
44  Thai Rice Research Journal, Vol. 1 No. 1, September - December 2007

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาวดวยโมเลกุลเครื่องหมาย
Rice Varietal Purity Test by Using Molecular Marker
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Abstract
The purity test of rice variety by using molecular marker or DNA fingerprinting is the most accurate

method. Molecular marker technology could detect polymorphism between rice varieties. After milling the

DNA extraction from rice leaves is not possible because milled rice seeds are not able to germinate due to

loss of the embryo during milling process. Therefore, the varietal purity test requires extraction of DNA directly

from a single milled rice seed. This method is difficult because the major composition of milled rice seeds is

starch with low DNA content. In this study, we developed a very simple, rapid, convenient and economic

feasible DNA extraction method from a single milled rice seed, which includes Proteinase K in  SAD extraction

buffer and 2x CTAB. Yield and quality of DNA extracted from a single milled rice seed was not different from

those of leaf samples and also sufficient for DNA fingerprinting.  In addition, we had surveyed and analyzed

some SSRs markers for rice varietal purity test. Three SSRs markers for varietal purity test are  1) BO3, which

completely co-segregate with the rice grain aroma QTL, 2) RM190,  which is closely linked to waxy gene and

3) Glu23, which is  Wx allele-specific marker.
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บทคัดยอ
วธิกีารตรวจสอบการปลอมปนพนัธุขาวทีแ่มนยาํ คอืการตรวจสอบดเีอน็เอดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย หรือการ

จดัทาํการตรวจลายพมิพเอกลกัษณดเีอน็เอ (DNA fingerprinting) โดยการใชโมเลกลุเครือ่งหมายตรวจสอบความแตก

ตางของรหสัพนัธกุรรมของขาวแตละพันธุ การตรวจสอบหาความแตกตางของขาวแตละพนัธุ หลังจากการสขีาวแลว

ขาวสารทีไ่ดไมสามารถนาํมาเพาะใหเปนตนเพือ่เกบ็ตวัอยางใบมาสกดัดเีอน็เอได เนือ่งจากสวนของตนออนถกูขดัสี

ออกไปแลว ดงันัน้ การตรวจสอบการปลอมปนพนัธุในขาวสาร จงึตองทาํการสกดัดเีอน็เอจากเมลด็ขาวสารเมลด็เดีย่วๆ

ซึง่เปนขัน้ตอนทียุ่งยาก เน่ืองจากเมลด็ขาวสารมอีงคประกอบหลกัคอืแปงและมปีริมาณดเีอ็นเอนอยมาก งานวจิยันีไ้ด

พฒันาวธิกีารสกดัดเีอ็นเอจากขาวสารดวย  Proteinase K ใน SAD extraction buffer และ 2x CTAB ทีท่ําไดงาย

รวดเรว็ สะดวก ประหยดั ไดผลผลติดเีอน็เอทีม่คีณุภาพ มปีรมิาณคงที ่และเพยีงพอตอการจดัทาํลายพมิพเอกลกัษณ

ดเีอ็นเอของขาว  เมือ่เปรยีบเทยีบกบัวิธกีารสกดัดเีอ็นเอจากใบขาว กใ็หผลผลติดเีอ็นเอไมแตกตางกนั นอกจากนัน้ยงั

ไดสาํรวจและทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมาย เพือ่ใชสาํหรบังานตรวจสอบความบรสิทุธิข์องพนัธุขาว และไดโมเลกลุเครือ่ง

หมายชนดิ SSRs จาํนวน 3 โมเลกลุเครือ่งหมาย คอื 1) B03 ทีม่คีวามสมัพนัธกบัยนีความหอม (aroma gene), 2)

RM190  และ 3) Glu-23 ทีม่คีวามสมัพนัธกบัยนีทีค่วบคมุคณุภาพการหงุตมของขาว (waxy gene)

คําสําคัญ: ขาว การตรวจสอบความบรสิทุธิข์องพนัธุ  ลายพมิพเอกลกัษณดเีอน็เอ  โมเลกลุเครือ่งหมาย ขาวสาร

1) ศนูยวจิยัขาวอบุลราชธาน ี ตู ปณ. 65  อ. เมอืง  จ. อบุลราชธาน ี 34000  โทร. 045-344103-104 ตอ 122

Ubon Ratchathani Rice Research Center, P.O. Box 65, Muang District, Ubon Ratchathani, 34000

Tel. 045-344103-104 Ext.122

Bure
au

 of
 R

ice
 R

es
ea

rch
 an

d D
ev

elo
pm

en
t



45วารสารวชิาการขาว  ปที ่1 ฉบบัที ่1 กนัยายน - ธนัวาคม 2550

คาํนาํ

ประเทศไทยเปนประเทศผูผลติขาวไดเปนอนัดบั 6

ของโลก โดยมีสาธารณรัฐประชาชนจีนเปนผูผลิตราย

ใหญทีส่ดุ รองลงมาไดแก อนิเดยี อนิโดนเีซีย บงัคลาเทศ

เวียดนาม และไทย ตามลาํดบั  แตประเทศไทยสามารถ

สงออกเปนอันดับ 1 ของโลก และสงออกในรูปขาวสาร

คณุภาพสงู (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547) อยาง

ไรกต็าม ในชวงระยะหลงัๆ ขาวจากประเทศไทยเริม่ไมได

รับความเชื่อถือในดานคุณภาพ เนื่องจากมีการปลอม

ปนขาวดวยการผสมขาวพนัธุอืน่ๆ โดยผูซือ้หรอืผูบรโิภค

ไมทราบ ซึ่งเกิดขึ้นในตลาดทุกระดับทั้งขาวเปลือกและ

ขาวสารทัง้ในและตางประเทศ การปลอมปนในบางกรณี

กต็รวจสอบไดยาก เชน กรณขีองขาวพนัธุปทมุธาน ี1 ซึง่

เปนขาวคุณภาพและราคาที่ดอยกวาถูกนําไปปนในขาว

ขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเปนขาวคุณภาพสูงราคาดี เพื่อ

ผลกําไรที่มากขึ้น ดังนั้น ทางราชการจึงมีการควบคุม

คุณภาพและตั้งมาตรการในการสงออกขึ้น ซึ่งหนึ่งใน

หลายมาตรการกค็อืการตรวจดเีอน็เอขาวหอม เพือ่ยนืยนั

ความบริสุทธิ์ของพันธุขาว และตรวจการปลอมปนของ

ขาวพนัธุอืน่ ในขาวขาวดอกมะล ิ105

การปะปนของพันธุขาวซึ่งทําใหเกิดความไม

บริสุทธิ์ในพันธุยากแกการจําแนกตามลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางเคมี หทัยรัตน และ

คณะ(2546) ไดทาํลายพมิพเอกลกัษณดเีอ็นเอ ของขาว

พนัธุรบัรองจาํนวน 76  พนัธุโดยใช microsatellite หรือ

simple sequence repeats (SSRs) primers 29 คู ให

alleles ทีต่างกนั 257 แบบ และพบวาสามารถแยกความ

แตกตางของขาวพนัธุรบัรองไดด ี โดยพบภาพลายพมิพ

เอกลักษณดีเอ็นเอของขาวแตละพันธุรวม 29 loci และ

พบวา primers ทีส่ามารถบอกความแตกตางของขาวไทย

ไดมากที่สุดคือ RM149 รองลงมาคือ RM21, RM17,

RM20,  RM228,  RM239,  RM168, RM165, RM157

และ RM209 ตามลาํดบั (DOA birdo homepage, 2550)

โมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs  เปนโมเลกลุเครือ่ง

หมายแบบ co-dominant marker ปจจุบันมีรายงานวา

โมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs ของขาวมอียูถงึ 3,200

ตําแหนงบนโครโมโซมขาว  (McCouch et al., 2002)

ดเีอ็นเอตรงตาํแหนงทีม่โีมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs

จะถูกเพิ่มปริมาณ (amplification) ดวยปฏิกิริยาลูกโซ

(polymerase chain reaction, PCR) โดยใชชิน้สวนดเีอน็

เอขนาดเล็กที่เรียกวา primers ซึ่งมีลําดับเบสคูสม

(complementary sequences) ที่สามารถจับคูกับลําดับ

เบสที่ขนาบหัวทายตําแหนงของ SSRs เปนตัวชวยใน

การเริ่มตนการสังเคราะหชิ้นสวนดีเอ็นเอตรงตําแหนงที่

ตองการ โมเลกลุเครือ่งหมายทีใ่ชเทคนคิ PCR นีเ้ปนวธิี

ทีร่วดเรว็ ใชตวัอยางพชืและปรมิาณดเีอน็เอเพยีงเลก็นอย

ทาํใหสามารถวเิคราะหตัวอยางเปนจาํนวนมากได นอก

จากนี้โมเลกุลเครื่องหมายชนิด SSRs ยังสามารถแยก

ความแตกตางระหวางพันธุพืชที่มีความใกลชิดทางพันธุ

กรรมไดเปนอยางด ี จงึเหมาะสมอยางยิง่ทีจ่ะนาํมาใชเพือ่

ศกึษาความแปรปรวนทางพนัธกุรรม ใชจดัทาํลายพมิพ

เอกลกัษณ (DNA fingerprinting) ตลอดจนใชสาํหรบัตรวจ

สอบความบรสิทุธิข์องพนัธุไดอยางแมนยาํ

ดังนั้น  การจําแนกพันธุข าวดวยลายพิมพ

เอกลักษณดีเอ็นเอ จึงเปนวิธีการที่ใชในการตรวจการ

ปลอมปนของขาวและใชจาํแนกพนัธุขาวไดอยางถกูตอง

ตลอดจนนาจะใชเปนขอมลูในการรองรบัพระราชบญัญตัิ

คุมครองพนัธุพชื ในการจดัทาํลายพมิพเอกลกัษณดเีอน็

เอของขาวพนัธุตางๆ  ปญหาหรอืขอจาํกดัคอื ขัน้ตอนใน

การสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ดขาวสารเมล็ดเดี่ยวๆ เปนขั้น

ตอนทียุ่งยาก เนือ่งจากเมลด็ขาวสารมอีงคประกอบหลกั

คอืแปงและมปีริมาณดเีอน็เอนอยมาก จงึจาํเปนตองมกีาร

ศกึษาหาวธิกีารสกดัดเีอ็นเอจากขาวสาร เพ่ือใชตรวจสอบ

ความบรสิทุธิข์องขาวดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย (ลายพมิพ

เอกลกัษณดเีอ็นเอ) ซึง่จะตองเปนวธิกีารทีท่าํไดงาย รวด

เร็ว สะดวก ประหยัด และเมื่อเปรียบเทียบกับการสกัด

ดีเอ็นเอจากใบขาวก็ควรจะใหผลผลิตดีเอ็นเอที่ไมแตก

ตางกนั นอกจากนี ้ยงัมคีวามจาํเปนตองมกีารสาํรวจและ

ทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมาย ทีส่ามารถแยกความแตกตาง

ระหวางพันธุขาวไดดี เพื่อนํามาใชจัดทําแถบดีเอ็นเอ

มาตรฐาน สําหรับงานตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุ

ขาวดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย

อุปกรณและวิธีการ
1. การพฒันาวธิกีารสกดัดเีอน็เอจากเมลด็ขาวสาร

1.1 การสกดัดเีอ็นเอจากใบขาว

นาํใบขาว ตวัอยางละ 1 กรมั มาสกดัดเีอน็เอ โดย

แชในไนโตรเจนเหลวทันที แลวทําการบดใบขาวให
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ละเอยีดในโกรงบดยาทีแ่ชในไนโตรเจนเหลวจนเยน็ ยาย

ใบขาวทีบ่ดละเอยีดมาใสในหลอดพลาสตกิ (eppendorf

tube) ขนาด 1.5 มลิลลิติร  เตมิ CTAB extraction buffer

(ดดัแปลงจาก Chen and  Ronald, 1999) ทีอุ่นใหได

อณุหภมู ิ65 องศาเซนเซยีส จาํนวน 600 ไมโครลติร และ

เติม RNAase A (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) จํานวน 14

ไมโครลติร ผสมใหเขากนักอนทีจ่ะนาํไปอุนทีอ่ณุหภมู ิ65

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้เตมิสาร chloro-

form และ isoamyl alcohol อตัราสวน 24:1 จาํนวน 500

ไมโครลติร เขยาเบาๆ ประมาณ 5 นาท ีปนเหวีย่งทีค่วาม

เรว็ 13,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ีหลงัจากนัน้

นําของเหลวชั้นบนในหลอดพลาสติกไปตกตะกอนดีเอ็น

เอดวยเอธลิแอลกอฮอล ทีแ่ชเยน็ จาํนวน 700 ไมโครลติร

เขยาหลอดเบาๆ จนเห็นดีเอ็นเอจับตัวกันเปนกอน ปน

เหวีย่งทนัททีีค่วามเรว็ 13,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5

นาที เทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง ลางดีเอ็นเอดวยเอธิล

แอลกอฮอล 95% จาํนวน 700 ไมโครลติร 2 ครัง้  ผึ่งดี

เอ็นเอใหแหงในอากาศประมาณ 45 นาที แลวเติมสาร

ละลาย 1X TE buffer เพือ่ละลายดเีอน็เอ แลวเกบ็รกัษา

ดเีอน็เอไวทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส

1.2  การสกดัดเีอ็นเอจากเมลด็ขาวสาร

นาํเมลด็ขาวทัง้เมลด็ 1 เมลด็ มาสกดัดเีอน็เอ โดย

ใสในหลอดพลาสตกิขนาด 1.5 มลิลลิติร แลวเตมิ extrac-

tion buffer ทีผ่สม 0.008 mg/ml proteinase K1 400 ul

นาํไปอุนทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 12 ชัว่

โมง (ขามคนื) แลวทาํการบดเมลด็ขาวสารใหละเอยีดใน

หลอดพลาสตกิ เตมิ 2x CTAB solution2 (ดดัแปลงจาก

Kang et al., 1998) ทีอุ่นใหไดอณุหภมู ิ65 องศาเซลเซยีส

จาํนวน 400 ไมโครลติร ผสมสารละลายใหเขากนัโดยการ

คว่าํหลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ ประมาณ 5 ครัง้ กอนที่

จะนาํไปอุนทีอ่ณุหภมู ิ65 องศาเซลเซยีส   เปนเวลา 30

นาท ีถงึ 1-3 ชัว่โมง ทาํใหเยน็ลงที ่ -20 องศาเซลเซยีส

เปนเวลา 5 นาท ีจากนัน้เตมิสาร phenol, chloroform และ

isoamyl alcohol อัตราสวน 25:24:1 จํานวน 400

ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเขากันโดยการคว่ํา

หลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ ประมาณ 5 ครัง้ ปนเหวีย่งที่

อณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 12,000 รอบตอนาที

นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําของเหลวชั้นบนในหลอด

พลาสตกิ จาํนวน 500 ไมโครลติร ไปตกตะกอนดเีอน็เอ

ดวยเอธลิแอลกอฮอลเขมขน (99.7-100 % v/v) ทีแ่ชเยน็

จาํนวน 350 ไมโครลติร ผสมสารละลายใหเขากนัโดยการ

คว่าํหลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ ประมาณ 10 ครัง้ กอนที่

จะนาํไปไวทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส   เปนเวลา 30 นาที

แลวนาํไปปนเหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็

รอบ 12,000 รอบตอนาท ี  เปนเวลา 10 นาท ีเทสวนที่

เปนของเหลวทิง้ ลางดเีอ็นเอ ดวยเอธลิแอลกอฮอล 70%

จาํนวน 500 ไมโครลติร เขยาเบาๆ ประมาณ 1 นาท ีปน

เหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 12,000 รอบ

ตอนาท ี  เปนเวลา 5 นาท ีผึง่ดเีอน็เอใหแหงในอากาศ

ประมาณ 15 นาที แลวเติมสารละลาย 1X TE buffer

จํานวน 30 ไมโครลิตร และ RNase A (10 มิลลิกรัม/

มลิลลิติร) จาํนวน 2 ไมโครลติร เพือ่ละลายดเีอน็เอ แลว

เกบ็รกัษาดเีอน็เอไวทีอ่ณุหภมู ิ4 หรอื -20 องศาเซลเซยีส

1.3  การตรวจสอบปรมิาณและคณุภาพของดเีอน็เอ

นําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทั้งใบและเมล็ด

ขาว มาตรวจสอบปรมิาณและคณุภาพโดยการผสมกบัสี

5x gel-loading buffer ทีใ่ชบอกระยะทางแลวใสลงไปในแต

ละหลมุบนวุน (agarose gel) ความเขมขน 1% เมือ่ใส

ตัวอยางดีเอ็นเอจนหมด  แลวใสดีเอ็นเอความเขมขน

มาตรฐาน lambda(λ) DNA 500 ng (0.5 µg/µl) ปรมิาณ

10 µl /หลุม ลงไปในหลุมแรกและหลุมสุดทาย เพื่อใช

เปรียบเทียบคํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอ นําไปวิ่ง

ผานกระแสไฟฟา โดยใชกระแสไฟฟาที ่100 โวลท เปน

เวลา 2-3 ชัว่โมง นาํไปยอมสดีวยอธีเีดยีมโบรไมด 10%(1

ไมโครลติร/มลิลลิติร) เปนเวลา 20 นาท ีแลวลางดวยน้าํ

กลัน่  เปนเวลา  5-10 นาท ี นาํมาตรวจดแูถบดเีอน็เอดวย

แสงยวู ี(UV light) ที ่260 นาโนเมตร และบนัทกึภาพ

2. การสาํรวจและทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่ใช

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว

2.1  โมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSR ทีใ่ชตรวจสอบ

ความบรสิทุธิข์องพนัธุขาว

นําโมเลกุลเครื่องหมายชนิด SSRs มาทดสอบ

ความสามารถในการตรวจสอบความบรสิทุธิข์องพนัธุขาว

จาํนวน 3 โมเลกลุเครือ่งหมาย คอื BO3-8F (CGTGGCT

CG ACCTTTTTAAT) /BO3-8R (TCAAACCCT GGT
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TACAGCAA) ซึ่งเปนไพรเมอรที่ไดพัฒนามาจากลาํดบั

เบสของ Nipponbare's BAC-end และ โมเลกลุเครือ่งหมาย

ชนดิ EST ซึง่เปนโมเลกลุเครือ่งหมายทีอ่ยูตาํแหนงเดยีว

กนักบักลุมยีนความหอมและสามารถถายทอดไปสูรุนลกู

รุนหลานไดตลอดบน โครโมโซม 8 โดยมรีะยะหางจาก

ยนีความหอม 1.1 cM (Wanchana et al., 2005), RM190-

6F (CTTTGTCTATCTCAAGACAC) /RM190-6R

(TTGCAGATGTTCTTCCTGATG) มคีวามสมัพนัธกบั

ยีนที่ควบคุมคุณภาพการหุงตมของขาว (waxy gene)

บนโครโมโซม 6 โดยมีระยะหางจากยีน 8.2 cM

(McCouch et al., 2002) และ Glu23-6F (TGCAGAGATC

TTCCACAGCA)/Glu23-6R (GCTGGTCGTCACGC

TGAG) ซึง่เปน Wx allele-specific markers ทีใ่ชแยกขาว

เหนียว (glutinous) ออกจากขาวเจา (non-glutinous)

บนโครโมโซม 6 (Wanchana et al., 2003) (Table 1)

2.2  การทําปฏิกิริยาลูกโซ

นาํดเีอน็เอทีส่กดัไดมาเจอืจางดวยน้าํกลัน่นึง่ฆาเชือ้

ใหไดความเขมขน 10-20 นาโนกรมัตอไมโครลติร เพ่ิม

ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอในตําแหนงที่สนใจในหลอด

ทดลองดวยการทาํปฏกิริิยาลกูโซ  (polymerase chain

reaction) ซึง่เปนเทคนคิหรอืวธิกีารในหองปฏบิตักิารทีใ่ช

ในการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอเปาหมาย (สวนใดสวนหนึง่ของ

ดเีอ็นเอเทานัน้) ในหลอดทดลองดงัรายละเอยีดดงันี้

องคประกอบของปฏกิริยิาลกูโซ ประกอบดวย Taq

master mix 5 ไมโครลิตร, ddH2O 2.5 ไมโครลิตร,

Primer F (10 พิกกะโมล/ไมโครลิตร) 0.2 ไมโครลิตร,

Primer R (10 พิกกะโมล/ไมโครลติร) 0.2 ไมโครลติร,

DNA template 2 ไมโครลิตร สําหรับปริมาตรองค

ประกอบของปฏกิริยิาทัง้หมด 10 ไมโครลติร ขัน้ตอนการ

เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ตองการ โดยใชเครื่องเพิ่ม

ปริมาณชิน้สวนดเีอ็นเอดวยปฏกิริยิาลกูโซหรือเครือ่งพซีี

อาร ดงัตอไปนีค้อื

- ขัน้ตอน denaturation ทาํใหดเีอน็เอเริม่ตนหรอื

template ซึง่เปนดเีอน็เอสายคู (double strand) แยกตวั

ออกจากกันเปนสายเดี่ยว (single strand) โดยการใช

อณุหภมูสิงู 94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 วนิาที

- ขัน้ตอน primer annealing หรอื annealing ใช

อณุหภมู ิ55-60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 วนิาท ีเปน

ขัน้ตอนทีป่ลอยใหมกีารจบักนัระหวางดเีอ็นเอสายเดีย่วที่

แยกได จากขัน้ตอนแรกกบัสายไพรเมอร ซึง่เปนโอลโิก

นิวคลีโอไทดสายเดี่ยวขนาดสั้นๆ จะเปนการจับกันตรง

บรเิวณทีม่เีบสคูสมกนั (complementary base) ซึง่เกดิขึน้

ไดเมือ่อณุหภมูขิองดเีอน็เอลดลงจากขัน้ตอนแรก

- ขัน้ตอน primer extension หรอื extension ใช

อณุหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ีเปนขัน้ตอน

ทีม่กีารสรางดเีอน็เอสายใหมขึน้มา โดยอาศยัดเีอน็เอสาย

เดีย่วทีแ่ยกออกจากกนัทัง้สองสายเปนแมพมิพ ทัง้นีอ้าศยั

เอนไซม DNA polymerase และ dNTPs

ปลอยใหเครือ่งพซีอีารทาํซ้าํขัน้ตอนทีก่ลาวขางตน

จนครบ 35 รอบ กจ็ะไดชิน้สวนดเีอน็เอเพิม่ขึน้เปนลานๆ

เทา

2.3  การวิเคราะหชิ้นสวนดีเอ็นเอในตําแหนงที่

สนใจทีเ่พิม่จาํนวนไดดวยเทคนคิพซีอีาร

แยกความแตกตางของขนาดชิน้สวนดเีอน็เอทีเ่พิม่

จํานวนได ดวยสนามไฟฟาที่เคลื่อนจากขั้วลบไปยังขั้ว

บวก (electrophoresis) ผานวุน (polyacrylamide gel)

Table 1 Sequences of SSR markers used for purity testing of rice

Marker designation Primer sequence 5’-3’                Fragment size (bps)        Linked gene

BO3-8F CGT GGC TCG  ACC TTT TTA AT 140 (aromatic) Grain aroma

BO3-8R TCA AAC CCT GGT TAC AGC AA 130 (non-aromatic) QLT

RM190-6F CTT TGT CTA TCT CAA GAC AC 125 (low amylose content) Waxy gene

RM190-6R TTG CAG ATG TTC TTC CTG ATG 110 (high amylase content)

Glu-23-6F TGC AGA GAT CTT CCA CAG CA 225 (glutinous) Waxy gene

Glu-23-6R GCT GGT CGT CAC GCT GAG 196 (non-glutinous) (Wx)

bps = base pairs  (kb = kilo base pairs, 1 kb = 1,000 bps)
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ความเขมขน 6% ในสารละลาย TBE buffer 1% โดยนาํ

ผลผลติจากปฏกิริยิาลกูโซจาํนวน 10 ไมโครลติร มาผสม

กบัส ี6x loading formaminde dye buffer ทีใ่ชบอกระยะ

ทาง จํานวน 4 ไมโครลิตร แลวนําไปทําใหดีเอ็นเอเสีย

สภาพ (DNA denaturation) โดยใชความรอนทีอ่ณุหภมูิ

94-95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 นาท ีและแชในน้าํแขง็

ทันที นําผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซดังกลาว จํานวน 3

ไมโครลติร มาใสในหลมุบนวุน เมือ่ใสตวัอยางดเีอน็เอจน

หมด  ใสดีเอ็นเอความเขมขนมาตรฐาน 100 bp DNA

ladder (Biolabs) (0.5 µg/µl) ปรมิาณ 3 µl/หลมุ ลงไปใน

หลมุแรกและหลมุสดุทาย เพือ่ใชบอกขนาดชิน้สวนของดี

เอ็นเอ แลวนาํไปใหกระแสไฟฟา 1,200 โวลท (80-100

วตัต) วิง่ผานเปนเวลาประมาณ 1-1.30 ชัว่โมง หรอืใหสี

ที่ ใชบอกระยะทางเคลื่อนที่ไปไดประมาณ 15-18

เซนตเิมตร จงึนาํไปยอมสดีวยซลิเวอรไนเตรท 1% (sliver

staining) เปนเวลา 30 นาท ีแลวลางดวยน้าํกลัน่  เปน

เวลา  5 วินาที นํามาใสในสารละลาย developer

ประมาณ 5 นาที หรือ จนเห็นแถบดีเอ็นเอปรากฏบน

กระจก จงึหยดุปฏกิริยิาดวย  acetic acid  1% จากนัน้

นาํกระจกไปผึง่ใหแหง

ผลการทดลองและวิจารณ
1. การพฒันาวธิกีารสกดัดเีอน็เอจากเมลด็ขาวสาร

ผลการสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ดขาวกลองและเมล็ด

ขาวสารเมลด็เดีย่วๆ โดยการนาํเมลด็ขาวดงักลาว มาอุน

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง

(ขามคนื) ในสารละลาย extraction buffer ทีม่คีาความ

เปนกรดเปนดาง เปน 8 ทีม่กีารเตมิ proteinase K (0.008

mg/ml) และ 0.5% SDS

บดเมล็ดขาวใหละเอียด แลวทําการสกัดดีเอ็นเอ

ดวยวธิกีาร CTAB (2x CTAB method) ซึง่ในขัน้ตอน

CTAB นีจ้ะเหมอืนการสกดัดเีอน็จากใบขาว เพยีงแตใบ

ขาวจะใชวธิกีาร 1x CTAB method และเมือ่นาํดเีอน็เอที่

ไดจากทั้งใบขาวและเมล็ดขาวมาตรวจสอบปริมาณและ

คณุภาพของดเีอ็นเอ บน agarose gel electrophoresis

พบวา ไดผลผลิตดีเอ็นเอที่มีคุณภาพและปริมาณเพียง

พอตอการจดัทาํลายพมิพเอกลกัษณดเีอ็นเอขาว อกีทัง้ยัง

เปนวิธีที่ทําไดงาย และเมื่อเปรียบเทียบกับการสกัด

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of DNA from brown rice, heavy-polished grain and lightly-
polished grain (a) DNA from a single seed extracted by a proteinase K + extraction buffer in
SDS with different incubation time (1 h, 3 h and overnight) (modified from Kang et al., 1998)
(b) DNA from rice leaf tissue extracted by using 1xCTAB method (modified from Chen and
Ronald, 1999). The high DNA  products obtained from overnight incubation at 37 oC (c)

(b)

(a)

(c)
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ดเีอน็เอจากใบขาวใหผลผลติของดเีอน็เอทีไ่มแตกตางกนั

คอื ไดปรมิาณ  20-30 ไมโครลติร ทีค่วามเขมขนดเีอน็เอ

166 นาโนกรมั/ไมโครลติร (Fig.1)

2. การสาํรวจและทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่ใช

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว

ผลจากการพัฒนาโมเลกุลเครื่องหมาย เพ่ือใช

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว พบโมเลกุลเครื่อง

หมายชนดิ SSRs ทีไ่ดพฒันาถงึขณะนี ้สามารถแยกพนัธุ

ขาวออกเปน 3 กลุมใหญๆ  คอื กลุมขาวทีม่กีลิน่หอม-ไม

หอม  กลุมขาวสกุออนนุม-รวนแขง็  และกลุมขาวเหนยีว

ขาวเจา โดยพบวา B03 ซึง่เปนโมเลกลุเครือ่งหมายทีอ่ยู

ตาํแหนงเดยีวกนักบักลุมยนีความหอม และสามารถถาย

ทอดไปสูรุนลกูรุนหลานไดตลอด  สามารถแยกขาวพนัธุ

ชยันาท 1 ซึง่เปนขาวทีไ่มมกีลิน่หอม ออกจากขาวพนัธุ

ขาวดอกมะล ิ105 ซึง่เปนขาวทีม่กีลิน่หอม (Fig. 2) สวน

RM109  ที่มีความสัมพันธกับยีนที่ควบคุมคุณภาพการ

Fig. 2 DNA amplifying with BO3-8F /R primers (Wanchana et al., 2005), completely co-segregates
the rice grain aroma QTL locating a 4.5 cM region of the chromosome 8. This primer pair
amplifying a 140 bp fragment for an aromatic variety, KDML105 and a 130 bp fragment for
a non-aromatic variety, CNT1.  A 100 bp DNA ladder (Biolabs) was used as a size standard

Fig. 3 DNA amplifying with RM190-6F /R primers (McCouch et al., 2002 ), closely-linked to a waxy gene on

chromosome 6, distance 8.2 cM. This primer pair amplifying a 125 bp fragment for a low amylose

variety, KDML105 and a 110 bp fragments for high amylose varieties, PSL2, CNT1. A 100 bp DNA

ladder (Biolabs) was used as a size standard
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หุงตมของขาว (waxy gene) สามารถแยกขาวพันธุ

ชยันาท 1 และพษิณโุลก 2 ทีเ่ปนขาวสกุรวนแขง็ ออกจาก

ขาวพนัธุขาวดอกมะล ิ105 ซึง่เปนขาวทีม่คีณุภาพการหงุ

ตมด ีคอืขาวสกุออนนุม (Fig. 3) และ Glu-23 ซึง่เปน Wx

allele-specific markers ทีใ่ชแยกขาวเหนยีวพนัธุ กข6

ออกจากขาวเจาพนัธุขาวดอกมะล ิ105 (Fig. 4)

อยางไรก็ตาม ยังมีความจําเปนที่จะตองพัฒนา

โมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่การตรวจสอบความบรสิทุธิข์อง

พนัธุขาวตอไป เพือ่ใหไดโมเลกลุเครือ่งหมายชนดิตางๆ

ที่สามารถแยกความแตกตางระหวางพันธุขาวตางๆ ได

ถูกตองและแมนยํามากขึ้น ไมวาจะเปนโมเลกุลเครื่อง

หมายชนิด SSRs หรือ STSs (sequence tag sites)

โดยเฉพาะโมเลกุลเครื่องหมายชนิด STSs ที่ถือวาเปน

โมเลกลุเครือ่งหมายแบบสมบรูณ ทีเ่หมาะจะนาํมาใชใน

ทกุหองปฏบิตักิาร เนือ่งจากเปนเทคนคิทีง่าย สะดวก และ

ประหยัด สวนการทําแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (allele

strand) เพือ่ใหไดขอมลูแถบดเีอน็เอมาตรฐานทีส่ามารถ

นํามาอางอิงในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว

นั้น อยูในระหวางดําเนินการ ซึ่งคาดวาจะแลวเสร็จใน

อนาคตอันใกลนี้

ผลการศกึษาครัง้นี ้เปนจดุเริม่ตนของงานตรวจ

สอบคณุภาพขาวดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย เพือ่ตรวจสอบ

ความแปรปรวนทางพันธุกรรม และตรวจการปลอมปน

ของขาว โดยที่สามารถถายทอดเทคโนโลยีนี้ไปยังหอง

ปฏิบัติการดานเทคโนโลยีชีวภาพเครือขาย เพ่ือรองรับ

ระบบการตรวจสอบและรับรองคุณภาพขาวเพื่อการสง

ออก และการสรางตราสญัลกัษณในกลุมจงัหวดัตางๆ

สรุปผลการทดลอง
ผลการพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ดขาว

กลองและเมลด็ขาวสารเมลด็เดีย่วๆ ไดผลผลติดเีอ็นเอที่

มีคุณภาพและปริมาณเพียงพอตอการจัดทําลายพิมพ

เอกลกัษณดเีอน็เอขาว อกีทัง้ยงัเปนวธิทีีท่าํไดงาย สะดวก

รวดเรว็ และเมือ่เปรยีบเทยีบกบัการสกดัดเีอ็นเอจากใบ

ขาวกใ็หผลผลติดเีอน็เอไมแตกตางกนั สวนผลการสาํรวจ

และทดสอบโมเลกุลเครื่องหมายเพื่อใชตรวจสอบความ

บรสิทุธิข์องพนัธุขาว พบโมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs

จาํนวน 3 โมเลกลุเครือ่งหมายโดยสามารถแยกพนัธุขาว

ออกเปน 3 กลุมใหญๆ  คอื กลุมขาวหอม-ไมหอม กลุมขาว

สกุรวนแขง็-ขาวสกุออนนุม และกลุมขาวเหนยีว-ขาวเจา

Fig. 4 DNA amplifying Wx allele-specific primers Glu23-6F /R (Wanchana et al., 2003),

flanking 23 bp on chromosome 6. This primer pair amplifying a 196 bp fragment for

a non-glutinous variety, KDML105 and a 225 bp fragments for glutinous varieties,

RD6, UBN2. A 100 bp DNA ladder (Biolabs) was used as a size standard
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