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                   การชักนําแคลลัสของขาว (Oryza sativa  L.) พันธุกข 23 จากการเลี้ยงเอ็มบริโอที่เจริญ
เต็มที่บนอาหารที่ตางกนัหาสูตร  สูตรของสุดารัตน  นิติวัฒนะ (2538) เปนสูตรที่ถูกนาํมาใชเพื่อ
การศึกษาตอไป  โดยได embryogenic callus ทั้งหมดและแคลลัสที่ไดมีขนาดใหญกวาสูตรอื่น     
                   การศึกษาเครื่องหมายพันธกุรรมของขาวทนเค็มเลือกใชสายพนัธุทนเค็ม (กข23TC7 และ 
กข23TC28) ที่คัดเลือกมาจาก somaclone         การศึกษานี้ใชเทคนิค DAF และ RAPD โดยมีไพร
เมอร  UBC และ CU ตามลําดับ    ผลคือ UBC457 (CGACGCCCTG) ใหแถบดีเอ็นเอหนึ่งแถบในขา
วกข23TC7  ที่ตางจากสายพันธุหลัก  ซ่ึงเมื่อใชไพรเมอร CU2 (CCACAGCAGT) ไดหนึ่งแถบเชนกนั     
ในทางตรงขามเมื่อใชไพรเมอร CU1 (GTTTCGCTCC) พบแถบดีเอน็เอทัง้ในขาวกข23TC7 และ กข
23TC28 แตไมพบในสายพนัธุหลกั   และเมื่อใชไพรเมอร CU กับลูกผสมระหวางสายพนัธุทนเค็มและ
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            Calli of rice (Oryza sativa L.) cv. RD23 were obtained from mature embryos by 
culturing mature embryos on five different media.  Only Nitiwatana medium (1995) was 
selected for futher experiments. All calli obtained from this medium were of embryogenic 
type and bigger than other media.  
                   The studies on genetic markers for salt tolerant was carried out using selected 
salt tolerant lines (RD23TC7 and RD23TC28) obtained from somaclones.  These were done 
by using DAF and RAPD techniques with UBC and CU primers respectively.  The results 
obtained when using UBC 457 (CGACGCCCTG) showed one DNA band in RD23TC7 which 
differed from the original line, this also obtained when using CU2 (CCACAGCAGT) primer on 
the same line.  On the contrary, when using CU1 (GTTTCGCTCC) primer the band appeared 
on both RD23TC7 and RD23TC28 but not original line.  When using the CU primers, the 
target DNA band on some of the offspring between the salt tolerant and the original lines can 
also be detected. This target DNA band may be used as genetic marker for salt tolerant rice 
lines. 
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Bis =   N,N’-methylene-bisacrylamide 
bp =   base pair(s) 
CTAB  =   Cetyl trimethyl ammonium bromide 
DAF  =   DNA amplification fragment 
DNA  =   deoxyribonucleic acid 
Dnase =   Deoxyribonuclease 
dNTP =   deoxyribonucleotide triphosphate 
DW  =   distilled water 
EDTA  =   ethylene diamine tetra-acetic acid 
g. =   Gram 
μg. =   Microgram 
kb =   Kilobase 
kD =   KiloDalton 
l =   Litre 
μl. =   Microlitre 
M =   Molar 
μM =   Micromolar 
mg. =   Milligram 
min. =   Minute 
ml. =   Milllilitre 
mM =   Millimolar 
mm. =   Millimeter 
ng. =   Nanogram 
nm. =   Nanometer 
PAGE  =   Polyacrylamide gel electrophoresis 
RAPD =   Random amplified polymorphic DNA 
SDS =   Sodium dodecyl sulfate 
Taq =   Thermus aquaticus DNA polymerase 
TEMED =   N,N,N’,N’-tetramethylenediamine 



 

Tris =   Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
U =   Unit(s) 
V =   Volts 
W =   weight 

  



บทที่ 1 
บทนํา 

 
                   ปญหาสําคัญอันหนึ่งของการเพาะปลูกขาวในประเทศไทย คือปญหาพื้นที่แหง

แลงและสภาพดินเค็มซึ่งมักจะพบควบคูกันไปและสงผลใหการเจริญเติบโตและผลผลิตของขาว

ลดต่ําลงโดยเฉพาะทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือซ่ึงเปนแหลงปลูกขาวสวนใหญของประเทศ  

การแกไขปญหาอาจทําไดโดยการปรับปรุงสภาพพื้นที่เพาะปลูกโดยวิธีการเขตกรรมและการ

ปรับปรุงพันธุขาว  สําหรับการปรับปรุงพันธุขาวไดมีการคัดเลือกหาสายพันธุทนเค็มหรือแลง

หลายวิธีดวยกัน  เชน  การนําสายพันธุมาจากตางประเทศ  การผสมและคัดพันธุ  ตลอดจนการ

กระตุนใหเกิดการกลายพันธุ  และการสรางสายพันธุโดยการตัดตอยีน     

                   Vajrabhaya และ Vajrabhaya (1991) คนพบความผันแปรของเซลลรางกายที่

เกิดจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อ (somaclonal variation) ซึ่งสามารถนํามาใชประโยชนในการคัดเลือก

เพื่อใชในการปรับปรุงพันธุขาวใหมีความสามารถในการทนเค็มโดยใหลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาไวเหมือนพันธุเดิมเพิ่มแตเพียงคุณสมบัติของความสามารถในการทนเค็ม 

                   โครงการ  New Varieties of Rice for Saline and Acid Soil Through Tissue 

Culture  โดยศาสตราจารย มนทกานติ  วัชราภัย  ไดใชประโยชนของการเกิดความผันแปรของ

เซลลรางกาย (somaclonal  variation) จากการเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชผลิตขาวพันธุใหมที่ทนเค็มและ

ทนแลงสูง  และสามารถถายทอดลักษณะดังกลาวไปยังชั่วอายุตอ ๆ ไปได (Vajrabhaya  et 

al., 1987)  จากการวิจัยอยางตอเนื่อง  ทิพยวรรณ  ธนไพศาล (2534)  ศึกษาความทนเค็มของ

ขาวที่ไดมาจากโครงการดังกลาว 8 พันธุ  คือ  กข25  กข23  กข8  ขาวดอกมะลิ 102  นางมล

เอส-4  เหนียวสันปาตอง  เหลืองประทิว123  และขาวตาแหง 17  โดยคัดเลือกสายพันธุที่เกิด

จาก  somaclonal  variation แลวมาคัดเลือกตอในรุนที่ 2-5 (R2-R5) โดยการเติม  NaCl  

0.5%  ในสารละลายธาตุอาหารทําใหมีคาการนําไฟฟา  9-10 mmho/cm  ที่  25  องศา

เซลเซียส  คัดเลือกตนกลาที่ระยะ  5  ใบดวยวิธี  hydroponic  เปนเวลา 4 สัปดาห   จากนั้นนํา

ตนที่รอดตายมาปลูกเก็บเมล็ดในดินปกติ   

                   รายงานการวจิยัเกี่ยวกับความสามารถในการทนเค็มที่ผานมา นอกจากการ

เปลี่ยนแปลงทางดานสรีรวิทยา เชน การตอบสนองตอไอออนของโซเดียมและคลอไรด  การสะสม

สารละลายอนิทรีย เชน โปรตีน น้าํตาล กรดอะมิโนบางชนิด กรดอินทรียบางชนิดและกรดแอสคอร

บิค        (Olmos and Hellin,1996) แลวยังมีการเปลีย่นแปลงในดานของสารพนัธุกรรม  ยีนตางๆ  

และการแสดงออกของยีน เชน การเปลี่ยนแปลงระดับอารเอ็นเอและเอ็นไซมไรโบนวิคลีเอส เมื่ออยู

ในภาวะเค็ม (Mittal and duby,1990)   การแสดงออกของยีน germin  rab16  rbcL  salT  ที่



            2

นําไปสูการประยุกตใชในเทคนิคใหมของการปรับปรุงพนัธุพชื คือ การสรางสายพันธุใหมโดยการ
ตัดตอยีน (Zhang et al.  , 1995b. , Tanaka et al.  , 1999. , และ Hoshida et al.  , 2000) 
                   เนื่องจากในงานวิจยัที่ผานมาของขาวที่ไดจากโครงการ มีการศึกษาทั้งทางดาน
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา ดังนัน้ในสวนของงานวิจัยนี้ตองการศึกษาในดานชวีวทิยาโมเลกุลโดย
เปรียบเทียบระหวางขาวสายพันธุปกติและสายพันธุทนเค็มที่ไดจากโครงการดังกลาวเพื่อหา
เครื่องหมายทางพนัธกุรรม (genetic marker) เพื่อใชเปนเครื่องชี้บอกถึงความแตกตางของขาวทน
เค็ม โดยทําการศึกษาในขาว  กข23สายพันธุทนเค็มในรุนที ่9 (R9)  วิเคราะหเปรียบเทียบรูปแบบ
ของสารพนัธุกรรมระหวางขาวกข23สายพนัธุหลกั(สายพันธุปกต)ิ   กข23สายพันธุทนเค็มและ
ตรวจสอบกลบัไปยังลูกผสมระหวางสายพันธุทนเค็มทีไ่ดจากโครงการกับสายพันธุหลักโดยใช
เทคนิคการเพิม่จํานวนและการวิเคราะหดีเอ็นเอมาตรฐาน  ซึ่งอาจจะนาํมาใชเปนแนวทางในการ
คัดเลือกพันธุขาวทนเค็มในอนาค 
วัตถุประสงคและขอบเขตของงานวิจัย 
 
                   การวิจัยนี้มุงศึกษา genetic marker ของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกมาจาก 
somaclonal variation ที่เกิดในระหวางการเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อใชเปนเครื่องชี้บอกความสามารถ
ในการทนเค็มของขาว และอาจไดยีนที่ทนเค็มเพื่อประโยชนในการปรับปรุงพันธุขาวตอไป 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 
                   ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมที่มีขาวเปนผลผลิตหลัก   แมวาในประเทศไทยจะมี
กําลังการผลิตในปริมาณที่สูงแตความสามารถในการผลิตเพื่อการบริโภคภายในประเทศรวมถึงการ
สงออกของขาวไทยนั้นยังไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร จากการสํารวจพื้นที่ปลูกขาวในป 2542 พบวามี
พื้นที่ ปลูกขาวนาป  57.195 ลานไร ใหผลผลิต 18.978 ลานตัน สวนพื้นที่ปลูกขาวนาปรังมี 6.326 ลาน
ไร ใหผลผลิต 4.294 ลานตัน(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, ธันวาคม 2542) เมื่อนํามาคํานวณเปน
ผลผลิตตอไรแลวยังมีปริมาณต่ําอยู  การปรับปรุงแกไขสภาพปญหาในดานการ   ผลิตจะพบขอจํากัด
ในเรื่องของพื้นที่ในการเพาะปลูก  แตปจจุบันพบวาเทคโนโลยีชีวภาพสามารถนํามาใชเพื่อการปรับปรุง
พันธุขาวไดและเปนที่นิยมกันมาก  ดังนั้นเพื่อใหผลผลิตตอพื้นที่มีมากขึ้นทางออกจึงอยูที่การพัฒนา
และคัดเลือกพันธุขาวที่เหมาะสําหรับสภาพเพาะปลูก เชน การผลิตขาว double haploid โดยการเลี้ยง
อับเรณู  การพัฒนา somaclone เพื่อคัดเลือกสายพันธุทนโรค ทนเค็ม หรือทนแลง  ตลอดจนการ
คัดเลือก mutant cell line โดยการเพิ่มกรดอะมิโนเปนตน (Semal,1986 และ Bajaj,1991) การผลิต
ขาวเพื่อตอบสนองปญหาในแตละพื้นที่ปลูกจึงเปนสิ่งสําคัญ 
                   การคนพบการกลายพนัธุที่เกิดจากการเลีย้งเนื้อเยื่อพืช (somaclonal variation) ใน
กลวยไมสกุล Dendrobium ของ Vajrabhaya และ Vajrabhaya (1974) ซึ่งพบความผันแปรของขนาด
ดอก รูปราง สีของกลีบดอก และจํานวนโครโมโซม อีกทั้งลกัษณะบางอยางสามารถถายทอดไปสูรุน
ตอๆไปโดยพิสูจนไดวาเกิดจากพนัธกุรรมไมใชส่ิงแวดลอม จึงเปนที่มาของโครงการ New Varieties of 
Rice for Saline and Acid Soil Through Tissue Culture (Vajrabhaya, 1987) ซึ่งเปนโครงการ
ปรับปรุงพันธุขาวสายพนัธุไทย เชน เหลืองประทวิ ขาวดอกมะลิ กข23 ขาวตาแหง เปนตน  ทําใหไดขาว
ที่มีความสามารถทนเค็มและทนแลงไดดี จึงไดมีการวิจัยตอเนื่องเพื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา
และสรีรวิทยา (Vajrabhaya และคณะ, 1989, Vajrabhaya และ Vajrabhaya,1991, ทิพยวรรณ ธน
ไพศาล, 2534, วรัญญา  คําปน, 2542 และ   วันชัย  สังฆสุข, 2542)   โดยศึกษาเปรียบเทียบ
ความสามารถในการสะสมโพรลีนและน้ําตาลของขาวทนเค็มและทนแลงเมื่อขาวอยูในภาวะเค็มและ
แลงกับพนัธุปกติ  ในการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกบัความทนเค็มของขาวพบวานอกจากจะมกีารศึกษาทัง้
ทางดานสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาแลวยังมีการศึกษาเกี่ยวกับสารพนัธกุรรม ยีนและกลไกการควบคุม
ตางๆ รวมถงึการแสดงออกของยีน  ซึ่งเปนการศึกษาทางดานชีววิทยาโมเลกุล โดย Claes และคณะ 
(1990) ศึกษาคุณสมบัติของยีนในขาวที่แสดงออกในใบและรากเมื่อไดรับภาวะเค็มและแลงในสายพนัธุ 
Taichung N1 ซึ่งเปนพนัธุออนแอ พบวาเมื่อขาวอยูในภาวะเค็มและแลงโดยใชอาหาร Murashige and 
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Skook มี ABA 20 μM, PEG 5%, NaCl 1%, KCl 1% และ ภาวะอากาศแหง จะมีการแสดงออกของ
ยีนในรูปการสะสม mRNA ในยีน salT โดยวัดในใบและราก ซึ่งสัมพนัธกับ Na+ ทีเ่พิ่มข้ึนภายใตภาวะ
เค็ม   จากการศึกษาการสงัเคราะหโปรตีนพบโปรตนีทีถู่กชักนําใหมกีารแสดงออก 8 ชนิด ที่มขีนาด
ประมาณ 15 kD ในราก  และพบวาฮอรโมนพชื(ABA) มีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการปรับตัวของขาว
เมื่ออยูในภาวะเค็มดวย 
                   Mittal และ Dubey (1990) ศึกษาอิทธิพลของภาวะเค็มตอระดับของ RNA และกิจกรรม
ของ RNase ใน  endosperm และ embryoaxes  ในระหวางการงอกของเมล็ดขาวจากสวนของ 
endosperm พบวาเมื่อระดับของความเค็มเพิ่มมากขึ้นพบการสะสมของ  mRNA ในสายพันธุออนแอ 
(Ratna และ Jaya) เพิ่มมากขึ้นตาม  ในขณะที่สายพันธุทนเค็ม (CSR-1 และ CSR-3) เมื่ออยูในภาวะ
เค็มระดับปานกลาง (7 dSm-1) ไมพบการเปลี่ยนแปลงของระดับ RNA แตอยางใด  ขณะที่ในสวนของ 
embryoaxes พบวาระดับ RNA   ของสายพันธุออนแอจะลดลงในชวง 48-120 ชั่วโมงของการงอก 
ขณะที่ในสายพันธุทนเค็มมีการเพิ่มข้ึนและยังพบกิจกรรมของ RNase ที่เปลี่ยนแปลงไป เชน ใน 
endosperm ของสายพันธุทนเค็มมีกิจกรรมของ RNase มากกวาสายพันธุออนแอ ซึ่งตางกันใน 
embryoaxes ภาวะเค็มสงผลใหปริมาณ RNase ในสายพันธุออนแอเพิ่มมากขึ้นกวาสายพันธุทนเค็ม  
ผลการทดลองดังกลาวสนับสนุนวาความสัมพันธของปริมาณ RNA และ RNase มีสวนสัมพันธกับการ
ทนเค็มของขาว 
                   Winicov และ Seemann (1990) ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห
แสงใน Alfalfa สายพันธุทนเค็ม  ในภาวะเคม็พบวาในสายพันธุทนเค็มภาวะเค็มชักนําใหมีการสะสมทั้ง 
mRNA และโปรตีนตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแสงไมวาจะเปน  rbcL และ rbcS เพิ่มมากขึ้น
 Moons และคณะ (1995) ศึกษาการตอบสนองทั้งระดับโมเลกุลและทางสรีรวิทยาของรากขาว 
Indica  เปรียบเทียบระหวางสายพันธุออนแอและทนเค็มที่แปรผันกับกรดแอบไซซิค (ABA) และเกลือ 
(NaCl) พบวา ABA สามารถกระตุนใหมีการตอบสนองของกรดอะมิโน 3 ชนิด ในระหวางขาวสายพันธุ
ทนเค็ม (Pokkali และ Nona Bokra) และสายพันธุออนแอ (Taichung N1) โดยพบการสรางโปรตีน
ขนาด 40 kD (His-rich)   26 kD (group 3 LEA protein, late embryogenesis abundant protein 
type Ι) และขนาด 24 kD (group 2 LEA, Lys-rich / rab,dehydrin protein) ในรากของขาวสายพันธุ
ทนเค็มทั้งสองสายพันธุมากกวาสายพันธุ Taichung N1 และเมื่ออยูในภาวะเค็ม(150 mM NaCl) 
พบวาระดับของ ABA ของขาวสายพันธุ Nana Bokra เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ  Taichung N1 จะ
เพิ่มข้ึน 30 เทา   สวนสายพันธุ Pokkali จะเพิ่มข้ึน 6 เทาของสายพันธุ  Taichung N1 
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                   Zhang และคณะ (1996) ศึกษาการแสดงออกของยีน 3 ยีนจากขาวกลายพันธุที่เปนพันธุ
ทนเค็มเปรียบเทียบกับพันธุดั้งเดิม  ไดแก  rbcL, salT และ rab16 ที่ตอบสนองตอปจจัยภายนอก  
ไดแก ABA, NaCl, PEG และ heat shock ในระยะกลา จากผลการทดลองพบวาสายพันธุทนเค็มมีการ
ตอบสนองตอฮอรโมนพืช (ABA)  จากภายนอกและภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม (PEG และ heat 
shock) นอยกวาสายพันธุดั้งเดิม แสดงใหเห็นวาสายพันธุทนเค็มมีกลไกบางอยางที่ชวยปองกันตัวเอง
จากภาวะเครียดทําใหมีความสามารถในการทนตอภาวะเค็มไดดีกวา 
                   Hurkman และ Tanaka (1996) ศึกษาอิทธิพลของภาวะเค็มตอการแสดงออกของยีน 
germin ในรากขาวบารเลยพบวากลุมยีน germin ซึ่งคือยีน oxalate oxidase (สังเคราะหให 
salicylate, methyl salicylate หรือ methyl jasmonate) และยีนที่สังเคราะห dehydrin เปนตัวสําคัญ
ในการปรับสภาวะสมดุลเมื่ออยูในภาวะเค็มและในภาวะที่เติมฮอรโมนพืชบางตัว เชน ABA และ IAA 
โดยไดทําการเปรียบเทียบการแสดงออกระดับ mRNA กับยีนที่สังเคราะห peroxidase โดยวัดในราก
ของตนกลาขาวบารเลยที่ระยะเวลาตางๆ 
                   Olmos และ Hellin (1996) ศึกษากลไกการทนเค็มของ Pisum sativum L.cv Challis 
จํานวน 2 สายพันธุ คือ สายพันธุที่ออนแอตอภาวะเค็มและสายพันธุที่ปรับตัวใหอยูใน NaCl 85.5 mM 
ได ทั้งในดานชีวเคมีและสรีรวิทยา โดยศึกษาในเซลลของแคลลัสที่เลี้ยงในอาหารที่เติมเกลือ NaCl 85.5 
mM  ซึ่งพบวาการพัฒนาของแคลลัสเมื่ออยูในภาวะเค็มนั้นขึ้นอยูกับการปรับตัวในดานของการปรับคา
ออสโมติกภายในเซลล นั่นคือการปรบัสารละลายอินทรีย เชน โปรตีนบางตัว น้ําตาล กรดอะมิโน กรด
อินทรีย และกรดแอสคอบิค รวมถึงความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน  และกิจกรรมของเอ็นไซมที่มี
สวนเกี่ยวของกับเมตาโบลิซึมของน้ําตาล เชน glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
glucokinase, fructokinase และ acid invertase ซึ่งเหมือนกับกิจกรรมของเอ็นไซมที่เกี่ยวของกับ 
pathway ที่พบของโพรลีนและทั้งนี้จะตองขึ้นอยูกับความสัมพันธกันของการปรับตัวทางสรีรวิทยาและ
ชีวเคมีควบคูกันไป 
                   Iayer และ Caplan (1998) พบวาสาร intermediate ที่ไดจากการสังเคราะหโพรลีน
สามารถชักนําการแสดงออกของยีนควบคุมคาออสโมติกในขาวได โดยสาร intermediate ในการ
สังเคราะหโพรลีนและกระบวนการแคตาโบลิซึมของโพรลีน เชน glutamine และ Δ1-pyrroline-5-
carboxylic acid (P5C) สามารถชักนําใหเกิดการแสดงออกของยีน salT และ dhn4 ซึ่งเปนยีนที่
ควบคุมคาออสโมติกในขาว 
                   โดยสรุปจะพบการแสดงออกของยีนหลายยีนที่อาจจะใชเปนเครื่องหมายที่เชื่อมโยงกับ
ลักษณะทนเค็มได  ดังนั้นควรเขาใจถึงรูปแบบและการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของทั้งใน
ระดับ transcription และ translation ซึ่งสามารถประยุกตใชในการบงบอกลักษณะการทนเค็มได  
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             สิ่งที่นาสนใจสําหรบัการศึกษาข้ันตอไปของขาวที่ไดจากโครงการจงึเปนการศึกษาใน
ดานชวีวทิยาโมเลกุลเพื่อดูลักษณะและการแสดงออกของสารพนัธกุรรมที่เกีย่วของกบักลไกการทนเค็ม
และทนแลง ซึ่งในงานวิจยันีจ้ะศึกษาเครื่องหมายพันธุกรรมที่เกี่ยวของกับความสามารถในการทนเค็ม
ของขาวเปรียบเทียบระหวางขาวสายพันธุหลักซึง่เปนสายพันธุเปรียบเทียบ(ไมทนเคม็) กับขาวสายพันธุ
ทนเค็มที่ไดจากโครงการ 
                   การศึกษาเพื่อนําเครื่องหมายพันธุกรรมมาใชในการชี้บอกลักษณะตางๆหลายลักษณะนั้น
เกิดขึ้นอยางกวางขวาง เชน Inukai และคณะ(1996) ใชประโยชนของการศึกษาหายีนตานทานโรคไหม
โดยการเปรียบเทียบสายพนัธุขาวลูกผสมที่ตานทานตอโรคไหม 2 สายพนัธุ(pre-isogenic lines;PILs 
และ near-isogenic lines;NILs) ที่มาจากพอแมเดียวกนัดวยเทคนิค Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP)  และนํามาพฒันาขาวสายพันธุตานทานโรคไหม โดยขั้นแรกเปนการพัฒนา
ขาวสายพนัธุตานทานโรคไหมซึง่เกิดจากสายพนัธุที่เปน pre-isogenic lines (การผสมพันธุขาวระหวาง
สายพนัธุที่ตานทานโรคไหม(Moroberekan) กับสายพนัธุออนแอ (CO39) จากนั้นปลอยลูกผสมที่ได
ผสมตัวเองไปจนถงึรุนที ่ 7) และใชเทคนคิการทําแผนที่ยนี (RFLP) มาชวยในการตรวจหายนีตานทาน
โรคไหม(ซึ่งไดรับมาจากพนัธุ Moroberekan) โดยเปรยีบเทียบกับขาวสายพนัธุตานทานโรคไหมซึ่งเกิด
จากสายพนัธุที่เปน near-isogenic lines (การผสมพันธุขาวระหวางสายพนัธุที่ตานทานโรคไหม
(Moroberekan)กับสายพนัธุออนแอ (CO39) จากนั้นนาํลูกผสมที่ไดไปผสมกลับ(backcross) กลับไป
ยังสายพนัธุ CO39 ) 
                   Katiyar และคณะ (1994) ใชเทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ใน
การหาแถบดีเอ็นเอที่สมัพนัธกับขาวที่ตานทานแมลงบัว่ โดยผสมพนัธุขาวสายพนัธุ Duokang # 1 ซึ่ง
เปนสายพนัธุที่ตานทานแมลงบั่ว กับขาวสายพนัธุ Feng ying Zhan # 1 ซึ่งเปนพนัธุออนแอ แลว
คัดเลือกจนถงึรุนที ่ 3  จากนั้นจึงทําการเปรียบเทียบระหวางสายพนัธุพอ แม และลูกผสมซึ่ง
ประกอบดวยลูกผสมทีม่ีความตานทานตอแมลงบั่วกับและลูกผสมทีม่ีความออนแอตอแมลงบั่ว โดยใช
เทคนิค RAPD ซึ่งสามารถหาแถบดีเอ็นเอที่สามารถใชเปนเครื่องหมายในการชี้บอกความสมัพนัธกับ
การตานทานแมลงบั่วของขาวได  
                   ปจจุบันไดมีการนําเอาเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใชตรวจสอบความสัมพันธเหลานั้น
กันอยางแพรหลาย เชน Zhang และคณะ (1995) ศึกษายีนของขาวทนเค็มโดยใชวิธี RFLP ไดเปน
ผลสําเร็จ โดยศึกษาในขาวทนเค็มที่คัดเลือกจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อ ทําใหขาวทนเค็มที่ไดมีพื้นฐานทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกับพันธุดั้งเดิมคลายกับ near isogenic line และสามารถตรวจสอบยีนทนเค็มโดย
ใช probe RG4 ทําใหทราบวาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 7  
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                   Mackill และคณะ (1996) เปรียบเทียบวิธี Amplified Fragment Length Polymorphisms 
(AFLP), RAPD และ microsatellite marker ในการศึกษายีนของขาว ซึ่งจากการศึกษาพบวาวิธี AFLP 
เหมาะสมในการใชทําแผนที่ยีนที่สําคัญในขาว เชนเดียวกันกับ Lin และคณะ (1996) ซึ่งเปรียบเทียบ
เทคนิค AFLP, RAPD และ RFLP ในถั่วเหลือง โดยพบวาเทคนิค AFLP จะใหแถบของดีเอ็นเอไดดีที่สุด 
                   Godwin และคณะ (1997) ใชเทคนิค RAPD ในการศึกษาความผันแปรและลักษณะทาง 
phenotype ของขาว (Oryza sativa var. indica) ที่ไดจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อสายพันธุ FR13A ซึ่ง
สามารถทนน้ําทวมและสามารถทนแลงไดในระดับปานกลาง  ซึ่งพบวาในกลุมของ somaclonal family 
นั้น มีระดับของดีเอ็นเอที่ผันแปรไปจากพอแม เมื่อเปรียบเทียบแถบของดีเอ็นเอ(band) กับตนพอแม
พบวา มีแถบดีเอ็นเอบางแถบที่หายไปหรือเพิ่มข้ึนมาใหม  แตเมื่อดูลักษณะทาง  phenotype แลว
พบวาระดับของดีเอ็นเอที่เปลี่ยนแปลงไปไมสงผลกระทบตอการแสดงออกทาง phenotype แตอยางใด 
                   จากการศึกษาที่ผานมา เทคนิคตางๆเปนเทคนิคทีพ่ัฒนาขึ้นโดยการนําเครื่องหมายทาง
โมเลกุล (molecular marker) มาใชเพื่อเปนเครื่องชี้บอกและจดัจําแนกรวมถงึตรวจสอบพนัธุของ
ส่ิงมีชีวิต ทั้งในระดับโปรตีนและดีเอ็นเอ แตจะพบวาการศึกษาในระดับดีเอ็นเอมีขอไดเปรียบกวา คือ 
สามารถวิเคราะหจากสวนใดสวนหนึง่ของพืชก็ไดโดยไมข้ึนกับเนื้อเยือ่ ระยะการเจริญเติบโต และ
สภาพแวดลอม ทั้งยงัสามารถตรวจสอบไดทั้งสวนของยนีและสวนที่ไมใชยีน และสวนของ     ดีเอ็นเอใน
เซลลของสิ่งมชีีวิตที่อยูในนวิเคลียสและออรกาเนลบางชนิด อันไดแก คลอโรพลาสต และ ไมโตรคอน
เครีย โมเลกลุของดีเอ็นเอนี้มีความสามารถที่จะจําลองโมเลกลุไดอยางถูกตองแมนยําเพื่อถายทอดไปสู
เซลลลูก และคงลักษณะที่เหมือนเดิมตลอดไป แตบางครั้งก็อาจมกีารเปลี่ยนแปลงของเบสภายในดีเอ็น
เอไดเนื่องจากสภาพแวดลอมหรือขอผิดพลาดของเซลลเอง  นอกจากมีการเปลีย่นแปลงของเบสแตละ
ตัวแลวอาจมกีารเปลี่ยนแปลงของชิน้ดีเอ็นเอ หรือการหายไปของโครโมโซม(deletion)  มีชิ้นสวนดีเอ็น
เอบางสวนเพิม่ข้ึนมา (insertion)  มีการจัดเรียงตัวใหมของชิ้นสวนดีเอน็เอภายในโครโมโซม 
(chromosome rearrangement) หรือมีการเปลี่ยนตําแหนงของดีเอ็นเอบางสวนภายในโครโมโซมหรือ
ตางโครโมโซม (transposition) เกิดขึ้นได 
                   ปจจุบันเทคนคิในการศึกษาในดานชีววทิยาโมเลกุลมีหลายเทคนิค บางเทคนิคอยูบน
หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอร Polymerase Chain Reaction (PCR)  ซึ่งจะ
กลาวถึงรายละเอียดของแตละเทคนิคดงันี ้  
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Polymerase Chain Reaction  (PCR) 
                   Polymerase chain reaction หรือ PCR เปนเทคนิคสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยการ
สังเคราะหสายดีเอ็นเอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบในสภาพหลอดทดลองภายในระยะเวลาอันสัน้ 
เทคนิคนี้พัฒนาข้ึนเมื่อกลางทศวรรษที่ 1980s โดย Kary B. Mullis และคณะ แหงบริษทั Cetus 
Corporation (Mullis,1990)  จุดเดนของเทคนิค PCR คือ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดอยาง
เฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการทาํงานนอยและใชเวลานอย    ปจจุบันนี้เทคนิค PCR ไดรับการปรับปรุง
และพัฒนาในหลายๆดานจนกระทั่งไดรับการยอมรับวาเปนเทคนิคที่สาํคัญมากตองานดานชวีโมเลกุล 
สามารถนําไปใชประโยชนไดทั้งกับงานวจิยัทางชวีโมเลกุลและพนัธุวศิวกรรม เชน การโคลนยนี การ
วิเคราะหลําดบัเบสของยีน(gene sequencing)  การสรางดีเอ็นเอติดตาม(DNA probe)  การศึกษาการ
แสดงออกของยีนจาก mRNA      การสรางยนีกลายพันธุ (in vitro mutagenesis)  และการบงชี้
ตําแหนงกลายพันธุบนยีน(point mutations and deletions) เปนตน 
                   การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายใหไดปริมาณมากขึ้นเปนหลายเทาโดยอาศัยการทํางาน
ของเอ็นไซม DNA polymerase นั้นใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตนมีเพียงเล็กนอย (สวนใหญอยู
ในชวงระดับนาโนกรัม, 1 นาโนกรัม = 10-9กรัม) ดีเอ็นเอแมแบบจะเพิ่มเปนทวีคูณจนมีปริมาณนบัลาน
ชุดสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพิ่มข้ึนไดทนัทีโดยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซิสแยกชิ้นดีเอ็นเอ ยอมดวยเอธิเดีย
มโบรไมด แลวสองดูแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏโดยตรงภายใตแสง UV  หลักการทํา PCR คือ ข้ันแรกตอง
ทราบลําดับเบสของยีนหรือช้ินดีเอ็นเอเปาหมายกอน อาจทราบเฉพาะสวนปลายทั้งสองดานของชิ้นดี
เอ็นเอเปาหมายก็ได แลวจึงสังเคราะหโอลโิกนวิคลีโอไทดสั้นๆ 2 ชนิด  แตละชนิดมีเบสเปนคูสมกบัสวน
ปลาย 3′ ของสายดีเอน็เอที่ตองการนัน้เพื่อใชเปนไพรเมอร(primer)ในการสงัเคราะหดีเอ็นเอ  โอลิโกนิ
วคลีโอไทดที่ใชโดยทัว่ไปมีความยาวประมาณ 20-35 เบส  แลวนําโอลิโกนวิคลีโอไทดทั้งสองชนิดใส
รวมกับดีเอ็นเอแมแบบ โดยไมตองแยกเฉพาะดีเอ็นเอเปาหมายใหบริสุทธิ ์ ใสไพรเมอรในปริมาณที่มาก
เกินพอ แลวเริ่มปฏิกิริยาซึง่แบงออกเปน 3 ขั้นตอน คือ ขั้นแรกทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ(denature) จาก
เกลียวคูแยกตัวเปนสายเดี่ยวโดยใชความรอน  แลวลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็วในขั้นที ่ 2 เพื่อใหไพร
เมอรซึ่งมีเบสเปนคูสมกับบริเวณของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายและมีปริมาณมากกวาชิน้ดีเอ็นเอหรือยนีอื่น
มากๆเขามาจบัคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตองการ(annealing)  ขั้นสุดทายเปลี่ยนอุณหภูมิใหพอเหมาะกับ
การทาํงานของเอ็นไซม DNA polymerase เพื่อสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม(elongation)  เมื่อปฏิกิริยา
ดําเนนิไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลของดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิม่ข้ึนเปน 2 เทา ดังนัน้ถาดําเนนิ
ปฏิกิริยาซ้ําๆกันหลายๆรอบ ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายก็จะเพิ่มข้ึนจาก 1 เปน 2, 4, 8 เทาไปเรื่อยๆ
จนถงึ 2n เทาเมื่อปฏิกิริยาผานไป n รอบ   
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                      สภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมของแตละขั้นตอนคือ 
                      ขั้นแรก Denaturating เปนการแยกดีเอ็นเอเปาหมายจากสภาพที่เปนคูใหเปนเสนเดี่ยว
โดยใชอุณภูมิสูง 92-95 องศาเซลเซียส 
                        ขั้นที่สอง Annealing เปนขัน้ตอนที่ลดอุณหภูมิลง และไพรเมอรสายสั้นๆ  
(oligonucleotide   primers) ที่มีลาํดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอเปาหมายจะเขาไปจับคูกับดีเอ็นเอ
เปาหมาย  ซึ่งอุณหภูมิสวนใหญอยูในชวง 25-65 องศาเซลเซียส ขึ้นกบัขนาดและองคประกอบของเบส
ในไพรเมอรที่ใช  ทั้งนี้เพราะขนาดและองคประกอบของเบสมีผลตออุณหภูมิที่ใชในการแยกดีเอ็นเอ
เกลียวคูใหเปนสายเดี่ยว  อุณหภูมิที่ใชเพื่อทาํใหดีเอ็นเอเกลียวคูแยกเปนสายเดี่ยว 50% เรียกวา 
melting temperature หรือ Tm สามารถคํานวณคา Tm โดยประมาณ  ไดจากสูตร         Tm = 
4(G+C) + 2(A+T) โดย G, C, A และ T คือ จํานวนเบสแตละชนิดที่มีในสายโอลิโกนวิคลีโอไทดนั้น  
คาที่ไดมีหนวยเปนองศาเซลเซียส  อุณหภูมิสําหรับ annealing จะใชประมาณ Tm-5 องศาเซลเซยีส 
                        ข้ันที่สาม Elongation ขั้นตอนนี้เปนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยเอน็ไซม Taq 
DNA polymerase จะทํางานโดยเติมนิวคลีโอไทดเขาทีป่ลาย 3’ ของไพรเมอร   สายดีเอ็นเอที่เกดิขึ้น
ใหมจะยาวไปเรื่อยๆ จากบริเวณที่ปลายทั้งสองของไพรเมอรที่จับอยูบนสายดีเอน็เอแมแบบทั้งสองสาย
ทําใหบริเวณทีต่องการจะถูกจําลองไดโดยสมบูรณ ที่อุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซยีส 
                          เมื่อส้ินสุดการทาํปฏิกิริยาจากขัน้ที่ 1-3 รวมกันเปนหนึ่งรอบ (one cycle) จะได
ผลผลิตเปนดีเอ็นเอ 2 สายที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอที่เปนตนแบบ  เมื่อจัดใหเกิดปฏิกิริยาลูกโซ
หมุนเวียนไปอกีหลายๆรอบ จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดมากมาย 
                          ปจจัยสําคัญสําหรับเทคนิค PCR ประกอบดวย 
                        1. เอ็นไซม DNA polymerase   
                                      การคนพบเอน็ไซม DNA polymerase ชนิดทีท่นความรอนสูงและการ
สังเคราะหเสนใหมเหลานั้นโดยเทคนิค Recombinant DNA ทําใหสามารถผลิต  rTaq DNA polymerase  
ในหองปฏิบัติการได   นอกจากนัน้ยังมกีารนาํเอ็นไซม DNA polymerase ที่มปีระสิทธิภาพในการทน
ความรอนสงูมากกวามาใชในเทคนิค PCR เชน  เอ็นไซมที่สกัดไดจากแบคทีเรีย Pyrococcus species 
สามารถทนความรอนไดสูงถึง 104 องศาเซลเซียส เหมาะสําหรับการทําปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอแมแบบเปน
โครงสราง secondary structure หรือ stable hair-pin loop  นอกจากนี้ยังคนพบโครงสรางพิเศษของ
เอ็นไซม Taq DNA polymerase ที่เรียกวา Stoffel fragment ทีส่ามารถแสดงแอคทิวิตีไดดใีนชวงของ
ความเขมขน Mg2+ ที่กวาง และการสังเคราะห rTth DNA polymerase โดยเทคนิค Recombinant DNA 
ซึ่งเปนเอ็นไซมที่ทนความรอนสูงและสามารถแสดงแอคติวิตีไดเปนทัง้reverse transcriptase ในสภาวะที่
มี Mn2+ และเปน DNA polymerase ในสภาวะที่ม ีMg2+ 
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                   เอนไซม DNA polymerases ที่ใชสาํหรับเทคนิค PCR ในปจจุบันมีดงันี ้
  Taq DNA polymerase (95 องศาเซลเซยีส) 
  Vent DNA polymerase (98 องศาเซลเซียส) 
  Deep Vent DNA polymerase (104 องศาเซลเซียส)  
  rTth DNA polymerase (thermostable reverse transcriptase & DNA  

polymerase) 
                   2. ไพรเมอรและการออกแบบไพรเมอร  (Primers and primer design) 
                   ขนาดของไพรเมอรข้ึนอยูกับวัตถุประสงคของผูวิจัยและลาํดับเบสของไพรเมอรควรมคีวาม
สอดคลองกับดีเอ็นเอเปาหมายมากที่สุดเพื่อใหเกิดการจับคูกันโดยสมบูรณ (ยกเวนการทํา deletion หรือ 
mutation) บนสายดีเอน็เอที่เปนไพรเมอรควรมีเบส G และ C ในปรมิาณใกลเคียงกัน ไมควรเกดิการจับคู
กันเอง (self complementary) เบส G และ C บนสายไพรเมอร ควรมรีวมกัน 50% ขึ้นไป (ควรมีเบส G+C 
มากกวาเบส A+T) เพื่อใหการจับคูกับสายดีเอ็นเอเปาหมายมีความเหนยีวแนนดีพอ  การใชไพรเมอรที่มี
ความเฉพาะเจาะจงนอยและใชอุณหภูมิทีไ่มเหมาะสมอาจไดผลผลิตที่ไมตองการ (non-specific 
product)  ไพรเมอรที่สามารถเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณใดบริเวณหนึง่ของดีเอ็นเอของสิ่งมชีีวิตหลาย
ชนิดนัน้เรียกวา Universal primers ซึ่งนยิมใชกนัมากในงานวิจัยดาน molecular systematic และที่นยิม
ใชกันอยางแพรหลายคือ ไพรเมอรสําหรับ mtDNA(mitochondria DNA) ของสัตว  cpDNA(chloroplast  
DNA) และ nrDNA(nuclear ribosomal RNA genes) ส่ิงที่ควรพิจารณาในการออกแบบไพรเมอร คือ 
ความยาวของไพรเมอร นิวคลีโอไทดทีเ่ปนองคประกอบ และการจับกันระหวางไพรเมอรกบัดีเอ็นเอ
แมแบบ 
                   3. ดีเอ็นเอแมแบบ (template) สายดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มปริมาณควรเหยียดตรงหรือไมมี 
secondary structure และตองไมมีสารอื่นที่ยับยั้งปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอน็เอ เชน สารพวก 
detergent, EDTA, phenol ซึ่งจะรบกวนการทํางานของเอนไซม Taq polymerase ปนอยู 
                   4. การปนเปอน (contamination) และ carry over    การที ่ PCR สามารถเพิ่มดีเอ็นเอได
ปริมาณมากจากแมแบบทีม่ปีริมาณเพียงเล็กนอย หากมีการปนเปอนของดีเอ็นเอแมแบบก็จะทําใหไดผล
ผลิตที่ไมถูกตอง  การเตรียมสารเคมีสําหรับปฏิกิริยาแตละหลอดจึงควรระมัดระวงัการปนเปอนของสารให
มากที่สุด  carry over เปนชื่อเรียกการปนเปอนของดีเอ็นเอผลผลติที่ไดจาก PCR ในหลอดหนึง่ไปสูอีก
หลอดหนึ่ง อันเนื่องมาจากความเขมขนทีสู่งและปริมาณที่มากของดเีอ็นเอผลผลิตในหลอด  บริเวณรอบๆ
หลอดและเครื่อง PCR เปนบริเวณที่มีโมเลกุลของดีเอ็นเอหนาแนนเปนพิเศษ จึงเปนไปไดทีจ่ะมีการฟุง
กระจายของโมเลกุลดีเอ็นเอออกมานอกหลอด และปนเปอนไปสูหลอดอื่นๆตอไปไดอีก ซึ่งจะทําใหเกิด
ความผิดพลาดในการวิจยัได 



 

 

12

Restriction  Fragment  Length  Polymorphism  (RFLP) 
                   เปนการศึกษาความแตกตางหรือความหลากหลายโดยดูจากรูปแบบ (profile)  ของขนาด
ดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ(restriction enzyme) ในพืชจะพบวาจีโนมของพืชมา
จาก  3 แหลงคือ    คลอโรพลาสต   ไมโตคอนเดรียและนิวเคลยีส   ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตของพืช
ตางๆนัน้มีความคลายคลงึกัน เมื่อนาํมาศึกษารูปแบบของการตดัโดยเอ็นไซมจําเพาะชนิดตางๆ จะ
สามารถบอกความสัมพันธของพืชในกลุมที่ใกลเคียงกนัเหลานัน้ได     ในทางปฏิบตัิเมื่อสกัด    ดีเอ็นเอ
ตรวจหา RFLP ที่เกิดขึ้นแลวรวมผลที่ไดทั้งหมดจากการวิเคราะหดวยเอ็นไซมหลายชนิดแลวคิดความ
แตกตางของ RFLP ระหวางแตละพนัธุหรือแตละชนิดที่ตองการตรวจสอบทีละคู โดยนับจาํนวนแถบดี
เอ็นเอที่แตกตางกนัคือ มีในพืชพันธุหนึ่งแตไมมีในพืชอีกพันธุหนึ่ง เมื่อไดตัวเลขทั้งหมดแลวจึงเขียน
แผนที่แสดงความสมัพนัธดงักลาวในรูปตนไมที่มกีิ่งแสดงความสมัพนัธระหวางสิง่มีชีวิต โดยอาศัยหลัก
วาพชืพนัธุหนึง่มีโอกาสเกิดการกลายพนัธุหรือการเปลีย่นแปลงจากกิ่งหนึง่ไปเปนกิ่งยอยตางๆใน
จํานวนครั้งนอยที่สุดเทาที่จะเปนไปได  ทั้งนี้โดยการวิเคราะหดวยคอมพิวเตอรหลายโปรแกรม เชน 
PHYLIP 
                   ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียมีรูปรางเปนวงแหวนเกลยีวคูเชนเดียวกับดีเอ็นเอในคลอโร 
พลาสต แตมีขนาดแปรผันตั้งแต 16 kb ในไมโตคอนเดรียของคนจนถึง 200-2,000 kb ในพืช  แต
จํานวนยีนที่พบในไมโตคอนเดรียของพืชและสัตวไมตางกันนัก สามารถวิเคราะหความสัมพนัธของ
ส่ิงมีชีวิตโดยวเิคราะห RFLP ของดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียไดเชนเดียวกับการวิเคราะหดีเอ็นเอจาก
คลอโรพลาสตนั่นเอง 
                   การศึกษา RFLP ของดีเอ็นเอในนิวเคลียสมีวิธีการที่ซับซอนกวา เนื่องจากขนาดของจีโนม
ที่ใหญกวาและความซบัซอนของจีโนมมมีาก  เมื่อนาํดีเอ็นเอจากนวิเคลียสของยูคาริโอตชนิดหนึง่มาตัด
ดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ จะตัดไดปริมาณมากมาย เชน ขาวมีจีโนมขนาดประมาณ 4X105 กิโลเบส  เมื่อ
ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะทีม่ีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส จะไดประมาณ 100,000 ชิ้น  ขาวโพดมีจีโนม
ขนาดประมาณ 2.5X106 กิโลเบส  จะตัดไดประมาณ 620,000 ชิ้น เมื่อนําดีเอ็นเอที่ไดมาแยกโดยวิธีอิ
เล็กโตรโฟรีซิส และยอมดีเอ็นเอดวยเอธิเดียมโบรไมดจะปรากฏเปนรอยยาวตอเนื่อง(smear) ไม
สามารถแยกแถบยอยแตละแถบได เนื่องจากมีชิน้ดีเอ็นเอขนาดตางๆกันแบบตอเนือ่ง การเปลี่ยนแปลง
ของเบสและการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครโมโซมจนทําใหเกิด RFLP ในดีเอ็นเอจากแตละตัวอยาง
ยังคงมีอยูแตการตรวจสอบนั้นจาํเปนตองชี้เฉพาะลงไปที่ยนีหรือตําแหนงจําเพาะบนโครโมโซมโดยใช
โพรบ(probe) ที่สามารถไฮบริไดซ(hybridize) ไดกับชิ้นสวนดีเอ็นเอในบริเวณนัน้ และใชเทคนิคการ
ถายดีเอน็เอจากเจลอิเลก็โตรโฟรีซิสลงไปบนแผนเมมเบรนฟลเตอร  แลวนําแผนฟลเตอรนั้นมาไฮบริ
ไดซกับโพรบเพื่อหาตําแหนงของแถบดีเอ็นเอทีม่ีเบสคูสมกับโพรบที่ใชโดยวิธ ี Southern blotting   โพ
รบที่ใชเปนดีเอ็นเอสังเคราะหขึ้นมาโดยมีเบสคูสมกับสวนของยนีหรือช้ินดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการ
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ศึกษา นํามาติดฉลากดวยสารกมัมนัตภาพรังสีหรือสารปลอดรังสีบางชนิดเพื่อผลในการติดตามและ
ตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชัน   การเกิดโพลีมอรฟซึมมาจากการกลายของเบสในตําแหนงตัดของ
เอ็นไซมจําเพาะ(target site mutation)หรือมีสวนของดีเอ็นเอสอดแทรกเขามาภายในชิน้ดีเอน็เอเดิม
(insertion) หรือมีสวนของดีเอ็นเอหายไป(deletion) ทําใหรูปแบบของดีเอ็นเอเปลี่ยนไป 
                   ประโยชนในการวิเคราะห RFLP นั้นเพื่อสราง genetic linkage map ที่แสดงรายละเอียด 
ณ จุด (loci) ตางๆอยางมรีะบบ ซึ่งใหผลแมนยํากวาการติดตาม phenotype หรือ biochemical 
markers และยังสามารถติดตามการถายทอดของยนีที่สนใจไดอยางแมนยําในรุนลูกหลาน เพื่อการ
วิเคราะห pedigree ของครอบครัวประกอบการใหคําปรกึษาทางพนัธกุรรม (genetic counseling) ของ
การเกิดโรคทางกรรมพนัธุ  ในทาํนองเดียวกันสามารถนาํมาใชในการติดตามการถายทอดยนีในพชืและ
สัตวเศรษฐกิจที่ทาํการคัดและผสมพนัธุเพื่อปรับปรุงพนัธุใหดกีวาเดิม การทําแผนที ่ RFLP นี้จะชวยให
ไดลูกผสมที่มยีีนที่ดีรวบรวมจากสายพันธุตางๆเขาดวยกันอยางรวดเร็ว อันเปนประโยชนในการ
ปรับปรุงพันธุไดรวดเร็วกวา conventional breeding  นอกจากนี้อาจชวยในการวิเคราะหความบริสุทธิ์
ของสายพันธุเพื่อประโยชนในการควบคุมคุณภาพของผลิตผลใหคงที่ไดมาตรฐานเพือ่เก็บพนัธุ
(germplasm conservation)  ตลอดจนใชจําแนกสายพันธุพืช สัตว และมนุษย เพื่อตรวจสอบความ
ใกลเคียงกนัทางพันธกุรรม  โดยสามารถระบุถึงความสมัพันธระหวาง species, genus ฯลฯ  อันเปน
ประโยชนสาํหรับใชเปนขอมลูในการศึกษาวิวัฒนาการ(evolution) และความหลากหลายของสิง่มีชีวิต
(biodiversity)  ซึ่งจะทาํใหทราบกาํเนิดที่แทจริงของสิ่งมีชวีิตโดยดูแผนผังความสัมพันธของแผนที่ 
RFLP เปนหลกัในการจําแนกสิ่งมีชวีิตแตละชนิดออกจากกนั   ตัวอยางของการนาํเทคนิคนีม้าใชในการ
วิเคราะห เชน การศึกษายีนของขาวทนเคม็ (Zhang et al., 1995a)  อยางไรก็ด ี ขอเสียของวิธนีีค้ือตอง
มี probe ที่รูจักกอนและบางการทดลองจะทําการติดฉลากของ probe ดวยสารกัมมนัตภาพรังส ี 
 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
                   RAPD เปนเทคนิคที่อาศัยเทคนิค PCR แตไมจําเปนตองทราบขอมูลเกี่ยวกับลําดับเบส
ของดีเอ็นเอเปาหมาย  เนื่องจากไพรเมอรที่ใชไมจําเพาะเจาะจงกับดีเอน็เอบริเวณใดซึ่งเรยีกวา 
random primer  เทคนิค RAPD แบงยอยเปนหลายวิธ ีเชน arbitrarily primed PCR (AR-PCR), DNA 
amplification fingerprinting (DAF) หรือ multiple arbitrary amplicon profiling (MAAP) แตละวิธีมี
ความแตกตางกันในไพรเมอรที่ใชและวิธีการที่เลือกใชในการวิเคราะผล   William และคณะในป 
ค.ศ.1990 รายงานการใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทดเพียงชนดิเดียวในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ   
วิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดโดยทาํอิเล็กโตรโฟรีซีส และตั้งชื่อวา RAPD    DAF ใชคร้ังแรกโดย 
Caetano-Anolles และคณะในป ค.ศ.1991 ใชไพรเมอรขนาดสั้นเพียง 5-8 นิวคลโีอไทด  แลวแยกดีเอ็น
เอที่ไดโดยทาํอิเล็กโตรโฟรีซสิบน 5-10% โพลีอะคริลาไมดเจล และยอมดวย silver stain เพื่อแกปญหา
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ขอจํากัดเรื่องความชัดเจนของเจลอะกาโรส ซึ่งสามารถเก็บเจลไวได โดยใชแผน polyester films 
ตัวอยางการใชเทคนิคนี ้ ไดแก การวิเคราะหความสมัพันธทางพันธุกรรมระหวาง species และ 
interspecific crosses ของ bermudagrass (Cynodon) (Caetano-Anolles et al.  , 1995)  และการ
ใชเทคนิค DAF เพื่อประเมนิความหลากหลายของคารเนชัน (Trigiano and Caetano-Anolles, 1998)     
                   AP-PCR ทําโดย Welsh และ McClelland ในป ค.ศ.1990 ซึ่งศึกษาใน Staphylococcus, 
Streptococcus pyogenes และในขาว (Oryza sativa) ทั้ง indica และ japonica โดยใชไพรเมอร
ขนาด 20-34 นิวคลีโอไทด ใชโปรแกรมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 ชวง คือ ใชอุณหภูมิสําหรับ 
annealing ต่ําใน 2 รอบแรก แลวจึงเพิ่มใหสูงขึ้นอีก  ในการทํา PCR ชวงหลงัจะใสเอ็นไซมและนวิคลีโอ
ไทดที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรงัสลีงไปและจะทาํ PCR ตอไปอีก 20-30 รอบ แลวจึงแยกขนาดดี
เอ็นเอดวย 5% โพลีอะคลลิาไมดเจลที่ม ี50% ยูเรีย ตรวจสอบผลโดยทําออโตเรดิโอกราฟ 
                   วิธี RAPD ของ William ใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทด ซึ่งจะเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอ
เปาหมายในบริเวณที่มีเบสคูสมกันโดยไมจาํเปนตองทราบตําแหนงที่ไพรเมอรจะเขาไปจับกับดีเอ็นเอวา
เปนสวนใดและของโครโมโซมใด  โอกาสที่จะพบลําดบัเบสที่เปนคูสมกับไพรเมอร คือ 1 ใน 410 
โดยประมาณ และถาไพรเมอรเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอโดยเกิดคูสมได 100% แสดงวานิวคลีโอไทดแตละ
ชนิดมีสัดสวนเทาๆกนัในจีโนม จากการทดลองของนักวจิัยหลายทานพบวาจํานวนแถบดีเอ็นเอทีเ่กิดขึ้น
ไมไดขึ้นกับขนาดของจีโนม  พืชทีม่ีจีโนมขนาดใหญอาจจะเกิดแถบดเีอ็นเอนอยกวาพืชที่มีจีโนมขนาด
เล็กก็ได  การเกิดแถบดีเอ็นเอเปนผลมาจากไพรเมอรเขาไปเกาะไดหลายบริเวณ  ถาไพรเมอรเขาไป
เกาะกับดีเอ็นเอ 2 บริเวณที่อยูไมไกลกันมาก โดยเกาะกับดีเอ็นเอคนละสายในทิศทางเขาหากนั 
(5’→3’) จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในชวงดังกลาวได แตถาไพรเมอรเกาะกับดีเอ็นเอสายเดียวกนั
ทิศทางเดียวกนั หรือเกาะกบัดีเอ็นเอคนละสายแตทิศทางแยกออกจากกัน หรือเกาะไดใน 2 สายที่
หางไกลกนัมากแมทิศทางจะเขาหากนัก็ไมสามารถให PCR product ได  จํานวนชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดจาก
เทคนิค PCR นั้น ในแตละครั้งจะขึ้นอยูกับส่ิงตางๆเหลานี ้คือ primer sequence, genomic sequence 
และ genome size   ความแตกตางของแถบ RAPD หรือโพลีมอรฟซมึที่เกิดขึน้ระหวางแตละพันธุอาจ
เกิดจาก 
 
                    1. มีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดใหญมาสอดแทรกในระหวางตาํแหนง 2 ตําแหนงที่ไพรเมอร
เกาะทําใหไพรเมอรทั้งสองโมเลกุลอยูหางกันเกนิกวาที่จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได 
                   2 .ชิ้นสวนดีเอ็นเอสวนที่เปนตําแหนงที่ไพรเมอรจะเขามาเกาะหายไปหนึ่งตําแหนงหรือทั้ง
สองตําแหนงทําใหไมเกิดแถบดีเอ็นเอจากบริเวณดังกลาว 
                    3 .มีการแทนที่หรือเปลี่ยนแปลงเบสบริเวณตําแหนงที่เปนที่เกาะของไพรเมอร ทําใหไพร
เมอรเกาะกับดีเอ็นเอเปาหมายไมไดจึงไมเกิดแถบดีเอ็นเอ 
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                        4.มีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรกเขามาหรือหายไปทําใหขนาดของดีเอ็นเอที่
เกิดขึ้นเปลี่ยนแปลงไป 
                   อยางไรก็ตามโพลีมอรฟซมึของ RAPD มักเกิดขึ้นในลกัษณะการมีแถบและไมมีแถบดีเอ็น
เอที่ตําแหนงหนึ่งๆ มากกวาการเปลีย่นขนาดของแถบดีเอ็นเอ  เนื่องจากดีเอน็เอของพืชพบทั้งจาก
นิวเคลียส คลอโรพลาสต และไมโตคอนเดรีย  ในการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลทั้งหมดนาํมาวิเคราะห 
RAPD พบวาแถบดีเอ็นเอบางสวนประมาณ 5% เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของไมโตคอน
เดรีย และนอยกวา 5% มาจากดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต  แถบดีเอ็นเอหรือเครื่องหมาย RAPD (RAPD 
marker) สวนใหญจึงมาจากดีเอ็นเอในนวิเคลียสซึ่งมีการถายทอดมาจากทั้งฝายพอและฝายแม   
                   การเกิดซ้ําของ  RAPD (RAPD reproducibility) 
                   ปญหาสาํคัญประการหนึ่งของเทคนิค RAPD คือ การไมสามารถใหผลการทดลองในรูป 
polymorphism เหมือนเดิมไดในการทดลองครั้งหลงั  ทําใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพร
เมอรหนึง่ๆไมมีความสม่ําเสมอ(inconsistency) และทําใหมีการทดลองทําการสํารวจหาไพรเมอรที่
เหมาะสมกับดีเอ็นเอแมแบบและใหความสม่ําเสมอในการ amplified เชน ในพืชดอกบางชนิด (Fritsch 
et al.  , 1993) และการหาวิธีทีเ่ปนมาตรฐานเพื่อปองกันการไมเกดิซ้ําของแถบดีเอ็นเอในการทดลอง
คร้ังหลัง (Lowe et al.  , 1996)  ในเทคนคิ DAF ก็ไดมีการหาความสมัพันธระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอ
แมแบบ ทั้งลาํดับเบสและความยาวของไพรเมอร  การเขาจับกนัระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบ 
และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ annealing (Caetano-Anolles, 1992)  
                   ปจจัยตางๆทีม่ีอิทธพิลตอการเกิดแถบที่ไมสามารถทาํซ้าํได คือ 

1. ความแมนยําในการควบคุมอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการควบคุมในแตละจุด 
2. อุณหภูมิทีต่ั้งไวในชวงใหไพรเมอรเขาจบักับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing  temperature) 
3. ระยะเวลาที่ใชในแตละขัน้ตอนการทาํ PCR  ซึ่งไดแก   การแยกสายดีเอ็นเอ

(denaturation)  ไพรเมอรเขาจับกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) และการสังเคราะหดี
เอ็นเอ (extension) 

4. ความสมดลุยระหวางไพรเมอรและดีเอ็นเอแมแบบ  
5. ความเขมขนของ Mg2+ 
6. ความเขมขน ความบริสทุธิ์ ชนิดและแหลงที่มาของ Taq polymerase 
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                   และนอกจากนีย้ังพบวาปญหาดังกลาวอาจเนื่องจากชิน้สวนหรือเนื้อเยือ่ที่นาํมาสกัดดีเอ็นเอ
นั้นแตกตางกนัและการสกดัไมทําพรอมๆกันหรืออาจจะมีการปนเปอนอ่ืนๆ ปจจัยตางๆทัง้หมดที่กลาวมา
นี้ลวนแลวแตมีอิทธพิลตอรูปแบบของแถบดีเอ็นเอทัง้สิน้ 
                   ปจจุบันมกีารนําเอาเทคนิค RAPD มาใชในสิง่มีชีวติหลายชนิดกนัอยางแพรหลาย เชน 
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและ Pathotype ของเชื้อ Leptoshaeria maculans (Godwin 
and Annis, 1991)  การศึกษาในขาวสาลี(Devos and Gale, 1992) การศึกษาในพชืตระกูลกระหล่ํา
รวมกับการศึกษาทางสัณฐานวทิยา และการใชไอโซไซม (Chaparro et al.  , 1994)    การจําแนก
เชื้อจุลินทรีย (Mileham, 1997) การสรางสายสัมพันธทางววิัฒนาการ (Phylogenetic Tree) ในยาสูบ (Yu 
and Lin, 1997)  และในขาวไดมีการนาํเทคนิคนีม้าใชจําแนกสายพนัธุ (Ko et al., 1994, Wang et al., 
1994, Yu and Nguyen, 1994, Mackill, 1995, Virk et al., 1995, Suh et al., 1997) รวมถึงการนาํ
เทคนิคนี้มาใชกับขาวที่มาจากเทคนิคการเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Godwin et al., 1997)แตในการวิจัยครั้งนี้ได
นําเอาเทคนิคการแยกชิน้ดีเอ็นเอโดยวธิีอิเล็กโตรโฟรีซิสซึ่งทาํในdenaturing polyacrylamide gel  และ
การยอมดวยเงิน (silver stain) มาใชรวมดวย  
                   จากวธิีทัง้หมดที่ไดกลาวมานั้น แตละวิธีจะมีขอไดเปรียบและเสียเปรียบแตกตางกนั
ออกไป   การวิจัยครั้งนี้อาศยัจุดเดนของเทคนิค RAPD อันไดแก 1. การใชไพรเมอรแบบสุมเพียงชนิด
เดียวโดยไมจาํเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายกอน  2.ไมตองใชสารกัมมันตภาพรงัส ี   3. 
ราคาตนทุนตอหนวยที่ต่ํากวาวธิีอ่ืน    4. ใชเวลานอยและวิธีการไมยุงยากซับซอน สามารถทําไดหลายๆ 
sample ไปพรอมๆกัน       5. ใชดีเอ็นเอแมแบบเพยีงปริมาณนอยก็สามารถวเิคราะหได   6. เปน
เทคนิคที่สามารถนาํไปประยุกตเพื่อการวเิคราะหไดหลายอยาง เชน ใชในการศึกษาการสรางลกูผสม 
(hybridization)  การวิเคราะหความเปนพอ-แม (paternity analysis)   การประเมินการผสมขาม 
(outcrossing estimation)   การประเมินโครงสรางประชากรในกลุมส่ิงมีชวีิตทีม่ีพันธุกรรมเหมือนกนั 
(analysis of population structure)  การตรวจจับการถายทอดยีน (tracking gene flow)  การจาํแนก
สายพนัธุ (cultivar identification)   การสรางความสัมพันธระหวางสิง่มีชีวิต(phylogenetic 
reconstruction) การอนุรักษทางชวีวทิยา (conservation biology)  และการทําแผนที่ยนี (genetic 
mapping) 



บบที่ 3 
 

อุปกรณ สารเคมีและวธิีดําเนินการวิจยั 
 
อุปกรณ 
           พืชทดลอง 

     ขาว (Oryza sativa L.) พันธุ กข.23 (RD23) พันธุหลักใชเปนตัวเปรียบ 
                เทียบ  (Control) 
     ขาว กข.23  สายพันธุทนเค็ม ไดแก กข23TC7และ กข23TC28  ที่คัดเลือกจาก        
                somaclone ของโครงการ  New  Varieties  of  Rice  for Saline  and Acid   
                Soil  through  Tissue  Culture ของ ศ.มนทกานติ  วัชราภัย  และคณะ ซึ่งได  
                ทําการคัดเลือกตอในรุนลูกและหลานอีก 9  ชั่วรุนโดย   ศ.กิตติคุณ ดร.ถาวร  วัช 
                ราภัย    คุณทิพยวรรณ ธนไพศาล  และ คุณวันชัย  สังฆสุข  
  

         อุปกรณที่ใชในการปลูกขาวในภาวะเค็มในสารละลาย  ไดแก 
                      กะบะพลาสติกขนาด  20x30x10 เซนติเมตร  บรรจุสารละลายได  5  ลิตร   
                      แผนโฟมหนา  2.5  เซนติเมตร  เจาะชองกลมจํานวน 25 รู กระจายทั่วแผนโฟม 
                      ฟองน้ําค้ําจุนตนกลาขนาด  1x5x1  เซนติเมตร   
                      เทอรโมมิเตอร 
 
         อุปกรณปลูกขาวเพื่อเก็บเมล็ด   
                       กระถางดินเผาไมมีรูขนาดเสนผาศูนยกลาง  30  เซนติเมตร   
                      ทรายหยาบ 
   
     อุปกรณและเครื่องมือในการหาเครื่องหมายพนัธุกรรม 
    โกร งบดยา 
    Automatic micropipette P10, P20,  P200, P1000 ,Gilson 
    หมอนึ่งความดันไอ  
    เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุนU4600P, Sartorious  Germany 
    Incubator  รุน UM100, Memmert  Gmbh  , Germany 
                Microcentrifuge รุน Mikro12-24 Hettich  Zentrifugen Germany 
    PCR,  รุน Hybrid  OmniGene,  HBTR3CM,  Hybaid  ,  UK 
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    Vertical gel electrophoresis apparatus (16x16 เซนติเมตร)ATTO,Japan  พรอม 
Power  supply, รุน Power PAC 300, Bio-Rad  Laboratories, USA Spectrophotometer,  รุน
GENESYS 5, Milton  Roy,  USA 
 
สารเคมี 
    สารเคมีที่ใชในการปลูกขาวในภาวะเค็มและการบํารุงรักษาเพื่อเก็บเมล็ด 
        Sodium chloride (NaCl)  องคการเภสัชกรรม 
        สารเคมีสําหรับเตรียมปุย WP No.2 (Vajrabhaya  

and  Vajrabhaya,1991)ภาคผนวก ก)  
      สารเคมีกาํจดัโรคและแมลง  ในเรือนปลกูขาว 
                                สารเคมีกําจัดเพลี้ย.   แอดมาย (Admire)    
                                สารเคมีกําจัดโรคใบไหม     แคงเคอร–เอ็กซ (Kanker-x)   
 
                  สารเคมีที่ใชในการหาเครื่องหมายพันธุกรรม (molecular grade) 
                                Acrylamide (CH2=CHCONH2), USB, American International Plc., England 
                              Ammonium persulfate ((NH4)2S2O8), USB, American International  

Plc., England 
                            100 base pair(bp)  DNA ladder(ประกอบดวย15 fragments ไดแก 100,   

200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1300, 1400  และ
1500bp)  ความเขมขน250μg/ml  ซึ่งละลายอยูในบัฟเฟอร 10mM  Tris-HCI; 
1mM  EDTA, pH 8.0  1 μg/μl., Gibco BRL 

                                  Boric acid (H3BO3, MW 61.38 g/mol), Farmitalia Carbo Erba,    
                                  Milano, Italy. 
                                  Bromophenol blue, Merck, Germany 
                                  Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB, MW 364.46 g/mol),   
                                  Merck, Germany 
                                  Chloroform (CHCl3, MW 119.38 g/mol), Merck, Germany 
                                  Citric acid monohydrate (C6H8O7.H2O, F.W.210.14), J.T. Baker  
                                  Chemicals B.V., Deventer, Holland 
                                  Disodium ethylenediametetraacetic acid-2-hydrate 
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                                  (Na2EDTA.H2O, MW 372.24 g/mol),  Fluka  Chemica, Biochemica, 
Switzerland 
                                  Ethanol absolute (C2H5OH, MW 46.07 g/mol), Merck, Gernany 
                                  Ethylene diamine tetra-acetic acid (EDTA), Fluka chemica, Biochemica, 
Switzerland. 
                                  Formaldehyde 40% m/v (HCHO, M 30.026), Farmitalia Carlo  Erba, 
Milano, Italy. 
                                  Formamide (HCONH2, M 45.04 g/mol), Merck, Germany. 
                                  Gene Amp. PCR core reagent ,Perkin Elmer Cetus, USA. 
                                               : 10x Taq DNA polymerase storage buffer (100 mM Tris-  

HCl, pH 9.0 at 25oC, 500 mM KCl, 1% Triton X- 100, 
Magnesium-free), Promega Co., USA. 

                                               : 10 mM dNTPs nucleotide mixes (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 
Promega Co., USA. 

                                                : Taq DNA polymerase (5 U/μl), Promega Co., USA. 
                                                : Magnesium chloride (25 mM), Promega Co., USA. 
                                  Glycerol (CH2OH.CHOH.CH2OH, MW 92.10 g/mol), BDH Chemicals 
Ltd., England. 
                                  Hydrochloric acid (HCl 37%, MW 36.46 g/mol), May and Baker 
Laboratory Chemicals, England. 
                                  8-Hydroxy-quinoline (8-hydroxy-1-azanopthalene, C9H7NO, FW 145.2), 
Sigma Chemical Company, USA. 
                                  Iso-amyl alcohol (C5H11OH, MW 88.151 g/mol) Merck, Gernany 
                              β-Mercaptoethanol (C2H6OS, FW 78.13), Sigma Chemical Company, 
USA. 
                                  Mineral oil, Aldrich Chemical Company, Inc., Germany. 
                                  Methyl alcohol (CH3OH, MW 32.042), Farmitalia Carlo Erba, Milano, 
Italy. 
                                  N,N’-Methylene-Bis-Acrylamide(CH2=CHCO(NH)2CH2) USB,  American 
International plc., England. 
       Nitric acid (HNO3, 70%), Farmitalia Carlo Erba, Milano, Italy. 
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       Phenol crystal (C6H5OH), Merck, Germany. 
 
       Polyvinyl pyrolidone (PVP type 360) Sigma Chemical Company, USA. 
 
       Silver nitrate (AgNO3, MW 169.87 g/mol), BDH Laboratory, England. 
                             Sodium acetate (CH3COONa, FW 136.08), Farmitalia Carlo Erba, 

 Milano, Italy. 
    Sodium carbonate anhydrous (Na2CO3, MW 105.99 g/mol), Fluka  
             
 Chemica       Biochemica, Switzerland. 

      Sodium chloride (NaCl, MW 58.44 g/mol), BDH Chemicals Ltd., England. 
 
 Sodium dodecyl sulfate (SDS, FW 288.38),USB, United States                        

Biochemical. 
       Sodium hydroxide pellet (NaOH, MW 40 g/mol), Merck, Germany. 

 
Tris –Hydoxymethyl-aminomethane (C4H11NO3, FW 121.1), Serva,      
Feinbiochemica GmbH & Co., France. 
TEMED (C6CH16N2, FW 116.21), USB American International Co., 
England.Urea (CH4N2O, MW 60.06 g/mol), Merck, Germany. 

       Xylene Cyanol FF, Sigma Chemical Company, USA. 
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                   ไพรเมอร 
                                     UBC primer   
                                     (University  of  British  Columbia  Biotechnology Laboratory)   
                                               UBC228        มีลําดับเบส 5’→3’     GCTGGGCCGA  
                                               UBC456        “--------------------“      GCGGAGGTCC 
                                               UBC457              “--------------------“      CGACGCCCTG 
                                               UBC459             “--------------------“       GCGTCGAGGGG 

CU primer    
                                  (ไดรับความอนุเคราะหจากอาจารย ดร.ปยะศักดิ์ ชอุมพฤกษ) 
                                       CU1                 มีลําดับเบส 5’→3’           GTTTCGCTCC  
                                       CU2                 “--------------------“             CCACAGCAGT 
                                       CU3                 “--------------------“             AGTGCAGCCA 
                                         CU4                   “--------------------“                AACGGCGACA   
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1.ทดสอบความอยูรอดของสายพันธุทนเค็ม 
                   เพาะเมล็ดขาวใหไดกลาระยะ 3 ใบ ยายมาปลูกในกะบะพลาสติกที่มีแผนโฟมเจาะรู
ลอยอยูในน้ําปุย ยึดตนกลากับแผนโฟมดวยฟองน้ํา เลี้ยงจนไดระยะ 5 ใบทําการทดสอบความอยู
รอดของขาวทนเค็มสายพันธุ กข23TC7 กข23TC28  เปรียบเทียบกับกข23 สายพันธุหลักโดยการนํา
ตนกลาระยะ 5 ใบ  อายุประมาณ17วัน ปลูกในสารละลายปุย WP No.2ที่เติม NaCl  0.3% วัดคา
การนําไฟฟาอยูในชวง 6-7 mmho/cm ที่ 28 องศาเซลเซียส โดยใหกลาขาวสัมผัสกับความเค็มเปน
ระยะเวลา 4 สัปดาห ในโรงเรือนปลูกขาวที่มีหลังคาพลาสติกคลุมอยู เมื่อครบ 4 สัปดาห ยายกลา
ขาวมาปลูกในน้ําประปาตออีก 1 สัปดาห และนับจํานวนตนที่รอด เพื่อหาอัตราการรอดตาย โดยมี
ตนกลากะบะละ 25 ตน รวม 3 กะบะ 
 
2.เปรียบเทยีบหาวสัดุทดลอง(เนื้อเยื่อพืช)ที่เหมาะสมตอการศกึษาเครื่องหมายพันธุกรรมโดย
เปรียบเทยีบระหวางแคลลัสทีช่ักนาํจากเอ็มบริโอของขาวและตนกลาขาวทีเ่พาะโดยวิธปีกติ 
 ในขั้นตอนการคัดเลือกวัสดุทดลองที่เหมาะสม เพื่อวิเคราะหหาเครื่องหมายพันธกุรรม  
จําเปนตองเลอืกชิ้นสวนที่เหมาะสม  ซึ่งในการทดลองจะทําการศึกษาเปรียบเทียบชิ้นสวนที่เหมาะสม 
โดยเปรียบเทยีบจากเนื้อเยือ่  2 ชนิด  ไดแกชิ้นสวนของแคลลัสที่ไดจากเอ็มบริโอของขาวและชิน้สวนตน
กลา  โดยอาศัยขอดีของแตละชิ้นสวน  คือ ชิ้นสวนของแคลลัสไดจากชิน้สวนพืชที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยง
เนื้อเยื่อที่มีเกลือ NaCl  เพื่อใหไดแคลลัสที่เจริญเติบโตไดในสภาพเค็ม  แคลลัสดังกลาวจะเปนกลุม
เซลลที่มีความสามารถในการแสดงออก  และเปนกลุมเซลลออนทีม่ีการเจริญเตบิโตอยางตอเนื่อง ซึ่ง
เปนชิน้สวนเนือ้เยื่อที่มีความเหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธCีTABทีน่ิยมใช  ขณะที่ชิน้สวนของตน
กลาอาศัยขอเดนในการหลีกเลี่ยงอทิธิพลจากการเกิด  somaclonal  variation    
 
                   2.1 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชกันําแคลลัสจากเอ็มบริโอขาว กข23 เนือ่งจาก
ขาว กข23 เปนสายพนัธุที่ชักนําแคลลสัจากเอ็มบริโอไดคอนขางยากเมื่อเปรียบเทียบกับขาวพนัธุขาว
ดอกมะลิหรือเหลืองประทิว (มนทกานต ิ  วัชราภัย, ติดตอเปนการสวนตัว) การทดลองนี้ใชเอ็มบริโอของ
ขาวกข23สายพันธุหลักที่เจริญเต็มที่โดยการนํามาเลีย้งในอาหารสูตรตางๆ 5 สูตร ซึ่งแตละสูตรมีความ
แตกตางกนัในชนิดและปริมาณสารอาหาร ซึ่งไดแกสตูร A  CU M-019   SK-1 และ Y (ภาคผนวก ง) 
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        สูตร A เปนสูตรชักนาํแคลลัสจากเอ็มบริโอขาว  จากสุดารัตน นิตวิัฒนะ (2538) 
 สูตร CU เปนสูตรชักนําแคลลัสจากเอ็มบริโอขาว จากหนวยปฏิบัติการเลี้ยง

 เนื้อเยื่อพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณ  
                                     มหาวทิยาลยั  (มนทกานติ  วัชราภัย,ติดตอเปนการสวนตวั) 
       สูตร M-019 เปนสูตรชักนําแคลลัสจากอับเรณูขาว จาก Raina (1993) 
       สูตร SK-1 เปนสูตรที่ใชเลี้ยงขาว Indica ที่ไดผลดี จาก Raina และคณะ (1989) 

สูตร Y เปนสูตรชักนําแคลลสัจากเอ็มบริโอขาว  จาก Yamada และ Okada (1991) 
 
นําเมล็ดขาว กข23 สายพันธุหลักที่เปน breeder seed แกะเปลือกออก ลางเมล็ดให

สะอาด และฆาเชื้อที่ผวิในสารละลายคลอรอกซ 25% นาน 30 นาทีและ 10%  นาน 5 นาท ีตามลําดับ  
ลางใหหมดน้ํายาฆาเชื้อดวยน้ํากรองปลอดเชื้ออีก 3 ครั้ง  นํามาเลีย้งในขวดที่บรรจุอาหารทั้ง 5 สูตร 
โดยใชขวด Vial  ขนาด 35 ml ซึ่งบรรจุอาหารขวดละ 15 ml โดยเลี้ยงขวดละ 1 เอ็มบริโอ ( เมลด็ ) นํา
ขวดไปตั้งบนชัน้มืด อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห ศึกษาผลของสูตรอาหารโดย
การชั่งน้ําหนักและสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคลลัสที่ชักนาํได 
 
                   2.2 การเลือกระดับของ NaCl ที่เหมาะสมตอการคัดเลือกแคลลัสที่ทนเค็ม 
 ผลการทดลองในขอ 2.1 เมื่อไดสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชกันําแคลลัสจากเอ็มบริโอขา
วกข23แลว   นํามาเปนสูตรอาหารที่เติม NaCl 0.3 และ 0.5% เพื่อทําการคัดเลือกระดับของ NaCl ที่
เหมาะสมตอการคัดเลือกแคลลัสที่ทนเค็ม โดยใชแคลลัสที่อาย ุ 3 สัปดาห ขนาดเทาๆกนั และเปน
แคลลัสที่มีลักษณะเปน embryogenic callus  (E-callus) นาํมาเลีย้งในอาหารที่เติม NaCl ดังกลาว
โดยใชอาหารขวดละ 15 ml เลี้ยงแคลลัสขวดละ 1 ชิ้น ตั้งบนชัน้มืดที่อุณหภูม ิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส 
บันทกึผลการทดลองเมื่อเลีย้งแคลลัสแลว 2 สัปดาห 
  
                 2.3 การเตรียมแคลลัสทนเค็มเพื่อนาํมาวิเคราะหดีเอ็นเอ 

เลี้ยงแคลลัสขาวกข23สายพนัธุทนเค็มทั้งสองสายพันธุในอาหารสูตรทีเ่หมาะตอการชักนาํ
แคลลัสจากเอม็บริโอขาว(จากขอ 2.1) เปนเวลา 3 สัปดาหแลวนําแคลลัสที่ไดยายลงในสูตรอาหารที่
เติมเกลือ NaCl โดยเลือกใช NaCl 0.5% เติมลงในอาหารเลี้ยงแคลลัส(ผลการทดลองในขอ 2.2) ตั้งบน
ชั้นมืดที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 สัปดาห 



 

 
 

24

                   2.4 การเพาะกลาขาวเพื่อใชเปนวัสดุทดลอง 
 ในการทดลองเพื่อหลกีเลี่ยงโอกาสที่จะเกดิ  somaclonal variation  จึงเลือกเปรียบเทียบวัสดุ
ทดลองที่เปนตนกลา   ในการเพาะวัสดุทดลองที่เปนตนกลาสามารถปฏิบัติไดดังนี้ 
                        2.4.1 ทําการคัดเลือกเมล็ดที่สะอาด  สมบูรณ  เมล็ดไมแตกหกั  และสุมเลอืกเมล็ด
สายพนัธุละ 40 เมล็ด 
                        2.4.2 นาํเมล็ดมาแชน้าํทีอุ่ณหภูมิ  50oC แลวปลอยใหอุณหภูมิลดลงจนถงึอุณหภูมิ
 หองโดยแชเมล็ดเปนเวลา 1 วนั 
                   2.4.3 เพาะเมลด็ที่ไดในขอ 2.4.2  ลงบนกระดาษเพาะที่ชุมน้ําบนจานแกว  แลว
 ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองจนกวาตนกลาจะเจรญิเติบโตจนมคีวามยาว3-5  เซนติเมตร  จึงนาํ
กลาที่ไดไปเกบ็ที่อุณหภูม ิ-20oC เพื่อทาํการทดลองในขั้น ตอไป 
 
3.การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางพืช 
                   สกัดดีเอ็นเอรวมจากตัวอยางพืชที่ได โดยหลักการตกตะกอนโมเลกุลคารโบไฮเดรตที่มี
ขนาดใหญกอน แลวจึงตกตะกอนดีเอ็นเอในขั้นตอนตอไปดวย  cetyltrimethyl  ammonium  bromide  
หรือ  CTAB  ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (1989 )  ซึ่งขั้นตอนเปนดังตอไปนี ้
1) บดตัวอยางพืชโดยใชอัตราสวนแคลลัส  150 mg  หรือตนขาวสวนที่เปนลาํตน  50 mg  ใน 2% 
CTAB  500 μl  นาํตัวอยางที่บดไปบมทีอุ่ณหภูมิ  55 oC  เปนเวลา  30 นาท ี
2) เติม chloroform isoamylalcohol (24:1) 500 μl  เขยาใหเขากันนาน 10 นาท ี  นําไปปนดวย
ความเร็วรอบ  2,800 รอบตอนาท ี เปนเวลา  15 นาท ี
3) แยกเอาเฉพาะสวนใสขางบน  มาตกตะกอนตอภายหลังการเติม  10% CTAB  โดยใช  10% CTAB  
1 สวนตอสวนใส 10 สวน  เขยาใหละลายเขากนั  บมที่อุณหภูมหิอง 30 นาท ี  และนําไปปนแยกดวย
ความเร็วรอบ  2,800 รอบตอนาท ี เปนเวลา  15 นาท ี
4) เก็บสวนตะกอน  แลวนาํมาละลายในสารละลาย  NaCl-TE  ปริมาตร  500 μl  ตกตะกอนตอ
หลังจากการเติม  iso-propanol  500 μl  เขยาใหเขากันแลวปนที่ความเร็วรอบ  2,800 รอบตอนาที  
เปนเวลา  15 นาท ี
5) นําตะกอนมาลางดวย  70% ethanol  ปริมาตร  800 μl  ปนใหตกตะกอนดวยความเรว็รอบ  2,800 
รอบตอนาท ี เปนเวลา  10 นาท ี
6) ตากตะกอนที่ไดใหแหงดวย  vacuum  desiccator  และนําตะกอนที่ไดมาละลายในน้ํากลัน่ฆาเชื้อ
แลว  20-50 μl 
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7) ทาํการวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260  280  และ 320 nm.  เพือ่ใชในการคํานวณหา
ปริมาณ  และความบริสุทธิด์ีเอ็นเอที่ได  เก็บรักษาที ่-20oC  เพื่อใชในขั้นตอนตอไป 
 
4.การทดสอบคุณภาพของดีเอ็นเอแมแบบดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR 
                   การคัดเลือกดีเอ็นเอจากตัวอยางมีสวนไปเกี่ยวกับคุณภาพของดีเอ็นเอที่ได  กลาวคือ  
ดีเอ็นเอตองมีขนาดใหญเพียงพอที่จะใชในการตรวจสอบดวยเทคนิค PCR  ตองมีความบริสุทธิ์มาก
พอ ปราศจากinhibitorตางๆ ดีเอ็นเอที่ใชตองมีปริมาณมากพอในการวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอ  
ในลักษณะที่กลาวสามารถตรวจสอบไดจากความสามารถในการเพิ่มปริมาณดวยเอ็นไซม  Taq 
DNA polymerase    ดังนั้นจึงไดทําการทดสอบความสามารถในการเพิ่มปริมาณ   ดีเอ็นเอโดย
เทคนิค PCR  โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทั้งแคลลัสและจากตนกลา  โดยเลือกใช  primer  ที่มีการ
เรียงลําดับดีเอ็นเออยางสุม(Random  primer)  รหัส UBC457  โดยใชดีเอ็นเอ ตัวอยาง 25 ng. ใน
ปฏิกิริยา 20 μl  ประกอบไปดวย  25mM TrisHCl  pH 8.0    500mM KCl   2mM MgCl2    1mM 
β-mercaptoethanol  200 μM   each of  dNTP  Template    0.2 μM UBC457 primer  และ  1 
U Taq DNA polymerase (Promega)  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอภายใตเงื่อนไขของปฏิกิริยาดังนี้ 
  Denature  94oC  15 วินาท ี (จํานวน 35 รอบ) 
  Annealing  36oC  45 วินาท ี (จํานวน 35 รอบ) 
  Extension  72oC  90 วินาท ี (จํานวน 35 รอบ) 
 วิเคราะหความสามารถในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก  PCR product  ดวยเทคนิค  gel  
electrophoresis  บน  8% polyacrylamide gel  ยอมดวยโลหะเงิน (silver staining) 
 
5. การคัดเลอืกไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกบัความสามารถในการทนเค็ม 
                   การตรวจสอบหาไพรเมอรทีม่ีความเฉพาะเจาะจงกับความสามารถในการทนเค็ม  ทําได
โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัยไพรเมอรแตละชนดิอยางสุม  เพื่อเปรียบเทียบระหวางดเีอ็นเอ
จากขาวกข23สายพนัธุหลักซึ่งเปนสายพันธุเปรียบเทยีบและขาวกข23สายพนัธุทนเค็มทั้ง 2 สายพันธุ  
โดยตรวจสอบรูปแบบของดีเอ็นเอที่ไดกับลักษณะของความสามารถในการทนเค็ม 
                   ทําตัวอยางละ 3 ซ้ํา  เพือ่ตรวจสอบความสม่ําเสมอของผลการทดลองจากการทาํซ้ําได 
(reproducibility)  ดวยเทคนิค DAF  โดยใชไพรเมอร  UBC228   UBC456   UBC457  และ  primer  
CU1-CU4 
                        5.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส 
                   เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางทั้งในขาว กข23สายพันธุหลัก    และสายพนัธุทนเค็ม กข
23TC7 , กข23TC28 ดวยไพรเมอรแตละชนิด  ในกรณขีอง  UBC primer   โดยใชดีเอ็นเอตัวอยาง 25 
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ng.  ในปฏิกิริยา  20 μl  ดังระบุในขอ 4 วิเคราะหตัวอยาง  PCR product  ที่ไดจากปฏิกิริยาที่ใช  UBC  
primer  บน  polyacrylamide gel  ที่ยอมดวยโลหะเงนิ    ในกรณีของ CU primer ใชตัวอยางดีเอ็นเอ 
25 ng. ในปฏิกิริยา 20 μl โดยนําไปเพิ่มปริมาณดวยเงือ่นไขของปฏิกิริยาดังนี ้
  Denature  94oC  1 นาท ี (จํานวน 45 รอบ) 
  Annealing  36oC  1 นาท ี (จํานวน 45 รอบ) 
  Extension  72oC  2 นาท ี (จํานวน 45 รอบ) 
 วิเคราะหตัวอยาง PCR product ที่ไดจากปฏิกิริยาที่ใช CU primer ดวยการแยกขนาดดีเอ็นเอ
บน 1.5%agarose gel ยอมดวย Ethydium bromide และสองดูดวยแสง UV 
                    
5.2.การทาํ electrophoresis บน polyacrylamide gel (polyacrylamide gel electrophoresis:PAGE) 
 การทดลองใช polyacrylamide gel  ความเขมขน %T=8%   %C=5  โดยใช  0.5xTBE  เปน
บัฟเฟอร  ตามวิธทีี่ของ Sambrook (1989)  โดยนาํ  10% ของ DNA products  ที่ไดของแตละปฏิกิริยา
มาผสมกับ 10xTBE  และสาร  formamide  ในสัดสวน  1:1:8  แลวแยกขนาดโมเลกุลเปรียบเทยีบกับ
โมเลกุลมาตรฐาน  100  base pair  ladder (Gibco BRL USA)  ดวยสนามไฟฟาคงที ่ 120 โวลต เปน
เวลา 12 ชั่วโมง 
 
 5.3 การยอมเจลดวยโลหะเงิน (silver  staining) 
 ยอมเจลดวยโลหะเงินตามวธิีที่พฒันาขึ้นโดย Berry  and  Samuel (1982) และ De Moreno, 
Smith and Smoth (1985) โดยมีขั้นตอนดังนี ้
                        1) ภายหลังการแยกขนาดดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา นําแผนเจลมาเขยาลางใน
สารละลาย 40% methanol เปนเวลา 10 นาท ี และน้ํากลั่นเปนเวลา 10 นาทีตามลาํดับ 
                        2) นําแผนเจลมาทําปฏิกริิยาขั้นตนกับสารละลาย 160mM HNO3  5 นาท ี  และเขยา
ลางดวยน้าํกลัน่ 5 นาท ี กอนทาํปฏิกิริยาตอไป 
                        3) นาํแผนเจลที่ไดในขอ 2  มาทําปฏิกริิยากับสารละลาย AgNO30.2% เปนเวลา 20 
นาท ี แลวเขยาลางดวยน้ํากลั่น 3 นาท ี
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      4) ทาํใหปฏิกิริยาภายในเจลเสถยีรโดยตรึงเจลดวยการแชสารละลาย Na2CO33% ที่มี
ความเขมขนของ  formaldehyde  40% 

                       5) ทําปฏิกิริยาขั้นสุดทายดวยสารละลาย 0.1M citric acid  เปนเวลา 5 นาท ี
เมื่อส้ินสุดขั้นตอนแลว นําแผนเจลมาทําใหแหงบนแผนเซโลเฟน โดยขึงเจลบนแผนเซโลเฟนทีชุ่มดวย
น้ํา  ตากใหแหงที่อุณหภูม2ิ5+2 องศาเซลเซียส บันทกึภาพผลการทดลอง 
 
6. การสรางขาวลูกผสมเพื่อศึกษาการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอในรุนลูก 
 ทดสอบการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอทีจ่ะใชเปนเครื่องหมายโมเลกลุ โดยการศึกษาการ
กระจายตวัของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะหการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอรที่ไดกับดีเอ็นเอจากรุนลูก  
ซึ่งมีขั้นตอนดังนี ้
 
                        6.1 การผสมพันธุาวแบบสลับพอแม (reciplocal cross) โดยเทคนคิ clip method 
 ผสมพันธุขาวสลับพอแมระหวางขาว กข23 สายพนัธุทนเค็ม 2 สายพนัธุ (กข23TC7 , กข
23TC28) กับbreeder  seed  ของ กข23สายพนัธุปกติ  ซึ่งใชเปนสายพันธุเปรียบเทียบที่ไมทนเค็ม  ทํา
ใหไดลูกผสมทั้ง 4 cross  ซึ่งไดแก 
  กข23  สายพนัธุหลกั     x   กข23TC7 
  กข23  สายพนัธุหลกั     x   กข23TC28 
  กข23TC7     x    กข23  สายพันธุหลกั 
  กข23TC28    x    กข23  สายพันธุหลกั 
 

จากการศึกษาพบวา ขาวเปนพืชผสมตัวเอง  โดยดอกขาวจะบานจากปลายรวงเขาสูโคนรวง  
ซึ่งใน 1 รวงจะใชระยะเวลาในการบานประมาณ  1 สัปดาห  และจะบานในตอนเชาเวลาประมาณ  
7.30–12.00น.  สวนละอองเรณูจะหลนกอนหรือพรอมกันกับการบานของดอก  ดังนั้นในการผสม
เกสรจะตองกําจัดเกสรตัวผู (emasculation) กอนชวงเวลาที่ดอกขาวจะบานเพื่อปองกันไมใหเกิด
การผสมตัวเอง 

 
                        6.1.1 การกําจัดเกสรตัวผู  (emasculation) 

ทําในชวงบายกอนการผสมเกสรในวันรุงขึ้น  โดยเลือกใชรวงของตนแมที่แข็งแรงที่มีชอ
ดอกโผลพนใบธงประมาณ  60% ตัดแตงชอดอกใหเหลือดอกติดชอดอกตัดดอกไวประมาณ  20  
ดอก/รวง  โดยตัดดอกที่แกและออนมากเกินไปทิ้ง  ซึ่งดอกที่เก็บไวเปนดอกที่จะบานในวันรุงขึ้นและ
พรอมที่จะผสม  ใชกรรไกรปลายงอนตัดปลายกลีบดอก (lemma และ palea)  ออกหนึ่งในสามของ
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ดอก  แลวใชปากคีบดึงเอาอับละอองเรณูทั้ง 6 อันทิ้งใหหมด ทําใหครบทุกดอก  จากนั้นจึงคลุมชอ
ดอกดวยถุงกระดาษที่ใชสําหรับผสมเกสรขาวโดยเฉพาะ  ปดปากถุงกระดาษโดยใชคลิบหนีบ
กระดาษ   แลวติดปายไวทุกชอดอกที่ทํา 

 
                        6.1.2 การผสมเกสร 

ทําในชวงเชาของวันรุงขึ้นตั้งแตเวลา  7.30-12.00น.  ซึ่งเปนชวงเวลาที่ยอดเกสรตัวเมีย
พรอมรับการผสม และอับละอองเรณูเร่ิมแตกโดยนําอับละอองเรณูของดอกที่เพิ่งเริ่มบาน และยังมี
ละอองเรณูอัดแนนอยู (ซึ่งสังเกตไดจากสีของอับละอองเรณูจะมีสีเหลืองเขม)  จากตนพอ 1 อับ
ละอองเรณูไปใสใน 1 ดอกของตนแมที่ไดทํา emasculate ไวแลว ทําจนครบทุกดอกเสร็จแลวใชถุง
คลุมชองดอกไวตามเดิมพรอมทั้งเขียนคูผสมและวันที่ทําการผสมลงในปายที่ติดไวประจําชอดอกแต
ละชอ 

 
                        6.1.3 เก็บเมล็ด 

เกี่ยวรวงที่แกจัด (หลังการผสม 25-30 วัน)  นําไปอบเพื่อลดความชื้นและทําลายการฟก
ตัวที่อุณหภูมิ  48+2  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 สัปดาห  เก็บเมล็ดในตูเย็นที่อุณหภูมิ  8  องศา
เซลเซียส  เพื่อรอการทดสอบตอไป 
 ในงานวิจัยนี้ ไดทําการทดลองที่โรงเรือนปลูกขาว ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
7. การเพาะเมล็ดขาวลูกผสมและการสกัดดีเอ็นเอ 
 ขั้นตอนการเพาะเมล็ดขาวลูกผสมดําเนินการตามที่ระบไุวในตอนตนโดยเพิ่มข้ันตอนการตรวจ
ตราและคัดแยกเมล็ดที่ปนเปอนจากเชื้อรา  ขณะทําการเพาะออกทิง้อยางสม่าํเสมอ  เมื่อตนกลามี
ขนาดยาว 3-5 เซนติเมตร  ตัดชิ้นสวนตนทัง้หมดไปแชแข็งที่อุณหภมูิ  -20oC  และสกัดดีเอ็นเอดวยวิธ ี
CTAB 
 
8. การวิเคราะหการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอในขาวลูกผสม 
 วิเคราะหการกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอโดยการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของขาวลกูผสมในแตละ
สายพนัธุ  เปรียบเทียบกบัสายพนัธุพอและแมดวย primerกลุม UBC และกลุม CU   แลวนาํไป
วิเคราะหโดยการแยกขนาดดีเอ็นเอ     ดวยเทคนิคอิเลก็โตรโฟรีซิส  บันทกึภาพและการตรวจ 
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สอบแถบดีเอ็นเอเปาหมายที่จะใชเปนเครือ่งหมายโมเลกุล  ในการตรวจสอบความสามารถของการทน
เค็มในขาวตามวิธทีี่ไดรายงานไวในตอนตน 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. ผลการทดสอบความอยูรอดของขาวสายพันธุทนเค็ม 
         เมื่อนาํกลาขาวระยะ 5 ใบ อายุประมาณ 17 วัน มาปลูกในสารละลายปุย WP.No.2ที่เตมิ NaCl 
0.3 % มีคาการนํากระแสไฟฟา 6-7 mmho/cm. พบวาในสปัดาหแรกตนกลาทั้ง 3 พันธุยงัไมแสดง
อาการตอบสนองตอ NaCl แตในสัปดาหที ่2 สายพนัธุหลักที่ใชเปนตวัเปรียบเทียบเริ่มแสดงอาการของ
พิษของ NaCl โดยใบลางเริ่มแหงสวนใบบนมีอาการเหลืองซีด ในขณะที่กลาของสายพนัธุทนเค็มมี
อาการปกต ิ
         สัปดาหที ่ 3 สายพันธุหลักเหน็อาการใบแหงตายชัดเจน ในใบแกและสวนยอดเริ่มเหี่ยวและฟุบ
ตัว  ซึ่งในเวลาเดียวกันนี้สายพันธุทนเค็มเริ่มมีอาการแหงของใบแกและเริ่มเหน็อาการเหลืองซีดของใบ
บน 
         สัปดาหที ่4 พบวาขาวสายพันธุหลกัตายเปนสวนใหญ สวนสายพันธุทนเค็มเริ่มมีอาการเหีย่วเฉา  
ใบลางแหงตาย ใบยอดมีอาการเหลืองซดี และฟุบตัว นับอัตราการรอดตายโดยยายกลาขาวทัง้หมด 
75 ตนมาปลกูตอในน้าํประปาเปนเวลาอกี 1 สัปดาหจึงบันทึกอัตราการรอดตายโดยดูจากตนที่มีใบ
ใหมเจริญตอไดดี เปนตนทีร่อดตาย ซึ่งพบวาสายพนัธุกข23TC7 มีอัตราการรอดตายเปน 86.3%            
กข23TC28 มีอัตราการรอดตายเปน  69.5% โดยสายพนัธุหลกัมีอัตราการรอดตายเพียง  57.6% 
 
ตารางที1่  อัตราการรอดตายของขาวเมือ่อยูในสารละลายปุยสูตร WP No.2 ที่เติมเกลือ NaCl 0.3%  
เปนเวลา 4 สัปดาห (ทุกการทดลองใชซ้ําละ 25 ตน) 
 

ซ้ําที ่ กข23สายพันธุหลัก (%) กข23TC7 (%) กข23TC28 (%) 
1 58.0 84.0 81.0 
2 66.7 91.7 66. 7 
3 48.0 83.3 60.9 

เฉลี่ย 57.6+9.4 86.3+4.7 69.5+14.2 



2. เปรียบเทยีบหาวัสดุทดลองที่เหมาะสมตอการศกึษาเครื่องหมายพันธุกรรมโดย
เปรียบเทยีบระหวางแคลลัสทีเ่ลีย้งจากเอ็มบริโอของขาวและตนกลาขาวที่เพาะโดยวิธี
ปกติ 
                   2.1 ผลของสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชกันําแคลลัสจากเอ็มบริโอขาวกข23 
                   เมื่อศึกษาผลของสูตรอาหารที่เหมาะตอการชักนําแคลลสั ไดผลดังตารางที ่ 2-4 คือ 
อาหารสูตร A นับวาเปนสูตรอาหารที่ดีที่สดุเพราะนอกจากจะไดแคลลัสที่มีน้าํหนกัดีที่สุดแลว ยัง
ไดแคลลัสที่มีลักษณะเปน embryogenic callus(E-callus)เปนสวนใหญ ซึ่ง E-callus นี้เมื่อนาํไป
เลี้ยงตอเพื่อชกันําใหเกิดตนจะเปนแคลลัสที่มีศักยภาพสงูในการพัฒนาใหเปนตนไดดีที่สุด  สวน
สูตร M-019 แมจะไดแคลลัสที่เปน E-callus คลายสูตร A แตปริมาณแคลลัสไดนอยกวา 
ตารางที ่2  น้าํหนักสดของแคลลัส(กรัม) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร A    CU    M-019   SK-1 และ Y 
เปนเวลา 3 สัปดาห 
ตัวอยางที ่ น้ําหนกัแคลลัสตอ 1 เอ็มบริโอ (กรัม) 

 A CU M-019 SK-1 Y 
1 0.0669 0.0224 0.0978 0.0503 0.0413 
2 0.5800 0.0858 0.1037 0.0624 0.0455 
3 0.1814 0.0685 0.0647 0.1010 0.0616 
4 0.1426 0.0864 0.1006 0.0520 0.0543 
5 0.1587 0.0784 0.0493 0.0283 0.0118 
6 0.2712 0.0275 0.1692 0.0565 0.0041 
7 0.1451 0.0087 0.1121 0.0165 0.0395 
8 0.0766 0.0112 0.1549 0.1084 0.1127 
9 0.2500 0.0645 0.0734 0.0572 0.0909 
10 0.3163 0.0768 0.2664 0.0601 0.1235 
11 0.2528 0.0643 0.0525 0.0367 0.0595 
12 0.1455 0.0488 0.0202 0.0367 0.0434 
13 0.1968 0.0925 0.0644 0.1911 0.0286 
14 0.2275 0.0307 0.0538 0.0504 0.0389 
15 0.1913 0.0527 0.0648 0.0470 0.0606 
16 0.1800 0.0593 0.1578 0.0409 0.0851 
17 0.2384 0.0341 0.0289 0.0445 0.0777 
18 0.1984 0.0614 0.1547 0.1565 0.0981 
19 0.1957 0.0159 0.1484 0.0766 0.0624 
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ตารางที ่2(ตอ)  น้ําหนักสดของแคลลัส(กรัม) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร A CU    M-019   SK-1 และ Y 
เปนเวลา 3 สัปดาห 
 
ตัวอยางที่ น้ําหนักแคลลัสตอ 1 เอ็มบริโอ (กรัม) 

 A CU M-019 SK-1 Y 
20 0.1623 0.0269 0.1633 0.0758 0.1149 
21 0.3052 0.0314 0.1573 0.0351 0.0682 
22 0.2446 0.0593 0.0510 0.0275 0.0454 
23 0.1940 0.0425 0.1059 0.0551 0.0524 
24 0.2126 0.0127 0.1188 0.0446 0.0227 
25 0.1924 0.0615 0.1776 0.0736 0.0647 
26 0.1545 0.0247 0.1459 0.0587 0.0448 
27 0.2726 0.0061 0.1028 0.0699 0.0286 
28 0.3502 0.0202 0.0762 0.0542 0.0320 
29 0.3169 0.0896 0.0590 0.0157 0.0224 
30 0.1958 0.0225 0.1335 0.0333 0.0380 
31 0.3131 0.0429 0.0594 0.0878 0.0764 
32 0.1213 0.0636 0.1849 0.0947 0.0312 
33 0.1232 0.0069 0.0975 0.0541 0.0236 
34 0.2227 0.0064 0.1204 0.0513 0.0244 
35 0.0915 0.0023 0.0410 0.0687 0.1407 
36 0.0343 0.0971 0.0838 0.0709 0.0241 
37 0.1751 0.0220 0.1793 0.0371 0.0121 
38 0.2000 0.0532 0.1351 0.0445 0.0137 
39 0.4543 0.0575 0.1836 0.0856 0.0918 
40 0.4147 0.0561 0.1989 0.0257 0.0652 
41 0.4593 0.0492 0.1703 0.1309 0.0586 
42 0.1706 0.0393 0.2613 0.0745 0.0782 
43 0.3799 0.0497 0.1808 0.0560 0.0737 
44 0.1962 0.0032 0.1838 0.1432 0.0962 
45 0.3074 0.0588 0.0718 0.0655 0.0408 
46 0.1007 0.0976 0.1433 0.0643 0.1062 
47 0.1736 0.0492 0.1787 0.0564 0.0175 
48 0.2435 0.0304 0.0580 0.0575 0.0945 
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ตารางที ่2(ตอ)  น้ําหนักสดของแคลลัส(กรัม) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร A    CU    M-019   SK-1 และ Y 
เปนเวลา 3 สัปดาห 

 
ตัวอยางที ่ น้ําหนกัแคลลัสตอ 1 เอ็มบริโอ (กรัม) 

 A CU M-019 SK-1 Y 
49 0.3010 0.0643 0.1070 0.0616 0.0481 
50 0.4424 0.0379 0.0976 0.0460 0.0839 
51 0.2253 0.0391 0.0738 0.1140 0.0116 
52 0.0675 0.0509 0.0841 0.0705 0.0510 
53 0.0937 0.0421 0.1210 0.0891 0.0802 
54 0.0431 0.0420 0.1238 0.0853 0.0652 
55 0.3154 0.0835 0.1013 0.0730 0.0519 
56 0.1688 0.0302 0.1460 0.0322 0.0283 
57 0.1298 0.0053 0.1872 0.0390 0.0269 
58 0.1654 0.0332 0.0797 0.0129 0.0861 
59 0.1591 0.0396 0.1876 0.0597 0.0029 
60 0.2510 0.0159 0.1519 0.0908 0.0533 
61 0.3698 0.0431 0.1920 0.0451 0.1223 
62 0.3679 0.0493 0.1481 0.0804 0.0264 
63 0.5213 0.0579 0.0283 0.0401 0.0841 
64 0.1793 0.0300 0.1138 0.0286 0.0558 
65 0.3317 0.0639 0.2085 0.0766 0.0410 
66 0.1755 0.0102 0.1459 0.1041 0.0268 
67 0.2391 0.0910 0.1147 0.0654 0.0494 
68 0.1966 0.0747 0.1208 0.0280 0.1009 
69 0.2672 0.0445 0.0457 0.0314 0.0843 
70 0.2944 0.0447 0.0841 0.0371 0.0291 
71 0.3108 0.0282 0.2189 0.0557 0.0749 
72 0.3351 0.0373 0.1029 0.0528 0.05377 
เฉล่ีย 0.2355+0.1100 0.0449+0.0252 0.1215+0.0555 0.0718+0.0322 0.0567+0.0316 
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ตารางที ่3 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลีย่น้ําหนกัสดของแคลลัส 

 
 
ตารางที ่4 คาเฉลี่ยน้าํหนักสดตอแคลลัสและลักษณะแคลลัส 
 

 
น้ําหนกัสดของแคลลัสที่ตามดวยอักษรที่เหมือนกัน  ไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติโดยวิธี  
Duncan’s multiple rank test (DMRT)  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
                   ผลการทดลองที่ไดในตารางที ่ 2-4  สูตรอาหาร A  ใหน้าํหนักแคลลัสดีที่สุด  โดย
แคลลัสที่ไดเกิดจากเซลลขนาดเล็กทีม่ีการเกาะตวักันแนน (compact callus)  แตละเซลลมี
ลักษณะกลม ขนาดสม่ําเสมอ แคลลัสมีสีครีมเขม  ซึ่งเปนดัชนีอันหนึง่ที่ชี้บอกความสามารถที่ดีใน
การเลี้ยงของแคลลัส  โดยสูตร A ใหน้าํหนักเฉลีย่ 0.2355 กรัม  สูตรอาหารทีใ่หน้าํหนักของ
แคลลัสรองลงมาคือ   
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สูตร M-019  ใหเซลลทีม่ีสวนคลายคลงึกบัสูตร A  แตมีปริมาณแคลลัสนอยกวา  ปริมาณแคลลัส
เฉลี่ยเปน  0.1215  กรัม   สูตรอาหาร CW  SK-1  และ  Y  ชักนําใหเกิดแคลลัสในปริมาณที่นอย
กวามาก  โดยสูตรอาหาร SK-1 ใหปริมาณแคลลัสใกลเคียงกับสูตรอาหาร Y  โดยมีน้าํหนักเฉลี่ย
ของทั้ง 3 สูตรเปน  0.0449  0.0718  และ  0.0567 กรัม  ตามลําดับ    แคลลัสที่ไดจากสูตร  SK-1  
มีการเกาะตัวของเซลลอยางหลวมๆ  แคลลัสใส  สีออนกวามาก  ขณะที่สูตร Y  เซลลแคลลัสสี
คล้ําและเซลลเกาะตวักันแนน  บางเซลลมีลักษณะสนี้าํตาลและแหง  จากการวิเคราะหทางสถิติ
ประกอบ  พบวา  อาหารสูตร A  ใหผลในการชักนําแคลลัสดีที่สุดจากสูตรอื่นๆอยางมีนัยสาํคัญ 
 
          2.2. ผลการเลือกระดับของ NaCl ที่เหมาะสมตอการคดัเลือกแคลลสัที่ทนเค็ม 
 เมื่อนําแคลลัสมาเลี้ยงในอาหารสูตร A ทีเ่ติม NaCl 0.3และ0.5% เปนเวลา 2 สัปดาห  
โดยสังเกตจากการทดลองละ 10 แคลลัส   

พบวาแคลลัสที่เลี้ยงใน NaCl 0.5%  ในสัปดาหที ่2 แคลลัสของสายพันธุหลักซึ่งไมทนเค็ม
มีลักษณะเซลลรอบนอกของแคลลัสเร่ิมจากเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและลุกลามเขาไปจนกลายเปนสี
ดําทั้งกอน 
 สวนแคลลัสทีท่นเค็มในสัปดาหที ่2 พบวามีแคลลัสบางกอนที่มีอาการเหมือนกับแคลลัสที่
ไมทนเค็ม  แตสวนใหญจะแสดงอาการพิษของNaCl เฉพาะเซลลบริเวณรอบนอกของแคลลัส
เทานั้นที่เปลีย่นไปเปนสนี้ําตาล  สวนเซลลดานในของเซลลยังมีอาการปกติอยู  

โดยแคลลัสเหลานี้แสดงอาการใหเหน็ชัดในอาหารทีเ่ติม NaCl 0.5% ซึ่งพบวาสายพันธุ
หลักมกีารตายเกิน 50% เมื่อส้ินสุดสัปดาหที ่ 2  ในขณะที่สายพนัธุมทนเค็ม คือ กข23TC7 และ 
กข23TC28 มีการตายนอยกวา 20%  
 แตแคลลัสที่เลี้ยงในอาหารทีเ่ติม NaCl 0.3% เมื่อเลี้ยงไปแลว 2 สัปดาหพบวาสายพันธุ
หลักมกีารตายนอยกวา 50% ในขณะที่สายพนัธุทนเค็มแสดงอาการตอบสนองตอ NaCl เพียง
เล็กนอยเทานัน้ 
 
3. การสกัดดีเอ็นเอจากตวัอยางพืช 
              เมื่อนําดีเอน็เอที่สกัดไดจากวัสดุทดลองทั้งในสวนของดีเอ็นเอจากแคลลัสและดีเอ็นเอ
จากตนกลามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260, 280 และ 320 nm. เพือ่เปรียบเทียบ
คุณภาพความบริสุทธิ์และปรมิาณของดีเอ็นเอที่สกัดได พบวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแคลลัสมีความ
บริสุทธิ์และปรมิาณของดีเอน็เอที่สกัดไดสูงกวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนกลาขาว โดยเปรียบเทยีบ
จากอัตราสวนของ OD260:OD280 และหาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสูตร  (ODXdilution)/20 มี
หนวยเปน μg./μl.(หรือ ODXdilutionX50 มีหนวยเปน μg./ml.)ซึ่งใหผลการทดลองดังตารางที ่5 
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ตารางที ่5    เปรียบเทียบคาการดูดกลนืแสงของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแคลลัสและตนกลาที่ความ 
ยาวคลืน่ 260, 280 และ 320 nm.  อัตราสวนระหวาง OD260:OD280  และปริมาณดีเอ็นเอที่คาํนวน
ไดของแคลลัสและตนกลา 
 

  แคลลัส   ตนกลา  
ตัว  OD   OD   OD   OD   ปริมาณDNA  OD   OD   OD   OD   ปริมาณDNA 
อยาง 
ที่ 

260  
nm. 

280 
nm 

320 
nm. 

260:280 μg./μl. 260 
nm. 

280 
nm. 

320 
nm. 

260:280 μg./μl. 

1 0.121 0.098 0.007 1.235 2.420 0.014 0.010 0.005 1.400 0.280 
2 0.032 0.022 0.009 1.455 0.640 0.011 0.008 0.004 1.375 0.220 
3 0.064 0.039 0.014 1.641 1.280 0.008 0.006 0.004 1.333 0.160 
4 0.111 0.101 0.049 1.099 2.220 0.003 0.003 0.003 1.000 0.060 
5 0.165 0.099 0.027 1.667 3.300 0.009 0.007 0.004 1.286 0.180 
6 0.530 0.275 0.034 1.927 10.600 0.005 0.005 0.003 1.000 0.100 
7 0.744 0.404 0.051 1.842 14.880 0.024 0.020 0.011 1.200 0.480 
8 0.040 0.028 0.011 1.429 0.800 0.003 0.003 0.004 1.000 0.060 
9 0.605 0.349 0.009 1.734 12.100 0.017 0.012 0.007 1.417 0.340 
10 0.023 0.017 0.100 1.353 0.460 0.006 0.005 0.004 1.200 0.120 
11 0.031 0.016 0.001 1.938 0.620 0.015 0.011 0.008 1.364 0.300 
12 0.012 0.006 0.002 2.000 0.240 0.009 0.007 0.005 1.286 0.180 
13 0.146 0.086 0.013 1.698 2.920 0.009 0.007 0.006 1.286 0.180 
14 0.136 0.080 0.013 1.700 2.720 0.007 0.006 0.004 1.167 0.140 
15 0.172 0.089 0.004 1.933 3.440 0.005 0.005 0.004 1.000 0.100 
X 0.195 

+0.233 
0.114 

+0.126 
0.023 

+0.027 
1.643 

+0.275
3.909 

+4.658 
0.010 

+0.006 
0.008 

+0.004
0.005 

+0.002 
1.221 

+0.156 
0.193 

+0.115 
 
4. การทดสอบคุณภาพของดีเอ็นเอแมแบบโดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR 
 เมื่อนําดีเอน็เอที่สกัดไดจากวัสดุทดลองทั้งในสวนของดีเอ็นเอจากแคลลัสและดีเอ็นเอจาก
ตนกลาขาว  มาเพิม่จํานวนดีเอ็นเอดวย  primer UBC457  พบวา  เมื่อใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบ
ที่เทากนัสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดทัง้จากดีเอ็นเอแมแบบที่ไดจากแคลลัสและไดจากตนกลา  
รูปแบบของโปรไฟลดีเอ็นเอที่พบเมื่อเพิม่ปริมาณโดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากแคลลสัใหความเขม
ของแถบดีเอ็นเอและรูปแบบที่เหมาะสมตอการประยุกตใชในการวิเคราะหดกีวา 
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5. การคัดเลอืกไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกบัความสามารถในการทนเค็ม 
เมื่อทําการวเิคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย  UBC primer  กับ

เทคนิค DAF  พบวา  primer UBC228   UBC456  UBC457  และ  UBC459  ใหจํานวนแถบดี
เอ็นเอที่ปรากฏเปนดังภาพที ่1-4  และใหผลวิเคราะหแถบดีเอ็นเอดังตารางที ่6-7 

 
ตารางที ่6 จํานวนและเปอรเซ็นตของดีเอ็นเอโพลมีอรฟซึม โดยการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอดวย UBC 
primer ดวยเทคนิค DAF ในแคลลัสของขาว กข23 สายพนัธุหลักและสายพันธุทนเค็มทัง้ 2 สาย
พันธุ 
 
ไพรเมอร จํานวน fragment 

ทั้งหมด 
สายพันธุ จํานวน 

polymorphic 
%polymorphic 

 (a) แคลลัส (b) (b/a x 100) 
UBC 44 กข23 สายพันธุหลัก 41 93 
228  กข23TC7 40 91 

  กข23TC28 39 89 
UBC  22 กข23 สายพันธุหลัก 21 95 
456  กข23TC7 21 95 

  กข23TC28 18 82 
UBC  25 กข23 สายพันธุหลัก 22 88 
457  กข23TC7 24 96 

  กข23TC28 17 68 
UBC  41 กข23 สายพันธุหลัก 38 93 
59  กข23TC7 26 63 

  กข23TC28 24 59 
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ตารางที ่7 จํานวนและเปอรเซ็นตของดีเอ็นเอโพลมีอรฟซึม โดยการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอดวย UBC 
primer ดวยเทคนิค DAF ในตนกลาขาว กข23 สายพนัธุหลักและสายพันธุทนเค็มทั้ง 2 สายพนัธุ 
 
ไพรเมอร จํานวน fragment 

ทั้งหมด 
สายพันธุ จํานวน 

polymorphic 
%polymorphic 

 (a) ตนกลา (b) (b/a x 100) 
UBC  48 กข23 สายพันธุหลัก 43 90 
228  กข23TC7 46 91 

  กข23TC28 43 90 
UBC  57 กข23 สายพันธุหลัก 56 98 
456  กข23TC7 40 70 

  กข23TC28 56 98 
UBC  67 กข23 สายพันธุหลัก 52 78 
457  กข23TC7 59 88 

  กข23TC28 56 84 
UBC  65 กข23 สายพันธุหลัก 60 92 
459  กข23TC7 56 86 

  กข23TC28 58 89 
 
ตารางที ่ 6 และ 7 พบวาการวิเคราะหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยใชดีเอ็นเอ

แมแบบที่ไดจากแคลลัสใหผลดีกวาการใชดีเอ็นเอจากตนกลา  และผลการทดลองมีความ
สม่ําเสมอจากการทาํซ้ําได  เมื่อใช UBC เปนไพรเมอรพบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการใชดีเอ็นเอ
จากตนกลาจะมีจํานวนทีม่ากและมีปญหาไมสามารถทาํซ้ําได  เมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของดี
เอ็นเอโพลีมอรฟซึมและลักษณะของแถบดีเอ็นเอในเบื้องตนที่แทรกลกัษณะสอดคลองกับ
ความสามารถในการทนเค็มในแตละสายพันธ  พบวาไพรเมอร UBC457 อาจสามารถใชเปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมในขาวทนเค็มในการตรวจสอบสายพันธกข23TC7  และกข23TC28 ได 
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6. การสรางขาวพนัธุลกูผสมเพื่อศกึษาและวิเคราะหการกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอใน
รุนลูก  

โดยทําการผสมพันธุขาวสลบัพอแม ทําใหไดลูกผสมทั้งหมด 4 cross โดยไดเมล็ดลูกผสม
ในแตละ cross เฉลี่ยประมาณ 40-60 เมลด็  

จากการทดลองการสรางขาวพันธุลกูผสมเพื่อศึกษาการกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอในรุน
ลูกซึ่งพบวามกีารปนเปอนของเชื้อจุลชพีโดยเฉพาะเชื้อราสูง ทําใหไมสามารถเตรียมวัสดุทดลอง
ในรูปของแคลลัสได ซึ่งทาํใหตองเปลี่ยนวสัดุทดลองมาเปนการใชตนกลาแทน  

เมื่อนํา DNA ที่สกัดจากตนกลาขาวมาทําการวิเคราะหเพื่อหาเครื่องหมายพันธุกรรมของ
ขาวทนเค็ม ซึง่ใชไพรเมอร UBC ที่คัดเลอืกไดในแคลลัสและใชเทคนคิ DAF ในการวิเคราะหทั้งใน
สายพนัธุพอแมและในสายพันธุลกูผสมพบวาแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นมีจาํนวนมาก ซึ่งทาํใหเกิด
ความคลาดเคลื่อนในการจดบันทกึแถบดีเอ็นเอ และปญหาหลักของการทาํการทดลองนี้คือการไม
เกิดซ้ําของแถบดีเอ็นเอซึ่งการแกไขปญหาดังกลาวจงึอยูที่การคัดเลือกหาไพรเมอรตัวใหมที่มีความ
เฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนกลาขาวสามารถทําซ้าํไดและสิ่งที่สาํคัญคือสามารถให
เครื่องหมายพนัธุกรรมของขาวทนเค็มได 

การคัดเลือกไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกับความสามารถในขาวโดยใชไพรเมอร 
CU1 , CU2 , CU3  และ CU4 ในตนกลาขาว พบวาไพรเมอร CU1 และ CU2 สามารถใหแถบดี
เอ็นเอซึ่งสามารถใหเปนเครือ่งหมายพันธกุรรมของขาวทนเค็มไดดังภาพที ่ 5-8 และเมื่อทําการ
ตรวจสอบกลบัไปยังลูกผสม ผลการทํา PCR  ในรุนลูกผสมที่ไดดังภาพที ่9-16 
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ภาพที ่1  แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอรUBC457 โดยเทคนิค DAF ใน 8% 
polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 5 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
lane2-5 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอรUBC457 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลสั
ของขาว กข23สายพนัธุหลกั, กข23TC7 และ กข23TC28 
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ภาพที ่ 2 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอร UBC228  UBC456  UBC457 และ 
UBC459 โดยเทคนิค DAF ใน 8%polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 14 แสดงแถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC228 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากแคลลัส
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7 และ  กข23TC28 ตามลําดับ   
lane5-7 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC456 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากแคลลัส
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
lane8-10 แถบดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC457 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลัส
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
lane11-13 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC459 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจาก
แคลลัสขาว กข23สายพนัธุหลัก, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
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ภาพที ่ 3 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอร UBC228 และ UBC459 โดยเทคนิค DAF 
ใน 8%polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 9 แสดงแถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC228 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7 และ  กข23TC28 ตามลําดับ   
lane6-8 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC459 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
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ภาพที ่ 4 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอร UBC457 และ UBC456 โดยเทคนิค DAF 
ใน 8%polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 9 แสดงแถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC457 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั,  กข23TC7  และ กข23TC28 ตามลําดับ  
lane6-8 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC456 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7 และ กข23TC28  ตามลําดับ 
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ภาพที ่5 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU1 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU1 กับขาว  กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ กข23TC28 ตามลําดับ 
 

 
 
 
ภาพที ่6 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU2 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU2 กับขาว กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ  กข23TC28 ตามลําดับ 
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ภาพที ่7 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU3 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU3 กับขาว กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ กข23TC28  ตามลําดับ 
 

 
 
ภาพที ่8 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU4 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU4 กับขาว กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ กข23TC28  ตามลําดับ 
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ภาพที ่9 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU1 
                  9.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุพอ-แม ซึ่ง   
ไดแก กข23สายพนัธุหลัก lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับlane1 
แถบดีเอ็นเอของ   100-bp DNA ladder marker   
                   9.2 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7  แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker   
                   9.3 ผลการวิเคราะหแถบดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 10 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลาํดับ
ตั้งแต lane2-11 
 lane1 และ lane12 แสดงแถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่10 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU1 
                   10.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   10.2 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6  lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   10.3 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 9 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-10 lane1 และ lane11 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่11 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU2 
                   11.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   11.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   11.3  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 8 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-9 
 lane1 และ lane10 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่12 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไเมอร CU2 
                   12.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   12.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   12.3   ผลการวเิคราะหแถบดเีอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที1่3 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU3 
                   13.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
 ๅซึ่งไดแก กข23สายพันธุหลัก lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียง
ตามลําดับlane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   13.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6   lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   13.3  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 10 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลาํดับ
ตั้งแต lane2-11 
 lane1 และ lane12 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่14  แสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 
1.5%agarose gel โดยใชไพรเมอร CU3 
                   14.1  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   14.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 4 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-5  lane1 และ lane6 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   14.3    ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุ
ลูกผสมระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลกั ทั้งหมด 4 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียง
ตามลําดับต้ังแต lane2-5lane1 และ lane6 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่15 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU4 
                   15.1  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ   100-bp DNA ladder marker   
                   15.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7  แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker   
                   15.3  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 
  lane1 และ lane7 แสดงแถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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าพที ่16 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU4 
                   16.1  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   16.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 4 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-5 lane1 และ lane6 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   16.3   ผลการวเิคราะหแถบดเีอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 3 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-4  lane1 และ lane5 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 



บทที่ 5  
วิจารณผลการทดลอง 

 
                   งานวิจัยนี้เปนงานตอเนื่องจากโครงการ New Varieties of Rice for Saline and 
Acid Soil through Tissue Culture  ที่ประสบความสาํเร็จในการคัดเลือกสายพันธุขาวทนเค็มจาก 
somaclone         Vajrabhaya and Vajrabhaya(1991) และวันชยั  สังฆสุข (2542) ศึกษาการ
สะสมโพรลนีและน้ําตาลของขาวทนเค็มสายพันธุ กข23TC7 และกข23TC28 พบวาเมื่อตนขาวอยู
ในภาวะเค็มและแลง  สายพนัธุทนเค็มมีการสะสมโพรลีนและน้ําตาลมากกวาขาวสายพนัธุปกติ
(สายพนัธุหลกั)  โดยไดผลตรงกับ วรัญญา  คําปน (2542)  ซึ่งศึกษาในขาวสายพนัธุทนแลงที่
คัดเลือกจากsomacloneเชนกนั งานวิจัยนี้ตองการทราบวาจะสามารถใชเครื่องหมายพนัธกุรรมใน
ระดับ         ดีเอ็นเอบงบอกความสามารถในการทนเค็มของขาวไดหรือไม จึงเลือกใชขาวกข23TC7
และกข23 TC28 เปนตัวอยางศึกษา 
 
                   เพื่อเปนการยนืยันวา กข23TC7 และ กข23TC28  ซึ่งไดมาจากโครงการดังกลาวโดย
อยูในรุนที ่ 9 แลวนั้น ยังคงมีลักษณะการทนเค็มอยูจริง  จึงไดทาํการทดสอบโดยปลกูขาวระยะ 5 
ใบ ในสารละลายปุยสูตร WP No.2 ที่เติม Nacl 0.3%  คาการนํากระแสไฟฟา 6-7 mmho/cm  
เปนระยะเวลา 4 สัปดาห พบวาอัตราการรอดตายของสายพันธุทนเค็มสูงกวาของสายพันธุหลัก
โดย  กข23TC7 รอดตาย 86.3%  กข23TC28 รอดตาย 69.5%  ในขณะที่สายพนัธุหลกัรอดตาย 
57.6%  เมื่อเปรียบเทียบกบัอัตราการอยูรอดของสายพนัธุทนเค็มของทั้งสองสายพนัธุนีท้ี่คัดเลือก
ดวย NaCl 5% ในน้ําปุย WP  คาการนาํกระแสไฟฟา 9-10 mmho/cm 4 สัปดาหเชนกัน พบวา
สายพนัธุหลักมีอัตราการรอดตาย 2-3% ในขณะที่สายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกไดอยูในระดับ 23-
28% โดยทําการคัดเลือกในรุนที ่ 3 (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1986)  แสดงใหเห็นวาสาย
พันธุที่คัดเลือกมาจาก somaclone นี้ยังคงลักษณะเดิมอยู 
 
               ผลการศกึษาสตูรอาหารเพือ่ชักนําแคลลัสจากเอ็มบริโอ 
                   ผลการศึกษาเบื้องตนถงึคุณสมบัติของดีเอ็นเอที่สกัดมาจากแคลลัสและตนกลา  เพื่อ
นํามาศึกษาเครื่องหมายพนัธุกรรมทางชวีโมเลกุล  พบวาแคลลัสใหดีเอ็นเอที่มีคณุสมบัติที่ดีกวา  
จึงจําเปนตองศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะตอการชักนําและเลี้ยงแคลลัสของขาวกข23 ทั้งนี้เพราะ  
ขาวกข23 เปนพนัธุที่ชักนําเอ็มบริโอไดยากกวาขาวไทยพันธุอ่ืน ๆ เชน ขาวดอกมะลิ 105  เหลือง
ประทิว 123 หรือนางมลเอสเปนตน (มนทกานต ิ  วัชราภัย, ติดตอเปนการสวนตวั) ไดทดลองเลี้ยง
แคลลัสโดยชักนําจากเอ็มบริโอที่เจริญเต็มที ่ เปรียบเทยีบในอาหารตาง ๆ 5 สูตร  สรุปไดวาการ
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เลี้ยงเอ็มบริโอของขาวกข23 นั้น สูตรอาหารที่เหมาะสมที่สุดโดยไดปริมาณแคลลัสมากที่สุดและ
เปน E-callus ทั้งหมด  คือ สูตรที่ดีที่สดุของ สุดารัตน  นิติวัฒนะ (2538)  ซึ่งในการทดลองนี้
เรียกวาสูตร A  โดยไดแคลลัส 0.2355 กรัมตอเอ็มบริโอ  เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห สวนสตูรที่
ใหผลรองลงมาคือสูตร M-019 ซึ่งเปนสูตรอาหารสําหรับชักนําแคลลัสจากอับเรณูของ Raina 
(1993)   โดยได E-callus เชนกนั  แตไดน้ําหนักแคลลัสนอยกวาคือ 0.1215 กรัมตอเอ็มบริโอ  สวน
สูตรอื่น ๆ อีก 3 สูตรไดผลนอยกวานี้มาก และบางสตูรยังเปน NE-callus(แคลลัสที่ไมสามารถ
พัฒนาเปนตนใหมได) อีกดวย ซึ่ง E-callus เปน แคลลัสที่มีศักยภาพสงูในการเกิด plant 
regeneration 
 
                   เมื่อศึกษาถึงองคประกอบของอาหารทัง้ 5 สูตรเปรียบเทียบกนั พบวาในกลุมของธาตุ
อาหารหลัก สูตรA และ M-019 เทานัน้ที่มเีกลือ (NH4)2SO4   ในขณะทีอี่ก 3 สูตรไมมี   ซึ่งสามารถ
อธิบายไดวาเกลือแอมโมเนยีมมีผลชวยให pH ของอาหารไมเปลีย่นแปลงมากนัก  ยิ่งกวานั้น
อัตราสวนของ N ในรูปของ NH4

+ ที่สมดุลยกับ N ในรูปอ่ืนนาจะชวยกระตุนใหการชักนาํแคลลัสดี
ข้ึนสวนองคประกอบของธาตุอาหารทั้ง 5 สูตรไมแตกตางกนัมากนกั  ในดานความแตกตางของ
สารอินทรียเสริมในสูตรตาง ๆ พบวาสูตร A มีสารอินทรยีเสริมมากที่สดุ (ตารางที ่8) เชน ม ีbiotin 
กรดอะมินโนหลายตัว รวมทัง้มีน้าํสกัดจากมันฝร่ังดวย  จึงทาํใหองคประกอบของอาหารสมบูรณ
กวาสูตรอื่น  ยิ่งกวานัน้เกีย่วกับการใชมนัฝร่ังไดมีงานวิจัยหลายงานที่แสดงใหเหน็ถึงขอดีของการ
ใชมันฝร่ัง Vajrabhaya, Supaokit และ Vajrabhaya (1994)  รายงานวา การเลี้ยงกลากลวยไม
สกุลหวาย  (Dendrobium) ดวยอาหารทีป่ระกอบดวยมันฝร่ัง KNO3  และน้ําตาลเทานัน้สามารถใช
เลี้ยงกลากลวยไมไดดีกวาสตูรกลวยไมทัว่ไปมาก   สําหรับสูตร M-019 ซึ่งใหผลรองลงมาโดยที่
แคลลัสที่ชักนาํไดเปน E-callus เชนกนัและปริมาณของแคลลัสที่ไดนั้นนอยกวาสตูร A เทาตวั  ซึ่ง
สูตร M-019 เปนสูตรที่สามารถชักนําแคลลัสของขาวโดยการเลี้ยงอับเรณูของลูกผสม กข21 กับ
สุพรรณบุรี90 ไดผลดีมาแลว (สุภาพร  จันทรบัวทอง, 2541)  ซึ่งการเลี้ยงอับเรณูเปนเทคนิคที่ยาก
กวาการเลี้ยงเอ็มบริโอ  ดังนัน้หากแปลงสูตร M-019  โดยการเติมสารอินทรียเสริมลงไป
เชนเดียวกับสูตร A อาจสามารถชักนําแคลลัสของ กข23 จากเอ็มบริโอไดดีกวาสูตร A ก็ได 
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ตารางที ่8 เปรียบเทียบองคประกอบของอาหารสูตรตางๆที่ใชชักนาํแคลลัส 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส องคประกอบ 
A CU M-019 SK-1 Y 

ธาตุอาหารหลัก      
KNO3 + + + + + 
CaCl2 2H2O + + + + + 
MgSO4

 7H2O + + + + + 
KH2PO4 + + + + + 
(NH4)2SO4 + − + − − 
ธาตุอาหารรอง      
MnSO4 4H2O + + + + + 
ZnSO4 7H2O + + + + + 
KI + + + + + 
H3BO3 + + + + + 
Na2MoO4

 2H2O + + + + + 
CuSO4  5H2O + + + + + 
CoCl2  6H2O + + + − + 
FeSO4  7H2O + + + + + 
Na2EDTA 2H2O + + + + + 
สารอินทรียอื่นๆ      
วิตามิน      
Myo-inositol + − + + − 
Nicotinic acid + + − + + 
Pyridoxine HCl + + + + + 
Thiamine HCl + + + + + 
Biotin + − − − − 
Inositol − − − − + 
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ตารางที ่8(ตอ) เปรียบเทียบองคประกอบของอาหารสตูรตางๆที่ใชชกันําแคลลัส 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส องคประกอบ 
A CU M-019 SK-1 Y 

กรดอะมิโน      
Glycine + − + + − 
Proline + − − − − 
Arginine + − − − − 
Asparagine + − − − − 
Alanine + − − − − 
Glutamine + − − − − 
สารควบคุมการเจริญ      
2,4-D + + + + + 
NAA − − − + − 
BAP + − − − − 
Kinetin − + + + − 
สารอินทรียเสริม      
Yeast Extract − − − − + 
น้ําสกัดมันฝรั่ง + − − − − 
น้ํามะพราวออน + + − − − 
Sucrose + + − + + 
Maltose − − + − − 
สารอินทรียเสริม      
Casein hydrolysate − − − + − 
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การเปรยีบเทียบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลสัและตนกลา 
ผลการศึกษาคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลัสเปรียบเทียบกับทีส่กัดจากตนกลา  

พบวาดีเอ็นเอจากแคลลัสมคีวามบริสุทธิก์วาดีเอ็นเอจากตนกลา  ทั้งยังไดปริมาณมากกวาดวย
โดยดูจากคา OD260 :OD280  (ตารางที ่5)  ดังนัน้ ในการตรวจหาเครื่องหมายพันธุกรรมจึงนาจะใช ดี
เอ็นเอจากแคลลัสแตเนื่องจากเมื่อทําการผสมขามสายพันธุของพนัธุทนเค็มและพนัธุหลกั    
ลูกผสมที่ไดมกีารปนเปอนของเชื้อราและไดเมล็ดนอย  จึงมีความจาํเปนตองสกัดดีเอ็นเอจากตน
กลาแทน 
                   สําหรับดีเอ็นเอจากแคลลัสของสายพันธุทนเค็ม ไดทําการคัดเลือกแคลลัสทนเค็มกอน  
โดยนําแคลลสัมาเลี้ยงบนอาหารสูตร A ที่เติม NaCl  เปนเวลา 1 สัปดาหกอนแลวจึงสกัดดีเอน็เอ 
สวนแคลลัสของสายพันธุหลักที่ใชเปรียบเทียบไมตองผานการคัดเลือกดวย NaCl 
                   สําหรับดีเอ็นเอที่สกัดมาจากตนกลานัน้  ใชตนกลาอาย ุ 1 สัปดาห มขีนาด 3-5 ซ.ม. 
จากโคนตนถงึปลายใบ  โดยสกัดจากสวนตนเทานั้น (ไมใชสวนราก)  ดังนัน้แมจะเปนตนกลาทีม่า
จากสายพนัธุทนเค็ม ตนกลาที่ใชก็มิไดผานการคัดเลือกมากอน  ในกรณีนี้ตนกลาที่ไดอาจเปนตน
ที่ไมทนเค็มก็ได (กข23TC7 อัตรารอดตายที ่NaCl 0.3%  คือ 86.3% กข23TC28 รอดตาย 69.5%   
กข23 รอดตาย 57.6%) 
 
                   การคัดเลือกหาไพรเมอรที่มีความเฉพาะ 
                   ในการหาไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงและสัมพันธกับความสามารถในการทน
เค็มนั้น ไพรเมอรที่เลือกใชในงานวิจัยนี้แบงเปน 2 กลุม  กลุมแรก ไดแก  UBC228, UBC456, 
UBC457  และ UBC459  เปนไพรเมอรทีใ่หความเสถียรและเคยใชในการจําแนกไมดอก  (Fritsch  
และคณะ, 1993) และเห็ดหอม (Phuangphoo,1999)  โดยมีพืน้ฐานคือสํารวจความเหมาะสมของ
ไพรเมอรโดยการวิเคราะหทัง้หมด  480 ตัว  ดวยวิธ ี RAPD PCR   สวนไพรเมอรในกลุมที ่2 ไดแก 
CU1, CU2, CU3  และ CU4 (ไดรับความอนุเคราะหจากอาจารย ดร.ปยะศักดิ ์ชอุมพฤกษ) เพือ่
ทดสอบดูความสัมพนัธของการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเหลานัน้  ทั้งในตนพอ แม ของสายพันธุหลัก
และสายพนัธุทนเค็ม  และดูการกระจายตวัในพนัธุลกูผสม 
 
                   ปจจัยสําคัญอนัหนึ่งของปฏิกิริยาลูกโซ  PCR  คือ ความเฉพาะเจาะจง  และ
ความสัมพันธกันระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบ Caetano-Arolles และคณะ (1992) 
ทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรขนาดตางๆตอความเฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอแมแบบ  
รูปแบบการแสดงออกของแถบดีเอ็นเอที่ได  และอิทธพิลที่มีผลตอการเขาจับกนัระหวางไพรเมอร
กับดีเอ็นเอแมแบบ 
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โดยการเพิ่มอุณหภูมิ annealing  temperature  พบวาการเปลี่ยนแปลงไปของลําดบัเบสที่อยูใกล
กับสวนปลาย 3’  ของไพรเมอรทําใหคาการดูดกลืนแสงของ  PCR  product  ที่ไดเปลี่ยนแปลงไป  
สวนอุณหภูมิ  annealing  temperature  ที่เปลี่ยนแปลงไปจะลดความสามารถของการเพิ่ม
ปริมาณของไพรเมอรสายสัน้ๆ ลง  
 
                   เทคนิค  DAF  ในงานวิจัยนี ้มีความแตกตางจากของเดมิ คือ จํานวนนิวคลีโอไทดทีใ่ช
เปน 10 เบส  ซึ่งในเทคนคิ DAF จะใชเพียง 8 เบสเทานั้น (Trigiano และ Caetono-Anolles, 
1998)  การเพิ่มจํานวนนิวคลีโอไทดเปนการเพิ่มความเฉพาะเจาะจงกับดีเอน็เอแมแบบใหมาก
ยิ่งขึ้นโดยอาศยัการวเิคราะหที่แมนยาํ  โดยเฉพาะในเรือ่ง  resolution  จาก  gel  polyacrylamide  
และการยอมดวยโลหะเงินมาประยุกตใชในการจาํแนกขนาดของดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณได  
นอกจากนี้สามารถเก็บผลการศึกษาในรูปแผนเจลไวใชถาวร  ซึ่งจากการวิจยัที่ผานมา 
Phuangphoo(1999) ใชเทคนิคดังกลาวในการวิเคราะหดีเอ็นเอเพือ่จําแนกสายพันธุเห็ดหอมซึ่ง
ใหผลดี  สวนในงานวิจัยนี้พบวาเทคนิค DAF สามารถใชในการวิเคราะหหาเครื่องหมายพันธุกรรม
ของขาวทนเคม็โดยใช    ดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลัสไดดีแตเมื่อทําการวิเคราะหโดยใชดีเอ็นเอที่สกดั
จากตนกลาขาวลูกผสมโดยใชไพรเมอร UBC  และคัดเลือกไดดวยเทคนิค DAF  พบวาแถบดีเอ็นเอ
ที่เกิดขึ้นมีจํานวนมาก (non-specific band) ทั้งนี้อาจเนื่องจากความไมเฉพาะเจาะจงของไพร
เมอร และไมสามารถทาํซ้าํไดแมจะทําการทดลองในลกัษณะเดียวกนัหลายครั้ง  ซึ่งการแกไข
ปญหาดังกลาวจึงอยูที่การคัดเลือกหาไพรเมอรตัวใหมทีม่ีความเฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอที่สกัดได
จากตนกลาขาว  สามารถทําซ้าํได  และสิ่งที่สาํคัญคือ สามารถวิเคราะหหาเครื่องหมายพนัธุกรรม
ของขาวทนเคม็ได  
 
 
การวิเคราะหหาเครื่องหมายพันธุกรรมของขาวทนเค็มและดูการกระจายตัวในลูกผสม 
                   ผลการวิเคราะหหาเครื่องหมายพนัธกุรรมของขาวทนเค็มโดยใชเทคนิค RAPD กับ
ไพรเมอร  CU1, CU2, CU3  และ CU4  พบวาไพรเมอร CU1  สามารถใหแถบดีเอ็นเอที่แตกตาง
ในขาวสายพันธุทนเค็มทัง้สองสายพนัธุอยางชัดเจน  สวนไพรเมอร CU2  พบวาแถบดีเอ็นเอที่
สามารถใชเปนเครื่องหมายพันธกุรรมของขาวทนเค็ม กข23TC7  เปนแถบที่เขมกวาปกติ  และเมื่อ
ตรวจดูการกระจายตวัในรุนลูกผสมจะพบวาในลกูผสมบางสวนพบแถบดีเอ็นเอแถบเดียวกนันี ้ 
เมื่อดูการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทดสอบโดยใชคา ไค-สแควร มาชวยในการ
ทดสอบพบวาลูกผสมที่ไดมกีารกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอเปาหมายเปนแบบ 1:1 ขณะที่เมื่อทาํ
การตรวจสอบกลับไปดูอัตราการรอดตายของขาวสายพันธุทนเค็มทัง้ 2 สายพันธุ  พบวาในกลุม
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ประชากรเดียวกันยังมีตนขาวบางสวนในสายพนัธุทนเค็มที่ตายจากการทดสอบในสภาวะที่มเีกลือ 
NaCl ในสดัสวนที่สอดคลองกับการกระจายตวัของยนีดังกลาวทําใหสรุปไดวามีความเปนไปไดที่
ความสามารถในการทนเค็มในขาวทั้งสองถูกควบคุมดวยยีนมากกวา 1 ชนิด  นอกจากนีเ้มื่อศึกษา
ในลูกผสม reciprocal cross ทัง้ 2 cross ซึ่งพบวาผลการทดลองใหผลการกระจายตัวเปนแบบ
เดียวกนัสามารถระบุไดวารูปแบบของแถบดีเอ็นเอทีพ่บดังกลาวไมอยูบนโครโมโซมเพศ   
 
                   ในการศึกษาครัง้นี้เปนการศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางระหวางขาวสายพนัธุปกติ
และขาวสายพนัธุทนเค็มที่มาจาก somaclonal variation  ดังนัน้พืน้ฐานทางพนัธุกรรมของขาวทั้ง
สองนัน้จึงไมมคีวามแตกตางกัน แตมีเพียงบางสวนของขาวทนเค็มที่ไดเทานั้นที่มกีารเปลี่ยนแปลง 
ในการคัดเลือกขาวสายพนัธุทนเค็มที่ไดจากโครงการนีท้ําการคัดเลือกโดยใหขาวสายพนัธุทนเค็มมี
ความแตกตางจากสายพนัธุปกติเพียงแคเพิ่มความสามารถในการทนเค็มเทานัน้ สวนในดาน
สัณฐานวิทยาใหคงเหมือนกบัสายพนัธุปกติ ถาพบความแตกตางเกิดขึ้นในตนใดจะคัดทิ้งทนัท ี ใน
ดานสรีรวิทยานั้น วันชัย สังฆสุข (2542) พบวาในขาวสายพนัธุทนเค็มที่ไดจากโครงการมกีาร     
สะสมโพรลนีและน้ําตาล (total sugar) เพิ่มมากกวาสายพันธุปกติเมือ่อยูในภาวะเค็มซ่ึงไดผลตรง
กับงานของวรัญญา  คําปน (2542) ทีท่ําในขาวทนแลงพบการสะสมโพรลีนและน้ําตาลมากขึน้เมือ่
อยูในภาวะแลง  จากรายงานการวิจัยที่ผานมาจะพบวารายงานที่เกีย่วของกับยีนที่ควบคมุ
ความสามารถในการทนเค็มของขาวและกลไกตาง ๆ นัน้มีอยูเปนจาํนวนมากและสวนใหญมีความ
เกี่ยวของกันและสงผลกระทบซึ่งกนัและกนั เชน การเพิม่ข้ึนและลดลงของโปรตีนบางชนิด เชน โพ
ลีเอมีน (polyamines) (Krishnamurthy and Bhagwat, 1989)  การปรับตัวโดยการลด water 
potential ภายในเซลลใหต่ํากวาภายนอก (Taiz and Zeiger, 1991)  รวมถึงยีนทีเ่กี่ยวของกับการ
หายใจ (Umeda et al., 1994)  มีผลตอความสามารถในการทนเคม็ไดทั้งสิน้  จากการวิจัยของ  
Cales และคณะ (1990)  พบวาเมื่ออยูในภาวะเค็มจะทําใหการสะสม mRNA  ของยีน  salT  เพิ่ม
มากขึ้นและยงัพบโปรตนีทีถู่กชักนําใหมกีารแสดงออก 8 ชนิด   Iayer  และ Caplan (1998)  
พบวาสาร  intermediate  ทีไ่ดจากการสงัเคราะหโพรลีน   สามารถชักนําใหเกิดการแสดงออกของ
ยีน salT  และ dhn4  ซึ่งเปนยนีที่ควบคุมคาออสโมติกในขาว  Hoshida และคณะ  (2000)  ศึกษา
ถึงการเพิ่มประสิทธิภาพของความสามารถในการทนเคม็  โดยการเพิม่การแสดงออกของยีน  
glutamine  synthetase (GS2)  ซึ่งมีอยูแลวในคลอโรพลาสตของขาว  และทําการตัดตอยีนเขาสู
ขาว       จากผลการทดลองที่เกี่ยวของกับการแสดงออกของยีนทนเค็มที่พบและการกระจายตัวที่
ไมไดสัดสวนของประชากรเปน 1:0 ในรุนลูกผสมสามารถนํามาใชสรุปไดวายีนทนเค็มเหลานัน้
ไมใชยีนเดียวที่มีลักษณะควบคุมแบบ dominant หรือ recessive และนาจะเปนยนีที่มหีลายยีน        
(Multiple gene) ซึ่งในการแสดงออกของยีนแตละยนีนัน้มีผลตอปริมาณของความสามารถในการ
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ทนเค็มในแตละระดับซึ่งจะแตกตางกนัออกไปขึ้นอยูกับจํานวนของยนีที่แสดงออก และเปน
ลักษณะการแสดงออกในเชงิปริมาณ (Quantitative Trait Loci; QTL) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษา
ของ Yeo (1998)      ในการทดลองนี้ไดทาํการวเิคราะหเครื่องหมายพนัธุกรรมที่เกิดขึ้นระหวางขาว
ปกติและขาวทนเค็มโดยนาํเทคนิค RAPD มาใชในการวิเคราะหเพือ่ใชเปนแนวทางในการชี้บอก
ความสามารถในการทนเค็ม ซึ่งเครื่องหมายพนัธุกรรมที่ตรวจพบในการวิจัยนี้จึงนาจะเปนเพียง
สวนหนึง่ซึง่มคีวามเกี่ยวโยงและสัมพนัธกับความสามารถในการทนเค็มของขาวได ถาเปนจริงตาม
สมมติฐานนี้จะมีประโยชนตอการตรวจสอบสายพนัธุทนเค็มของขาวกข23และขาวพนัธุอ่ืนๆ โดย
ทั้งนี้จําเปนตองมีการศึกษาความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอรและลักษณะการกระจายตัวตางๆกอน  
จึงหวังวาวิธทีีใ่ชนี้สามารถนาํมาประยุกตใชในการปรับปรุงใหไดขาวทีม่ีความสามารถทนเค็มใน
ลักษณะ  Molecular  assist  breeding  ไดในอนาคต 
 
                   ในการศึกษาข้ันตอไป  ควรมีการตรวจสอบความสามารถในการทนเค็มของขาว
ลูกผสมทีน่ํามาใชในการวิเคราะห  เพื่อตรวจสอบวาเครื่องหมายพนัธุกรรมที่ตรวจพบในลูกผสมมี
ความเกี่ยวของกับการทนเคม็ทั้งในเชงิคุณภาพและปริมาณมากนอยเพียงใด   โดยทางปฏิบัติควร
ตรวจสอบเฉพาะในเนื้อเยื่อบางสวน  เชนปลายใบ  นาํไปทดสอบความสามารถในการทนเค็มจาก
สวนที่เหลือใชตอไป   และควรจะมีการศึกษาการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอทีพ่บเพื่อหาอัตราสวน
ของการกระจายตัว ทั้งนี้ควรมีการผสมขามเพื่อเพิ่มจํานวนลูกผสมใหมากพอตอการวิเคราะหการ
กระจายตวัของลูกผสมรุน F1 และควรมีการศึกษาการกระจายตัวตอไปอีกในรุน F2 โดยการผสม
กลับ (back cross) ไปยังสายพันธุพอ-แมอีกดวย 



บทที่ 6  
สรุปผลการทดลอง 

 
                   ผลการทดสอบคุณสมบัติของขาวสายพันธุ กข23TC7 และ กข23TC28    ซึ่งเปนสาย
พันธุที่คัดมาจาก somaclone โดยเปรียบเทียบอัตราการรอดตายเมือ่ใหกลาขาวระยะ 5 ใบ อยูใน
สารละลายปุยที่เติม NaCl 0.3% เปนเวลา 4 สัปดาห  พบวาอัตราการรอดตายของสายพันธุทน
เค็มทั้ง 2 สายพันธุสูงกวาสายพันธุหลกั คือ กข23TC7 รอดตาย 86% กข23TC28 รอดตาย 70%  
ขณะที่สายพันธุหลักรอดตาย 58%  
                   เมื่อศึกษาการชักนาํแคลลัสจากการเลี้ยงเอมบริโอของ กข23  ในอาหารสูตรที่
แตกตางกนั 5 สูตร พบวาสูตรของ สุดารัตน  นิติวัฒนะ (2538)  เปนสตูรอาหารที่ใหแคลลัสน้ําหนกั
ดีที่สุดและแคลลัสที่ไดเปน embryogenic callus ทั้งหมด  เมื่อวิเคราะหความแตกตางของ
องคประกอบสูตรอาหาร A  พบวาในสวนของธาตุอาหารหลักม ี (NH4)2SO4  รวมอยูดวย  นอกนัน้
ยังมีสวนของสารอินทรียเสริมมากมายที่สตูรอื่นไมมี  เชน  biotin กรดอะมิโนบางชนิด  รวมทั้งน้าํ
สกัดจากมนัฝร่ังดวย 
                   การศึกษาคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอแมแบบ โดยเปรียบเทียบระหวางดีเอน็เอที่
สกัดจากแคลลัสที่รอดตายจากการเลี้ยงในอาหารทีเ่ติม NaCl 0.5%  หนึง่สัปดาหกบัดีเอ็นเอที่สกดั
จากตนกลาที่ไมไดรับปจจัยความเค็ม  ใช UBC primer ซึ่งเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR  
และใชเทคนิค DAF ในการวิเคราะหพบวาดีเอ็นเอทีส่กัดจากแคลลัสมีรูปแบบของโพรไฟลดีกวา
ของดีเอ็นเอทีส่กัดมาจากตนกลา 
                   เมื่อเปลี่ยนมาใช CU-primer โดยสกัดดีเอ็นเอจากตนกลาและใชเทคนคิ RAPD พบ
รูปแบบของโพรไฟลดีเอ็นเอมีความเฉพาะและมีแนวโนมที่จะใชเปนเครือ่งหมายพันธกุรรมบวก
ความสามารถในการทนเค็มของขาว กข23 ได 
                   ผลการวิเคราะหการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอในลูกผสม(ของขาวสายพันธุหลกักับ
สายพนัธุทนเค็ม) พบวามีแถบของดีเอ็นเอที่แตกตางและไมแตกตางจากสายพนัธุหลัก  โดยพบวา 
CU-primer ใหผลดีและทาํการทดลองซ้ําได  ซึ่งใชเทคนิค RAPD  ในการวิเคราะห  โดยในไพรเมอร 
CU1  ใหแถบดีเอ็นเอของพนัธุทนเค็ม กข23TC7 และ กข23TC28  ซึ่งตางไปจากพันธุปกต ิ  สวน
ไพรเมอร CU2 สามารถวิเคราะหไดในขาว กข23TC7   
                   ผลการศึกษานี้สรุปไดวาแถบของดีเอ็นเอของสายพันธุทนเค็มที่ตางไปจากสายพนัธุ
หลัก  นาจะใชเปนเครื่องหมายพนัธุกรรมในระดับชีวโมเลกุลบงบอกความสามารถในการทนเคม็
ของขาว กข 23 ได 



รายการอางอิง 
 

ภาษาไทย 
 
ทิพยวรรณ    ธนไพศาล.  2534.  การคัดเลือกสายพันธุขาวทนเค็มที่เจริญจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อ.      

วิทยานิปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาพฤกษศาสตร บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย. 

วรัญญา     คําปน. 2542. ปริมาณโพรลีนและน้ําตาลเมื่อขาวอยูในสภาวะแลง และการคัดเลือก
ขาวทนแลง. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาพฤกษศาสตร บัณฑิตวิทยาลัย 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

วันชัย       สังฆสุข. 2542. การสะสมโพรลีนและน้ําตาลของขาวทนเค็มเมื่อไดรับสภาวะเค็มและ
แลง. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาพฤกษศาสตร บัณฑิตวิทยาลัย 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

สุดารัตน  นิติวัฒนะ. 2538. การปรับปรุงวิธีการทําใหเกิดตนใหมจากแคลลัสขาวพันธุ กข23. 
วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาพฤกษศาสตร บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย. 

สุภาพร   จันทรบัวทอง. 2541. การเลี้ยงอับเรณูขาวเพื่อคัดเลือกสายพันธุที่มีลักษณะตานทาน  
เพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล. วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาพฤกษศาสตร 
บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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ภาคผนวก ก 
สารเคมีสําหรับเตรียมสารละลายสูตรดัดแปลง WP  No.2  1991 

(Vajrabhaya and Vajrabhaya,  1991) 
 

ชื่อสารเคมี ปริมาณสาร
(mg./l.) 

Macroelements  
   Potassium nitrate (KNO3) 580 
   Calcium sulfate (CaSO4) 500 
   Magnesium sulfate (MgSO4 7H2O) 450 
   Triple super phosphate (Ca (H2PO4)2 H2O) 250 
   Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 100 
Microelements  
   di-sodium ethylene diamine tetraacetate (Na2EDTA 2H2O) 40 
   Ferrous sulfate (FeSO4 7H2O) 30 
   Manganese sulfate (MnSO4 H2O) 15 
   Boric acid (H3BO3) 5 
   Zinc sulfate (ZnSO4 7H2O) 1.5 
   Potassium iodide (KI) 1.0 
   Sodium molybdate (Na2MoO4 2H2O) 0.1 
   Copper sulfate (CuSO4 5H2O) 0.05 
   Cobalt chloride (CoCl2 6H2O) 0.05 

 
 



 72



 70 

ภาคผนวก ข 
Stock. สวนประกอบ ปริมาณ ปริมาตรทั้งหมด หมายเหตุ 

Chloroform : Isoamylalcohol  
(24:1, v/v) 

Chloroform 
Isoamylalcohol 

24 ml. 
1 ml. 

25 ml.  

DDW น้ํากลั่นที่ไดจากการกลั่นซ้ํา 1 ml 1000 ml เมื่อเตรียมเสร็จนําไปเก็บที่อุณหภูมิหอง overnight แลวนําไป autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

2x CTAB extraction buffer CTAB 
1 M Tris-HCl, pH 
0.5 M EDTA 
5 M NaCl 
PVP 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

4 g 
20 ml 
8 ml 
56 ml 
2 g 

200 ml หามนําไป autoclave 

1% CTAB precipitation buffer CTAB 
1 M Tris.Hcl, pH 8.0 
0.5 M EDTA 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

1 g 
5 ml 
2 ml 

100 ml  
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Stock. สวนประกอบ ปริมาณ ปริมาตรทั้งหมด หมายเหตุ 
0.5 M EDTA, pH 8.0 1M Tris-HCl, pH 8.0 

0.5 M EDTA 
น้ํากลั่น 

10 ml 
1 ml 
 

1000 ml เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที 

50 mM EDTA 0.5M EDTA 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

100 μl 1 ml  

5 M NaCl NaCl  
น้ํากลั่น 

146.1 g 500 ml เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที 

1 M NaCl-TE 5 M NaCl 
1 M Tris-HCl, pH 8.0 
0.5 M EDTA 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

10 ml 
500 m 
100 μl 

50 ml  

0.5 M Na2EDTA, pH 8.0 Na2EDTA 
น้ํากลั่น 

186.1 g 
 

1000 ml ใชโซเดียมไฮดรอกไซดในการปรับคา pH  เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

2 N NaOH NaOH  
น้ํากลั่น 

8.0 g 100 ml เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที 

Phenol : Chloroform  
(1:1, v/v) 

Phenol 
Chloroform 
0.1M Tris-HCl (pH 7.6) 

250 ml. 
250 ml. 

500 ml. เมื่อเตรียมเสร็จแลวเก็บในขวดสีชา 

 
 

    



 72 

Stock. สวนประกอบ ปริมาณ ปริมาตรทั้งหมด หมายเหตุ 
20% Sarkosine N-Lauryl sarkosyl 

DDW  
10 g 5.0 ml  

10% SDS SDS  
น้ํากลั่น 

10 g 100 ml ละลายไดที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  หามนําไป autoclave 

3 M Sodium acetate, pH 5.2 CH3COONa.3H2O 
น้ํากลั่น 

40.827 g 100 ml ใชกรดอะซิตริกในการปรับคา pH  เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  

1M Tris-HCl, pH 8.0 Tris 
น้ํากลั่น 

121.1 g 
 

1000 ml ใช conc. HCL ในการปรับคา pH เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ค 

 
ลําดับเบสและ%GC content ของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

 
Primer Sequence(5’→3’) %GC content 

101 GCGCCTGGAG 80 
174 AACGGGCAGC 70 
228 GCTGGGCCGA 80 
268 AGGCCGCTTA 60 
273 AATGTCGCCA 50 
299 TGTCAGCGGT 60 
428 GGCTGCGGTA 70 
456 GCGGAGGTCC 80 
457 CGACGCCCTG 80 
459 GCGTCGAGGG 80 

 
Primer Sequence(5’→3’) %GC content 
CU1 GTTTCGCTCC 60 
CU2 CCACAGCAGT 60 
CU3 AGTGCAGCCA 60 
CU4 AACGGCGACA 60 
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ภาคผนวก ง 
 

องคประกอบของสูตรอาหารเลี้ยงแคลลัสจากเอมบริโอของขาว 
 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส (มิลลิกรัมตอลิตร) องคประกอบ 
A CU M-019 SK-1 Y 

ธาตุอาหารหลัก      
KNO3 2,830 1,900 3,134 3,150 1,900 
CaCl2.2H2O 166 440 440 150 440 

MgSO4
.7H2O 185 370 370 185 370 

KH2PO4 400 170 54 540 170 
(NH4)2SO4 463 - 320 - - 
ธาตุอาหารรอง      
MnSO4

.4H2O 10 22.3 22.3 22.3 22.3 
ZnSO4

.7H2O 10 8.6 8.6 10 8.6 
KI 0.80 0.83 0.8 1.0 0.83 
H3BO3 10 6.2 6.2 6.0 6.2 
Na2MoO4

.2H2O 0.025 0.25 0.25 0.25 0.25 
CuSO4

.5H2O 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 0.025 0.025 - 0.025 
FeSO4

.7H2O 19.857 27.8 27.8 37.25 77.84 
NaEDTA.2H2O 26.642 37.3 37.3 27.85 37.3 
สารอินทรียอื่นๆ      
วิตามิน      
Myo-inositol 200 - 100 100 - 
Nicotinic acid 1.0 0.5 - 2.5 0.5 
Pyridoxine HCl 1.0 0.5 2.0 2.5 0.5 
Thiamine HCl 5.0 0.1 2.0 2.5 1 
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องคประกอบของสูตรอาหารเลี้ยงแคลลัสจากเอมบริโอของขาว (ตอ) 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส (มิลลิกรัมตอลิตร) 
องคประกอบ 

A CU M-019 SK-1 Y 
สารอินทรียอื่นๆ      

วิตามิน      
Biotin 0.5 - - - - 

Inositol - - - - 200 
กรดอะมิโน      

Glycine 2.0 - 2.0 2.0 - 
Proline 40 - - - - 

Arginine 40 - - - - 
Asparagine 40 - - - - 

Alanine 40 - - - - 
Glutamine 40 - - - - 

สารควบคุมการเจริญ      
2,4-D 0.8 2.0 2.0 0.75 2.2 
NAA - - - 2.5 - 
BAP 0.4 - - - - 

Kinetin - 0.3 0.5 0.75 - 
สารอินทรียเสริม      
Yeast  Extract - - - - 5,000 
น้ําสกัดมันฝรั่ง 100,000 - - - - 

น้ํามะพราวออน (ml/l) 100 100 - - - 
Sucrose 32,000 20,000 - 30,000 30,000 
Maltose - - 50,000 - - 

Casein hydrolysate - - - 500 - 
Agar 8,000 6,000 - 8,000 8,000 
PH 5.6 5.8 5.8 5.8 5.8 
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                   นางสาววิจิตรา สมรรคนัฏ เกิดวันที ่ 24 สิงหาคม พ.ศ.2518 ที่อําเภอตลิ่งชัน 
จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวทิยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาพืชไร-นา คณะ
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ป พ.ศ.2539 และเขาศึกษาตอใน
หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิตสาขาวชิาเทคโนโลยทีางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อป พ.ศ.2540 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2543 
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