ๆ ศึกษาการแสดงออกของยีน MIPS ในรากและใบของอ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก (KPS 94-13) ที่ปลูกใน
สารละลายธาตุอาหารที่เพิ่ม NaCl 200 mM และปรับ pH ของสารละลายเท่ากับ 8.0 โดยใช้เทคนิค real-time PCR 
โดยมียีน Actin เป็นยีนอ้างอิง เมื่ออ้อยได้รับสภาพเครียดเป็นเวลา  0  12  24  48 และ 72 ชั่วโมง พบว่า มีการกระตุ้
นการแสดงออกของยีน MIPS ในอ้อยทั้ง 2 ชนิด เช่นเดียวกับพืชอีกหลายชนิดที่พบว่า เมื่อพืชได้รับสภาวะเค็มจะมี
การกระตุ้นการแสดงออกของยีนนี้ เช่น กีวี (Cui et al., 2013) ยาสูบ  (Majee et al. 2004)  ข้าว และ Brassica juncea 
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(Chatterjee et al. 2006) ซึง่เมือ่พชืได้รบัสภาพเครยีดจากความเคม็ พืชจะมกีลไกป้องกันตวัเองจากอนัตรายท่ีจะเกิด
จากความเค็มอย่างน้อย 2 กระบวนการคือ กลไกการขับเกลือส่วนเกินมาไว้ท่ีผิวของใบโดยผ่านกระบวนการ ion 
exclusion  หรือการกระจายเกลือไปเก็บไว้ตามส่วนต่าง ๆ ของพืช (Bradley and Morris, 1991) และ การปรับลด
ค่าแรงดันออสโมติก โดยการสร้างสาร osmolytes เพื่อลดการสูญเสียน�้ำออกจากเซลล์ (Cavalieri, 1983) ระดับการ
แสดงออกของยีน MIPS ในรากของอ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก มีค่าการแสดงออกสูงสุดที่ 24 และ 48 ชั่วโมง คือ 14.1 
และ 5.83 ตามล�ำดับ (Figure 5A) ระดับการแสดงออกของยีน MIPS ในใบของอ้อยพันธุ์ป่าและพันธุ์ปลูก มีค่าการ
แสดงออกสูงสุดที่ 72 ชั่วโมง หลังได้รับสภาพเครียดเป็น 13.6 และ 3.15  ตามล�ำดับ (Figure 5B)   	

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5  The relative transcription level of MIPS in root (A) and leaves (B) of wild and cultivated sugarcane under 
mimic sodic saline soil. The same letter on the solid boxes of the same sugarcane species are not significantly 
different at p<0.05.                                                                                  

  
ระดับการแสดงออกของยีน MIPS ในใบของอ้อยพันธุ์ปา่และพันธุ์ปลูกมีการแสดงออกของยีนเพิ่มขึ้นเร่ือยๆ

จนถึง 72 ชั่วโมง และมีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อเทียบกับการแสดงออกในระยะเวลาที่ได้รับสภาพเครียดที่สั้นกว่า   
ส่วนในรากของอ้อยพันธุ์ป่ามีการแสดงออกของยีนสูงสุดท่ี 24 ชั่วโมง และแตกต่างทางสถิติเมื่อเทียบกับระยะเวลา
อื่นๆ เช่นเดียวกับพันธุ์ปลูกมีการแสดงออกสูงสุดท่ี 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นการแสดงออกของยีนจะลดลง เมื่อได้รับ
ความเครียดพืชจะสังเคราะห์เอนไซม์ MIPS  มากขึ้น เพือ่ใช้ในการสร้างสาร myo-inositol มากขึ้นภายในเซลล์ เพื่อ
รักษาแรงดันเต่งภายในเซลล์ได้ (Chatterjee et al., 2006)  หลังจากนั้นการแสดงออกของยีนจะลดลงเพราะ
สารประกอบภายในเซลล์ท่ีสร้างขึ้น คือ myo-inositol มีเพียงพอที่จะช่วยปรับสมดุลน้ าภายในเซลล์ ท าให้พืชรักษา
สภาพการเจริญได้ตามปกต ิการแสดงออกของยีนจึงลดลง การตอบสนองต่อความเค็มที่เลียนแบบดินเค็มโซดิกของ
อ้อยทั้ง 2 ชนิด จะแตกต่างกันทั้งในแง่ของระดับการแสดงออกของยีน และระยะเวลาที่ตอบสนอง แมใ้นอ้อยพันธุ์ปลูก
ที่ใช้ในการทดลองนี้จะได้ชื่อวา่เป็นพันธุ์ทนแล้ง (บุศรินทร์, 2557) แต่มีแนวโน้มการแสดงออกของยีนที่ในระดับที่ต่ า
กว่าพันธุ์ป่า เชน่เดียวกันเมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนท่ีรากกับที่ใบของออ้ยทั้ง 2 ชนิด พบว่าอ้อยพันธุ์ป่ามี
การแสดงออกของยีนสูงกว่าพันธุ์ปลูกทั้งในรากและใบ ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะในพันธุ์ป่าซึ่งปกติขึ้นอยู่ตามธรรมชาติใน
สภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันมาก มีความสามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดีกว่า อ้อยพันธุ์ป่า

d 

a 
b c 

A 

B C 

D 

A 

a 
b 

c c 

A 

B 

C 
C 

B 

Figure 5  The relative transcription level of MIPS in root (A) and leaves (B) of wild and cultivated sugarcane  
                  under mimic sodic saline soil. The same letter on the solid boxes of the same sugarcane species  
              are not significantly different at p<0.05.

ระดบัการแสดงออกของยีน MIPS ในใบของอ้อยพันธ์ุป่าและพันธ์ุปลกูมกีารแสดงออกของยีนเพ่ิมขึน้
เรือ่ยๆจนถึง 72 ชัว่โมง และมคีวามแตกต่างกันทางสถิตเิมือ่เทยีบกับการแสดงออกในระยะเวลาทีไ่ด้รบัสภาพ
เครียดที่สั้นกว่า  ส่วนในรากของอ้อยพันธุ์ป่ามีการแสดงออกของยีนสูงสุดที่ 24 ชั่วโมง และแตกต่างทางสถิติ
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เมือ่เทียบกับระยะเวลาอืน่ๆ เช่นเดียวกับพันธ์ุปลกูมกีารแสดงออกสูงสุดที ่48 ชัว่โมง หลังจากน้ันการแสดงออก
ของยีนจะลดลง เมื่อได้รับความเครียดพืชจะสังเคราะห์เอนไซม์ MIPS  มากข้ึน เพ่ือใช้ในการสร้างสาร  
myo-inositol มากขึ้นภายในเซลล์ เพื่อรักษาแรงดันเต่งภายในเซลล์ได้ (Chatterjee et al., 2006)  หลังจาก
นั้นการแสดงออกของยีนจะลดลงเพราะสารประกอบภายในเซลล์ที่สร้างขึ้น คือ myo-inositol มีเพียงพอที่จะ
ช่วยปรบัสมดลุน�ำ้ภายในเซลล์ ท�ำให้พืชรกัษาสภาพการเจรญิได้ตามปกต ิการแสดงออกของยีนจงึลดลง การ
ตอบสนองต่อความเค็มที่เลียนแบบดินเค็มโซดิกของอ้อยทั้ง 2 ชนิด จะแตกต่างกันทั้งในแง่ของระดับการ
แสดงออกของยีน และระยะเวลาที่ตอบสนอง แม้ในอ้อยพันธุ์ปลูกที่ใช้ในการทดลองนี้จะได้ชื่อว่าเป็นพันธุ์ทน
แล้ง (บุศรินทร์, 2557) แต่มีแนวโน้มการแสดงออกของยีนที่ในระดับที่ต�่ำกว่าพันธุ์ป่า เช่นเดียวกันเมื่อเปรียบ
เทียบการแสดงออกของยีนที่รากกับที่ใบของอ้อยทั้ง 2 ชนิด พบว่าอ้อยพันธุ์ป่ามีการแสดงออกของยีนสูงกว่า
พันธุ์ปลูกทั้งในรากและใบ ทั้งนี้อาจเป็นเพราะในพันธุ์ป่าซึ่งปกติขึ้นอยู่ตามธรรมชาติในสภาพแวดล้อมที่แตก
ต่างกันมาก มคีวามสามารถปรบัตวัให้เข้ากับสภาพแวดล้อมทีไ่ม่เหมาะสมได้ดกีว่า อ้อยพันธ์ุป่ามลีกัษณะทน
แล้งได้ดี มีความแข็งแรงกว่า อันเป็นลักษณะของพืชพันธุ์ป่า จึงท�ำให้การแสดงออกของยีน MIPS ของอ้อย
พันธุ์ป่าโดยเฉพาะท่ีรากมีมากกว่าและแสดงออกสูงสุดในระเวลาที่ส้ันกว่าอ้อยพันธุ์ปลูก และการแสดงออก
ของยีนนี้ที่รากของท้ังอ้อยพันธุ์ป่าและอ้อยพันธุ์ปลูกจะสูงกว่าในใบ ซึ่งอาจจะมีสาเหตุมาจากรากเป็นส่วนท่ี
สัมผัสกับสภาพเครียดก่อนส่วนอื่นของพืช และจ�ำเป็นต้องลดการสูญเสียน�้ำออกจากเซลล์รากให้มากที่สุดจึง
ต้องมีการสร้างสาร osmolyte ออกมามาก การศึกษาการแสดงออกของยีนนี้เมื่อพืชเจริญเติบโตในดินเค็มโซ
ดิกน้ันยังไม่มีการรายงานในพืชชนิดอื่นๆ แต่มีการศึกษาว่าความเป็นด่างนั้นมีผลต่อการแสดงออกของยีน 
เน่ืองจากความเป็นด่างน้ันจะมผีลท�ำให้พืชสามารถน�ำเกลอืเข้าสูเ่ซลล์พืชได้มากขึน้กว่าปกต ิ(Xu and Tuyen, 
2012)   ดงัน้ันเพ่ือยืนยันว่าความเป็นด่างของดนิมผีลต่อการแสดงออกของยีน  MIPS จะต้องมกีารทดลองเพ่ิม
โดยปลูกอ้อยในสภาพเลียนแบบดินเค็มเพียงอย่างเดียว แล้วน�ำระดับการแสดงออกของยีน MIPS มาเปรียบ
เทียบกับอ้อยที่ปลูกในสภาพเลียนแบบดินเค็มโซดิกต่อไป นอกจากนี้ การตอบสนองของพืชต่อความแห้งแล้ง 
ความหนาว และอุณหภูมิที่สูง จะมีความคล้ายคลึงกับการตอบสนองต่อความเค็ม (Nakamura et al., 2001) 
จึงมีความเป็นไปได้ว่าพืชอาจใช้ยีนเดียวกันตอบสนองต่อความเครียดหลายชนิด  ซึ่งต้องศึกษาต่อไปว่ายีน 
MIPS มีผลต่อลักษณะเครียดต่างๆ ตามที่กล่าวมาหรือไม่

	

สรุป
การโคลนบางส่วนของยีน  MIPS ในอ้อยพันธ์ุป่าและพันธ์ุปลกู (KPS 94-13) ได้ 414 bp เมือ่น�ำไปเปรยีบเทียบ

กับล�ำดบันวิคลโีอไทด์ในฐานข้อมลูสาธารณะพบว่ามคีวามเหมอืนกับยีน MIPS ในพืชหลายชนดิ และสภาพเลยีนแบบ
ดินเค็มโซดิกสามารถกระตุ้นให้ยีน MIPS ในอ้อยพันธุ์ป่าและอ้อยพันธุ์ปลูกแสดงออกได้  โดยการแสดงออกของยีน 
MIPS ในรากของอ้อยมกีารแสดงออกมากกว่าทีใ่บ  และการแสดงออกของยนี MIPS ทัง้ท่ีรากและทีใ่บของอ้อยพันธ์ุป่า
มรีะดบัการแสดงออกสงูกว่าทีร่ากและทีใ่บของอ้อยพันธ์ุปลกู เมือ่ตรวจสอบโดยวิธี real-time PCR ระดับการแสดงออก
ของยีนน้ีอาจเก่ียวข้องกับความสามารถในการทนทานต่อสภาพดนิเคม็โซดกิของอ้อย ซึง่จ�ำเป็นต้องมกีารศกึษาหาความ
สมัพันธ์ดงักล่าว และอาจน�ำไปสูก่ารพัฒนาเครือ่งหมายโมเลกุลทีใ่ช้ช่วยคดัเลอืกลกัษณะทนทานได้ในอนาคต
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