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บทคดัย่อ 
ขา้วหอมมะลเิป็นพนัธุข์า้วไทยทีไ่ดร้บัความนิยมและมชีื่อเสยีงไปทัว่โลกเพราะมคีุณภาพการหุงต้มดี

มากคอืเมื่อสกุจะนุ่มและมกีลิน่หอมน่ารบัประทาน แต่ยงัผลติไดไ้ม่เพยีงพอกบัตอ้งการ เนื่องจากขา้วหอมมะลิ
เป็นขา้วไวต่อช่วงแสงและไม่ค่อยต้านทานต่อโรคและแมลง จงึมกีารปรบัปรุงพนัธุแ์ละได้ขา้วพนัธุ์ปรบัปรุง
หลายพนัธุ ์อย่างไรกต็ามขา้วพนัธุป์รบัปรุงเหล่านี้แมใ้ห้เมลด็ขา้วที่มีสมบตัิทางกายภาพเหมอืนกนั แต่จะมี
คุณภาพการหุงต้มด้อยกว่า งานวจิยันี้จงึจ าแนกขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะล ิ105 และพนัธุป์รบัปรุงจากพนัธุ์ขาว
ดอกมะล ิ105 จ านวน 8 พนัธุ ์ดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุม่ 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร ์42 
ชนิด สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอรวมได ้เมื่อคดัเลอืกไพรเมอร ์31 ชนิด ทีใ่หล้ายพมิพด์เีอน็เออย่างชดัเจนมา
ตรวจสอบกบัดเีอน็เอของขา้วแต่ละพนัธุ์ พบว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ได้ดว้ยแถบดเีอน็เอ
จ าเพาะกบัพนัธุ ์นอกจากนัน้ยงัพบไพรเมอรท์ีส่ามารถจ าแนกขา้วทัง้ 8 พนัธุ ์ไดด้ว้ยไพรเมอรเ์พยีงชนิดเดยีว 
เมื่อวเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมพบว่ามคี่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนอยู่ระหว่าง 0.67 ถงึ 0.83 โดย
ผลการวจิยัพบว่าสามารถจ าแนกขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 และพนัธุป์รบัปรุงจากพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 ทัง้ 
8 พนัธุ ์ออกจากกนัได ้ซึง่น าไปประยุกตใ์ชไ้ดจ้รงิ  

DOI: 10.14456/tjst.2012.17



Thai Journal of Science and Technology   ปีที ่1  ฉบบัที ่3  กนัยายน - ธนัวาคม 2555 

170 

ค าส าคญั : ขา้ว, การจ าแนก, อารเ์อพดี,ี แฮตอารเ์อพดี,ี เครื่องหมายดเีอน็เอ 

Abstract 
Thai jasmine rice is the most popular due to its pleasant aroma, having soft and tender 

texture after cooking. But it was not enough to produce, because the jasmine rice is a photoperiod-
sensitive cultivar with less resistance to diseases and insects. The rice breeding programs were 
developed and released new improved cultivars. However, these improved cultivars have the same 
physical properties of grains, but have the inferior quality of cooking. This research was used the 
high annealing temperature-random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) technique to identify 8 
rice cultivars, KDML105 and its improved cultivars. Seventy-two random primers were screened and 
42 primers could be used for DNA amplification. Thirty-one primers which gave clear amplified 
products were selected and used to analyze all of cultivars. The result showed differences among 8 
cultivars with specific DNA band. In addition, some of 31 random primers were able to identify each 
cultivar even though using as only one primer. A dendrogram based on polymorphic bands showed 
genetic similarities among cultivars KDML105 and its improved cultivars with similarity coefficients 
ranging 0.67-0.83. Finally, this results capable to identify 8 rice cultivars, KDML105 and its improved 
cultivars, and fit for use to detection the jasmine rice. 

Keywords: rice (Oryza sativa L.), identification, RAPD (random amplified polymorphic DNA), HAT-
RAPD (high annealing temperature-random amplified polymorphic DNA), DNA marker 

1. ค าน า
ธัญพืชใบเลี้ยงเดี่ยวซึ่งเป็นแหล่งอาหาร

ประเภทคาร์โบไฮเดรตที่ส าคญัของโลก 5 อันดับ
แรก ไดแ้ก่ ขา้วสาล ีขา้วบารเ์ล่ย ์ขา้ว ขา้วโพด และ
ข้าวฟ่าง ข้าวปลูกมี 2 ชนิด คือ ข้าวแอฟริกา 
(Oryza glaberrima Steud.) และขา้วเอเชยี (Oryza 
sativa L.) ขา้วเอเชยีแบ่งเป็น 3 ชนิดย่อย ไดแ้ก่ จา
ปอนิกา (japonica) อนิดกิา (indica) และจาวานิกา 
(javanica) โดยขา้วไทยจดัอยู่ในกลุ่มอนิดกิา มพีนัธุ์
ขา้วดเีด่นและรูจ้กัแพร่หลายทัว่โลกคอืขา้วหอมมะล ิ
ประกอบด้วย 2 พันธุ์ คือ ขาวดอกมะลิ 105 และ 
กข 15 ซึ่งเป็นข้าวหอมชัน้ 1 ที่ได้รับความนิยม 
เนื่องจากมคีุณภาพการหุงตม้ดมีาก กล่าวคอืเมื่อสุก
จะนุ่มและมีกลิ่นหอมน่ารบัประทาน แต่ข้าวพันธุ์

ขาวดอกมะลิ 105 และ กข 15 มีผลผลิตต่อไร่
ค่อนข้างต ่ าและเป็นข้าวที่ไวต่อช่วงแสง (photo-
period sensitive) จึงจัดเป็นข้าวนาปีและปลูกได้
เพยีงปีละครัง้ (ประพาส, 2531) นอกจากนัน้ยงัไม่
ค่อยต้านทานต่อโรคและแมลง ท าให้มผีลผลติรวม
ต่อปีไม่เพียงพอกับความต้องการของผู้บริโภค 
ดงันัน้จงึมรีาคาสงูกว่าขา้วพนัธุอ์ื่น 

นกัปรบัปรุงพนัธุไ์ดพ้ยายามเพิม่ผลผลติขา้ว
หอมมะลดิว้ยการผสมขา้มพนัธุเ์พื่อใหไ้ดพ้นัธุข์า้วที่
ตา้นทานต่อโรคและแมลง โดยน าขา้วหอมมะลผิสม
กับพันธุ์ข้าวที่ต้านทานต่อโรคและแมลง แล้ว
คดัเลอืกสายพนัธุ์ลูกผสมที่มคีวามต้านทานต่อโรค
และแมลงมาผสมย้อนกลับกับข้าวหอมมะลิ และ
คดัเลอืกจนได้พนัธุ์ทีค่ล้ายคลงึกบัขา้วหอมมะล ิซึ่ง



ปีที ่1  ฉบบัที ่3  กนัยายน - ธนัวาคม 2555                                      Thai Journal of Science and Technology 

 171 

มคีวามต้านทานต่อโรคและแมลง (จิรพงศ์, 2552) 
แต่ก็ไม่สามารถเพิ่มผลผลิตได้มากนัก จึงได้ผสม
ขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 กบัพนัธุ์ที่ไม่ไวต่อช่วง
แสง ซึง่ไดข้า้วหอมพนัธุใ์หม่ทีส่ามารถปลกูไดห้ลาย
ครัง้ต่อปีและจดัเป็นขา้วนาปรงั ได้แก่ คลองหลวง 
1, สุพรรณบุร ี1 และปทุมธานี 1 เป็นต้น อย่างไรก็
ตามข้าวหอมที่ไม่ไวต่อช่วงแสงเหล่านี้มีคุณภาพ
ดอ้ยกว่าขา้วขาวดอกมะล ิ105 และมกัเกดิความผนั
แปรด้านคุณภาพและผลผลิต  (ศูนย์วิจัยข้าว
ปทุมธานี, 2541) จงึมรีาคาต ่ากว่าขา้วหอมมะล ิ 

เมื่อก าลงัผลิตข้าวหอมมะลิไม่เพียงพอกับ
ความตอ้งการ จงึมกีารปลอมปนขา้วเกดิขึน้ โดยน า
ขา้วพนัธุ์ปรบัปรุงจากพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งมี
รปูร่างลกัษณะของเมด็ใกลเ้คยีงกนัมาผสมกบัพนัธุ์
ขาวดอกมะล ิ105 และขายในราคาขา้วหอมมะล ิซึง่
เป็นการน าข้าวที่มีสมบตัิทางกายภาพเหมือนกัน 
แต่มคีุณภาพการหุงต้มต่างกนัมาผสมกนั ท าใหข้า้ว
สุกมคีุณภาพที่ไม่ดเีท่าที่ควร จงึเกดิการรอ้ง เรยีน
จากผู้บริโภคทัง้ภายในและต่างประเทศ และเป็น
ปัญหาส าคัญในการส่งออกข้าว (มีชัย และคณะ, 
2537) 

นอกจากนัน้การปลอมปนพนัธุ์ขา้วอาจเกิด 
ขึน้ไดห้ลายขัน้ตอน ไดแ้ก่ การปลอมปนเมลด็พนัธุ์
ขา้วปลกู การปนพนัธุใ์นขณะเกบ็เกีย่ว หรอืการปน
พนัธุใ์นโรงส ีซึง่เทคโนโลยดีเีอน็เอสามารถน ามาใช้
ในการตรวจสอบการปลอมปนและคุณภาพของขา้ว
ต่าง ๆ ออกจากกนัได้ เนื่องจากข้าวแต่ละพันธุ์ม ี  
ดีเอ็นเอบางส่วนที่จ าเพาะกับพันธุ์นั ้น ๆ ท าให้
สามารถใชแ้ยกความแตกต่างของพนัธุข์า้วได้อย่าง
แม่นย า โดยจะท าใหก้ารส่งออกขา้วสามารถด าเนิน
ไปไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ (มชียั และคณะ, 2537) 

จากความส าคญัดงักล่าว จงึได้ศกึษาความ 
สมัพนัธท์างพนัธุกรรม (genetic relationship) ของ
ขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และพนัธุ์ปรบัปรุงจาก
พนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีด ี

( HAT-RAPD, high annealing temperature-
random amplified polymorphic DNA) (Wangspa 
et al., 2005) เพื่ อสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprinting) ด้ ว ย ก าร ใช้ ไพ ร เม อ ร์แ บ บ สุ่ ม 
(random primer) ข น า ด  8-12 นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด ์
(nucleotide) เพียงชนิดเดียว เพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ
โดยปฏิกริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสหรอืพีซอีาร์ (PCR, 
polymerase chain reaction) เนื่ องจากเป็นวิธีที่
สะดวก รวดเรว็ ใช้ดเีอน็เอปรมิาณน้อย ไม่จ าเป็น 
ต้องทราบข้อมูลล าดับเบสของดีเอ็นเอ ประหยัด
ค่าใชจ้่าย ส าหรบัใชเ้ป็นเครื่องหมายดเีอน็เอ (DNA 
marker) ที่จ าเพาะกบัขา้วแต่ละพนัธุ์ กล่าวคอื งาน 
วจิยันี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อใช้เทคนิคแฮตอารเ์อพดีใีน
การจ าแนกข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และพันธุ์
ปรบัปรุงจากพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 อื่น ๆ 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 พนัธุข์้าว 

ขา้วทีใ่ชใ้นการวจิยัครัง้นี้ จ านวน 8 พนัธุ ์
ได้แก่ ขาวดอกมะลิ 105, กข 6, กข 15, กข 21, 
อยุธยา 1, พิษณุโลก 60-1, หอมพิษณุโลก 1 และ
หอมสุพรรณบุร ีไดม้าจากศูนยว์จิยัพนัธุข์า้วต่าง ๆ 
(ตารางที่ 1) โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คอื (1) ขา้วหอม
มะลิ 2 พนัธุ์ ได้แก่ ขาวดอกมะล ิ105 และ กข 15 
และ (2) ข้าวปรบัปรุงจากพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
ได้แก่ กข 6, กข 21, อยุธยา 1, พิษณุโลก 60-1, 
หอมพษิณุโลก 1 และหอมสพุรรณบุร ี(ตารางที ่2) 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกดัดเีอน็เอจากใบขา้วด้วยวธิปีระยุกต์

จาก Agrawal และคณะ (1992) โดยบดใบข้าวใน
ไนโตรเจนเหลวให้เป็นผงละเอยีด แล้วน าผงใบ 2 
ก รัม  บ่ ม ใน  extraction buffer [4x CTAB; 4 % 
cethyl trimethyl ammonium bromide (CTAB), 
2.8 M NaCl, 40 mM ethylenediamine tetraacetic  
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ตารางท่ี 1 แหล่งทีม่าของขา้วทัง้ 8 พนัธุ ์ทีใ่ชใ้นการวจิยั 
 

ชื่อพนัธุข์า้ว แหล่งทีม่า 
ขาวดอกมะล ิ105 ศนูยว์จิยัขา้วอุบลราชธานี อ.เมอืง จ.อุบลราชธานี 
กข 6 ศนูยว์จิยัขา้วอุบลราชธานี อ.เมอืง จ.อุบลราชธานี 
กข 15 ศนูยว์จิยัขา้วอุบลราชธานี อ.เมอืง จ.อุบลราชธานี 
กข 21 ศนูยว์จิยัขา้วแม่ฮ่องสอน อ.ปางมะผา้ จ.แมฮ่่องสอน 
อยุธยา 1 ศนูยว์จิยัขา้วพระนครศรอียธุยา อ.พระนครศรอียุธยา จ.พระนครศรอียุธยา 
พษิณุโลก 60-1 ศนูยว์จิยัขา้วพษิณุโลก อ.วงัทอง จ.พษิณุโลก 
หอมพษิณุโลก 1 ศนูยว์จิยัขา้วพษิณุโลก อ.วงัทอง จ.พษิณุโลก 
หอมสพุรรณบุร ี ศนูยว์จิยัขา้วสพุรรณบุร ีอ.เมอืง จ.สพุรรณบุร ี

 
acid (EDTA) และ 200 mM Tris-HCl pH 8.0] 10 
มิลลิลิตร ซึ่งมี 2-mercaptoethanol 20 ไมโครลิตร 
ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาท ี
เมื่ อครบ เวลาเติม  คลอโรฟอร์ม  : ไอโซเอมิล
แ อ ล ก อ ฮ อ ล์  (chloroform : isoamyl alcohol = 
24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปหมุน
เหวีย่งที่ 12,000 x g เป็นเวลา 5 นาท ีหลงัจากนัน้
จึงแยกสารละลายใสส่วนบนมาเติม  linear poly-
acrylamide 140 ไมโครลติร และไอโซโพรพานอล 
(isopropanol) 7 มลิลลิติร ผสมให้เขา้กนัและน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที เมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g 
เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนัน้จึงเทสารละลายทิ้ง
แ ละล้ างต ะกอนด้ วย  washing buffer (10 mM 
sodium acetate pH 5.2 แ ล ะ  70 % ethanol) 
ปล่อยให้แห้งและละลายตะกอนใน RNase buffer 
(10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 15 mM NaCl) 500 
ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ RNase A (10 mg/ml) 4 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที เมื่ อครบเวลาสกัดด้วยฟีนอล : 
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (phenol : 
chloroform : isoamyl alcohol = 25:24:1) 1 ค รั ้ง 
และสกดัดว้ยคลอโรฟอรม์ : ไอโซเอมลิแอลกอฮอล ์

(24:1) อกี 1 ครัง้ หลงัจากนัน้จงึย้ายสารละลายใส
ส่วนบนมาเติม linear polyacrylamide 70 ไมโคร 
ลติร โซเดยีมอะซเิตต ความเขม้ข้น 3 โมลาร์ (pH 
5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร และไอโซ
โพรพานอลใหไ้ด ้50 เปอรเ์ซน็ต์ ของปรมิาตร บ่มที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาท ี
หลงัจากนัน้จงึเทสารละลายทิ้งและลา้งตะกอนดว้ย
เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง 
แล้วละลายตะกอนด้วย TE buffer (10 mM Tris-
HCl pH 8.0 และ 1.0 mM EDTA) ปริมาตร 200-
300 ไมโครลติร 

ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ดด้ว้ยวธิวีดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคอเิล็กโทรโฟรซีสิ (electrophoresis) ใน
เจ ล อ ะก า โรส  (agarose gel) 0.8 เป อ ร์ เซ็ น ต์ 
(Sambrook et al., 1989) 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอด้วย
เทคนิคแฮตอารเ์อพีดี 

2.3.1 การตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มที่
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอลิ
เมอเรส  โดยรวมดเีอน็เอขา้วทัง้  8  พนัธุ ์ (ในปรมิาณ 
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ตารางท่ี 2 วธิกีารปรบัปรุงพนัธุ์และลกัษณะประจ าพนัธุ์ของขา้วขาวดอกมะล ิ105 และพนัธุ์ปรบัปรุงจาก
พนัธุข์าวดอกมะล ิ105 ทีใ่ชใ้นการวจิยั (ส านกัวจิยัและพฒันาขา้ว, 2554) 

 

พนัธุข์า้ว วธิปีรบัปรงุพนัธุ ์ ลกัษณะประจ าพนัธุ ์
ขาว
ดอก
มะล ิ
105 

ปี พ.ศ. 2498 รวบรวมรวงขา้วพนัธุข์าวดอก
มะลิจาก อ.บางคล้า จ.ฉะเชิงเทรา จ านวน 
199 รวง ปลูกคัดเลือกพันธุ์บริสุทธิท์ี่สถานี
ทดลองขา้วโคกส าโรง หลงัจากนัน้ในปี พ.ศ. 
2500 น าไปปลูกเปรยีบเทยีบผลผลติทีส่ถานี
ทดลองข้าวโคกส าโรง และนาเกษตรกร
ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ
ภาคกลาง พบว่าขา้วพนัธุข์าวดอกมะลิ 4-2-
105 ให้ผลผลิตสูง เมล็ดข้าวนุ่มมีกลิ่นหอม
ปรับตัวในสภาพพื้นที่ ต่าง  ๆ ได้ดี คณะ 
กรรมการพิจารณาพันธุ์ได้มีมติให้เป็นพันธุ์
ส่งเสรมิออกขยายพนัธุ์ ตัง้ชื่อว่า “พันธุ์ขาว
ดอกมะล ิ105” 

เป็นขา้วเจ้า สูงประมาณ 140 เซนติเมตร ไวต่อช่วง
แสง ล าต้นสีเขียวจาง ใบสีเขียวยาวค่อนข้างแคบ 
ฟางอ่อน ใบธงท ามุมกบัคอรวง เมลด็ขา้วรปูร่างเรยีว
ยาว ข้าวเปลอืกสฟีาง เมล็ด กว้าง x ยาว x หนา = 
2.1 x 7.5 x 1.8 มิลลเิมตร ปรมิาณอะไมโลส 12-17 
% คุณภาพขา้วสกุ นุ่ม มกีลิน่หอม 

กข 6 การชักน าให้เกิดการกลายด้วยรงัสแีกมมา 
ปรมิาณ 20 กโิลแรด อาบเมลด็ขา้วพนัธุข์าว
ดอกมะล ิ105 แลว้เพาะปลูกเพื่อคดัเลอืกจน
ไดส้ายพนัธุ ์KDML105'65-G2U-68-254 

เป็นขา้วเหนียว สูงประมาณ 154 เซนติเมตร ไวต่อ
ช่วงแสง ทรงกอกระจายเลก็น้อย ใบยาวสเีขยีวเข้ม 
ใบธงตัง้ เมล็ดยาวเรียว ข้าวเปลือกสนี ้าตาล เมล็ด 
กว้าง x ยาว x หนา = 2.2 x 7.2 x 1.7 มิลลิเมตร 
ปรมิาณอะไมโลส 5-6 % คุณภาพขา้วสกุ เหนียว นุ่ม 
มกีลิน่หอม 

กข 15 การชักน าให้เกิดการกลายด้วยรงัสแีกมมา 
ปรมิาณ 15 กโิลแรด อาบเมลด็ขา้วพนัธุข์าว
ดอกมะล ิ105 แลว้เพาะปลูกเพื่อคดัเลอืกจน
ไดส้ายพนัธุ ์KDML 105'65G1U-45 

เป็นขา้วเจ้า สูงประมาณ 140 เซนติเมตร ไวต่อช่วง
แสง ล าต้นและใบสเีขยีวอ่อน ใบธงท ามุมกบัคอรวง 
รวงอยู่เหนือใบ ใบยาว ค่อนข้างแคบ ข้าวเปลือกสี
ฟาง ปลายบดิงอเลก็น้อย เมลด็ กวา้ง x ยาว x หนา 
= 2.1 x 7.5 x 1.7 มิลลเิมตร ปรมิาณอะไมโลส 14-
17 % คุณภาพขา้วสกุ นุ่ม มกีลิน่หอม 

กข 21 การผสมพนัธุ์แบบผสม 3 ทาง ระหว่างข้าว
พนัธุ์ขาวดอกมะล ิ105 และขา้วพนัธุ์นางมล 
เอส-4 กบัขา้วพนัธุไ์ออาร์ 26 แลว้เพาะปลูก
เพื่อคดัเลอืกจนไดส้ายพนัธุ์ SPR7419-86-2-
5 

เป็นขา้วเจา้ สูงประมาณ 100-125 เซนตเิมตร ไม่ไว
ต่อช่วงแสง ล าตน้ใหญ่ แต่ค่อนขา้งอ่อน รวงแน่น อยู่
ใต้ใบธง ขา้วเปลอืกสฟีางกระน ้าตาล เมลด็ กว้าง x 
ยาว x หนา = 2.3 x 7.3 x 1.8 มิลลิเมตร ปริมาณ  
อะไมโลส 17-20 % คุณภาพขา้วสกุ นุ่ม 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) 
 

พนัธุข์า้ว วธิปีรบัปรงุพนัธุ ์ ลกัษณะประจ าพนัธุ ์
อยุธยา 

1 
การผสมพนัธุ์แบบผสมเดี่ยวระหว่างขา้วขึ้น
น ้ าพันธุ์อู่ตะเภากับข้าวพันธุ์ขาวดอกมะล ิ
105 

เป็นข้าวเจ้า สูงประมาณ  142-223 เซนติ เมตร 
(ขึ้นอยู่กบัระดบัน ้า) ไวต่อช่วงแสง ทรงกอตัง้ ฟาง
แข็ง ใบสีเขียว ใบธงตัง้ตรง รวงยาว คอรวงยาว 
ระแง้ถี่ ขา้วเปลอืกสฟีาง เมลด็ กว้าง x ยาว x หนา 
= 2.32 x 7.69 x 1.87 มิลลิเมตร ปริมาณอะไมโลส 
28.4 % คุณภาพขา้วสกุ ร่วน ค่อนขา้งแขง็  

พษิณุ 
โลก  
60-1 

การผสมพนัธุ์แบบการผสม 3 ทาง ระหว่าง
ขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 และขา้วพนัธุน์าง
มล เอส-4 กบัข้าวพันธุ์ไออาร์ 26 แล้วเพาะ 
ปลูกเพื่อคดัเลอืกจนได้สายพนัธุ์ SPR7419-
179-4-1 

เป็นขา้วเจา้ สงูประมาณ 140-160 เซนตเิมตร ไวต่อ
ช่วงแสง ล าต้นแขง็สเีขยีวอ่อน ใบสเีขยีวแคบ ยาว
ปานกลาง ใบธงสัน้ รวงยาว ระแง้ถี่  เมลด็ยาวเรยีว 
ขา้วเปลอืกสฟีาง เมลด็ กวา้ง x ยาว x หนา = 2.2 x 
7.3 x 1.7 มิ ลลิ เม ต ร  ป ริม าณ อะไม โลส  17 %  
คุณภาพขา้วสกุ นุ่ม เหนียว 

หอม
พษิณุ 
โลก 1 

การผสมพนัธุ์แบบการผสม 3 ทาง ระหว่าง
ขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 และขา้วสายพนัธุ ์
LA29'73NF1U-14-3-1-1 กบัข้าวพันธุ์ไออาร ์
58 แลว้เพาะปลกูเพื่อคดัเลอืกจนไดส้ายพนัธุ ์
SPRLR83228-PSL-32-1 

เป็นขา้วเจ้า สูงประมาณ 160 เซนติเมตร ไวต่อช่วง
แสง ล าต้นสูง ทรงกอตัง้ ฟางแข็งปานกลาง ใบสี
เขยีว ใบธงเอน คอรวงยาว รวงแน่นปานกลาง ระแง้
ถี ่ขา้วเปลอืกสฟีาง เมลด็ กวา้ง x ยาว x หนา = 2.1 
x 7.4 x 1.7 มิลลิเมตร ปริมาณอะไมโลส 14.9 % 
คุณภาพขา้วสกุ นุ่ม เหนียว มกีลิน่หอม 

หอม
สพุรรณ
บุร ี

การผสมพนัธุ์แบบการผสม 3 ทาง ระหว่าง
ขา้วสายพนัธุ ์SPR84177-8-2-2-2-1 และขา้ว
สายพนัธุ์ SPR85091-13-1-1-4 กบัขา้วพนัธุ์
ขาวดอกมะล ิ105 แลว้เพาะปลูกเพื่อคดัเลอืก
จนไดส้ายพนัธุ ์SPR89111-17-2-2-2-2 

เป็นข้าวเจ้า สูงประมาณ 126 เซนติเมตร ไม่ไวต่อ
ช่วงแสง ทรงกอตัง้ ฟางแขง็ ใบสเีขยีว ใบธงตัง้ตรง 
รวงยาวและคอรวงยาว เมลด็ขา้วเปลอืกสฟีาง เมลด็ 
กว้าง x ยาว x หนา = 2.1 x 7.7 x 1.8 มิลลิเมตร 
ปริมาณอะไมโลส 18-19 % คุณภาพข้าวสุก นุ่ม
เหนียว มกีลิน่หอม 

 
เท่า ๆ กนั) เขา้ดว้ยกนั แลว้น าไปท าปฏกิริยิาลูกโซ่
พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม จ านวน 72 
ชนิด คอืไพรเมอรช์ุด A2, B2, C2, D2, E2 และ F2 
จากบริษัท Wako Company (Japan) ซึ่งมีขนาด 
12 นิวคลโีอไทด ์

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 100 นาโน
กรัม  (ng) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสใน

บัฟ เฟอร์ 1 เท่ า  (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl 
pH 8.4 และ 2.5 mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ 4 
ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ dTTP) ชนิดละ 
200 ไมโครโมลาร์ (M) ไพรเมอร์แบบสุ่ม  250   
น า โน โม ล า ร์  ( nM) แ ล ะ เอ น ไซ ม์  Taq DNA 
polymerase (InvitrogenTM life technology, Brazil) 
1 ยนูิต (นฤมล และคณะ, 2555) 
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ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี 3 
ขัน้ตอน คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซยีส นาน 30 วนิาท,ี อุณหภูม ิ46 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซยีส นาน 1 นาท ีจ านวน 40 รอบ และ (3) บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีจ านวน 
1 รอบ  แล้วตรวจสอบลายพิมพ์ดี เอ็น เอด้วย
เทคนิ คอิเล็กโทรโฟ รีซิส ใน เจลอะกาโรส 1.5 
เปอรเ์ซน็ต ์

2.3.2 การสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอของขา้ว
ทัง้ 8 พันธุ์ โดยคัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ลายพิมพ์     
ดเีอน็เออย่างชดัเจนมาตรวจสอบกบัดเีอน็เอขา้วแต่
ละพันธุ์ โดยได้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลเิมอเรสซ ้า 3 ครัง้ ทัง้นี้เพื่อยนืยนัผลลาย
พมิพด์เีอน็เอ 

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
เปรยีบเทียบลายพมิพ์ดเีอน็เอขา้วทัง้ 8 

พันธุ์ ที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี โดยเปรียบ 
เทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบ      
ดีเอ็นเอที่ได้ทัง้หมด แล้ววิเคราะห์ค่าดัชนีความ
เหมือน (similarity index) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYS-pc รุ่น 2.0 และสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
(dendrogram) ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic 
mean) (Rohlf, 2002)  
 

3. ผลและวิจารณ์ 
3.1 ไพรเมอร์แบบสุ่ ม ท่ีสามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอน็เอปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  
การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอรวมของขา้วทัง้ 

8 พนัธุ์ ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์
แบบสุ่ม 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 42 ชนิด (58.33 
เปอรเ์ซน็ต)์ สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได ้ 

3.2 ลายพิมพดี์เอน็เอของข้าว 

เมื่อคดัเลือกไพรเมอร์แบบสุ่ม 31 ชนิด 
ที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชดัเจนมาสร้างลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอข้าวแต่ละพนัธุ์ จ านวน 8 พันธุ์ ด้วย
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี ปรากฏว่าพบแถบดีเอ็นเอ
รวมทัง้สิน้ 172 แถบ ขนาดประมาณ 300-3,000 คู่
เบส (base pairs, bp) ซึ่งเป็นแถบดีเอ็นเอที่พบ
เหมอืนกนัทุกพนัธุ์ (monomorphic band) 44 แถบ 
(25.51 เปอร์เซน็ต์) และเป็นแถบดีเอน็เอที่พบต่าง 
กันในแต่ละพันธุ์ (polymorphic band) 128 แถบ 
(74.49 เปอร์เซน็ต์) โดยลายพิมพ์ดเีอน็เอที่ได้จาก
เทคนิคแฮตอารเ์อพดีนีัน้มรีปูแบบจ าเพาะต่อขา้วแต่
ละพันธุ์ (รูปที่ 1) และพบแถบดีเอ็นเอบางแถบที่
สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับจัด
จ าแนกพนัธุข์า้วได ้นอกจากนี้ยงัพบไพรเมอรซ์ึง่ให้
ลายพมิพ์ดเีอน็เอที่สามารถแยกความแตกต่างของ
ข้าวแต่ละพันธุ์ออกจากกันได้ด้วยไพรเมอร์เพียง
ชนิดเดียว จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ C29 (5-GTC-
GCC-TTA-CCA-3), D23 (5-ACC-ATC-AAA-
CGG-3) และ D31 (5-GGA-GGT-CGA-CCA-3) 

3.3 การวิเคราะหล์ายพิมพดี์เอน็เอ 
เมื่อวเิคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคแฮตอารเ์อพดีดีว้ยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 
2.0 และเลอืกวธิจีดักลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณ
ค่าดชันีความเหมอืนและสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
(รปูที ่2) พบว่าขา้วที่ใชใ้นการวจิยัครัง้นี้ทัง้ 8 พนัธุ ์
มีค่าสมัประสทิธิค์วามเหมือนอยู่ระหว่าง 0.67 ถึง 
0.83 เฉลี่ย  0.77 เมื่ อพิจารณาที่ค่ าดัชนีความ
เหมอืน 0.77 พบว่าแบ่งขา้วเป็น 2 กลุ่ม คอื กลุ่ม 1 
ได้แก่ ขาวดอกมะลิ 105, กข 21, กข 15, กข 6, 
พษิณุโลก 60-1, หอมพษิณุโลก 1 และหอมสุพรรณ 
บุร ีและกลุ่ม 2 ไดแ้ก่ อยุธยา 1  

เมื่อพจิารณาทีค่่าดชันีความเหมอืน 0.80 
พบว่าแบ่งข้าวเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ ขาว
ดอกมะล ิ105, กข 15 และ กข 21 กลุ่ม 2 ไดแ้ก่ กข 
6, พิษณุโลก 60-1 และหอมพิษณุโลก 1 กลุ่ม 3 
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ไดแ้ก่ หอมสุพรรณบุร ีและกลุ่ม 4 ไดแ้ก่ อยุธยา 1 (รปูที ่2) 
 

 

 
 

รปูท่ี 1 ลายพมิพ์ดเีอน็เอทีไ่ด้จากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอร์ D31 [M คอืดเีอน็เอมาตรฐาน 1 Kb 
Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA), 1-8 คอื ขาวดอกมะล ิ105, กข 6, กข 15, 
กข 21, อยุธยา 1, พษิณุโลก 60-1, หอมพษิณุโลก 1 และหอมสพุรรณบุร ีตามล าดบั] 

 

 
 

 
 

รปูท่ี 2 แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องขา้วทัง้ 8 พนัธุ ์ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
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รปูท่ี 3 ค่าดชันีความเหมอืนของขา้วทัง้ 8 พนัธุ ์ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
 

3.4 อภิปรายผล 
ข้าวที่ใช้ในการวิจยัครัง้นี้เป็นข้าวไม่ไว

ต่อช่วงแสง 2 พนัธุ ์คอื กข 21 และหอมสุพรรณบุร ี
สว่นอกี 6 พนัธุ ์เป็นขา้วไวต่อช่วงแสง (ตารางที ่2) 
เมื่อพิจารณาแผนภูมิความสมัพันธ์ของข้าวทัง้ 8 
พนัธุ ์ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอร์
แบบสุ่ม 31 ชนิด พบว่าไม่สามารถแยกข้าวไวต่อ
ช่วงแสงกับข้าวไม่ไวต่อช่วงแสงออกจากกันได ้
อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาที่ค่าดัชนีความเหมือน 
0.77 สามารถแยกขา้วพนัธุอ์ยุธยา 1 ออกจากขา้ว
อีก 7 พันธุ์ โดยข้าวพันธุ์อยุธยาเกิดจากการผสม
พนัธุแ์บบผสมเดีย่วระหว่างขา้วขึน้น ้าพนัธุ์อู่ตะเภา
กบัขา้วพนัธุ์ขาวดอกมะล ิ105 ต้นขา้วสูงประมาณ 
142-223 เซนตเิมตร (ขึน้อยู่กบัระดบัน ้า) เมลด็ขา้ว
มีปริมาณอะไมโลส (amylase) 28.4 เปอร์เซ็นต์ 
และคุณภาพขา้วสุกจะร่วนและค่อนขา้งแขง็ ซึง่ต่าง

จากขา้วอกี 7 พนัธุ ์ซึง่ตน้ขา้วสงูประมาณ 100-160 
เซนตเิมตร และคุณภาพขา้วสกุจะนุ่ม 

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีได้ปรบัอุณหภูมิ
ข ัน้ตอนการเข้าจับของไพรเมอร์ (annealing) ใน
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้สูงขึ้น โดยทัว่ไป
เท ค นิ ค อ า ร์ เอ พี ดี  (RAPD, random amplified 
polymorphic DNA) จะใช้อุณหภูมิข ัน้ตอนการเข้า
จบัของไพรเมอร์ประมาณ 35-42 องศาเซลเซียส 
แต่เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีได้ปรบัอุณหภูมิข ัน้ตอน
การเขา้จบัของไพรเมอร์เป็น 46-62 องศาเซลเซยีส 
(Anuntalabhochai, 2000) ซึ่งจะช่วยให้ไพรเมอร์
แบบสุ่มเขา้จบัที่ต าแหน่งจ าเพาะมากยิง่ขึน้ ลดการ
กระจายตวัในการเกาะใหน้้อยลง และท าให้ผลผลติ
จากปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสเพิม่มากขึน้ โดยจะ
เห็นได้จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮต
อารเ์อพดีมีกัมแีถบดเีอน็เอชดัเจนมากกว่าลายพมิพ ์ 
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ดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากเทคนิคอารเ์อพดี ี
การวจิยันี้แสดงถงึศกัยภาพของเทคนิค

แฮตอาร์เอพดีใีนการจ าแนกพนัธุ์ขา้วขาวดอกมะล ิ
105 และพันธุ์ปรบัปรุงจากพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
ได้เช่นเดียวกับพืชชนิดอื่น เช่น ล าไย (เจนจิรา, 
2545) พชืสกุล Ficus (วศิยั และสมบรณ์ู, 2548) 
 

4. สรปุ 
การตรวจสอบพันธุ์ข้าวขาวดอกมะลิ 105 

และพันธุ์ปรับปรุงจากพันธุ์ ขาวดอกมะลิ 105 
จ านวน 8 พนัธุ์ ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี โดยใช้
ไพรเมอรแ์บบสุม่ 31 ชนิด พบว่าสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างพนัธุไ์ดด้ว้ยแถบดเีอน็เอจ าเพาะกบั
พันธุ์ และตรวจพบไพรเมอร์ 3 ชนิด ที่สามารถ
จ าแนกข้าวทัง้ 8 พนัธุ์ ได้ด้วยไพรเมอร์เพียงชนิด
เดียว เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
พบว่ามค่ีาสมัประสทิธิค์วามเหมอืนอยู่ระหว่าง 0.67 
ถึง 0.83 และแผนภูมิความสมัพันธ์ของข้าวทัง้ 8 
พนัธุ ์ซึง่ไดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีทีีค่่าดชันีความ
เหมอืน 0.77 สามารถแยกขา้วพนัธุ์อยุธยา 1 ออก
จากข้าวอีก 7 พันธุ์ โดยสอดคล้องกับลักษณะ
ประจ าพันธุ์ข้าวบางประการ คือ ความสูงต้นข้าว
และคุณภาพขา้วสกุ 
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วจิยัขา้วพระนครศรอียุธยา ศูนยว์จิยัขา้วพษิณุโลก 
และศนูยว์จิยัขา้วสพุรรณบุร ี 

6. เอกสารอ้างอิง 
จริพงศ ์ใจรนิทร,์ วราภรณ์ วงศบ์ุญ, กจิตพิงษ์ เพง็

รตัน์, สงวน เทยีงดฤีทธิ,์ พกิุล ลลีากุด และ
กลัยา สานเสน, 2552, การพฒันาสายพนัธุ์
ขา้วต้านทานต่อเพลีย้กระโดดสนี ้าตาลและมี
คุณภาพเมลด็เหมอืนขาวดอกมะล ิ105 โดย
ใช้โมเลกุลเครื่องหมาย, น. 187-207, ใน 
การประชุมวิชาการข้าวและธัญพืชเมือง
หนาว ประจ าปี 2552, ส านกัวจิยัและพฒันา
ขา้ว กรมการขา้ว, กรุงเทพฯ.  

เจนจริา มาหา, 2545, การศกึษาความหลากหลาย
ทางพันธุก รรมของล าไย  (Dimocarpus 
iongan Lour.) ในเขตภาค เหนือตอนบน
ของประเทศไทยโดยการใช้เครื่องหมาย
โม เล กุ ล , วิ ท ย านิ พ น ธ์ ป ริญ ญ า โท , 
มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่, เชยีงใหม่. 

นฤมล ธนานันต์ , เมธินี  เจริญไชย  และธีระชัย 
ธนานันต์, 2555, การศึกษาความสมัพันธ์
ทางพนัธุกรรมของมนัส าปะหลงัดว้ยเทคนิค
อารเ์อพดี,ี Thai J. Sci. Tech. 1: 127-133. 

ประพาส วรีะแพทย,์ 2531, ความรูเ้รื่องขา้ว, บรษิทั 
ส านั กพิมพ์  ไทยวัฒ นาพ านิ ช  จ ากัด , 
กรุงเทพฯ. 

มีชัย เซี่ยงหลิว, ปัทมา ศิริธัญญา, Xuelin, T., 
ประพนัธศ์กัดิ ์ครุฑโท, ฉลอง เกติศร,ี ธรีพล 
ต.วฒันบุตร, วนิธยั กมลสุขยืนยง, สมวงษ์ 
ตระกูลรุ่ง และอภิชาติ วรรณวิจิตร, 2537, 
ความก้าวหน้าในการใช้ Molecular Marker 
ในการปรับปรุงพันธุ์พืช, น. 428-430, ใน 
การสมัมนาทางวิชาการปรับปรุงพันธุ์พืช 
ครัง้ที่ 4 เรื่อง พนัธุ์พืชใหม่และความปลอด 
ภยัทางชวีภาพ, กรมวชิาการเกษตร ร่วมกบั 
สมาคมปรบัปรุงพนัธุแ์ละขยายพนัธุพ์ชืแห่ง
ประเทศไทย, กรุงเทพฯ. 



ปีที ่1  ฉบบัที ่3  กนัยายน - ธนัวาคม 2555                                      Thai Journal of Science and Technology 

 179 

วิศัย พรหมเทพ และสมบรูณ์  อนันตลาโภชัย , 
2548, การวเิคราะหพ์นัธุกรรมพชืสกุล Ficus 
spp. โดยเทคนิค HAT-Random Amplified 
Polymorphic DNA, ว .ศูนย์วิทยาศาสตร ์
มหาวทิยาลยัราชภฏัสกลนคร 2(1): 39-50. 

ศูนย์วิจัยข้าวปทุมธานี , 2541, เอกสารการจัด
นิทรรศการงานรวมใจภักดิ ์รกัษ์ข้าวไทย, 
กรมวชิาการเกษตร, กรุงเทพฯ. 

ส านักวจิยัและพฒันาขา้ว กรมการขา้ว, องคค์วามรู้
เรื่องข้าว, แหล่งที่มา : http://www.brrd.in. 
th/rkb2varieties/index.php-file=content.ph 
p&id=3.htm, 8 พฤษภาคม 2554. 

Agrawal, G.K., Pandey, R.N. and Agrawal, 
V.P., 1992, Isolation of DNA from 
Choerospondias asillaris leaves, Biotech. 
Biodiv. Lett.  2: 19-24. 

Anuntalabhochai, S., Chandet, R., Chiangda, J. 
and Apavatjrut, P., 2000, Genetic 

diversity within Lychee (Litchi chinensis 
Sonn.) based on RAPD analysis, Acta 
Hort. 575: 253-259. 

Rohlf, F.J., 2002, NTSYpc Numerical 
Taxonomy and Multivariate Analysis 
System, Applied Biostatistics, Inc., New 
York. 

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T., 
1989, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor 
Laboratory, New York. 

Wangspa, R., Cutler, W.C., Sitthipom, S., 
Chundet, R., Dumampai, N. and 
Anuntalabhochai, S., 2005, High annealing 
temperature random amplified polymorphic 
DNA (HAT-RAPD) fingerprint database of 
tropical plants, ScienceAsia 31: 145-149. 

 


