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                   การชักนําแคลลัสของขาว (Oryza sativa  L.) พันธุกข 23 จากการเลี้ยงเอ็มบริโอที่เจริญ
เต็มที่บนอาหารที่ตางกนัหาสูตร  สูตรของสุดารัตน  นิติวัฒนะ (2538) เปนสูตรที่ถูกนาํมาใชเพื่อ
การศึกษาตอไป  โดยได embryogenic callus ทั้งหมดและแคลลัสที่ไดมีขนาดใหญกวาสูตรอื่น     
                   การศึกษาเครื่องหมายพันธกุรรมของขาวทนเค็มเลือกใชสายพนัธุทนเค็ม (กข23TC7 และ 
กข23TC28) ที่คัดเลือกมาจาก somaclone         การศึกษานี้ใชเทคนิค DAF และ RAPD โดยมีไพร
เมอร  UBC และ CU ตามลําดับ    ผลคือ UBC457 (CGACGCCCTG) ใหแถบดีเอ็นเอหนึ่งแถบในขา
วกข23TC7  ที่ตางจากสายพันธุหลัก  ซ่ึงเมื่อใชไพรเมอร CU2 (CCACAGCAGT) ไดหนึ่งแถบเชนกนั     
ในทางตรงขามเมื่อใชไพรเมอร CU1 (GTTTCGCTCC) พบแถบดีเอน็เอทัง้ในขาวกข23TC7 และ กข
23TC28 แตไมพบในสายพนัธุหลกั   และเมื่อใชไพรเมอร CU กับลูกผสมระหวางสายพนัธุทนเค็มและ
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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 

 
                   ปญหาสําคัญอันหนึ่งของการเพาะปลูกขาวในประเทศไทย คือปญหาพื้นที่แหง

แลงและสภาพดินเค็มซึ่งมักจะพบควบคูกันไปและสงผลใหการเจริญเติบโตและผลผลิตของขาว

ลดต่ําลงโดยเฉพาะทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือซ่ึงเปนแหลงปลูกขาวสวนใหญของประเทศ  

การแกไขปญหาอาจทําไดโดยการปรับปรุงสภาพพื้นที่เพาะปลูกโดยวิธีการเขตกรรมและการ

ปรับปรุงพันธุขาว  สําหรับการปรับปรุงพันธุขาวไดมีการคัดเลือกหาสายพันธุทนเค็มหรือแลง

หลายวิธีดวยกัน  เชน  การนําสายพันธุมาจากตางประเทศ  การผสมและคัดพันธุ  ตลอดจนการ

กระตุนใหเกิดการกลายพันธุ  และการสรางสายพันธุโดยการตัดตอยีน     

                   Vajrabhaya และ Vajrabhaya (1991) คนพบความผันแปรของเซลลรางกายที่

เกิดจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อ (somaclonal variation) ซึ่งสามารถนํามาใชประโยชนในการคัดเลือก

เพื่อใชในการปรับปรุงพันธุขาวใหมีความสามารถในการทนเค็มโดยใหลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาไวเหมือนพันธุเดิมเพิ่มแตเพียงคุณสมบัติของความสามารถในการทนเค็ม 

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

Culture  โดยศาสตราจารย มนทกานติ  วัชราภัย  ไดใชประโยชนของการเกิดความผันแปรของ

เซลลรางกาย (somaclonal  variation) จากการเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชผลิตขาวพันธุใหมที่ทนเค็มและ

ทนแลงสูง  และสามารถถายทอดลักษณะดังกลาวไปยังชั่วอายุตอ ๆ ไปได (Vajrabhaya  et 

al., 1987)  จากการวิจัยอยางตอเนื่อง  ทิพยวรรณ  ธนไพศาล (2534)  ศึกษาความทนเค็มของ

ขาวที่ไดมาจากโครงการดังกลาว 8 พันธุ  คือ  กข25  กข23  กข8  ขาวดอกมะลิ 102  นางมล

เอส-4  เหนียวสันปาตอง  เหลืองประทิว123  และขาวตาแหง 17  โดยคัดเลือกสายพันธุที่เกิด

จาก  somaclonal  variation แลวมาคัดเลือกตอในรุนที่ 2-5 (R2-R5) โดยการเติม  NaCl  

0.5%  ในสารละลายธาตุอาหารทําใหมีคาการนําไฟฟา  9-10 mmho/cm  ที่  25  องศา

เซลเซียส  คัดเลือกตนกลาที่ระยะ  5  ใบดวยวิธี  hydroponic  เปนเวลา 4 สัปดาห   จากนั้นนํา

ตนที่รอดตายมาปลูกเก็บเมล็ดในดินปกติ   

                   รายงานการวจิยัเกี่ยวกับความสามารถในการทนเค็มที่ผานมา นอกจากการ

เปลี่ยนแปลงทางดานสรีรวิทยา เชน การตอบสนองตอไอออนของโซเดียมและคลอไรด  การสะสม

สารละลายอนิทรีย เชน โปรตีน น้าํตาล กรดอะมิโนบางชนิด กรดอินทรียบางชนิดและกรดแอสคอร

บิค        (Olmos and Hellin,1996) แลวยังมีการเปลีย่นแปลงในดานของสารพนัธุกรรม  ยีนตางๆ  

และการแสดงออกของยีน เชน การเปลี่ยนแปลงระดับอารเอ็นเอและเอ็นไซมไรโบนวิคลีเอส เมื่ออยู

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



            2

นําไปสูการประยุกตใชในเทคนิคใหมของการปรับปรุงพนัธุพชื คือ การสรางสายพันธุใหมโดยการ
ตัดตอยีน (Zhang et al.  , 1995b. , Tanaka et al.  , 1999. , และ Hoshida et al.  , 2000) 
                   เนื่องจากในงานวิจยัที่ผานมาของขาวที่ไดจากโครงการ มีการศึกษาทั้งทางดาน
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา ดังนัน้ในสวนของงานวิจัยนี้ตองการศึกษาในดานชวีวทิยาโมเลกุลโดย
เปรียบเทียบระหวางขาวสายพันธุปกติและสายพันธุทนเค็มที่ไดจากโครงการดังกลาวเพื่อหา
เครื่องหมายทางพนัธกุรรม (genetic marker) เพื่อใชเปนเครื่องชี้บอกถึงความแตกตางของขาวทน
เค็ม โดยทําการศึกษาในขาว  กข23สายพันธุทนเค็มในรุนที ่9 (R9)  วิเคราะหเปรียบเทียบรูปแบบ
ของสารพนัธุกรรมระหวางขาวกข23สายพนัธุหลกั(สายพันธุปกต)ิ   กข23สายพันธุทนเค็มและ
ตรวจสอบกลบัไปยังลูกผสมระหวางสายพันธุทนเค็มทีไ่ดจากโครงการกับสายพันธุหลักโดยใช
เทคนิคการเพิม่จํานวนและการวิเคราะหดีเอ็นเอมาตรฐาน  ซึ่งอาจจะนาํมาใชเปนแนวทางในการ
คัดเลือกพันธุขาวทนเค็มในอนาค 
วัตถุประสงคและขอบเขตของงานวิจัย 
 
                   การวิจัยนี้มุงศึกษา genetic marker ของขาวสายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกมาจาก 
somaclonal variation ที่เกิดในระหวางการเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อใชเปนเครื่องชี้บอกความสามารถ
ในการทนเค็มของขาว และอาจไดยีนที่ทนเค็มเพื่อประโยชนในการปรับปรุงพันธุขาวตอไป 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

 
                   ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมที่มีขาวเปนผลผลิตหลัก   แมวาในประเทศไทยจะมี
กําลังการผลิตในปริมาณที่สูงแตความสามารถในการผลิตเพื่อการบริโภคภายในประเทศรวมถึงการ
สงออกของขาวไทยนั้นยังไมประสบผลสําเร็จเทาที่ควร จากการสํารวจพื้นที่ปลูกขาวในป 2542 พบวามี
พื้นที่ ปลูกขาวนาป  57.195 ลานไร ใหผลผลิต 18.978 ลานตัน สวนพื้นที่ปลูกขาวนาปรังมี 6.326 ลาน
ไร ใหผลผลิต 4.294 ลานตัน(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, ธันวาคม 2542) เมื่อนํามาคํานวณเปน
ผลผลิตตอไรแลวยังมีปริมาณต่ําอยู  การปรับปรุงแกไขสภาพปญหาในดานการ   ผลิตจะพบขอจํากัด
ในเรื่องของพื้นที่ในการเพาะปลูก  แตปจจุบันพบวาเทคโนโลยีชีวภาพสามารถนํามาใชเพื่อการปรับปรุง
พันธุขาวไดและเปนที่นิยมกันมาก  ดังนั้นเพื่อใหผลผลิตตอพื้นที่มีมากขึ้นทางออกจึงอยูที่การพัฒนา
และคัดเลือกพันธุขาวที่เหมาะสําหรับสภาพเพาะปลูก เชน การผลิตขาว double haploid โดยการเลี้ยง
อับเรณู  การพัฒนา somaclone เพื่อคัดเลือกสายพันธุทนโรค ทนเค็ม หรือทนแลง  ตลอดจนการ
คัดเลือก mutant cell line โดยการเพิ่มกรดอะมิโนเปนตน (Semal,1986 และ Bajaj,1991) การผลิต
ขาวเพื่อตอบสนองปญหาในแตละพื้นที่ปลูกจึงเปนสิ่งสําคัญ 
                   การคนพบการกลายพนัธุที่เกิดจากการเลีย้งเนื้อเยื่อพืช (somaclonal variation) ใน
กลวยไมสกุล Dendrobium ของ Vajrabhaya และ Vajrabhaya (1974) ซึ่งพบความผันแปรของขนาด
ดอก รูปราง สีของกลีบดอก และจํานวนโครโมโซม อีกทั้งลกัษณะบางอยางสามารถถายทอดไปสูรุน
ตอๆไปโดยพิสูจนไดวาเกิดจากพนัธกุรรมไมใชส่ิงแวดลอม จึงเปนที่มาของโครงการ New Varieties of 
Rice for Saline and Acid Soil Through Tissue Culture (Vajrabhaya, 1987) ซึ่งเปนโครงการ
ปรับปรุงพันธุขาวสายพนัธุไทย เชน เหลืองประทวิ ขาวดอกมะลิ กข23 ขาวตาแหง เปนตน  ทําใหไดขาว
ที่มีความสามารถทนเค็มและทนแลงไดดี จึงไดมีการวิจัยตอเนื่องเพื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา
และสรีรวิทยา (Vajrabhaya และคณะ, 1989, Vajrabhaya และ Vajrabhaya,1991, ทิพยวรรณ ธน
ไพศาล, 2534, วรัญญา  คําปน, 2542 และ   วันชัย  สังฆสุข, 2542)   โดยศึกษาเปรียบเทียบ
ความสามารถในการสะสมโพรลีนและน้ําตาลของขาวทนเค็มและทนแลงเมื่อขาวอยูในภาวะเค็มและ
แลงกับพนัธุปกติ  ในการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกบัความทนเค็มของขาวพบวานอกจากจะมกีารศึกษาทัง้
ทางดานสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาแลวยังมีการศึกษาเกี่ยวกับสารพนัธกุรรม ยีนและกลไกการควบคุม
ตางๆ รวมถงึการแสดงออกของยีน  ซึ่งเปนการศึกษาทางดานชีววิทยาโมเลกุล โดย Claes และคณะ 
(1990) ศึกษาคุณสมบัติของยีนในขาวที่แสดงออกในใบและรากเมื่อไดรับภาวะเค็มและแลงในสายพนัธุ 
Taichung N1 ซึ่งเปนพนัธุออนแอ พบวาเมื่อขาวอยูในภาวะเค็มและแลงโดยใชอาหาร Murashige and 
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Skook มี ABA 20 μM, PEG 5%, NaCl 1%, KCl 1% และ ภาวะอากาศแหง จะมีการแสดงออกของ
ยีนในรูปการสะสม mRNA ในยีน salT โดยวัดในใบและราก ซึ่งสัมพนัธกับ Na+ ทีเ่พิ่มข้ึนภายใตภาวะ
เค็ม   จากการศึกษาการสงัเคราะหโปรตีนพบโปรตนีทีถู่กชักนําใหมกีารแสดงออก 8 ชนิด ที่มขีนาด
ประมาณ 15 kD ในราก  และพบวาฮอรโมนพชื(ABA) มีสวนเกี่ยวของกับกระบวนการปรับตัวของขาว
เมื่ออยูในภาวะเค็มดวย 
                   Mittal และ Dubey (1990) ศึกษาอิทธิพลของภาวะเค็มตอระดับของ RNA และกิจกรรม
ของ RNase ใน  endosperm และ embryoaxes  ในระหวางการงอกของเมล็ดขาวจากสวนของ 
endosperm พบวาเมื่อระดับของความเค็มเพิ่มมากขึ้นพบการสะสมของ  mRNA ในสายพันธุออนแอ 
(Ratna และ Jaya) เพิ่มมากขึ้นตาม  ในขณะที่สายพันธุทนเค็ม (CSR-1 และ CSR-3) เมื่ออยูในภาวะ
เค็มระดับปานกลาง (7 dSm-1) ไมพบการเปลี่ยนแปลงของระดับ RNA แตอยางใด  ขณะที่ในสวนของ 
embryoaxes พบวาระดับ RNA   ของสายพันธุออนแอจะลดลงในชวง 48-120 ชั่วโมงของการงอก 
ขณะที่ในสายพันธุทนเค็มมีการเพิ่มข้ึนและยังพบกิจกรรมของ RNase ที่เปลี่ยนแปลงไป เชน ใน 
endosperm ของสายพันธุทนเค็มมีกิจกรรมของ RNase มากกวาสายพันธุออนแอ ซึ่งตางกันใน 
embryoaxes ภาวะเค็มสงผลใหปริมาณ RNase ในสายพันธุออนแอเพิ่มมากขึ้นกวาสายพันธุทนเค็ม  
ผลการทดลองดังกลาวสนับสนุนวาความสัมพันธของปริมาณ RNA และ RNase มีสวนสัมพันธกับการ
ทนเค็มของขาว 
                   Winicov และ Seemann (1990) ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห
แสงใน Alfalfa สายพันธุทนเค็ม  ในภาวะเคม็พบวาในสายพันธุทนเค็มภาวะเค็มชักนําใหมีการสะสมทั้ง 
mRNA และโปรตีนตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแสงไมวาจะเปน  rbcL และ rbcS เพิ่มมากขึ้น
 Moons และคณะ (1995) ศึกษาการตอบสนองทั้งระดับโมเลกุลและทางสรีรวิทยาของรากขาว 
Indica  เปรียบเทียบระหวางสายพันธุออนแอและทนเค็มที่แปรผันกับกรดแอบไซซิค (ABA) และเกลือ 
(NaCl) พบวา ABA สามารถกระตุนใหมีการตอบสนองของกรดอะมิโน 3 ชนิด ในระหวางขาวสายพันธุ
ทนเค็ม (Pokkali และ Nona Bokra) และสายพันธุออนแอ (Taichung N1) โดยพบการสรางโปรตีน
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) ในรากของขาวสายพันธุ
ทนเค็มทั้งสองสายพันธุมากกวาสายพันธุ Taichung N1 และเมื่ออยูในภาวะเค็ม(150 mM NaCl) 
พบวาระดับของ ABA ของขาวสายพันธุ Nana Bokra เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ  Taichung N1 จะ
เพิ่มข้ึน 30 เทา   สวนสายพันธุ Pokkali จะเพิ่มข้ึน 6 เทาของสายพันธุ  Taichung N1 



 

 

6

                   Zhang และคณะ (1996) ศึกษาการแสดงออกของยีน 3 ยีนจากขาวกลายพันธุที่เปนพันธุ
ทนเค็มเปรียบเทียบกับพันธุดั้งเดิม  ไดแก  rbcL, salT และ rab16 ที่ตอบสนองตอปจจัยภายนอก  
ไดแก ABA, NaCl, PEG และ heat shock ในระยะกลา จากผลการทดลองพบวาสายพันธุทนเค็มมีการ
ตอบสนองตอฮอรโมนพืช (ABA)  จากภายนอกและภาวะเครียดจากสิ่งแวดลอม (PEG และ heat 
shock) นอยกวาสายพันธุดั้งเดิม แสดงใหเห็นวาสายพันธุทนเค็มมีกลไกบางอยางที่ชวยปองกันตัวเอง
จากภาวะเครียดทําใหมีความสามารถในการทนตอภาวะเค็มไดดีกวา 
                   Hurkman และ Tanaka (1996) ศึกษาอิทธิพลของภาวะเค็มตอการแสดงออกของยีน 
germin ในรากขาวบารเลยพบวากลุมยีน germin ซึ่งคือยีน oxalate oxidase (สังเคราะหให 
salicylate, methyl salicylate หรือ methyl jasmonate) และยีนที่สังเคราะห dehydrin เปนตัวสําคัญ
ในการปรับสภาวะสมดุลเมื่ออยูในภาวะเค็มและในภาวะที่เติมฮอรโมนพืชบางตัว เชน ABA และ IAA 
โดยไดทําการเปรียบเทียบการแสดงออกระดับ mRNA กับยีนที่สังเคราะห peroxidase โดยวัดในราก
ของตนกลาขาวบารเลยที่ระยะเวลาตางๆ 
                   Olmos และ Hellin (1996) ศึกษากลไกการทนเค็มของ Pisum sativum L.cv Challis 
จํานวน 2 สายพันธุ คือ สายพันธุที่ออนแอตอภาวะเค็มและสายพันธุที่ปรับตัวใหอยูใน NaCl 85.5 mM 
ได ทั้งในดานชีวเคมีและสรีรวิทยา โดยศึกษาในเซลลของแคลลัสที่เลี้ยงในอาหารที่เติมเกลือ NaCl 85.5 
mM  ซึ่งพบวาการพัฒนาของแคลลัสเมื่ออยูในภาวะเค็มนั้นขึ้นอยูกับการปรับตัวในดานของการปรับคา
ออสโมติกภายในเซลล นั่นคือการปรบัสารละลายอินทรีย เชน โปรตีนบางตัว น้ําตาล กรดอะมิโน กรด
อินทรีย และกรดแอสคอบิค รวมถึงความเขมขนของน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มข้ึน  และกิจกรรมของเอ็นไซมที่มี
สวนเกี่ยวของกับเมตาโบลิซึมของน้ําตาล เชน glucose-6-phosphate dehydrogenase, 
glucokinase, fructokinase และ acid invertase ซึ่งเหมือนกับกิจกรรมของเอ็นไซมที่เกี่ยวของกับ 
pathway ที่พบของโพรลีนและทั้งนี้จะตองขึ้นอยูกับความสัมพันธกันของการปรับตัวทางสรีรวิทยาและ
ชีวเคมีควบคูกันไป 
                   Iayer และ Caplan (1998) พบวาสาร intermediate ที่ไดจากการสังเคราะหโพรลีน
สามารถชักนําการแสดงออกของยีนควบคุมคาออสโมติกในขาวได โดยสาร intermediate ในการ
สังเคราะหโพรลีนและกระบวนการแคตาโบลิซึมของโพรลีน เชน glutamine และ Δ1-pyrroline-5-
carboxylic acid (P5C) สามารถชักนําใหเกิดการแสดงออกของยีน salT และ dhn4 ซึ่งเปนยีนที่
ควบคุมคาออสโมติกในขาว 
                   โดยสรุปจะพบการแสดงออกของยีนหลายยีนที่อาจจะใชเปนเครื่องหมายที่เชื่อมโยงกับ
ลักษณะทนเค็มได  ดังนั้นควรเขาใจถึงรูปแบบและการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของทั้งใน
ระดับ transcription และ translation ซึ่งสามารถประยุกตใชในการบงบอกลักษณะการทนเค็มได  
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             สิ่งที่นาสนใจสําหรบัการศึกษาข้ันตอไปของขาวที่ไดจากโครงการจงึเปนการศึกษาใน
ดานชวีวทิยาโมเลกุลเพื่อดูลักษณะและการแสดงออกของสารพนัธกุรรมที่เกีย่วของกบักลไกการทนเค็ม
และทนแลง ซึ่งในงานวิจยันีจ้ะศึกษาเครื่องหมายพันธุกรรมที่เกี่ยวของกับความสามารถในการทนเค็ม
ของขาวเปรียบเทียบระหวางขาวสายพันธุหลักซึง่เปนสายพันธุเปรียบเทียบ(ไมทนเคม็) กับขาวสายพันธุ
ทนเค็มที่ไดจากโครงการ 
                   การศึกษาเพื่อนําเครื่องหมายพันธุกรรมมาใชในการชี้บอกลักษณะตางๆหลายลักษณะนั้น
เกิดขึ้นอยางกวางขวาง เชน Inukai และคณะ(1996) ใชประโยชนของการศึกษาหายีนตานทานโรคไหม
โดยการเปรียบเทียบสายพนัธุขาวลูกผสมที่ตานทานตอโรคไหม 2 สายพนัธุ(pre-isogenic lines;PILs 
และ near-isogenic lines;NILs) ที่มาจากพอแมเดียวกนัดวยเทคนิค Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP)  และนํามาพฒันาขาวสายพันธุตานทานโรคไหม โดยขั้นแรกเปนการพัฒนา
ขาวสายพนัธุตานทานโรคไหมซึง่เกิดจากสายพนัธุที่เปน pre-isogenic lines (การผสมพันธุขาวระหวาง
สายพนัธุที่ตานทานโรคไหม(Moroberekan) กับสายพนัธุออนแอ (CO39) จากนั้นปลอยลูกผสมที่ได
ผสมตัวเองไปจนถงึรุนที ่ 7) และใชเทคนคิการทําแผนที่ยนี (RFLP) มาชวยในการตรวจหายนีตานทาน
โรคไหม(ซึ่งไดรับมาจากพนัธุ Moroberekan) โดยเปรยีบเทียบกับขาวสายพนัธุตานทานโรคไหมซึ่งเกิด
จากสายพนัธุที่เปน near-isogenic lines (การผสมพันธุขาวระหวางสายพนัธุที่ตานทานโรคไหม
(Moroberekan)กับสายพนัธุออนแอ (CO39) จากนั้นนาํลูกผสมที่ไดไปผสมกลับ(backcross) กลับไป
ยังสายพนัธุ CO39 ) 
                   Katiyar และคณะ (1994) ใชเทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ใน
การหาแถบดีเอ็นเอที่สมัพนัธกับขาวที่ตานทานแมลงบัว่ โดยผสมพนัธุขาวสายพนัธุ Duokang # 1 ซึ่ง
เปนสายพนัธุที่ตานทานแมลงบั่ว กับขาวสายพนัธุ Feng ying Zhan # 1 ซึ่งเปนพนัธุออนแอ แลว
คัดเลือกจนถงึรุนที ่ 3  จากนั้นจึงทําการเปรียบเทียบระหวางสายพนัธุพอ แม และลูกผสมซึ่ง
ประกอบดวยลูกผสมทีม่ีความตานทานตอแมลงบั่วกับและลูกผสมทีม่ีความออนแอตอแมลงบั่ว โดยใช
เทคนิค RAPD ซึ่งสามารถหาแถบดีเอ็นเอที่สามารถใชเปนเครื่องหมายในการชี้บอกความสมัพนัธกับ
การตานทานแมลงบั่วของขาวได  
                   ปจจุบันไดมีการนําเอาเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาใชตรวจสอบความสัมพันธเหลานั้น
กันอยางแพรหลาย เชน Zhang และคณะ (1995) ศึกษายีนของขาวทนเค็มโดยใชวิธี RFLP ไดเปน
ผลสําเร็จ โดยศึกษาในขาวทนเค็มที่คัดเลือกจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อ ทําใหขาวทนเค็มที่ไดมีพื้นฐานทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกับพันธุดั้งเดิมคลายกับ near isogenic line และสามารถตรวจสอบยีนทนเค็มโดย
ใช probe RG4 ทําใหทราบวาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 7  
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                   Mackill และคณะ (1996) เปรียบเทียบวิธี Amplified Fragment Length Polymorphisms 
(AFLP), RAPD และ microsatellite marker ในการศึกษายีนของขาว ซึ่งจากการศึกษาพบวาวิธี AFLP 
เหมาะสมในการใชทําแผนที่ยีนที่สําคัญในขาว เชนเดียวกันกับ Lin และคณะ (1996) ซึ่งเปรียบเทียบ
เทคนิค AFLP, RAPD และ RFLP ในถั่วเหลือง โดยพบวาเทคนิค AFLP จะใหแถบของดีเอ็นเอไดดีที่สุด 
                   Godwin และคณะ (1997) ใชเทคนิค RAPD ในการศึกษาความผันแปรและลักษณะทาง 
phenotype ของขาว (Oryza sativa var. indica) ที่ไดจากการเลี้ยงเนื้อเยื่อสายพันธุ FR13A ซึ่ง
สามารถทนน้ําทวมและสามารถทนแลงไดในระดับปานกลาง  ซึ่งพบวาในกลุมของ somaclonal family 
นั้น มีระดับของดีเอ็นเอที่ผันแปรไปจากพอแม เมื่อเปรียบเทียบแถบของดีเอ็นเอ(band) กับตนพอแม
พบวา มีแถบดีเอ็นเอบางแถบที่หายไปหรือเพิ่มข้ึนมาใหม  แตเมื่อดูลักษณะทาง  phenotype แลว
พบวาระดับของดีเอ็นเอที่เปลี่ยนแปลงไปไมสงผลกระทบตอการแสดงออกทาง phenotype แตอยางใด 
                   จากการศึกษาที่ผานมา เทคนิคตางๆเปนเทคนิคทีพ่ัฒนาขึ้นโดยการนําเครื่องหมายทาง
โมเลกุล (molecular marker) มาใชเพื่อเปนเครื่องชี้บอกและจดัจําแนกรวมถงึตรวจสอบพนัธุของ
ส่ิงมีชีวิต ทั้งในระดับโปรตีนและดีเอ็นเอ แตจะพบวาการศึกษาในระดับดีเอ็นเอมีขอไดเปรียบกวา คือ 
สามารถวิเคราะหจากสวนใดสวนหนึง่ของพืชก็ไดโดยไมข้ึนกับเนื้อเยือ่ ระยะการเจริญเติบโต และ
สภาพแวดลอม ทั้งยงัสามารถตรวจสอบไดทั้งสวนของยนีและสวนที่ไมใชยีน และสวนของ     ดีเอ็นเอใน
เซลลของสิ่งมชีีวิตที่อยูในนวิเคลียสและออรกาเนลบางชนิด อันไดแก คลอโรพลาสต และ ไมโตรคอน
เครีย โมเลกลุของดีเอ็นเอนี้มีความสามารถที่จะจําลองโมเลกลุไดอยางถูกตองแมนยําเพื่อถายทอดไปสู
เซลลลูก และคงลักษณะที่เหมือนเดิมตลอดไป แตบางครั้งก็อาจมกีารเปลี่ยนแปลงของเบสภายในดีเอ็น
เอไดเนื่องจากสภาพแวดลอมหรือขอผิดพลาดของเซลลเอง  นอกจากมีการเปลีย่นแปลงของเบสแตละ
ตัวแลวอาจมกีารเปลี่ยนแปลงของชิน้ดีเอ็นเอ หรือการหายไปของโครโมโซม(deletion)  มีชิ้นสวนดีเอ็น
เอบางสวนเพิม่ข้ึนมา (insertion)  มีการจัดเรียงตัวใหมของชิ้นสวนดีเอน็เอภายในโครโมโซม 
(chromosome rearrangement) หรือมีการเปลี่ยนตําแหนงของดีเอ็นเอบางสวนภายในโครโมโซมหรือ
ตางโครโมโซม (transposition) เกิดขึ้นได 
                   ปจจุบันเทคนคิในการศึกษาในดานชีววทิยาโมเลกุลมีหลายเทคนิค บางเทคนิคอยูบน
หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอร Polymerase Chain Reaction (PCR)  ซึ่งจะ
กลาวถึงรายละเอียดของแตละเทคนิคดงันี ้  
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Polymerase Chain Reaction  (PCR) 
                   Polymerase chain reaction หรือ PCR เปนเทคนิคสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยการ
สังเคราะหสายดีเอ็นเอสายใหมจากดีเอ็นเอตนแบบในสภาพหลอดทดลองภายในระยะเวลาอันสัน้ 
เทคนิคนี้พัฒนาข้ึนเมื่อกลางทศวรรษที่ 1980s โดย Kary B. Mullis และคณะ แหงบริษทั Cetus 
Corporation (Mullis,1990)  จุดเดนของเทคนิค PCR คือ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดอยาง
เฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการทาํงานนอยและใชเวลานอย    ปจจุบันนี้เทคนิค PCR ไดรับการปรับปรุง
และพัฒนาในหลายๆดานจนกระทั่งไดรับการยอมรับวาเปนเทคนิคที่สาํคัญมากตองานดานชวีโมเลกุล 
สามารถนําไปใชประโยชนไดทั้งกับงานวจิยัทางชวีโมเลกุลและพนัธุวศิวกรรม เชน การโคลนยนี การ
วิเคราะหลําดบัเบสของยีน(gene sequencing)  การสรางดีเอ็นเอติดตาม(DNA probe)  การศึกษาการ
แสดงออกของยีนจาก mRNA      การสรางยนีกลายพันธุ (in vitro mutagenesis)  และการบงชี้
ตําแหนงกลายพันธุบนยีน(point mutations and deletions) เปนตน 
                   การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายใหไดปริมาณมากขึ้นเปนหลายเทาโดยอาศัยการทํางาน
ของเอ็นไซม DNA polymerase นั้นใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตนมีเพียงเล็กนอย (สวนใหญอยู
ในชวงระดับนาโนกรัม, 1 นาโนกรัม = 10-9กรัม) ดีเอ็นเอแมแบบจะเพิ่มเปนทวีคูณจนมีปริมาณนบัลาน
ชุดสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพิ่มข้ึนไดทนัทีโดยวิธีอิเลก็โตรโฟรีซิสแยกชิ้นดีเอ็นเอ ยอมดวยเอธิเดีย
มโบรไมด แลวสองดูแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏโดยตรงภายใตแสง UV  หลักการทํา PCR คือ ข้ันแรกตอง
ทราบลําดับเบสของยีนหรือช้ินดีเอ็นเอเปาหมายกอน อาจทราบเฉพาะสวนปลายทั้งสองดานของชิ้นดี
เอ็นเอเปาหมายก็ได แลวจึงสังเคราะหโอลโิกนวิคลีโอไทดสั้นๆ 2 ชนิด  แตละชนิดมีเบสเปนคูสมกบัสวน
ปลาย 3′ ของสายดีเอน็เอที่ตองการนัน้เพื่อใชเปนไพรเมอร(primer)ในการสงัเคราะหดีเอ็นเอ  โอลิโกนิ
วคลีโอไทดที่ใชโดยทัว่ไปมีความยาวประมาณ 20-35 เบส  แลวนําโอลิโกนวิคลีโอไทดทั้งสองชนิดใส
รวมกับดีเอ็นเอแมแบบ โดยไมตองแยกเฉพาะดีเอ็นเอเปาหมายใหบริสุทธิ ์ ใสไพรเมอรในปริมาณที่มาก
เกินพอ แลวเริ่มปฏิกิริยาซึง่แบงออกเปน 3 ขั้นตอน คือ ขั้นแรกทําใหดีเอ็นเอเสียสภาพ(denature) จาก
เกลียวคูแยกตัวเปนสายเดี่ยวโดยใชความรอน  แลวลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็วในขั้นที ่ 2 เพื่อใหไพร
เมอรซึ่งมีเบสเปนคูสมกับบริเวณของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายและมีปริมาณมากกวาชิน้ดีเอ็นเอหรือยนีอื่น
มากๆเขามาจบัคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตองการ(annealing)  ขั้นสุดทายเปลี่ยนอุณหภูมิใหพอเหมาะกับ
การทาํงานของเอ็นไซม DNA polymerase เพื่อสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหม(elongation)  เมื่อปฏิกิริยา
ดําเนนิไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลของดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิม่ข้ึนเปน 2 เทา ดังนัน้ถาดําเนนิ
ปฏิกิริยาซ้ําๆกันหลายๆรอบ ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายก็จะเพิ่มข้ึนจาก 1 เปน 2, 4, 8 เทาไปเรื่อยๆ
จนถงึ 2n เทาเมื่อปฏิกิริยาผานไป n รอบ   
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                      สภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมของแตละขั้นตอนคือ 
                      ขั้นแรก Denaturating เปนการแยกดีเอ็นเอเปาหมายจากสภาพที่เปนคูใหเปนเสนเดี่ยว
โดยใชอุณภูมิสูง 92-95 องศาเซลเซียส 
                        ขั้นที่สอง Annealing เปนขัน้ตอนที่ลดอุณหภูมิลง และไพรเมอรสายสั้นๆ  
(oligonucleotide   primers) ที่มีลาํดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอเปาหมายจะเขาไปจับคูกับดีเอ็นเอ
เปาหมาย  ซึ่งอุณหภูมิสวนใหญอยูในชวง 25-65 องศาเซลเซียส ขึ้นกบัขนาดและองคประกอบของเบส
ในไพรเมอรที่ใช  ทั้งนี้เพราะขนาดและองคประกอบของเบสมีผลตออุณหภูมิที่ใชในการแยกดีเอ็นเอ
เกลียวคูใหเปนสายเดี่ยว  อุณหภูมิที่ใชเพื่อทาํใหดีเอ็นเอเกลียวคูแยกเปนสายเดี่ยว 50% เรียกวา 
melting temperature หรือ Tm สามารถคํานวณคา Tm โดยประมาณ  ไดจากสูตร         Tm = 
4(G+C) + 2(A+T) โดย G, C, A และ T คือ จํานวนเบสแตละชนิดที่มีในสายโอลิโกนวิคลีโอไทดนั้น  
คาที่ไดมีหนวยเปนองศาเซลเซียส  อุณหภูมิสําหรับ annealing จะใชประมาณ Tm-5 องศาเซลเซยีส 
                        ข้ันที่สาม Elongation ขั้นตอนนี้เปนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยเอน็ไซม Taq 
DNA polymerase จะทํางานโดยเติมนิวคลีโอไทดเขาทีป่ลาย 3’ ของไพรเมอร   สายดีเอ็นเอที่เกดิขึ้น
ใหมจะยาวไปเรื่อยๆ จากบริเวณที่ปลายทั้งสองของไพรเมอรที่จับอยูบนสายดีเอน็เอแมแบบทั้งสองสาย
ทําใหบริเวณทีต่องการจะถูกจําลองไดโดยสมบูรณ ที่อุณหภูมิ 72-75 องศาเซลเซยีส 
                          เมื่อส้ินสุดการทาํปฏิกิริยาจากขัน้ที่ 1-3 รวมกันเปนหนึ่งรอบ (one cycle) จะได
ผลผลิตเปนดีเอ็นเอ 2 สายที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับดีเอ็นเอที่เปนตนแบบ  เมื่อจัดใหเกิดปฏิกิริยาลูกโซ
หมุนเวียนไปอกีหลายๆรอบ จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดมากมาย 
                          ปจจัยสําคัญสําหรับเทคนิค PCR ประกอบดวย 
                        1. เอ็นไซม DNA polymerase   
                                      การคนพบเอน็ไซม DNA polymerase ชนิดทีท่นความรอนสูงและการ
สังเคราะหเสนใหมเหลานั้นโดยเทคนิค Recombinant DNA ทําใหสามารถผลิต  rTaq DNA polymerase  
ในหองปฏิบัติการได   นอกจากนัน้ยังมกีารนาํเอ็นไซม DNA polymerase ที่มปีระสิทธิภาพในการทน
ความรอนสงูมากกวามาใชในเทคนิค PCR เชน  เอ็นไซมที่สกัดไดจากแบคทีเรีย Pyrococcus species 
สามารถทนความรอนไดสูงถึง 104 องศาเซลเซียส เหมาะสําหรับการทําปฏิกิริยาที่มีดีเอ็นเอแมแบบเปน
โครงสราง secondary structure หรือ stable hair-pin loop  นอกจากนี้ยังคนพบโครงสรางพิเศษของ
เอ็นไซม Taq DNA polymerase ที่เรียกวา Stoffel fragment ทีส่ามารถแสดงแอคทิวิตีไดดใีนชวงของ
ความเขมขน Mg2+ ที่กวาง และการสังเคราะห rTth DNA polymerase โดยเทคนิค Recombinant DNA 
ซึ่งเปนเอ็นไซมที่ทนความรอนสูงและสามารถแสดงแอคติวิตีไดเปนทัง้reverse transcriptase ในสภาวะที่
มี Mn2+ และเปน DNA polymerase ในสภาวะที่ม ีMg2+ 
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                   เอนไซม DNA polymerases ที่ใชสาํหรับเทคนิค PCR ในปจจุบันมีดงันี ้
  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. ไพรเมอรและการออกแบบไพรเมอร  (Primers and primer design) 
                   ขนาดของไพรเมอรข้ึนอยูกับวัตถุประสงคของผูวิจัยและลาํดับเบสของไพรเมอรควรมคีวาม
สอดคลองกับดีเอ็นเอเปาหมายมากที่สุดเพื่อใหเกิดการจับคูกันโดยสมบูรณ (ยกเวนการทํา deletion หรือ 
mutation) บนสายดีเอน็เอที่เปนไพรเมอรควรมีเบส G และ C ในปรมิาณใกลเคียงกัน ไมควรเกดิการจับคู
กันเอง (self complementary) เบส G และ C บนสายไพรเมอร ควรมรีวมกัน 50% ขึ้นไป (ควรมีเบส G+C 
มากกวาเบส A+T) เพื่อใหการจับคูกับสายดีเอ็นเอเปาหมายมีความเหนยีวแนนดีพอ  การใชไพรเมอรที่มี
ความเฉพาะเจาะจงนอยและใชอุณหภูมิทีไ่มเหมาะสมอาจไดผลผลิตที่ไมตองการ (non-specific 
product)  ไพรเมอรที่สามารถเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณใดบริเวณหนึง่ของดีเอ็นเอของสิ่งมชีีวิตหลาย
ชนิดนัน้เรียกวา Universal primers ซึ่งนยิมใชกนัมากในงานวิจัยดาน molecular systematic และที่นยิม
ใชกันอยางแพรหลายคือ ไพรเมอรสําหรับ mtDNA(mitochondria DNA) ของสัตว  cpDNA(chloroplast  
DNA) และ nrDNA(nuclear ribosomal RNA genes) ส่ิงที่ควรพิจารณาในการออกแบบไพรเมอร คือ 
ความยาวของไพรเมอร นิวคลีโอไทดทีเ่ปนองคประกอบ และการจับกันระหวางไพรเมอรกบัดีเอ็นเอ
แมแบบ 
                   3. ดีเอ็นเอแมแบบ (template) สายดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มปริมาณควรเหยียดตรงหรือไมมี 
secondary structure และตองไมมีสารอื่นที่ยับยั้งปฏิกิริยาการสังเคราะหดีเอน็เอ เชน สารพวก 
detergent, EDTA, phenol ซึ่งจะรบกวนการทํางานของเอนไซม Taq polymerase ปนอยู 
                   4. การปนเปอน (contamination) และ carry over    การที ่ PCR สามารถเพิ่มดีเอ็นเอได
ปริมาณมากจากแมแบบทีม่ปีริมาณเพียงเล็กนอย หากมีการปนเปอนของดีเอ็นเอแมแบบก็จะทําใหไดผล
ผลิตที่ไมถูกตอง  การเตรียมสารเคมีสําหรับปฏิกิริยาแตละหลอดจึงควรระมัดระวงัการปนเปอนของสารให
มากที่สุด  carry over เปนชื่อเรียกการปนเปอนของดีเอ็นเอผลผลติที่ไดจาก PCR ในหลอดหนึง่ไปสูอีก
หลอดหนึ่ง อันเนื่องมาจากความเขมขนทีสู่งและปริมาณที่มากของดเีอ็นเอผลผลิตในหลอด  บริเวณรอบๆ
หลอดและเครื่อง PCR เปนบริเวณที่มีโมเลกุลของดีเอ็นเอหนาแนนเปนพิเศษ จึงเปนไปไดทีจ่ะมีการฟุง
กระจายของโมเลกุลดีเอ็นเอออกมานอกหลอด และปนเปอนไปสูหลอดอื่นๆตอไปไดอีก ซึ่งจะทําใหเกิด
ความผิดพลาดในการวิจยัได 
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Restriction  Fragment  Length  Polymorphism  (RFLP) 
                   เปนการศึกษาความแตกตางหรือความหลากหลายโดยดูจากรูปแบบ (profile)  ของขนาด
ดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ(restriction enzyme) ในพืชจะพบวาจีโนมของพืชมา
จาก  3 แหลงคือ    คลอโรพลาสต   ไมโตคอนเดรียและนิวเคลยีส   ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตของพืช
ตางๆนัน้มีความคลายคลงึกัน เมื่อนาํมาศึกษารูปแบบของการตดัโดยเอ็นไซมจําเพาะชนิดตางๆ จะ
สามารถบอกความสัมพันธของพืชในกลุมที่ใกลเคียงกนัเหลานัน้ได     ในทางปฏิบตัิเมื่อสกัด    ดีเอ็นเอ
ตรวจหา RFLP ที่เกิดขึ้นแลวรวมผลที่ไดทั้งหมดจากการวิเคราะหดวยเอ็นไซมหลายชนิดแลวคิดความ
แตกตางของ RFLP ระหวางแตละพนัธุหรือแตละชนิดที่ตองการตรวจสอบทีละคู โดยนับจาํนวนแถบดี
เอ็นเอที่แตกตางกนัคือ มีในพืชพันธุหนึ่งแตไมมีในพืชอีกพันธุหนึ่ง เมื่อไดตัวเลขทั้งหมดแลวจึงเขียน
แผนที่แสดงความสมัพนัธดงักลาวในรูปตนไมที่มกีิ่งแสดงความสมัพนัธระหวางสิง่มีชีวิต โดยอาศัยหลัก
วาพชืพนัธุหนึง่มีโอกาสเกิดการกลายพนัธุหรือการเปลีย่นแปลงจากกิ่งหนึง่ไปเปนกิ่งยอยตางๆใน
จํานวนครั้งนอยที่สุดเทาที่จะเปนไปได  ทั้งนี้โดยการวิเคราะหดวยคอมพิวเตอรหลายโปรแกรม เชน 
PHYLIP 
                   ดีเอ็นเอในไมโตคอนเดรียมีรูปรางเปนวงแหวนเกลยีวคูเชนเดียวกับดีเอ็นเอในคลอโร 
พลาสต แตมีขนาดแปรผันตั้งแต 16 kb ในไมโตคอนเดรียของคนจนถึง 200-2,000 kb ในพืช  แต
จํานวนยีนที่พบในไมโตคอนเดรียของพืชและสัตวไมตางกันนัก สามารถวิเคราะหความสัมพนัธของ
ส่ิงมีชีวิตโดยวเิคราะห RFLP ของดีเอ็นเอจากไมโตคอนเดรียไดเชนเดียวกับการวิเคราะหดีเอ็นเอจาก
คลอโรพลาสตนั่นเอง 
                   การศึกษา RFLP ของดีเอ็นเอในนิวเคลียสมีวิธีการที่ซับซอนกวา เนื่องจากขนาดของจีโนม
ที่ใหญกวาและความซบัซอนของจีโนมมมีาก  เมื่อนาํดีเอ็นเอจากนวิเคลียสของยูคาริโอตชนิดหนึง่มาตัด
ดวยเอ็นไซมตดัจําเพาะ จะตัดไดปริมาณมากมาย เชน ขาวมีจีโนมขนาดประมาณ 4X105 กิโลเบส  เมื่อ
ตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะทีม่ีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส จะไดประมาณ 100,000 ชิ้น  ขาวโพดมีจีโนม
ขนาดประมาณ 2.5X106 กิโลเบส  จะตัดไดประมาณ 620,000 ชิ้น เมื่อนําดีเอ็นเอที่ไดมาแยกโดยวิธีอิ
เล็กโตรโฟรีซิส และยอมดีเอ็นเอดวยเอธิเดียมโบรไมดจะปรากฏเปนรอยยาวตอเนื่อง(smear) ไม
สามารถแยกแถบยอยแตละแถบได เนื่องจากมีชิน้ดีเอ็นเอขนาดตางๆกันแบบตอเนือ่ง การเปลี่ยนแปลง
ของเบสและการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครโมโซมจนทําใหเกิด RFLP ในดีเอ็นเอจากแตละตัวอยาง
ยังคงมีอยูแตการตรวจสอบนั้นจาํเปนตองชี้เฉพาะลงไปที่ยนีหรือตําแหนงจําเพาะบนโครโมโซมโดยใช
โพรบ(probe) ที่สามารถไฮบริไดซ(hybridize) ไดกับชิ้นสวนดีเอ็นเอในบริเวณนัน้ และใชเทคนิคการ
ถายดีเอน็เอจากเจลอิเลก็โตรโฟรีซิสลงไปบนแผนเมมเบรนฟลเตอร  แลวนําแผนฟลเตอรนั้นมาไฮบริ
ไดซกับโพรบเพื่อหาตําแหนงของแถบดีเอ็นเอทีม่ีเบสคูสมกับโพรบที่ใชโดยวิธ ี Southern blotting   โพ
รบที่ใชเปนดีเอ็นเอสังเคราะหขึ้นมาโดยมีเบสคูสมกับสวนของยนีหรือช้ินดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการ
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ศึกษา นํามาติดฉลากดวยสารกมัมนัตภาพรังสีหรือสารปลอดรังสีบางชนิดเพื่อผลในการติดตามและ
ตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชัน   การเกิดโพลีมอรฟซึมมาจากการกลายของเบสในตําแหนงตัดของ
เอ็นไซมจําเพาะ(target site mutation)หรือมีสวนของดีเอ็นเอสอดแทรกเขามาภายในชิน้ดีเอน็เอเดิม
(insertion) หรือมีสวนของดีเอ็นเอหายไป(deletion) ทําใหรูปแบบของดีเอ็นเอเปลี่ยนไป 
                   ประโยชนในการวิเคราะห RFLP นั้นเพื่อสราง genetic linkage map ที่แสดงรายละเอียด 
ณ จุด (loci) ตางๆอยางมรีะบบ ซึ่งใหผลแมนยํากวาการติดตาม phenotype หรือ biochemical 
markers และยังสามารถติดตามการถายทอดของยนีที่สนใจไดอยางแมนยําในรุนลูกหลาน เพื่อการ
วิเคราะห pedigree ของครอบครัวประกอบการใหคําปรกึษาทางพนัธกุรรม (genetic counseling) ของ
การเกิดโรคทางกรรมพนัธุ  ในทาํนองเดียวกันสามารถนาํมาใชในการติดตามการถายทอดยนีในพชืและ
สัตวเศรษฐกิจที่ทาํการคัดและผสมพนัธุเพื่อปรับปรุงพนัธุใหดกีวาเดิม การทําแผนที ่ RFLP นี้จะชวยให
ไดลูกผสมที่มยีีนที่ดีรวบรวมจากสายพันธุตางๆเขาดวยกันอยางรวดเร็ว อันเปนประโยชนในการ
ปรับปรุงพันธุไดรวดเร็วกวา conventional breeding  นอกจากนี้อาจชวยในการวิเคราะหความบริสุทธิ์
ของสายพันธุเพื่อประโยชนในการควบคุมคุณภาพของผลิตผลใหคงที่ไดมาตรฐานเพือ่เก็บพนัธุ
(germplasm conservation)  ตลอดจนใชจําแนกสายพันธุพืช สัตว และมนุษย เพื่อตรวจสอบความ
ใกลเคียงกนัทางพันธกุรรม  โดยสามารถระบุถึงความสมัพันธระหวาง species, genus ฯลฯ  อันเปน
ประโยชนสาํหรับใชเปนขอมลูในการศึกษาวิวัฒนาการ(evolution) และความหลากหลายของสิง่มีชีวิต
(biodiversity)  ซึ่งจะทาํใหทราบกาํเนิดที่แทจริงของสิ่งมีชวีิตโดยดูแผนผังความสัมพันธของแผนที่ 
RFLP เปนหลกัในการจําแนกสิ่งมีชวีิตแตละชนิดออกจากกนั   ตัวอยางของการนาํเทคนิคนีม้าใชในการ
วิเคราะห เชน การศึกษายีนของขาวทนเคม็ (Zhang et al., 1995a)  อยางไรก็ด ี ขอเสียของวิธนีีค้ือตอง
มี probe ที่รูจักกอนและบางการทดลองจะทําการติดฉลากของ probe ดวยสารกัมมนัตภาพรังส ี 
 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
                   RAPD เปนเทคนิคที่อาศัยเทคนิค PCR แตไมจําเปนตองทราบขอมูลเกี่ยวกับลําดับเบส
ของดีเอ็นเอเปาหมาย  เนื่องจากไพรเมอรที่ใชไมจําเพาะเจาะจงกับดีเอน็เอบริเวณใดซึ่งเรยีกวา 
random primer  เทคนิค RAPD แบงยอยเปนหลายวิธ ีเชน arbitrarily primed PCR (AR-PCR), DNA 
amplification fingerprinting (DAF) หรือ multiple arbitrary amplicon profiling (MAAP) แตละวิธีมี
ความแตกตางกันในไพรเมอรที่ใชและวิธีการที่เลือกใชในการวิเคราะผล   William และคณะในป 
ค.ศ.1990 รายงานการใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทดเพียงชนดิเดียวในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ   
วิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอที่ไดโดยทาํอิเล็กโตรโฟรีซีส และตั้งชื่อวา RAPD    DAF ใชคร้ังแรกโดย 
Caetano-Anolles และคณะในป ค.ศ.1991 ใชไพรเมอรขนาดสั้นเพียง 5-8 นิวคลโีอไทด  แลวแยกดีเอ็น
เอที่ไดโดยทาํอิเล็กโตรโฟรีซสิบน 5-10% โพลีอะคริลาไมดเจล และยอมดวย silver stain เพื่อแกปญหา
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ขอจํากัดเรื่องความชัดเจนของเจลอะกาโรส ซึ่งสามารถเก็บเจลไวได โดยใชแผน polyester films 
ตัวอยางการใชเทคนิคนี ้ ไดแก การวิเคราะหความสมัพันธทางพันธุกรรมระหวาง species และ 
interspecific crosses ของ bermudagrass (Cynodon) (Caetano-Anolles et al.  , 1995)  และการ
ใชเทคนิค DAF เพื่อประเมนิความหลากหลายของคารเนชัน (Trigiano and Caetano-Anolles, 1998)     
                   AP-PCR ทําโดย Welsh และ McClelland ในป ค.ศ.1990 ซึ่งศึกษาใน Staphylococcus, 
Streptococcus pyogenes และในขาว (Oryza sativa) ทั้ง indica และ japonica โดยใชไพรเมอร
ขนาด 20-34 นิวคลีโอไทด ใชโปรแกรมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 ชวง คือ ใชอุณหภูมิสําหรับ 
annealing ต่ําใน 2 รอบแรก แลวจึงเพิ่มใหสูงขึ้นอีก  ในการทํา PCR ชวงหลงัจะใสเอ็นไซมและนวิคลีโอ
ไทดที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรงัสลีงไปและจะทาํ PCR ตอไปอีก 20-30 รอบ แลวจึงแยกขนาดดี
เอ็นเอดวย 5% โพลีอะคลลิาไมดเจลที่ม ี50% ยูเรีย ตรวจสอบผลโดยทําออโตเรดิโอกราฟ 
                   วิธี RAPD ของ William ใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทด ซึ่งจะเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอ
เปาหมายในบริเวณที่มีเบสคูสมกันโดยไมจาํเปนตองทราบตําแหนงที่ไพรเมอรจะเขาไปจับกับดีเอ็นเอวา
เปนสวนใดและของโครโมโซมใด  โอกาสที่จะพบลําดบัเบสที่เปนคูสมกับไพรเมอร คือ 1 ใน 410 
โดยประมาณ และถาไพรเมอรเขาไปเกาะกับดีเอ็นเอโดยเกิดคูสมได 100% แสดงวานิวคลีโอไทดแตละ
ชนิดมีสัดสวนเทาๆกนัในจีโนม จากการทดลองของนักวจิัยหลายทานพบวาจํานวนแถบดีเอ็นเอทีเ่กิดขึ้น
ไมไดขึ้นกับขนาดของจีโนม  พืชทีม่ีจีโนมขนาดใหญอาจจะเกิดแถบดเีอ็นเอนอยกวาพืชที่มีจีโนมขนาด
เล็กก็ได  การเกิดแถบดีเอ็นเอเปนผลมาจากไพรเมอรเขาไปเกาะไดหลายบริเวณ  ถาไพรเมอรเขาไป
เกาะกับดีเอ็นเอ 2 บริเวณที่อยูไมไกลกันมาก โดยเกาะกับดีเอ็นเอคนละสายในทิศทางเขาหากนั 
(5’→3’) จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในชวงดังกลาวได แตถาไพรเมอรเกาะกับดีเอ็นเอสายเดียวกนั
ทิศทางเดียวกนั หรือเกาะกบัดีเอ็นเอคนละสายแตทิศทางแยกออกจากกัน หรือเกาะไดใน 2 สายที่
หางไกลกนัมากแมทิศทางจะเขาหากนัก็ไมสามารถให PCR product ได  จํานวนชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดจาก
เทคนิค PCR นั้น ในแตละครั้งจะขึ้นอยูกับส่ิงตางๆเหลานี ้คือ primer sequence, genomic sequence 
และ genome size   ความแตกตางของแถบ RAPD หรือโพลีมอรฟซมึที่เกิดขึน้ระหวางแตละพันธุอาจ
เกิดจาก 
 
                    1. มีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดใหญมาสอดแทรกในระหวางตาํแหนง 2 ตําแหนงที่ไพรเมอร
เกาะทําใหไพรเมอรทั้งสองโมเลกุลอยูหางกันเกนิกวาที่จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได 
                   2 .ชิ้นสวนดีเอ็นเอสวนที่เปนตําแหนงที่ไพรเมอรจะเขามาเกาะหายไปหนึ่งตําแหนงหรือทั้ง
สองตําแหนงทําใหไมเกิดแถบดีเอ็นเอจากบริเวณดังกลาว 
                    3 .มีการแทนที่หรือเปลี่ยนแปลงเบสบริเวณตําแหนงที่เปนที่เกาะของไพรเมอร ทําใหไพร
เมอรเกาะกับดีเอ็นเอเปาหมายไมไดจึงไมเกิดแถบดีเอ็นเอ 
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                        4.มีชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรกเขามาหรือหายไปทําใหขนาดของดีเอ็นเอที่
เกิดขึ้นเปลี่ยนแปลงไป 
                   อยางไรก็ตามโพลีมอรฟซมึของ RAPD มักเกิดขึ้นในลกัษณะการมีแถบและไมมีแถบดีเอ็น
เอที่ตําแหนงหนึ่งๆ มากกวาการเปลีย่นขนาดของแถบดีเอ็นเอ  เนื่องจากดีเอน็เอของพืชพบทั้งจาก
นิวเคลียส คลอโรพลาสต และไมโตคอนเดรีย  ในการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลทั้งหมดนาํมาวิเคราะห 
RAPD พบวาแถบดีเอ็นเอบางสวนประมาณ 5% เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของไมโตคอน
เดรีย และนอยกวา 5% มาจากดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต  แถบดีเอ็นเอหรือเครื่องหมาย RAPD (RAPD 
marker) สวนใหญจึงมาจากดีเอ็นเอในนวิเคลียสซึ่งมีการถายทอดมาจากทั้งฝายพอและฝายแม   
                   การเกิดซ้ําของ  RAPD (RAPD reproducibility) 
                   ปญหาสาํคัญประการหนึ่งของเทคนิค RAPD คือ การไมสามารถใหผลการทดลองในรูป 
polymorphism เหมือนเดิมไดในการทดลองครั้งหลงั  ทําใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพร
เมอรหนึง่ๆไมมีความสม่ําเสมอ(inconsistency) และทําใหมีการทดลองทําการสํารวจหาไพรเมอรที่
เหมาะสมกับดีเอ็นเอแมแบบและใหความสม่ําเสมอในการ amplified เชน ในพืชดอกบางชนิด (Fritsch 
et al.  , 1993) และการหาวิธีทีเ่ปนมาตรฐานเพื่อปองกันการไมเกดิซ้ําของแถบดีเอ็นเอในการทดลอง
คร้ังหลัง (Lowe et al.  , 1996)  ในเทคนคิ DAF ก็ไดมีการหาความสมัพันธระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอ
แมแบบ ทั้งลาํดับเบสและความยาวของไพรเมอร  การเขาจับกนัระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบ 
และอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ annealing (Caetano-Anolles, 1992)  
                   ปจจัยตางๆทีม่ีอิทธพิลตอการเกิดแถบที่ไมสามารถทาํซ้าํได คือ 

1. ความแมนยําในการควบคุมอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการควบคุมในแตละจุด 
2. อุณหภูมิทีต่ั้งไวในชวงใหไพรเมอรเขาจบักับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing  temperature) 
3. ระยะเวลาที่ใชในแตละขัน้ตอนการทาํ PCR  ซึ่งไดแก   การแยกสายดีเอ็นเอ

(denaturation)  ไพรเมอรเขาจับกับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) และการสังเคราะหดี
เอ็นเอ (extension) 

4. ความสมดลุยระหวางไพรเมอรและดีเอ็นเอแมแบบ  
5. ความเขมขนของ Mg2+ 
6. ความเขมขน ความบริสทุธิ์ ชนิดและแหลงที่มาของ Taq polymerase 
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                   และนอกจากนีย้ังพบวาปญหาดังกลาวอาจเนื่องจากชิน้สวนหรือเนื้อเยือ่ที่นาํมาสกัดดีเอ็นเอ
นั้นแตกตางกนัและการสกดัไมทําพรอมๆกันหรืออาจจะมีการปนเปอนอ่ืนๆ ปจจัยตางๆทัง้หมดที่กลาวมา
นี้ลวนแลวแตมีอิทธพิลตอรูปแบบของแถบดีเอ็นเอทัง้สิน้ 
                   ปจจุบันมกีารนําเอาเทคนิค RAPD มาใชในสิง่มีชีวติหลายชนิดกนัอยางแพรหลาย เชน 
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและ Pathotype ของเชื้อ Leptoshaeria maculans (Godwin 
and Annis, 1991)  การศึกษาในขาวสาลี(Devos and Gale, 1992) การศึกษาในพชืตระกูลกระหล่ํา
รวมกับการศึกษาทางสัณฐานวทิยา และการใชไอโซไซม (Chaparro et al.  , 1994)    การจําแนก
เชื้อจุลินทรีย (Mileham, 1997) การสรางสายสัมพันธทางววิัฒนาการ (Phylogenetic Tree) ในยาสูบ (Yu 
and Lin, 1997)  และในขาวไดมีการนาํเทคนิคนีม้าใชจําแนกสายพนัธุ (Ko et al., 1994, Wang et al., 
1994, Yu and Nguyen, 1994, Mackill, 1995, Virk et al., 1995, Suh et al., 1997) รวมถึงการนาํ
เทคนิคนี้มาใชกับขาวที่มาจากเทคนิคการเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Godwin et al., 1997)แตในการวิจัยครั้งนี้ได
นําเอาเทคนิคการแยกชิน้ดีเอ็นเอโดยวธิีอิเล็กโตรโฟรีซิสซึ่งทาํในdenaturing polyacrylamide gel  และ
การยอมดวยเงิน (silver stain) มาใชรวมดวย  
                   จากวธิีทัง้หมดที่ไดกลาวมานั้น แตละวิธีจะมีขอไดเปรียบและเสียเปรียบแตกตางกนั
ออกไป   การวิจัยครั้งนี้อาศยัจุดเดนของเทคนิค RAPD อันไดแก 1. การใชไพรเมอรแบบสุมเพียงชนิด
เดียวโดยไมจาํเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายกอน  2.ไมตองใชสารกัมมันตภาพรงัส ี   3. 
ราคาตนทุนตอหนวยที่ต่ํากวาวธิีอ่ืน    4. ใชเวลานอยและวิธีการไมยุงยากซับซอน สามารถทําไดหลายๆ 
sample ไปพรอมๆกัน       5. ใชดีเอ็นเอแมแบบเพยีงปริมาณนอยก็สามารถวเิคราะหได   6. เปน
เทคนิคที่สามารถนาํไปประยุกตเพื่อการวเิคราะหไดหลายอยาง เชน ใชในการศึกษาการสรางลกูผสม 
(hybridization)  การวิเคราะหความเปนพอ-แม (paternity analysis)   การประเมินการผสมขาม 
(outcrossing estimation)   การประเมินโครงสรางประชากรในกลุมส่ิงมีชวีิตทีม่ีพันธุกรรมเหมือนกนั 
(analysis of population structure)  การตรวจจับการถายทอดยีน (tracking gene flow)  การจาํแนก
สายพนัธุ (cultivar identification)   การสรางความสัมพันธระหวางสิง่มีชีวิต(phylogenetic 
reconstruction) การอนุรักษทางชวีวทิยา (conservation biology)  และการทําแผนที่ยนี (genetic 
mapping) 



บบที่ 3 
 

อุปกรณ สารเคมีและวธิีดําเนินการวิจยั 
 
อุปกรณ 
           พืชทดลอง 

     ขาว (Oryza sativa L.) พันธุ กข.23 (RD23) พันธุหลักใชเปนตัวเปรียบ 
                เทียบ  (Control) 
     ขาว กข.23  สายพันธุทนเค็ม ไดแก กข23TC7และ กข23TC28  ที่คัดเลือกจาก        
                somaclone ของโครงการ  New  Varieties  of  Rice  for Saline  and Acid   
                Soil  through  Tissue  Culture ของ ศ.มนทกานติ  วัชราภัย  และคณะ ซึ่งได  
                ทําการคัดเลือกตอในรุนลูกและหลานอีก 9  ชั่วรุนโดย   ศ.กิตติคุณ ดร.ถาวร  วัช 
                ราภัย    คุณทิพยวรรณ ธนไพศาล  และ คุณวันชัย  สังฆสุข  
  

         อุปกรณที่ใชในการปลูกขาวในภาวะเค็มในสารละลาย  ไดแก 
                      กะบะพลาสติกขนาด  20x30x10 เซนติเมตร  บรรจุสารละลายได  5  ลิตร   
                      แผนโฟมหนา  2.5  เซนติเมตร  เจาะชองกลมจํานวน 25 รู กระจายทั่วแผนโฟม 
                      ฟองน้ําค้ําจุนตนกลาขนาด  1x5x1  เซนติเมตร   
                      เทอรโมมิเตอร 
 
         อุปกรณปลูกขาวเพื่อเก็บเมล็ด   
                       กระถางดินเผาไมมีรูขนาดเสนผาศูนยกลาง  30  เซนติเมตร   
                      ทรายหยาบ 
   
     อุปกรณและเครื่องมือในการหาเครื่องหมายพนัธุกรรม 
    โกร งบดยา 
    Automatic micropipette P10, P20,  P200, P1000 ,Gilson 
    หมอนึ่งความดันไอ  
    เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุนU4600P, Sartorious  Germany 
    Incubator  รุน UM100, Memmert  Gmbh  , Germany 
                Microcentrifuge รุน Mikro12-24 Hettich  Zentrifugen Germany 
    PCR,  รุน Hybrid  OmniGene,  HBTR3CM,  Hybaid  ,  UK 
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    Vertical gel electrophoresis apparatus (16x16 เซนติเมตร)ATTO,Japan  พรอม 
Power  supply, รุน Power PAC 300, Bio-Rad  Laboratories, USA Spectrophotometer,  รุน
GENESYS 5, Milton  Roy,  USA 
 
สารเคมี 
    สารเคมีที่ใชในการปลูกขาวในภาวะเค็มและการบํารุงรักษาเพื่อเก็บเมล็ด 
        Sodium chloride (NaCl)  องคการเภสัชกรรม 
        สารเคมีสําหรับเตรียมปุย WP No.2 (Vajrabhaya  

and  Vajrabhaya,1991)ภาคผนวก ก)  
      สารเคมีกาํจดัโรคและแมลง  ในเรือนปลกูขาว 
                                สารเคมีกําจัดเพลี้ย.   แอดมาย (Admire)    
                                สารเคมีกําจัดโรคใบไหม     แคงเคอร–เอ็กซ (Kanker-x)   
 
                  สารเคมีที่ใชในการหาเครื่องหมายพันธุกรรม (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(ประกอบดวย15 fragments ไดแก 100,   

200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1300, 1400  และ
1500bp)  ความเขมขน250μg/ml  ซึ่งละลายอยูในบัฟเฟอร 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    
                                  (ไดรับความอนุเคราะหจากอาจารย ดร.ปยะศักดิ์ ชอุมพฤกษ) 
                                       CU1                 มีลําดับเบส 5’→3’           GTTTCGCTCC  
                                       CU2                 “--------------------“             CCACAGCAGT 
                                       CU3                 “--------------------“             AGTGCAGCCA 
                                         CU4                   “--------------------“                AACGGCGACA   
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วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1.ทดสอบความอยูรอดของสายพันธุทนเค็ม 
                   เพาะเมล็ดขาวใหไดกลาระยะ 3 ใบ ยายมาปลูกในกะบะพลาสติกที่มีแผนโฟมเจาะรู
ลอยอยูในน้ําปุย ยึดตนกลากับแผนโฟมดวยฟองน้ํา เลี้ยงจนไดระยะ 5 ใบทําการทดสอบความอยู
รอดของขาวทนเค็มสายพันธุ กข23TC7 กข23TC28  เปรียบเทียบกับกข23 สายพันธุหลักโดยการนํา
ตนกลาระยะ 5 ใบ  อายุประมาณ17วัน ปลูกในสารละลายปุย WP No.2ที่เติม NaCl  0.3% วัดคา
การนําไฟฟาอยูในชวง 6-7 mmho/cm ที่ 28 องศาเซลเซียส โดยใหกลาขาวสัมผัสกับความเค็มเปน
ระยะเวลา 4 สัปดาห ในโรงเรือนปลูกขาวที่มีหลังคาพลาสติกคลุมอยู เมื่อครบ 4 สัปดาห ยายกลา
ขาวมาปลูกในน้ําประปาตออีก 1 สัปดาห และนับจํานวนตนที่รอด เพื่อหาอัตราการรอดตาย โดยมี
ตนกลากะบะละ 25 ตน รวม 3 กะบะ 
 
2.เปรียบเทยีบหาวสัดุทดลอง(เนื้อเยื่อพืช)ที่เหมาะสมตอการศกึษาเครื่องหมายพันธุกรรมโดย
เปรียบเทยีบระหวางแคลลัสทีช่ักนาํจากเอ็มบริโอของขาวและตนกลาขาวทีเ่พาะโดยวิธปีกติ 
 ในขั้นตอนการคัดเลือกวัสดุทดลองที่เหมาะสม เพื่อวิเคราะหหาเครื่องหมายพันธกุรรม  
จําเปนตองเลอืกชิ้นสวนที่เหมาะสม  ซึ่งในการทดลองจะทําการศึกษาเปรียบเทียบชิ้นสวนที่เหมาะสม 
โดยเปรียบเทยีบจากเนื้อเยือ่  2 ชนิด  ไดแกชิ้นสวนของแคลลัสที่ไดจากเอ็มบริโอของขาวและชิน้สวนตน
กลา  โดยอาศัยขอดีของแตละชิ้นสวน  คือ ชิ้นสวนของแคลลัสไดจากชิน้สวนพืชที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยง
เนื้อเยื่อที่มีเกลือ NaCl  เพื่อใหไดแคลลัสที่เจริญเติบโตไดในสภาพเค็ม  แคลลัสดังกลาวจะเปนกลุม
เซลลที่มีความสามารถในการแสดงออก  และเปนกลุมเซลลออนทีม่ีการเจริญเตบิโตอยางตอเนื่อง ซึ่ง
เปนชิน้สวนเนือ้เยื่อที่มีความเหมาะสมในการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธCีTABทีน่ิยมใช  ขณะที่ชิน้สวนของตน
กลาอาศัยขอเดนในการหลีกเลี่ยงอทิธิพลจากการเกิด  somaclonal  variation    
 
                   2.1 การหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชกันําแคลลัสจากเอ็มบริโอขาว กข23 เนือ่งจาก
ขาว กข23 เปนสายพนัธุที่ชักนําแคลลสัจากเอ็มบริโอไดคอนขางยากเมื่อเปรียบเทียบกับขาวพนัธุขาว
ดอกมะลิหรือเหลืองประทิว (มนทกานต ิ  วัชราภัย, ติดตอเปนการสวนตัว) การทดลองนี้ใชเอ็มบริโอของ
ขาวกข23สายพันธุหลักที่เจริญเต็มที่โดยการนํามาเลีย้งในอาหารสูตรตางๆ 5 สูตร ซึ่งแตละสูตรมีความ
แตกตางกนัในชนิดและปริมาณสารอาหาร ซึ่งไดแกสตูร A  CU M-019   SK-1 และ Y (ภาคผนวก ง) 
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        สูตร A เปนสูตรชักนาํแคลลัสจากเอ็มบริโอขาว  จากสุดารัตน นิตวิัฒนะ (2538) 
 สูตร CU เปนสูตรชักนําแคลลัสจากเอ็มบริโอขาว จากหนวยปฏิบัติการเลี้ยง

 เนื้อเยื่อพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณ  
                                     มหาวทิยาลยั  (มนทกานติ  วัชราภัย,ติดตอเปนการสวนตวั) 
       สูตร M-019 เปนสูตรชักนําแคลลัสจากอับเรณูขาว จาก Raina (1993) 
       สูตร SK-1 เปนสูตรที่ใชเลี้ยงขาว Indica ที่ไดผลดี จาก Raina และคณะ (1989) 

สูตร Y เปนสูตรชักนําแคลลสัจากเอ็มบริโอขาว  จาก Yamada และ Okada (1991) 
 
นําเมล็ดขาว กข23 สายพันธุหลักที่เปน breeder seed แกะเปลือกออก ลางเมล็ดให

สะอาด และฆาเชื้อที่ผวิในสารละลายคลอรอกซ 25% นาน 30 นาทีและ 10%  นาน 5 นาท ีตามลําดับ  
ลางใหหมดน้ํายาฆาเชื้อดวยน้ํากรองปลอดเชื้ออีก 3 ครั้ง  นํามาเลีย้งในขวดที่บรรจุอาหารทั้ง 5 สูตร 
โดยใชขวด Vial  ขนาด 35 ml ซึ่งบรรจุอาหารขวดละ 15 ml โดยเลี้ยงขวดละ 1 เอ็มบริโอ ( เมลด็ ) นํา
ขวดไปตั้งบนชัน้มืด อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห ศึกษาผลของสูตรอาหารโดย
การชั่งน้ําหนักและสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคลลัสที่ชักนาํได 
 
                   2.2 การเลือกระดับของ NaCl ที่เหมาะสมตอการคัดเลือกแคลลัสที่ทนเค็ม 
 ผลการทดลองในขอ 2.1 เมื่อไดสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชกันําแคลลัสจากเอ็มบริโอขา
วกข23แลว   นํามาเปนสูตรอาหารที่เติม NaCl 0.3 และ 0.5% เพื่อทําการคัดเลือกระดับของ NaCl ที่
เหมาะสมตอการคัดเลือกแคลลัสที่ทนเค็ม โดยใชแคลลัสที่อาย ุ 3 สัปดาห ขนาดเทาๆกนั และเปน
แคลลัสที่มีลักษณะเปน embryogenic callus  (E-callus) นาํมาเลีย้งในอาหารที่เติม NaCl ดังกลาว
โดยใชอาหารขวดละ 15 ml เลี้ยงแคลลัสขวดละ 1 ชิ้น ตั้งบนชัน้มืดที่อุณหภูม ิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส 
บันทกึผลการทดลองเมื่อเลีย้งแคลลัสแลว 2 สัปดาห 
  
                 2.3 การเตรียมแคลลัสทนเค็มเพื่อนาํมาวิเคราะหดีเอ็นเอ 

เลี้ยงแคลลัสขาวกข23สายพนัธุทนเค็มทั้งสองสายพันธุในอาหารสูตรทีเ่หมาะตอการชักนาํ
แคลลัสจากเอม็บริโอขาว(จากขอ 2.1) เปนเวลา 3 สัปดาหแลวนําแคลลัสที่ไดยายลงในสูตรอาหารที่
เติมเกลือ NaCl โดยเลือกใช NaCl 0.5% เติมลงในอาหารเลี้ยงแคลลัส(ผลการทดลองในขอ 2.2) ตั้งบน
ชั้นมืดที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 สัปดาห 
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                   2.4 การเพาะกลาขาวเพื่อใชเปนวัสดุทดลอง 
 ในการทดลองเพื่อหลกีเลี่ยงโอกาสที่จะเกดิ  somaclonal variation  จึงเลือกเปรียบเทียบวัสดุ
ทดลองที่เปนตนกลา   ในการเพาะวัสดุทดลองที่เปนตนกลาสามารถปฏิบัติไดดังนี้ 
                        2.4.1 ทําการคัดเลือกเมล็ดที่สะอาด  สมบูรณ  เมล็ดไมแตกหกั  และสุมเลอืกเมล็ด
สายพนัธุละ 40 เมล็ด 
                        2.4.2 นาํเมล็ดมาแชน้าํทีอุ่ณหภูมิ  50oC แลวปลอยใหอุณหภูมิลดลงจนถงึอุณหภูมิ
 หองโดยแชเมล็ดเปนเวลา 1 วนั 
                   2.4.3 เพาะเมลด็ที่ไดในขอ 2.4.2  ลงบนกระดาษเพาะที่ชุมน้ําบนจานแกว  แลว
 ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองจนกวาตนกลาจะเจรญิเติบโตจนมคีวามยาว3-5  เซนติเมตร  จึงนาํ
กลาที่ไดไปเกบ็ที่อุณหภูม ิ-20oC เพื่อทาํการทดลองในขั้น ตอไป 
 
3.การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางพืช 
                   สกัดดีเอ็นเอรวมจากตัวอยางพืชที่ได โดยหลักการตกตะกอนโมเลกุลคารโบไฮเดรตที่มี
ขนาดใหญกอน แลวจึงตกตะกอนดีเอ็นเอในขั้นตอนตอไปดวย  cetyltrimethyl  ammonium  bromide  
หรือ  CTAB  ตามวิธีของ Sambrook และคณะ (1989 )  ซึ่งขั้นตอนเปนดังตอไปนี ้
1) บดตัวอยางพืชโดยใชอัตราสวนแคลลัส  150 mg  หรือตนขาวสวนที่เปนลาํตน  50 mg  ใน 2% 
CTAB  500 μl  นาํตัวอยางที่บดไปบมทีอุ่ณหภูมิ  55 oC  เปนเวลา  30 นาท ี
2) เติม chloroform isoamylalcohol (24:1) 500 μl  เขยาใหเขากันนาน 10 นาท ี  นําไปปนดวย
ความเร็วรอบ  2,800 รอบตอนาท ี เปนเวลา  15 นาท ี
3) แยกเอาเฉพาะสวนใสขางบน  มาตกตะกอนตอภายหลังการเติม  10% CTAB  โดยใช  10% CTAB  
1 สวนตอสวนใส 10 สวน  เขยาใหละลายเขากนั  บมที่อุณหภูมหิอง 30 นาท ี  และนําไปปนแยกดวย
ความเร็วรอบ  2,800 รอบตอนาท ี เปนเวลา  15 นาท ี
4) เก็บสวนตะกอน  แลวนาํมาละลายในสารละลาย  NaCl-TE  ปริมาตร  500 μl  ตกตะกอนตอ
หลังจากการเติม  iso-propanol  500 μl  เขยาใหเขากันแลวปนที่ความเร็วรอบ  2,800 รอบตอนาที  
เปนเวลา  15 นาท ี
5) นําตะกอนมาลางดวย  70% ethanol  ปริมาตร  800 μl  ปนใหตกตะกอนดวยความเรว็รอบ  2,800 
รอบตอนาท ี เปนเวลา  10 นาท ี
6) ตากตะกอนที่ไดใหแหงดวย  vacuum  desiccator  และนําตะกอนที่ไดมาละลายในน้ํากลัน่ฆาเชื้อ
แลว  20-50 μl 
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7) ทาํการวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 260  280  และ 320 nm.  เพือ่ใชในการคํานวณหา
ปริมาณ  และความบริสุทธิด์ีเอ็นเอที่ได  เก็บรักษาที ่-20oC  เพื่อใชในขั้นตอนตอไป 
 
4.การทดสอบคุณภาพของดีเอ็นเอแมแบบดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR 
                   การคัดเลือกดีเอ็นเอจากตัวอยางมีสวนไปเกี่ยวกับคุณภาพของดีเอ็นเอที่ได  กลาวคือ  
ดีเอ็นเอตองมีขนาดใหญเพียงพอที่จะใชในการตรวจสอบดวยเทคนิค PCR  ตองมีความบริสุทธิ์มาก
พอ ปราศจากinhibitorตางๆ ดีเอ็นเอที่ใชตองมีปริมาณมากพอในการวิเคราะหคุณภาพของดีเอ็นเอ  
ในลักษณะที่กลาวสามารถตรวจสอบไดจากความสามารถในการเพิ่มปริมาณดวยเอ็นไซม  Taq 
DNA polymerase    ดังนั้นจึงไดทําการทดสอบความสามารถในการเพิ่มปริมาณ   ดีเอ็นเอโดย
เทคนิค PCR  โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดไดจากทั้งแคลลัสและจากตนกลา  โดยเลือกใช  primer  ที่มีการ
เรียงลําดับดีเอ็นเออยางสุม(Random  primer)  รหัส UBC457  โดยใชดีเอ็นเอ ตัวอยาง 25 ng. ใน
ปฏิกิริยา 20 μl  ประกอบไปดวย  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)  เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอภายใตเงื่อนไขของปฏิกิริยาดังนี้ 
  Denature  94oC  15 วินาท ี (จํานวน 35 รอบ) 
  Annealing  36oC  45 วินาท ี (จํานวน 35 รอบ) 
  Extension  72oC  90 วินาท ี (จํานวน 35 รอบ) 
 วิเคราะหความสามารถในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก  PCR product  ดวยเทคนิค  gel  
electrophoresis  บน  8% polyacrylamide gel  ยอมดวยโลหะเงิน (silver staining) 
 
5. การคัดเลอืกไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกบัความสามารถในการทนเค็ม 
                   การตรวจสอบหาไพรเมอรทีม่ีความเฉพาะเจาะจงกับความสามารถในการทนเค็ม  ทําได
โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยอาศัยไพรเมอรแตละชนดิอยางสุม  เพื่อเปรียบเทียบระหวางดเีอ็นเอ
จากขาวกข23สายพนัธุหลักซึ่งเปนสายพันธุเปรียบเทยีบและขาวกข23สายพนัธุทนเค็มทั้ง 2 สายพันธุ  
โดยตรวจสอบรูปแบบของดีเอ็นเอที่ไดกับลักษณะของความสามารถในการทนเค็ม 
                   ทําตัวอยางละ 3 ซ้ํา  เพือ่ตรวจสอบความสม่ําเสมอของผลการทดลองจากการทาํซ้ําได 
(reproducibility)  ดวยเทคนิค DAF  โดยใชไพรเมอร  UBC228   UBC456   UBC457  และ  primer  
CU1-CU4 
                        5.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส 
                   เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางทั้งในขาว กข23สายพันธุหลัก    และสายพนัธุทนเค็ม กข
23TC7 , กข23TC28 ดวยไพรเมอรแตละชนิด  ในกรณขีอง  UBC primer   โดยใชดีเอ็นเอตัวอยาง 25 
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ng.  ในปฏิกิริยา  20 μl  ดังระบุในขอ 4 วิเคราะหตัวอยาง  PCR product  ที่ไดจากปฏิกิริยาที่ใช  UBC  
primer  บน  polyacrylamide gel  ที่ยอมดวยโลหะเงนิ    ในกรณีของ CU primer ใชตัวอยางดีเอ็นเอ 
25 ng. ในปฏิกิริยา 20 μl โดยนําไปเพิ่มปริมาณดวยเงือ่นไขของปฏิกิริยาดังนี ้
  Denature  94oC  1 นาท ี (จํานวน 45 รอบ) 
  Annealing  36oC  1 นาท ี (จํานวน 45 รอบ) 
  Extension  72oC  2 นาท ี (จํานวน 45 รอบ) 
 วิเคราะหตัวอยาง PCR product ที่ไดจากปฏิกิริยาที่ใช CU primer ดวยการแยกขนาดดีเอ็นเอ
บน 1.5%agarose gel ยอมดวย Ethydium bromide และสองดูดวยแสง UV 
                    
5.2.การทาํ electrophoresis บน polyacrylamide gel (polyacrylamide gel electrophoresis:PAGE) 
 การทดลองใช polyacrylamide gel  ความเขมขน %T=8%   %C=5  โดยใช  0.5xTBE  เปน
บัฟเฟอร  ตามวิธทีี่ของ Sambrook (1989)  โดยนาํ  10% ของ DNA products  ที่ไดของแตละปฏิกิริยา
มาผสมกับ 10xTBE  และสาร  formamide  ในสัดสวน  1:1:8  แลวแยกขนาดโมเลกุลเปรียบเทยีบกับ
โมเลกุลมาตรฐาน  100  base pair  ladder (Gibco BRL USA)  ดวยสนามไฟฟาคงที ่ 120 โวลต เปน
เวลา 12 ชั่วโมง 
 
 5.3 การยอมเจลดวยโลหะเงิน (silver  staining) 
 ยอมเจลดวยโลหะเงินตามวธิีที่พฒันาขึ้นโดย Berry  and  Samuel (1982) และ De Moreno, 
Smith and Smoth (1985) โดยมีขั้นตอนดังนี ้
                        1) ภายหลังการแยกขนาดดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา นําแผนเจลมาเขยาลางใน
สารละลาย 40% methanol เปนเวลา 10 นาท ี และน้ํากลั่นเปนเวลา 10 นาทีตามลาํดับ 
                        2) นําแผนเจลมาทําปฏิกริิยาขั้นตนกับสารละลาย 160mM HNO3  5 นาท ี  และเขยา
ลางดวยน้าํกลัน่ 5 นาท ี กอนทาํปฏิกิริยาตอไป 
                        3) นาํแผนเจลที่ไดในขอ 2  มาทําปฏิกริิยากับสารละลาย AgNO30.2% เปนเวลา 20 
นาท ี แลวเขยาลางดวยน้ํากลั่น 3 นาท ี
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      4) ทาํใหปฏิกิริยาภายในเจลเสถยีรโดยตรึงเจลดวยการแชสารละลาย Na2CO33% ที่มี
ความเขมขนของ  formaldehyde  40% 

                       5) ทําปฏิกิริยาขั้นสุดทายดวยสารละลาย 0.1M citric acid  เปนเวลา 5 นาท ี
เมื่อส้ินสุดขั้นตอนแลว นําแผนเจลมาทําใหแหงบนแผนเซโลเฟน โดยขึงเจลบนแผนเซโลเฟนทีชุ่มดวย
น้ํา  ตากใหแหงที่อุณหภูม2ิ5+2 องศาเซลเซียส บันทกึภาพผลการทดลอง 
 
6. การสรางขาวลูกผสมเพื่อศึกษาการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอในรุนลูก 
 ทดสอบการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอทีจ่ะใชเปนเครื่องหมายโมเลกลุ โดยการศึกษาการ
กระจายตวัของแถบดีเอ็นเอเมื่อวิเคราะหการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอรที่ไดกับดีเอ็นเอจากรุนลูก  
ซึ่งมีขั้นตอนดังนี ้
 
                        6.1 การผสมพันธุาวแบบสลับพอแม (reciplocal cross) โดยเทคนคิ clip method 
 ผสมพันธุขาวสลับพอแมระหวางขาว กข23 สายพนัธุทนเค็ม 2 สายพนัธุ (กข23TC7 , กข
23TC28) กับbreeder  seed  ของ กข23สายพนัธุปกติ  ซึ่งใชเปนสายพันธุเปรียบเทียบที่ไมทนเค็ม  ทํา
ใหไดลูกผสมทั้ง 4 cross  ซึ่งไดแก 
  กข23  สายพนัธุหลกั     x   กข23TC7 
  กข23  สายพนัธุหลกั     x   กข23TC28 
  กข23TC7     x    กข23  สายพันธุหลกั 
  กข23TC28    x    กข23  สายพันธุหลกั 
 

จากการศึกษาพบวา ขาวเปนพืชผสมตัวเอง  โดยดอกขาวจะบานจากปลายรวงเขาสูโคนรวง  
ซึ่งใน 1 รวงจะใชระยะเวลาในการบานประมาณ  1 สัปดาห  และจะบานในตอนเชาเวลาประมาณ  
7.30–12.00น.  สวนละอองเรณูจะหลนกอนหรือพรอมกันกับการบานของดอก  ดังนั้นในการผสม
เกสรจะตองกําจัดเกสรตัวผู (emasculation) กอนชวงเวลาที่ดอกขาวจะบานเพื่อปองกันไมใหเกิด
การผสมตัวเอง 

 
                        6.1.1 การกําจัดเกสรตัวผู  (emasculation) 

ทําในชวงบายกอนการผสมเกสรในวันรุงขึ้น  โดยเลือกใชรวงของตนแมที่แข็งแรงที่มีชอ
ดอกโผลพนใบธงประมาณ  60% ตัดแตงชอดอกใหเหลือดอกติดชอดอกตัดดอกไวประมาณ  20  
ดอก/รวง  โดยตัดดอกที่แกและออนมากเกินไปทิ้ง  ซึ่งดอกที่เก็บไวเปนดอกที่จะบานในวันรุงขึ้นและ
พรอมที่จะผสม  ใชกรรไกรปลายงอนตัดปลายกลีบดอก (lemma และ palea)  ออกหนึ่งในสามของ
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ดอก  แลวใชปากคีบดึงเอาอับละอองเรณูทั้ง 6 อันทิ้งใหหมด ทําใหครบทุกดอก  จากนั้นจึงคลุมชอ
ดอกดวยถุงกระดาษที่ใชสําหรับผสมเกสรขาวโดยเฉพาะ  ปดปากถุงกระดาษโดยใชคลิบหนีบ
กระดาษ   แลวติดปายไวทุกชอดอกที่ทํา 

 
                        6.1.2 การผสมเกสร 

ทําในชวงเชาของวันรุงขึ้นตั้งแตเวลา  7.30-12.00น.  ซึ่งเปนชวงเวลาที่ยอดเกสรตัวเมีย
พรอมรับการผสม และอับละอองเรณูเร่ิมแตกโดยนําอับละอองเรณูของดอกที่เพิ่งเริ่มบาน และยังมี
ละอองเรณูอัดแนนอยู (ซึ่งสังเกตไดจากสีของอับละอองเรณูจะมีสีเหลืองเขม)  จากตนพอ 1 อับ
ละอองเรณูไปใสใน 1 ดอกของตนแมที่ไดทํา emasculate ไวแลว ทําจนครบทุกดอกเสร็จแลวใชถุง
คลุมชองดอกไวตามเดิมพรอมทั้งเขียนคูผสมและวันที่ทําการผสมลงในปายที่ติดไวประจําชอดอกแต
ละชอ 

 
                        6.1.3 เก็บเมล็ด 

เกี่ยวรวงที่แกจัด (หลังการผสม 25-30 วัน)  นําไปอบเพื่อลดความชื้นและทําลายการฟก
ตัวที่อุณหภูมิ  48+2  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 สัปดาห  เก็บเมล็ดในตูเย็นที่อุณหภูมิ  8  องศา
เซลเซียส  เพื่อรอการทดสอบตอไป 
 ในงานวิจัยนี้ ไดทําการทดลองที่โรงเรือนปลูกขาว ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
7. การเพาะเมล็ดขาวลูกผสมและการสกัดดีเอ็นเอ 
 ขั้นตอนการเพาะเมล็ดขาวลูกผสมดําเนินการตามที่ระบไุวในตอนตนโดยเพิ่มข้ันตอนการตรวจ
ตราและคัดแยกเมล็ดที่ปนเปอนจากเชื้อรา  ขณะทําการเพาะออกทิง้อยางสม่าํเสมอ  เมื่อตนกลามี
ขนาดยาว 3-5 เซนติเมตร  ตัดชิ้นสวนตนทัง้หมดไปแชแข็งที่อุณหภมูิ  -20oC  และสกัดดีเอ็นเอดวยวิธ ี
CTAB 
 
8. การวิเคราะหการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอในขาวลูกผสม 
 วิเคราะหการกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอโดยการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอของขาวลกูผสมในแตละ
สายพนัธุ  เปรียบเทียบกบัสายพนัธุพอและแมดวย primerกลุม UBC และกลุม CU   แลวนาํไป
วิเคราะหโดยการแยกขนาดดีเอ็นเอ     ดวยเทคนิคอิเลก็โตรโฟรีซิส  บันทกึภาพและการตรวจ 
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สอบแถบดีเอ็นเอเปาหมายที่จะใชเปนเครือ่งหมายโมเลกุล  ในการตรวจสอบความสามารถของการทน
เค็มในขาวตามวิธทีี่ไดรายงานไวในตอนตน 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. ผลการทดสอบความอยูรอดของขาวสายพันธุทนเค็ม 
         เมื่อนาํกลาขาวระยะ 5 ใบ อายุประมาณ 17 วัน มาปลูกในสารละลายปุย WP.No.2ที่เตมิ NaCl 
0.3 % มีคาการนํากระแสไฟฟา 6-7 mmho/cm. พบวาในสปัดาหแรกตนกลาทั้ง 3 พันธุยงัไมแสดง
อาการตอบสนองตอ NaCl แตในสัปดาหที ่2 สายพนัธุหลักที่ใชเปนตวัเปรียบเทียบเริ่มแสดงอาการของ
พิษของ NaCl โดยใบลางเริ่มแหงสวนใบบนมีอาการเหลืองซีด ในขณะที่กลาของสายพนัธุทนเค็มมี
อาการปกต ิ
         สัปดาหที ่ 3 สายพันธุหลักเหน็อาการใบแหงตายชัดเจน ในใบแกและสวนยอดเริ่มเหี่ยวและฟุบ
ตัว  ซึ่งในเวลาเดียวกันนี้สายพันธุทนเค็มเริ่มมีอาการแหงของใบแกและเริ่มเหน็อาการเหลืองซีดของใบ
บน 
         สัปดาหที ่4 พบวาขาวสายพันธุหลกัตายเปนสวนใหญ สวนสายพันธุทนเค็มเริ่มมีอาการเหีย่วเฉา  
ใบลางแหงตาย ใบยอดมีอาการเหลืองซดี และฟุบตัว นับอัตราการรอดตายโดยยายกลาขาวทัง้หมด 
75 ตนมาปลกูตอในน้าํประปาเปนเวลาอกี 1 สัปดาหจึงบันทึกอัตราการรอดตายโดยดูจากตนที่มีใบ
ใหมเจริญตอไดดี เปนตนทีร่อดตาย ซึ่งพบวาสายพนัธุกข23TC7 มีอัตราการรอดตายเปน 86.3%            
กข23TC28 มีอัตราการรอดตายเปน  69.5% โดยสายพนัธุหลกัมีอัตราการรอดตายเพียง  57.6% 
 
ตารางที1่  อัตราการรอดตายของขาวเมือ่อยูในสารละลายปุยสูตร WP No.2 ที่เติมเกลือ NaCl 0.3%  
เปนเวลา 4 สัปดาห (ทุกการทดลองใชซ้ําละ 25 ตน) 
 

ซ้ําที ่ กข23สายพันธุหลัก (%) 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. เปรียบเทยีบหาวัสดุทดลองที่เหมาะสมตอการศกึษาเครื่องหมายพันธุกรรมโดย
เปรียบเทยีบระหวางแคลลัสทีเ่ลีย้งจากเอ็มบริโอของขาวและตนกลาขาวที่เพาะโดยวิธี
ปกติ 
                   2.1 ผลของสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการชกันําแคลลัสจากเอ็มบริโอขาวกข23 
                   เมื่อศึกษาผลของสูตรอาหารที่เหมาะตอการชักนําแคลลสั ไดผลดังตารางที ่ 2-4 คือ 
อาหารสูตร A นับวาเปนสูตรอาหารที่ดีที่สดุเพราะนอกจากจะไดแคลลัสที่มีน้าํหนกัดีที่สุดแลว ยัง
ไดแคลลัสที่มีลักษณะเปน embryogenic callus(E-callus)เปนสวนใหญ ซึ่ง E-callus นี้เมื่อนาํไป
เลี้ยงตอเพื่อชกันําใหเกิดตนจะเปนแคลลัสที่มีศักยภาพสงูในการพัฒนาใหเปนตนไดดีที่สุด  สวน
สูตร M-019 แมจะไดแคลลัสที่เปน E-callus คลายสูตร A แตปริมาณแคลลัสไดนอยกวา 
ตารางที ่2  น้าํหนักสดของแคลลัส(กรัม) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร A    CU    M-019   SK-1 และ Y 
เปนเวลา 3 สัปดาห 
ตัวอยางที ่ น้ําหนกัแคลลัสตอ 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(ตอ)  น้ําหนักสดของแคลลัส(กรัม) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร A CU    M-019   SK-1 และ Y 
เปนเวลา 3 สัปดาห 
 
ตัวอยางที่ น้ําหนักแคลลัสตอ 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(ตอ)  น้ําหนักสดของแคลลัส(กรัม) เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร A    CU    M-019   SK-1 และ Y 
เปนเวลา 3 สัปดาห 

 
ตัวอยางที ่ น้ําหนกัแคลลัสตอ 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 การวิเคราะหคาความแปรปรวนของคาเฉลีย่น้ําหนกัสดของแคลลัส 

 
 
ตารางที ่4 คาเฉลี่ยน้าํหนักสดตอแคลลัสและลักษณะแคลลัส 
 

 
น้ําหนกัสดของแคลลัสที่ตามดวยอักษรที่เหมือนกัน  ไมมคีวามแตกตางกันทางสถิติโดยวิธี  
Duncan’s multiple rank test (DMRT)  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
                   ผลการทดลองที่ไดในตารางที ่ 2-4  สูตรอาหาร A  ใหน้าํหนักแคลลัสดีที่สุด  โดย
แคลลัสที่ไดเกิดจากเซลลขนาดเล็กทีม่ีการเกาะตวักันแนน (compact callus)  แตละเซลลมี
ลักษณะกลม ขนาดสม่ําเสมอ แคลลัสมีสีครีมเขม  ซึ่งเปนดัชนีอันหนึง่ที่ชี้บอกความสามารถที่ดีใน
การเลี้ยงของแคลลัส  โดยสูตร A ใหน้าํหนักเฉลีย่ 0.2355 กรัม  สูตรอาหารทีใ่หน้าํหนักของ
แคลลัสรองลงมาคือ   
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สูตร M-019  ใหเซลลทีม่ีสวนคลายคลงึกบัสูตร A  แตมีปริมาณแคลลัสนอยกวา  ปริมาณแคลลัส
เฉลี่ยเปน  0.1215  กรัม   สูตรอาหาร CW  SK-1  และ  Y  ชักนําใหเกิดแคลลัสในปริมาณที่นอย
กวามาก  โดยสูตรอาหาร SK-1 ใหปริมาณแคลลัสใกลเคียงกับสูตรอาหาร Y  โดยมีน้าํหนักเฉลี่ย
ของทั้ง 3 สูตรเปน  0.0449  0.0718  และ  0.0567 กรัม  ตามลําดับ    แคลลัสที่ไดจากสูตร  SK-1  
มีการเกาะตัวของเซลลอยางหลวมๆ  แคลลัสใส  สีออนกวามาก  ขณะที่สูตร Y  เซลลแคลลัสสี
คล้ําและเซลลเกาะตวักันแนน  บางเซลลมีลักษณะสนี้าํตาลและแหง  จากการวิเคราะหทางสถิติ
ประกอบ  พบวา  อาหารสูตร A  ใหผลในการชักนําแคลลัสดีที่สุดจากสูตรอื่นๆอยางมีนัยสาํคัญ 
 
          2.2. ผลการเลือกระดับของ NaCl ที่เหมาะสมตอการคดัเลือกแคลลสัที่ทนเค็ม 
 เมื่อนําแคลลัสมาเลี้ยงในอาหารสูตร A ทีเ่ติม NaCl 0.3และ0.5% เปนเวลา 2 สัปดาห  
โดยสังเกตจากการทดลองละ 10 แคลลัส   

พบวาแคลลัสที่เลี้ยงใน NaCl 0.5%  ในสัปดาหที ่2 แคลลัสของสายพันธุหลักซึ่งไมทนเค็ม
มีลักษณะเซลลรอบนอกของแคลลัสเร่ิมจากเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและลุกลามเขาไปจนกลายเปนสี
ดําทั้งกอน 
 สวนแคลลัสทีท่นเค็มในสัปดาหที ่2 พบวามีแคลลัสบางกอนที่มีอาการเหมือนกับแคลลัสที่
ไมทนเค็ม  แตสวนใหญจะแสดงอาการพิษของNaCl เฉพาะเซลลบริเวณรอบนอกของแคลลัส
เทานั้นที่เปลีย่นไปเปนสนี้ําตาล  สวนเซลลดานในของเซลลยังมีอาการปกติอยู  

โดยแคลลัสเหลานี้แสดงอาการใหเหน็ชัดในอาหารทีเ่ติม NaCl 0.5% ซึ่งพบวาสายพันธุ
หลักมกีารตายเกิน 50% เมื่อส้ินสุดสัปดาหที ่ 2  ในขณะที่สายพนัธุมทนเค็ม คือ กข23TC7 และ 
กข23TC28 มีการตายนอยกวา 20%  
 แตแคลลัสที่เลี้ยงในอาหารทีเ่ติม NaCl 0.3% เมื่อเลี้ยงไปแลว 2 สัปดาหพบวาสายพันธุ
หลักมกีารตายนอยกวา 50% ในขณะที่สายพนัธุทนเค็มแสดงอาการตอบสนองตอ NaCl เพียง
เล็กนอยเทานัน้ 
 
3. การสกัดดีเอ็นเอจากตวัอยางพืช 
              เมื่อนําดีเอน็เอที่สกัดไดจากวัสดุทดลองทั้งในสวนของดีเอ็นเอจากแคลลัสและดีเอ็นเอ
จากตนกลามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260, 280 และ 320 nm. เพือ่เปรียบเทียบ
คุณภาพความบริสุทธิ์และปรมิาณของดีเอ็นเอที่สกัดได พบวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแคลลัสมีความ
บริสุทธิ์และปรมิาณของดีเอน็เอที่สกัดไดสูงกวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนกลาขาว โดยเปรียบเทยีบ
จากอัตราสวนของ OD260:OD280 และหาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสูตร  (ODXdilution)/20 มี
หนวยเปน μg./μl.(หรือ ODXdilutionX50 มีหนวยเปน μg./ml.)ซึ่งใหผลการทดลองดังตารางที ่5 
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ตารางที ่5    เปรียบเทียบคาการดูดกลนืแสงของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแคลลัสและตนกลาที่ความ 
ยาวคลืน่ 260, 280 และ 320 nm.  อัตราสวนระหวาง OD260:OD280  และปริมาณดีเอ็นเอที่คาํนวน
ไดของแคลลัสและตนกลา 
 

  แคลลัส   ตนกลา  
ตัว  OD   OD   OD   OD   ปริมาณDNA  OD   OD   OD   OD   ปริมาณDNA 
อยาง 
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. การทดสอบคุณภาพของดีเอ็นเอแมแบบโดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR 
 เมื่อนําดีเอน็เอที่สกัดไดจากวัสดุทดลองทั้งในสวนของดีเอ็นเอจากแคลลัสและดีเอ็นเอจาก
ตนกลาขาว  มาเพิม่จํานวนดีเอ็นเอดวย  primer UBC457  พบวา  เมื่อใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบ
ที่เทากนัสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดทัง้จากดีเอ็นเอแมแบบที่ไดจากแคลลัสและไดจากตนกลา  
รูปแบบของโปรไฟลดีเอ็นเอที่พบเมื่อเพิม่ปริมาณโดยใชดีเอ็นเอแมแบบจากแคลลสัใหความเขม
ของแถบดีเอ็นเอและรูปแบบที่เหมาะสมตอการประยุกตใชในการวิเคราะหดกีวา 
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5. การคัดเลอืกไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกบัความสามารถในการทนเค็ม 
เมื่อทําการวเิคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย  UBC primer  กับ

เทคนิค DAF  พบวา  primer UBC228   UBC456  UBC457  และ  UBC459  ใหจํานวนแถบดี
เอ็นเอที่ปรากฏเปนดังภาพที ่1-4  และใหผลวิเคราะหแถบดีเอ็นเอดังตารางที ่6-7 

 
ตารางที ่6 จํานวนและเปอรเซ็นตของดีเอ็นเอโพลมีอรฟซึม โดยการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอดวย UBC 
primer ดวยเทคนิค DAF ในแคลลัสของขาว กข23 สายพนัธุหลักและสายพันธุทนเค็มทัง้ 2 สาย
พันธุ 
 
ไพรเมอร จํานวน fragment 

ทั้งหมด 
สายพันธุ จํานวน 

polymorphic 
%polymorphic 

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

  กข23TC28 39 89 
UBC  22 กข23 สายพันธุหลัก 21 95 
456  กข23TC7 21 95 

  กข23TC28 18 82 
UBC  25 กข23 สายพันธุหลัก 22 88 
457  กข23TC7 24 96 

  กข23TC28 17 68 
UBC  41 กข23 สายพันธุหลัก 38 93 
59  กข23TC7 26 63 

  กข23TC28 24 59 
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ตารางที ่7 จํานวนและเปอรเซ็นตของดีเอ็นเอโพลมีอรฟซึม โดยการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอดวย UBC 
primer ดวยเทคนิค DAF ในตนกลาขาว กข23 สายพนัธุหลักและสายพันธุทนเค็มทั้ง 2 สายพนัธุ 
 
ไพรเมอร จํานวน fragment 

ทั้งหมด 
สายพันธุ จํานวน 

polymorphic 
%polymorphic 

 (a) ตนกลา (b) (b/a x 100) 
UBC  48 กข23 สายพันธุหลัก 43 90 
228  กข23TC7 46 91 

  กข23TC28 43 90 
UBC  57 กข23 สายพันธุหลัก 56 98 
456  กข23TC7 40 70 

  กข23TC28 56 98 
UBC  67 กข23 สายพันธุหลัก 52 78 
457  กข23TC7 59 88 

  กข23TC28 56 84 
UBC  65 กข23 สายพันธุหลัก 60 92 
459  กข23TC7 56 86 

  กข23TC28 58 89 
 
ตารางที ่ 6 และ 7 พบวาการวิเคราะหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยใชดีเอ็นเอ

แมแบบที่ไดจากแคลลัสใหผลดีกวาการใชดีเอ็นเอจากตนกลา  และผลการทดลองมีความ
สม่ําเสมอจากการทาํซ้ําได  เมื่อใช UBC เปนไพรเมอรพบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการใชดีเอ็นเอ
จากตนกลาจะมีจํานวนทีม่ากและมีปญหาไมสามารถทาํซ้ําได  เมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของดี
เอ็นเอโพลีมอรฟซึมและลักษณะของแถบดีเอ็นเอในเบื้องตนที่แทรกลกัษณะสอดคลองกับ
ความสามารถในการทนเค็มในแตละสายพันธ  พบวาไพรเมอร UBC457 อาจสามารถใชเปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมในขาวทนเค็มในการตรวจสอบสายพันธกข23TC7  และกข23TC28 ได 
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6. การสรางขาวพนัธุลกูผสมเพื่อศกึษาและวิเคราะหการกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอใน
รุนลูก  

โดยทําการผสมพันธุขาวสลบัพอแม ทําใหไดลูกผสมทั้งหมด 4 cross โดยไดเมล็ดลูกผสม
ในแตละ cross เฉลี่ยประมาณ 40-60 เมลด็  

จากการทดลองการสรางขาวพันธุลกูผสมเพื่อศึกษาการกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอในรุน
ลูกซึ่งพบวามกีารปนเปอนของเชื้อจุลชพีโดยเฉพาะเชื้อราสูง ทําใหไมสามารถเตรียมวัสดุทดลอง
ในรูปของแคลลัสได ซึ่งทาํใหตองเปลี่ยนวสัดุทดลองมาเปนการใชตนกลาแทน  

เมื่อนํา DNA ที่สกัดจากตนกลาขาวมาทําการวิเคราะหเพื่อหาเครื่องหมายพันธุกรรมของ
ขาวทนเค็ม ซึง่ใชไพรเมอร UBC ที่คัดเลอืกไดในแคลลัสและใชเทคนคิ DAF ในการวิเคราะหทั้งใน
สายพนัธุพอแมและในสายพันธุลกูผสมพบวาแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นมีจาํนวนมาก ซึ่งทาํใหเกิด
ความคลาดเคลื่อนในการจดบันทกึแถบดีเอ็นเอ และปญหาหลักของการทาํการทดลองนี้คือการไม
เกิดซ้ําของแถบดีเอ็นเอซึ่งการแกไขปญหาดังกลาวจงึอยูที่การคัดเลือกหาไพรเมอรตัวใหมที่มีความ
เฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตนกลาขาวสามารถทําซ้าํไดและสิ่งที่สาํคัญคือสามารถให
เครื่องหมายพนัธุกรรมของขาวทนเค็มได 

การคัดเลือกไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงกับความสามารถในขาวโดยใชไพรเมอร 
CU1 , CU2 , CU3  และ CU4 ในตนกลาขาว พบวาไพรเมอร CU1 และ CU2 สามารถใหแถบดี
เอ็นเอซึ่งสามารถใหเปนเครือ่งหมายพันธกุรรมของขาวทนเค็มไดดังภาพที ่ 5-8 และเมื่อทําการ
ตรวจสอบกลบัไปยังลูกผสม ผลการทํา PCR  ในรุนลูกผสมที่ไดดังภาพที ่9-16 
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ภาพที ่1  แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอรUBC457 โดยเทคนิค DAF ใน 8% 
polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 5 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
lane2-5 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอรUBC457 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลสั
ของขาว กข23สายพนัธุหลกั, กข23TC7 และ กข23TC28 
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ภาพที ่ 2 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอร UBC228  UBC456  UBC457 และ 
UBC459 โดยเทคนิค DAF ใน 8%polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 14 แสดงแถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC228 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากแคลลัส
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7 และ  กข23TC28 ตามลําดับ   
lane5-7 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC456 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากแคลลัส
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
lane8-10 แถบดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC457 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลัส
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
lane11-13 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC459 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจาก
แคลลัสขาว กข23สายพนัธุหลัก, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
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ภาพที ่ 3 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอร UBC228 และ UBC459 โดยเทคนิค DAF 
ใน 8%polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 9 แสดงแถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC228 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7 และ  กข23TC28 ตามลําดับ   
lane6-8 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC459 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7  และ กข23TC28  ตามลําดับ 
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ภาพที ่ 4 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมื่อวิเคราะหดวยไพรเมอร UBC457 และ UBC456 โดยเทคนิค DAF 
ใน 8%polyacrylamide gel ที่ยอมดวยเงนิ  
lane1 และ lane 9 แสดงแถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC457 โดยใชดีเอ็นเอทีส่กัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั,  กข23TC7  และ กข23TC28 ตามลําดับ  
lane6-8 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร UBC456 โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากตนกลา
ขาว กข23สายพันธุหลกั, กข23TC7 และ กข23TC28  ตามลําดับ 
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ภาพที ่5 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU1 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU1 กับขาว  กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ กข23TC28 ตามลําดับ 
 

 
 
 
ภาพที ่6 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU2 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU2 กับขาว กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ  กข23TC28 ตามลําดับ 
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ภาพที ่7 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU3 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU3 กับขาว กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ กข23TC28  ตามลําดับ 
 

 
 
ภาพที ่8 แถบดีเอ็นเอที่ไดเมือ่วิเคราะหดวยไพรเมอร  CU4 โดยเทคนคิ RAPD ใน 1.5%agarose gel  
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker  
lane2-4 แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเมื่อใชไพรเมอร CU4 กับขาว กข23สายพันธุหลัก, กข
23TC7 และ กข23TC28  ตามลําดับ 



 46

 
 
ภาพที ่9 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU1 
                  9.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุพอ-แม ซึ่ง   
ไดแก กข23สายพนัธุหลัก lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับlane1 
แถบดีเอ็นเอของ   100-bp DNA ladder marker   
                   9.2 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7  แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker   
                   9.3 ผลการวิเคราะหแถบดีเอน็เอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 10 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลาํดับ
ตั้งแต lane2-11 
 lane1 และ lane12 แสดงแถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่10 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU1 
                   10.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   10.2 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6  lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   10.3 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 9 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-10 lane1 และ lane11 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่11 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU2 
                   11.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   11.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   11.3  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 8 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-9 
 lane1 และ lane10 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่12 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไเมอร CU2 
                   12.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   12.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   12.3   ผลการวเิคราะหแถบดเีอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที1่3 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU3 
                   13.1 ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
 ๅซึ่งไดแก กข23สายพันธุหลัก lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียง
ตามลําดับlane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   13.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6   lane1 และ lane7 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   13.3  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 10 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลาํดับ
ตั้งแต lane2-11 
 lane1 และ lane12 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่14  แสดงแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 
1.5%agarose gel โดยใชไพรเมอร CU3 
                   14.1  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   14.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 4 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-5  lane1 และ lane6 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   14.3    ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุ
ลูกผสมระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลกั ทั้งหมด 4 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียง
ตามลําดับต้ังแต lane2-5lane1 และ lane6 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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ภาพที ่15 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU4 
                   15.1  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ   100-bp DNA ladder marker   
                   15.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC7 ทัง้หมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 lane1 และ lane7  แถบดีเอ็นเอของ  100-bp DNA ladder marker   
                   15.3  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC7 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 5 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-6 
  lane1 และ lane7 แสดงแถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
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าพที ่16 แถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค RAPD ใน 1.5%agarose gel 
โดยใชไพรเมอร CU4 
                   16.1  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพนัธุพอ-แม 
ซึ่งไดแก กข23สายพนัธุหลกั lane2, กข23TC7 lane3 และ กข23TC28 lane4 เรียงตามลําดับ
lane1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   16.2  ผลการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลกูผสม
ระหวาง กข23สายพนัธุหลัก x กข23TC28 ทั้งหมด 4 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยางเรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-5 lane1 และ lane6 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 
                   16.3   ผลการวเิคราะหแถบดเีอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุลูกผสม
ระหวาง กข23TC28 x กข23สายพนัธุหลัก ทั้งหมด 3 ตัวอยาง จาก 20 ตัวอยาง เรียงตามลําดับ
ตั้งแต lane2-4  lane1 และ lane5 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp DNA ladder marker 



บทที่ 5  
วิจารณผลการทดลอง 

 
                   งานวิจัยนี้เปนงานตอเนื่องจากโครงการ New Varieties of Rice for Saline and 
Acid Soil through Tissue Culture  ที่ประสบความสาํเร็จในการคัดเลือกสายพันธุขาวทนเค็มจาก 
somaclone         Vajrabhaya and Vajrabhaya(1991) และวันชยั  สังฆสุข (2542) ศึกษาการ
สะสมโพรลนีและน้ําตาลของขาวทนเค็มสายพันธุ กข23TC7 และกข23TC28 พบวาเมื่อตนขาวอยู
ในภาวะเค็มและแลง  สายพนัธุทนเค็มมีการสะสมโพรลีนและน้ําตาลมากกวาขาวสายพนัธุปกติ
(สายพนัธุหลกั)  โดยไดผลตรงกับ วรัญญา  คําปน (2542)  ซึ่งศึกษาในขาวสายพนัธุทนแลงที่
คัดเลือกจากsomacloneเชนกนั งานวิจัยนี้ตองการทราบวาจะสามารถใชเครื่องหมายพนัธกุรรมใน
ระดับ         ดีเอ็นเอบงบอกความสามารถในการทนเค็มของขาวไดหรือไม จึงเลือกใชขาวกข23TC7
และกข23 TC28 เปนตัวอยางศึกษา 
 
                   เพื่อเปนการยนืยันวา กข23TC7 และ กข23TC28  ซึ่งไดมาจากโครงการดังกลาวโดย
อยูในรุนที ่ 9 แลวนั้น ยังคงมีลักษณะการทนเค็มอยูจริง  จึงไดทาํการทดสอบโดยปลกูขาวระยะ 5 
ใบ ในสารละลายปุยสูตร WP No.2 ที่เติม Nacl 0.3%  คาการนํากระแสไฟฟา 6-7 mmho/cm  
เปนระยะเวลา 4 สัปดาห พบวาอัตราการรอดตายของสายพันธุทนเค็มสูงกวาของสายพันธุหลัก
โดย  กข23TC7 รอดตาย 86.3%  กข23TC28 รอดตาย 69.5%  ในขณะที่สายพนัธุหลกัรอดตาย 
57.6%  เมื่อเปรียบเทียบกบัอัตราการอยูรอดของสายพนัธุทนเค็มของทั้งสองสายพนัธุนีท้ี่คัดเลือก
ดวย NaCl 5% ในน้ําปุย WP  คาการนาํกระแสไฟฟา 9-10 mmho/cm 4 สัปดาหเชนกัน พบวา
สายพนัธุหลักมีอัตราการรอดตาย 2-3% ในขณะที่สายพันธุทนเค็มที่คัดเลือกไดอยูในระดับ 23-
28% โดยทําการคัดเลือกในรุนที ่ 3 (Vajrabhaya and Vajrabhaya, 1986)  แสดงใหเห็นวาสาย
พันธุที่คัดเลือกมาจาก somaclone นี้ยังคงลักษณะเดิมอยู 
 
               ผลการศกึษาสตูรอาหารเพือ่ชักนําแคลลัสจากเอ็มบริโอ 
                   ผลการศึกษาเบื้องตนถงึคุณสมบัติของดีเอ็นเอที่สกัดมาจากแคลลัสและตนกลา  เพื่อ
นํามาศึกษาเครื่องหมายพนัธุกรรมทางชวีโมเลกุล  พบวาแคลลัสใหดีเอ็นเอที่มีคณุสมบัติที่ดีกวา  
จึงจําเปนตองศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะตอการชักนําและเลี้ยงแคลลัสของขาวกข23 ทั้งนี้เพราะ  
ขาวกข23 เปนพนัธุที่ชักนําเอ็มบริโอไดยากกวาขาวไทยพันธุอ่ืน ๆ เชน ขาวดอกมะลิ 105  เหลือง
ประทิว 123 หรือนางมลเอสเปนตน (มนทกานต ิ  วัชราภัย, ติดตอเปนการสวนตวั) ไดทดลองเลี้ยง
แคลลัสโดยชักนําจากเอ็มบริโอที่เจริญเต็มที ่ เปรียบเทยีบในอาหารตาง ๆ 5 สูตร  สรุปไดวาการ
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เลี้ยงเอ็มบริโอของขาวกข23 นั้น สูตรอาหารที่เหมาะสมที่สุดโดยไดปริมาณแคลลัสมากที่สุดและ
เปน E-callus ทั้งหมด  คือ สูตรที่ดีที่สดุของ สุดารัตน  นิติวัฒนะ (2538)  ซึ่งในการทดลองนี้
เรียกวาสูตร A  โดยไดแคลลัส 0.2355 กรัมตอเอ็มบริโอ  เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 3 สัปดาห สวนสตูรที่
ใหผลรองลงมาคือสูตร M-019 ซึ่งเปนสูตรอาหารสําหรับชักนําแคลลัสจากอับเรณูของ Raina 
(1993)   โดยได E-callus เชนกนั  แตไดน้ําหนักแคลลัสนอยกวาคือ 0.1215 กรัมตอเอ็มบริโอ  สวน
สูตรอื่น ๆ อีก 3 สูตรไดผลนอยกวานี้มาก และบางสตูรยังเปน NE-callus(แคลลัสที่ไมสามารถ
พัฒนาเปนตนใหมได) อีกดวย ซึ่ง E-callus เปน แคลลัสที่มีศักยภาพสงูในการเกิด plant 
regeneration 
 
                   เมื่อศึกษาถึงองคประกอบของอาหารทัง้ 5 สูตรเปรียบเทียบกนั พบวาในกลุมของธาตุ
อาหารหลัก สูตรA และ M-019 เทานัน้ที่มเีกลือ (NH4)2SO4   ในขณะทีอี่ก 3 สูตรไมมี   ซึ่งสามารถ
อธิบายไดวาเกลือแอมโมเนยีมมีผลชวยให pH ของอาหารไมเปลีย่นแปลงมากนัก  ยิ่งกวานั้น
อัตราสวนของ N ในรูปของ NH4

+ ที่สมดุลยกับ N ในรูปอ่ืนนาจะชวยกระตุนใหการชักนาํแคลลัสดี
ข้ึนสวนองคประกอบของธาตุอาหารทั้ง 5 สูตรไมแตกตางกนัมากนกั  ในดานความแตกตางของ
สารอินทรียเสริมในสูตรตาง ๆ พบวาสูตร A มีสารอินทรยีเสริมมากที่สดุ (ตารางที ่8) เชน ม ีbiotin 
กรดอะมินโนหลายตัว รวมทัง้มีน้าํสกัดจากมันฝร่ังดวย  จึงทาํใหองคประกอบของอาหารสมบูรณ
กวาสูตรอื่น  ยิ่งกวานัน้เกีย่วกับการใชมนัฝร่ังไดมีงานวิจัยหลายงานที่แสดงใหเหน็ถึงขอดีของการ
ใชมันฝร่ัง Vajrabhaya, Supaokit และ Vajrabhaya (1994)  รายงานวา การเลี้ยงกลากลวยไม
สกุลหวาย  (Dendrobium) ดวยอาหารทีป่ระกอบดวยมันฝร่ัง KNO3  และน้ําตาลเทานัน้สามารถใช
เลี้ยงกลากลวยไมไดดีกวาสตูรกลวยไมทัว่ไปมาก   สําหรับสูตร M-019 ซึ่งใหผลรองลงมาโดยที่
แคลลัสที่ชักนาํไดเปน E-callus เชนกนัและปริมาณของแคลลัสที่ไดนั้นนอยกวาสตูร A เทาตวั  ซึ่ง
สูตร M-019 เปนสูตรที่สามารถชักนําแคลลัสของขาวโดยการเลี้ยงอับเรณูของลูกผสม กข21 กับ
สุพรรณบุรี90 ไดผลดีมาแลว (สุภาพร  จันทรบัวทอง, 2541)  ซึ่งการเลี้ยงอับเรณูเปนเทคนิคที่ยาก
กวาการเลี้ยงเอ็มบริโอ  ดังนัน้หากแปลงสูตร M-019  โดยการเติมสารอินทรียเสริมลงไป
เชนเดียวกับสูตร A อาจสามารถชักนําแคลลัสของ กข23 จากเอ็มบริโอไดดีกวาสูตร A ก็ได 
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ตารางที ่8 เปรียบเทียบองคประกอบของอาหารสูตรตางๆที่ใชชักนาํแคลลัส 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส องคประกอบ 
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 + + + + + 
สารอินทรียอื่นๆ      
วิตามิน      
Myo-inositol + − + + − 
Nicotinic acid + + − + + 
Pyridoxine HCl + + + + + 
Thiamine HCl + + + + + 
Biotin + − − − − 
Inositol − − − − + 
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ตารางที ่8(ตอ) เปรียบเทียบองคประกอบของอาหารสตูรตางๆที่ใชชกันําแคลลัส 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส องคประกอบ 
A CU M-019 SK-1 Y 

กรดอะมิโน      
Glycine + − + + − 
Proline + − − − − 
Arginine + − − − − 
Asparagine + − − − − 
Alanine + − − − − 
Glutamine + − − − − 
สารควบคุมการเจริญ      
2,4-D + + + + + 
NAA − − − + − 
BAP + − − − − 
Kinetin − + + + − 
สารอินทรียเสริม      
Yeast Extract − − − − + 
น้ําสกัดมันฝรั่ง + − − − − 
น้ํามะพราวออน + + − − − 
Sucrose + + − + + 
Maltose − − + − − 
สารอินทรียเสริม      
Casein hydrolysate − − − + − 
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การเปรยีบเทียบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลสัและตนกลา 
ผลการศึกษาคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลัสเปรียบเทียบกับทีส่กัดจากตนกลา  

พบวาดีเอ็นเอจากแคลลัสมคีวามบริสุทธิก์วาดีเอ็นเอจากตนกลา  ทั้งยังไดปริมาณมากกวาดวย
โดยดูจากคา OD260 :OD280  (ตารางที ่5)  ดังนัน้ ในการตรวจหาเครื่องหมายพันธุกรรมจึงนาจะใช ดี
เอ็นเอจากแคลลัสแตเนื่องจากเมื่อทําการผสมขามสายพันธุของพนัธุทนเค็มและพนัธุหลกั    
ลูกผสมที่ไดมกีารปนเปอนของเชื้อราและไดเมล็ดนอย  จึงมีความจาํเปนตองสกัดดีเอ็นเอจากตน
กลาแทน 
                   สําหรับดีเอ็นเอจากแคลลัสของสายพันธุทนเค็ม ไดทําการคัดเลือกแคลลัสทนเค็มกอน  
โดยนําแคลลสัมาเลี้ยงบนอาหารสูตร A ที่เติม NaCl  เปนเวลา 1 สัปดาหกอนแลวจึงสกัดดีเอน็เอ 
สวนแคลลัสของสายพันธุหลักที่ใชเปรียบเทียบไมตองผานการคัดเลือกดวย NaCl 
                   สําหรับดีเอ็นเอที่สกัดมาจากตนกลานัน้  ใชตนกลาอาย ุ 1 สัปดาห มขีนาด 3-5 ซ.ม. 
จากโคนตนถงึปลายใบ  โดยสกัดจากสวนตนเทานั้น (ไมใชสวนราก)  ดังนัน้แมจะเปนตนกลาทีม่า
จากสายพนัธุทนเค็ม ตนกลาที่ใชก็มิไดผานการคัดเลือกมากอน  ในกรณีนี้ตนกลาที่ไดอาจเปนตน
ที่ไมทนเค็มก็ได (กข23TC7 อัตรารอดตายที ่NaCl 0.3%  คือ 86.3% กข23TC28 รอดตาย 69.5%   
กข23 รอดตาย 57.6%) 
 
                   การคัดเลือกหาไพรเมอรที่มีความเฉพาะ 
                   ในการหาไพรเมอรที่มีความเฉพาะเจาะจงและสัมพันธกับความสามารถในการทน
เค็มนั้น ไพรเมอรที่เลือกใชในงานวิจัยนี้แบงเปน 2 กลุม  กลุมแรก ไดแก  UBC228, UBC456, 
UBC457  และ UBC459  เปนไพรเมอรทีใ่หความเสถียรและเคยใชในการจําแนกไมดอก  (Fritsch  
และคณะ, 1993) และเห็ดหอม (Phuangphoo,1999)  โดยมีพืน้ฐานคือสํารวจความเหมาะสมของ
ไพรเมอรโดยการวิเคราะหทัง้หมด  480 ตัว  ดวยวิธ ี RAPD PCR   สวนไพรเมอรในกลุมที ่2 ไดแก 
CU1, CU2, CU3  และ CU4 (ไดรับความอนุเคราะหจากอาจารย ดร.ปยะศักดิ ์ชอุมพฤกษ) เพือ่
ทดสอบดูความสัมพนัธของการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอเหลานัน้  ทั้งในตนพอ แม ของสายพันธุหลัก
และสายพนัธุทนเค็ม  และดูการกระจายตวัในพนัธุลกูผสม 
 
                   ปจจัยสําคัญอนัหนึ่งของปฏิกิริยาลูกโซ  PCR  คือ ความเฉพาะเจาะจง  และ
ความสัมพันธกันระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมแบบ Caetano-Arolles และคณะ (1992) 
ทําการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรขนาดตางๆตอความเฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอแมแบบ  
รูปแบบการแสดงออกของแถบดีเอ็นเอที่ได  และอิทธพิลที่มีผลตอการเขาจับกนัระหวางไพรเมอร
กับดีเอ็นเอแมแบบ 
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โดยการเพิ่มอุณหภูมิ annealing  temperature  พบวาการเปลี่ยนแปลงไปของลําดบัเบสที่อยูใกล
กับสวนปลาย 3’  ของไพรเมอรทําใหคาการดูดกลืนแสงของ  PCR  product  ที่ไดเปลี่ยนแปลงไป  
สวนอุณหภูมิ  annealing  temperature  ที่เปลี่ยนแปลงไปจะลดความสามารถของการเพิ่ม
ปริมาณของไพรเมอรสายสัน้ๆ ลง  
 
                   เทคนิค  DAF  ในงานวิจัยนี ้มีความแตกตางจากของเดมิ คือ จํานวนนิวคลีโอไทดทีใ่ช
เปน 10 เบส  ซึ่งในเทคนคิ DAF จะใชเพียง 8 เบสเทานั้น (Trigiano และ Caetono-Anolles, 
1998)  การเพิ่มจํานวนนิวคลีโอไทดเปนการเพิ่มความเฉพาะเจาะจงกับดีเอน็เอแมแบบใหมาก
ยิ่งขึ้นโดยอาศยัการวเิคราะหที่แมนยาํ  โดยเฉพาะในเรือ่ง  resolution  จาก  gel  polyacrylamide  
และการยอมดวยโลหะเงินมาประยุกตใชในการจาํแนกขนาดของดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณได  
นอกจากนี้สามารถเก็บผลการศึกษาในรูปแผนเจลไวใชถาวร  ซึ่งจากการวิจยัที่ผานมา 
Phuangphoo(1999) ใชเทคนิคดังกลาวในการวิเคราะหดีเอ็นเอเพือ่จําแนกสายพันธุเห็ดหอมซึ่ง
ใหผลดี  สวนในงานวิจัยนี้พบวาเทคนิค DAF สามารถใชในการวิเคราะหหาเครื่องหมายพันธุกรรม
ของขาวทนเคม็โดยใช    ดีเอ็นเอที่สกัดจากแคลลัสไดดีแตเมื่อทําการวิเคราะหโดยใชดีเอ็นเอที่สกดั
จากตนกลาขาวลูกผสมโดยใชไพรเมอร UBC  และคัดเลือกไดดวยเทคนิค DAF  พบวาแถบดีเอ็นเอ
ที่เกิดขึ้นมีจํานวนมาก (non-specific band) ทั้งนี้อาจเนื่องจากความไมเฉพาะเจาะจงของไพร
เมอร และไมสามารถทาํซ้าํไดแมจะทําการทดลองในลกัษณะเดียวกนัหลายครั้ง  ซึ่งการแกไข
ปญหาดังกลาวจึงอยูที่การคัดเลือกหาไพรเมอรตัวใหมทีม่ีความเฉพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอที่สกัดได
จากตนกลาขาว  สามารถทําซ้าํได  และสิ่งที่สาํคัญคือ สามารถวิเคราะหหาเครื่องหมายพนัธุกรรม
ของขาวทนเคม็ได  
 
 
การวิเคราะหหาเครื่องหมายพันธุกรรมของขาวทนเค็มและดูการกระจายตัวในลูกผสม 
                   ผลการวิเคราะหหาเครื่องหมายพนัธกุรรมของขาวทนเค็มโดยใชเทคนิค RAPD กับ
ไพรเมอร  CU1, CU2, CU3  และ CU4  พบวาไพรเมอร CU1  สามารถใหแถบดีเอ็นเอที่แตกตาง
ในขาวสายพันธุทนเค็มทัง้สองสายพนัธุอยางชัดเจน  สวนไพรเมอร CU2  พบวาแถบดีเอ็นเอที่
สามารถใชเปนเครื่องหมายพันธกุรรมของขาวทนเค็ม กข23TC7  เปนแถบที่เขมกวาปกติ  และเมื่อ
ตรวจดูการกระจายตวัในรุนลูกผสมจะพบวาในลกูผสมบางสวนพบแถบดีเอ็นเอแถบเดียวกนันี ้ 
เมื่อดูการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทดสอบโดยใชคา ไค-สแควร มาชวยในการ
ทดสอบพบวาลูกผสมที่ไดมกีารกระจายตวัของแถบดีเอ็นเอเปาหมายเปนแบบ 1:1 ขณะที่เมื่อทาํ
การตรวจสอบกลับไปดูอัตราการรอดตายของขาวสายพันธุทนเค็มทัง้ 2 สายพันธุ  พบวาในกลุม
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ประชากรเดียวกันยังมีตนขาวบางสวนในสายพนัธุทนเค็มที่ตายจากการทดสอบในสภาวะที่มเีกลือ 
NaCl ในสดัสวนที่สอดคลองกับการกระจายตวัของยนีดังกลาวทําใหสรุปไดวามีความเปนไปไดที่
ความสามารถในการทนเค็มในขาวทั้งสองถูกควบคุมดวยยีนมากกวา 1 ชนิด  นอกจากนีเ้มื่อศึกษา
ในลูกผสม reciprocal cross ทัง้ 2 cross ซึ่งพบวาผลการทดลองใหผลการกระจายตัวเปนแบบ
เดียวกนัสามารถระบุไดวารูปแบบของแถบดีเอ็นเอทีพ่บดังกลาวไมอยูบนโครโมโซมเพศ   
 
                   ในการศึกษาครัง้นี้เปนการศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางระหวางขาวสายพนัธุปกติ
และขาวสายพนัธุทนเค็มที่มาจาก somaclonal variation  ดังนัน้พืน้ฐานทางพนัธุกรรมของขาวทั้ง
สองนัน้จึงไมมคีวามแตกตางกัน แตมีเพียงบางสวนของขาวทนเค็มที่ไดเทานั้นที่มกีารเปลี่ยนแปลง 
ในการคัดเลือกขาวสายพนัธุทนเค็มที่ไดจากโครงการนีท้ําการคัดเลือกโดยใหขาวสายพนัธุทนเค็มมี
ความแตกตางจากสายพนัธุปกติเพียงแคเพิ่มความสามารถในการทนเค็มเทานัน้ สวนในดาน
สัณฐานวิทยาใหคงเหมือนกบัสายพนัธุปกติ ถาพบความแตกตางเกิดขึ้นในตนใดจะคัดทิ้งทนัท ี ใน
ดานสรีรวิทยานั้น วันชัย สังฆสุข (2542) พบวาในขาวสายพนัธุทนเค็มที่ไดจากโครงการมกีาร     
สะสมโพรลนีและน้ําตาล (total sugar) เพิ่มมากกวาสายพันธุปกติเมือ่อยูในภาวะเค็มซ่ึงไดผลตรง
กับงานของวรัญญา  คําปน (2542) ทีท่ําในขาวทนแลงพบการสะสมโพรลีนและน้ําตาลมากขึน้เมือ่
อยูในภาวะแลง  จากรายงานการวิจัยที่ผานมาจะพบวารายงานที่เกีย่วของกับยีนที่ควบคมุ
ความสามารถในการทนเค็มของขาวและกลไกตาง ๆ นัน้มีอยูเปนจาํนวนมากและสวนใหญมีความ
เกี่ยวของกันและสงผลกระทบซึ่งกนัและกนั เชน การเพิม่ข้ึนและลดลงของโปรตีนบางชนิด เชน โพ
ลีเอมีน (polyamines) (Krishnamurthy and Bhagwat, 1989)  การปรับตัวโดยการลด water 
potential ภายในเซลลใหต่ํากวาภายนอก (Taiz and Zeiger, 1991)  รวมถึงยีนทีเ่กี่ยวของกับการ
หายใจ (Umeda et al., 1994)  มีผลตอความสามารถในการทนเคม็ไดทั้งสิน้  จากการวิจัยของ  
Cales และคณะ (1990)  พบวาเมื่ออยูในภาวะเค็มจะทําใหการสะสม mRNA  ของยีน  salT  เพิ่ม
มากขึ้นและยงัพบโปรตนีทีถู่กชักนําใหมกีารแสดงออก 8 ชนิด   Iayer  และ Caplan (1998)  
พบวาสาร  intermediate  ทีไ่ดจากการสงัเคราะหโพรลีน   สามารถชักนําใหเกิดการแสดงออกของ
ยีน salT  และ dhn4  ซึ่งเปนยนีที่ควบคุมคาออสโมติกในขาว  Hoshida และคณะ  (2000)  ศึกษา
ถึงการเพิ่มประสิทธิภาพของความสามารถในการทนเคม็  โดยการเพิม่การแสดงออกของยีน  
glutamine  synthetase (GS2)  ซึ่งมีอยูแลวในคลอโรพลาสตของขาว  และทําการตัดตอยีนเขาสู
ขาว       จากผลการทดลองที่เกี่ยวของกับการแสดงออกของยีนทนเค็มที่พบและการกระจายตัวที่
ไมไดสัดสวนของประชากรเปน 1:0 ในรุนลูกผสมสามารถนํามาใชสรุปไดวายีนทนเค็มเหลานัน้
ไมใชยีนเดียวที่มีลักษณะควบคุมแบบ dominant หรือ recessive และนาจะเปนยนีที่มหีลายยีน        
(Multiple gene) ซึ่งในการแสดงออกของยีนแตละยนีนัน้มีผลตอปริมาณของความสามารถในการ
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ทนเค็มในแตละระดับซึ่งจะแตกตางกนัออกไปขึ้นอยูกับจํานวนของยนีที่แสดงออก และเปน
ลักษณะการแสดงออกในเชงิปริมาณ (Quantitative Trait Loci; QTL) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษา
ของ Yeo (1998)      ในการทดลองนี้ไดทาํการวเิคราะหเครื่องหมายพนัธุกรรมที่เกิดขึ้นระหวางขาว
ปกติและขาวทนเค็มโดยนาํเทคนิค RAPD มาใชในการวิเคราะหเพือ่ใชเปนแนวทางในการชี้บอก
ความสามารถในการทนเค็ม ซึ่งเครื่องหมายพนัธุกรรมที่ตรวจพบในการวิจัยนี้จึงนาจะเปนเพียง
สวนหนึง่ซึง่มคีวามเกี่ยวโยงและสัมพนัธกับความสามารถในการทนเค็มของขาวได ถาเปนจริงตาม
สมมติฐานนี้จะมีประโยชนตอการตรวจสอบสายพนัธุทนเค็มของขาวกข23และขาวพนัธุอ่ืนๆ โดย
ทั้งนี้จําเปนตองมีการศึกษาความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอรและลักษณะการกระจายตัวตางๆกอน  
จึงหวังวาวิธทีีใ่ชนี้สามารถนาํมาประยุกตใชในการปรับปรุงใหไดขาวทีม่ีความสามารถทนเค็มใน
ลักษณะ  Molecular  assist  breeding  ไดในอนาคต 
 
                   ในการศึกษาข้ันตอไป  ควรมีการตรวจสอบความสามารถในการทนเค็มของขาว
ลูกผสมทีน่ํามาใชในการวิเคราะห  เพื่อตรวจสอบวาเครื่องหมายพนัธุกรรมที่ตรวจพบในลูกผสมมี
ความเกี่ยวของกับการทนเคม็ทั้งในเชงิคุณภาพและปริมาณมากนอยเพียงใด   โดยทางปฏิบัติควร
ตรวจสอบเฉพาะในเนื้อเยื่อบางสวน  เชนปลายใบ  นาํไปทดสอบความสามารถในการทนเค็มจาก
สวนที่เหลือใชตอไป   และควรจะมีการศึกษาการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอทีพ่บเพื่อหาอัตราสวน
ของการกระจายตัว ทั้งนี้ควรมีการผสมขามเพื่อเพิ่มจํานวนลูกผสมใหมากพอตอการวิเคราะหการ
กระจายตวัของลูกผสมรุน F1 และควรมีการศึกษาการกระจายตัวตอไปอีกในรุน F2 โดยการผสม
กลับ (back cross) ไปยังสายพันธุพอ-แมอีกดวย 



บทที่ 6  
สรุปผลการทดลอง 

 
                   ผลการทดสอบคุณสมบัติของขาวสายพันธุ กข23TC7 และ กข23TC28    ซึ่งเปนสาย
พันธุที่คัดมาจาก somaclone โดยเปรียบเทียบอัตราการรอดตายเมือ่ใหกลาขาวระยะ 5 ใบ อยูใน
สารละลายปุยที่เติม NaCl 0.3% เปนเวลา 4 สัปดาห  พบวาอัตราการรอดตายของสายพันธุทน
เค็มทั้ง 2 สายพันธุสูงกวาสายพันธุหลกั คือ กข23TC7 รอดตาย 86% กข23TC28 รอดตาย 70%  
ขณะที่สายพันธุหลักรอดตาย 58%  
                   เมื่อศึกษาการชักนาํแคลลัสจากการเลี้ยงเอมบริโอของ กข23  ในอาหารสูตรที่
แตกตางกนั 5 สูตร พบวาสูตรของ สุดารัตน  นิติวัฒนะ (2538)  เปนสตูรอาหารที่ใหแคลลัสน้ําหนกั
ดีที่สุดและแคลลัสที่ไดเปน embryogenic callus ทั้งหมด  เมื่อวิเคราะหความแตกตางของ
องคประกอบสูตรอาหาร A  พบวาในสวนของธาตุอาหารหลักม ี (NH4)2SO4  รวมอยูดวย  นอกนัน้
ยังมีสวนของสารอินทรียเสริมมากมายที่สตูรอื่นไมมี  เชน  biotin กรดอะมิโนบางชนิด  รวมทั้งน้าํ
สกัดจากมนัฝร่ังดวย 
                   การศึกษาคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอแมแบบ โดยเปรียบเทียบระหวางดีเอน็เอที่
สกัดจากแคลลัสที่รอดตายจากการเลี้ยงในอาหารทีเ่ติม NaCl 0.5%  หนึง่สัปดาหกบัดีเอ็นเอที่สกดั
จากตนกลาที่ไมไดรับปจจัยความเค็ม  ใช UBC primer ซึ่งเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR  
และใชเทคนิค DAF ในการวิเคราะหพบวาดีเอ็นเอทีส่กัดจากแคลลัสมีรูปแบบของโพรไฟลดีกวา
ของดีเอ็นเอทีส่กัดมาจากตนกลา 
                   เมื่อเปลี่ยนมาใช CU-primer โดยสกัดดีเอ็นเอจากตนกลาและใชเทคนคิ RAPD พบ
รูปแบบของโพรไฟลดีเอ็นเอมีความเฉพาะและมีแนวโนมที่จะใชเปนเครือ่งหมายพันธกุรรมบวก
ความสามารถในการทนเค็มของขาว กข23 ได 
                   ผลการวิเคราะหการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอในลูกผสม(ของขาวสายพันธุหลกักับ
สายพนัธุทนเค็ม) พบวามีแถบของดีเอ็นเอที่แตกตางและไมแตกตางจากสายพนัธุหลัก  โดยพบวา 
CU-primer ใหผลดีและทาํการทดลองซ้ําได  ซึ่งใชเทคนิค RAPD  ในการวิเคราะห  โดยในไพรเมอร 
CU1  ใหแถบดีเอ็นเอของพนัธุทนเค็ม กข23TC7 และ กข23TC28  ซึ่งตางไปจากพันธุปกต ิ  สวน
ไพรเมอร CU2 สามารถวิเคราะหไดในขาว กข23TC7   
                   ผลการศึกษานี้สรุปไดวาแถบของดีเอ็นเอของสายพันธุทนเค็มที่ตางไปจากสายพนัธุ
หลัก  นาจะใชเปนเครื่องหมายพนัธุกรรมในระดับชีวโมเลกุลบงบอกความสามารถในการทนเคม็
ของขาว กข 23 ได 
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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 
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ภาคผนวก ข 
Stock. สวนประกอบ ปริมาณ ปริมาตรทั้งหมด หมายเหตุ 

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

Chloroform 
Isoamylalcohol 

24 ml. 
1 ml. 

25 ml.  

DDW น้ํากลั่นที่ไดจากการกลั่นซ้ํา 1 ml 1000 ml เมื่อเตรียมเสร็จนําไปเก็บที่อุณหภูมิหอง overnight แลวนําไป autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

2x CTAB extraction buffer CTAB 
1 M Tris-HCl, pH 
0.5 M EDTA 
5 M NaCl 
PVP 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

4 g 
20 ml 
8 ml 
56 ml 
2 g 

200 ml หามนําไป autoclave 

1% CTAB precipitation buffer CTAB 
1 M Tris.Hcl, pH 8.0 
0.5 M EDTA 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

1 g 
5 ml 
2 ml 

100 ml  
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Stock. สวนประกอบ 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 เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที 

50 mM EDTA 0.5M EDTA 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

100 μl 1 ml  

5 M NaCl NaCl  
น้ํากลั่น 

146.1 g 500 ml เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที 

1 M NaCl-TE 5 M NaCl 
1 M Tris-HCl, pH 8.0 
0.5 M EDTA 
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

10 ml 
500 m 
100 μl 

50 ml  

0.5 M Na2EDTA, pH 8.0 Na2EDTA 
น้ํากลั่น 

186.1 g 
 

1000 ml ใชโซเดียมไฮดรอกไซดในการปรับคา pH  เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

2 N NaOH NaOH  
น้ํากลั่น 

8.0 g 100 ml เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
นาที 

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

Phenol 
Chloroform 
0.1M Tris-HCl (pH 7.6) 

250 ml. 
250 ml. 

500 ml. เมื่อเตรียมเสร็จแลวเก็บในขวดสีชา 
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Stock. สวนประกอบ ปริมาณ ปริมาตรทั้งหมด หมายเหตุ 
20% Sarkosine N-Lauryl sarkosyl 

DDW  
10 g 5.0 ml  

10% SDS SDS  
น้ํากลั่น 

10 g 100 ml ละลายไดที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส  หามนําไป autoclave 

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

40.827 g 100 ml ใชกรดอะซิตริกในการปรับคา pH  เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที  

1M Tris-HCl, pH 8.0 Tris 
น้ํากลั่น 

121.1 g 
 

1000 ml ใช conc. HCL ในการปรับคา pH เมื่อเตรียมเสร็จแลวนําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ค 

 
ลําดับเบสและ%GC content ของไพรเมอรที่ใชในการทดลอง 

 
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 
 

องคประกอบของสูตรอาหารเลี้ยงแคลลัสจากเอมบริโอของขาว 
 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส (มิลลิกรัมตอลิตร) องคประกอบ 
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 
สารอินทรียอื่นๆ      
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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องคประกอบของสูตรอาหารเลี้ยงแคลลัสจากเอมบริโอของขาว (ตอ) 
 

สูตรอาหารเลี้ยงแคลลัส (มิลลิกรัมตอลิตร) 
องคประกอบ 

A CU M-019 SK-1 Y 
สารอินทรียอื่นๆ      

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 - 
สารอินทรียเสริม      
Yeast  Extract - - - - 5,000 
น้ําสกัดมันฝรั่ง 100,000 - - - - 

น้ํามะพราวออน (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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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 

                   นางสาววิจิตรา สมรรคนัฏ เกิดวันที ่ 24 สิงหาคม พ.ศ.2518 ที่อําเภอตลิ่งชัน 
จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวทิยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาพืชไร-นา คณะ
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ป พ.ศ.2539 และเขาศึกษาตอใน
หลักสูตรวทิยาศาสตรมหาบัณฑิตสาขาวชิาเทคโนโลยทีางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลยั เมื่อป พ.ศ.2540 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2543 
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