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บทคดัย่อ 
อุณหภูมแิป้งสุกเป็นตวัก าหนดระยะเวลาในการหุงต้ม โดยขา้วทีม่อุีณหภูมแิป้งสุกต ่าใชร้ะยะเวลาใน

การหุงต้มน้อยกว่าข้าวที่มอุีณหภูมแิป้งสุกสูง นอกจากน้ียงัมผีลต่อลกัษณะเน้ือสมัผสัของขา้วสุกด้วย ยนี 
SSIIa ควบคุมลกัษณะอุณหภูมแิป้งสุกของขา้ว โดยการแทนทีเ่บสทีต่ าแหน่ง 4,198 (G/A) และ 4,329-4,330 
(GC/TT) ในเอกซอน 8 มผีลมากต่ออุณหภูมแิป้งสุก ในงานวจิยัน้ีไดอ้อกแบบไพรเมอรเ์พื่อตรวจสอบสนิปสท์ี่
ต าแหน่ง 4,198 โดยวธิเีตตระไพรเมอร์ เออาร์เอม็เอส พซีอีาร์ พบว่าไพรเมอร์ที่เปลี่ยนแปลงเบสที่ 3 จาก
ปลาย 3 ให้ผลการตรวจสอบที่ชดัเจน เมื่อใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบใหม่นี้ตรวจสอบสนิปสใ์นต าแหน่ง 4,198 
และไพรเมอรท์ีม่รีายงานมาก่อนตรวจสอบสนิปสต์ าแหน่ง 4,329-4,330 ในขา้วไทย 69 พนัธุ ์และขา้วญีปุ่น่ 3 
พนัธุ์ พบว่าสนิปส์ต าแหน่ง 4,198 ในข้าวไทยเป็น G เท่านัน้ และในข้าวญี่ปุ่น 2 พนัธุ์ เป็น A ส่วนสนิปส์
ต าแหน่ง 4,329-4,330 พบทัง้ GC และ TT และให้ผลการทดลองเหมอืนกบัการหาล าดบัเบส รูปแบบสนิปส ์
GC/TT มคีวามสมัพนัธก์บัอุณหภูมแิป้งสุกของขา้วไทยทีป่ลูกทัง้ในฤดูนาปีและนาปรงั โดยขา้วทีม่สีนิปส ์GC 
มอุีณหภูมแิป้งสกุสงูกว่าขา้วทีม่สีนิปส ์TT อย่างมนียัส าคญั ดงันัน้จงึสามารถใชไ้พรเมอรใ์นงานวจิยันี้คดัเลอืก
ขา้วไทยทีม่อุีณหภูมแิป้งสกุทีเ่หมาะสมได ้
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Abstract 
Gelatinization temperature determines the time required for cooking rice. Low gelatinization 

temperature rice needs less cooking time than the high gelatinization temperature ones. Furthermore, 
gelatinization temperature affects cooked rice texture. SSIIa gene controls gelatinization temperature 
in rice. Base substitutions in SSIIa gene at positions 4,198 (G/A) and 4,329-4,330 (GC/TT) of 8th exon 
have been found to be responsible for gelatinization temperature. In this research, primers for SNP 
detection at position 4,198 using tetra-primer ARMS-PCR method were developed. The results showed 
that primers with change in third base from 3’ end could be used to clearly identify SNP at position 
4,198. When the newly developed primers for detecting SNP at position 4,198 and the formerly reported 
primers to detect SNP at position 4,329-4,330 were used in 69 Thai and 3 Japanese rice, G allele at 
position 4,198 was detected in all Thai rice tested, while A allele was found in two Japanese rice. At 
position 4,329-4,330, GC and TT alleles were found. The SNPs detection by tetra-primer ARMS-PCR 
method were confirmed and found to be consistent with sequencing analysis results. Correlations 
between GC/TT SNP and gelatinization temperature were found in Thai rice grown in season and off 
season. Rice with GC SNP had significantly higher gelatinization temperature than those with TT SNP. 
Therefore, the SNP markers used in this research would be applied in marker-assisted selection for 
Thai rice with proper gelatinization temperature. 
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1. ค าน า 

ข้าวเป็นพืชอาหารหลกัและพืชเศรษฐกจิที่
ส าคญัของประเทศไทย และมผีลผลติประมาณปีละ 
25 ล้านตัน (สมาคมผู้ส่งออกขา้วไทย, 2560) ข้าว
ยงัเป็นพชือาหารทีส่ าคญัของโลก โดยพลงังานจาก
ขา้วคดิเป็น 21 % ของปรมิาณพลงังานทีไ่ดจ้ากการ
บรโิภคอาหารของคนทัง้โลก และคดิเป็น 76 % ของ
ชาวเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้ ดงันัน้ในแต่ละวนัจงึมี
การใชพ้ลงังานในการหุงขา้วปรมิาณมาก สิง่ทีม่ผีล
ต่อระยะเวลาในการหุงขา้ว คอือุณหภูมแิป้งสุกของ
ข้ า ว  ซึ่ ง อ ยู่ ร ะ ห ว่ า ง  55-85 อ งศ า เซล เซีย ส 
(Fitzgerald et al., 2009) ระยะเวลาการต้มเมล็ด
ขา้วให้สุก คอื ประมาณ 12-24 นาท ีหรอืมากกว่า 
(งามชื่น, 2547) ข้าวที่มีอุณหภูมิแป้งสุกสูงจะใช้
ระยะเวลานานในการตม้ใหสุ้ก ส่วนขา้วทีม่อีุณหภูมิ

แป้งสุกต ่าจะใช้ระยะเวลาน้อยกว่าในการท าให้สุก 
การลดอุณหภูมแิป้งสกุใหต้ ่าลงจะช่วยประหยดัเวลา
ในการหุงต้มเฉลี่ยประมาณ 4 นาท ีซึ่งช่วยลดการ
ใชพ้ลงังานไดเ้ป็นอย่างมาก เมื่อค านึงถงึการหุงขา้ว
ของหลายล้านครวัเรือนทัว่โลก (Fitzgerald et al., 
2009) นอกจากน้ีอุณหภูมแิป้งสกุยงัมผีลต่อลกัษณะ
เน้ือสมัผสัของขา้วสกุ โดยขา้วทีใ่ชเ้วลาในการหงุตม้
นานจะดู ดน ้ า ม ากและท า ให้คว ามแ น่น เนื้ อ 
(firmness) ของข้าวต ่ าด้วย ข้าวที่มีปริมาณอะ
ไมโลสต ่าจงึควรมอุีณหภูมแิป้งสุกต ่า ซึง่จะไม่ท าให้
ขา้วแฉะ (งามชื่น, 2547)    

อุณหภูมแิป้งสุกของขา้วถูกควบคุมด้วยยนี 
Starch synthase IIa (SSIIa) ซึ่ งประกอบด้วย  8  
เอกซอน 7 อนิทรอน มคีวามยาวทัง้สิน้ 4,422 คู่เบส 
(Bao et al., 2006) ซึง่มผีลต่ออุณหภูมแิป้งสกุทัง้ใน
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ขา้วจาโปนิกาและอนิดกิา (Shu et al., 2006) รวมทัง้
ข้ า ว เหนี ย วด้ ว ย  (Xu et al., 2013) เ มื่ อ ศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิแป้งสุกกับความ
แปรปรวนของนิวคลโีอไทด์ในต าแหน่งต่าง ๆ ของ
ยนี SSIIa พบว่าการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสจาก A 
เป็น G ในต าแหน่ง 4,198 และ GC เป็น TT ใน
ต าแหน่ง 4,329-4,330 (เทยีบกบัล าดบันิวคลโีอไทด์
หมายเลข AY423717 ในฐานขอ้มูล GenBank) ใน
เอกซอน 8 มีผลต่ออุณหภูมิแป้งสุกของข้าวมาก
ทีส่ดุ (Bao et al., 2006) 

การเปลีย่นแปลงล าดบัเบสจาก G เป็น A ใน
ต าแหน่ง 4,198 ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงกรดอะมิ
โนจากวาลนีเป็นเมทไธโอนีน ส่วนการเปลีย่นแปลง
ล าดับเบสในต าแหน่ง 4,329 ไม่ท าให้เกิดการ
เปลีย่นแปลงกรดอะมโิน แต่การเปลีย่นแปลงล าดบั
เบสในต าแหน่ง 4,330 จาก C เป็น T ท าใหเ้กดิการ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนจากลิวซีนเป็นฟีนิลอะ
ลานีน โปรตีน SSIIa ท าหน้าที่ในการต่อสายแขนง
พอลเิมอร์ของอะไมโลเพคตนิใหย้าวขึน้ ดงันัน้การ
เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนมีผลต่อการท างานของ
โปรตีน SSIIa จงึมผีลต่อโครงสร้างของอะไมโลเพ
คตินและอุณหภูมิแ ป้งสุกของข้าว โดยถ้าใน
ต าแหน่ง 4,198 เป็น A ไม่ว่าในต าแหน่ง 4,329-
4,330 จะเป็นเบสใดกต็าม ขา้วจะมอุีณหภูมแิป้งสกุ
ต ่า แต่ถา้ในต าแหน่ง 4,198 เป็น G อุณหภูมแิป้งสกุ
จะขึน้อยู่กบัเบสต าแหน่ง 4,329-4,330 ถ้าเป็น GC 
จะมอุีณหภูมแิป้งสกุปานกลางถงึสงู แต่หากเป็น TT 
จะมีอุณหภูมิแป้งสุกต ่า  (Nakamura et al., 2005; 
Bao et al., 2006) การทดสอบอุณหภูมแิป้งสุกของ
ขา้วสามารถวดัโดยทางออ้มจากระดบัการสลายตวั
ในด่าง (1.7 % KOH) ถ้าเมล็ดข้าวสลายตัวได้ดี
แสดงว่ามีอุณหภูมิแป้งสุกต ่า แต่ถ้าสลายตัวน้อย
หรือไม่สลายตัวแสดงว่ามีอุณหภูมิแป้งสุกสูง 
(Juliano and Villareal, 1993) 

การคน้พบสนิปส ์ซึง่มผีลต่ออุณหภูมแิป้งสกุ 

ของข้าวท าให้มกีารออกแบบไพรเมอร์เพื่อช่วยใน
การคดัเลอืกพนัธุข์า้วส าหรบัใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุ์
เพื่อให้ได้ขา้วที่มอุีณหภูมแิป้งสุกที่ต้องการ โดยมี
การออกแบบไพรเมอร์เพื่อใช้ตรวจสอบสนิปส์
ต าแหน่ง 4,329-4,330 เพยีงอย่างเดยีว (Jin et al., 
2010) และไพรเมอรท์ีใ่ชใ้นการคดัเลอืกทัง้ต าแหน่ง 
4,198 และ 4,329-4,330 (Lu et al., 2010) อย่างไร
ก็ตาม ส าหรับการคัดเลือกต าแหน่ง 4,198 เป็น
เ ค รื่ อ ง ห ม า ย โ ม เ ล กุ ล แ บ บ  CAPS (cleaved 
amplified polymorphic sequences) ซึ่งต้องใช้การ
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะหลังจากเพิ่มปริมาณ     
ดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ จึงมีค่าใช้จ่ายสูง และใช้
เวลานาน ดงันัน้ในการทดลองนี้จึงมีวตัถุประสงค์
เพื่อออกแบบไพรเมอร์ส าหรบัตรวจสอบสนิปสข์อง
ยนี SSIIa ในต าแหน่ง 4,198 ใหส้ะดวกขึน้โดยใชว้ธิ ี
tetra - primer ARMS - PCR (tetra-primer 
amplification refractory mutation system-
polymerase chain reaction) ซึ่งไม่ต้องใช้เอนไซม์
ตัดจ าเพาะ รวมถึงการตรวจสอบสนิปส์ของยนีทัง้
ต าแหน่ง 4,198 และ 4,329-4,330 ในขา้วไทยพนัธุ์
ต่าง ๆ และการทดสอบความสมัพนัธ์ของรูปแบบ 
สนิปส์ต่าง ๆ กบัอุณหภูมิแป้งสุกในข้าวไทย เพื่อ
เป็นขอ้มูลในการคดัเลอืกขา้วเพื่อปรบัปรุงพนัธุข์า้ว
ใหม้อุีณหภูมแิป้งสกุทีเ่หมาะสมต่อไป  
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การตรวจสอบสนิปส์ของยีน SSIIa 

โดยวิธี tetra-primer ARMS-PCR 
การตรวจสอบสนิปสข์องยนี SSIIa ในแต่

ละต าแหน่งใช้วิธี tetra-primer ARMS-PCR ซึ่งใช้
ไพรเมอร ์2 คู่ คอื คู่นอกและคู่ใน โดยไพรเมอรค์ู่ใน
ต้องมคีวามจ าเพาะกบัสนิปสแ์ต่ละรูปแบบ ดงัรูปที่ 
1 การตรวจสอบสนิปสใ์นต าแหน่ง 4,329-4,330 ใช้
ไพรเมอรค์ู่นอกและคู่ใน ซึง่ไดจ้ากการรายงานของ 
Lu et al. (2010) ส่วนไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบ 
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สนิปสต์ าแหน่ง 4,198 ใชไ้พรเมอรค์ู่นอกเหมอืนกบั
การตรวจสอบในต าแหน่ง 4,329-4,330 แต่ได้
ออกแบบไพรเมอรค์ู่ในทัง้หมด 4 แบบ ไดแ้ก่ แบบที่

ไม่มีการเปลี่ยนแปลงเบส แบบที่เปลี่ยนแปลงเบส
ต าแหน่งที ่2 (*2) ต าแหน่งที ่3 (*3) และต าแหน่งที ่
3 และ 4 (*3, *4) นบัจากปลาย 3 ดงัตารางที ่1 

 

 
รปูท่ี 1  ต าแหน่งการเขา้จบัของไพรเมอรเ์พื่อตรวจสอบสนิปสข์องยนี SSIIa ไพรเมอรค์ู่นอก ไดแ้ก่ NF1 และ 

NR2 ไพรเมอร์คู่ในส าหรับตรวจสอบต าแหน่ง 4,329-4,330 ได้แก่ F22 และ R21 ไพรเมอร์คู่ใน
ส าหรบัตรวจสอบต าแหน่ง 4,198 ไดแ้ก่ 4,198 G (F) และ 4,198 A (R) * หมายถงึ ต าแหน่งทีม่กีาร
เปลีย่นแปลงเบส (ดดัแปลงจาก Lu et al., 2010) 

 
2.1.1 พนัธุข์า้วทีใ่ชท้ดสอบไพรเมอรเ์พื่อ

ตรวจสอบสนิปสต์ าแหน่ง 4,198 
การตรวจเอกสารพบว่าขา้วสว่นใหญ่

มสีนิปสต์ าแหน่ง 4,198 เป็น G แต่มขีา้วญี่ปุ่นบาง
พันธุ์ เช่น Nipponbare มีสนิปส์เป็น A ดังนัน้จึง
ทดสอบไพรเมอรท์ัง้ 4 คู่ กบัขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ

105 และ Nipponbare โดยท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ใน
ปรมิาตรรวม 10 ไมโครลติร ซึง่ประกอบดว้ยดเีอน็เอ
ประมาณ 20 นาโนกรัม ไพรเมอร์ 4 ไพรเมอร์  
ความเขม้ขน้ไพรเมอรล์ะ 0.5 ไมโครโมลาร ์และสาร
สะลาย 1 เท่าของ 2X MyTaq HS Red mix (Bioline, 
United Kingdom)  
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ตารางท่ี 1  ไพรเมอรท์ีใ่ชส้ าหรบัตรวจสอบสนิปสข์องยนี SSIIa 
 

ต าแหน่ง 
ไพรเมอร ์

ชนิด 
สนิปส ์

ชื่อไพรเมอร ์ ล าดบัเบส (จาก 5 ไป 3) Ta 
ขนาด 
ดเีอน็เอ 

ทีม่า 

คูน่อก (ตรวจสนิปส ์
และหาล าดบัเบส) 

- NF1 CGAGGCGCAGCACAACAG 
60 843 

Lu et al., 
2010 - NR2 GGCCGTGCAGATCTTAACCAT 

คูใ่น (ตรวจสนิปส์
ต าแหน่ง 4,329-4,330) 

GC F22    CAAGGAGAGCTGGAGGGGGC 
65 

540, 843 Lu et al., 
2010 TT R21 ACATGCCGCGCACCTGGAAA 341, 843 

คูใ่น 
(ตรวจสนิปสต์ าแหน่ง 

4,198) 

G 4,198 (F) TCGGCGGGCTGAGGGACACCG 
60 

683, 843 งานวจิยัน้ี 
 A 4,198 (R) AACGGGTCGAACGCCGACAT 210, 843 

G 4,198 (F)*2 TCGGCGGGCTGAGGGACACAG 
60 

683, 843 งานวจิยัน้ี 
 A 4,198 (R)*2 AACGGGTCGAACGCCGACCT 210, 843 

G 4,198 (F)*3 TCGGCGGGCTGAGGGACAACG 
60 

683, 843 งานวจิยัน้ี 
 A 4,198 (R)*3 AACGGGTCGAACGCCGAAAT 210, 843 

G 4,198 (F)*3, *4 TCGGCGGGCTGAGGGACTACG 
60 

683, 843 งานวจิยัน้ี 
 A 4,198 (R)*3, *4 AACGGGTCGAACGCCGTAAT 210, 843 

หมายเหตุ : เบสทีถู่กเปลีย่นแปลง คอื เบสทีเ่ป็นตวัหนาและขดีเสน้ใต้ 
 

ขัน้ตอนการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
ประกอบด้วย (1) บ่มที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส 
1 นาท ีจ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูม ิ95 องศา
เซลเซยีส 15 วนิาท ีจากนัน้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ60 องศา
เซลเซยีส 15 วนิาท ีและอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส 
10 วินาที ในขัน้ตอนที่ 2 ท า 30 รอบ (3) บ่มที่
อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส 5 นาท ี

ตรวจสอบขนาดแถบดีเอ็นเอด้วย
วธิอีะกาโรสเจลอเิลค็โทรฟอรซีสิ โดยใชเ้จลเขม้ขน้ 
1.5 เปอรเ์ซน็ต ์ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์และ
บฟัเฟอร ์0.5X TBE 

2.1.2 พนัธุข์า้วทีใ่ชต้รวจสอบสนิปสข์อง
ยนี SSIIa 

ตรวจสอบสนิปส์ของยีน SSIIa ทัง้
ต าแหน่ง 4,198 และ 4,329-4,330 ในข้าวไทย
จ านวน 69 พนัธุ์ และขา้วญี่ปุ่นจ านวน 3 พนัธุ์ ดงั
ตารางที่ 3 โดยท าปฏกิริยิาพซีอีาร์เช่นเดยีวกบัใน
ขอ้ 2.1.1 แต่จะเปลีย่นอุณหภูมใิหเ้หมาะสมส าหรบั 

ไพรเมอรค์ู่ในแต่ละคู่ 
2.2 การตรวจสอบสนิปส์ของยีน SSIIa 

โดยการหาล าดบัเบส 
เพื่ อยืนยันว่ าแถบดีเอ็นเอที่มีความ

แตกต่างกันมีสนิปส์ที่แตกต่างกันจริงหรือไม่ จึง
ตรวจสอบล าดบัเบสของยนี SSIIa ในขา้วทีม่ขีนาด
แถบดเีอน็เอแตกต่างกนั โดยตรวจสอบในขา้วไทย
จ านวน 46 พนัธุ์ และขา้วญี่ปุ่นจ านวน 2 พนัธุ์ ท า
ปฏกิริยิาพซีอีาร์ในปรมิาตรรวม 20 ไมโครลติร ซึ่ง
ประกอบด้วย ดีเอ็นเอประมาณ 80 นาโนกรัม     
ไพรเมอร ์NF1 และ NR2 อย่างละ 0.5 ไมโครโมลาร ์
และสารสะลาย 1 เท่า ของ 2X Thermo Sciencetific 
Phusion High Fidelity PCR Master Mix (Thermo 
Fisher Scientific, USA) 

ขั ้น ต อ น ก า ร ท า ป ฏิ กิ ริ ย า พี ซี อ า ร์
ประกอบด้วย (1) บ่มที่อุณหภูม ิ98 องศาเซลเซยีส 
30 วินาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 98 
องศาเซลเซียส 10 วินาที อุณหภูมิ 58 องศา
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เซลเซยีส 10 วนิาท ีและอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส 
30 วินาที ในขัน้ตอนที่ 2 ท า 30 รอบ (3) บ่มที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที จากนัน้ส่งผล
ผลิตพีซีอาร์ไปหาล าดับเบสที่บริษัท 1st Base 
(Malaysia)  

2.3 การศึกษาอณุหภมิูแป้งสุกในข้าวไทย   
วธิศีกึษาอุณหภูมแิป้งสกุในขา้วดดัแปลง

จากวิธีของมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหาร
แห่งชาติ เรื่องข้าวหอมไทย (มกอช 4000-2546) 
โดยศึกษาในข้าวไทยที่ปลูกในฤดูนาปี (มิถุนายน 
2559 - ธนัวาคม 2559) จ านวน 39 พนัธุ ์และฤดนูา

ปรงั (ธนัวาคม 2558 - เมษายน 2559) จ านวน 40 
พันธุ์ มีข ัน้ตอนดังนี้ สุ่มเมล็ดข้าวสารพันธุ์ละ 18 
เมลด็ แบ่งใสใ่นจานพลาสตกิใส จ านวน 3 จาน จาน
ละ 6 เมลด็ เตมิสารละลายโปตสัเซยีมไฮดรอกไซด์ 
(KOH) 1.7 % ลงในจานพลาสติก จานละ 25 มิลลิ 
ลติร ใหเ้มลด็ขา้วทุกเมลด็จมอยู่ในสารละลายและให้
แต่ละเมล็ดอยู่ห่างกันพอสมควร  ปิดฝาทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง โดยไม่ขยับภาชนะ เป็นเวลา  23 
ชัว่โมง ตรวจระดบัการสลายของเมล็ดข้าวในด่าง 
โดยแบ่งเป็น 7 ระดบั ดงัตารางที ่2   

 
ตารางท่ี 2  ระดบัการสลายของเมลด็ขา้วในด่าง (งามชื่น, 2547) 
 

ระดบัการสลาย
ของเมลด็ขา้ว 

ลกัษณะการสลายของเมลด็ขา้วในด่าง 
อุณหภูมิ
แป้งสกุ 

ระยะเวลา
หุงตม้ 

1 ลกัษณะของเมลด็ขา้วไม่เปลีย่นแปลง 
สงู 

(>75 oซ) 
>24 
นาท ี

2 เมลด็ขา้วพองตวั 
3 เมล็ดข้าวพองตัวและมีแป้งกระจายออกมาจากบางส่วนของ

เมลด็ขา้ว 
4 เมล็ดข้าวพองตัวและมีแป้งกระจายออกมารอบเมล็ดขา้วเป็น

บรเิวณกวา้ง ปานกลาง 
(70-74 oซ) 

17-24 
นาท ี5 ผิวของเมล็ดข้าวปริทางขวางหรือทางยาวและมีแป้งกระจาย

ออกมารอบเมลด็เป็นบรเิวณกวา้ง 
6 เมลด็ขา้วสลายตวัตลอดทัง้เมลด็ มลีกัษณะเป็นเมอืกขุน่ขาว ต ่า 

(< 69 oซ) 
12-17 
นาท ี7 เมลด็ขา้วสลายตวัตลอดทัง้เมลด็และมลีกัษณะเป็นแป้งเปียกใส 

 
2.4 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง

รปูแบบสนิปสข์องยีน SSIIa กบัอุณหภมิูแป้งสุก
ของข้าวไทย 

เปรียบเทียบระดับการสลายตัวในด่าง
ของเมล็ดข้าวระหว่างขา้วที่มสีนิปส์ของยนี SSIIa 
แตกต่างกนั ดว้ยวธิ ีWilcoxon test โดยใชโ้ปรแกรม 
R (R core team, 2013) ทัง้ในขา้วนาปีและนาปรงั  

 

3. ผลการวิจยั 
3.1 การทดสอบไพรเมอรเ์พื่อตรวจสอบ 

สนิปสต์ าแหน่ง 4,198 
การทดสอบไพรเมอร์เพื่อตรวจสอบ 

สนิปสใ์นต าแหน่ง 4,198 ในขา้วไทยพนัธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 ซึ่ งมี  สนิปส์ G และข้าวญี่ ปุ่นพันธุ์  
Nipponbare ซึ่งมีสนิปส์ A พบว่าไพรเมอร์ที่ให้ผล
การตรวจสอบสนิปสท์ีถู่กตอ้งและชดัเจนทีส่ดุ ไดแ้ก่ 
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ไพรเมอร ์4,198 (F,R)*3 ซึง่มกีารเปลีย่นแปลงเบส
ต าแหน่งที่ 3 นับจากปลาย 3 โดยในขา้วขาวดอก
มะล ิ105 ปรากฏแถบดเีอน็เอขนาดประมาณ 700 คู่
เบส และข้าว Nipponbare ปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 200 คู่เบส ซึ่งแสดงถึงการมสีนิปส ์

G และ A ตามล าดบั (รปูที ่2) ดงันัน้ไพรเมอร ์4,198 
(F)*3  และ 4,198 (R)*3 จงึเหมาะสมในการใชเ้ป็น
ไพรเมอร์คู่ในเพื่อตรวจสอบสนิปสต์ าแหน่ง 4,198 
ของยนี SSIIa ในขา้ว 

 

 
 

รปูท่ี 2  ผลการทดสอบไพรเมอรเ์พื่อตรวจสอบสนิปสต์ าแหน่ง 4,198 [M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (GeneRuler 
100 bp DNA Ladder Plus, Thermo Sciencetific, USA), 1-4 คอื ขา้วขาวดอกมะล ิ105 (สนิปส ์G), 
5-8 คอื ขา้วญี่ปุน่ Nipponbare (สนิปส ์A) ในขา้วแต่ละพนัธุใ์ชไ้พรเมอร์คู่นอก ไดแ้ก่ NF1 และ NR2 
และไพรเมอรค์ู่ในไดแ้ก่ 4,198 (F,R) คอื หมายเลข 1 และ 5; 4,198*2 (F,R) คอื หมายเลข 2 และ 6; 
4,198*3 (F,R) คอืหมายเลข 3 และ 7; 4,198*3,*4 (F,R) คอืหมายเลข 4 และ 8 ตามล าดบั, * หมายถงึ 
ช่องดเีอน็เอทีเ่หมาะสมในการตรวจสอบสนิปสแ์ต่ละรปูแบบ] 

 
3.2 การตรวจสอบสนิปส์ของยีน SSIIa 

ในข้าว 
การตรวจสอบสนิปส์ของยีน SSIIa ใน

ขา้วไทย จ านวน 69 พนัธุ์ และขา้วญี่ปุ่น จ านวน 3 
พนัธุ์ พบว่าในต าแหน่ง 4,198 สนิปส ์A พบเฉพาะ
ในขา้วญี่ปุ่นเท่านัน้ โดยปรากฏแถบดเีอน็เอขนาด 
210 คู่เบส สว่นสนิปส ์G พบทัง้ในขา้วญีปุ่น่และขา้ว
ไทยโดยปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 683 คู่ เบส 
ส าหรับต าแหน่ง 4,329-4,330 พบสนิปส์ GC ซึ่ง
ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 540 คู่เบส และ TT ซึ่ง
ปรากฏแถบดเีอน็เอขนาด 341 คู่เบส ทัง้ในขา้วไทย
และขา้วญี่ปุ่น ดงัตารางที่ 3 และรูปที่ 3 ซึ่งผลจาก
การตรวจสอบด้วยวิธี  tetra-primer ARMS-PCR 
สอดคลอ้งกบัผลทีไ่ดจ้ากการหาล าดบัเบส 

3.3 การศึกษาอณุหภมิูแป้งสุกในข้าวไทย
และความสัมพันธ์กับสนิปส์ของยีน SSIIa 
ต าแหน่ง 4,329-4,330 

การศกึษาระดบัการสลายตวัในด่างของ
เมล็ดข้าวไทยที่ปลูกในฤดูนาปี จ านวน 39 พันธุ์ 
และนาปรงั จ านวน 40 พนัธุ ์พบว่าในขา้วทีม่สีนิปส ์
GC มีค่าระดบัการสลายตวัในด่างในช่วง 4-6 โดย
ส่วนใหญ่มีค่า 5 ส่วนข้าวที่มีสนิปส์ TT มีค่าระดบั
การสลายตัวในด่าง 6-7 โดยส่วนใหญ่มีค่า 7 เมื่อ
เปรียบเทียบค่าระดับการสลายตัวในด่างระหว่าง
ข้าวที่มีรูปแบบสนิปส์ของยีน SSIIa ที่ต าแหน่ง 
4,329-4,330 แตกต่างกนั พบว่าข้าวที่มสีนิปส์ TT 
มรีะดบัการสลายตวัในด่างสงูกว่าขา้วทีม่สีนิปส ์GC 
อย่างมนียัส าคญั ทัง้ในขา้วนาปีและนาปรงั (รปูที ่4) 
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ตารางท่ี 3  รปูแบบสนิปสข์องยนี SSIIa ในขา้วพนัธุต่์าง ๆ 
   

ต าแหน่ง 
4,198 

ต าแหน่ง 
4,329-4,330 

รายชื่อพนัธุข์า้ว 

A GC Nipponbare, Taichung 65 
G TT Kitaake, ขาวดอกมะลิ 105, กข 15, กู้เมืองหลวง, กข 51, นางมลเอส 4, กข 6, 

สนิเหลก็, หอมมะลแิดง, แก่นจนัทร์, เขม็ทองพทัลุง, เหลอืง No.1, ลมืผวั, หางย ี
71, เหนียวเขีย้วงู, ซวิแม่จนั, กข 16, เหมยนอง 62 เอม็, ปทุมธานี 1, พษิณุโลก 
2, กข 39, กข 43, กข 21, กข 49, หอมสพุรรณ, กข 33, กข 14, กข 47, หอมนิล, 
ไรซเ์บอรี่, สนัป่าตอง 1, กข 10, กข 41, ขาวใหญ่, กุหลาบแดง, ปลาแขง็, มา้มดื, 
เหรียญทอง , สุพรรณบุรี 90, สาวอุดร, สุพรรณบุรี 60, กข 35, หอมใบเตย, 
นางนวล, ขาวเมล็ดใหญ่ , เหนียวตม , ดอหอม , ซัมบาย , เหนียวหอม , สาว
หนองคาย, ขีต้มแดง, กาบซาง, อคี่าง 

GC เลบ็มอืนาง 111, ขาวตาแหง้ 17, ปราจนีบุร ี2, ป่ินแกว้ 56, เสาไห,้ ดอกพะยอม, 
หันตรา 60, ตะเภาแก้ว 161, กข 19, นางฉลอง, สุพรรณบุรี 1, ปทุมธานี 80, 
ชยันาท 1, กข 7, กข 57  

GC และ TT ชยันาท 80, กอเดยีว  
หมายเหตุ : พนัธุข์า้วทีม่กีารหาล าดบัเบสยนืยนัแสดงดว้ยอกัษรตวัหนา 
 

 
รปูท่ี 3  ผลการตรวจสอบสนิปสข์องยนี SSIIa ดว้ยวธิ ีtetra-primer ARMS-PCR: (A) การตรวจสอบสนิปสใ์น

ต าแหน่ง 4,198 และ (B) ต าแหน่ง 4,329-4,330 [M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน (GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder Plus, Thermo Sciencetific, USA), 1-16 คือ ข้าวพันธุ์ (1) กข 43, (2) กข 49, (3) กข 21,  
(4) ปทุมธานี 80, (5) หอมสุพรรณ, (6) กข 33, (7) กข 14, (8) กข 47, (9) หอมนิล, (10) ไรซเ์บอรี่, 
(11) สนัปา่ตอง 1, (12) กข 10, (13) กข 41, (14) Nipponbare, (15) Taichung 65 และ (16) Kitaake 
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รูปท่ี 4  เปรียบเทียบค่าระดบัการสลายตัวในด่างระหว่างข้าวที่มีสนิปส์ GC และ TT : (A) ข้าวนาปี และ      

(B) ขา้วนาปรงั 
 
4. วิจารณ์ผลการวิจยั 

4.1 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับ
ตรวจสอบสนิปสต์ าแหน่ง 4,198  

การทดสอบไพรเมอร์เพื่อตรวจสอบ 
สนิปสต์ าแหน่ง 4,198 โดยใช้ไพรเมอร์คู่ในทัง้ 4 คู่ 
พบว่าไพรเมอร์ทีม่กีารเปลี่ยนแปลงเบสต าแหน่งที ่
3 นับจากปลาย 3 มีความจ าเพาะกบัสนิปสแ์ต่ละ
แบบ และใหผ้ลการตรวจสอบชดัเจน ผลการทดลอง
นี้ สอดคล้องกับการรายงานของ Ye และคณะ 
(2001) ซึง่รายงานว่าต าแหน่งของเบสในไพรเมอรท์ี่
ควรจะเปลีย่นแปลงเพื่อใหม้คีวามจ าเพาะกบัสนิปส์
แต่ละแบบ คอื ต าแหน่งที่ 3 นับจากปลาย 3 และ
การเปลี่ยนแปลงเบสก็มีความเหมาะสมนัน่คือ 
บรเิวณปลาย 3 ของไพรเมอร์ทีม่คีวามจ าเพาะกบั 
สนิปส์แต่ละแบบท าให้เกิด mismatch แบบ weak 
(C/A และ G/T) ดงันัน้จงึต้องเปลี่ยนเบสต าแหน่งที ่
3 ใ ห้มี  mismatch แบบ  strong (A/G หรือ  C/T) 
เพื่อใหไ้พรเมอรม์คีวามจ าเพาะกบัสนิปสแ์ต่ละแบบ 
ไพรเมอร์ที่พัฒนาขึ้นใหม่นี้สามารถใช้ตรวจสอบ 
สนิปส์ของข้าวได้อย่างแม่นย า ท าได้ง่าย ให้ผล
ชดัเจน รวดเรว็ ค่าใชจ้่ายถูกกว่าวธิ ีCAPS และการ
หาล าดบัเบส จงึสามารถน าไปใชศ้กึษาประชากรทีม่ ี

ขนาดใหญ่ หรอืตวัอย่างจ านวนมากได ้
4.2 ส นิปส์ของ ยีน  SSIIa และความ 

สมัพนัธก์บัอณุหภมิูแป้งสุกในข้าวไทย 
การตรวจสอบสนิปส์ทัง้ 2 ต าแหน่ง ใน

ขา้วไทยโดยใชว้ธิ ีtetra-primer ARMS-PCR พบว่า
มีความแม่นย า เนื่ องจากให้ผลการตรวจสอบ
เหมอืนกบัการตรวจสอบดว้ยการหาล าดบัเบส โดย
การตรวจสอบสนิปส์ต าแหน่ง 4,198 ในข้าวไทย 
พบสนิปส ์G เท่านัน้ ส่วนสนิปส ์A พบในขา้วญี่ปุ่น
บางพนัธุ์ สอดคล้องกบัการรายงานของ Caffagni 
และคณะ (2013) ซึง่ส ารวจขา้วเจา้ 292 พนัธุ ์พบว่า
ขา้วสว่นใหญ่มสีนิปสต์ าแหน่ง 4,198 เป็น G สว่น A 
พบได้น้อย โดยเฉพาะในข้าวอินดิกาพบสนิปส์ A 
เพียง 4 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตาม การตรวจสอบ 
สนิปส์ในต าแหน่ง 4,198 มีความส าคัญเนื่องจาก
ถา้สนิปสใ์นต าแหน่ง 4,198 เป็น A อุณหภูมแิป้งสุก
จะต ่า ไม่ว่าในต าแหน่ง 4,329-4,330 จะเป็นสนิปส์
แบบใดก็ตาม (Nakamura et al., 2005) แต่ถ้าเป็น 
สนิปส์ G อุณหภูมิแป้งสุกจะขึ้นอยู่กับสนิปส์ใน
ต าแหน่ง 4,329-4,330 ซึง่ม ี2 รูปแบบ คอื GC และ 
TT ถ้าเป็น GC ขา้วจะมอุีณหภูมแิป้งสุกปานกลาง
ถึงสูง แต่ถ้าเป็น TT ข้าวจะมีอุณหภูมิแป้งสุกต ่า 



ปีที ่7  ฉบบัที ่3 • กนัยายน - ธนัวาคม 2561                                             Thai Journal of Science and Technology 

 291 

(Bao et al., 2006) ซึ่งจากการทดลองในขา้วไทยที่
มสีนิปส ์GC มรีะดบัการสลายตวัในด่างต ่ากว่าข้าว
ที่มสีนิปส ์TT อย่างมนีัยส าคญั นัน่แสดงว่าขา้วทีม่ี 
สนิปส์ GC มีอุณหภูมแิป้งสุกสูงกว่าขา้วที่มสีนิปส์ 
TT ซึ่งสอดคล้องกบัการรายงานดงักล่าว ดงันัน้จงึ
สามารถใช้ไพรเมอร์ในการทดลองนี้คัดเลือกข้าว
ไทยทีม่อุีณหภูมแิป้งสกุทีต่อ้งการได ้

การทดลองพบว่ าข้าวไทยมีสนิปส์
ต าแหน่ง 4,329-4,330 เป็นแบบ TT มากถึง 52 
พันธุ์ ในขณะที่สนิปส์ GC พบเพียง 15 พันธุ์ ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานของ วราภรณ์ และคณะ 
(2558) ซึ่งทดสอบอุณหภูมแิป้งสุกในขา้วพื้นเมอืง
ในจังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย และแม่ฮ่องสอน 
พบว่าข้าวส่วนใหญ่ (ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์) มี
อุณหภูมแิป้งสกุต ่า 
 

5. สรปุ 
การตรวจสอบสนิปส์ของยีน SSIIa โดยใช้

ไพรเมอร์ที่พฒันาขึน้มาใหม่ ร่วมกบัไพรเมอร์ที่ได้
จากการรายงานของ Lu และคณะ (2010) พบว่า
สามารถตรวจสอบสนิปส์ได้อย่างแม่นย า ชัดเจน 
รวดเรว็ และราคาถูก โดยใหผ้ลเช่นเดยีวกบัการหา
ล าดับเบส ในข้าวไทยสนิปส์ต าแหน่ง 4,198 พบ
เฉพาะ G เท่านัน้ สว่นสนิปส ์A พบในขา้วญีปุ่น่บาง
พันธุ์ ในต าแหน่ง 4,329-4,330 พบสนิปส์ 2 แบบ 
คือ GC และ TT ซึ่งข้าวที่มีสนิปส์ GC มีอุณหภูมิ
แป้งสุกสูงกว่าข้าวที่มีสนิปส์ TT อย่างมีนัยส าคญั 
ดงันัน้จึงสามารถใช้ไพรเมอร์ในการทดลองนี้เป็น
เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการคัดเลือกข้าวเพื่อ
ปรบัปรุงพนัธุข์า้วใหม้อุีณหภูมแิป้งสุกต ่า ซึง่จะช่วย
ลดพลงังานในการหุงตม้ได ้
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