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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีไดศึกษาการแสดงออกของยีนในอับละอองเรณูของขาวเปนหมันที่ถูกควบคุมโดยอุณหภูมิ 

(thermo-sensitive genic male sterility, TGMS) จํานวน 2 สายพันธุ โดยใชเทคนิค cDNA-AFLP และใชไพรเมอร 
จํานวน 30 คู การศึกษาน้ีมีเปาหมายเพ่ือคนหายีนที่เก่ียวของกับการเปนหมันของอับละอองเรณูของขาวเน่ืองจาก
การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ คัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่ขาว TGMS ทั้ง 2 สายพันธุ มีการแสดงออกของยีนในทํานอง
เดียวกันและใหความแตกตางระหวางที่อุณหภูมิสูงและที่อุณหภูมิตํ่าได จํานวน 124 แถบ ซึ่งเปนแถบดีเอ็นเอที่
แสดงออกในสภาวะที่อุณหภูมิสูง แตไมมีการแสดงออกในที่อุณหภูมิตํ่า จํานวน 44 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่
แสดงออกในสภาวะอุณหภูมิตํ่า แตไมแสดงออกที่อุณหภูมิสูง จํานวน 80 แถบ ไดคัดเลือก 64 แถบ โดยตัดเจล สกัด
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ดีเอ็นเอ และสงไปหาลําดับนิวคลีโอไทด ไดผลลําดับนิวคลีโอไทดที่อานได 24 ตัวอยาง และเมื่อเปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล Gramene ดวยโปรแกรม BLAST พบวาช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีอานได 24 ตัวอยาง มี
ความเหมือนกับยีนในฐานขอมูลขาว 14 ยีน ความรูที่ไดจากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถนําไปใชประโยชนในการ
ปรับปรุงพันธุขาวที่เปนหมันเน่ืองจากอุณหภูมิ เพ่ือใชในการผลิตขาวลูกผสมและการปรับปรุงพันธุขาวใหทนกับ
การเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิตอไปในอนาคต 
  

คําสําคัญ : ขาว, cDNA-AFLP, การเปนหมันเน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิ 
 

Abstract 
This project studied gene expression in anther of 2 thermo-sensitive genic male sterile (TGMS) rice lines 

using cDNA-AFLP. Using 30 pairs of primer combinations, 124 different transcript-derived fragment (TDFs) 
were obtained, in which 44 TDFs were expressed under high temperature condition but were not expressed 
under low temperature condition, and 80 TDFs were expressed under low temperature condition but were not 
expressed under high temperature condition. A total of 64 TDFs were cut, purified and sent for sequencing, but 
only 24 readable sequences were obtained. Using Blast search in Gramene rice database, these sequences 
showed significant homology to 14 rice genes, The information gained from this study could be useful in rice 
breeding programs for TGMS lines used for hybrid production and for resistant lines to overcome temperature 
changes in the future. 
 

Key words: Oryza sativa , cDNA-AFLP, thermo-sensitive genic male sterility (TGMS) 
 

1. บทนํา 

ขาว (Oryza sativa L.) เปนอาหารหลักของ
ประชากรไทยสวนใหญ และเปนพืชเศรษฐกิจชนิด
หน่ึงที่มีความสําคัญมากทั้ งการบริโภคภายใน 
ประเทศและสงออกตางประเทศ นอกจากน้ีการ
เจริญเติบโตของประชากรและการพัฒนาดาน
เศรษฐกิจ ทําใหการผลิตขาวของโลกตองเพ่ิมขึ้นใน
แตละปจึงจะเพียงพอตอความตองการอาหารของ
ประชากรท้ังโลก ซึ่งประเทศท่ีผลิตและบริโภคขาว
สวนใหญอยูในประเทศในทวีปเอเชีย ประเทศไทย
เปนประเทศผูสงออกขาวเปนอันดับหน่ึงของโลก 
สามารถนํารายไดเขาประเทศในแตละปไดอยาง

มหาศาล แตอยางไรก็ตามผลผลิตขาวตอไรของ
ประเทศไทยกลับอยูในเกณฑตํ่าเมื่อเทียบกับประเทศ
ผูสงออกทั้งหลาย [1] 

ขาวลูกผสมสามารถเพิ่มผลผลิตไดอยางมี
ประสิทธิภาพ โดยปกติขาวลูกผสมใหผลผลิตสูงกวา 
ขาวสายพันธุดีโดยทั่วไปประมาณ 160-320 กิโลกรัมตอ
ไร [2] ระบบการผลิตขาวลูกผสมที่ใชอยางแพรหลายมี 2 
ระบบ คือ ระบบ 3 สายพันธุ ซึ่งใชพันธุแมที่มีเรณูเปน
หมันควบคุมโดยยีนในไซโทพลาสซึม (cytoplasmic 
male sterility, CMS) และระบบ 2 สายพันธุ คือ สาย
พันธุ แมที่ มี เ ร ณู เปนหมันที่ ควบคุมโดยยีนใน
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นิวเคลียส (genic male sterility, GMS) ซึ่งอาจเปน 
thermo-sensitive genic male sterility (TGMS) หรือ 
photoperiod sensitive genic male sterility (PGMS) 
[3] 

ระบบการเปนหมันของละอองเกสรตัวผู
เ น่ืองจากการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ  (temperature 
sensitive genic male sterility, TGMS) น้ีเหมาะสม
สําหรับการพัฒนาขาวลูกผสมในประเทศเขตรอน
และก่ึงรอน เน่ืองจาก TGMS สวนใหญจะมีเกสรตัว
ผู เปนหมันที่อุณหภูมิสูง  และจะไม เปนหมันที่
อุณหภูมิตํ่า ดังน้ันจึงสามารถใชขาวสายพันธุ TGMS 
เปนตนแมสําหรับการผลิตขาวลูกผสมในฤดูรอน 
และสามารถเพ่ิมเมล็ดขาวสายพันธุ TGMS ไดใน
สภาพอุณหภูมิตํ่า เชน ในฤดูหนาว นอกจากน้ันขาว
พันธุดีเกือบทุกสายพันธุก็สามารถใชเปนขาวสาย
พันธุพอได เน่ืองจากไมจําเปนตองมียีนที่ชดเชย
ความเปนหมัน (R-gene) ทําใหสามารถขยายฐาน
พันธุกรรมใหมีลักษณะตาง ๆ ตามท่ีตองการได ซึ่ง
ประโยชนของขาวลูกผสมแบบสองทางนั้นสามารถ
ใหผลผลิตสูงกว าข าวสายพันธุ แทที่ ไดรับการ
ปรับปรุงมากถึง 15-20 % [4] ชวยใหเกิดความม่ันคง
ทางอาหารสําหรับประชากรโลก  อีกทั้งมีความ
ตานทานตอโรคและแมลง และทนทานตอสภาวะที่
ไมเหมาะสมตาง ๆ เชน ความแหงแลง ความเค็ม 

เพ่ือเปนการสรางองคความรูเก่ียวกับกลุมยีน
ที่มีความเก่ียวของกับลักษณะ TGMS งานวิจัยน้ีไดใช
เทคนิค complimentary DNA amplified fragment 
length polymorphisms (cDNA-AFLP) ในการศึกษา
วิเคราะหระดับความแตกตางของการแสดงออกของ
ยีน เทคนิค cDNA-AFLP ที่เลือกใชในการศึกษาครั้ง
น้ีสามารถทําไดโดยไมตองมีขอมูลลําดับนิวคลีโอ
ไทดของยีนตาง ๆ มากอน มีความประหยัด สะดวก 

รวดเร็ว และลดจํานวนตัวอยางในการวิเคราะหหา
ลําดับนิวคลีโอไทด โดยการนําอนุภาคแมเหล็กมา
ใช หลักการ คือ ใช oligo d(T)25 ที่ติดกับอนุภาค
แมเหล็กเปนไพรเมอรในขั้นตอนการสังเคราะห เมื่อ
สิ้นสุดปฏิกิริยาจะได cDNA ที่ติดกับอนุภาคแมเหล็ก 
จากนั้นนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะครั้งที่หน่ึง 
โดยเลือกเอาสวนที่ติดอนุภาคแมเหล็กเอาไว แลว
นําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะครั้งที่สอง ในขั้นน้ี
จะเอาสวนที่ติดอนุภาคแมเหล็กทิ้งไป แตจะเลือกเอา
ที่ เปนสวนใสเก็บไว  ซึ่ งผลทําใหไดจุดตัดของ
เอนไซมทั้ง 2 ชนิด อยูคนละดานในช้ินดีเอ็นเอ
เดียวกัน  ทําใหได เพียงหน่ึงช้ินดีเอ็นเอจากหน่ึง 
transcript และนําไปทําการเช่ือมตอ adapter และ
กระบวนการของ AFLP ตามปกติ การนําอนุภาค
แมเหล็กมาใชชวยลดจํานวนตัวอยางเน่ืองจากมีเพียง
หน่ึงช้ินดีเอ็นเอจากหน่ึง transcript ซึ่งแตกตางจาก
เทคนิค cDNA-AFLP ที่ใชอยูทั่วไป [5] ที่ผานมาไดมี
การศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใช เทคนิค  
cDNA-AFLP ในสิ่งมีชีวิตและพืชหลายชนิด ไดแก 
การใช cDNA-AFLP ในการวิเคราะหการแสดงออก
ของยีนที่ตางกันในระหวางการพัฒนาของผลแอปริ
คอท [6] การตอบสนองตอความตานทานโรครา
นํ้าคางในมะเขือเทศ [7]  และการวิเคราะหหายีน
ตานทานโรคราสนิมจากขาวสาลีพันธุกลาย [8] 

งานวิจัยน้ีไดศึกษาการแสดงออกของยีนใน
อับละอองเรณูของขาว TGMS ในสภาวะท่ีขาวไม
เปนหมันหรือติดเมล็ดได (อุณหภูมิตํ่า) เปรียบเทียบ
กับในสภาวะที่ขาวเปนหมัน (อุณหภูมิสูง) เพ่ือหายีน
ที่เก่ียวของกับการเปนหมันของขาว TGMS 2 สาย
พันธุ ซึ่งแตละสายพันธุมีพ้ืนฐานพันธุกรรมและถูก
ควบคุมดวยยีน TGMS ที่แตกตางกัน 
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2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 ตัวอยางละอองเกสรตัวผูของขาวและการ

สกัด mRNA 
การศึกษาครั้งน้ีใชขาว TGMS  2 สายพันธุ 

ไดแก สายพันธุ B2 (IR683015: tms3) และสายพันธุ B8 
(IR75589: ID24) ซึ่งขาวสายพันธุ B2 เปนขาวที่มียีน 
tms3 และขาวสายพันธุ B8 เปนขาว TGMS ที่พัฒนา
มาจากขาวสายพันธุ ID24 ซึ่งไดรับความอนุเคราะห
จากสถาบันวิจัยขาวนานาชาติ ประเทศฟลิปปนส นํา
ตัวอยางอับละอองเรณูของขาว TGMS ทั้ง 2 สายพันธุ 
ที่เก็บจากทั้ง 2 สภาวะไดแก ที่อุณหภูมิตํ่า 24 ºC (ติด
เมล็ดหรือไมเปนหมัน) และที่อุณหภูมิสูง 30 ºC  (ไม
ติดเมล็ดหรือเปนหมัน) รวม 4 ตัวอยาง บดตัวอยางอับ
ละอองเรณูใหละเอียดในไนโตรเจนเหลวและสกัด 
mRNA จากอับละอองเรณูดวยชุดสกัด Magnetic 
mRNA isolation S1550S (BioLabs, MA, USA) โดย
ใชอนุภาคแมเหล็ก (manetic bead) ที่ติดอยูกับ oligo 
dT(25) ตามวิธีการสกัดของบริษัท และตรวจสอบอาร
เ อ็ น เ อ ท่ี ได ด ว ย เ จลอะกาโรสความ เข มขน  1 
เปอรเซนต จากน้ันสังเคราะห cDNA โดยใชชุดสําเร็จ 
(Fermentas) โดยผสม template RNA 11 μl (3 μg) และใช 
oligo d(T)25   bead (0.5 μg/μl) จากชุดสกัด Magnetic 
mRNA isolation เปนไพรเมอร 1 μl ปริมาตรรวม 12 
μl วางบนนํ้าแข็งแลวนําไปบมที่ 70 ºC 5 นาที ทําให
เย็นบนนํ้าแข็ง จากน้ันเติม 5X reaction buffer 4 μl, 
10 mM dNTP mix 2 μl, RibolockTM RNase inhibitor 
1 μl และ Transcriptase 1 μl ไดปริมาตรรวม 20  μl 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 42  ºC เปนเวลา 60 นาที และหยุด
ปฏิกิริยาอุณหภูมิที่ 70˚C เปนเวลา 5 นาที เมื่อสิ้นสุด
ปฏิกิริยาแลวจะได cDNA สายเด่ียวที่ติดกับ oligo 
d(T)25 bead ซึ่งจําลองสายคูกับสาย mRNA ตนแบบ 

2.2 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ี
แตกตางโดยเทคนิค cDNA-AFLP  

ตัด cDNA สายคูดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ชนิด EcoRI ที่มีตําแหนงจดจําในการตัดขนาด 6 คู
เบส และเอนไซมตัดจําเพาะ TrulI ที่มีตําแหนงจดจํา
ในการตัดขนาด 4 คูเบส และเช่ือมตอดีเอ็นเอกับ 
adapter เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับการเพ่ิม
ปริมาณช้ินดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โดย adapter 
ที่ตอเขาที่ปลายของช้ินดีเอ็นเอจะทําหนาที่ เปน
ตําแหนงจับของไพรเมอรในการทําพีซีอาร  ซึ่ง 
adapter ที่ใชคือ EcoRI adapter และ TrulI adapter  
             เพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอ 2 ครั้ง โดยในครั้งแรก 
(preselective amplification) ไพรเมอรที่ใชคือ 
EcoRIcore: 5′-GACTGCGTACCAATTC-3′ และ 
TrulIcore: 5′-GATGAGTCCTGAGTAA-3′ โดยมี
องคประกอบและปริมาตรสารในการทําพีซีอารดังน้ี 
คือ 10X PCR buffer ความเขมขน 1 เทา (50 mM 
Tris-HCl pH 8.0 และ 50 mM KCl) 2.50 μl, 1.5 mM 
MgCl2 1.5 μl, 0.2 μM EcoRI ไพรเมอร และ 0.2 μM 
TrulI ไพรเมอร 1 μl, 0.2 mM dNTPs 2.50 μl, Taq 
DNA polymerase จํานวน 0.5 ยูนิต และ cDNA 
ปริมาตร 2 μl และน้ํากล่ันใหครบ 25 μl อุณหภูมิที่ใช
ในการทําปฏิกิริยาคือ 94 ºC 30 วินาที 56 ºC 60 วินาที 
72 ºC 60 วินาที เปนจํานวน 20 รอบ แลวนําผลผลิต
พีซีอารที่ไดมาเจือจาง 20 เทา ดวยนํ้ากล่ัน เพ่ือนํามา
เปนตนแบบในการเ พ่ิมปริมาณพีซีอารครั้ งที่  2 
(selective amplification) โดยใชไพรเมอรที่เพ่ิมนิวคลี
โอไทด 2 ตัว ที่ปลาย 3′ จาก adapter ในงานวิจัยน้ี
เลือกใชไพรเมอรจํานวน 30 คู (ตารางที่ 1)ไพรเมอรที่ใช
คือ EcoRI: 5′-GACTGCGTACCAATTC-NN-3′ TrulI: 
5′-GATGAGTCCTGAGTAA-NN-3′ เมื่อ N คือ      
นิวคลีโอไทด A, T, G หรือ C โดยมีองคประกอบและ
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ปริมาตรสารในการทําปฏิกิริยาดังน้ี 10X PCR buffer 
ความเขมขน 1 เทา (50 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 
50mM KCl) 1 μl, 50 mM MgCl2 0.4 μl, คูไพรเมอร
อยางละ 1 μM 2 μl, 2 mM dNTPs 1 μl, Taq DNA 
polymerase จํานวน 0.25 ยูนิต และดีเอ็นเอปริมาตร 2 
μl และน้ํากล่ันใหครบ 10 μl ใชโปรแกรม touch 

down โดยลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65 ºC) ลง
รอบละ 0.7 ºC จํานวน 12 รอบ และตอดวย 23 รอบ
ของ 94 ºC 30 วินาที, 65 ºC 30 วินาที, 72 ºC 60 วินาที 
และนํามาตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยวิธีอิเล็ก
โทรโฟรีซีสในพอลิอะคริลาไมดเจล 6 เปอรเซ็นต 
และยอมดวยซิลเวอรไนเตรท [9] 

 
ตารางท่ี 1 ไพรเมอรที่เพ่ิมนิวคลีโอไทด 2 ตัว ที่ปลาย 3′ จาก adapter สําหรับ selective amplification ของ

เทคนิค cDNA-AFLP ในขาว TGMS 
 

 
 

2.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทด    
คัดเลือกและตัดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางใน

สภาวะอุณหภูมิสูงและอุณหภูมิตํ่า โดยคัดเลือกเฉพาะ
แถบดีเอ็นเอท่ีพบเหมือนกันในขาวทั้ง 2 สายพันธุ 
สกัดดีเอ็นเอออกจากเจลและทําใหบริสุทธิ์ แลวเพ่ิม
ปริมาณแถบดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอารโดยใช    
ไพรเมอรและสภาวะเดิม สงไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 
จากน้ันนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของขาว [10]  
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ 
3.1 การวิเคราะหรูปแบบการแสดงออกยีนท่ี

แตกตางกันโดยวิธี cDNA-AFLP ในสภาวะอุณหภูมิ
สูงและอุณหภูมิตํ่า 

การตรวจสอบการแสดงออกของยีนใน 
อับละอองเรณูของขาวที่ เปนหมันเน่ืองจากการ 
เปล่ียน แปลงของอุณหภูมิโดยเทคนิค cDNA-AFLP ดวย
ไพรเมอร จํานวน 30 คู พบแถบดีเอ็นเอท่ีใหผลแบบ
เดียวกันในขาว TGMS ทั้ง 2 สายพันธุ โดยใหความ
แตกตางระหวางที่อุณหภูมิสูงและอุณหภูมิตํ่า จํานวน 
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124 แถบ โดยเปนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงออกในสภาวะ
อุณหภูมิสูง แตไมแสดงออกที่อุณหภูมิตํ่า จํานวน 44 

แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แสดงออกในสภาวะอุณหภูมิ
ตํ่า แตไมแสดงออกที่อุณหภูมิสูง จํานวน 80 แถบ 

ตัวอยางรูปแบบการแสดงออกยีนที่แตกตางกันใน
สภาวะอุณหภูมิสูง 30 ºC และอุณหภูมิตํ่า 24 ºC แสดง
ดังรูปที่ 1 

 

 

 

รูปท่ี 1 ตัวอยางรูปแบบการแสดงออกยีนที่แตกตางกันโดยวิธี cDNA-AFLP (ลูกศรสีดําแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีมี
การแสดงออกในสภาวะที่ขาว TGMS เปนหมันที่อุณหภูมิสูง 30 ºC แตไมแสดงออกในสภาวะติดเมล็ด
อุณหภูมิตํ่า 24 ºC, ลูกศรสีขาวแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีมีการแสดงออกในสภาวะที่ขาว TGMS ติดเมล็ดที่
อุณหภูมิตํ่า 24 ºC แตไมแสดงออกในสภาวะเปนหมันอุณหภูมิสูง 30 ºC, M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน, 
E10T15 คือ 5′-GACTGCGTACCAATTCGT-3′/5′-GATGAGTCCTGAGTAACG-3′, E10T6 คือ   
5′-GACTGCGTACCAATTCGT-3′/5′-GATGAGTCCTGAGTAATT-3′, E1T12 คือ 5′-GACTGCGT 
ACCAATTCAA-3′/5′-GATGAGTCCTGAGTAAGC-3′) 

 



วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี                                                                                           ปท่ี 21 ฉบับท่ี 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2556 

 312

การศึกษาครั้งน้ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีสนใจ
คอนขางมาก ซึ่งแตกตางกับการศึกษาของ Gamalath 
และคณะ [11] และ Vannarattanarat และคณะ [12] โดย 
Gamalath และคณะ [11] ซึ่งใชเทคนิค cDNA-AFLP ใน
การคัดเลือกความแตกตางของ transcripts ที่สัมพันธ
กับความตานทานโรคเพลี้ยกระโดดสีนํ้าตาลในขาว 
โดยใชไพรเมอร จํานวน 423 คู พบมี 41 แถบดีเอ็นเอ
ที่พบทั้งในตนขาวที่ตานทานโรคและตนขาวที่ไม
ตานทานโรคที่แสดงออกเหมือนกัน แตมีเพียง 10  
แถบดีเอ็นเอท่ีมีการแสดงออกในภาวะท่ีมีการติดเช้ือ 
โดยพบเฉพาะในขาวที่ตานทานโรค แตไมพบในขาว
ที่ไมตานทานโรค นอกจากน้ัน Vannarattanarat และ
คณะ [12] ไดเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนใน
หอยมุกนํ้าจืด (Chamberlainia hainesiana) ระยะ
โกลคิ เดียและระยะโตเต็มวัยดวยเทคนิค  cDNA-
AFLP โดยใชไพรเมอรทั้งหมด 64 คู พบแถบดีเอ็นเอ 
14 แถบ  จากไพรเมอร  14 คู  ที่ ใหความแตกตาง
ระหวางหอยระยะตัวออนและระยะโตเต็มวัย 

การศึกษาครั้ ง น้ีได ใช เทคนิค  cDNA-
AFLP เพ่ือศึกษายีนที่ เ ก่ียวของกับการเปนหมันที่
อุณหภูมิสูง หรือติดเมล็ดที่อุณหภูมิตํ่าในขาวที่เปน
หมันเน่ืองจากการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ พบแถบ       
ดีเอ็นเอจํานวนมากท่ีแสดงออกแตกตางในสภาวะท่ี
ขาว TGMS เปนหมันและไมเปนหมัน ซึ่งบงช้ีวาการ
ควบคุมการเปนหมันหรือติดเมล็ดของขาว  TGMS อาจ
เกิดจากการทํางานรวมกันของยีนหลายยีน 

3.2 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ี
แสดงออกแตกตางกันในสภาวะอุณหภูมิสูงและ
อุณหภูมิตํ่าในขาว TGMS  

การใชไพรเมอร 30 คู พบแถบดีเอ็นเอที่
ใหผลแตกต างในสภาวะอุณหภูมิสู ง กับสภาวะ
อุณหภูมิตํ่า 124 แถบ นํามาเพ่ิมปริมาณซ้ําโดยใช  

ไพรเมอรคูเดิม และสงไปหาลําดับนิวคลีโอไทด 64 
แถบ ไดผลลําดับนิวคลีโอไทด 24 แถบ เน่ืองจากผลที่
ไดจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนไมสามารถ
อานผลไดหรืออานผลไดสั้นเกินไป เมื่อนําลําดับ      
นิวคลีโอไทดที่ได 24 ตัวอยางไปเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูลในขาว [10] พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของ
ช้ินสวนดีเอ็นเอทั้งหมดมีความเหมือนกับลําดับนิวคลี
โอไทดในฐานขอมูลขาวเพียง 14 ยีน (ตารางที่ 2) โดย
มีขนาดความยาวของ     ดีเอ็นเอต้ังแต 200 ถึง 600    
นิวคลีโอไทด เน่ืองจากมีบางแถบดีเอ็นเอท่ีมีผลลําดับ
นิวคลีโอไทดมาจากยีนเดียวกัน และแถบดีเอ็นเออีก 3 
แถบ  คือ ลําดับที่ 11H, 15H และ 54C ไมมีความ
เหมือนกันกับยีนในฐานขอมูลของขาว ลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่ไดจากแถบดีเอ็นเอที่พบการแสดงออกยีนใน
สภาวะอุณหภูมิสูง แตไมพบในสภาวะอุณหภูมิตํ่า และ
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากแถบดีเอ็นเอที่พบการ
แสดงออกยีนในสภาวะอุณหภูมิ ตํ่า  แตไมพบใน
สภาวะอุณหภูมิสูง ซึ่งมีความเหมือน กับลําดับนิวคลี
โอไทดในฐานขอมูลขาวที่อานไดแสดงดังตารางที่ 3 

เทคนิค cDNA-AFLP เปนเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพสามารถใชตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนไดดี โดยมีรายงานวายีนหลายยีนถูกคนพบดวยการ
ใชเทคนิคน้ี ตัวอยาง เชน ยีนที่เก่ียวของกับ fertility 
restoration ในขาวโพด [13] ยีนทนแลงในขาวบารเลย 
[14] ยีนที่ตอบสนองตอความเครียดจากความเค็มใน 
halophyte Spartina alterniflora Loisel [15] ยีนที่
ควบคุมความเครียดจากอุณหภูมิสูงในปมถั่ว [16] ใน
การศึกษาครั ้งนี ้พบวามีหลายยีนอาจเกี ่ยวของกับ
ความเปนหมันของอับละอองเรณูในดอกขาว ดีเอ็นเอ
ลําดับที่ 30C มีความเหมือนกับ EH domain-contain-
ing protein 1 ซึ่งมีความสําคัญในกระบวนการ GTP 
catabolic และ endocytosis มีหนาที่เปน GTP binding 
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เปน GTPase activity 76C มีความเหมือนกับโปรตีน 
B3 DNA binding domain containing มีหนาที่เปน 
transcription factor ที่มี B3 domain ซึ่งเก่ียวของใน
กระบวนการพัฒนา embryo กระบวนการ positive 
regulation ของการสังเคราะหออกซิน โดยทําหนาที่
เปน DNA binding ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดจําเพาะใน

การกระตุน DNA binding transcription factor ความรู
ที่ไดจากการศึกษาน้ีสามารถนําไปใชประโยชนใน
การปรับปรุงพันธุและศึกษาพันธุขาวที่ เปนหมัน
เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของอุณหภูมิตอไปใน
อนาคต 

 
ตารางท่ี 2 ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอจากเทคนิค cDNA-AFLP ที่มีการแสดงออกยีน

แตกตางกันในสภาวะที่เปนหมันที่อุณหภูมิสูง 30 ºC และที่ไมเปนหมันที่อุณหภูมิตํ่า 24 ºC เมื่อเทียบ
กับยีนในฐานขอมูลขาว 

 

cDNA 
fragment No.a 

Length 
(bp) 

 

E-vale 
 

Rice locus 
 

Description 

4H 167 1.4e-87 LOC_Os05g04160 Pentatricopeptide containing protein 
24C, 5H, 7H 318 3.7e-158 LOC_Os09g27080 Growth regulator related protein 
29C, 30C 471 3.6e-272 LOC_Os04g57350 EH domain-containing protein 1, putative 
31C, 32C, 
57C, 58C 

222 5.5e-125 LOC_Os07g27750 Expressed protein 

34C 195 5.8e-104 LOC_Os07g23200 F-actin-capping protein subunit alpha 
24H 104 1.9e-54 LOC_Os07g23200 NBS-LRR disease resistance protein 
62C 236 2.4e-128 LOC_Os05g34260 Transposon protein, putative, AC/Ds subclass 
38H 190 7.5e-73 LOC_Os08g14520 Retrotransposon protein, putative, centromere-

specific 
76C 274 2.8e-146 LOC_Os01g51610 B3 DNA binding domain containing 
42C 215 4.2e-116 LOC_Os04g40040 Copper methylamine oxidase precursor 
48C 269 2.3e-148 LOC_Os12g06890 OsNucAP3-putative nucleoporin autopeptidase 

homologue 
58C 153 3.7e-74 LOC_Os03g21520 Expressed protein 
66C, 67C 119 3.5e-61 LOC_Os01g60080 Monocopper oxidase, putative 
81C   95 4.3e-42 LOC_Os06g34650 Zinc finger, C3HC4 type domain containing protein 
aH เปนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงออกในสภาวะที่ขาวเปนหมัน (อุณหภูมิสูง) 
C เปนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงออกในสภาวะที่ขาวไมเปนหมัน (อุณหภูมิตํ่า) 
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ตารางท่ี 3 ตัวอยางของลําดับนิวคลีโอไทดของแถบ cDNA-AFLP ที่คัดเลือก 
 

Fragments Nucleotide sequences Size (bp) 
30C CGGCGCTGACGGGCAAGGCCAAGGCGCAGCAGCGGCTGCTCGACACCCT

CGACGAGCAGTTCGCCAAGGTTCAGAAGGAGCTGCACTTGCCGGCCGGC
GACTTCCCCAGCGTGGATGAGTACAGGGAGACACTGAGCGCCTACAACT
TCGACAAGTTCGAGAGGCTGAAGCCCAAGCTGGTGCAGGGCGTCGACGA
CATGCTCGCCTACGACATCCCCGATCTCCTCAAGAGCTTCAGGAACCCCT
ACGAATGAATGAGCAAGCAGCAGCAGTCAGAGAAGGCGTGTTCGACCAC
AATACAAGCATGGATCTTTCTTGTTCACAAAAAAAGAATGTGATCCGTGA
ATCGTCAATCCATCTCTTTTGTGCTCCACGAAGGCGCGATATATGGCTTTT
TGTTGGCGATTTTCTTCAGTCTTCTGCAGTGATCTCTGAAGAAGGCAGTG
TGACAGGAATGTGCAAAGTGAAGCCGATTGGAAAGTTTGGAACAGCGTT
GGAAATCTTTCAAATGGGGATACTGTCCTGGTCTGCGCGGGCCGCTCTCA
CTGTTGTCCCTGTCGTCAGGGGAAAGCACAGACTTGCCTCGTCATTACTG
CGCAAATTTTGTTAGCGATATAAGACATGCTAT 

678 

24H TTGATCTTGATGCTACCGATATATCTTGTCTTCCAGACTCCATCGGTTCTC
TCACAAACCTGCAAATATTGAACTTGCAGAGGTGCTATGCATTGCATGAT
CTTCCAATGGCAATCACCAAGCTGTGCAGTTTACTCAGGACTCATCAA 

174 

38H AGAAGGAAACAACGATGCCCAGGAACCGTTATTGGAAGACGCCGATAA
AATCCTCAATACCGGCCAAGAAGCTAGAGCAGTCGGCTCAGAAGAAGCC
GCTGTCCGCACCAAAATCAAGGAAGGTGTGGAGGAAGAAGCCAAAGAC
GCCCACTCCATCACCTCCGGAGACGGGTGGAAAATCCGCGAACCAGCAA
GGAAGGAGGTACGGTCTTGCAC 

290 

76C ATGGACATGGCAAACACTCTGAACGCCAACGCCAACCAATCTGCTAATC
GCATGTCACTGAGGATAAGTCTGGGCATTCCTTGATTCCCAACCCAAAGT
CTGGGCCTCACATGTGAGACTGACAGGGAAGTGGTATTTCATACCATGGT
CAGTTTGTATGAAGCTCACAAACCCCTTCCCTGGCGCCATTGTTGTACAT
CCAAATAATTGGTGTCCTTATTTTGACGCTGTATATGCTAACTGCTACAT
GCAGTTTTATGTGTAAAATATTTTGTTCACAACCCAACTGGAGGTTTACT
CAGGACTCATC 

361 

aH เปนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงออกในสภาวะที่ขาวเปนหมัน (อุณหภูมิสูง) 
C เปนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงออกในสภาวะที่ขาวไมเปนหมัน (อุณหภูมิตํ่า) 
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