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บทคัดยGอ 
การศึกษาผลของสภาวะแล'งจําลองต+อการเจริญของข'าวกํ่าพะเยาและการแสดงออกของยีน heat shock 

proteins (HSPs) โดยนําต'นกล'าอายุ 7 วัน เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Hoagland ในสภาวะแล'งจําลองท่ีเติม 
PEG6000 ความเข'มข'น 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK และท่ีไม+เติม PEG6000 (ชุดควบคุม) เปQนระยะเวลาท้ังสิ้น 21 วัน 
เก็บตัวอย+างในระยะเวลาต+าง ๆ โดยวัดความสูงต'นและความยาวราก พบว+าความสูงของต'นกล'าข'าวกํ่าในสภาวะแล'ง
น'อยกว+าชุดควบคุม ในขณะท่ีมีความยาวของรากมากกว+า การวิเคราะหKรูปแบบการแสดงออกของกลุ+มยีน HSP90s 
(HSP50.2, HSP74.8 และ HSP80.2) กลุ+มยีน HSP70s (HSP23.7, HSP58.7 และ HSP71.1) และกลุ+มยีน small 
HSPs (HSP17.0, HSP24.1 และ HSP26.7) ตรวจสอบโดยวิธี semi-quantitative RT-PCR (sqRT-PCR) แสดงให'
เห็นว+าต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยามีการแสดงออกของยีน HSPs หลายรูปแบบ โดยยีน HSP58.7 ถูกกระตุ'นการแสดงออก
เพ่ิมสูงข้ึนอย+างชัดเจนในสภาวะแล'งเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ยีน HSP74.8 และ HSP80.2 มีการแสดงออก
อย+างสม่ําเสมอโดยไม+ถูกกระตุ'นให'มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนในสภาวะแล'ง และยีน HSP17.0 และ HSP71.1 แสดงออก
เพ่ิมข้ึนตามอายุของต'นกล'าซ่ึงไม+ถูกกระตุ'นให'มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนในสภาวะแล'ง และผลจากสภาวะแล'ง
เปลี่ยนแปลงระยะการแสดงออกของยีนโดยเร+งช+วงเวลาการแสดงออกสูงสุดให'เกิดเร็วข้ึนเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
ประกอบด'วยยีน HSP23.7 HSP24.1 HSP26.7 และ HSP50.2  

 

คําสําคัญ : สภาวะแล'ง; ฮีทช็อกโปรตีน; ข'าวกํ่าพะเยา 
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Study of the drought stress effect on growth and expression of heat shock proteins in Khao 
Kum Phayao (Oryza sativa L.). Rice seedlings were germinated and grown for 7 days. Then 7-day 
old seedlings were continually grown in liquid Hoagland medium supplemented with 5 and 10 % 
(w/v) of PEG6000 to simulate drought stress and in Hoagland solution without PEG6000 (control) 
for a total of 21 days. The seedling growths were determined by the length of root and stem. The 
result showed that stem length in drought stress was shorter than control. While root length was 
longer compared to control. The pattern of gene expression of HSP90s (HSP50.2, HSP74.8 and 
HSP80.2), HSP70s (HSP23.7, HSP58.7 and HSP71.1) and small HSPs (HSP17.0, HSP24.1 and HSP26.7) 
were analyzed using semi-quantitative RT-PCR (sqRT-PCR) method. The HSPs expressions in seedling 
were exhibited in different expression patterns. The HSP58.7 expression was significantly induced 
in drought stress compared to the control. The HSP74.8 and HSP80.2 were constitutively expressed 
in drought condition and control. Moreover, HSP17.0 and HSP71.1 increasingly expressed following 
the period of seedling growth. The expression of both genes were independent of drought effect. 
Last group of HSPs as HSP23.7, HSP24.1, HSP26.7 and HSP50.2 showed that the effect of drought 
stress altered the pattern of gene expression by accelerating time of the maximum gene expression 
to be faster than control.  

 

Keywords: drought stress; heat shock protein; Khao Kum Phayao 
 
1. บทนํา 

จังหวัดพะเยาเปQนแหล+งปลูกข'าวท่ีมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมมากมาย รวมท้ังข'าวเหนียว
ดํา (black rice) ท่ีรู'จักกันในช่ือ “ข'าวกํ่าพะเยา” เปQน
ข'าวเหนียวดําพันธุKพ้ืนเมืองท่ีไวต+อช+วงแสง ลักษณะ  
ลําต'นเปQนสีม+วง เมล็ดข'าวกล'องและเยื่อหุ'มเมล็ดมีสี
ม+วง เมล็ดค+อนข'างสั้นและปpอมกว+าข'าวเหนียวดําพันธุK
อ่ืน [1] ข'าวกํ่าเริ่มเปQนท่ีนิยมบริโภคอย+างแพร+หลาย
เน่ืองจากมีประโยชนKต+อผู'บริโภค เช+น ช+วยในการ
หมุนเวียนกระแสโลหิต ลดคอเลสเตอรอลในเส'นเลือด 
และยับยั้งและปpองกันการเกิดเซลลKมะเร็ง [2,3] ข'าวกํ่า
จึงเปQนข'าวท่ีมีค+าควรแก+การอนุรักษKและขยายพันธุKปลูก
ต+อไป อย+างไรก็ตาม ปtจจุบันสภาวะอากาศท่ีเปลี่ยน 
แปลงของโลกท่ีเกิดจากปรากฏการณKเรือนกระจก ทํา
ให'มักเกิดฤดูกาลท่ีเปลี่ยนแปลง เกิดภัยพิบัติบ+อยครั้ง 

รวมท้ังภาวะภัยแล'ง เปQนปtจจัยท่ีจะส+งผลกระทบต+อ
พืชผลทางการเกษตร โดยเฉพาะผลผลิตข'าวซ่ึงเปQน
สินค'าส+งออกสําคัญของประเทศไทย จึงนําไปสู+การ
ศึกษาวิจัยกลไกการตอบสนองของข'าวท่ีมีต+อภาวะแล'ง 
โดยอาศัยกระบวนการตอบสนองของเซลลKต+อภาวะ
แล'งในระดับโมเลกุล ตัวอย+าง เช+น กลุ+มฮีทชxอกโปรตีน 
(heat shock proteins, HSPs) ท่ีพบได'ในสิ่งมีชีวิตทุก
ชนิด จัดอยู+ในกลุ+ม stress protein มีบทบาทสําคัญใน
การคงสภาพโปรตีนภายในเซลลKให'ทําหน'าท่ีได'ตาม 
ปกติ (chaperone) และเคลื่อนย'ายโปรตีนไปสู+ส+วน
ต+าง ๆ ของเซลลK โดยเซลลKสิง่มีชิวิตจะสงัเคราะหK HSPs 
ในปริมาณท่ีเพ่ิมมากข้ึนเมื่อเกิดความเครียดจาก
สิ่งแวดล'อมท่ีไม+เหมาะสมต+อการเจริญ ปtจจุบันค'นพบ 
HSP จํานวนมากมายและได'จัดแบ+งเปQนกลุ+มย+อย โดย
ใช'ขนาดของโปรตีนเปQนเกณฑK ดังน้ี กลุ+ม HSP60s 
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HSP70s HSP90s HSP100/Clp และ small HSPs 
[4,5] HSP มีผลต+อการเพ่ิมความสามารถในการทน
ร'อนและแล'งในพืชชนิดต+าง ๆ เช+น การศึกษาโดยอาศัย
เทคนิคในการส+งถ+ายยีน HSP17.7 ในข'าว ทําให'ข'าว
สามารถทนต+อความร'อนแล'งและแสง UVB ได' [6] 
การศึกษา HSPs ในข'าวโดย Sarkar และคณะ [7] ใน
ภาวะความเครียดอุณหภูมิ ความแห'งของอากาศ และ
ความดันออสโมติค โดยใช' microarray และ RT-PCR 
รายงานว+ากลุ+มยีน HSP มีรูปแบบการแสดงออก
แตกต+างกันในการตอบสนองต+อความเครียดแต+ละชนิด 
และระยะการเจริญของข'าวท่ีแตกต+างกัน เช+น small 
HSP พบการแสดงออกมากในเมล็ดข'าว จากข'อมูล
ท้ังหมดข'างต'นแสดงให'เห็นความทนทานท่ีได'รับจาก
การกระตุ'นด'วยภาวะแล'งทําให'เกิดการปรับตัวของพืช 
โดย HSPs มีบทบาทสําคัญอย+างมากในกลไกเหล+าน้ี 
การศึกษาครั้งน้ีเพ่ือทําให'ทราบข'อมูลของรูปแบบการ
แสดงออกยีน HSPs ในข'าวกํ่าพะเยา ท่ีตอบสนองต+อ
ความเครียดจากสภาวะแล'ง โดยศึกษาในข'าวระยะต'น
กล'า (seedling stage) เปQนระยะจากข'าวงอกจน 
กระท่ังถึงข'าวมีใบประมาณ 4-5 ใบ ใช'ระยะเวลา
ประมาณ 21 วัน เพาะเลี้ยงกล'าข'าวในสภาวะความ 
เครียดท่ีเกิดจากการขาดนํ้าโดยใช' polyethylene 
glycol (PEG) มีผลทําให'ลด osmotic potential ใน

สารละลายท่ีอยู+ล'อมรอบเซลลK จากน้ันนํากล'าข'าวท่ี
ผ+านสภาวะความเครียดท่ีระยะเวลาต+าง ๆ มาตรวจวัด
ปริมาณการแสดงออกของกลุ+มยีน HSPs 9 ชนิด ตามท่ี
คัดแยกได'จากงานวิจัยของ Zou และคณะ (8) โดย
แบ+งเปQน 3 กลุ+มหลัก คือ กลุ+มของยีน HSP90s 
(HSP50.2 , HSP74.8 และ HSP80.2) กลุ+มของยีน 
HSP70s (HSP23.7, HSP58.7 และ HSP71.1) และ
กลุ+มของยีน small HSPs (HSP17.0, HSP24.1 และ 
HSP26.7) งานวิจัยน้ีเปQนการศึกษาเพ่ือให'ได'ข'อมูล
รูปแบบการแสดงออกของยีนกลุ+ม HSPs ในต'นกล'าข'าว
เหนียวดํากํ่าพะเยาเพาะเลี้ยงในสภาวะแล'งจําลอง ซ่ึง
อาจนํามาใช'ประโยชนKในการคัดเลือกและการปรับปรุง
พันธุKข'าวกํ่าเพ่ือให'ได'ข'าวพันธุKพ้ืนเมืองท่ีมีคุณภาพดี
หรือทนทานต+อสภาพแห'งแล'งได'ในอนาคต  
 

2. อุปกรณPและวิธีการศึกษา 
2.1 การศึกษาการเจริญเติบโตของข�าวก่ํา

พะเยา ในอาหารเหลว Hoagland ท่ีมีระดับความ
เ ข� ม ข� น ข อ ง  polyethylene glycol 6000 (PEG 
6000) แตกตGางกัน 

นําเมล็ดข'าวพันธุKกํ่าพะเยาท่ีผ+านการแช+นํ้า 
1 คืน มาบ+มในท่ีช้ืนเพ่ือให'ข'าวงอก เปQนเวลา 3 วัน จน
สังเกตเห็นมีปมสีขาวงอกออกมาจากเมลด็ แล'วปลูกลง 

 

 
 

รูปท่ี 1  (A) การงอกของเมล็ดข'าวกํ่าพะเยา และ (B) การเพาะเลี้ยงต'นกล'าข'าวในอาหารเหลว Hoagland 
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ในฟองนํ้าท่ีดัดแปลงเพ่ือเพาะต'นกล'า จนต'นกล'ามีอายุ 
7 วัน และความสูงประมาณ 3-4 เซนติเมตร ย'ายต'น
กล'าข'าวปลูกลงในกล+องพลาสติกท่ีเจาะรูสําหรับปลูก
ต' น ข' า ว  โ ด ยกล+ อ งมี ค ว ามกว' า ง  x ย า ว  13 x 13 
เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร และติดเทปกาวสีดํารอบ
กล+องเพ่ือปpองกันรากจากแสง ดังแสดงในรูปท่ี 1 

นําต'นกล'าข'าวย'ายลงเพาะเลี้ยงในกล+อง
พลาสติกท่ีบรรจุอาหารเหลว Hoagland เติมสาร 

ละลาย PEG6000 ท่ีความเข'มข'นต+าง ๆ ได'แก+ 0, 5 
และ 10 เปอรKเซ็นตK นําต'นกล'าข'าววางภายใต'ภาวะแสง
ขาวตลอดเวลาท่ีอุณหภูมิห'อง เปลี่ยนอาหารใหม+ทุก ๆ 
1 สัปดาหK ติดตามการเจริญโดยวัดความยาวรากและ
ความสูงต'นกล'าข'าว ลักษณะของใบ ทุกสัปดาหK เปQน
ระยะเวลา 3 สัปดาหK จํานวน 5 ซํ้าต+อหน+วยการทดลอง 
 

 
ตารางท่ี 1  รายละเอียดไพรเมอรKท่ีใช'ในการศึกษา 
  

ยีน ไพรเมอรK ลําดับนิวคลีโอไทดK (5′→3′) 
Annealing 

Temperature (˚C) 
ขนาดของผลิตภัณฑK PCR 

(base pairs) 

HSP17.0 
Forward GGTCACATCGCCAATTCAC 

58 384 
Reverse GGTGCCACTTGTCGTTCTT  

HSP26.7 
Forward AGGTGAGGATGCGGTTCG  

58 353 
Reverse CGCTCACAGGCTCACATCC  

HSP58.7 
Forward TCAACCTCCCCTTTATTACTGC  

58 206 
Reverse AACCTTTGGCACCCTCGT  

HSP71.1 
Forward GCGAACGGCATCCTGAAC  

58 556 
Reverse ATTCGGTCTAAAACGAACG 

HSP74.8 
Forward CGAGCAGTTCGAGTACCAGG 

58 465 
Reverse TCAGCCATAGCTTCCCATAC  

HSP24.1 
Forward TTCCAGGTCAACGTCGAGT 

58 282 
Reverse GCACGGTTCTTCCGCTTCA 

HSP23.7 
Forward GCACGATGTTCATCCTTGTT 

58 378 
Reverse GGACCTTGATGGTGTTTGT 

HSP50.2 
Forward GCTACCCTATCTCCCTGAATG 

58 228 
Reverse CCTCTTTAGCTTCCTCGTTCT 

HSP80.2 
Forward CGACGACGAGCAGTATGT  

58 464 
Reverse CCAGATGTTCCTCCCAGT 

Actin 
Forward CTTCAACACCCCTGCTATG 

58 358 
Reverse TCCATCAGGAAGCTCGTAG 

ท่ีมา : Zou และคณะ (8) 
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2.2 วิเคราะหPการแสดงออกของยีน HSPs ใน
ข�าวก่ําพะเยาระยะต�นกล�า (seedling stage) โดย
เทคนิค semi quantitative RT-PCR (sqRT-PCR) 

เพาะเลี้ยงต'นกล'าตามท่ีระบุไว'ตามข'อ 2.1 
โดยนํากล'าข'าวท่ีผ+านการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 

Hoagland ท่ีเติมสารละลาย PEG6000 ท่ีระดับความ
เข'มข'น 0, 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK ในระยะเวลาสั้นท่ี 1, 
6 และ 24 ช่ัวโมง และในระยะยาว 7, 14 และ 21 วัน 
นํ า ม า ส กั ด  total RNA ด' ว ย  TRIzol® reagent 
(Invitrogen, USA) และตรวจสอบปริมาณของ total 
RNA ท่ีสกัดได'ด'วยเครื่อง spectrophotometer แล'ว
จึงนํา total RNA จํานวน 3 ไมโครกรัม มาใช'สร'าง 
first-strand cDNA (reverse transcription, RT) โดย
ใ ช'  M-MLV Reverse Transcriptase (Thermo 
Fisher Scientific, USA) ร+วมกับ oligo (dT) primer 
และนํา first-strand cDNA ท่ีได'ไปเพ่ิมจํานวน DNA 
เปp าหมาย  (PCR) โ ดย ใช'  DreamTaq Green PCR 
Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) 
ปฏิ กิริยาประกอบด'วย 2x DreamTaq Green PCR 

Master Mix และไพรเมอรKท่ีจําเพาะ (specific primer) 
ต+อยีน HSPs ท้ัง 9 ชนิด และยีนแอคติน (actin) ซ่ึงใช'
เปQน housekeeping gene ไพรเมอรKท้ังหมดออกแบบ
โดย Zou และคณะ (2009) โดยทําปฏิกิริยา PCR 
จํานวน 30 รอบ มีลําดับนิวคลีโอไทดKของไพรเมอรK 
อุณหภูมิ annealing ของแต+ละคู+ไพรเมอรK และขนาด
ของผลิตภัณฑKพีซีอารK แสดงในตารางท่ี 1 ตรวจสอบ
ผลิตภัณฑKพีซีอารKด'วย อิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกา
โรสความเข'มข'น 1 เปอรKเซ็นตK วิเคราะหKความเข'มของ
แถบดีเอ็นเอด'วย gel documentation system โดย
ใช'โปรแกรม Gene Tools (USA) แสดงผลระดับการ
แสดงออกของยีน relative expression level คํานวณ
จากอัตราส+วน  (expression ratio) ของความเข'มแถบ
ดีเอ็นเอยีนเปpาหมายต+อความเข'มของแถมดีเอ็นเอยีน

แอคติน จํานวน 3 ซํ้าต+อหน+วยการทดลอง การ
วิเคราะหKค+าความแตกต+างทางสถิติโดยใช'โปรแกรม 
statistics package for the social sciences (SPSS) 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณP 
3.1 การเจริญเติบโตของต�นกล�าข�าวก่ํา

พะเยา ในอาหารเหลว Hoagland ท่ีมีระดับความ
เข�มข�นของ PEG6000 แตกตGางกัน 
 

 
 

รูปท่ี 2  ความสูงของต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวสูตร Hoagland ไม+เติม PEG6000 
(0) และท่ีเติม PEG6000 ความเข'มข'น 5 และ 
10 เปอรK เ ซ็นตK  ใน วัน ท่ี  7 , 14 และ 21 
วิเคราะหKค+าแตกต+างทางสถิติโดยใช'วิธี DMRT 
เครื่องหมาย * แสดงค+าไม+แตกต+างกันทางสถิต ิ

 

การเจริญเติบโตของต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยา
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Hoagland ท่ีไม+เติม 
PEG6000 (0) และเติม PEG6000 ท่ีความเข'มข'น 5 
และ 10 เปอรKเซ็นตK  เปQนระยะเวลาท้ังสิ้น 21 วัน เก็บ
ตัวอย+างเพ่ือวัดความยาวรากและความสูงต'นกล'าข'าว 
ทุก ๆ 7 วัน พบว+าในวันท่ี 7 และ 14 การเจริญเติบโต
ของต'นกล'าเปQนปกติ ไม+พบการเห่ียวหรือการห+อม'วน
ของใบลําต'นและใบมีสีเขียวอมม+วง และในสัปดาหKท่ี   
2 ลําต'นของกล'าข'าวเริ่มยืดยาวออก และพบลักษณะ 
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รูปท่ี 3  ความยาวรากต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยาเพาะเลี้ยง
ใ นอาหา ร เ หล วสู ต ร  Hoagland ไ ม+ เ ติ ม 
PEG6000 (0) และท่ีเติม PEG6000 ความ
เข'มข'น 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK ในวันท่ี 7, 14 
และ 21 วิเคราะหKค+าแตกต+างทางสถิติโดยใช'
วิธี DMRT เครื่องหมาย * แสดงค+าไม+แตกต+าง
กันทางสถิติ 

 
บริเวณปลายใบหงิกงอเล็กน'อยในสภาวะการเลี้ยงท่ี
เติม PEG6000 ในอาหาร จากการสังเกตการเจริญ 
เติบโตวันท่ี 21 ในอาหารสูตร Hoagland  เติม PEG 
6000 ความเข'มข'น 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK พบว+าปลาย
ใบมีลักษณะเห่ียว หงิกงอเล็กน'อย และเริ่มมีสีเหลือง มี
การห+อม'วนของใบ นอกจากน้ีสภาวะแล'งมีผลต+อการ
เจริญของต'นกล'าโดยทําให'ความสูงของต'นกล'ามี
แนวโน'มลดลง จากการติดตามการเจริญจากความสูง
ของต'นกล'าข'าวในวันท่ี 21 ในชุดทดลองท่ีเติม PEG 
6000 ท้ังสองความเข'มข'น มีค+าความสูงเฉลี่ยใกล'เคียง
กันเท+ากับ 23.8±2.4 เซนติเมตร ส+วนชุดควบคุมท่ีไม+
เติม PEG6000 มีความสูงเฉลี่ยท่ี 28.5±2.42 เซนติ 
เมตร (รูปท่ี 2) ส+วนความยาวของรากในชุดทดลองท่ี
เติม PEG6000 มีความยาวรากมากกว+าชุดควบคุม
อย+างมีนัยสําคัญทางสถิติ ท้ังในสัปดาหKท่ี 2 และ 3 
อย+างไรก็ตาม ความยาวเฉลี่ยของรากต'นกล'าข'าวท่ี
เพ่ิมข้ึนในชุดท่ีเติม PEG6000 ความเข'มข'น 5 และ 10 

เปอรKเซ็นตK ไม+มีความแตกต+างกันทางสถิติ (p < 0.05) 
โดยในสัปดาหKสุดท'ายความยาวเฉลี่ยของรากเท+ากับ 
13.9±1.0 และ 15.2±1.5 เซนติเมตร  ซ่ึงเทียบกับ
ความยาวเฉลี่ยรากในชุดควบคุม เท+ากับ 9.1±1.2 
เซนติเมตร (รูปท่ี 3 และ 4) 

สภาวะแล'งจากสาร PEG6000 เกิดข้ึน
เน่ืองจากสารไม+สามารถซึมผ+านเยื่อหุ'มเซลลKของพืชได'
จึงทําให'ป�ดก้ันการดูดซึมนํ้าเข'าสู+ลําต'นของพืช ทําให'
พืชขาดนํ้าและอยู+ในสภาวะแล'ง จึงมีผลต+อการเจริญ 
เติบโตของกล'าข'าวกํ่าพะเยาในชุดการทดลองอาหาร
เหลว Hoagland ท่ีเติมสารละลาย PEG6000 ความ
เข'มข'น 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK เจริญค+อนข'างช'ากว+าใน
ชุดควบคุมท่ีไม+มีสารละลาย PEG6000 โดยเปรียบ 
เทียบจากความสูงของต'นกล'าข'าว เน่ืองจากนํ้าเปQน
ส+วนสําคัญในการควบคุมกระบวนการเมตาโบลิซึม  
ต+าง ๆ ของพืช และการคงรูปร+างของเซลลKพืช โดยการ
ควบคุมของปากใบพืชผ+านทางระบบท+อลําเลียง เมื่อ
เกิดการคายนํ้าเน่ืองจากความแตกต+างระหว+างค+า 
water potential ระหว+างอากาศกับพืช และทําให'ค+า 
water potential ของใบลดลง ดังน้ันในสภาวะแล'งทํา
ให'พืชไม+สามารถดึงนํ้าข้ึนมาได'จึงทําให'การเจริญเติบโต
ของพืชลดลง (9) ทําให' เ กิดการตอบสนองหลาย
ลักษณะ เช+น มีการม'วนตัวของใบ การป�ดปากใบและ
การปรับค+าออสโมติกของพืช ซ่ึงลักษณะการห+อม'วน
ของใบและปลายใบมีสีเหลืองหงิกงอ สามารถสังเกตได'
ในใบของต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยาท่ีเลี้ยงในสภาวะแล'งจาก
การใช' PEG6000 ในครั้งน้ีเช+นกัน สอดคล'องกับการ
เกิดข้ึนในใบถ่ัวท่ีพบว+าการขาดนํ้ามีผลต+ออัตราการ
ขยายพ้ืนท่ีใบในถ่ัว โดยการขาดนํ้าจะส+งผลต+อใบถ่ัวทํา
ให'จํานวนเซลลK และขนาดของเซลลKลดลง [10] 

ส+วนการเจริญของรากพบว+าสภาวะแล'งทํา
ให'รากของต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยามีความยาวมากกว+า
สภาวะปกติ พบเช+นเดียวกับรายงานของ Madabula  
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รูปท่ี 4  การเจริญของรากต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยา เพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร Hoagland ไม+เติม PEG6000 (0) และ
ท่ีเติม PEG6000 ความเข'มข'น 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK ในวันท่ี 7, 14 และ 21 

 
และคณะ [11] ศึกษาลักษณะความทนแล'งของข'าว
พันธุKท่ีปลูกในประเทศบราซิล จํานวน 8 พันธุK โดย
ทดลองในข'าวระยะต'นกล'าอายุ 14 วัน นํามาเลี้ยงใน
อาหารเหลวท่ีมี PEG6000 ความเข'มข'น 10 เปอรKเซ็นตK 
เปQนระยะเวลา 2 สัปดาหK และวัดการเจริญของต'นกล'า
จากความยาวยอดและราก นํ้าหนักแห'งของยอดและ

ราก ผลการศึกษาพบว+ากล'าข'าวท้ัง 8 พันธุK เมื่อเจริญ
ในสภาวะแล'งท่ีเกิดจากสาร PEG6000 ทําให'ความยาว
และนํ้าหนักแห'งของยอดลดลง แต+ในทางกลับกันความ
ยาวและนํ้าหนักแห'งของรากเพ่ิมมากข้ึน ในระดับท่ี
แตกต+างกันในแต+ละพันธุK  ส+งผลให'อัตราส+วนของ
นํ้าหนักแห'งรากต+อนํ้าหนักแห'งยอดเพ่ิมมากข้ึนใน
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สภาวะความเครียด และยังสอดคล'องกับการศึกษาใน
ข'าวพันธุK กข 15 และ กข 53 แสดงลักษณะการปรับตวั
จากสภาวะการขาดนํ้า โดยการเพ่ิมปริมาณรากท่ีส+งผล
ให'นํ้าหนักแห'งรากมีแนวโน'มเพ่ิมข้ึนเมื่อได'รับระดับนํ้า
ลดลง ซ่ึงแตกต+างจากข'าวพันธุKขาวดอกมะลิ 105 และ
หอมสุพรรณบุรี มีแนวโน'มลดลงเมื่อระดับการให'นํ้า
ลดลง จึงแสดงให'เห็นว+าการเจริญเติบโตของรากต+อ
สภาวะการขาดนํ้ามีความแตกต+างกันข้ึนอยู+กับชนิด
และพันธุKของข'าว [12] ความยาวของรากเพ่ิมข้ึนร+วม 
กับขนาดของรากแก'วเล็กลงเปQนการปรับตัวของพืชทํา
ให'สามารถหยั่งลึกลงไปในดินเพ่ือดูดนํ้าใต'ดินเพ่ือความ
อยู+รอดในสภาวะแล'ง [13] กลไกในการตอบสนองของ
ข'าวท่ีมีต+อสภาวะแล'งเกิดข้ึนได'หลายแบบท่ีส+งผลต+อ
การตอบสนองทางสรีรวิทยาของข'าว [14]  เช+น การ
ทนทานแล'ง (drought tolerance) โดยการป�ดปากใบ 
การม'วนใบ การสร'างฮอรKโมน ABA (abscisic acid) 
เพ่ิมข้ึนภายใต'สภาวะขาดนํ้า การหนีแล'ง (drought 
escape) ทําให'ข'าวสามารถสุกเร็วข้ึน หรือขยายระยะ 
เวลาในการออกดอกซ่ึงพบในการเพาะปลูกข'าวบน
พ้ืนท่ีสูงในอินเดียและบังคลาเทศ [15] ในการศึกษา
ครั้งน้ีทําให'เห็นว+าข'าวกํ่าพะเยามีกลไกตอบสนองต+อ
สภาวะแล'งอย+างหน่ึง คือ กลไกการเลี่ยงแล'ง (drought 
avoidance) เกิดจากการมีรากท่ียืดยาวข้ึนเพ่ือปรับ
ระบบการดูดนํ้าของรากให'ดีข้ึน ดังน้ันควรมีการศึกษา
เพ่ิมเติมถึงผลของสภาวะแล'งต+อการเจริญในข'าวกํ่า
พะเยาระยะอ่ืน ๆ เพ่ือให'เกิดความเข'าใจถึงกลไกการ
ตอบสนองต+อสภาวะแล'งในข'าวกํ่าพะเยาและปรับปรุง
สายพันธุKข'าวเหนียวดําของประเทศได'ในอนาคต 

3.2 รูปแบบการแสดงออกของกลุGมยีน heat 
shock protein ในสภาวะแล�งของข�าวก่ําพะเยา
ระยะต�นกล�า 

การศึกษาครั้งน้ีได'เปรียบเทียบการแสดง 
ออกของยีน HSPs โดยวิธี sqRT-PCR ในกล'าข'าวกํ่า

พะเยาท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Hoagland ไม+เติม 
PEG6000 (control) และเติมสารละลาย PEG6000 ท่ี
ระดับความเข'มข'น 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK ในระยะเวลา
สั้น 1, 6 และ 24 ช่ัวโมง และระยะเวลา 7, 14 และ 
21 วัน โดยในปฏิกิริยาพีซีอารKใช'ไพรเมอรK HSPs 
ท้ั ง ห ม ด  9 คู+  คื อ  HSP17.0, HSP23.7, HSP24.1, 

HSP26.7, HSP50.2, HSP58.7, HSP71.7, HSP74.8 
และ HSP80.2 ศึกษาการแสดงออกของยีนแบบ 
comparative quantification เปQนการเปรียบเทียบ 
target template ในการทดลองครั้งน้ี คือ ยีน HSPs 
กับ reference gene  คือ ยีน actin จากการศึกษา
รูปแบบการแสดงออกของยีนแสดงให'เห็นว+ายีน HSPs 

แต+ละชนิดมีการแสดงออกท่ีแตกต+างกัน (รูปท่ี 5) โดย
การแสดงออกของยีนในกลุ+ม small HSPs ประกอบ 
ด'วย HSP17.0, HSP24.1 และ HSP26.7 พบว+าการ
แสดงออกของยีน HSP17.0 และ HSP24.1 เพ่ิมข้ึน
ตามอายุการเจริญของต'นกล'า และมีแนวโน'มลดลงเมื่อ
อายุของต'นกล'าเ พ่ิมข้ึน โดยยีน HSP17.0 มีการ
แสดงออกสูงข้ึนอย+างชัดเจนภายในวันท่ี 7 และลดลง
ในวันท่ี 14 และ 21 รูปแบบการแสดงออกของยีน
เกิดข้ึนในลักษณะเดียวกันท้ังชุดควบคุมและชุดท่ีเติม 
PEG6000 ในขณะท่ีการแสดงออกของยีน HSP24.1 
และ HSP26.7 ในช+วงวันท่ี 7 ของสภาวะท่ีเติม PEG 
6000 มีการแสดงออกของยีนสูงกว+าชุดควบคุมท่ีความ
แตกต+างอย+างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยยีน
ท้ังสองมีการแสดงออกสูงสุดในวันท่ี 14 ในชุดควบคุม 
ดังน้ันสภาวะแล'งอาจมีผลต+อการเปลี่ยนแปลงรูปแบบ
การแสดงออกของยีน small HSPs บางชนิดโดยเร+ง
ช+วงการแสดงออกสูงสุดให'เกิดเร็วข้ึนในระยะต'นกล'า
ของข'าวกํ่าพะเยา 

ส+วนรูปแบบการแสดงออกของยีนกลุ+ม 
HSP70s มีความแตกต+างกันท้ัง 3 ชนิด โดยพบว+ายีน 
HSP71.1 มีรูปแบบการแสดงออกท่ีแตกต+างจากยีนใน 
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รูปท่ี 5  การแสดงออกของยีน HSPs ท้ังหมด 9 ยีน คือ HSP17.0, HSP23.7, HSP24.1, HSP26.7, HSP50.2, 
HSP58.7, HSP71.7, HSP74.8 และ HSP80.2 เปรียบเทียบกับยีน actin จากต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยา
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Hoagland ไม+เติม PEG 6000 (control) และท่ีเติม PEG 6000 ความ
เข'มข'น 5 และ 10 เปอรKเซ็นตK ในระยะเวลาสั้นท่ี 1, 6 และ 24 ช่ัวโมง และในระยะ 7, 14 และ 21 วัน 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต+างกันเหนือแถบแสดงความคาดเคลื่อนแตกต+างอย+างมีนัยสําคัญเมื่อวิเคราะหK
ด'วยวิธี DMRT (p < 0.05) 
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กลุ+มเดียวกัน โดยการแสดงออกเพ่ิมข้ึนเล็กน'อยในช+วง
ระยะ 24 ช่ัวโมง และค+อนข'างคงท่ีไปจนถึงวันท่ี 14 
ต+อมาลดลงเล็กน'อยในช+วงท'ายของการทดลอง รูปแบบ
การแสดงออกน้ีพบได'ท้ังในชุดควบคุมและชุดท่ีเติม 
PEG6000 ในส+วนการแสดงออกของยีน HSP58.7 จะ
เพ่ิมสูงข้ึนในสภาวะเติม PEG6000 ในช่ัวโมงท่ี 24 ท้ัง
สองความเข'มข'น และลดลงมาใกล' เ คียงกับการ
แสดงออกของชุดควบคุมในระยะเวลาต+อมาในวันท่ี 14 
และการแสดงออกของยีนHSP23.7 ถูกกระตุ'นการ
แสดงออกของยีนเ พ่ิมสูง ข้ึนด'วย PEG6000 ความ
เข'มข'น 5 เปอรK เ ซ็นตK  สู งกว+ าความเข'มข'น 10 
เปอรKเซ็นตKและชุดควบคุมท่ีระยะเวลา 7 วัน และ
หลังจากน้ันจะลดลง ในส+วนรูปแบบการแสดงออกของ
กลุ+ มของยีน  HSP90s พบว+ ายี น  HSP74 .8  และ 
HSP80.2 มีการแสดงออกของยีนท่ีค+อนข'างคงท่ีตลอด
ช+วงระยะเวลาในการทดลอง มีเพียงยีน HSP50.2 ท่ีมี
การแสดงออกเพ่ิมข้ึนเมื่ออายุของต'นกล'าข'าวเพ่ิมข้ึน
และสภาวะแล'งเร+งการแสดงออกของยีนสูงสุดให'เกิด
เร็วข้ึนกว+าชุดควบคุม เช+นเดียวกับท่ีพบใน HSP23.7, 
HSP24.1 และ HSP26.7  

ผลการวิจัยแสดงให'เห็นว+าการแสดงออก
ของยีน HSPs แต+ละชนิดในข'าวกํ่าพะเยาระยะต'นกล'า
ตอบสนองต+อสภาวะแล'งท่ีเกิดจากสาร PEG6000 
แตกต+างกัน ซ่ึงสอดคล'องกับรายงานวิจัยของ Zou 
และคณะ [8] ศึกษาการแสดงออกของยีน HSPs ท้ัง 9 
ชนิดน้ี ในระยะต'นกล'าข'าว (Oryza sativa L., ssp. 

japonica) ท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 1/2MS จนถึง
อายุ 3 สัปดาหK จากน้ันเติม PEG6000 ความเข'มข'น 10 
เปอรKเซ็นตK เ พ่ือทําให'เกิดสภาวะแล'ง ติดตามการ
แสดงออกของยีนท่ีระยะเวลา 5, 15, 45 นาที และ 
1.5, 3, 5, 8, 12 และ 24 ช่ัวโมง พบว+า มีเพียงยีนท่ี
เปQนสมาชิกของกลุ+ม small HSPs (HSP24.1) และยีน 
HSP90s (HSP80.2) ท่ีถูกกระตุ'นด'วยสภาวะแล'งจาก 

PEG6000 การแสดงออกของยีน HSPs ในลักษณะน้ียัง
พบได'ในพืชชนิดอ่ืน เช+น ต'นยาสูบมีการลักษณะการ
ตอบสนองต+อสภาวะแล'งแตกต+างกันในกลุ+มยีน 
HSP70s โดยยีน NtHSP70-1 จะถูกกระตุ'นให'เกิดการ
แสดงออกเมื่ออยู+ในสภาพขาดนํ้าเปQนระยะเวลา 2 
สัปดาหK  ในขณะท่ีไม+มีผลต+อการแสดงออกในยีน 
NtHSP70-3 [16] หรือการแสดงออกของ small HSPs 
ท่ีมีจํานวนมากและมีความแตกต+างกัน ในบางพืชพบ
มากว+า 30 ชนิด โดยส+วนใหญ+จะถูกกระตุ'นการ
แสดงออกด'วยสภาวะเครียด แต+ก็มีบางชนิดท่ีมีการ
แสดงออกแบบต+อเน่ือง (constitutive expression) 
[17] 

ถึงแม'ว+าการแสดงออกของยีน HSPs จะ
มากหรือน'อยน้ันข้ึนอยู+กับประเภทและระดับความ 
เครียดท่ีต+างกัน ซ่ึง HSPs ทําหน'าท่ีในการช+วยรักษา
สภาพของโปรตีนอ่ืน ๆ เพ่ือให'สามารถทํางานได'อย+าง
ปกติ [18] อย+างไรก็ตาม จากการทดลองครั้งน้ีพบว+า
ความเข'มข'นของ PEG6000 ท่ีระดับความเข'มข'น 5 
และ 10 เปอรKเซ็นตK ให'ผลต+อการกระตุ'นการแสดงออก
ของยีน HSPs ไม+แตกต+างกันมากนัก อาจเน่ืองจาก
ความเข'มข'นของ PEG6000 ไม+สูงมากพอท่ีจะสร'าง
สภาวะแล'งท่ีส+งผลกระทบท่ีรุนแรงต+อต'นกล'าข'าวกํ่า
พะเยา ทําให'ยังไม+เกิดการกระตุ'นการแสดงออกของยีน 
HSPs ให'เพ่ิมสูงข้ึนได'ทุกยีนเมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม ดังเช+นในรายงานวิจัยของ Ye และคณะ (19) 
ได'ศึกษาโปรติโอมิกสKจากใบของข'าว IRAT109 ระยะ
ต'นกล'าท่ีเพาะเลี้ยงภายใต'สภาวะแล'ง พบว+ามีการ
ตอบสนองของกลุ+มโปรตีน HSPs จํานวน 9 โปรตีน 
ป ร ะกอบด' ว ยกลุ+ ม  HSPs family จํ านวน  2 ยี น 
( OsHsp18.03 แ ล ะ  OsHsp24.15) HSP70 family 
จํานวน 4 ยีน (OsHsp71.10, OsHsp71.18, OsHsp 

72.57 และ OsHsp72.90) HSP 90 family จํานวน 2 
ยีน (OsHsp85.88 และ OsHsp93.04) และ HSP100 



ป�ที่ 26 ฉบบัที่ 7 (ฉบับเสริม) 2561                                                                          วารสารวิทยาศาสตร�และเทคโนโลยี 

 1219 

family จํานวน 1 ยีน (OsHsp108.9) และเมื่อเพาะ 
เลี้ยงกล'าข'าวระยะ trefoil- stage ในอาหารเหลว 
Hoagland ท่ี เ ติ ม  PEG6000 ค ว า ม เ ข' ม ข' น  2 0 
เปอรKเซ็นตK จากน้ันติดตามการแสดงออกของยีนท่ีระยะ 
เวลา 0, 3, 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง และการแสดงออก
ของยีนหลังจากหยุดสภาวะแล'ง 24 ช่ัวโมง พบว+าการ
แสดงออกของยีนท้ัง 9 ยีน มีรูปแบบการแสดงออก
เหมือนกันโดยถูกกระตุ'นการแสดงออกของยีนให'
เพ่ิมข้ึนเมื่อเกิดสภาวะแล'ง โดยมีการแสดงออกสูงสุดใน
ระดับท่ีแตกต+างกันภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และ
จะลดลงอย+างชัดเจนหลังจากออกจากสภาวะความแล'ง
ภายใน 24 ช่ัวโมง (recovery) ดังน้ันจากข'อมูลท่ีกล+าว
มาแสดงให'เห็นว+าถ'าระดับของสภาวะแล'งรุนแรงมาก
พอจะทําให' HSPs ถูกกระตุ'นการแสดงออกให'สูงข้ึน
อย+างรวดเร็วและชัดเจน 
 

4. สรุปผลการวิจัย 
การเจริญของรากข'าวกํ่าพะเยาในระยะต'นกล'า

มีกลไกตอบสนองต+อสภาวะแล'ง โดยการปรับตัวทําให'
ความยาวของรากเพ่ิมข้ึน ผลสภาวะแล'งต+อการ
แสดงออกของยีน HSPs ในต'นกล'าข'าวกํ่าพะเยามี
หลากหลายรูปแบบท่ีแตกต+างกันตามระยะเวลาของ
การเจริญ การศึกษาครั้งน้ีสามารถสรุปรูปแบบการ
แสดงออกของยีน HSPs ในข'าวกํ่าพะเยาระยะต'นกล'า
ท่ีเจริญในสภาวะแล'งสามารถสรุปรวมได' ท้ังสิ้น 4 
รูปแบบ ดังน้ี กลุ+มท่ี 1 มีการแสดงออกอย+างสม่ําเสมอ
ในข'าวกํ่าพะเยาระยะต'นกล'า โดยไม+ถูกกระตุ'นให'มีการ
แสดงออกเพ่ิมข้ึนในสภาวะแล'ง ประกอบด'วยยีน 
HSP74.8 และ HSP80.2 กลุ+ม ท่ี 2 การแสดงออก
เพ่ิมข้ึนเล็กน'อยตามอายุของต'นกล'าจนถึงวันท่ี 14 
ต+อมาลดลงในช+วงท'ายของการทดลอง โดยการ
แสดงออกของยีนไม+ถูกกระตุ'นให'มีการแสดงออก
เพ่ิมข้ึนในสภาวะแล'ง ประกอบด'วยยีน HSP17.0 และ 

HSP71.1 กลุ+มท่ี 3 การแสดงออกเพ่ิมข้ึนในสภาวะแล'ง 
คือ ยีน HSP58.7 และกลุ+มท่ี 4 รูปแบบการแสดงออก
ของยีนมีการเปลี่ยนแปลงเน่ืองจากสภาวะแล'งโดยเร+ง
ช+วงเวลาการแสดงออกสูงสุดให'เกิดเร็วข้ึนเมื่อเทียบกับ
ชุดควบคุม ประกอบด'วยยีน HSP23.7, HSP24.1, 
HSP26.7 และ HSP50.2 จากข'อสรุปท่ีกล+าวมาน้ันเปQน
ข'อมูลเบ้ืองต'นท่ีได'จากการศึกษาสภาวะแล'งท่ีมีผลต+อ
ข'าวเหนียวดําพันธุKพ้ืนเมืองของจังหวัดพะเยา ซ่ึงการ
พัฒนาเพ่ือให'สามารถนําข'าวกํ่าพะเยาไปใช'ประโยชนK
ให'ได'สูงสุด ยังคงต'องอาศัยการวิจัยเพ่ิมพูนองคKความรู'
หลายด'าน เช+น คุณประโยชนKทางโภชนาการ ด'าน
คุณค+าทางด'านพันธุศาสตรK ด'านผลผลิตข'าวในปtจจุบัน
ท่ีต'องอยู+ในสภาพความแปรปรวนของสิ่งแวดล'อมสูง
โดยเฉพาะในพ้ืนท่ีปลูกท่ีอาศัยนํ้าฝนตามธรรมชาติ 
ดังน้ันควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงผลกระทบของสภาวะ
แล'งต+อการเจริญในข'าวกํ่าพะเยาระยะอ่ืน ๆ โดยเพ่ิม
การติดตามปtจจัยท่ีเก่ียวข'องท้ังทางสรีระวิทยาของข'าว 
และปริมาณผลผลิต รวมไปถึงกลไกการแสดงออกของ
ยีนอ่ืน ๆ ท่ีมีผลจากสภาวะแล'ง เพ่ือให'เกิดความเข'าใจ
ถึงกลไกการตอบสนองต+อสภาวะแล'งในข'าวกํ่าพะเยา 
และสามารถนําข'อมูลไปใช'ในการส+งเสริมปรับปรุงสาย
พันธุKข'าวเหนียวดําของประเทศได'ในอนาคต 
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