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การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยคัดเลือกลักษณะความหอม
และปริมาณอะมิโลสต�่ำ ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวแบบบันทึกประวัติ
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บทคัดย่อ
	 การปรับปรุงพันธุ์ข้าวเพ่ือคุณภาพการหุงต้มที่ดีเป็นหนึ่งในเป้าหมายของการปรับปรุงพันธุ์ข้าวไทย 
การวิจัยนี้ได้ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ Naro และ   RM190 ที่เฉพาะกับลักษณะความหอมและปริมาณอะมิโลส 
ที่มีต�ำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 8 และ 6 ของข้าวตามล�ำดับ มาใช้ช่วยในการคัดเลือกลักษณะทั้ง 2 ในประชากร
ชั่วท่ี 2 จ�ำนวน 600 ต้นจากคู่ผสมระหว่างพันธุ์ปทุมธานี 1 (PTT1) ที่มีคุณภาพหุงต้มดี กับพันธุ์ CH4 ที่มี
ศักยภาพการให้ผลผลิตสูง มีการคัดเลือกแบบทีละลักษณะในประชากรดังกล่าว โดยคัดเลือกต้นที่มีพันธุกรรม 
แบบคงตัวในลักษณะความหอมได้จ�ำนวน 151 ต้น จากนั้นคัดเลือกต้นที่มีพันธุกรรมคงตัวของปริมาณ 
อะมิโลสต�่ำเช่นเดียวกับพันธุ์ปทุมธานี 1 ได้ต้นที่มีพันธุกรรมที่ต้องการทั้ง 2 แบบทั้งหมด 32 ต้น ซึ่งจะได้น�ำ
ไปใช้ในขั้นตอนต่อไปของการปรับปรุงพันธุ์ นอกจากนี้มีการใช้เทคนิคการหน่วงเวลาโหลดตัวอย่างในการท�ำ 
อิเล็กโตรโฟรีสีซิสเพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการคัดกรองต้นที่ต้องการ 

ABSTRACT
	 Rice breeding for cooking qualities trait is one of the main objectives in Thai rice 
breeding program. Naro and RM190 markers specific to grain aroma and amylase content 
locating on chromosome 8 and 6 respectively. Total 600 individual plant of F

2
 population of 

cross between PTT1 with good cooking quality variety and CH4 with high yield potential  
were selected individual by these DNA makers. Stepwise screening was performed and 
total of 151 F

2
 progenies carrying homozygous allele of Naro marker was selected. Then,  

RM190 was used to selected low amylose content, resulting 32 F
2
 progenies carrying homozygous 

alleles for grain aroma and low amylose content as PTT1 variety were select for the next step 
of breeding program. Moreover, the delay loading technique in electrophoresis was performed 
in order to enhance the genotype screening efficiency.
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บทน�ำ
	 ข้าวเป็นพืชอาหารหลักส�ำหรับประชากรกว่า

ครึ่งหนึ่งของโลก พื้นที่การผลิตข้าวกว่าร้อยละ 90 อยู่

ในทวีปเอเชีย โดยประเทศไทยถือเป็นประเทศที่มีการ

ผลติและส่งออกข้าวเป็นอนัดบัต้น ๆ  ของโลก คณุภาพ

การหุงต้มและรับประทานของข้าวเป็นคุณภาพที่ผู ้

บรโิภคใช้ในการตดัสนิใจเลอืกซือ้ข้าว ทัง้นีเ้พราะความ

ชอบของแต่ละคนแตกต่างกัน คุณสมบัติทางเคมีของ

ข้าวขึ้นอยู่กับพันธุ์ข้าวและคุณภาพแป้ง [1] คุณภาพ

การหุงต้มและรับประทานนี้สามารถคาดคะเนโดย

คุณสมบัติเมล็ดทางเคมี ปัจจัยที่ท�ำให้ข้าวพันธุ์ต่าง ๆ 

มีคุณภาพของข้าวสุกแตกต่างกันข้ึนกับองค์ประกอบ

ดังนี้ ได้แก่ ปริมาณอะมิโลส ความคงตัวของแป้งสุก 

อุณหภูมิแป้งสุก อัตราการยืดตัวของเมล็ดข้าวสุก 

และกลิ่นหอม ในเมล็ดข้าวประกอบด้วยแป้ง 2 ชนิด

คืออะมิโลสและอะมิโลเพคติน [2] อัตราส่วนของอะ

มิโลสและอะมิโลเพคตินเป็นปัจจัยส�ำคัญที่ท�ำให้ข้าวมี

คณุสมบตัแิตกต่างกนัโดยในเมลด็ข้าวมอีะมโิลเพคตนิ

ในอตัราส่วนทีม่ากกว่าอะมโิลส แต่การจ�ำแนกประเภท

ของข้าวน้ันจะใช้ปรมิาณอะมโิลสเป็นตวัชีว้ดั ซึง่สดัส่วน

ของอะมโิลสในเมลด็ข้าวทีแ่ตกต่างกนัมผีลต่อลกัษณะ

ของข้าวสุกที่แตกต่างกัน กล่ินหอมเป็นลักษณะพิเศษ

ของข้าวบางพันธุ ์ ซึ่งเป็นที่นิยมของผู้บริโภคทั้งใน

และต่างประเทศ ข้าวหอมสามารถผลิตสารหอมชนิด

ที่เรียกว่า popcorn-like scent เก็บสะสมไว้ในส่วน

ต่าง ๆ ของต้นโดยเฉพาะเมล็ด ซึ่งกล่ินของข้าวหอม

นัน้เกีย่วข้องกบัสารระเหยกว่า 114 ชนดิ โดยสารส�ำคญั

ที่ท�ำให้ข้าวมีกลิ่นหอมคือ 2-acetyl-1-pyrroline 

หรือ 2AP [3]

	 จุดประสงค์ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวมีหลาย

ประการ เช่น การปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานต่อ

โรคและแมลง การปรับปรุงพันธุ์เพื่อเพิ่มผลผลิต การ

ปรับปรุงพันธุ์เพื่อคุณภาพการหุงต้มและรับประทาน 

เป็นต้น โดยวิธีการปรับปรุงพันธุ์ข้าวที่นิยมคือการ

ปรับปรุงพันธุ์แบบบันทึกประวัติ ซึ่งจะคัดเลือกต้น

พืชที่มีลักษณะตรงตามวัตถุประสงค์ของโครงการ

จากประชากรในชั่วที่ 2 ที่พืชมีการกระจายตัวของ

ลกัษณะต่าง ๆ  สงูสดุและน�ำต้นทีค่ดัเลอืกไปปลกูในชัว่ 

ต่อๆ ไปจนกว่าพืชจะมีความคงตัวทางพันธุกรรม  

(homozygosity) [4] ตัวอย่างเช่น การปรับปรุง

พนัธุข้์าวให้มคีวามหอมและคณุภาพการหงุต้มและรบั

ประทานดี ได้แก่ พันธุ์ข้าวปทุมธานี 1 ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าว

ทีไ่ด้จากการผสมระหว่างสายพนัธุข้์าวหอม BKNA6-

18-3-2 กับสายพันธุ์ PTT85061-86-3-2-1 ปลูก

คัดเลือกข้าวลูกผสมชั่วที่ 2 ถึง 6 โดยวิธีคัดเลือกแบบ

บนัทกึประวติัจนได้สายพนัธุ ์PTT90071-93-8-1-1 

เป็นข้าวเจ้าหอม ไม่ไวต่อช่วงแสง คุณภาพการหุงต้ม

และรับประทานคล้ายข้าวขาวดอกมะลิ 105

	 การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอช่วยในการคัด

เลือก (marker assisted selection, MAS) เพื่อ

เลอืกต้นพชืทีม่จีโีนไทป์ทีต้่องการ เครือ่งหมายดเีอน็เอ

ที่น�ำมาใช้เป็นเครื่องมือช่วยในการคัดเลือก สามารถ

จ�ำแนกได้ 2 แบบคือการใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่อยู่

ใกล้กับยีนเป้าหมายช่วยในการคัดเลือก (indirect 

MAS; iMAS) และการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ

ที่จ�ำเพาะกับส่วนที่เกี่ยวข้องกับการท�ำงานของยีน  

(direct MAS; dMAS หรือ functional marker 

assisted selection; fMAS) ซึง่เครือ่งหมายดเีอน็เอ

ชนิด fMAS นั้นจะมีความแม่นย�ำในการคัดเลือก

มากกว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด iMAS เนื่องจาก

เป็นการพัฒนามาจากส่วนของยีนที่ท�ำหน้าที่ก�ำหนด

รหัสพันธุกรรมที่ควบคุมการท�ำงานของลักษณะ 

เป้าหมายที่ต้องการมาเป็นเคร่ืองหมายช่วยในการ 

คัดเลือก การน�ำเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช ้เป ็น 

เครื่องมือในการคัดเลือกจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพ 

ของการคัดเลือก โดยการเพิ่มความแม่นย�ำ  และ 

ร่นระยะเวลาของการปรับปรุงพันธุ์พืช [5]

	 พันธุกรรมที่ควบคุมลักษณะความหอม

และปริมาณอะมิโลสในข้าวถูกควบคุมด้วยยีนแฝง  

(recessive gene) ซึ่งเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ช่วย

ในการคัดเลือกลักษณะความหอมคือ Naro เป็น

เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความเฉพาะกับการท�ำหน้าที่

ของยีนความหอมในข้าวซ่ึงคล่อมต�ำแหน่งที่ขาดหาย

ไปของเบสจ�ำนวน 8 เบสที่ exon7 ของยีน betaine 
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aldehyde dehydrogenase (Badh) บนโครโมโซม

ที่ 8 เป็นเครื่องหมายแบบ co-dominance [6] 

เครือ่งหมายดเีอน็เอ RM190 เป็นเครือ่งหมายดเีอน็เอ

ชนดิไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite marker) ที่

ปรากฏอยูใ่นส่วนก�ำหนดรหสัพันธกุรรมของยนี waxy 

ที่ควบคุมลักษณะปริมาณอะมิโลสในเมล็ดข้าว ซึ่งมี

ต�ำแหน่งอยูบ่นโครโมโซมคูท่ี ่6 จากการวเิคราะห์ล�ำดบั

เบสของยนี waxy หรอืยนี granule-bound starch-

synthase (GBSS) ต�ำแหน่งของไมโครแซทเทลไลท์

ดังกล่าวคือล�ำดับเบสซ�้ำของ CT(n) เครื่องหมาย

ดีเอ็นเอนี้จึงสามารถใช้ส�ำหรับติดตามการปรากฏของ 

อัลลีลยีน waxy ที่ต้องการได้ในการคัดเลือก [7]

วัตถุประสงค์การวิจัย
	 การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อใช้เครื่องหมาย

ดีเอ็นเอช่วยคัดเลือกลักษณะความหอมและปริมาณ 

อะมิโลสต�่ำ  และการพัฒนารูปแบบการคัดกรอง

ตัวอย่างเพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในคัดเลือกต้นข้าว

ที่มีลักษณะที่ต้องการในประชากรช่ัวที่ 2 ของคู่ผสม

ระหว่างพันธุ์ปทุมธานี 1 และ CH4

เครื่องมือและวิธีการ
	 อุปกรณ์

	 1. พันธุ์ข้าว

	    	1.1 ข้าวพนัธุป์ทมุธาน ี1 เป็นข้าวเจ้าหอม 

ไม่ไวต่อช่วงแสง คณุภาพเมลด็คล้ายพนัธุข้์าวขาวดอก

มะลิ 105 ข้าวสุกนุ่มเหนียวมีกลิ่นหอม

	    	1.2 ข้าวพันธุ์ CH4 เป็นข้าวเจ้าไม่หอม

มีรูปทรงต้นแบบใหม่ (new plant type: NPT) ที่

มีจ�ำนวนเมล็ดต่อรวงมาก แตกกอน้อย ทรงต้นตั้งตรง 

และให้ผลผลิตสูง

	 2. เครื่องหมายดีเอ็นเอ

	  	 2.1 เครื่องหมายดีเอ็นเอ Naro และ 

RM190 

	 วิธีการ

	 1. การผสมข้าวเพื่อสร้างประชากร

	 ปลูกข้าวพันธุ ์พ่อ พันธุ ์ปทุมธานี 1 และ

ปลูกข้าวพันธุ์แม่ พันธุ์ CH4 เพื่อสร้างลูกผสมชั่วที่ 1  

แล้วสร้างเป็นประชากรชั่วที่ 2 โดยปล่อยให้มีการ

ผสมตัวเอง น�ำประชากรช่ัวที่ 2 ทั้งหมดมาปลูกแบบ

เร่งชั่วอายุ (Rapid Generation Advance: RGA) 

เพื่อคัดเลือกต้นที่ต้องการ ปลูกในกระบะเพาะโดย

ปลูกหลุมละ 1 ต้น ใช้ระยะเวลาในการปลูกจนถึงเก็บ

เกี่ยวประมาณ 90 วัน จ�ำนวน 600 ต้น และคัดเลือก

ต้นที่ต้องการ โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ Naro และ 

RM190  (ภาพที่ 1)

	 2. การใช้เครือ่งหมายดีเอ็นเอในการคดัเลอืก

	 ตรวจสอบความแตกต่างของเคร่ืองหมาย

ดีเอ็นเอ Naro (NaroF; 5/-AGGTTGCATT-

TACTGGGAG-3/ และ NaroR;5/-TGGCTAC-

TAGAATGATGCT-3/) และเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 

RM190 (RM190F;5/-GCTACAAATAGCCA 

CCCACACC-3/ และ RM190R; 5/-CAACACAA-

GCAGAGAAGTGAAGC-3/) ในพันธุ ์พ่อแม่ 

และใช้คัดเลือกในประชากรชั่วที่ 2 ทั้ง 600 ตัวอย่าง 

โดยใช้เทคนิคการหน่วงเวลาโหลดตัวอย่าง (delay  

loading) และวธิกีาร stepwise marker screening 

[8] ในเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้ง 2 โดยใช้ชุดน�้ำยา

ส�ำเร็จรูป Phire®Plant Direct PCR Kit ซึ่ง

เป็นชุด Kit ที่สามารถท�ำ  PCR ได้โดยไม่ต้องผ่าน 

ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอก่อนโดยเจาะใบข้าวด้วย 

Harris UNI-CORETM จะได้เนื้อเยื่อรูปวงกลม

เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 มิลลิเมตร (จ�ำนวน 5 ชิ้น)  

ใส่ลงใน PCR plate เตรียมส่วนประกอบที่ใช้ในการ

ท�ำปฏิกิริยา PCR (master mixture) โดยต้อง 

เตรยีมปรมิาตรรวมทัง้หมด10 ไมโครลติร (ตารางที ่1) 

เมือ่ผสม master mixture ในหลอด PCR เรยีบร้อย

แล้วหยด mineral oil 1 หยดเพื่อป้องกันการระเหย

ออกระหว่างการท�ำ  PCR น�ำหลอด PCR ใส่ลงใน

เครื่อง PCR (thermal cycler) ตั้งโปรแกรมตาม

เงื่อนไข (ตารางที่ 2) เมื่อปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอเสร็จสิ้น น�ำหลอด PCR ออกจากเครื่องแล้ว

เติม sequencing dye 1 เท่า (10 ไมโครลิตร) จาก
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นั้นเก็บไว้ที่ตู ้แช่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจ

สอบขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธี Polyacrylamide Gel  

Electrophoresis (PAGE) ย้อมเจลด้วย silver 

nitrate (AgNo3) ตามวิธีการของ Benbouza, 

Jacquemin, Baudoin, and Mergeai [9] 

	 ในการใช้เครือ่งหมายดเีอน็เอในการคดัเลอืก

ลักษณะความหอมจะใช้เทคนิคการหน่วงเวลาโหลด

ตัวอย่าง (delay loading) ในการท�ำอิเล็กโตรโฟ

ริซิสใช้หวีขนาด 50 ช่อง เมื่อหยอดตัวอย่าง PCR  

product 4 ไมโครลิตรในแต่ละช่องจนครบ เปิด 

เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้าใช้ก�ำลังไฟที่ 45 วัตต์ เม่ือ 

แถบสีของ dye เคลื่อนลงมาได้ระยะ 5 เซนติเมตร  

จึงหยอดตัวอย่าง PCR product ชุดที่ 2 ลงใน 

แต่ละช่อง ท�ำเช่นเดียวกันนี้ 4-6 ชั้น หลังจากนั้น 

ดึงหวีออก ปล่อยกระแสไฟต่อ เมื่อแถบสีของ dye  

ชั้นที่ 1 ลงมาได้ระยะ 30 เซนติเมตรจึงปิดเครื่อง 

และย้อมสีแถบดีเอ็นเอ

	 การคัด เลื อกรายต ้นด� ำ เนินการแบบ  

stepwise marker screening ประชากรชั่วที่ 2 คัด

เลอืกด้วยเครือ่งหมายดเีอน็เอ Naro ได้ต้นทีม่ลีกัษณะ

ความหอมหลังจากนั้นน�ำต้นที่คัดเลือกได้มาคัดเลือก

ลักษณะปริมาณอะมิโลสด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

RM190 ต่อไป

ผลการวิจัยและอภิปรายผล
	 จากการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ Naro และ 

RM190 จ�ำแนกลักษณะความหอมและลักษณะ 

ปริมาณอะมิโลสต�่ำตามล�ำดับ ในพันธุ ์พ่อคือพันธุ ์

ปทุมธานี 1 และพันธุ์แม่พันธุ์ CH4 เครื่องหมาย

ดีเอ็นเอทั้งสองสามารถแยกความแตกต่างในพันธุ์พ่อ

และแม่ได้

	 การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือก

ลักษณะความหอมและลักษณะปริมาณอะมิโลส 

ในประชากรชั่วที่ 2 จากประชากรทั้งหมด 600 ต้น 

เริ่มจากใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ Naro คัดเลือกต้นที่

มีพันธุกรรมแบบคงตัวในลักษณะความหอมหลังจาก

การท�ำ  PCR แล้วน�ำมาแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย

อิเล็คโตรโฟริซีสโดยใช้เทคนิคการหน่วงเวลาโหลด

ตัวอย่าง (delay loading) (ภาพที่ 2) พบว่ามีการก

ระจายตวัของจโีนไทป์ของพนัธกุรรมทีค่วบคมุลกัษณะ

ความหอมในอัตราส่วน 1:2:1 ส�ำหรับพันธุกรรม 

แบบ Badh/Badh: Badh/badh: badh/badh  

โดยสามารถคัดเลือกต้นที่ต้องการได้จ�ำนวน 151 ต้น 

จากนั้นน� ำต ้นที่คัด เลือกได ้ ไปคัดเลือกต ้นที่มี 

พันธุกรรมแบบคงตั วของปริมาณอะมิ โลสต�่ ำ 

เช่นเดียวกับพันธุ ์ปทุมธานี 1 พบว่ามีการกระจาย

ตัวของจีโนไทป์ของพันธุกรรมที่ควบคุมลักษณะ 

ปรมิาณอะมโิลสในอตัราส่วน 1:2:1 ส�ำหรบัพนัธกุรรม

แบบ Waxy/Waxy : Waxy/waxy : waxy/

waxy โดยสามารถคัดเลือกต้นที่ต้องการได้ 32 ต้น 

(ตารางที่3) ดังน้ันในการคัดเลือกลักษณะดังกล่าว

ในรุ่นต่อไปไม่จ�ำเป็นต้องคัดเลือกเน่ืองจากได้มีการ

เลือกต้นที่มีพันธุกรรมคงตัวของลักษณะที่ต้องการ

ไว้แล้ว เช่นเดียวกับรายงานของ Collard et al [5] 

และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Rattanapol [10] ที่มี 

ในการใช ้ เครื่องหมายดีเอ็นเอคัดเลือกลักษณะ 

ปริมาณอะมิโลสและความหอมในประชากรชั่วที่ 2  

และ 3 จากการผสมข้ามระหว่างข้าวพันธุ์ขาวดอก

มะลิ 105 ที่เป็นข้าวคุณภาพดีกับพันธุ์ Qiqnizhan  

ที่มีลักษณะรูปทรงต้นข้าวแบบใหม่ (จ�ำนวนเมล็ดต่อ

รวงมาก แตกกอน้อย ทรงต้นตัง้ตรง และให้ผลผลติสงู) 

สามารถคัด เลื อกต ้นที่ มีพันธุ กรรมคง ตัวของ 

ปริมาณอะมิโลสและความหอมได้ โดยลักษณะ 

ดังกล่าวไม่มีการกระจายในรุ่นต่อไป เนื่องจากทั้งสอง

ลักษณะถูกควบคุมด้วยยีนแฝง

	 เทคนคิการคดัเลอืกแบบ Stepwise marker 

screening เป็นเทคนิคที่พัฒนาขึ้นเพื่อคัดกรอง

จ�ำนวนประชากรให้ลดลงในแต่ละครั้งของการคัด

เลือกก่อนน�ำต้นที่ได้ไปคัดเลือกต่อในคร้ังต่อไปซ่ึง  

Sreewongchai  et  a l .  [8 ]  ได ้ ใช ้ เทคนิค  

stepwise ช่วยในการรวมยีนต้านทานโรคไหม้ใน

ข้าวโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยคัดเลือกในชั่ว 

ที่ 2 จากประชากรจ�ำนวน 282 ต้นเนื่องจากประชากร

ที่ได้มีขนาดเล็กจึงต้องมีการคัดเลือกต้นที่มีจีโนไทป์ 
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heterozygous ไว้ และน�ำมาผสมตัวเองให้เกิดการก

ระจายตัวในลักษณะเป้าหมายคือต้านทานโรคไหม ้

แล้วจึงคัดเลือกลักษณะเป้าหมายที่มีพันธุกรรมแบบ

คงตวัในประชากรช่ัวที ่3 ต่อไปเพ่ือให้ได้จโีนไทป์แบบ 

homozygous อย่างไรก็ตามเนื่องจากการทดลองน้ีมี

ประชากรชั่วที่ 2 ขนาดใหญ่จ�ำนวน 600 ต้นจึงสามารถ

ใช้เทคนิค stepwise marker ช่วยในการคัดเลือกได้

ภายในประชากรชั่วเดียว

สรุปผลการวิจัย
	 เครือ่งหมายดเีอน็เอสามารถน�ำมาใช้ช่วยคดั

เลือกต้นที่มีพันธุกรรมที่ต้องการจากประชากรชั่วที่ 2 

ได้ โดยสามารถเลือกต้นที่มีพันธุกรรมทั้งความหอม

และปรมิาณอะมโิลสต�ำ่เช่นเดยีวกบัพันธุป์ทมุธาน ี1 ได้ 

	 นอกจากนี้เทคนิค stepwise screening 

เป็นเทคนิคที่ประหยัดค่าใช้จ่ายในการทดลองและลด

จ�ำนวนตัวอย่างในการท�ำ PCR ลงได้ถึง 38 % ซึ่งหาก

ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอคัดเลือกทั้ง 2 ลักษณะโดยวิธี

ปกติจะต้องท�ำปฏิกิริยา PCR ทั้งสิ้น 1,200 ตัวอย่าง 

หากใช้เทคนิค stepwise screening จะคงเหลือ

ตัวอย่างที่ต้องท�ำปฏิกิริยา PCR เพียง 751 ตัวอย่าง 

(600 + 151 ตัวอย่าง) ซึ่งสามารถลดจ�ำนวนตัวอย่าง

ลงไปได้ถงึ 449 ตวัอย่าง (จาก 600 ต้นในการคดัเลอืก

ลกัษณะความหอม สามารถคดัเลอืกได้จ�ำนวน 151 ต้น

หลงัจากนัน้จงึน�ำ 151 ต้นทีเ่ลอืกได้มาคดัเลอืกลกัษณะ

ปริมาณอะมิโลส)

	 ในการท�ำงานวิจัยคร้ังนี้ได้พัฒนาเทคนิค

การหน่วงเวลาโหลดตัวอย่าง (delay loading) 

เพื่อประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการตรวจสอบ

ขนาดของดีเอ็นเอด้วยวิธี Polyacrylamide Gel  

Electrophoresis (PAGE) โดยการเพิ่มจ�ำนวน

ตัวอย่างต่อการท�ำอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยหยอดตัวอย่าง

เป็นชั้นห่างกันเป็นช่วง ซึ่งข้อจ�ำกัดของเทคนิคน้ี

สามารถใช้ได้ดีกับเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ให้แถบ

ดีเอ็นเอชัดเจนไม่เช่นนั้นจะเกิดความสับสนในการ

อ่านแถบดีเอ็นเอ
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ตารางที่ 1 ความเข้มข้นและปริมาตรสารที่ใช้ในการท�ำปฏิกิริยา PCR

สารละลาย ความเข้มข้นที่ใช้ ปริมาณที่ใช้ (µl)

2x plant PCR buffer 1x 5

5µmol forward primer 0.5 µmol 1

5µmol reverse primer 0.5 µmol 1

Phire ® Hot Start DNA polymerase - 0.2

Sterile distilled H
2
O - 2.8

Total - 10

ตารางที่ 2 เงื่อนไขในการตั้งค่าของปฏิกิริยา PCR

ขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยา อุณหภูมิ ( ํซ)                   เวลา (วินาที)

First denature 98 300

Denature 98 5

Annealing 59 5

Extension 72 30 

Final extension 72 60

Hold 16 ∞
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ตารางที่ 3 แสดงผลการคัดเลือกในแต่ละเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้งสองลักษณะในประชากรชั่วที่ 2

          จีโนไทป์

จ�ำนวนต้นที่คัดเลือก (ต้น)

ลักษณะความหอม  (Naro)
ลักษณะปริมาณ

อะมิโลส (RM190)

Homozygous dominant 141 (Badh/Badh) 33 (Waxy/Waxy)

Heterozygous 308 (Badh/badh) 86 (Waxy/waxy)

Homozygous recessive 151 (badh/badh) 32 (waxy/waxy)

Total 600 151

χ2
(1:2:1)

 test 0.76 ns 3.22ns

	

หมายเหตุ : ns คือไม่มีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์

ภาพที่ 1  แผนผังการปรับปรุงพันธุ์

ตารางท่ี 3 แสดงผลการคัดเลือกในแต่ละเครื่องหมายดีเอ็นเอทั้งสองลักษณะในประชากรช่ัวที่ 2 
 

          จีโนไทป์ 
จ่านวนต้นที่คัดเลือก (ตน้) 

ลักษณะความหอม  ( Naro) ลักษณะปรมิาณ 
อะมิโลส (RM190) 

Homozygous dominant 141 (Badh/Badh) 33 (Waxy/Waxy) 
Heterozygous 308 (Badh/badh) 86 (Waxy/waxy) 
Homozygous recessive 151 (badh/badh) 32 (waxy/waxy) 
Total 600 151 
χ2(1:2:1) test 0.76 ns 3.22ns 

 หมายเหตุ : ns คือไม่มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
ภาพที่ 1 แผนผังการปรับปรุงพันธ์ุ 
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ภาพที่ 2	 เทคนิคการห่วงเวลาโหลดตัวอย่าง (delay loading) ในเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ Naro เพื่อคัดเลือก

ลกัษณะความหอม  หมายเหต:ุ A คอื ลกัษณะทางพนัธกุรรมทีเ่หมอืนพนัธุแ์ม่ (CH4: Badh/Badh);  

B คือลักษณะทางพันธุกรรมที่เหมือนพันธุ์พ่อ (PTT1: badh/badh); H คือลักษณะทางพันธุกรรม

แบบเฮทเทอโรไซกัส (Badh/badh)

 

ภาพที่ 2 เทคนิคการห่วงเวลาโหลดตัวอย่าง (delay loading) ในเครื่องหมายดีเอ็นเอ Naro เพื่อคัดเลือกลักษณะความหอม 
 หมายเหต:ุ A คือ ลักษณะทางพันธุกรรมที่เหมือนพนัธุ์แม่ (CH4: Badh/Badh); B คือลกัษณะทางพันธุกรรมที่
 เหมือนพันธ์ุพ่อ (PTT1: badh/badh); H  คือลักษณะทางพันธุกรรมแบบเฮทเทอโรไซกัส (Badh/badh) 


