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การศกึษาเมแทบอลอมกิสค์วามทนเคม็ในพนัธุข้์าวไทย
Study of Metabolomics of Salt Tolerance in Thai Rice Varieties
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Abstract
 Metabolomics is the analytical study for measuring metabolite changes and their function during 
growth or under stress conditions, i.e., salt stress. This research aimed to analyze changes in metabolites 
of Thai rice varieties under salt stress treatment. The experiment was conducted in Pokkali (salt-tolerant rice 
variety) and IR29 (salt-sensitive rice variety) compared to Khao Dawk Mali 105, Pathum Thani 1 and RD85 
under salt stress treatment for 0 1 2 3 4 and 7 days. The analysis of metabolites was conducted by 
comprehensive two-dimensional gas chromatography with a time-of-flight mass spectrometer (GCxGC-
TOFMS). The results showed significant differences in metabolites, i.e. sugar, organic acid, amino acids, 
alcohol, fatty acids, organic compounds and amine in each rice variety. The principal component analysis 
(PCA) displayed a clear distinction between salt tolerant and susceptible rice varieties, which are Pokkali 
and IR29, respectively, during the salt stress treatment. The difference was found in Pathum Thani 1 and 
Khao Dawk Mali 105 after 1 and 4 days after salinity treatment which was similar to Pokkali. A significant 
increase in proline was found in Pokkali and Khao Dawk Mali 105 which proline is an important index for the 
response of plants to salt stress and relates to osmotic stress tolerance. In addition, hydroxynorvaline was 
also found in Pokkali which plays a significant role in responses to abiotic stress in plants. Most rice varieties 
could tolerate in salinity treatment for more than 7 days while IR29 showed senescence and brown leaves 
after 4 days of salt stress treatment. The influenced metabolic pathways related to salt tolerance were 
aminoacyl-tRNA biosynthesis, phenylalanine, tyrosine, and tryptophan biosynthesis, and alanine, aspartate, 
and glutamate metabolism. Our findings will lead to a further understanding of the salt tolerance mechanisms 
in rice and functional analysis of the genes related to the biosynthesis of the metabolites in rice.
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บทคัดย่อ
 เมแทบอลอมิกส ์ เป็นการศึกษาการเปลีÉยนแปลงชนิดและปริมาณรวมถึงหนา้ทีÉของเมแทบอไลตร์ะหว่าง
กระบวนการเจรญิเตบิโตหรอืเมืÉอพืชอยูภ่ายใตส้ภาวะเครยีด เชน่ ความเคม็ งานวิจยันี Êมีวตัถปุระสงคที์Éจะนาํวิทยาการ
เมแทบอลอมิกสม์าใชศ้กึษาการเปลีÉยนแปลงของเมแทบอไลตที์Éเกิดขึ Êนในพนัธุข์า้วไทยทีÉปลกูในภาวะเค็ม โดยทาํการ
ศกึษาในขา้วพนัธุท์นเคม็ Pokkali และพนัธุอ์อ่นแอ IR29 เปรยีบเทียบกบัพนัธุข์า้วไทยพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 ปทมุธานี 1 
และ กข85 โดยการปลูกขา้วในภาวะทีÉมีความเค็มสูงเป็นเวลา 0 1 2 3 4 และ 7 วนั วิเคราะหช์นิดและปริมาณของ
เมแทบอไลตโ์ดยใชเ้ครืÉองแก๊สโครมาโทรกราฟีทีÉเชืÉอมตอ่กบัแมสสเปคโตรเมทรแีบบไทมอ์อฟไฟลท ์พบการเปลีÉยนแปลง
ของเมแทบอไลตใ์นกลุม่กรดแอมิโน นํÊาตาล กรดอินทรยี ์แอลกอฮอล ์กรดไขมนั และสารอืÉนๆ เชน่ สารประกอบอินทรยี ์
สารกลุ่มเอมีน  เป็นตน้ วิเคราะหอ์งคป์ระกอบหลกั พบว่า สามารถแยกความแตกต่างของเมแทบอไลตข์องขา้วพนัธุ์
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คาํนาํ
 ความเค็ม เป็นความเครยีดชนิดหนึÉงทีÉเกิดจากการ
เพิÉมขึ Êนของเกลือ ซึÉงสง่ผลกระทบตอ่พืชตัÊงแตร่ะดบัเซลล ์
การเจริญเติบโตไปจนถึงผลผลิต เนืÉองจากมีความ
เกีÉยวขอ้งกบัคา่ศกัยอ์อสโมตกิและภาวะเครยีดจากไอออน 
โดยในภาวะเคม็คา่ศกัยข์องนํÊาในดนิลดลงทาํใหพื้ชดดูนํÊา
ไปใชไ้มไ่ด ้สง่ผลใหพื้ชขาดนํÊา รวมถงึปรมิาณคลอโรฟิลล์
และการสงัเคราะหด์ว้ยแสงทีÉลดลง (Meloni et al., 2001; 
Nguyen et al., 1997) โดยทัÉวไปขา้วสามารถปลกูในสภาพ
ดินเค็มไดที้Éระดบัความเค็มตัÊงแต ่ 0 ถึง 8 เดซิซีเมนตต์อ่
เมตร (Maas et al., 1986) ซึÉงการตอบสนองตอ่ความเคม็
ของขา้วขึ Êนกบัหลายปัจจยั เชน่ พนัธกุรรม ระยะการเจรญิ
เติบโตของขา้ว ระยะเวลาทีÉไดร้บัอิทธิพลจากความเค็ม 

ชนิดของเกลอื เป็นตน้  (Kazemi and Eskadari, 2011; 
Lutts et al., 1995) ขา้วระยะเริÉมงอกและพฒันาไปเป็นตน้
กลา้เป็นระยะทีÉมีความออ่นแอตอ่สภาวะดนิเคม็มากทีÉสดุ 
รวมไปถงึระยะออกดอกทีÉมีผลทาํใหค้วามสามารถในการ
สงัเคราะหด์ว้ยแสงของขา้วลดลง ยบัยัÊงการเจรญิเติบโต 
และเกิดความเป็นหมนัในระยะออกดอก ทาํใหผ้ลผลติขา้ว
ลดลงอยา่งมาก (Moradi and Ismail, 2007) 
 ตน้ขา้วทีÉปลกูในสภาวะดินเค็มจะชะงกัการเจริญ
เตบิโตและแตกกอลดลง ปลายใบมีสขีาว บางใบแหง้เป็น
แถบๆ การศกึษาทีÉผ่านมาพบว่าเมืÉอเพิÉมระดบัความเค็ม
เป็น 3.5 เดซิซีเมนตต์อ่เมตร จะสง่ผลใหข้า้วสว่นใหญ่มี
ผลผลติลดลงรอ้ยละ 10 และถา้ระดบัความเคม็เพิÉมขึ Êนเป็น 
7.2 เดซซีิเมนตต์อ่เมตร ผลผลติขา้วจะลดลงถงึรอ้ยละ 50 

ทนเคม็และพนัธุอ์อ่นแอไดอ้ยา่งชดัเจนตลอดการทดสอบ เมืÉอพิจารณารายพนัธุ ์พบเมแทบอไลตข์องขา้วพนัธุป์ทมุธานี 1 
และพนัธุข์าวดอกมะล ิ 105 มีความแตกตา่งจากขา้วพนัธุอื์Éนๆ ภายหลงัการทดสอบเป็นเวลา 1 และ 4 วนั ตามลาํดบั 
เชน่เดียวกบัพนัธุ ์Pokkali  และพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 โดยพบการเพิÉมขึ Êนของเมแทบอไลต ์proline ทีÉเป็นตวัชี Êวดัสภาวะ

เครยีดจากความเคม็ของพืชและเกีÉยวขอ้งกบัความทนทานตอ่แรงดนัออสโมตกิ นอกจากนีÊยงัพบ hydroxynorvaline ซึÉง
เกีÉยวขอ้งกบัการตอบสนองตอ่สภาวะเครยีดในขา้วพนัธุท์นเคม็ โดยขา้วสว่นใหญ่มีความสามารถในการทนเคม็ไดม้ากกวา่ 
7 วนั ในขณะทีÉขา้วพนัธุ ์IR29 มีความสามารถในการทนเคม็ไดเ้พียง 4 วนั หลงัจากนัÊนจะเริÉมแสดงอาการขาดนํÊาและใบ
เปลีÉยนเป็นสนีํÊาตาล และพบวา่ความทนเคม็มีความเกีÉยวขอ้งกบักลไกทีÉสาํคญั ไดแ้ก่ aminoacyl-tRNA biosynthesis, 
phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis และ alanine, aspartate and glutamate metabolism จาก
ผลการศกึษานีÊนาํไปสูก่ารศกึษาเกีÉยวกบัหนา้ทีÉและการทาํงานของยีนทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการสงัเคราะหเ์มแทบอไลตเ์หลา่นี Ê
ตอ่ไป
คาํสาํคัญ: ขา้ว ขาวดอกมะล ิ105 ปทมุธานี 1 กข85 เมแทบอลอมิกส ์ทนเคม็

(Hoang et al., 2016) นอกจากนีÊ กิตตพิฒัน ์และคณะ 
(2558) พบวา่ ความเคม็ระดบัสงู (13.20 เดซิซีเมนตต์อ่
เมตร) สง่ผลตอ่การงอกและการเจรญิเติบโตของตน้กลา้
ขา้วพันธุ์ก ํÉาดอยสะเก็ด และ กข47 มากกว่าขา้วพันธุ์
ปทมุธานี 1 กํÉาดอ และขาวดอกมะล ิ105 โดยทาํใหข้า้วทกุ
พนัธุมี์อตัราการงอกตํÉาและงอกชา้ลง เชน่เดียวกบัธีระรตัน์
และคณะ (2560) รายงานวา่ภายใตค้วามเครยีดทีÉระดบั
ความเคม็ 8 เดซซีิเมนตต์อ่เมตรเป็นเวลา 14 วนั ขา้วพนัธุ์
สพุรรณบรุ ี 1 ปทมุธานี 1 และขาวดอกมะลิ 105 มีการ
เจรญิเตบิโตลดลง ในขณะทีÉขา้วพนัธุไ์รซเ์บอรร์ีÉยงัคงรกัษา
ระดบัของการเจรญิเตบิโตไดดี้ 
 สาํหรบัการศกึษาการเปลีÉยนแปลงของเมแทบอไลต์
ในข้าวทีÉภาวะเค็ม พบว่า มีรายงานถึงการพบสาร 
serotonin, salicylic acid, ferulic acid และ gentisic acid 
ซึÉงทําหน้าทีÉ ในการส่งสัญญาณในการสร้างกลไกทีÉ
เกีÉยวขอ้งกบัความทนเคม็ ในขณะทีÉเมแทบอไลตอื์Éนๆ เชน่ 
กรดแอมิโน นํÊาตาล และกรดอินทรยี ์จะทาํหนา้ทีÉในการ
รกัษาสมดลุแรงดนัออสโมติกรวมไปถึงตา้นอนมุลูอิสระ
โดยเฉพาะกลุม่ reactive oxygen species (ROS) เป็นตน้ 
(Rajkumari et al., 2023) รวมถงึพบการสะสมของ proline 
ในขา้วพนัธุไ์มท่นเคม็ (พนัธุ ์ IKP และ IR31785) สงูกวา่
ขา้วพนัธุท์นเคม็ (พนัธุ ์Nona Bokra และ IR4630) อยา่ง
มีนยัสาํคญั (Lutts et al.,1996) และการสะสม proline 
เพิÉมมากขึ ÊนเมืÉอขา้วอยูใ่นภาวะเคม็ (Pongprayoon et al., 
2008) 
 สาํหรบัพนัธุข์า้วไทย พบวา่ ขา้วพนัธุไ์รซเ์บอรร์ีÉมีการ
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ตอบสนองต่อความเค็มดว้ยการสรา้ง proline เพิÉมมาก 
โดย proline จะชว่ยปรบัคา่แรงดนัออสโมตกิภายใตภ้าวะ
เครยีดจากความเคม็ (ธีระรตัน ์และคณะ, 2560) ในขณะ
ทีÉพบการเพิÉมขึ Êนของสาร uracil, L-proline, malonate, 
L-carnitine, L-lactate และ guanine ในข้าวพันธุ์
ขาวดอกมะล ิ105 ภายใตภ้าวะเคม็ โดยมีความเกีÉยวขอ้ง
กบักลไกการสงัเคราะห ์aminoacyl-tRNA (Jumpa et al., 
2023) งานวิจัยนี Êจึงมีวัตถุประสงค์ทีÉจะศึกษาการ
เปลีÉยนแปลงของเมแทบอไลตที์Éเกิดขึ Êนในพนัธุข์า้วไทยโดย
เปรยีบเทียบกบัขา้วพนัธุท์นเคม็และพนัธุอ์อ่นแอเมืÉอปลกู
ในภาวะเคม็ เพืÉอนาํไปสูก่ารคน้พบเครืÉองหมายโมเลกลุทีÉ
สามารถนาํไปใชป้ระโยชนใ์นการชว่ยลดระยะเวลาในการ
ปรบัปรุงขา้วพนัธุท์นเคม็ตอ่ไป

อุปกรณแ์ละวธีิการ
1. พนัธุข้์าว
 พนัธุข์า้วทีÉใชใ้นการทดสอบ ไดแ้ก่ พนัธุ ์ Pokkali 
(พนัธุท์นเคม็) ขาวดอกมะล ิ105 (KDML105) ปทมุธานี 1 
(PTT1) กข85 (RD85) และ IR29 (พนัธุอ์อ่นแอ)

2. การทดสอบความทนเคม็ในระยะกล้า
 การปลกูขา้วทดสอบเริÉมจากแช่เมล็ดพนัธุข์า้วใน
คลอรอ็กซค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 10 เป็นเวลา 30 นาที ลา้ง
ทาํความสะอาดดว้ยนํÊากลัÉนก่อนทาํการเพาะขา้ว จากนัÊน 
2 วนั นาํเมล็ดขา้วทีÉเพาะงอกแลว้ใส่ลงในช่องแผ่นโฟม
ขนาด 1x1 เซนตเิมตร ชอ่งละ 1 ตน้ โดยมีตาขา่ยรองดา้น
ลา่ง แผ่นโฟมมีขนาด 1x1.25 เมตร นาํไปวางในกระบะ
ขนาด 1x1.25 เมตร ทีÉบรรจสุารละลายธาตอุาหารตามสตูร
ของ Yoshida (Yoshida et al., 1976) เมืÉอขา้วอาย ุ21 วนั 
เติมโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) เพืÉอปรบัระดบัความเคม็ใหมี้

คา่การนาํไฟฟา้ 8 เดซซีิเมนตต์อ่เมตรและปรบั pH ใหอ้ยู่
ทีÉระดบั 5-5.5 ทกุ 2 วนั เมืÉอขา้วอายไุด ้23 วนั ปรบัระดบั
ความเค็มอีกครัÊงใหมี้คา่การนาํไฟฟา้เป็น 12 เดซิซีเมนต์
ตอ่เมตร และปรบั pH ใหอ้ยูที่Éระดบั 5-5.5 ทกุ 2 วนั เก็บ
ตวัอยา่งใบขา้วก่อนไดร้บัโซเดียมคลอไรดแ์ละหลงัจากได้
รบัเกลอืเป็นเวลา 1 2 3 4 และ 7 วนั (ขา้วอาย ุ22 23 24 
25 และ 28 วนั) ทาํการทดสอบจาํนวน 5 ซํÊา 
 บนัทกึลกัษณะของตน้ขา้วเพืÉอประเมินความทนเคม็
ตามหลกัการ standard evaluation system (SES) (IRRI, 
2002) โดยใหร้ะดบัความทนเคม็ตามระบบคะแนน 1 ถงึ 9 
(1 = ทนเคม็มากทีÉสดุ และ 9 = ออ่นแอมากทีÉสดุ) (Table 1) 

3. การสกัดและวเิคราะหเ์มแทบอไลตใ์นตวัอย่างข้าว
พนัธุท์นเคม็
 สกดัจากตวัอย่างใบขา้วทีÉบดละเอียดในไนโตรเจน
เหลวปรมิาณ 100 มิลลกิรมั เตมิสารละลาย MeOH แช่
เยน็ปรมิาตร 500 ไมโครลติร เขยา่ใหเ้ขา้กนั (950 รอบตอ่
นาที) (Thermo shaker รุน่ MSC-100, บรษัิท ALLSHENG) 
และบม่ทีÉอณุหภมิู 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
เตมินํÊา 500 ไมโครลติร เขยา่ใหเ้ขา้กนัและนาํไปปัÉนเหวีÉยง
ทีÉ  13,200 รอบตอ่นาที (Centrifuge รุน่ WiseSpinCF-10, 
บรษัิท DAIHAN Scientific) นาน 15 นาที แยกสว่นใสทีÉ
ไดน้าํมาเตมิคลอโรฟอรม์ 400 ไมโครลติร และปัÉนเหวีÉยงทีÉ  
13,200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที แยกสว่นใสอีกครัÊง
นาํมาเติมคลอโรฟอรม์ 300 ไมโครลิตร และปัÉ นเหวีÉยงทีÉ  
13,200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา10 นาที และนาํสว่นใสทีÉได้
ทัÊงหมดไปทําให้แห้งภายใต้สภาวะไนโตรเจน  (N

2
 

evaporator รุน่ MD200-2, บรษัิท Allsheng) และเก็บรกัษา
ทีÉ -20 องศาเซลเซียส ก่อนนาํไปวิเคราะหเ์มแทบอไลต ์
(Jacob et al., 2007)

Table 1 Scale of salt tolerance in rice (standard evaluation system for rice, IRRI (2002))

Score                                              Observation            Tolerant level

   1 Normal growth Highly tolerant (HT)
   3 Nearly normal growth; leaf tips or few leaves whitish and rolled Tolerant (T)
   5 Growth severely retarded; most leaves rolled; only a few are elongating Moderately tolerant (MT)
   7 Complete cessation of growth;most leaves dry; some plants dying  Susceptible (S)
   9 Almost all plant dead or dying Highly susceptible (HS)
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4. การวเิคราะหเ์มแทบอลอมกิสด์ว้ยเครืÉอง GCxGC-
TOFMS
 ทํา derivatization โดยเติม methoxyamin 
hydrochloride ใน pyridine ความเขม้ขน้ 20 มิลลกิรมัตอ่
มิลลิลิตร ปริมาตร 70 ไมโครลิตร เขย่าใหเ้ขา้กันดว้ย
ความเรว็ 950 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 วินาที นาํไปบม่ทีÉ
อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1.5 ชัÉวโมง เตมิ 
N-Methyl-N-(Trimethylsilyl) trifluoroacetamide 
(MSTFA) และเขยา่ทีÉ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัÉวโมง นาํ
ไปปัÉ นเหวีÉยง 13,200 รอบต่อนาที นาน 10 นาที กรอง
ตัวอย่างใส่ขวดเพืÉอเตรียมฉีดวิเคราะห์ด้วยเครืÉอง 
comprehensive two-dimensional gas chromatography 
with time-of-flight mass spectrometer (GCxGC-
TOFMS รุน่ Pegasus HT บรษัิท Leco corporation) โดย
ฉีดตวัอยา่งปรมิาตร 1 ไมโครลติร ทีÉอณุหภมิู 280 องศา
เซลเซียส เพืÉอใหร้ะเหยกลายเป็นไอ และใช ้ split ratio 
เท่ากบั 20  โดยใชค้อลมัน ์ Rxi-5MS ในการวิเคราะห ์
อณุหภมิูเริÉมตน้ทีÉ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ
เพิÉมอณุหภมิูขึ Êนเป็น 325 องศาเซลเซียส ดว้ยอตัรา 10 
องศาเซลเซียสตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที สาํหรบั detector 
เป็น mass spectrometer ทีÉมีอณุหภมิู transfer line และ 
ion source เทา่กบั 230 และ 290 องศาเซลเซียส ตาม
ลาํดบั พลงังาน 70 eV และใชก้ารวิเคราะหแ์บบสแกน 
(scan mode) ทีÉมวลโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 50-450 หนว่ยมวล
อะตอม (Jacob et al., 2007)

5. การวเิคราะหข้์อมูลทางสถติิ
 เมแทบอไลตข์องขา้วพนัธุต์า่งๆ ในระยะกลา้ทีÉผา่น
การทดสอบความเค็มเป็นเวลา 0 1 2 3 4 และ 7 วนัทีÉ
วิเคราะหไ์ดจ้ากเครืÉอง GCxGC-TOFMS จะวิเคราะหด์ว้ย
โปรแกรม chromaTOF software ทีÉความเหมือนมากกวา่
หรอืเทา่กบัรอ้ยละ 70 และ signal-to noise ratio เทา่กบั 
100 จากนัÊนนาํขอ้มูลทีÉไดน้าํไปจัดเรียงดว้ยโปรแกรม 
statistical compare in chromaTOF software และ
วิเคราะหผ์ลทางสถิติดว้ยการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบหลกั 
(principal component analysis, PCA) ดว้ยโปรแกรม 
MetaboAnalyst 5.0 และสรา้ง heatmap ดว้ยโปรแกรม 
R เพืÉอทาํการเปรยีบชนิดและปรมิาณของเมแทบอไลตข์อง
พนัธุท์นเคม็กบัพนัธุอ์อ่นแอ โดยเมแทบอไลตที์Éมีปรมิาณ

แตกตา่งกนัทีÉระดบัมากกวา่ 1.5 fold change (p < 0.1) 
จดัเป็นเมแทบอไลตที์Éมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสาํคญั
 ดาํเนินงานวิจยัทีÉสถาบนัวิทยาศาสตรข์า้วแห่งชาต ิ
และศนูยวิ์จยัขา้วคลองหลวง ระยะเวลา 1 ปี (ตลุาคม 
2564 - กนัยายน 2565)

ผลการทดลองและวจิารณ์
 ผลการวิเคราะหห์าเมแทบอไลตใ์นตวัอยา่งใบขา้วพนัธุ ์
Pokkali (พนัธุต์า้นทาน) ขาวดอกมะล ิ105 ปทมุธานี 1 กข85 
และ IR29 (พนัธุอ์อ่นแอ) ในระยะกลา้ทีÉผา่นการทดสอบ
ความเค็มเป็นเวลา 0 1 2 3 4 และ 7 วนั ดว้ยเครืÉอง 
GCxGC-TOFMS และจัดเรียงข้อมูลด้วยโปรแกรม 
statistical compare พบเมแทบอไลตท์ัÊงหมด จาํนวน 65 
ชนิด สามารถแยกประเภทออกได้เป็น สารประกอบ
ประเภท นํÊาตาล รอ้ยละ 26 กรดอินทรีย ์ รอ้ยละ 24 
แอลกอฮอล ์รอ้ยละ 14 กรดแอมิโน รอ้ยละ 11 กรดไขมนั 
รอ้ยละ 3 และสารอืÉนๆ เช่น phenylalanine, shikimic 
acid, putrescine, proline และ salicylic acid เป็นตน้ 
รอ้ยละ 22 (Fig. 1) การศกึษาทีÉผา่นมาพบเมแทบอไลต์
จาํนวน 30 สาร ในใบขา้วพนัธุ ์Dendang และ Fatmawati 
ซึÉงเป็นขา้วในกลุม่ indica และขา้วพนัธุ ์Nipponbare กลุม่ 
japonica ทีÉปลกูในภาวะเคม็เป็นเวลา 7 และ 14 วนั พบ
นํÊาตาลและกรดอินทรยีใ์นใบขา้วพนัธุท์นเค็ม Dendang  
โดยสารดังกล่าว มีความเ กีÉ ยวข้องกับ  f ruc tose 
metabolism และ tricarboxylic acid cycle ตามลาํดบั 

(Chang et al., 2019) Fu และคณะ (2018) พบเมแทบอไลต์
จาํนวน 112 สาร ในใบขา้วบารเ์ลย ์ รวมถึงขา้วในกลุ่ม 
indica และกลุม่ japonica ภายหลงัการปลกูในภาวะเคม็
ทีÉ 100 และ 150 mM โซเดียมคลอไรดเ์ป็นเวลา 9 วนั โดย
เมแทบอไลตที์Éพบประกอบดว้ยกรดแอมิโน นํÊาตาล กรด
อินทรยี ์และสารอืÉนๆ เป็นตน้
 เมืÉอนาํขอ้มลูเมแทบอไลตม์าวิเคราะหอ์งคป์ระกอบ
หลกั (principal component analysis (PCA)) ซึÉงเป็นวิธี
ทีÉใชวิ้เคราะหข์อ้มลูหลายตวัแปร เพืÉอหาองคป์ระกอบหลกั
ทีÉสามารถใชอ้ธิบายและหาความสมัพนัธข์องตวัแปร โดย
เมืÉอนาํมาศึกษาความแตกต่างของเมแทบอไลตใ์นขา้ว
พนัธุท์นเคม็ Pokkali  และพนัธุอ์อ่นแอ IR29 ทีÉผา่นการ
ทดสอบความเค็มเป็นระยะเวลา 0 1 2 3 4  และ 7 วนั 
พบว่า สามารถอธิบายค่าความแปรปรวนรวมจาก
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Fig. 1  Metabolites found in leaves of Pokkali, IR29, Khao Dawk Mali 105 (KDML105), Pathum Thani 1 (PTT1) 
and RD85 after salinity treatment for 0 1 2 3 4 and 7 days

Fig. 2  Principal component analysis (PCA) of metabolites found in leaves of Pokkali and IR29 after salinity 
treatment for 0 1 2 3 4 and 7 days
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องค์ประกอบทีÉ 1 (principal component 1(PC1)) และ 
2 (principal component 2 (PC2)) ไดร้อ้ยละ 45.9 และ
เมืÉอพิจารณาตาม PC1 (แกน X) พบว่า สามารถแยก
ความแตกต่างของเมแทบอไลตข์องขา้วพนัธุท์นเค็มและ
พนัธุอ์อ่นแอไดอ้ยา่งชดัเจน (Fig. 2) เชน่เดียวกบังานวิจยั
ของประเทศอินเดียพบความแตกตา่งของเมแทบอไลตใ์น
ขา้วพนัธุท์นเคม็พนัธุ ์Bhutnath และ Nonabokra และพนัธุ์

ออ่นแอพนัธุ ์Sujala และ MTU 7029 ทีÉปลกูในภาวะเคม็ 
โดยวิเคราะห ์PCA และ partial least square-discriminant 
analysis (PLS-DA) สามารถอธิบายความแปรปรวนไดที้É
รอ้ยละ 55 และ 49 ตามลาํดบั (Gupta and De, 2017) 
นอกจากนีÊ Fu และคณะ (2018) ก็พบวา่ PC1 สามารถ
แยกความแตกตา่งของเมแทบอไลตใ์นใบขา้วบารเ์ลย ์และ
ใบขา้วกลุม่ indica และ japonica ทีÉปลกูในภาวะเค็มได้
อย่างชัดเจนโดยอธิบายความแปรปรวนได้ถึงรอ้ยละ 
50.4 
 เมืÉอวิเคราะหอ์งคป์ระกอบหลกัในขา้วทัÊง 5 พนัธุ ์ทีÉ
นาํมาทดสอบความทนเคม็เป็นเวลา 1 4 และ 7 วนั พบวา่
สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมไดร้อ้ยละ 60.7 63.5 
และ 63.0 ตามลาํดบั โดยเมืÉอพิจารณาทัÊง PC1 และ PC2 
ในวนัแรกของการทดสอบ พบวา่ เมแทบอไลตใ์นขา้วพนัธุ ์
Pokkali และปทุมธานี 1 มีความแตกต่างกับขา้วพนัธุ์
ขาวดอกมะล ิ105 กข85 และ IR29 (Fig. 3a) ในขณะทีÉ
วนัทีÉ 4 ของการทดสอบ พบวา่ เมแทบอไลตใ์นขา้วพนัธุ ์
Pokkali และขาวดอกมะลิ 105 มีความแตกต่างกบัขา้ว
พนัธุป์ทมุธานี 1 กข85 และ IR29 (Fig. 3b) และในวนัทีÉ 7 
ของการทดสอบ พบวา่ ขา้วพนัธุ ์IR29 มีสารเมแทบอไลต์
แตกตา่งจากขา้วอีก 4 พนัธุ ์ (Fig. 3c) ซึÉงกลา่วไดว้า่ขา้ว
แต่ละพนัธุมี์เมแทบอไลตแ์ตกต่างกันในแต่ละช่วงเวลา
ภายใตภ้าวะเคม็
 เมืÉอนาํขอ้มลูเมแทบอไลตที์Éไดม้าวิเคราะหผ์ลทาง
สถิติโดยเลือกเฉพาะสารทีÉมีความแตกต่างกันทีÉระดับ
มากกวา่ 1.5 fold change ระหวา่งขา้วพนัธุท์นเคม็และ
พนัธุอ์อ่นแอในระยะกลา้ทีÉปลกูในภาวะเคม็เป็นเวลา 1 4 
และ 7 วนั มาสรา้ง heatmap เพืÉอเปรยีบเทียบชนิดและ
ปรมิาณของเมแทบอไลตใ์นขา้วแตล่ะพนัธุด์ว้ยโปรแกรม R 
พบวา่ ขา้วแตล่ะพนัธุมี์การเปลีÉยนแปลงของเมแทบอไลต์
ทีÉแตกต่างกัน โดยในวันแรกหลังการทดสอบพบการ

เพิÉมขึ Êน (up-regulation) ของสารในกลุม่นํÊาตาล กรดแอมิโน 
หรือกรดอินทรีย ์ ในขา้วพนัธุต์่างๆ เช่น glutamic acid, 
asparagine, lysine, carbamic acid, proline, 
phenylalanine, hydroxynorvaline, hydroxypyruvic 
acid, putrescine และนํÊาตาล  galactopyranoside และ 
rhamnose ทัÊงในขา้วพนัธุ ์Pokkali IR29 ขาวดอกมะล ิ105 
ปทมุธานี 1 และ กข85 (Fig. 4) สอดคลอ้งกบัการศกึษา
ของ Khan และคณะ (2020) พบการเพิÉมขึ Êนของกรดแอมิโน 
และนํÊาตาลในพืชภายใตส้ภาวะเครยีด รวมถงึการรายงาน

ในขา้วทัÊงพนัธุท์นเคม็และพนัธุอ์อ่นแอทีÉพบการเพิÉมขึ Êนของ
กรดแอมิโน นํÊาตาล และกรดอินทรีย ์ในขา้วระยะกลา้ใน
ช่วงแรกของการทดสอบความทนเคม็ (Xie et al., 2020)  
อย่างไรก็ตาม ในช่วงแรกของการทดสอบขา้วทุกพันธุ์
ยังสามารถเจรญิเตบิโตไดต้ามปกต ิ(Table 2)
 สาํหรบัขา้วพนัธุ ์Pokkali ในวนัทีÉ 4 ของการทดสอบ
พบการเพิÉมขึ Êนของ  proline เช่นเดียวกับข้าวพันธุ์
ขาวดอกมะลิ 105 สอดคลอ้งกบัการศกึษาในขา้วระยะ
กลา้จะมี proline เพิÉมสูงขึ ÊนเมืÉออยู่ในภาวะเค็มขึ Êนกับ
ความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์(Fu et al., 2018; Hakim 
et al., 2014) และสามารถพบไดท้ัÊงในขา้วพนัธุท์นเคม็และ
พนัธุอ์่อนแอ (Chunthaburee et al., 2016; Kanawapee 
et al., 2012; Lutts et al., 1996; Lutts et al., 1999) โดย 
proline จะทาํหนา้ทีÉเป็น osmoprotectant เพืÉอรกัษาสมดลุ 
ออสโมตกิภายในเซลล ์และชว่ยลดการสญูเสยีนํÊา โดยจะ
พบการเพิÉมขึ ÊนในพืชทีÉอยู่ภายใตส้ภาวะเครียด (Gupta 
and De, 2017) ในขณะทีÉ Lutts และคณะ (1999) พบวา่ 
การเพิÉมขึ Êนของ proline มีความเกีÉยวขอ้งกบัความเครยีด
จากภาวะเคม็ รวมไปถงึการทาํหนา้ทีÉในการจบัอนมุลูอิสระ 
(Smimoff and Cumbes, 1989) นอกจากนีÊยังพบ 
hydroxynorvaline ในขา้วพนัธุ ์Pokkali แตกตา่งจากขา้ว
พันธุ์ อืÉ นๆ  (F ig.  5)  เช่นเ ดียวกับการเพิÉมขึ Êนของ 
hydroxynorvaline ในพืชทีÉปลกูในภาวะเคม็ (Jumpa et al., 
2022) 
 เมืÉอพิจารณาผลการทดสอบความทนเคม็ในงานวิจยั
นี Ê พบวา่ ในวนัทีÉ 4 ของการทดสอบ ขา้วทกุพนัธุย์งัสามารถ
เตบิโตไดใ้นภาวะเคม็ (Fig. 6 และ Table 2) อยา่งไรก็ตาม
หลงัการทดสอบ 7 วนัมีเพียงขา้วพนัธุ ์Pokkali ทีÉสามารถ
ทนเค็มไดใ้นระดับค่อนขา้งสูง (T) ในขณะทีÉขา้วพันธุ์
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Fig. 3  Principal component analysis (PCA) of metabolites found in leaves of Pokkali, Khao Dawk Mali 105 
(KDML105), Pathum Thani 1 (PTT1), RD85, and IR29 after salinity treatment for 1 4 and 7 days

                       a) 1 day                                             b) 4 days                                                  c) 7 days

Fig. 4  Heatmap of metabolites found in leaves of Pokkali, IR29, Khao Dawk Mali 105 (KDML105), Pathum Thani 1 
(PTT1) and RD85 after salinity treatment for 1 day
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Fig. 5 Heatmap of metabolites found in leaves of Pokkali, IR29, Khao Dawk Mali 105 (KDML105), Pathum Thani 1 
(PTT1) and RD85 after salinity treatment for 4 days

ขาวดอกมะล ิ105 ปทมุธานี 1 และ กข85 สามารถทนเคม็
ในระดับปานกลาง (MT) และพันธุ์ IR29 อยู่ในระดับ
ออ่นแอ (S) (Fig. 6 และ Table 2) ซึÉงสอดคลอ้งกบังาน
วิจัยในขา้วบารเ์ลยพ์ันธุ์ทนเค็มทีÉพบว่า สามารถเจริญ
เตบิโตในภาวะเคม็ไดม้ากกวา่ 7 วนั ในขณะทีÉพนัธุอ์อ่นแอ
สามารถเจรญิเติบโตมีอายไุดเ้พียง 4 วนั (Wang et al., 
2019) นอกจากนีÊยงัพบวา่ ในวนัทีÉ 7 ของการทดสอบ พบ
การเพิÉมขึ Êนของ shikimic acid ในขา้วพันธุ์ Pokkali 
ขาวดอกมะลิ 105 และ กข85 (Fig. 7) สอดคลอ้งกับ
การศกึษาของ Gupta และ De (2017) พบ shikimic acid 
ในขา้ว ทัÊงพนัธุท์นเคม็และออ่นแอ โดยพบทัÊงการเพิÉมขึ Êน
และลดลง โดยขา้วพนัธุท์นเคม็ Bhutnath พบการเพิÉมขึ Êน
ของ shikimic acid หลงัจากปลกูในภาวะเคม็ทีÉความเขม้
ขน้ของโซเดียมคลอไรดเ์ทา่กบั 50 mM เป็นเวลา 5 วนั แต่
กลบัพบการลดลงของ shikimic acid ในขา้วพนัธุท์นเคม็ 
Nonabokra เช่นเดียวกบัขา้วพนัธุอ์่อนแอ Sujala และ 
MTU7029 หรอืพบการเพิÉมขึ Êนของ shikimic acid ในขา้ว
กลุ่ม japonica และ indica ทีÉปลกูในภาวะเค็มทีÉความ
เขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด ์100 และ 150 mM เป็นเวลา 
9 วนั (Fu et al., 2018) เป็นตน้ นอกจากนีÊ Maeda และ 
Dudareva (2012) ได้รายงานความเกีÉยวข้องของ 

shikimate pathway กบัการตอบสนองตอ่ความเครยีดทีÉ
เกิดขึ ÊนในพืชทัÊงจากสิÉงมีชีวิตและไมมี่ชีวิต
 เมืÉอนาํเมแทบอไลตข์องขา้วพนัธุท์นเค็ม Pokkali 
โดยพิจารณาจากการทดสอบความทนเค็มทีÉพบว่า หลงั
การทดสอบ 7 วนั ขา้วพนัธุ ์Pokkali ยงัมีความสามารถใน
การทนเค็มได้ค่อนข้างสูง โดยเลือกเมแทบอไลต์ทีÉ มี
ปริมาณแตกต่างกนัทีÉระดบัมากกว่า 1.5 fold change 
(p < 0.1) มาวิเคราะห ์pathway analysis ดว้ยโปรแกรม 
MetaboAnalyst โดยพิจารณาทีÉคา่ p < 0.05 พบกลไกทีÉ
เกีÉยวข้องกับความทนเค็ม ดังนี Ê aminoacyl-tRNA 
biosynthesis, phenylalanine, tyrosine and tryptophan 
biosynthesis, alanine, aspartate and glutamate 
metabolism, glutathione metabolism, arginine and 
proline metabolism, glyoxylate and dicarboxylate 
metabolism, glycine, serine, threonine metabolism 
และ nitrogen metabolism (Fig. 8) ซึÉงจากการศกึษาทีÉ
ผ่านมามีการรายงานพบความเกีÉ ยวข้องกับกลไก 
aminoacyl-tRNA biosynthesis, arginine and proline 
metabolism, sulfur metabolism และ butanoate 
metabolism ในขา้วพนัธุข์าวดอกมะลิ 105 และ IR29 
(Jumpa et al., 2023) ดงันัÊน ผลจากงานวิจยัครัÊงนี Êควรจะ
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Fig. 6  Pokkali, IR29, Khao Dawk Mali 105 (KDML105), Pathum Thani 1 (PTT1) and RD85 after salinity treatment 
for 1 4 and 7 days
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Table 2 Salt tolerant scale of Pokkali, IR29, Khao Dawk Mali 105, Pathum Thani 1 and RD85 after 
salinity treatment 

                 Variety                                                    Score - tolerant level
  0 DAS1) 1 DAS 2 DAS 3 DAS 4 DAS 7 DAS

Pokkali (tolerant var.) 1-HT 1-HT 1-HT 1-HT 3-T 3-T
IR29 (salt-sensitive var.) 1-HT 1-HT 1-HT 3-T 3-T 7-S
Khao Dawk Mali 105  1-HT 1-HT 1-HT 3-T 3-T 5-MT
Pathum Thani 1  1-HT 1-HT 1-HT 3-T 3-T 5-MT
RD85 1-HT 1-HT 1-HT 3-T  3-T 5-MT
1) DAS = Days after salinity treatment
HT = highly tolerant, T = tolerant, MT = moderately tolerant, S = susceptible

Fig. 7  Heatmap of metabolites found in leaves of Pokkali, IR29,  Khao Dawk Mali 105 (KDML105), Pathum Thani 1 
(PTT1) and RD85 after salinity treatment for 7 days

M
et

ab
ol

ite



29วารสารวิชาการขา้ว  ปีทีÉ 14 ฉบบัทีÉ 2  กรกฎาคม - ธนัวาคม 2566

ไดมี้การศกึษาเพิÉมเตมิถงึความสมัพนัธข์องเมแทบอไลตที์É
วิเคราะหไ์ดก้บักลไกทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการตอบสนองตอ่ความ
ทนเคม็ เพืÉอนาํไปสูก่ารศกึษาถงึยีนทีÉเกีÉยวขอ้งกบัความทน
เคม็และใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุข์า้วตอ่ไป

สรุปผลการทดลอง
 การศกึษาเมแทบอลอมิกสค์วามทนเคม็ในขา้วระยะ
กลา้พนัธุ ์ Pokkali ขาวดอกมะล ิ 105 ปทมุธานี 1 กข85 
และ IR29 ทีÉปลกูในสภาพทีÉมีความเคม็สงูเป็นเวลา 0 1 2 
3 4 และ 7 วนั จากนัÊนทาํการวิเคราะหช์นิดและปรมิาณ
ของเมแทบอไลตใ์นใบขา้วโดยใชเ้ครืÉองแก๊สโครมาโทร 
กราฟี (GCxGC-TOFMS) พบเมแทบอไลตจ์าํนวน 65 ชนิด 
ประกอบดว้ยสารในกลุ่มนํÊาตาลและกรดอินทรียส์งูมาก
ทีÉสดุ โดยสามารถแยกความแตกตา่งของเมแทบอไลตใ์น
ขา้วพนัธุท์นเคม็ Pokkali และพนัธุอ์อ่นแอ IR29 ไดอ้ยา่ง
ชดัเจน ตลอดการทดสอบขา้วแตล่ะพนัธุมี์การเปลีÉยนแปลง
ของเมแทบอไลตที์Éแตกต่างกนัในภาวะเค็ม โดยพบการ
เพิÉมขึ Êน (up-regulation) ของเมแทบอไลตที์Éวิเคราะหไ์ด้
โดย proline ในขา้วพนัธุ ์Pokkali และขาวดอกมะล ิ105 
นอกจากนีÊยงัพบ hydroxynorvaline และ shikimic acid 
ในขา้วพนัธุ ์Pokkali หลงัการทดสอบเป็นเวลา 4 วนัขึ Êนไป 
โดยเมแทบอไลตที์ÉพบมีความเกีÉยวขอ้งกบัการสรา้งกลไก
การตอบสนองตอ่ความเครยีดของขา้ว นอกจากนีÊเมืÉอนาํ

Fig. 8  Pathway analysis of salt-tolerant rice varieties (Plots depicted computed metabolomics pathway as 
a function of -log10(p) and pathway impact for the key differential metabolites from salt-tolerant rice 
varieties)
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เมแทบอไลตข์องขา้วพนัธุท์นเค็มมาวิเคราะห ์ pathway 
analysis พบกลไกทีÉ เกีÉยวข้อง 3 ลาํดับแรก ได้แก่ 
aminoacyl-tRNA biosynthesis, phenylalanine, 
tyrosine and tryptophan biosynthesis และ alanine, 
aspartate and glutamate metabolism ซึÉงผลการทดลอง
ทีÉไดนี้ Êจะนาํไปสูก่ารศกึษาเพิÉมเติมเกีÉยวกบัยีนทีÉเกีÉยวขอ้ง
กบัความสามารถในการทนเค็ม เพืÉอใชเ้ป็นเครืÉองหมาย
โมเลกลุสาํหรบัการปรบัปรุงพนัธุข์า้วใหมี้ความสามารถใน
การทนเคม็ตอ่ไป
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