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การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาวดวยโมเลกุลเครื่องหมาย
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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บทคัดยอ
วธิกีารตรวจสอบการปลอมปนพนัธุขาวทีแ่มนยาํ คอืการตรวจสอบดเีอน็เอดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย หรือการ

จดัทาํการตรวจลายพมิพเอกลกัษณดเีอน็เอ (DNA fingerprinting) โดยการใชโมเลกลุเครือ่งหมายตรวจสอบความแตก

ตางของรหสัพนัธกุรรมของขาวแตละพันธุ การตรวจสอบหาความแตกตางของขาวแตละพนัธุ หลังจากการสขีาวแลว

ขาวสารทีไ่ดไมสามารถนาํมาเพาะใหเปนตนเพือ่เกบ็ตวัอยางใบมาสกดัดเีอน็เอได เนือ่งจากสวนของตนออนถกูขดัสี

ออกไปแลว ดงันัน้ การตรวจสอบการปลอมปนพนัธุในขาวสาร จงึตองทาํการสกดัดเีอน็เอจากเมลด็ขาวสารเมลด็เดีย่วๆ

ซึง่เปนขัน้ตอนทียุ่งยาก เน่ืองจากเมลด็ขาวสารมอีงคประกอบหลกัคอืแปงและมปีริมาณดเีอ็นเอนอยมาก งานวจิยันีไ้ด

พฒันาวธิกีารสกดัดเีอ็นเอจากขาวสารดวย  Proteinase K ใน SAD extraction buffer และ 2x CTAB ทีท่ําไดงาย

รวดเรว็ สะดวก ประหยดั ไดผลผลติดเีอน็เอทีม่คีณุภาพ มปีรมิาณคงที ่และเพยีงพอตอการจดัทาํลายพมิพเอกลกัษณ

ดเีอ็นเอของขาว  เมือ่เปรยีบเทยีบกบัวิธกีารสกดัดเีอ็นเอจากใบขาว กใ็หผลผลติดเีอ็นเอไมแตกตางกนั นอกจากนัน้ยงั

ไดสาํรวจและทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมาย เพือ่ใชสาํหรบังานตรวจสอบความบรสิทุธิข์องพนัธุขาว และไดโมเลกลุเครือ่ง

หมายชนดิ SSRs จาํนวน 3 โมเลกลุเครือ่งหมาย คอื 1) B03 ทีม่คีวามสมัพนัธกบัยนีความหอม (aroma gene), 2)

RM190  และ 3) Glu-23 ทีม่คีวามสมัพนัธกบัยนีทีค่วบคมุคณุภาพการหงุตมของขาว (waxy gene)

คําสําคัญ: ขาว การตรวจสอบความบรสิทุธิข์องพนัธุ  ลายพมิพเอกลกัษณดเีอน็เอ  โมเลกลุเครือ่งหมาย ขาวสาร

1) ศนูยวจิยัขาวอบุลราชธาน ี ตู ปณ. 65  อ. เมอืง  จ. อบุลราชธาน ี 34000  โทร. 045-344103-104 ตอ 122
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45วารสารวชิาการขาว  ปที ่1 ฉบบัที ่1 กนัยายน - ธนัวาคม 2550

คาํนาํ

ประเทศไทยเปนประเทศผูผลติขาวไดเปนอนัดบั 6

ของโลก โดยมีสาธารณรัฐประชาชนจีนเปนผูผลิตราย

ใหญทีส่ดุ รองลงมาไดแก อนิเดยี อนิโดนเีซีย บงัคลาเทศ

เวียดนาม และไทย ตามลาํดบั  แตประเทศไทยสามารถ

สงออกเปนอันดับ 1 ของโลก และสงออกในรูปขาวสาร

คณุภาพสงู (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2547) อยาง

ไรกต็าม ในชวงระยะหลงัๆ ขาวจากประเทศไทยเริม่ไมได

รับความเชื่อถือในดานคุณภาพ เนื่องจากมีการปลอม

ปนขาวดวยการผสมขาวพนัธุอืน่ๆ โดยผูซือ้หรอืผูบรโิภค

ไมทราบ ซึ่งเกิดขึ้นในตลาดทุกระดับทั้งขาวเปลือกและ

ขาวสารทัง้ในและตางประเทศ การปลอมปนในบางกรณี

กต็รวจสอบไดยาก เชน กรณขีองขาวพนัธุปทมุธาน ี1 ซึง่

เปนขาวคุณภาพและราคาที่ดอยกวาถูกนําไปปนในขาว

ขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเปนขาวคุณภาพสูงราคาดี เพื่อ

ผลกําไรที่มากขึ้น ดังนั้น ทางราชการจึงมีการควบคุม

คุณภาพและตั้งมาตรการในการสงออกขึ้น ซึ่งหนึ่งใน

หลายมาตรการกค็อืการตรวจดเีอน็เอขาวหอม เพือ่ยนืยนั

ความบริสุทธิ์ของพันธุขาว และตรวจการปลอมปนของ

ขาวพนัธุอืน่ ในขาวขาวดอกมะล ิ105

การปะปนของพันธุขาวซึ่งทําใหเกิดความไม

บริสุทธิ์ในพันธุยากแกการจําแนกตามลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางเคมี หทัยรัตน และ

คณะ(2546) ไดทาํลายพมิพเอกลกัษณดเีอ็นเอ ของขาว

พนัธุรบัรองจาํนวน 76  พนัธุโดยใช microsatellite หรือ

simple sequence repeats (SSRs) primers 29 คู ให

alleles ทีต่างกนั 257 แบบ และพบวาสามารถแยกความ

แตกตางของขาวพนัธุรบัรองไดด ี โดยพบภาพลายพมิพ

เอกลักษณดีเอ็นเอของขาวแตละพันธุรวม 29 loci และ

พบวา primers ทีส่ามารถบอกความแตกตางของขาวไทย

ไดมากที่สุดคือ RM149 รองลงมาคือ RM21, RM17,

RM20,  RM228,  RM239,  RM168, RM165, RM157

และ RM209 ตามลาํดบั (DOA birdo homepage, 2550)

โมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs  เปนโมเลกลุเครือ่ง

หมายแบบ co-dominant marker ปจจุบันมีรายงานวา

โมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs ของขาวมอียูถงึ 3,200

ตําแหนงบนโครโมโซมขาว  (McCouch et al., 2002)

ดเีอ็นเอตรงตาํแหนงทีม่โีมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs

จะถูกเพิ่มปริมาณ (amplification) ดวยปฏิกิริยาลูกโซ

(polymerase chain reaction, PCR) โดยใชชิน้สวนดเีอน็

เอขนาดเล็กที่เรียกวา primers ซึ่งมีลําดับเบสคูสม

(complementary sequences) ที่สามารถจับคูกับลําดับ

เบสที่ขนาบหัวทายตําแหนงของ SSRs เปนตัวชวยใน

การเริ่มตนการสังเคราะหชิ้นสวนดีเอ็นเอตรงตําแหนงที่

ตองการ โมเลกลุเครือ่งหมายทีใ่ชเทคนคิ PCR นีเ้ปนวธิี

ทีร่วดเรว็ ใชตวัอยางพชืและปรมิาณดเีอน็เอเพยีงเลก็นอย

ทาํใหสามารถวเิคราะหตัวอยางเปนจาํนวนมากได นอก

จากนี้โมเลกุลเครื่องหมายชนิด SSRs ยังสามารถแยก

ความแตกตางระหวางพันธุพืชที่มีความใกลชิดทางพันธุ

กรรมไดเปนอยางด ี จงึเหมาะสมอยางยิง่ทีจ่ะนาํมาใชเพือ่

ศกึษาความแปรปรวนทางพนัธกุรรม ใชจดัทาํลายพมิพ

เอกลกัษณ (DNA fingerprinting) ตลอดจนใชสาํหรบัตรวจ

สอบความบรสิทุธิข์องพนัธุไดอยางแมนยาํ

ดังนั้น  การจําแนกพันธุข าวดวยลายพิมพ

เอกลักษณดีเอ็นเอ จึงเปนวิธีการที่ใชในการตรวจการ

ปลอมปนของขาวและใชจาํแนกพนัธุขาวไดอยางถกูตอง

ตลอดจนนาจะใชเปนขอมลูในการรองรบัพระราชบญัญตัิ

คุมครองพนัธุพชื ในการจดัทาํลายพมิพเอกลกัษณดเีอน็

เอของขาวพนัธุตางๆ  ปญหาหรอืขอจาํกดัคอื ขัน้ตอนใน

การสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ดขาวสารเมล็ดเดี่ยวๆ เปนขั้น

ตอนทียุ่งยาก เนือ่งจากเมลด็ขาวสารมอีงคประกอบหลกั

คอืแปงและมปีริมาณดเีอน็เอนอยมาก จงึจาํเปนตองมกีาร

ศกึษาหาวธิกีารสกดัดเีอ็นเอจากขาวสาร เพ่ือใชตรวจสอบ

ความบรสิทุธิข์องขาวดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย (ลายพมิพ

เอกลกัษณดเีอ็นเอ) ซึง่จะตองเปนวธิกีารทีท่าํไดงาย รวด

เร็ว สะดวก ประหยัด และเมื่อเปรียบเทียบกับการสกัด

ดีเอ็นเอจากใบขาวก็ควรจะใหผลผลิตดีเอ็นเอที่ไมแตก

ตางกนั นอกจากนี ้ยงัมคีวามจาํเปนตองมกีารสาํรวจและ

ทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมาย ทีส่ามารถแยกความแตกตาง

ระหวางพันธุขาวไดดี เพื่อนํามาใชจัดทําแถบดีเอ็นเอ

มาตรฐาน สําหรับงานตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุ

ขาวดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย

อุปกรณและวิธีการ
1. การพฒันาวธิกีารสกดัดเีอน็เอจากเมลด็ขาวสาร

1.1 การสกดัดเีอ็นเอจากใบขาว

นาํใบขาว ตวัอยางละ 1 กรมั มาสกดัดเีอน็เอ โดย

แชในไนโตรเจนเหลวทันที แลวทําการบดใบขาวให
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ละเอยีดในโกรงบดยาทีแ่ชในไนโตรเจนเหลวจนเยน็ ยาย

ใบขาวทีบ่ดละเอยีดมาใสในหลอดพลาสตกิ (eppendorf

tube) ขนาด 1.5 มลิลลิติร  เตมิ CTAB extraction buffer

(ดดัแปลงจาก Chen and  Ronald, 1999) ทีอุ่นใหได

อณุหภมู ิ65 องศาเซนเซยีส จาํนวน 600 ไมโครลติร และ

เติม RNAase A (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) จํานวน 14

ไมโครลติร ผสมใหเขากนักอนทีจ่ะนาํไปอุนทีอ่ณุหภมู ิ65

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้เตมิสาร chloro-

form และ isoamyl alcohol อตัราสวน 24:1 จาํนวน 500

ไมโครลติร เขยาเบาๆ ประมาณ 5 นาท ีปนเหวีย่งทีค่วาม

เรว็ 13,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ีหลงัจากนัน้

นําของเหลวชั้นบนในหลอดพลาสติกไปตกตะกอนดีเอ็น

เอดวยเอธลิแอลกอฮอล ทีแ่ชเยน็ จาํนวน 700 ไมโครลติร

เขยาหลอดเบาๆ จนเห็นดีเอ็นเอจับตัวกันเปนกอน ปน

เหวีย่งทนัททีีค่วามเรว็ 13,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5

นาที เทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง ลางดีเอ็นเอดวยเอธิล

แอลกอฮอล 95% จาํนวน 700 ไมโครลติร 2 ครัง้  ผึ่งดี

เอ็นเอใหแหงในอากาศประมาณ 45 นาที แลวเติมสาร

ละลาย 1X TE buffer เพือ่ละลายดเีอน็เอ แลวเกบ็รกัษา

ดเีอน็เอไวทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส

1.2  การสกดัดเีอ็นเอจากเมลด็ขาวสาร

นาํเมลด็ขาวทัง้เมลด็ 1 เมลด็ มาสกดัดเีอน็เอ โดย

ใสในหลอดพลาสตกิขนาด 1.5 มลิลลิติร แลวเตมิ extrac-

tion buffer ทีผ่สม 0.008 mg/ml proteinase K1 400 ul

นาํไปอุนทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 12 ชัว่

โมง (ขามคนื) แลวทาํการบดเมลด็ขาวสารใหละเอยีดใน

หลอดพลาสตกิ เตมิ 2x CTAB solution2 (ดดัแปลงจาก

Kang et al., 1998) ทีอุ่นใหไดอณุหภมู ิ65 องศาเซลเซยีส

จาํนวน 400 ไมโครลติร ผสมสารละลายใหเขากนัโดยการ

คว่าํหลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ ประมาณ 5 ครัง้ กอนที่

จะนาํไปอุนทีอ่ณุหภมู ิ65 องศาเซลเซยีส   เปนเวลา 30

นาท ีถงึ 1-3 ชัว่โมง ทาํใหเยน็ลงที ่ -20 องศาเซลเซยีส

เปนเวลา 5 นาท ีจากนัน้เตมิสาร phenol, chloroform และ

isoamyl alcohol อัตราสวน 25:24:1 จํานวน 400

ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเขากันโดยการคว่ํา

หลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ ประมาณ 5 ครัง้ ปนเหวีย่งที่

อณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 12,000 รอบตอนาที

นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําของเหลวชั้นบนในหลอด

พลาสตกิ จาํนวน 500 ไมโครลติร ไปตกตะกอนดเีอน็เอ

ดวยเอธลิแอลกอฮอลเขมขน (99.7-100 % v/v) ทีแ่ชเยน็

จาํนวน 350 ไมโครลติร ผสมสารละลายใหเขากนัโดยการ

คว่าํหลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ ประมาณ 10 ครัง้ กอนที่

จะนาํไปไวทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส   เปนเวลา 30 นาที

แลวนาํไปปนเหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็

รอบ 12,000 รอบตอนาท ี  เปนเวลา 10 นาท ีเทสวนที่

เปนของเหลวทิง้ ลางดเีอ็นเอ ดวยเอธลิแอลกอฮอล 70%

จาํนวน 500 ไมโครลติร เขยาเบาๆ ประมาณ 1 นาท ีปน

เหวีย่งทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส ความเรว็ 12,000 รอบ

ตอนาท ี  เปนเวลา 5 นาท ีผึง่ดเีอน็เอใหแหงในอากาศ

ประมาณ 15 นาที แลวเติมสารละลาย 1X TE buffer

จํานวน 30 ไมโครลิตร และ RNase A (10 มิลลิกรัม/

มลิลลิติร) จาํนวน 2 ไมโครลติร เพือ่ละลายดเีอน็เอ แลว

เกบ็รกัษาดเีอน็เอไวทีอ่ณุหภมู ิ4 หรอื -20 องศาเซลเซยีส

1.3  การตรวจสอบปรมิาณและคณุภาพของดเีอน็เอ

นําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทั้งใบและเมล็ด

ขาว มาตรวจสอบปรมิาณและคณุภาพโดยการผสมกบัสี

5x gel-loading buffer ทีใ่ชบอกระยะทางแลวใสลงไปในแต

ละหลมุบนวุน (agarose gel) ความเขมขน 1% เมือ่ใส

ตัวอยางดีเอ็นเอจนหมด  แลวใสดีเอ็นเอความเขมขน

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

10 µl /หลุม ลงไปในหลุมแรกและหลุมสุดทาย เพื่อใช

เปรียบเทียบคํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอ นําไปวิ่ง

ผานกระแสไฟฟา โดยใชกระแสไฟฟาที ่100 โวลท เปน

เวลา 2-3 ชัว่โมง นาํไปยอมสดีวยอธีเีดยีมโบรไมด 10%(1

ไมโครลติร/มลิลลิติร) เปนเวลา 20 นาท ีแลวลางดวยน้าํ

กลัน่  เปนเวลา  5-10 นาท ี นาํมาตรวจดแูถบดเีอน็เอดวย

แสงยวู ี(UV light) ที ่260 นาโนเมตร และบนัทกึภาพ

2. การสาํรวจและทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่ใช

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว

2.1  โมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSR ทีใ่ชตรวจสอบ

ความบรสิทุธิข์องพนัธุขาว

นําโมเลกุลเครื่องหมายชนิด SSRs มาทดสอบ

ความสามารถในการตรวจสอบความบรสิทุธิข์องพนัธุขาว

จาํนวน 3 โมเลกลุเครือ่งหมาย คอื BO3-8F (CGTGGCT

CG ACCTTTTTAAT) /BO3-8R (TCAAACCCT GGT
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TACAGCAA) ซึ่งเปนไพรเมอรที่ไดพัฒนามาจากลาํดบั

เบสของ Nipponbare's BAC-end และ โมเลกลุเครือ่งหมาย

ชนดิ EST ซึง่เปนโมเลกลุเครือ่งหมายทีอ่ยูตาํแหนงเดยีว

กนักบักลุมยีนความหอมและสามารถถายทอดไปสูรุนลกู

รุนหลานไดตลอดบน โครโมโซม 8 โดยมรีะยะหางจาก

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

6F (CTTTGTCTATCTCAAGACAC) /RM190-6R

(TTGCAGATGTTCTTCCTGATG) มคีวามสมัพนัธกบั

ยีนที่ควบคุมคุณภาพการหุงตมของขาว (waxy gene)

บนโครโมโซม 6 โดยมีระยะหางจากยีน 8.2 cM

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

TTCCACAGCA)/Glu23-6R (GCTGGTCGTCACGC

TGAG) ซึง่เปน Wx allele-specific markers ทีใ่ชแยกขาว

เหนียว (glutinous) ออกจากขาวเจา (non-glutinous)

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

2.2  การทําปฏิกิริยาลูกโซ

นาํดเีอน็เอทีส่กดัไดมาเจอืจางดวยน้าํกลัน่นึง่ฆาเชือ้

ใหไดความเขมขน 10-20 นาโนกรมัตอไมโครลติร เพ่ิม

ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอในตําแหนงที่สนใจในหลอด

ทดลองดวยการทาํปฏกิริิยาลกูโซ  (polymerase chain

reaction) ซึง่เปนเทคนคิหรอืวธิกีารในหองปฏบิตักิารทีใ่ช

ในการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอเปาหมาย (สวนใดสวนหนึง่ของ

ดเีอ็นเอเทานัน้) ในหลอดทดลองดงัรายละเอยีดดงันี้

องคประกอบของปฏกิริยิาลกูโซ ประกอบดวย 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

เพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ตองการ โดยใชเครื่องเพิ่ม

ปริมาณชิน้สวนดเีอ็นเอดวยปฏกิริยิาลกูโซหรือเครือ่งพซีี

อาร ดงัตอไปนีค้อื

- ขัน้ตอน denaturation ทาํใหดเีอน็เอเริม่ตนหรอื

template ซึง่เปนดเีอน็เอสายคู (double strand) แยกตวั

ออกจากกันเปนสายเดี่ยว (single strand) โดยการใช

อณุหภมูสิงู 94 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 วนิาที

- ขัน้ตอน primer annealing หรอื annealing ใช

อณุหภมู ิ55-60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 วนิาท ีเปน

ขัน้ตอนทีป่ลอยใหมกีารจบักนัระหวางดเีอ็นเอสายเดีย่วที่

แยกได จากขัน้ตอนแรกกบัสายไพรเมอร ซึง่เปนโอลโิก

นิวคลีโอไทดสายเดี่ยวขนาดสั้นๆ จะเปนการจับกันตรง

บรเิวณทีม่เีบสคูสมกนั (complementary base) ซึง่เกดิขึน้

ไดเมือ่อณุหภมูขิองดเีอน็เอลดลงจากขัน้ตอนแรก

- ขัน้ตอน primer extension หรอื extension ใช

อณุหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ีเปนขัน้ตอน

ทีม่กีารสรางดเีอน็เอสายใหมขึน้มา โดยอาศยัดเีอน็เอสาย

เดีย่วทีแ่ยกออกจากกนัทัง้สองสายเปนแมพมิพ ทัง้นีอ้าศยั

เอนไซม DNA polymerase และ dNTPs

ปลอยใหเครือ่งพซีอีารทาํซ้าํขัน้ตอนทีก่ลาวขางตน

จนครบ 35 รอบ กจ็ะไดชิน้สวนดเีอน็เอเพิม่ขึน้เปนลานๆ

เทา

2.3  การวิเคราะหชิ้นสวนดีเอ็นเอในตําแหนงที่

สนใจทีเ่พิม่จาํนวนไดดวยเทคนคิพซีอีาร

แยกความแตกตางของขนาดชิน้สวนดเีอน็เอทีเ่พิม่

จํานวนได ดวยสนามไฟฟาที่เคลื่อนจากขั้วลบไปยังขั้ว

บวก (electrophoresis) ผานวุน (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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ความเขมขน 6% ในสารละลาย TBE buffer 1% โดยนาํ

ผลผลติจากปฏกิริยิาลกูโซจาํนวน 10 ไมโครลติร มาผสม

กบัส ี6x loading formaminde dye buffer ทีใ่ชบอกระยะ

ทาง จํานวน 4 ไมโครลิตร แลวนําไปทําใหดีเอ็นเอเสีย

สภาพ (DNA denaturation) โดยใชความรอนทีอ่ณุหภมูิ

94-95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 นาท ีและแชในน้าํแขง็

ทันที นําผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซดังกลาว จํานวน 3

ไมโครลติร มาใสในหลมุบนวุน เมือ่ใสตวัอยางดเีอน็เอจน

หมด  ใสดีเอ็นเอความเขมขนมาตรฐาน 100 bp DNA

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

หลมุแรกและหลมุสดุทาย เพือ่ใชบอกขนาดชิน้สวนของดี

เอ็นเอ แลวนาํไปใหกระแสไฟฟา 1,200 โวลท (80-100

วตัต) วิง่ผานเปนเวลาประมาณ 1-1.30 ชัว่โมง หรอืใหสี

ที่ ใชบอกระยะทางเคลื่อนที่ไปไดประมาณ 15-18

เซนตเิมตร จงึนาํไปยอมสดีวยซลิเวอรไนเตรท 1% (sliver

staining) เปนเวลา 30 นาท ีแลวลางดวยน้าํกลัน่  เปน

เวลา  5 วินาที นํามาใสในสารละลาย developer

ประมาณ 5 นาที หรือ จนเห็นแถบดีเอ็นเอปรากฏบน

กระจก จงึหยดุปฏกิริยิาดวย  acetic acid  1% จากนัน้

นาํกระจกไปผึง่ใหแหง

ผลการทดลองและวิจารณ
1. การพฒันาวธิกีารสกดัดเีอน็เอจากเมลด็ขาวสาร

ผลการสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ดขาวกลองและเมล็ด

ขาวสารเมลด็เดีย่วๆ โดยการนาํเมลด็ขาวดงักลาว มาอุน

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง

(ขามคนื) ในสารละลาย extraction buffer ทีม่คีาความ

เปนกรดเปนดาง เปน 8 ทีม่กีารเตมิ proteinase K (0.008

mg/ml) และ 0.5% SDS

บดเมล็ดขาวใหละเอียด แลวทําการสกัดดีเอ็นเอ

ดวยวธิกีาร CTAB (2x CTAB method) ซึง่ในขัน้ตอน

CTAB นีจ้ะเหมอืนการสกดัดเีอน็จากใบขาว เพยีงแตใบ

ขาวจะใชวธิกีาร 1x CTAB method และเมือ่นาํดเีอน็เอที่

ไดจากทั้งใบขาวและเมล็ดขาวมาตรวจสอบปริมาณและ

คณุภาพของดเีอ็นเอ บน agarose gel electrophoresis

พบวา ไดผลผลิตดีเอ็นเอที่มีคุณภาพและปริมาณเพียง

พอตอการจดัทาํลายพมิพเอกลกัษณดเีอ็นเอขาว อกีทัง้ยัง

เปนวิธีที่ทําไดงาย 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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ดเีอน็เอจากใบขาวใหผลผลติของดเีอน็เอทีไ่มแตกตางกนั

คอื ไดปรมิาณ  20-30 ไมโครลติร ทีค่วามเขมขนดเีอน็เอ

166 นาโนกรมั/ไมโครลติร (Fig.1)

2. การสาํรวจและทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่ใช

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว

ผลจากการพัฒนาโมเลกุลเครื่องหมาย เพ่ือใช

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว พบโมเลกุลเครื่อง

หมายชนดิ SSRs ทีไ่ดพฒันาถงึขณะนี ้สามารถแยกพนัธุ

ขาวออกเปน 3 กลุมใหญๆ  คอื กลุมขาวทีม่กีลิน่หอม-ไม

หอม  กลุมขาวสกุออนนุม-รวนแขง็  และกลุมขาวเหนยีว

ขาวเจา โดยพบวา B03 ซึง่เปนโมเลกลุเครือ่งหมายทีอ่ยู

ตาํแหนงเดยีวกนักบักลุมยนีความหอม และสามารถถาย

ทอดไปสูรุนลกูรุนหลานไดตลอด  สามารถแยกขาวพนัธุ

ชยันาท 1 ซึง่เปนขาวทีไ่มมกีลิน่หอม ออกจากขาวพนัธุ

ขาวดอกมะล ิ105 ซึง่เปนขาวทีม่กีลิน่หอม (Fig. 2) สวน

RM109  ที่มีความสัมพันธกับยีนที่ควบคุมคุณภาพการ

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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หุงตมของขาว (waxy gene) สามารถแยกขาวพันธุ

ชยันาท 1 และพษิณโุลก 2 ทีเ่ปนขาวสกุรวนแขง็ ออกจาก

ขาวพนัธุขาวดอกมะล ิ105 ซึง่เปนขาวทีม่คีณุภาพการหงุ

ตมด ีคอืขาวสกุออนนุม (Fig. 3) และ Glu-23 ซึง่เปน Wx

allele-specific markers ทีใ่ชแยกขาวเหนยีวพนัธุ กข6

ออกจากขาวเจาพนัธุขาวดอกมะล ิ105 (Fig. 4)

อยางไรก็ตาม ยังมีความจําเปนที่จะตองพัฒนา

โมเลกลุเครือ่งหมายเพือ่การตรวจสอบความบรสิทุธิข์อง

พนัธุขาวตอไป เพือ่ใหไดโมเลกลุเครือ่งหมายชนดิตางๆ

ที่สามารถแยกความแตกตางระหวางพันธุขาวตางๆ ได

ถูกตองและแมนยํามากขึ้น ไมวาจะเปนโมเลกุลเครื่อง

หมายชนิด SSRs หรือ STSs (sequence tag sites)

โดยเฉพาะโมเลกุลเครื่องหมายชนิด STSs ที่ถือวาเปน

โมเลกลุเครือ่งหมายแบบสมบรูณ ทีเ่หมาะจะนาํมาใชใน

ทกุหองปฏบิตักิาร เนือ่งจากเปนเทคนคิทีง่าย สะดวก และ

ประหยัด สวนการทําแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (allele

strand) เพือ่ใหไดขอมลูแถบดเีอน็เอมาตรฐานทีส่ามารถ

นํามาอางอิงในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุขาว

นั้น อยูในระหวางดําเนินการ ซึ่งคาดวาจะแลวเสร็จใน

อนาคตอันใกลนี้

ผลการศกึษาครัง้นี ้เปนจดุเริม่ตนของงานตรวจ

สอบคณุภาพขาวดวยโมเลกลุเครือ่งหมาย เพือ่ตรวจสอบ

ความแปรปรวนทางพันธุกรรม และตรวจการปลอมปน

ของขาว โดยที่สามารถถายทอดเทคโนโลยีนี้ไปยังหอง

ปฏิบัติการดานเทคโนโลยีชีวภาพเครือขาย เพ่ือรองรับ

ระบบการตรวจสอบและรับรองคุณภาพขาวเพื่อการสง

ออก และการสรางตราสญัลกัษณในกลุมจงัหวดัตางๆ

สรุปผลการทดลอง
ผลการพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากเมล็ดขาว

กลองและเมลด็ขาวสารเมลด็เดีย่วๆ ไดผลผลติดเีอ็นเอที่

มีคุณภาพและปริมาณเพียงพอตอการจัดทําลายพิมพ

เอกลกัษณดเีอน็เอขาว อกีทัง้ยงัเปนวธิทีีท่าํไดงาย สะดวก

รวดเรว็ และเมือ่เปรยีบเทยีบกบัการสกดัดเีอ็นเอจากใบ

ขาวกใ็หผลผลติดเีอน็เอไมแตกตางกนั สวนผลการสาํรวจ

และทดสอบโมเลกุลเครื่องหมายเพื่อใชตรวจสอบความ

บรสิทุธิข์องพนัธุขาว พบโมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSRs

จาํนวน 3 โมเลกลุเครือ่งหมายโดยสามารถแยกพนัธุขาว

ออกเปน 3 กลุมใหญๆ  คอื กลุมขาวหอม-ไมหอม กลุมขาว

สกุรวนแขง็-ขาวสกุออนนุม และกลุมขาวเหนยีว-ขาวเจา

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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