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บทคัดย่อ 
  

ลูทีนเป็นสารท่ีได้จากวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์พบมากในข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอจำเพาะกับยีนท่ีสัมพันธ์กับปริมาณสารลูทีน 
จากการเปล่ียนแปลงลำดับเบสของยีนในวิถีและท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ท่ีได้จาก
การวิเคราะห์ลำดับเบสจากผลการอ่านลำดับเบสอาร์เอ็นเอท้ังหมดกับการอ่านลำดับเบสจีโนมของ
ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว คือ พันธุ์ปทุมธานี 1 กข-แม่โจ้ 2 และข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำ คือ พันธุ์ก่ำ
น้อย ก่ำใหญ่ โดยสามารถพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับยีน จำนวน 18 ยีน เป็นยีนในวิถี
การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จำนวน 11 ยีน ได้แก่  PSY1,  PDS, ZISO, ZDS, CrtISO, LYCe, LYCb, 
CYP97A, CYP97C, CYP97B2 และ HYD3 กับยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จำนวน 
7 ยีน  ได้แก่  ยีน  SDG8, OsLCD, OsNCED2, OsMADS26, OsWD40, OsB2_Kala4 และ  OsB1 
เมื่อนำไปทดสอบความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอกับปริมาณสารลูทีน  ด้วยวิธี simple 
regression ในประชากร F2 ท่ี ได้จากคู่ผสมระหว่างข้าวพันธุ์ป ทุมธานี  1 กับก่ำน้อย  ไม่พบ
ความสัมพันธ์ของเครื่องหมายจำเพาะกับยีนในวิถีสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ แต่พบความสัมพันธ์ของ
เครื่องหมายท่ีจำเพาะกับยีน OsB2_Kala4 และยีน OsB1 ซึ่งเป็นยีนสร้างโปรตีนควบคุมการถอดรหัส 
(transcription factor) ท่ีมีรายงานว่าสัมพันธ์กับสีของเย่ือหุ้มเมล็ด โดยมีค่า R2 เท่ากับ 17.13 และ 
16.99 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ เมื่อวิเคราะห์สีของเย่ือหุ้มเมล็ดพบว่ามีความสัมพันธ์กับปริมาณสารลู
ทีนปานกลาง ดังนั้น ยีน OsB2_Kala4 และยีน  OsB1 อาจจะควบคุมการแสดงออกของยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับสีเยื่อหุ้มเมล็ดและการสังเคราะห์ลูทีน  แต่อย่างไรก็ตามเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน 
OsB2_Kala4 และยีน OsB1 สามารถนำไปใช้ในการช่วยคัดเลือกข้าวที่มีปริมาณสารลูทีนสูง 

 
คำสำคัญ : ข้าว, สารลูทีน, เครื่องหมายดีเอ็นเอจำเพาะกับยีน, การอ่านลำดับเบสอาร์เอ็นเอท้ังหมด, 
การอ่านลำดับเบสจีโนม 
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ABSTRACT 
  

Lutein is a product from carotenoid biosynthetic pathway which is highly 
found in pericarp of black rice. The purpose of this study was to develop gene-
specific markers that were related to lutein content from sequence variations in 
carotenoid biosynthetic pathway and related genes resulting of Thai rice varieties 
with white (Pathum Thani 1 and RD-Maejo 2) and black (Kum Noi and Kum Yai) 
pericarp transcriptome and genome sequencing analyses. Eighteen gene-specific 
markers were developed which were 11 genes in carotenoid biosynthesis pathway 
(PSY1, PDS, ZISO, ZDS, CrtISO, LYCe, LYCb, CYP97A, CYP97C, CYP97B2 and HYD3) and 
7 related genes (SDG8, OsLCD, OsNCED2, OsMADS26, OsWD40, OsB2_Kala4 and 
OsB1). The relationship between these markers and lutein content were investigated 
by simple regression method in F2 plant population of a cross between Pathum 
Thani 1 and Kum Noi. None of carotenoid biosynthetic gene markers was related to 
lutein content. Only OsB2_Kala4 and OsB1 markers were related to lutein content 
which had R2 equivalent to 17.13 and 16.99%, respectively. These genes are 
transcription factor genes that have been reported as key genes in pericarp color. 
The moderate relationship between pericarp color and lutein content was found. 
Therefore, OsB2_Kala4 and OsB1 genes might be involved in expression of pericarp 
color and lutein biosynthetic genes. Moreover, OsB2_Kala4 and OsB1 gene-specific 
markers could be used for high lutein content selection in rice. 

 
Keywords : Rice, Lutein, Gene-specific marker, Transcriptome sequencing, Whole 

 



 จ 

genome sequencing 
 

 

 



 ฉ 

กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
  

ดุษฎีนิพนธ์นี้เป็นผลงานท่ีผู้วิจัยได้ทุ่มเทสติปัญญา ความต้ังใจ ความมุ่งมั่นและกำลังกาย 
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แก้ปัญหาท่ีเกิดขึ้นตลอดงานวิจัย รวมถึงอาจารย์ท่ีปรึกษาร่วม คือ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วราภรณ์  
แสงทอง ท่ีให้คำแนะนำในการปลูกและการผสมพันธุ์ข้าว  และผู้ช่วยศาสตราจารย์  ดร.ช่อทิพา                 
สกูลสิงหาโรจน์ ท่ีความให้ความช่วยเหลือในเรื่องพื้นท่ีสำหรับปลูกข้าวทดสอบ และผู้ช่วยศาสตราจารย์ 
ดร. สุภารัตน์ ลีธนัชอุดม ท่ีให้ความช่วยเหลือในเรื่องงานวิจัยและคำแนะนำท่ีดีเสมอมา จนงานวิจัยนี้
สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี จึงขอขอบพระคุณไว้ ณ ท่ีนี้เป็นอย่างยิ่ง 

ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วีณัน บัณฑิตย์ ท่ีได้กรุณารับเป็นประธาน
กรรมการในการสอบดุษฎีนิพนธ์ครั้งนี้ และขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ยุพเยาว์ คบพิมาย ท่ี
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ไพศาลสุทธิชล ท่ีให้ความอนุเคราะห์เกี่ยวกับการวิเคราะห์ปริมาณสาร  และผู้ช่วยศาสตราจารย์         
ดร.กฤษณะ ลาน้ำเท่ียง ท่ีให้คำปรึกษาเกี่ยวกับการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ จนงานวิจัยสำเร็จลุล่วงไป
ด้วยดี 

งานวิจัยนี้ได้รับทุนอุดหนุนวิจัยจากสำนักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์  วิจัยและ
นวัตกรรม (สกสว .) ผ่านมหาวิทยาลัยแม่โจ้ ประจำปีงบประมาณ  2562 - 2563 ข้าพเจ้าจึงใคร่
ขอขอบพระคุณท่ีช่วยสนับสนุนงบประมาณในการศึกษาวิจัยนี้ให้ประสบผลสำเร็จ 

ขอกราบขอบพระคุณ บิดาและมารดา ท่ีให้การเล้ียงดู อบรมส่ังสอน ให้คำปรึกษาและคอย
เป็นกำลังใจท่ีดี คอยสนับสนุนท้ังในด้านการเรียนและการดำรงชีวิต รวมไปถึงคณาจารย์และบุคลากรใน
สาขาวิชาพันธุศาสตร์ และนักศึกษาในห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์โมเลกุล ท่ีคอยให้กำลังใจและช่วยเหลือ
ตลอดการทำวิจัยนี้ 
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บทท่ี 1 

บทนำ 
 
ที่มาและความสำคัญของปัญหา  
  ปัจจุบันเทคโนโลยีการอ่านลำดับเบสจีโนม (Genome sequencing) ของพืชและ

ส่ิงมีชีวิตอื่นๆ ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย จึงได้มีการนำความรู้ทางด้านการวิเคราะห์ลำดับเบส

จีโนมมาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชและการหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับลักษณะท่ีต้องการเพิ่มมากขึ้น โดยพืช

ท่ีได้รับความนิยมในการอ่านลำดับเบสและศึกษาความแตกต่างของลำดับเบสแต่สายพันธุ์เป็นจำนวน

มากคือ ข้าว เนื่องจากข้าวจัดว่าเป็นพืชอาหารหลักของประชากรโลก และมีการเพาะปลูกเป็นจำนวน

มากในหลายๆ ทวีป จึงทำให้มีการปรับปรุงพันธุ์ด้วยการผสมข้ามสายพันธุ์เพื่อให้มีลักษณะตรงตาม

ความต้องการของแต่ละพื้นท่ีนั้นจำนวนมาก ซึ่งมีงานวิจัยท่ีทำการศึกษาถึงความแตกต่างของ  ลำดับ

เบสของจีโนมข้าวท่ีทำการผสมข้ามระหว่างข้าวเอเชีย  (WAB56-104) กับข้าวแอฟริกา (CG14) โดย

การอ่านลำดับเบสของประชากรท่ีเกิดจากการผสม ท่ีแบ่งเป็นสองกลุ่มโดยใช้ลักษณะวันออกดอก 

การแตกกอ และน้ำหนักข้าว 1,000 กรัมข้าวเปลือก ในการจัดฟีโนไทป์พบบริเวณ SNP (single 

nucleotide polymorphism) จำนวน 5,152 ตำแหน่ง ท่ีแตกต่างกันในประชากรข้าวสองกลุ่มท่ีได้

ทำการศึกษา ซึ่งมี 6 ตำแหน่งท่ีเกี่ยวข้องกับยีนของลักษณะท่ีสนใจคือ ลักษณะวันออกดอก การแตก

กอ และน้ำหนักข้าว 1,000 กรัมข้าวเปลือก ท่ีอาจจะเป็นบริเวณ SNP ท่ีสำคัญ (Badro et al., 2020) 

เช่นเดียวกับการศึกษาของ (Ren et al., 2020) ท่ีได้มีการใช้เทคนิค Transcriptome sequencing 

(RNA-seq) ร่วมกับ Whole Genome Sequencing (WGS) ของข้าวลูกผสมสายพันธุ์ Chuanyou 

6203 เพื่อวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีมีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของยีนท่ีส่งผลให้เกิดลักษณะดีเด่น

กว่าพันธุ์ของพ่อแม่ (Heterosis) ซึ่งข้อมูลท่ีได้สามารถนำไปใช้พัฒนาพันธุ์ข้าวให้ได้ผลผลิตและ

คุณภาพของเมล็ดสูงต่อไป 

  นอกจากลักษณะทางการเกษตรต่างๆ ท่ีได้กล่าวมาขั้นต้นนั้น อีกหนึ่งลักษณะท่ีได้มี

การศึกษาและมีการพัฒนาสายพันธุ์ข้าวคือ การเพิ่มสารอาหารท่ีได้จากวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์

เพื่อให้ข้าวสร้างสารปริมาณท่ีสูงขึ้น เนื่องจากสารในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ ได้แก่ แอลฟา -  

แคโรทีน (alpha-carotene), บี ตา-แคโรทีน  (beta-carotene), บีตา-คริพ โตแซนทิน (beta-

cryptoxanthin), ไลโคพีน (lycopene), ลูทีน (lutein), ซีแซนทีน (zeaxanthin) มีความเกี่ยวข้อง

กับกระบวนการทำงานในระบบสายตาและการมองเห็น นอกจากนี้ยังเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและ
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ยับยั้งมะเร็งบางประเภท จึงได้มีการศึกษากระบวนการในการสังเคราะห์และสะสมของสาร            

แคโรทีนอยด์ในพืชหลายชนิด (Watkins and Pogson, 2020) ด้วยประโยชน์ของสารท่ีเกิดจาก

กระบวนการดังกล่าว จึงทำให้มีการศึกษาปริมาณของสารจากวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ในข้าว 

พบว่าข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำจะมีปริมาณสารลูทีนสูงกว่าข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว (Kim et al., 

2010) นอกจากนี้ยังได้มีการศึกษาเกี่ยวกับตำแหน่ง QTLs ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์    

แคโรทีนอยด์ (Ashokkumar et al., 2020) ท่ีไม่พบตำแหน่ง QTLs ใดสัมพันธ์กับปริมาณแคโรที

นอยด์และการศึกษาการแสดงออกของยีนระหว่างข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำท่ีมีปริมาณสารในวิถีแคโรที

นอยด์สูงเปรียบเทียบกับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวท่ีมีปริมาณสารในวิถีแคโรทีนอยด์ต่ำจากการศึกษาด้วย

เทคนิคทรานสคริบโทมพบว่า ยีน PSY1, PDS, LCYb และ LCYe มีการแสดงออกสูงในข้าวที่มีเยื่อหุ้ม

เมล็ดสีดำและยีนมีการทำงานร่วมกันของแต่ละยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Cazzonelli 

and Pogson, 2010; Chettry and Chrungoo, 2020; Chettry et al., 2019) ส อ ด ค ล้ อ งกั บ

งานวิจัยก่อนหน้านี้ท่ีได้สร้างข้าวดัดแปลงพันธุกรรมให้มีการสร้างสารในวิถีแคโรทีนอยด์สูงหรือการ

สร้างข้าวสีทอง (Golden Rice) ท่ีมีสาร Provitamin A ซึ่งเป็นสารท่ีได้จากวิถีการสังเคราะห์แคโรที

นอยด์ ท่ีได้จากการแทรกยีนหลายชุดยีน เพื่อให้มีการทำงานร่วมกันของหลายยีนท่ีแทรกเข้าไปใน

จีโนมข้าว (Al-Babili and Beyer, 2005; Bai et al., 2016) สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ ท่ี

รายงานเกี่ยวกับการทำงานของกระบวนการสังเคราะห์สารในวิถีแคโรทีนอยด์ท่ีมีการแสดงออกของ

ยีนจำนวนมาก แต่ยังไม่พบยีนใดท่ีเป็นยีนหลักในการควบคุม แต่เป็นการทำงานร่วมกันของหลายยีนท่ี

เกี่ยวข้อง (Stanley and Yuan, 2019) 

 โดยงานวิจัยนี้จะศึกษาความแตกต่างของลำดับเบสของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์

และยีนท่ีเกี่ยวข้องในข้าวไทยท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวเปรียบเทียบกับข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำท่ีมีปริมาณ

สารลูทีนแตกต่างกันท่ีได้จากการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค Transcriptome sequencing 

(RNA-seq) ร่วมกับ Whole Genome Sequencing (WGS) ซึ่งเป็นวิธีการท่ีทันสมัยและมีความ

ถูกต้องแม่นยำสูง เพื่อนำบริเวณท่ีพบความแตกต่างของยีนมาพัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ี

สัมพันธ์กับปริมาณสารลูทีนเพื่อใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงข้าวไทยต่อไปในอนาคต 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

1. เพื่อศึกษาความหลากหลายของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างสารลูทีนของข้าวไทย 
2. เพื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างสารลูทีนในข้าวไทย 
3. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนาได้กับปริมาณสารลูทีน 

  
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. ความหลากหลายของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างสารลูทีนท่ีได้จากการศึกษา แสดงให้เห็น
ถึงบริเวณลำดับเบสท่ีต่างกัน และสามารถนำไปใช้ในการแยกความแตกต่างของยีนในข้าวท่ีมีปริมาณ
สารลูทีนต่างกันได้ 

2. เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสัมพันธ์กับปริมาณสารลูทีนท่ีคาดว่าจะสามารถนำไปใช้คัดเลือกใน
ประชากร BCnF1 เพื่อใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ให้มีปริมาณสารลูทีนสูงต่อไป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทท่ี 2 

ทฤษฎีและการตรวจเอกสาร 
 

 คนไทยนิยมบริโภค “ข้าว” เป็นอาหารหลัก ซึ่งมีคุณค่าทางโภชนาการต่อร่างกาย ได้มี
การศึกษาพฤติกรรมการบริโภคข้าวของคนไทยในระยะเวลาท่ีผ่านมา พบว่า การบริโภคข้าวของคน
ไทยเฉล่ียต่อคนลดลงจากเดิมประมาณ 190 เหลือเพียง 106 กิโลกรัมต่อป ีสืบเนื่องมาจากคนไทยหัน
มาใส่ใจในเรื่องสุขภาพท่ีเพิ่มสูงขึ้น ทำให้มีการเลือกบริโภคอาหารปลอดภัยและมีสารอาหารท่ีดีมี
ประโยชน์ต่อร่างกาย ประกอบกับการขยายตัวของสังคมเมืองและมีการเปล่ียนแปลงช่วงวัยเข้าสู่สังคม
ผู้สูงอายุ โดยจะเน้นอาหารท่ีมีคุณค่าเพื่อลดอัตราการเส่ียงต่อการเกิดโรคชนิดต่างๆ เช่น โรคมะเร็ง 
หัวใจ เบาหวาน เป็นต้น จึงทำให้มีความสนใจข้าวทางเลือกเพื่อสุขภาพมากขึ้น (มุกริน และ จิรวุฒิ, 
2564) สอดคล้องกับตลาดและแนวโน้มการบริโภคของกรมส่งเสริมการค้าระหว่างประเทศ กระทรวง
พาณิชย์ ประจำเดือนเมษายน 2564 ได้กล่าวถึงอีกปัจจัยสำคัญท่ีทำให้มูลค่าการนำเข้าข้าวโดยเฉพาะ
ตลาดพรีเมียมเพิ่มสูงในอนาคต คือพฤติกรรมผู้บริโภคเกี่ยวกับการใส่ใจสุขภาพ จึงทำให้ประเทศไทยมี
การเจาะตลาดข้าวคุณภาพดีรวมถึงข้าวสีและข้าวเพื่อสุขภาพ เช่น ข้าวไรซ์เบอร์รี่ ข้าวหอมนิล ข้าว
หอมมะลิแดง (จันทนา, 2564) โดยข้าวเพื่อสุขภาพส่วนใหญ่จะเป็นข้าวท่ีเป็นพันธุ์พื้นเมือง มีเฉดสี
ค่อนข้างเข้ม มีเอกลักษณะเฉพาะตัว ซึ่งจะมีคุณค่าทางโภชนาการสูง มีปริมาณใยอาหารสูง และมีสาร
ต้านอนุมูลอิสระ  
 

ข้าวเพื่อสุขภาพตลาดและแนวโน้มการบริโภค 
 หากเปรียบเทียบปริมาณการส่งออกข้าวของประเทศไทยในปี 2563 จะมีความใกล้เคียงกับ
การบริโภคในประเทศ ประเทศไทยจัดเป็นประเทศผู้ผลิตและส่งออกท่ีสำคัญของโลก โดยปี 
2563/2564 มีผลผลิตข้าวสูงเป็นอันดับท่ี 6 ของโลก คิดเป็น 3.7 เปอร์เซ็นต์ ของผลผลิตข้าวทั่วโลก 
และเป็นผู้ส่งออกอันดับท่ี 3 ของโลก มีส่วนแบ่งทางการตลาด 11.9 เปอร์เซ็นต์ รองจากอินเดียและ
เวียดนาม (ภาพท่ี 1) ซึ่งการส่งออกจะมีความผันผวนตามปริมาณผลผลิตของประเทศผู้ส่งออกและ
การบริโภคของประเทศผู้นำเข้า โดยตลาดนำเข้าข้าวส่วนใหญ่ เป็นประเทศในภูมิภาคแอฟริกา 
ตะวันออกกลาง และเอเชีย (ชัยวัช, 2565) 
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ภาพที่ 1 ส่วนแบ่งทางการตลาดข้าวในตลาดโลก ปี 2020/21 
ท่ีมา; ชัยวัช (2565: หน้า 5) 
 
 สำหรับปริมาณการส่งออกข้าวของไทยในปี 2563 พบว่า ใกล้เคียงกับการบริโภคในประเทศ 
โดยข้าวไทยยังคงได้รับการยอมรับด้านคุณภาพและเป็นที่ต้องการของตลาดโลก มีตลาดส่งออกสำคัญ 
คือ แอฟริกาใต้ สหรัฐฯ เบนินอาเซียน จีน แองโกลา และตะวันออกกลาง ท้ังนี้ประเภทข้าวท่ีไทย
ส่งออกเป็นปริมาณมาก คือ ข้าวหอมมะลิ (Jasmine Rice) ข้าวนึ่ ง (Parboiled Rice) ข้าวหัก 
(Broken Rice) ข้าวเหนียว (Glutinous Rice) และข้าวกล้อง (Brown Rice) ตามลำดับ ข้าวกล้อง
และข้าวอื่นๆ มีปริมาณการส่งออกของประเทศไทยอยู่ท่ี 1.2 แสนตันข้าวสาร คิดเป็นสัดส่วน 2.0 
เปอร์เซ็นต์ มีตลาดส่งออกหลัก คือ เกาหลีใต้ (สัดส่วน 25.7 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณส่งออกข้าวกล้อง
และข้าวอื่น ๆ ท้ังหมดของประเทศไทย) รองลงมาเป็นแองโกลา (21.4 เปอร์เซ็นต์) สหรัฐฯ (10.1 
เปอร์เซ็นต์) และเนเธอร์แลนด์ (7.8 เปอร์เซ็นต์) ตามลำดับ (ชัยวัช, 2565) 
 แนวโน้มอุตสาหกรรมข้าวกล้องและข้าวอื่นๆ (ชัยวัช, 2565): ช่วง 9 เดือนแรกปี 2564 มี
ปริมาณส่งออกอยู่ท่ี 0.06 ล้านตัน ขยายตัว 18.4 เปอร์เซ็นต์ ท่ีมีปัจจัยสนับสนุนหลักมาจากตลาดใน
กลุ่มประเทศพัฒนาแล้วนิยมบริโภคอาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูงรวมท้ังข้าวกล้องเพิ่มขึ้นตาม
กระแสการใส่ใจสุขภาพ โดยเฉพาะภูมิภาคอเมริกาและยุโรป ประกอบกับราคาวัตถุดิบข้าวเปลือก
ลดลง ทำให้ราคาส่งออกข้าวกล้องลดลงอยู่ท่ี 958.5 ดอลลาร์สหรัฐฯ/ตัน (-10.1 เปอร์เซ็นต์) เทียบ
กับ 1,066.2 ดอลลาร์สหรัฐฯ/ตันในปี 2563 (1.8 เปอร์เซ็นต์) ส่งผลให้มูลค่าส่งออกอยู่ท่ี 50.9 ล้าน
ดอลลาร์สหรัฐฯ หดตัว 10.1 เปอร์เซ็นต์ โดยตลาดหลัก ได้แก่ เกาหลีใต้ (27.9 เปอร์เซ็นต์ ของตลาด
ส่งออกข้าวกล้องและข้าวอื่นๆ ของประเทศไทย) รองลงมา คือ สหรัฐฯ (14.8 เปอร์เซ็นต์) สิงคโปร์ 
(10.1 เปอร์เซ็นต์) อิตาลี (5.8 เปอร์เซ็นต์) และฮ่องกง (5.7 เปอร์เซ็นต์) ตามลำดับ ท้ังนี้ คาดว่า
ปริมาณส่งออกข้าวกล้องและข้าวอื่นๆ ท้ังปี 2564 จะอยู่ท่ีระดับ 0.13 ล้านตัน ขยายตัว 15.8 
เปอร์เซ็นต์ 
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คุณค่าทางโภชนาการของข้าว 

 ข้าวจัดว่าเป็นอาหารท่ีสำคัญของคนมานานต้ังแต่โบราณ โดยเฉพาะคนในทวีปเอเซีย
รับประทานข้าวกันท่ัวไปเรียกได้ว่าเป็นอาหารหลัก   ข้าวในโลกนี้มีหลายพันธุ์แตกต่างกันมากมาย 
ข้าว ประกอบด้วยสารอาหารต่าง ๆ มากมายท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกาย (ชัชวาลย์, 2548) เช่น 
  คาร์โบไฮเดรต ข้าวทุกชนิดมีคาร์โบไฮเดรตเป็นส่วนประกอบร้อยละ 70-80 ซึ่งเป็น
แป้งเกือบท้ังหมด มีน้ำตาลซูโครส (sucrose) และน้ำตาลเดกซ์ทริน (dextrin) เล็กน้อย 
  โปรตีน มีโปรตีนไม่มาก อยู่ระหว่างร้อยละ 7-8 ในข้าวเจ้า และร้อยละ 11-12 ใน
ข้าวสาลี 
  ไขมัน ในข้าวกล้องมีปริมาณไขมันสูงกว่าข้าวชนิดอื่น เพราะข้าวกล้องยังมีส่วนของ
รำข้าวอยู่ แต่เมื่อเทียบกับอาหารชนิดอื่น ๆ แล้ว ข้าวไม่ใช่แหล่งท่ีอุดมด้วยสารอาหารจำพวกไขมัน 
  ใยอาหาร ข้าวกล้องให้ใยอาหารสูงกว่าข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว โดยท่ัวไปข้าว
กล้องจะมีสีน้ำตาลอ่อน คนไทยสมัยก่อนใช้วิธีซ้อมหรือตำด้วยมือ จึงเรียกว่า “ข้าวซ้อมมือ” เป็นข้าว
กล้องอย่างหนึ่ง มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดง มีใยอาหาร ไขมันและวิตามินบี 1 มากกว่าข้าวชนิดอื่น 
  วิตามินและแร่ธาตุ ในข้าวกล้องจะมีวิตามินและแร่ธาตุสูงกว่าข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสี
ขาว ท่ีเห็นได้ชัดคือ ธาตุฟอสฟอรัส ธาตุแมกนีเซียม ไนอาซิน และวิตามินบี 1 
  คุณค่าของข้าวกล้อง ข้าวกล้องมีสารอาหารครบทุกชนิด องค์ประกอบหลัก คือ 
คาร์โบไฮเดรต เช่นเดียวกับข้าวชนิดอื่น ๆ เมื่อเปรียบเทียบข้าวกล้องกับข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว 
พบว่า ข้าวกล้องมีใยอาหารสูงกว่าถึง 3 เท่า ส่วนข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวนั้นมีการสูญเสียสารอาหาร
ท่ีมีประโยชน์คือโปรตีน ไขมัน ใยอาหารไประหว่างการขัดสี เหลือแต่คาร์โบไฮเดรตเป็นส่วนใหญ่ การ
ขัดสียังทำให้สูญเสียวิตามินและเกลือแร่อีกด้วย 
 

ข้าวโภชนาการสูง (High nutrious rice)  
 คือ ข้าวท่ีมีคุณค่าทางอาหาร ในปริมาณสูงกว่าข้าวท่ัวไป มีสารท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกาย 
อาทิเช่น สารต้านอนุมูลอิสระท่ีช่วยชะลอการเส่ือมของเซลล์ ลดความเส่ียงการเกิดมะเร็ง ได้แก่ แอน
โทไซยานิน, แกมมา-ออรีซานอล, วิตามินอี ในกลุ่มโทโคฟีรอล, ฟลาโวนอยด์ และฟีโนลิก เป็นต้น 
นอกจากนี้ ธาตุเหล็ก, ธาตุสังกะสี, วิตามิน B1, B2 และ B3, โอเมก้า 3, 6  และ 9 และสาร ASGs 
(Acylated steryl glucosides) ช่วยการทำงานของอินซูลิน และควบคุมระดับน้ำตาลในเลือด ข้าว
โภชนาการสูง ส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มข้าวสีประเภท ข้าวกล้องท่ีมีสีแดง ม่วงเข้ม และสีดำ โดยสารท่ีมี
คุณค่าทางอาหารจะพบท่ีบริเวณเย่ือหุ้มเมล็ดข้าว 
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 - กลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง ได้แก่ ข้าวเหนียวดำลืมผัว ข้าวก่ำ ข้าวเหนียวดำช่อไม้ไผ่ ข้าว
หอมนิล ข้าวมะลินิลสุรินทร์ ข้าวไรซ์เบอรี่ จัดเป็นข้าวโภชนาการสูง มีรงควัตถุ แกมมา-ไทโคไตรอี
นอล แกมมา-ออรีซานอล ท่ีอุดมไปด้วยสารต้านอนุมูลอิสระท่ีละลายในน้ำมัน และสารต้านอนุมูล
อิสระท่ีละลายในน้ำ ได้แก่ แอนโทไซยานิน และโปรแอนโทไซยานิน ประโยชน์ของสารเหล่านี้ ช่วยลด
ไขมันอุดตันในเส้นเลือด บำรุงสายตา ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเต้านม ปอด กระเพาะ
อาหาร และเม็ดเลือดขาว และเป็นยาบำรุงโลหิต  
 - กลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดง ได้แก่ ข้าวทับทิมชุมแพ ข้าวสังข์หยด ข้าวหอมมะลิแดง ข้าว
ทับทิมโกเมน ข้าวหอมกุหลาบแดง ข้าวหอมกระดังงา จัดเป็นข้าวโภชนาการสูง ลักษณะเด่นมีสาร
ต้านอนุมูลอิสระ แอนโทไซยานินในกลุ่มฟลาโวนอยด์ และสารโพลีฟินอล ประโยชน์ของกลุ่มข้าวสี
แดง ช่วยในการต้านการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน ต้านอนุมูลอิสระ ชะลอการเส่ือมของเซลล์ ช่วยการ
หมุนเวียนของกระแสโลหิต ลดอัตราเส่ียงของการเป็นมะเร็ง ป้องกันโรคหัวใจ มี GABA สูง มี
ประโยชน์ต่อระบบประสาทและสมอง ป้องกันโรคอัลไซเมอร์ มีกากใยอาหารสูง มีโปรตีนชะลอความ
แก่ มีธาตุเหล็ก และฟอสฟอรัส ช่วยบำรุงโลหิต ป้องกันโรคความจำเส่ือม  
 - กลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีครีม / น้ำตาล ได้แก่ ข้าวกล้องสินเหล็ก ข้าวฮาง จัดเป็นข้าว
โภชนาการสูง ลักษณะเด่น มีสารอาหารท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกายสูง เช่น วิตามินบี 1 วิตามินบี 2 ไน
อาซิน วิตามินอี แร่ธาตุ ฟอสฟอรัส แคลเซียม เหล็ก ทองแดง สังกะสี เป็นต้น ประโยชน์ของกลุ่มข้าว
สีครีม / น้ำตาล มีสารขัดขวางการดูดซึมธาตุเหล็กน้อย มีน้ำตาลต่ำ ลดภาวะการด้ือของอินซูลิน เพิ่ม
ขบวนการทำงานของตับอ่อน และเพิ่มปริมาณฮีโมโกลบินในเลือด 
  

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของข้าว  
 ข้าว (rice : Oryza sativa L.) โดยท่ัวไปข้าวพันธุ์ปลูกมีจำนวนโครโมโซม 2n = 24 อยู่ใน
กลุ่มของธัญพืชให้สารอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรต เนื่องจากข้าวเป็นพืชท่ีสามารถทำการปลูกได้ท้ัง
ในเขตร้อนและเขตอบอุ่น ต้ังแต่ระดับน้ำทะเลถึงระดับความสูง 2,000 เมตร (เรวัต, 2541) มีลักษณะ
ทางพฤกษศาสตร์ ดังนี้ 

- ราก  
  ระบบรากเป็นแบบรากฝอย (fibrous root system) การเจริญของรากมี 2 ส่วน 
คือ เจริญมาจากส่วนของคัพภะ (embryo) และเจริญมาจากส่วนข้อของลำต้น ซึ่งจะแตกต่างกัน
ขึ้นอยู่กับวิธีการปลูก รวมไปถึงสภาพแวดล้อมท่ีแตกต่างกันก็ส่งผลให้การเจริญของรากอาจแตกต่าง
กัน  
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- ลำต้น (haulm หรือ culm)   

  ลำต้นประกอบด้วยข้อ (node) และปล้อง (internode) โดยลำต้นจะมีความสูงอยู่ท่ี
ประมาณ 30-40 เซนติเมตร ในพันธุ์เต้ีย และสูงมากกว่า 7 เมตร ในข้าวพันธุ์ขึ้นน้ำ สำหรับพันธุ์ข้าวที่
ปลูกเป็นการค้าจะมีความสูงประมาณ 1-2 เมตร มีการแตกกอมาก จำนวนของหน่อท่ีเกิดขึ้นอยู่กับ
พันธุ์ ระยะปลูก การให้ปุ๋ย และสภาพแวดล้อม จะมีจำนวนอยู่ท่ีประมาณ 4-80 หน่อ  

- ใบ  
  ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ กาบใบ (leaf sheath) และแผ่นใบ (leaf blade) ความ
ยาวของกาบใบข้าวจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับตำแหน่งของข้อบนลำต้น และความความกว้างของแผ่นใบ
นั้นก็จะมีความแตกต่างกันของแต่ละพันธุ์ข้าว  

- ช่อดอกและดอก  
  ช่อดอกเป็นแบบช่อดอกแยกแขนง (panicle) ท่ีมีการเจริญมาจากตายอด 
(terminal bud) โดยมีป ล้องสุด ท้ายของลำต้น  (uppermost internode) เป็น ก้ าน ช่อดอก 
(peduncle) แกนกลางช่อดอกเรียกว่า rachis หรือ panicle axis มีการแตกกิ่งก้านจากส่วนของ
แกนกลางช่อดอก (rachis) โดยกิ่งก้านท่ีแตกจากแกนกลางช่อดอก (rachis) เรียกว่า ก้านช่อดอก 
ปฐมภูมิ (primary branch) และกิ่งก้านท่ีแตกจากส่วนของก้านช่อดอกปฐมภูมิ (primary branch) 
เรียกว่า ก้านช่อดอกทุติยภูมิ (secondary branch)  
  ดอกข้าวเกิดเป็นกลุ่มเรียกว่า กลุ่มดอกย่อย (spikelet) มีส่วนประกอบดังนี้ กลีบ
ดอกท่ีหุ้ม กลุ่มดอกย่อยมี 2 กลีบ ได้แก่ กลีบด้านนอก (outer glume) และกลีบด้านใน (inner 
glume) อยู่ตรงปลายสุดของก้านดอก (pedicel) ภายในดอกประกอบด้วยดอกย่อย (floret) จำนวน 
3 ดอก แต่มีดอกย่อยเพียงดอกเดียวที่มีการเจริญ เรียกว่า flowering glume ส่วนดอกย่อยท่ีไม่เจริญ 
2 ดอกนั้นเหลือเฉพาะส่วนกลีบดอกนอก (lemma) ท่ีเรียกว่า sterile lemma หรือ non-flowering 
glume หรือ empty glume จำนวน 2 กลีบ ท่ีมีความยาวไม่เกิน 1 ใน 3 ของดอกย่อยท่ีมีการเจริญ 
(flowering glume) กลีบท้ังสองนี้ยังคงปรากฏให้เห็นอยู่ท่ีฐานของเมล็ด เมื่อเมล็ดแก่แล้ว  
  ดอกย่อยท่ีมีการเจริญประกอบด้วยกลีบดอกย่อยด้านนอก (lemma) ท่ีมีเส้นตาม
ความยาว 5 เส้น และกลีบดอกย่อยด้านใน (palea) ท่ีมีเส้นตามความยาว 3 เส้น ภายในดอกย่อย
ประกอบด้วย เกสรเพศผู้ (stamen) 6 อัน เกสรเพศเมีย (pistil) ประกอบด้วยรังไข่ (ovary) ท่ีมี 1 
ออวุล (ovule) มีก้านชูเกสรเพศเมีย (style) ส้ัน และยอดเกสรเพศเมีย (stigma) แยกเป็น 2 แฉก มี
ลักษณะคล้ายขนนกเรียกว่า plumose stigma เย่ือรองรังไข่ (lodicule) มี 2 อัน ขนาดเล็ก ใส อยู่ท่ี
ส่วนฐานของรังไข่  
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- ผลหรือเมล็ด  
  ผลเป็นผลแห้งเมล็ดติดหรือผลแบบธัญพืช (caryopsis) ประกอบด้วยเยื่อหุ้มผล 
(pericarp) ติดอยู่กับส่วนของเยื่อหุ้มเมล็ด (seed coat หรือ testa) มีเปลือกหุ้มเรียกว่า hull ซึ่ง
ประกอบด้วยส่วนของกลีบดอกย่อยด้านนอกและกลีบดอกย่อยด้านใน โดยในส่วนของเย่ือหุ้มผลและ
เย่ือหุ้มเมล็ดในข้าวแต่ละสายพันธุ์ ท่ีมีการปลูกในปัจจุบันจะมีสีและลักษณะท่ีแตกต่างทำให้ข้าวแต่ละ
พันธุ์จะให้คุณค่าทางสารอาหารท่ีแตกต่างกันออกไป 
 

การจำแนกชนิดของข้าว (เรวัต, 2541) 
 ข้าวเป็นพืชจัดอยู่ในสกุล Oryza ซึ่งมีลักษณะเด่นของพืชในสกุลนี้ คือ ดอกเกิดเป็นกลุ่ม แต่มี
ดอกย่อยเพียง 1 ดอกเท่านั้นท่ีมีการพัฒนา ในแต่ละกลุ่มดอกของข้าวจึงมีดอกท่ีติดเมล็ดเพียง 1 ดอก 
จึงอาจเรียกกลุ่มดอกของข้าวว่าเป็นดอกหรือดอกย่อยก็ได้ ดอกมีลักษณะแบน ท่ีฐานของดอกมีส่วน
ของกลีบดอกย่อยที่ไม่สมบูรณ์ติดอยู่ 2 อัน และมีเกสรตัวผู้ 6 อัน 
 พืชในสกุล Oryza ประกอบด้วยพืชหลายชนิด แต่เท่าท่ียอมรับมีอยู่  23 ชนิด ซึ่งแบ่ง
ออกเป็น 2 พวกได้แก่ 

1. ข้าวปลูก (cultivated rice) ประกอบด้วย Oryza sativa (O. sativa) ซึ่ งมี
ความสำคัญทางเศรษฐกิจมาก และ Oryza glaberrima (O. glaberrima) ซึ่งเป็นข้าวท่ีมีการปลูก
เฉพาะในแถบตะวันตกของทวีปแอฟริกาเท่านั้น ท้ังสองชนิดมีลักษณะท่ีแตกต่างกัน คือ ช่อดอกของ 
O. glaberrima ไม่มีก้านแขนงท่ีสอง มีล้ินใบส้ัน และไม่มีขนท่ีกลีบดอกนอก และกลีบดอกย่อยด้าน
ใน ข้าวปลูกกลุ่ม O. sativa แบ่งออกได้เป็น 3 ชนิดย่อย ได้แก่ indica, japonica และ javanica มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังแสดงในตารางท่ี 1 
 

ตารางที่ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของข้าวปลูก O. sativa 
ลักษณะ indica japonica javanica 
ใบ กว้างและสีเขียวอ่อน แคบและสีเขียวแก่ กว้างและสีเขียวอ่อน 
เมล็ด ยาวและค่อนข้างแบน สั้นและกลม กว้างและหนา 
การแตกกอ มาก ปานกลาง น้อย 
ต้น สูงและอ่อน เต้ียและแข็ง สูงและแข็ง 
หางของเมล็ด สั้นมาก สั้นมากและยาว สั้นมากและยาว 
ขนของข้าวเปลือก สั้น มากและยาว ยาว 
การร่วงของเมล็ด ง่าย ยาก ยาก 

ท่ีมา: เรวัต (2541: หน้า 10) 
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  2. ข้าวป่า (wild rice) มีลักษณะเป็นวัชพืช เมล็ดมีขนาดเล็ก ร่วงง่าย และมีหาง ใน
ประเทศไทยพบอยู่ 5 ชนิด ได้แก่ O. perennis, O. fatua, O. offcinalis, O. granulata และ O. 
ridleyi 
 

ความสำคัญของสารลูทีน 

ความสำคัญและสภาวะขาดสารลูทีน 

 การมองเห็นถือเป็นหนึ่งในประสาทสัมผัสท่ีมีความสำคัญ กลไกในการมองเห็นคือ เมื่อมีแสง
ตกกระทบกับวัตถุ แสงจะสะท้อนเข้าสู่ดวงตาผ่านกระจกตา รูม่านตา แก้วตา และไปตกท่ีจอรับภาพ
ในลักษณะของภาพหัวกลับแล้วจึงถูกส่งไปแปลเป็นภาพท่ีมองเห็นจริงในระบบประสาทส่วนท้ายทอย 
โดยสารอาหารจำเป็นสำหรับดวงตามีอยู่หลายชนิดด้วยกัน คือ วิตามินเอ วิตามินซี วิตามินอี รวมถึง
สารอาหารท่ีมีงานวิจัยอย่างกว้างขวางว่ามีประโยชน์กับดวงตาโดยตรงก็ คือ สารลูทีน และซีแซนทีน 
(ศูนย์เลสิก, มปป)  สารลูทีนเป็นสารธรรมชาติท่ีมีในนมมารดา และในพืชผักผลไม้หลายชนิด เป็นสาร
ในตระกูลของสารแคโรทีนอยด์ (carotenoids) ท่ีในธรรมชาติมีประมาณ 600 ชนิด แต่ท่ีพบมากมี 6 
ชนิด คือ แอลฟา-แคโรทีน (alpha-carotene), บีตา-แคโรทีน (beta-carotene), บีตา-คริพโตแซน
ทิน (beta-cryptoxanthin), ไลโคพีน (lycopene), ลูทีน (lutein) และซีแซนทีน (zeaxanthin) (ดิส
ไทย, มปป) 
 สารลูทีน (lutein) และซีแซนทีน (zeaxanthin) ทำหน้าท่ีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระเพื่อ

ป้องกัน เซลล์รับแสง (photoreceptor cells) จากอันตรายจากอนุมูลอิสระท่ี เซลล์สร้างขึ้น

เนื่องมาจากมีปริมาณออกซิเจนสูง (oxygen tension) และจากแสง นอกจากนี้สารประกอบท้ังสองมี

หน้าท่ีในการกรองแสงสีฟ้าท่ีเป็นคล่ืนแสงท่ีมีพลังงานสูง โดยประมาณว่าจะสามารถกรองแสงสีฟ้าลง

ได้ถึง 40 เปอร์เซ็นต์ ก่อนท่ีแสงจะตกถึงแมคูลา ดังนั้นจะสามารถลดสภาวะความเครียดออกซิเดชัน

ต่อจอประสาทตาได้อย่างมีนัยสำคัญ โดยสารท้ังสองเป็นสารประกอบท่ีจัดอยู่ในกลุ่มของแคโรทีนอยด์

ท่ีไม่สามารถเปล่ียนเป็นวิตามินเอ (non-provitamin A carotenoids) หรือเรียกอีกอย่างว่าเป็นกลุ่ม

แซนโทฟิลล์ (xanthophyll) ร่างกายมนุษย์ไม่สามารถสร้างสารประกอบท้ังสองนี้ได้ จำเป็นต้องได้รับ

จากอาหารเท่านั้น แหล่งอาหารท่ีให้สารลูทีนสูง คือ ผักใบเขียว ตัวอย่างเช่น ผักคะน้ามีลูทีนใน

ปริมาณ 4.8 – 13.4 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักผักสด 100 กรัม และผักปวยเล้งมีลูทีน 6.5 – 13.0 มิลลิกรัม

ต่อน้ำหนักผักสด 100 กรัม (วิมล, 2556) 

 สารลูทีนในเซลล์รับภาพของจอประสาทตาทำหน้าท่ีสำคัญ คือ กรองแสงสีฟ้าซึ่งเป็นอันตราย
ต่อจอประสาทตา และเป็นแสงท่ีหลีกเล่ียงได้ยาก ได้แก่ แสงจากดวงอาทิตย์ แสงจากโทรทัศน์ แสง
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จากจอคอมพิวเตอร์ และแสงจากหลอดไฟ เป็นต้น สารลูทีนสามารถลด ป้องกัน หรือชะลอการเกิด
ต้อกระจกได้ โดยจะลดกลไกการเกิดความเส่ือมของโรคต้อกระจกโดยตรง มีการวิจัยในกลุ่มผู้สูงอายุ 
พบว่ากลุ่มท่ีมีระดับของสารลูทีนในกระแสเลือดสูงจะมีความขุ่นของเลนส์ตาน้อยกว่า ดังนั้นสารลูทีน
น่าจะลดการเกิดความเส่ือมของเลนส์ตาในผู้สูงอายุได้ และยังมีการวิจัยว่าการรับประทานสารลูทีนใน
ปริมาณสูงเพิ่มความสามารถในการมองเห็นของผู้ป่วยที่เป็นต้อกระจกได้ นอกจากสารลูทีนจะช่วยลด
ความเส่ียงในการเกิดโรคต้อกระจกแล้ว ยังพบว่ามีประโยชน์ในโรคจุดรับภาพเส่ือม โดยพบว่าถ้า
ปริมาณสารลูทีนในดวงตาลดน้อยลง จะพบความเส่ือมมากขึ้นในการเป็นโรคจุดรับภาพเส่ือม และ
ความเส่ียงในการเป็นโรคจุดรับภาพเส่ือมจะลดลง หากมีปริมาณสารลูทีนในเลือดสูงขึ้น แสดงให้เห็น
ว่า การบริโภคอาหารท่ีมีสารลูทีนสามารถช่วยลดความเส่ียงในการเกิดโรคท่ีเกี่ยวข้องกับดวงตาได้ 
(ดิสไทย, มปป) 
 

วิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์และการสร้างสารลูทีนในพืช 

 กระบวนการสร้างสาร ลูทีนนั้ นจะเกี่ ย วข้อ งกับวิถี การสร้ าง methylerythritol 4-
phosphate (MEP) โดย เกิ ดจากสาร  2 โม เลกุ ล  คือ  isopentenyl diphosphate (IDP) และ 
dimethylallyl diphosphate (DMADP) ทำให้ได้ออกมาเป็น C20 GGPP เพื่อเข้าสู่กระบวนการ
สังเคราะห์สารแคโรทีนอยด์ โดยกระบวนการหลังจากได้สารไลโคพีน (lycopene) จะเกิดการแยก
ออกเป็น 2 ชนิด ซึ่งแต่ละชนิดจะได้รับการกระตุ้นจากสารท่ีแตกต่างกัน  ผลผลิตท่ีได้จะแบ่งเป็น

แอลฟา-แคโรทีน (α-carotenes) กับบีต้า-แคโรทีน (ß-carotenes) จากนั้นจะเข้าสู่ขั้นตอนสร้างแซน
โทฟิลล์ (xanthophylls)  โดยสารแอลฟา-แคโรทีนจะเปล่ียนเป็นสารลูทีน (lutein) สำหรับสารบีต้า-
แคโรทีนจะเปล่ียนเป็นสารซีแซนทีน (zeaxanthin) (Nisar et al., 2015) ดังแสดงในภาพท่ี 2  
 โดยกลุ่มแคโรทีนเป็นสารสีแดงหรือส้ม ส่วนกลุ่มแซนโทฟิลล์เป็นสารสีเหลืองหรือสีน้ำตาล 
การสร้างสารท่ีอยู่ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์บริเวณต่างกันนั้นสามารถแบ่งได้เป็น 2 ช่วง คือ 
ยีนท่ีควบคุมส่วนต้นของการสังเคราะห์แคโรทีน (carotenes) จำนวน 7 ยีน ได้แก่ ยีน OsPSY, 
OsPDS, OsZISO, OsZDS, OsCrtISO, OsLCYE และ OsLCYB และยีนท่ีควบคุมส่วนท่ีสังเคราะห์
แซนโทฟิลล์ จำนวน 5 ยีน ได้แก่ ยีนท่ีควบคุมการสังเคราะห์สารลูทีน คือ OsCYP97A, OsCYP97C, 
OsEHY และ OsBHY ยีนท่ีควบคุมการสังเคราะห์สารซีแซนทีน และไวโอลาแซนทิน (violaxanthin) 
คือ OsCYP97A, OsBHY และ OsZEP (Nisar et al., 2015; Sun et al., 2018) ดังแสดงในภาพท่ี 2 
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ภาพที่ 2 วิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ในข้าว 
ท่ีมา; (Nisar et al., 2015) 
 

 วิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์มีรายงานเกี่ยวกับเอนไซม์ท่ีสำคัญ คือ เอนไซม์ PSY ซึ่งการ

แสดงออกของยีน PSY เป็นแบบจำเพาะกับเนื้อเยื่อ (tissue specific) ถูกกระตุ้นด้วยส ิ่งแวดล้อม เช่น 

ฮอร์โมน แสง และอุณหภูมิ ยีน PSY มีหลายอัลลีลท่ีสามารถเกิด alternative splicing ได้เอนไซม์ทำ

หน้าท่ีแตกต่างกัน (Cazzonelli and Pogson, 2010) 
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ยีนที่เก่ียวข้องกับการทำงานของวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 เนื่องจากแคโรทีนอยด์มีความสำคัญอย่างมากในด้านสรีรวิทยา การพัฒนาและวิวัฒนาการ

ของพืช จึงได้มีการศึกษาถึงกระบวนการเผาผลาญและหน้าท่ีอย่างแพร่หลาย โดยวิถีการสังเคราะห์ 

แคโรทีนอยด์นั้นค่อนข้างจะมีความคล้ายกันในพืชหลายชนิด (Stanley and Yuan, 2019) และได้มี

การศึกษาถึงการควบคุมอีพีเจเนติกส์ (epigenetic) ของการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ โดยพบว่าการ

ถอดรหัสของยีน CRTISO นั้นเกี่ยวข้องกับการทำงานของโปรตีน SET DOMAIN GROUP 8 (SDG8) 

ท่ีเป็นเอนไซม์ฮิสโตนเมทิลทรานส์เฟอเรส (histone methyltransferase) ท่ีเมทิลเลสฮิสโตน 3 

ตำแหน่งไลซ ีน (K) ท่ี 4 และ/หรือ 36 (H3K4 และ H3K36) โดยมีการทดสอบการกลายพันธุ์ของ 

carotenoid chloroplast regulatory1 (CCR1) ท่ีเป็นรหัสของโปรตีน SDG8 พบว่า ส่งผลให้เกิด

การลดลงของ tri-methyl H3K4 ของโครมาตินท่ีบริเวณจุดเริ่มต้นของการถอดรหัสของยีน CRTISO 

ทำให้การแสดงออกของยีนลดลง มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ โดยการทำงานระหว่าง SDG8 กับการ

สะสมแคโรทีนอยด์ยังไม่ทราบรายละเอียดท่ีชัดเจน (Chettry and Chrungoo, 2020)  

 จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์กับ transcription 

factors (TFs) ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการถอดรหัสในข้าวท่ีมีสีของเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว, น้ำตาล และ

ม่วง ด้วยเทคนิค transcriptome sequencing พบว่า ยีน OsMAD26 และ R2R3MYB ท่ีเป็นยีน

กลุ่ม TF มีการแสดงออกสูงเหมือนกัน ยีน PSY1 ในระยะเมล็ดแก่ของข้าว แสดงให้ เห็นว่า 

OsMADS26 และ R2R3MYB น่าจะมีส่วนในการควบคุมการแสดงออกของยีนในวิถีสังเคราะห์แคโรที

นอยด์ (Chettry and Chrungoo, 2020)  

 ในช่วงผ่านมามีความสนใจเกี่ยวกับเรื่อง การถอดรหัส กระบวนการหลังการถอดรหัส การ

แปลรหัส กระบวนการหลังการแปลรหัส การสะสมหรือการสลาย และการควบคุมผลผลิตสุดท้ายของ

กระบวนการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ เช่น ส่ิงเหล่านี้จึงนำไปสู่การค้นพบกลไกการควบคุมการ

สังเคราะห์ แคโรทีนอยด์ การควบคุมกระบวนการหลังการแปลรหัสของยีน phytoene synthase 

(PSY) โดยยีน  orange (Or) ด้วยการสร้างยาสูบดัดแปลงพันธุกรรมท่ีมีการแสดงออกของยีน Or 

เพิ่มขึ้น พบว่ายีน PSY แสดงออกไม่แตกต่างกับต้นยาสูบปกติ แต่กลับพบว่าโปรตีน PSY มีปริมาณ

มากขึ้นในต้นปกติ (Zhou et al., 2015) ด้วยกระบวนการตัดสารในวิถีแคโรทีนอยด์ท่ีมีขนาดใหญ่ให้

มี ข น า ด เ ล็ ก โ ด ย เอ น ไ ซ ม์  carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs) แ ล ะ  9 -cis-

epoxycarotenoid dioxygenases (NCEDs) ของอะโพแคโรทีนอยด์ (apocarotenoids) (Stanley 

and Yuan, 2019)   
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 การสังเคราะห์อะโพแคโรทีนอยด์ (Apocarotenoid Biosynthesis) 

  ในพืชแคโรทีนอยด์เกิดจากการทำงานของเอนไซม์ในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการ

เพื่อให้ได้สารต่าง ๆ ในวิถีการสังเคราะห์ ซึ่งแคโรทีนอยด์มีความจำเป็นต่อการสังเคราะห์แสงและการ

ป้องกันแสง แต่แคโรทีนอยด์ไม่ใช่ผลิตภัณฑ์สุดท้ายของวิถีการสังเคราะห์ ยังมีในส่วนของอะโพแคโรที

นอยด์ (apocarotenoids) ท่ีเป็นตัวช่วยในการปรับเปล่ียนการพัฒนาพืชและการตอบสนองต่อส่ิงเร้า

จากส่ิงแวดล้อม โดยอะโพแคโรทีนอยด์เป็นผลผลิตจากเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการตัดแคโรทีนอยด์ 

(carotenoid cleavage dioxygenases: CCDs) หรือกระบวนการท่ีไม่ได้เกิดจากเอนไซม์ (non-

enzymatic processes) สารในวิถีการสังเคราะห์อะโพแคโรทีนอยด์จะสลายตัวได้ง่ายกว่าสารท่ีได้

จากวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ เนื่องจากเกิดการเร่งการตัดตัวของสารต้ังต้น (Hou et al., 2016; 

Sun et al., 2020) (ภาพท่ี 3) 

  สัญญาณอะโพคาโรทีนอยด์ (apocarotenoid signals: ACSs) มีบทบาทในการ

ควบคุมการสังเคราะห์สารท่ีเกิดขึ้นหลังจากผลผลิตสุดท้ายของวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ท่ีได้เป็น

กรดแอบไซซิก (abscisic acid: ABA) และสตริโกแลกโทน (strigolactone: SL) โดยในอะราบิดอพ

ซิสพบ CCDs ถึง 9 ชนิดและได้มีการต้ังช่ือตามประเภทและความจำเพาะของเอนไซม์ ได้แก่ CCD1, 

CCD4, CCD7 และ CCD8 ซึ่งมีการศึกษาพบว่า CCD8 อาจจะมีเกี่ยวข้องในการสังเคราะห์ SL 

นอกจากนี้มี 5 CCDs อยู่ ในกลุ่ม nine-cisepoxy carotenoid dioxygenase (NCED2 , NCED3 , 

NCED5, NCED6, และ NCED9) ท่ีเกี่ยวข้องในการสังเคราะห์ ABA โดยในส่ิงมีชีวิตแต่ละสปีชีส์ก็จะมี

การตั้งช่ือท่ีแตกต่างกันออกไป  
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ภาพที่ 3 วิถกีารสังเคราะหอ์ะโพแคโรทีนอยด์ (apocarotenoid Biosynthesis) ในพืช 
โดย จุดสีต่าง ๆ จะแสดงการเข้าทำงานของ carotenoid cleavage dioxygenases (CCDs) ในวิถี
การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ของการเกิดอะโพแคโรทีนอยด์ 
ท่ีมา: (Hou et al., 2016) 

 

การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอช่วยคัดเลือกในการปรับปรุงพันธุ์ข้าว 

  จุดประสงค์ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวมีหลายประการ เช่น ต้านทานต่อโรคและแมลง เพิ่ม

ผลผลิต คุณภาพการหุ้งต้ม และเพิ่มคุณค่าทางอาหาร เป็นต้น จึงได้พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช้

คัดเลือก (marker assisted selection; MAS) ซึ่งจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการคัดเลือก เพิ่มความ

แม่นยำ และย่นระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุ์ เพื่อคัดเลือกพันธุ์ข้าวหรือต้นข้าวท่ีมีจีโนไทป์ตรงตาม

ต้องการ MAS ท่ีนำมาใช้ในการคัดเลือก มี 2 แบบ คือ เครื่องหมายท่ีบริเวณยีน (functional marker 

assisted selection; fMAS หรือ direct MAS; dMAS) และเครื่องหมายท่ีขนาบข้างยีน (flaking 
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marker assisted selection หรือ indirect MAS; iMAS) การคัดเลือกโดยใช้เครื่องหมายท่ีบริเวณ

ยีนจะมีความแม่นยำมากกว่าเครื่องหมายท่ีขนาบข้างยีน เนื่องจากเครื่องหมายท่ีได้ถูกพัฒนามาจาก

บริเวณยีนของลักษณะท่ีสนใจ (จันทร์จิรา และคณะ., 2557) 

  เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หรือเครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) มี

ความสำคัญต่องานทางด้านพันธุศาสตร์และการปรับปรุงพันธุ์อย่างมาก เนื่องจากการจัดกลุ่มหรือการ

จำแนกส่ิงมีชีวิตด้วยลักษณะทางฟีโนไทป์หรือสัณฐานวิทยานั้นต้องใช้ผู้เช่ียวชาญและค่อนข้างยาก 

โดยเฉพาะในพืชซึ่งมีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมและความคล้ายคลึงกันสูง ดังนั้นเครื่องหมายดีเอ็นเอ

จึงช่วยทำให้การจัดแบ่งกลุ่มของสายพันธุ์มีความแม่นยำและความถูกต้องมากขึ้น ปัจจุบันได้มีการนำ

เครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช้ในการหาจัดกลุ่มและศึกษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตอย่างแพร่หลาย 

(จุฑาพร, 2555) 

  เครื่องหมายดีเอ็นเอมีหลายประเภท เช่น RFLP, RAPD, AFLP, SSR และ SNP เป็นต้น การ

เลือกใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์และคุณสมบัติของเครื่องหมายดีเอ็นเอแต่ละ

ประเภท (จุฑาพร, 2555) 

 

  อาร์เอฟแอลพี (Restriction Fragment Length Polymorphisms; RFLP) เริ่มด้วยการตัด

จีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ตามด้วยแยกขนาดของช้ินดีเอ็นเอ 

ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส จากนั้นทำไฮบริไดเซชันด้วยโพรบท่ีเป็นยีนท่ีสนใจ เทคนิคนี้เป็น

เทคนิคแรกท่ีได้รับความนิยมสูงในอดีตแต่มีขั้นตอนซับซ้อน และเสียเวลา จึงไม่ได้รับความนิยมใน

เวลาต่อมา 

  อาร์เอพี ดี (Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) พัฒนาขึ้นเพื่อตรวจสอบ

ความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตท่ีไม่จำเป็นต้องทราบข้อมูลลำดับเบสในส่ิงมีชีวิตท่ีศึกษา โดยอาศัย

หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ท่ีใช้ไพรเมอร์ท่ีมีลําดับเบสแบบสุ่ม (arbitrary 

primer) ขนาด 8-12 เบส หากไพรเมอร์มีเบสคู่สมกับดีเอ็นเอของพืชท่ีนํามาตรวจสอบจะเกิดการเพิ่ม

จำนวนของดีเอ็นเอ ไพรเมอร์เหล่านี้จึงสามารถเข้าคู่กับลำดับเบสในจีโนมของพืชได้หลายตําแหน่ง 

โดยหากสายพันธุ์พืชท่ีนํามาตรวจสอบเป็นคนละชนิด การเพิ่มจำนวนจะได้แถบดีเอ็นเอรูปแบบ

แตกต่างกัน 

  เอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length Polymorphisms; AFLP) เป็นการวิเคราะห์

ความแตกต่างของจุดตัดเอนไซม์ตัดจําเพาะร่วมกับความแตกต่างของตําแหน่งเกาะของไพรเมอร์ท่ีมี
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ลําดับเบสแบบสุ่มสามารถตรวจสอบหลายตําแหน่งในคราวเดียวกัน  เครื่องหมายนี้มีความจําเพาะ

และสมํ่าเสมอในการทําซ้ำสูงกว่าเทคนิคอาร์เอพีดี เนื่องจากการทําครั้งหนึ่งอาจได้แถบดีเอ็นเอท่ีมีโพ

ลิมอร์ฟิซึมจํานวนมากเมื่อเทียบกับเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดอื่น ไม่จําเป็นต้องทราบข้อมูลลําดับเบสใน 

ส่ิงมีชีวิตท่ีต้องการศึกษา แถบดีเอ็นเอค่อนข้างชัดเจน จึงนิยมนําเทคนิคนี้ มาใช้ศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรม การสร้างแผนท่ีพันธุกรรม การค้นและพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสัมพันธ์

กับยีนท่ีสนใจ 

 เอสเอสอาร์ (Simple Sequence Repeat; SSR) เป็นการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ท่ี

ออกแบบให้จับกับดีเอ็นเอท่ีขนาบข้างบริเวณไมโครแซทเทลไลท์ ทำให้การออกแบบไพรเมอร์ชนิดนี้

ต้องทราบลําดับเบสบริเวณขนาบข้างส่วนท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท์ ผลการศึกษาพืชต่างสายพันธุ์กัน

พบว่ามีจํานวนซ้ำไม่เท่ากัน จึงสามารถตรวจความแตกต่างของขนาดแถบดีเอ็นเอได้จากผลของ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ เทคนิคนี้มีช่ือเรียกต่าง ๆ กันได้แก่ Variable Number of Tandem Repeats 

(VNTR) ห รื อ  Sequence Tagged Microsatellite (STM) ห รื อ  Simple Sequence Length 

Polymorphism (SSLP) หรือ Sequence Tagged SSR 

 

  สนิปส์ (Single Nucleotide Polymorphisms; SNPs) จากเทคนิค ARMS-PCR 

   การตรวจโดยใช้เทคนิค PCR ท่ีนิยมใช้คือ Amplification Refractory Mutation 

System–PCR (ARMS-PCR) ซึ่งเทคนิคนี้นิยมใช้ในการตรวจหาการกลายพันธุ์แบบ point mutation 

และการตรวจหา Single Nucleotide Polymorphism (SNP) หลักการของเทคนิค ARMS-PCR คือ 

การทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ 2 ปฏิกิริยา โดยปฏิกิริยาแรกไพรเมอร์ท่ีใช้จะจำเพาะกับอัลลีลท่ี 1 และในอีก

ปฏิกิริยาไพรเมอร์ท่ีใช้จะจำเพาะกับอัลลีลท่ี 2 ในปัจจุบันนอกจากเทคนิค ARMS-PCR ยังมีเทคนิค 

Tetra-Primer Amplification Refractory Mutation System PCR (Tetra-Primer ARMS-PCR) 

ซึ่งสามารถตรวจสอบอัลลีลท่ีปกติและอัลลีลท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงได้โดยการทำปฏิกิริยาเพียงครั้ง

เดียว  

   หลักการของเทคนิค Tetra-Primer ARMS-PCR จะประกอบด้วยไพรเมอร์ 4 สาย

คือ ไพรเมอร์ outer forward และไพรเมอร์ outer reverse ซึ่งจะจับกับดีเอ็นเอในบริเวณก่อนและ

หลังบริเวณ SNP ไพรเมอร์ outer forward และ outer reverse จะเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอของยีนท่ี

สนใจแต่ไม่จำเพาะกับอัลลีลใด ๆ นอกจากไพรเมอร์ outer 2 สายนี้แล้วยังมีไพรเมอร์ inner 

forward และ inner reverse เป็นไพรเมอร์ท่ีจำเพาะกับอัลลีลท่ี 1 และ 2 ตามลำดับ โดยบริเวณ
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ปลายด้าน  3 ' ของไพรเมอร์  inner ท้ั งสองจะมีนิ วคลีโอไทด์ ท่ีจำเพาะกับแต่ละอัลลีลนั้ น 

(Pongjaroenkit et al., 2017) 

 

การอ่านลำดับเบสของจีโนม (Whole genome sequencing; WGS) 

 การหาลำดับเบสของดีเอ็นเอในจีโนม แบบเป็น De novo sequencing เป็นการหาลำดับ

เบสของจีโนมของส่ิงมีชีวิต โดยไม่มีข้อมูลลำดับเบสอ้างอิง และ whole genome resequencing 

เป็นการหาลำดับเบสของจีโนมของส่ิงมีชีวิต โดยมีข้อมูลลำดับเบสอ้างอิง (แสงทอง, 2561) 

 ในการอ่านลำดับเบสของจีโนมนั้นจะเกี่ยวข้องกับ 3 ส่วน ดังนี้ 

  Sequencing เริ่มต้นการหาลำดับเบสจะอาศัยหลักการ dideoxynucleotide 

chain-termination โดยใช้เทคนิคแซงเกอร์ (sanger chemistry) ซึ่งจะเป็นการนำนิวคลีโอไทด์มา

ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงหรือรังสีโดยท้ังส่ีเบสจะติดฉลาดสีต่างกัน จากนั้นจะการสร้างดีเอ็นเอสาย

ใหม่จากเส้นสายเดิม ความยาวของการอ่านลำดับเบสท่ีได้ประมาณ 1,000 ถึง 1,200 คู่เบส ต่อมาได้

มีการหาลำดับเบสจากช้ินดีเอ็นเอขนาดเล็กนำมาต่อกันเป็นดีเอ็นเอสายยาว วิธีการใหม่ท่ีพัฒนา

เรียกว่า shotgun sequencing และในปัจจุบันมีได้มีการใช้เทคโนโลยีแบบ high throughput ท่ี

เรียกว่า next generation sequencing (NGS) ท่ีสามารถหาลำดับได้จำนวนมากในเวลาเดียวกัน ทำ

ให้การหาลำดับเบสมีความรวดเร็ว และราคาถูกลง 

  Assembly ใช้ในการประกอบลำดับเบสใหม่โดยอาศัยหลักการ การจัดกลุ่มของช้ินดี

เอ็นเอสายส้ัน ๆ เป็น contiguous sequence (contig) จาก contig รวมกันเป็น ลำดับเบสท่ียาวขึ้น 

เรียกว่า scaffold การจัดการกับปริมาณของ reads ท่ีมีจำนวนมาก ความยาว reads จากเทคโนโลยี

เอ็นจีเอสท่ีได้ค่อนข้างส้ันอยู่ท่ี 35 ถึง 400 คู่เบส จนถึงยาวเป็น 10 กิโลเบส ขนาดและจำนวนของ 

reads ส่งผลต่อการประกอบลำดับเบสเป็นสายยาวระดับจีโนม 

  Annotation เป็นการระบุตำแหน่งของยีน (annotation) เมื่อทราบการเรียงลำดับ

ของดีเอ็นเอท้ังหมดแล้ว จึงค้นหาตำแหน่งของยีน ซึ่งมีอยู่เพียงประมาณ 3 เปอร์เซ็นต์ ในข้อมูลจีโนม

ท้ังหมด ท้ังนี้อาจทำโดยการค้นหาบริเวณรหัส บริเวณโปรโมเตอร์ บริเวณเทอมิเนเตอร์ของยีน หรือ

โดยการเปรียบเทียบกับยีนท่ีมีการรายงานแล้ว 

 ปัจจุบันประเทศไทยมีการนำเทคโนโลยีการอ่านลำดับเบสของจีโนมมาใช้อย่างแพร่หลาย จึง

มีบริษัททางด้านวิทยาศาสตร์หลายบริษัทให้บริการอ่านลำดับเบส ท้ังในรูปแบบท่ีรับตัวอย่างเนื้อเยื่อ
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และในรูปแบบของ genomic DNA เพื่อทำการอ่านและวิเคราะห์ผลการอ่านลำดับเบส โดยจะ

ยกตัวอย่างการส่งตัวอย่าง genomic DNA ไปอ่านและวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค WGS ท่ีบริษัท 

NovogeneAIT, China แบบ resequencing ถึงการจัดการข้อมูล และการวิเคราะห์หาตำแหน่ง SNP 

และ InDel บนโครโมโซมด้วยการนำไปเทียบกับตำแหน่งบนฐานข้อมูล (ภาพท่ี 4) ดังนี้ 

- เมื่อบริษัทได้รับตัวอย่างจะตรวจสอบคุณภาพของตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีส่งไปอ่านลำดับเบส

โดย  agarose gel electrophoresis และ NanoDrop® 2000 spectrophotometer ซึ่ ง  DNA 

จะต้องให้ค่า OD260/OD280 อยู่ในช่วง 1.8 - 2.0 ปริมาณขั้นต่ำไม่น้อยกว่า 1 ไมโครกรัม ต่อการทำ 
library 

- อ่านลำดับเบส (Read) ด้วยเครื่อง Illumina® high-throughput sequencing โดยผล

ท่ีได้ออกมาจากเครื่องจะมีรูปแบบของไฟล์ FASTQ ท่ีมีความยาวประมาณ 150 เบส  

- ตรวจสอบคุณภาพไฟล์ FASTQ ท่ีอ่านได้จากแต่ละตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม Casava 

version 1.8 ซึ่งจะได้ค่า error rate, correct rate และ q-score (Q10 Q20, Q30 และ Q40)  

- filter เพื่อเป็นการตัดตัวปนเป้ือนต่าง ๆ ออก ได้แก่ adapter contamination, Read 

ท่ีพบเบส N มากกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ และ read ท่ีมีคุณภาพน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ หลังจากการ 

filter ครั้งท่ี 1 จะทำการจัดกลุ่มโดยตัดตัวท่ีมีคุณภาพต่ำออกให้เหลือเฉพาะท่ี Q-score ท่ี Q30 และ 

Q40 

- ทำการ mapping ผลท่ีได้โดยใช้โปรแกรม Burrows-Wheeler transform software 

(BWA) จากนั้น ตัดข้อมูลซ้ ำด้วยเครื่องมือ  SAMTOOLS สำหรับ reference genome ท่ี ใช้คือ : 

ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/release-4 6 / plants/fasta/oryza_sativa/dna/Oryza_ 

sativa.IRGSP-1.0.dna.toplevel.fa.gz 

- ตรวจสอบ single nucleotide polymorphism (SNP) โดยโปรแกรม GATK สำหรับ

การหา annotation ของ Novogene จะใช้โปรแกรม ANNOVAR 

- สำหรับการตรวจสอบ InDel (insertion or deletion) จะเป็นการ call ตำแหน่งท่ีมี

ขนาดต่างกันน้อยกว่า 50 คู่เบส โดยโปรแกรม GATK สำหรับการหา annotation ของ Novogene 

จะใช้โปรแกรม ANNOVAR 

- สำหรับการตรวจสอบ structural variants (SVs) เป็นการเปรียบเทียบบริเวณท่ีพบ

ความแตกต่างท่ีมีขนาดใหญ่มากกว่า 50 คู่เบส โดยโปรแกรม BreakDancer สำหรับการหา 

annotation จะใช้โปรแกรม ANNOVAR 
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- สำหรับการตรวจสอบ Copy-number variation (CNV) จะเป็นการแสดงจำนวนซ้ำท่ี

พบตำแหน่งนั้นเทียบกับ Reference genome จะแสดงผลเป็นจำนวนตัวเลข โดยโปรแกรม 

CNVnator สำหรับการหา annotation จะใช้โปรแกรม ANNOVAR 

 - จากนั้นทำการรวบรวมข้อมูลต่าง ๆ ท่ีได้จากการวิเคราะห์ท้ังหมดลงในตาราง Excel โดย

จะมี 2 ไฟล์หลัก คือ SNP และ InDel ซึ่งในหนึ่งไฟล์จะแสดงทุกตำแหน่งท่ีพบความแตกต่างในจีโนม

ของตัวอย่างเทียบกับ Reference genome โดยจะเรียงจากตำแหน่งท่ีพบในโครโมโซมแท่งท่ี 1 ถึง 

12 ของข้าว ตามด้วยตำแหน่งท่ีพบการเปล่ียนแปลงบนจีโนม mitochondria และ chloroplast เพื่อ

เป็นการสรุปรวมข้อมูลท้ังหมดสำหรับใช้ในการวิเคราะห์ผลต่อไป 

 
ภาพที่ 4 ขั้นตอนการจัดการข้อมูล การวิเคราะห์หาตำแหน่ง SNP และ InDel จากเทคนิค WGS 
ท่ีมา; Novogene 
 

การอ่านลำดับเบสของอาร์เอน็เอทั้งหมด (Transcriptome Sequencing) 

 การอ่านลำดับเบสอาร์เอ็นเอท่ีได้จากการแสดงออกของยีน (transcriptome sequencing; 
RNA-Seq)  เป็นการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับอาร์เอ็นเอท้ังหมด เป็นการตรวจสอบหรือ
ค้นหาชุดของ RNA transcript, mRNA และ non-coding RNA ในส่ิงมีชีวิตเดียวหรือกลุ่มประชากร
ของส่ิงมีชีวิตต่าง ๆ โดยการนำเอาเทคโนโลยีเอ็นจีเอสมาประยุกต์ใช้ในการศึกษาส่วนของบริเวณรหัส 
การแสดงออกของยีนระดับเซลล์หรือเนื้อเยื่อต่าง ๆ และการเกิดโรคในส่ิงมีชีวิตได้มากขึ้นด้วย  
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 เทคโนโลยีทรานสคริปโตมมีส่วนช่วยในการเช่ือมช่องว่างในการอ่านลำดับเบสของจีโนม 

ตัวอย่างจากผลการศึกษาเซลล์สมองในสัตว์จำพวกต่อ (Polistes metricus) ด้วยเครื่อง 454/Roche 

genome sequencer พบว่าสามารถสร้าง expressed sequence tag (EST) เท่ากับ 391 ,157 

reads จากนั้นทำการจัดเรียงลำดับเบสและทำการเปรียบเทียบกับจีโนมของผ้ึง (Apis mellifera) 

พบว่า EST ของตัวต่อมีความคล้ายกับลำดับเบสในส่วนท่ีเป็นรหัส 39 เปอร์เซนต์ (Toth et al., 

2007) นอกจากนี้ยังได้มีการนำเทคนิคทรานสคริปโตมมาใช้ในงานทางการแพทย์ในการตรวจหา 

gene fusion ของเนื้องอกและเซลล์มะเร็ง (Wilantho et al., 2012) 

 ปัจจุบันประเทศไทยได้มีบริษัททางด้านวิทยาศาสตร์หลายบริษัทท่ีให้บริการอ่านลำดับเบส

อาร์เอ็นเอท้ังหมด มีการรับตัวอย่างท้ังในรูปแบบเนื้อเยื่อและในรูปแบบอาร์เอ็นเอท้ังหมด (total 

RNA) เพื่อทำการอ่านและวิเคราะห์ผลการอ่านลำดับเบส โดยจะยกตัวอย่างการส่งตัวอย่างไปอ่าน

และวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีบริษัท Novogene (NovogeneAIT, Singapore) แบบ De novo ถึงการ

จัดการข้อมูล การสร้าง cluster และการวิเคราะห์หาช่ือยีนและหน้าท่ีการทำงานของยีน (ภาพท่ี 5) 

ดังนี้ 

- เมื่อบริษัทได้รับตัวอย่าง จะทำการตรวจสอบคุณภาพของตัวอย่าง total RNA ท่ีส่งไป

วิเคราะห์ลำดับเบสโดย agarose gel electrophoresis และ NanoDrop ซึ่ง total RNA จะต้องให้

ค่า A260/280 = 2.0, A260/230 ≥ 2.0 และ RIN ≥ 6.3 ปริมาณขั้นต่ำไม่น้อยกว่า 0.4 ไมโครกรัม 

ต่อการทำ library 

- อ่านลำดับเบส (Read) ด้วยเครื่อง Illumina โดยผลท่ีได้ออกมาจากเครื่องจะมีรูปแบบ

ของไฟล์ FASTQ ท่ีมีความยาวประมาณ 30-400 คู่เบส  

- ตรวจสอบคุณภาพของ read ท่ีอ่านได้จากแต่ละตัวอย่าง ได้แก่ clean bases, error, 

Q20, Q30 และ GC โดยหลังจากการ filter ในครั้งท่ี 1 แล้วนั้นจะทำการนำ clean reads ท่ีได้ไป

เปรียบเทียบกับลำดับเบสท่ีมีในฐานข้อมูลโดยเลือกการ map กลับไปหา reference genome โดย

ใช้โปรแกรม RSEM (RNA-Seq by Expectation Maximization) จากนั้นทำการ filter ครั้งท่ี 2 เพื่อ

เป็นการตัดตัวปนเปื้อนต่าง ๆ ออก ได้แก่  adapter contamination, read ท่ีพบเบส N มากกว่า 

10 เปอร์เซ็นต์ และ read ท่ีมีคุณภาพน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ 

- หลังจากการตรวจสอบความถูกต้องและคุณภาพของ read เรียบร้อยแล้วนั้นจะเป็น

ขั้นตอนในการประกอบ read ขนาดส้ัน ๆ ท้ังหมดท่ีพบว่าเป็นยีนเดียวกันให้มีขนาดยาวครอบคลุมท้ัง

ยีน โดยใช้โปรแกรม Trinity ในการสร้าง assembled transcriptome (Cluster) และทำการให้
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ลำดับแต่ละ cluster โดยใช้โปรแกรม Corset ซึ่งในการให้ลำดับของ cluster นั้น หากตรวจพบยีนท่ี

มีลำดับเบสเหมือนกันโปรแกรมจะทำการตั้งช่ือให้เป็น cluster เดียวกัน 

- จาก cluster ท้ังหมดท่ีได้ทำการสร้างขึ้นในขั้นตอนต่อไปจะเป็นการนำไปเปรียบเทียบ

กับลำดับเบสในฐานข้อมูลต่าง ๆ เพื่อบ่งบอกถึงช่ือยีน ช่ือโปรตีน หน้าท่ี และการทำงานของยีนใน

ส่วนต่าง ๆ ในข้าว โดยขั้นตอนนี้จะเป็นการทำงานร่วมกันของหลาย ๆ ฐานข้อมูล (NovogeneAIT, 

Singapore) ดังนี้ 

▪ NT: NCBI blast 2.2.28+, the evalue threshold is 1e-5 (Each unigene 

shows top10 alignment results). 

▪ NR, SwissProt, KOG: Diamond 0.8.22. For NR and SwissProt 

databases, the evalue threshold is 1e-5 (Each unigene shows top10 alignment 

results), and 1e-3 for KOG.  

▪ PFAM, the prediction of protein structure domain: HMMER 3.0 

package, hmmscan, the evalue threshold is 0.01. 

▪ GO: based on the protein annotation results of NR and Pfam: 

Blast2GO v2.5 (Götz et al., 2008) and novogene script, the evalue threshold is 1e-6. 

▪ KEGG: KAAS, KEGG Automatic Annotation Server, the evalue 

threshold is 1e-10. 

 - ในส่วนของการเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนนั้น ในขั้นต้นจะทำการตัดข้อมูลท่ี

ให้ค่า FPKM (fragments per kilobase of exon model per million reads mapped) ในท้ัง 4 

ตัวอย่างน้อยกว่า 0 ออก เพื่อเป็นการ clean ข้อมูลท้ังหมดและตัด cluster ออกอีกครั้งหนึ่งก่อนการ

นำข้อมูลไปวิเคราะห์ผลหาบริเวณ SNP และ InDel จากนั้นจะทำการรวบรวมข้อมูลต่างๆ ท่ีได้จาก

การเปรียบเทียบในฐานข้อมูลท้ังหมดลงในตาราง excel เพื่อเป็นการสรุปรวมข้อมูลท้ังหมดสำหรับใช้

ในการวิเคราะห์ผลต่อไป 
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ภาพที่ 5 ขั้นตอนการจัดการข้อมูล การสร้าง Cluster และการวิเคราะห์หาช่ือยีนและหน้าท่ีการ
ทำงานของยีนจากเทคนิค Transcriptome sequencing  
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งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

การศึกษาปริมาณสารลูทีนในข้าว 

 สำหรับในข้าวนั้นได้มีการศึกษาเกี่ยวกับการวิเคราะห์ปริมาณของสารแคโรทีนอยด์ และฟลา
โวนอยด ์จากข้าวในประเทศเกาหลีจำนวน 8 พันธุ์ ท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีต่างกัน คือ สีดำ สีแดง และสีขาว 
พบว่า ข้าวในกลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำจะพบปริมาณของสารในกลุ่มแคโรทีนอยด์ และฟลาโวนอยด์ ท่ีสูง
กว่าข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงและขาว (Kim et al., 2010) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ รัชนี และ 
ริญ (2555) ท่ีได้ทำการศึกษาคุณค่าโภชนาการของข้าวพื้นเมือง ในเขตปฏิรูปท่ีดิน อำเภอกุดชุม 
จังหวัดยโสธร พบว่าข้าวเหนียวก่ำใหญ่และข้าวเหนียวก่ำน้อย ท่ีเป็นข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำนั้นมี
ปริมาณสารลูทีนสูงท่ีสุด (115.15 และ 132.24 ไมโครกรัม/100 กรัม) เมื่อเปรียบเทียบกับข้าวท่ีมีเย่ือ
หุ้มเมล็ดสีอื่นๆ ท่ีได้นำทำการศึกษา และได้มีงานวิจัยท่ีทำการศึกษาถึงการแสดงออกของยีนในวิถีการ
สังเคราะห์แคโรทีนนอยด์จากข้าวไทยพันธุ์ก่ำน้อย ทับทิมชุมแพ และปทุมธานี 1 ซึ่งมีเย่ือหุ้มเมล็ดสี
ดำ สีแดงและสีขาว ตามลำดับ พบว่า ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำจะมีปริมาณสารลูทีนสูงกว่าข้าวเย่ือหุ้ม
เมล็ดสีแดงและขาว (Janphen et al., 2019) 
 

การค้นหายีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ในข้าว 
 การศึกษาของ Kim et al. (2010); Pereira-Caro et al. (2013) ท่ีทำการทดสอบข้าวท่ีมีสี
ของเย่ือหุ้มเมล็ดต่างกันพบว่า ข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำมีปริมาณของสารท่ีได้จากการสังเคราะห์ในวิถี
แคโรทีนอยด์สูงกว่าท่ีได้จากข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีอื่น ซึ่งผลท่ีได้นี้เกิดจากการทำงานของยีน OsPSY ท่ี
เป็นยีนสำคัญในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Sun et al., 2018) โดยจะทำงานร่วมกับยีน 
OsLCYE และ OsLCYB ซึ่งเป็นยีนท่ีอยู่ระหว่างทางแยกเพื่อกำหนดการสังเคราะห์สารลูทีน หรือซีแซ
นทีนต่อไป ซึ่งจะพบการแสดงออกของยีนท้ัง 2 ยีน สูงในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ (Chettry et al., 
2019) 
 การค้นคว้าข้อมูลต่างๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์สารแคโรทีนอยด์ของ 
Shumskaya และ Wurtzel (2013) ทำให้ทราบเกี่ยวกับความสัมพันธ์กับกระบวนการสังเคราะห์แสง 
การป้องกันอันตรายท่ีเกิดจากแสง การเจริญเติบโต การตอบสนองต่อสภาวะเครียดจากฮอร์โมน และ
สัญญาณต่าง ๆ โดยในข้าว (O. sativa) พบว่า มีการศึกษาโปรตีนท่ีคาดว่าจะเกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์แคโรทีน คือ โปรตีน PSY1-P257, PSY2 และ PSY3 จะพบอยู่ในขั้นตอน  Carotenoid 
precusors สำหรับโปรตีน CYP97A และ CYP97C พบในขั้นตอน Carotenoid biosynthesis 
 จากการศึกษาเกี่ยวกับการทำงานของโปรตีน CYP97A4 ท่ีคาดว่าจะเกี่ยวข้องกับปริมาณการ
สร้างสารลูทีนในข้าว โดยใช้เทคนิคการยับยั้งการทำงาน (Knock-out) ของยีนดังกล่าว พบว่าในข้าวที่
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ได้ทำการยับยั้งการทำงานโปรตีน CYP97A4 มีการสร้างสารลูทีนลดลง เมื่อทำการเปรียบเทียบ
กับข้าวปกติ แต่ในส่วนของแอลฟา-แคโรทีน ซึ่งเป็นต้ังต้นในการสร้างสารลูทีนนั้นมีปริมาณมากขึ้น 
และข้าวท่ีทำการยับยั้งการทำงานของโปรตีน CYP97A4 นั้นจะมีความไวต่อการถูกกระตุ้นด้วยแสง
มากกว่าข้าวปกติ จากการศึกษานี้คาดว่าโปรตีน CYP97A4 น่าจะเป็นโปรตีนท่ีสำคัญในการ
สังเคราะห์สารลูทีน (Lv et al., 2012)  
 จากศึกษาของ Lu et al. (2018) เป็นการศึกษารีคอมบิแนนท์โปรตีน CsMADS6 ท่ีเป็น 
transcription factor  พบว่า โปรตีนดังกล่าวสามารถจับท่ีบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน PSY และ PDS 
แล้วทำให้การแสดงออกของท้ัง 2 ยีนเพิ่มขึ้น สอดคล้องกับการศึกษา Chettry และ Chrungoo 
(2020); Chettry et al.(2019) ท่ีพบการแสดงออกของยีน PSY1, PDS และ LCYb สูงในข้าวเย่ือหุ้ม
เมล็ดสีดำท่ีมีการสะสมของสารในวิถีแคโรทีนอยด์สูง รวมถึงการทำงานร่วมกันของยีนในวิถีแคโรที
นอยด์กับยีน MADS26 และ R2R3MYB ซึ่งเป็นยีนกลุ่ม transcription factor (Stanley and Yuan, 
2019) เช่นเดียวกับยีน ZISO ท่ีเป็นยีนสำคัญในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ซึ่งพบว่าในข้าวโพด
และอะราบิดอพซิสหากเกิดการเปล่ียนแปลงลำดับเบสจะส่งผลทำให้ปริมาณของสาร 15-cis-
phytoene ซึ่งเป็นสารต้ังต้นในการสร้างสารไลโคพีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ลดลง (Chen 
et al., 2010; Wurtzel, 2019) 
 เนื่องจากข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำมีปริมาณของสารท่ีได้จากการสังเคราะห์ในวิถีแคโรทีนอยด์
สูง โดยมีงานวิจัยเกี่ยวกับการเกิดสีของเยื่อหุ้มเมล็ดพบว่ามียีนท่ีสำคัญคือ OsDFR (OsPp) และ 
OsB1 (OsPb) ท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารแอนโทไซยานิน (Rahman et al., 2013) สอดคล้อง
กับการศึกษาของ อนงค์นาฏ และคณะ (2564) ท่ีได้สร้างประชากร F2 ระหว่างข้าวพันธุ์แม่ปทุมธานี 
1 (เยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว) กับข้าวพันธุ์พ่อก่ำน้อย (เยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง) เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง
ปริมาณแอนโทไซยานินกับเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR และ OsB1 พบว่า ยีน OsB1 ใหค่้า R2 
เท่ากับ 31.9 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้ว่า ต้องมีอัลลีลเด่นของยีน OsB1 อย่างน้อย 1 อัลลีล จึงจะทำให้
การเกิดสีเย่ือหุ้มเมล็ดดำและปริมาณแอนโทไซยานินสูง 
 

การปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มีปริมาณสารในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 งานวิจัยก่อนหน้านี้ ท่ี ได้ทำการสร้างข้าวดัดแปลงพันธุกรรมให้มีการสังเคราะห์สาร 

Provitamin A ซึ่งเป็นสารท่ีได้จากวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนยด์ในส่วนเอนโดสเปิร์ม ข้าวพันธุ์ 

golden rice 1 โดยการแทรกชุดยีน PSY จากดอกแดฟโฟดิล และชุดยีน phytoene desaturase 

(CRTI) จากแบคทีเรีย และข้าวพันธุ์ golden rice 2 โดยแทรกชุดยีน PSY จากข้าวโพด และชุดยีน 

CRTI จากแบคทีเรีย และมีการศึกษาความสมดุลของปริมาณสารต้ังต้นในวิถีการสังเคราะห์แคโรที
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นอยด์โดยแทรกยีน ZmPSY1 จากข้าวโพด , ยีน PaCRTI จากแบคทีเรีย และยีน 1 -deoxy-D-

xylulose 5-phosphate synthase (AtDXS) กับยีน orange (AtOR) จากอะราบิดอพซิส เพื่อให้มี

การทำงานร่วมกันของยีนมากยิ่งขึ้น พบว่ามีการสร้างสารเบต้าแคโรทีนสูงกว่าข้าวท่ีไม่ได้รับการถ่าย

ยีน (Al-Babili and Beyer, 2005; Bai et al., 2016)  

 นอกจากนี้ยังมีการวิจัยท่ีได้นำเทคนิค CRISPR/Cas9 มาใช้ในการเพิ่มปริมาณสารเบต้าแคโร

ทีน (provitamin A) ในข้าว โดยการเลียนแบบกระบวนการแก้ไขยีน orange (Or) ท่ีได้มีการทดสอบ

ในดอกกะหล่ำว่าสามารถทำให้ดอกกะหล่ำมีการสะสมของสารเบต้าแคโรทีนได้ เมื่อทำการแก้ไขยีน 

Osor ในแคลลัสของข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ปกติ จะพบการสะสมของเบต้าแคโรทีนในปริมาณสูง 

จนทำให้เกิดการเปล่ียนสีของแคลลัสจากสีเหลืองอ่อนเป็นสีส้ม ซึ่งผลการวิจัยแสดงให้เห็นถึงการ

พยายามนำเทคโนโลยีแก้ไขจีโนม CRISPR/Cas9 มาเป็นแนวทางเลือกในการเพิ่มการสะสมเบต้าแคโร

ทีนในพืช (Endo et al., 2019) 
 

การพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 Colasuonno et al. (2017) ได้ทำการศึกษาเกี่ยวกับยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการเกิดสีเหลืองใน
เย่ือหุ้มเมล็ดของข้าวสาลี (wheat) เพื่อใช้ในการแยกสีของเมล็ดสีขาวและสีเหลืองออกจากกัน โดย
จากการศึกษานี้รายงานยีนท่ีคาดว่าจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการสร้างแคโรทีนอยด์ จำนวน 24 ยีน 
และพบความแตกต่างรูปแบบ single nucleotide polymorphisms (SNP) จาก 19 ยีน  ท่ี ต้ัง
กระจายตัวในแต่ละโครโมโซมของข้าวสาลี และได้ทำการสร้าง quantitative trait loci (QTLs) 
พบว่า มียีน 10 ยีน ท่ีคาดว่าจะเกี่ยวข้องกับการเกิดสีในข้าวสาลี คือ ยีน CRTISO, VDE, LCYE, 
PSY2, CYP97A3, PSY1, NCED9, ABA2, AAO3 และ YPC โดยตำแหน่งท่ีพบความแตกต่างสามารถ
ทำไปพัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีคาดว่าจะเกี่ยวข้องการเกิดสีเหลืองในเมล็ดเพื่อใช้ในการ
ปรับปรุงพันธ์ต่อไป 
 นอกจากนี้ยังมีการศึกษาระบุตำแหน่ง QTLs ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการสังเคราะห์แคโรที
นอยด์และโฟเลตในข้าว พบตำแหน่ง QTLs ท่ีสัมพันธ์กับปริมาณโฟเลต จำนวน  3 ตำแหน่ง คือ 
qQTF-3-1, qQTF-32 และ qQTF-3-3 ต้ังอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 3 แต่ไม่พบตำแหน่ง QTL ท่ี
สัมพันธ์กับปริมาณแคโรทีนอยด์ (Ashokkumar et al., 2020) 
 



บทที่ 3 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการวิจัย 

 

พันธุ์ข้าวที่ใช้ในการศึกษา 

 จากการตรวจเอกสารเพื่อเลือกพันธุ์ข้าวไทยท่ีมีปริมาณสารลูทีนสูง พบข้าวท่ีมีสารลูทีนสูง 

คือ ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ เช่น พันธุ์ก่ำน้อย (KN) หรือก่ำใหญ่ (KY) มีปริมาณลูทีน 132.24 และ 

115.15 ไมโครกรัม/100 กรัม ตามลำดับ (รัชนี และ ริญ, 2555) ในงานวิจัยนี้จึงเลือกข้าวที่มีเย่ือหุ้ม

เมล็ดสีดำคือ พันธุ์ก่ำน้อย และก่ำใหญ่  จากเขตปฏิรูปท่ีดิน สํานักงานการปฏิรูปท่ีดินเพื่อการ

เกษตรกรรม ต.กําแมด อ.กุดชุม จ.ยโสธร ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวคือ พันธุ์ กข-แม่โจ้ 2 (RD-MJU2) 

หรือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (PTT1) จากศูนย์หน่วยความเป็นเลิศด้านการวิจัยและพัฒนาการปรับปรุง

พันธุ์ข้าว มหาวิทยาลัยแม่โจ้ เพื่อใช้ในการศึกษาลำดับเบสของจีโนมด้วยการอ่านลำดับเบสของจีโนม 

(Whole genome sequencing; WGS) และการศึกษาลำดับเบสของยีนท่ีแสดงออกท้ังหมดด้วยการ

อ่านลำดับเบสของอาร์เอ็นเอท้ังหมด (Transcriptome Sequencing; RNA-Seq) 

 พันธุ์ข้าวท่ีใช้ในการทดสอบเครื่องหมายท่ีพัฒนาจำนวน 6 พันธุ์ ได้แก่ ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสี

ขาว 2 พันธุ์ คือ ปทุมธานี 1 และกข-แม่โจ้ 2 ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ 3 พันธุ์ คือ ก่ำน้อย, ก่ำใหญ่ 

และหอมมะลิดำ ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดง 1 พันธุ์ คือ หอมมะลิแดง  

 สำหรับพันธุ์ข้าวที่ใช้ในการสร้างประชากรลูกรุ่นท่ี 2 (F2) คือ พันธุ์ก่ำน้อย เป็นพันธุ์ให้ ผสม

กับพันธุ์รับ คือ พันธุ์ปทุมธานี 1 

 

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

สารเคมี 
1. CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide) (Merck, Germany) 
2. สาร TRIzol® reagent (Invitrogen, USA) 
3. ชุดน้ำยาสำเร็จรูป RapidOut DNA Removal Kit (Thermo Scientific, Germany) 
4. ไพรเมอร์ (primer) 
5. ชุดน้ำยาสำเร็จรูป MyTaq™ HS Red Mix (BioLine, UK) 
6. อะกาโรส (agarose) 
7. บัฟเฟอร์ TBE  
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8. เอทานอล (Ethanol) 
9.  คลอโรฟอร์ม (Chloroform) 
10.  Isopropyl alcohol 
11.   สี ย้ อ ม ดี เอ็ น เอ  RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (20,000X) (intron 

Biotechnology, Korea) 
12.   ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, 

USA) และ GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)  
13.  มิเนอรัล ออย (Mineral oil) 

 

อุปกรณ์ 
1.  เครื่องเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ T100™ Thermal Cycler  และ C1000 Touch™ 

Thermal Cycler (Bio-rad, Singapore)  
2.  อุปกรณ์สำหรับการทำ electrophoresis 
3.  เครื่อง UV transilluminator (Major Science®, Taiwan) 
4.  ตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
5.  ตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
6.  เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือความดันไอน้ำ (Autoclave) 
7.  เครื่องปั่นเหวี่ยง 
8.  ตู้บ่ม 
9.  เตาไมโครเวฟ 
10.  อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
11.  เครื่องผสมสาร (Magnetic Sterrier) 
12.  ไมโครปิเปต แบบ single channel และ multi channel 
13.  ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 มิลลิลิตร 
14.  เครื่อง homogenizer  
15.  เครื่องปั่นเหวี่ยง Mini plate spinner 
 
 
 

 



 29 

วัสดุสิ้นเปลือง 
1.  เพลท 96 หลุม ขนาด 500 ไมโครลิตร (Deep well plate) สำหรับบดตัวอย่างด้วยเม็ด

บีด 
2.  เพลท 96 หลุม ขนาด 300 ไมโครลิตร (V-Shape microplate) สำหรับตกตะกอนดีเอ็น

เอ 
3.  เพลทพีซีอาร์ 96 หลุม ขนาด 200 ไมโครลิตร (96 well PCR plate non skirted) 
4.  หลอดไมโครทิวป์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และหลอดพีซีอาร์ ขนาด 200 ไมโครลิตร 
5. ทิป ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
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วิธีการวิจัย 

1. การสกัดอาร์เอ็นเอทั้งหมด (Total-RNA) ด้วยวิธี TRIzol® reagent 

 อาร์ เอ็ น เอ ท้ั งหมด ท่ี ส่ งไปอ่ านลำดับ เบสด้ วย เทคนิ ค  RNA-seq (transcriptome 

sequencing) (NovogeneAIT, Singapore) แบบ De novo sequencing สกัดจากใบข้าวจำนวน 4 

พันธุ์ คือ ปทุมธานี 1, กข-แม่โจ้ 2, ก่ำน้อย และก่ำใหญ่ เริ่มจากการศึกษาการแสดงออกของยีนในวิถี

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์จากเนื้อเยื่อท่ีระยะต่าง ๆ ของข้าวจากฐานข้อมูล Expression Atlas 

(https://www.ebi.ac.uk /gxa/home) ในส่วนของ Plant: Oryza sativa เลือกเปรียบเทียบระดับ

การแสดงออกของเนื้อเยื่อจากศึกษาของ (Davidson et al., 2012) จำนวน 9 เนื้อเยื่อ เพื่อเลือก

เนื้อเยื่อท่ีจะใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอท้ังหมด พบการแสดงออกของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรที

นอยด์เกือบทุกยีนสูงในเนื้อเยื่อส่วนใบและช่อดอก จึงได้เลือกใช้เนื้อเยื่อในส่วนใบธงท่ีระยะ 7 วัน 

ก่อนและหลังออกดอก จากต้นข้าวจำนวน 4 ต้นต่อพันธุ์ ท่ีปลูกในโรงเรือนพร้อมกัน สกัด Total-RNA 

ด้วยวิธี TRIzol® reagent (Invitrogen, USA) โดยข้ันตอนในการสกัดดังนี้ 

 1. ช่ังน้ำหนักใบข้าว 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมเม็ดบีด

จำนวน 5 เม็ด แช่หลอดตัวอย่างในไนโตรเจนเหลวจากนั้นทำการตีตัวอย่างโดยเครื่อง homogenizer 

 2. เติม Trizol ® reagent 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครทิวป์ ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
 3. เติมคลอโรฟอร์ม 0.2 มิลลิลิตร พลิกกลับหลอด เป็นเวลา 15 วินาที บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 2-3 นาที  
 4. ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 
 5. ดูดส่วนใสช้ันบน ใส่หลอดใหม่ประมาณ 500 ไมโครลิตร 
 6. เติม Isopropyl alcohol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
 7. บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  
 8. ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที  
 9. ดูดส่วนใสท้ิงจนหมด 
 10. เติมเอทานอล ความเข้มข้น 75 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 11. ปั่นเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
 12. ดูดส่วนใสท้ิง ทำข้อ 10-12 ซ้ำอีกครั้ง 
 13. ตากตะกอนให้แห้ง เป็นเวลาประมาณ 25-30 นาที 
 14. ละลายตะกอนด้วย TE buffer, pH 7.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
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 จากนั้นทำการกำจัด DNA ท่ีปนเป้ือนด้วยชุดน้ำยาสำเร็จรูป RapidOut DNA Removal Kit 

(Thermo Scientific, Germany) ด้วยวิธีการของชุดสำเร็จรูป เก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส เพื่อรอส่งตัวอย่างไปอ่านลำดับเบสและวิเคราะห์บริเวณท่ีแสดงความแตกต่างของลำดับเบส

ของยีนท่ีแสดงออกทั้งหมดในข้าวทั้ง 4 พันธุ์   

 

2. การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA) จากใบข้าว 

 ตัวอย่างท่ีนำมาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอแบ่งเป็น 3 การทดลอง คือ 1.) ตัวอย่างท่ีส่งไปอ่านลำดับ

เบสด้วยเทคนิค WGS (NovogeneAIT, China) แบบ resequencing โดยได้รับความอนุเคราะห์

ข้อมูล WGS จาก ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ช่อทิพา สกูลสิงหาโรจน์ จำนวน 4 พันธุ์ คือ ปทุมธานี 1, 

กข-แม่โจ้ 2, ก่ำน้อย และก่ำใหญ่ 2.) ตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบเครื่องหมายท่ีพัฒนาขึ้น และ 3.) 

ตัวอย่างประชากรลูก F2 จำนวน 300 ต้น เพื่อใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ

กับปริมาณลูทีน โดยในท้ัง 3 การทดลองจะเก็บตัวอย่างใบหลังจากทำการปลูกประมาณ 1 เดือน 

จากนั้นสกัด Genomic DNA ด้วยวิธี mCTAB (Li et al., 2013) ในการทดลองท่ี 1 และ 2 ใช้การ

สกัดในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แต่การทดลองท่ี 3 จะทำการสกัดในเพลท 96 หลุม 

ขนาด 500 ไมโครลิตร (Deep well plate) สำหรับสกัดดีเอ็นเอมีขั้นตอนในการสกัดดังนี้ 

 
- การสกัดดีเอ็นเอในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

1. ตัดใบขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร จำนวน 10-15 ช้ิน ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร ซึ่งได้ใส่เม็ดบีดสำหรับการบดตัวอย่างลงไปในหลอดประมาณ 5 เมด็ 

2. เติมสารสะลาย CTAB ดัดแปลง (modified Cetyl Trimethyl ammonium Bromind 

buffer) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ท่ีมี 1 เปอร์เซ็นต์ (V/V) ของ 2-mercaptoethanol ลงในหลอดท่ีมี

ตัวอย่างของใบข้าวอยู่  

3. บดตัวอย่างโดยใช้เครื่องตีตัวอย่าง homogenizer โดยตีตัวอย่างจนกว่าใบข้าวแตก

ละเอียด 

4. บ่มตัวอย่างในอ่างน้ำร้อนท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ผสมโดยการ

กลับหลอดทุก ๆ 10 นาที 

5. เติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 500 มิลลิลิตร หรือเติมเท่ากับปริมาตร 1 เท่าของตัวอย่าง ทำ

การกลับหลอดไปมาเพื่อผสมตัวอย่าง 
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6. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 5 นาที 

7. ย้ายส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ประมาณ 300 - 400 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม์  

RNaseA ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1/300 เท่าของสารละลาย ประมาณ 1 

ไมโครลิตร 

8. บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

9. เติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 500 ไมโครลิตร หรือเติมเท่ากับปริมาตร 1 เท่าของตัวอย่าง 

ทำการกลับหลอดไปมาเพื่อผสมตัวอย่าง 

10. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 5 นาที 

 11. ย้ายส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ประมาณ 300 - 400 ไมโครลิตร เติม 95 เปอร์เซ็นต์ เอ
ทานอลเย็น ปริมาตร 2 เท่าของสารละลาย จากนั้นผสมให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที  

12. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 

13. ดูด 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอลท้ิง เติมเอทานอลเย็น ท่ีความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอ  

14. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ล้างตะกอนด้วยเอทานอลเย็น ท่ี

ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ครั้ง 

15. ตากตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้ให้แห้ง แล้วละลายตะกอนกลับด้วย 10 ไมโครโมลาร์ Tris-HCl, 

pH 8.0 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

16. เก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
- การสกัดดีเอ็นเอในเพลท 96 หลุม ขนาด 500 ไมโครลิตร (Deep well plate)  

1. ใส่เม็ดบีดสำหรับการบดตัวอย่างลงไปในเพลท 96 หลุม ขนาด 500 ไมโครลิตร (Deep 

well plate) 3 เมด็ต่อหลุม ใส่ใบข้าวที่ได้ทำการตัดให้มีขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร จำนวน 5 ช้ิน  

2. เติมสารสะลาย CTAB ดัดแปลง (modified Cetyl Trimethyl ammonium Bromind 

buffer) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ท่ีมี 1 เปอร์เซ็นต์ (V/V) ของ 2-mercaptoethanol ในแต่ละหลุม 

ปิดเพลทด้วยติดสติกเกอร์ 

3. ตีตัวอย่างโดยใช้เครื่องตีตัวอย่าง homogenizer ครั้งละ 1.30 นาที ประมาณ 2 ครั้ง โดย

จะทำการตีตัวอย่างจนกว่าใบข้าวแตกละเอียด แล้วเติมสารสะลาย CTAB ดัดแปลง ปริมาตร 150 

ไมโครลิตร 
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4. บ่มตัวอย่างในอ่างน้ำร้อนท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติม

คลอโรฟอร์ม ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

5. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 20 นาที 

6. ย้ายส่วนใสด้านบนประมาณ 150 ไมโครลิตร ใส่เพลท 96 หลุมใหม่ (Deep well plate) 

และเติมเอนไซม์ RNaseA ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1/300 เท่าของ

สารละลาย หรือประมาณ 0.5 ไมโครลิตร 

7. บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร 

8. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที 

 9. ย้ายส่วนใสด้านบนประมาณ 50 ไมโครลิตร ใส่เพลท 96 หลุม ขนาด 300 ไมโครลิตร (V-
Shape microplate) สำหรับตกตะกอนดีเอ็นเอ เติม 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอลเย็น ปริมาตร 2 เท่า
ของสารละลาย ประมาณ 100 ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ข้ามคืน  

10. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที 

11. ดูด 95 เปอร์เซ็นต์ เอทานอลท้ิง ตะกอนดีเอ็นเอจะปรากฏเป็นสีขาวใสอยู่ก้นเพลท 

12. เติมเอทานอลเย็น ท่ีความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เพื่อล้าง

ตะกอนดีเอ็นเอ  

13. ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ล้างตะกอนด้วยเอทานอลเย็น ท่ี

ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ครั้ง 

14. ตากตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้ให้แห้ง แล้วละลายตะกอนกลับด้วย 10 ไมโครโมลาร์ Tris-HCl, 

pH 8.0 ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 

15. เก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 ทำการวิเคราะห์ผลการสกัดดีเอ็นท่ีได้ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้ 

1 เปอร์เซ็นต์ agarose ให้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 35 นาที  

 

3. การสร้างประชากรลูกรุ่นที่ 2 (F2) 

 จากการตรวจเอกสารเพื่อเลือกพันธุ์ข้าวไทยท่ีมีปริมาณสารลูทีนสูงมาเป็นพันธุ์ให้ พบข้าวที่มี

สารลูทีนสูง คือ ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ คือ พันธุ์ก่ำน้อย (Janphen et al., 2019; รัชนี และ ริญ, 

2555) และพันธุ์รับคือ ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว คือ พันธุ์ปทุมธานี 1 ได้ทำการปลูกและผสมข้าว
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พันธุ์รับและพันธุ์ให้ในฤดูนาปี พ.ศ. 2561 (กรกฏาคม-ธันวาคม) เพื่อผลิตเมล็ดลูกผสมรุ่นท่ี 1 (F1) 

จากนั้นนำเมล็ด F1 ท่ีได้มาปลูกในฤดูนาปรัง พ.ศ. 2562 (มกราคม-มิถุนายน) แล้วปล่อยให้ต้น F1 

ผสมตัวเองเพื่อผลิตเมล็ดรุ่นท่ี 2 (F2) และในฤดูนาปี พ.ศ. 2562 (กรกฏาคม-ธันวาคม) ได้ปลูกต้น

ประชากร F2 จำนวน 300 ต้น เพื่อใช้ในการศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอและนำเมล็ดท่ีได้จากต้น F2 มา

วิเคราะห์หาปริมาณสารลูทีน  ซีแซนทีนและเก็บฟีโนไทป์สีของเยื่อหุ้มเมล็ดเพื่อให้ในการหา

ความสัมพันธ์ของเครื่องหมายดีเอ็นกับปริมาณสารลูทีนต่อไป (ภาพท่ี 6) 

 

 

ภาพที่ 6 การสร้างประชากรลูกรุ่นท่ี 2 (F2) จากการผสมระหว่างข้าวพันธุ์ให้คือ ก่ำน้อย และพันธุ์รับ
คือ ปทุมธานี 1  
โดย ก.) แผนผังแสดงขั้นตอนการผลิตประชากร F2 ข.) เมล็ดบนต้นประชากร F2 จำนวน 300 ต้น 
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4. การคัดเลือกเคร่ืองหมาย RM ที่ขนาบข้างยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์จำนวน 12 ยีน จาก

ตัวอย่างใบธงท่ีระยะ 7 วัน ก่อนและหลังออกดอก ของข้าวท่ีมีสีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว สีแดง และสีดำ 

ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR พบว่า ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำมีการแสดงออกของยีนในวิถี

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์สูงกว่าข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีแดงและข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว จำนวน 10 ยีน 

ได้แก่ OsPSY, OsPDS, OsZISO, OsZDS, OsCrtISO, OsLCYE, OsLCYB, OsCYP97A, OsCYP97C 

และ OsZEP และในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงพบ 2 ยีน ท่ีมีการแสดงออกสูงกว่าในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำ

และข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว คือ OsEHY และ OsBHY (Janphen et al., 2019) (ภาพท่ี 7)   

 

 
ภาพที่ 7 ผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ด
สีขาว แดง และดำ ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
ท่ีมา: (Janphen et al., 2019) 
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 การศึกษาในครั้งนี้จึงได้ทำการเลือกยีนท่ีอยู่ส่วนต้นของการสังเคราะห์แคโรทีน (carotenes) 

จำนวน 4 ยีน ได้แก่ ยีน OsPDS, OsZISO, OsZDS, และ OsCrtISO ยีนส่วนวิถีสังเคราะห์แซนโท

ฟิลล์ (xanthophylls) จำนวน 3 ยีน ท่ีแยกเป็นยีนสังเคราะห์สารลูทีน (lutein) คือ OsCYP97A และ 

OsCYP97C และยีนสังเคราะห์สารซีแซนทีน (zeaxanthin) และไวโอลาแซนทิน (violaxanthin) คือ 

OsZEP รวมเป็น 7 ยีน เพื่อค้นหาเครื่องหมาย RM ขนาบข้างยีน ซึ่งขั้นตอนในการค้นหาไพรเมอร์ 

RM ขนาบข้างยีนมี ดังนี้  

 4.1 ค้นหาลำดับเบสของยีนท่ีรายงานในฐานข้อมูล National Center for Biotechnology 

Information (NCBI ; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) แ ล ะ  The Rice Annotation Project 

(RAP) (https://rapdb.dna.affrc.go.jp/index.html) เพื่อระบุตำแหน่งของยีนท่ีอยู่บนโครโมโซม

ของข้าว โดยจะเลือกตำแหน่งท่ีต้ังของยีน ท่ีแสดงในข้าวพันธุ์ Nipponbare (Oryza sativa L. 

Japonica) เป็น reference genome เนื่องจากตารางเครื่องหมาย RM ของฐานข้อมูล Gramene 

(McCouch et al., 2002) (https://archive.gramene.org/) และ  Ricebase (https://ricebase. 

org/) ใช้ข้าวพันธุ์ดังกล่าวเป็น reference genome เช่นเดียวกัน  

 4.2 ค้นหาเครื่องหมาย RM ท่ีเป็นเครื่องหมายประเภท SSR ตำแหน่งท่ีมีไพรเมอร์จาก

ฐานข้อมูล Gramene (McCouch et al., 2002) มีข้ันตอน ดังนี้ 

  - จากตารางเครื่องหมาย RM Supplementary Table 18 จะมีการเรียงลำดับ

เครื่องหมายตามโครโมโซมและตำแหน่ง นำตำแหน่งของยีนท่ีสนใจมาหาเครื่องหมาย RM ในตาราง 

โดยเลือกเครื่องหมายท่ีมีตำแหน่งก่อนถึงยีนจำนวน 10 คู่ และหลังยีนจำนวน 10 คู่ รวมจำนวนไพร

เมอร์ท่ีเลือกใน 1 ยีน คือ 20 คู่ (ภาพท่ี 8ก) 

  - นำเครื่องหมาย RM ท่ีได้มาตรวจสอบระยะห่างกับตำแหน่งของยีนท่ีสนใจ 

โปรแกรม Ricebase (https://ricebase.org/) ดังภาพท่ี 8ข จากนั้นเลือกเครื่องหมายท่ีห่างจาก

ตำแหน่งท่ีต้ังของยีนไม่เกิน 100 กิโลเบส เพื่อให้ได้เครื่องหมายท่ีใกล้ชิดกับยีน ซึ่งจะเลือกด้านละ 3 

เครื่องหมาย ทำให้ 1 ยีน จะเลือกเครื่องหมาย 6 เครื่องหมาย จากนั้นส่ังสังเคราะห์ไพรเมอร์ของแต่

ละเครื่องหมายเพื่อใช้ในการทดสอบต่อไป 

 

 



 37 

ก.) 

 

 

ข.) 

 

ภาพที่ 8 การค้นหาเครื่องหมาย RM ท่ีขนาบข้างยีน 
โดย ก.) ตารางเครื่องหมาย RM จาก supplementary table 18 และ ข.) ฐานข้อมูล Ricebase 
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 4.3 ทดสอบการเพิ่มจำนวนด้วยเครื่องหมาย RM ท่ีขนาบข้างยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรที

นอยด์ ด้วยเทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) ซึ่งมีส่วนประกอบของ 1xMyTaq™ HS 

Red Mix (BioLine, UK) ไพรเมอร์ของแต่ละเครื่องหมาย RM ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 µM และดี

เอ็นเอแม่พิมพ์ 10 นาโนกรัมต่อปฏกิิริยา สภาวะท่ีใช้คือ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ตามด้วย 94 

องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 

จำนวน 35 รอบ และสุดท้ายท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นทำการวิเคราะห์ผลการเพิ่ม

จำนวนด้วย 4 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ นาน 70 นาที 

 

5. การพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอจากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสที่ได้จากเทคนิค Transcriptome 

Sequencing (RNA-Seq) 

 จากการส่งตัวอย่างอาร์ เอ็น เอ ท้ั งหมดเพื่ อทำการอ่ านและวิ เคราะห์ ด้วยเทคนิค 

transcriptome sequencing (NovogeneAIT, Singapore) แบบ De novo ซึ่งจะได้ผลการอ่าน

เป็นลำดับเบสของ cluster และ ผลการวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีแตกต่างในแต่ละ cluster การศึกษานี้จึง

เป็นการค้นหายีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จากผลของการทำ cluster ท้ังหมด มีข้ันตอนดังนี้ 

(ภาพท่ี 9) 

 เริ่มจากการค้นหายีนจากการทำหน้าท่ีต่าง ๆ จึงเลือกข้อมูลจากการวิเคราะห์ส่วน KEGG 

Pathway แล้วจึงเลือกเฉพาะยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ Carotenoid biosysnthesis 

(Ko00906) ออกมาจากข้อมูลท้ังหมด ในขั้นต้นข้อมูล Cluster ท่ีได้จะมียีนวิถีอื่น ๆ ท่ีทำหน้าท่ีหรือ

เป็นตัวต้ังต้นท่ีมีความเช่ือมโยงกัน ท้ังหมดใน Metabolism of terpenoids and polyketides 

(09109) จึงทำต้องตรวจสอบเพื่อคัดเฉพาะ Cluster ของยีนท่ีอยู่ใน Carotenoid biosynthesis 

(Ko00906) ออกมาโดยตรวจสอบตามลำดับ คือ Biosynthesis of secondary metabolites 

(ko01110) > Metabolic pathways (ko01100) > Carotenoid biosynthesis (ko00906) > 

Lutein biosynthesis in pathway เมื่อได้ช่ือยีนและ Cluster ท่ีต้องการแล้ว ต่อไปจะเป็นการตัด 

Cluster ท่ีมี NR ID ซ้ำกันออกและเลือกเฉพาะ Cluster ท่ีมีลำดับเบสยาวมากท่ีสุด เพื่อใช้เป็น

ตัวแทนของแต่ละยีน ซึ่งเป็นการเลือกเฉพาะในส่วนของ Carotenoid biosynthesis (Ko00906) ท่ี

แสดงยีนใน Oryza sativa japonica (Japanese rice) เปรียบเทียบค่าการแสดงออกของยีน 

(FPKM) โดยใช้ โปรแกรม  Multi Experiment Viewer (MeV v4.9) (Howe et al., 2010) เพื่ อ
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ค้นหายีนท่ีแสดงออกแตกต่างกันระหว่างข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำและข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว โดย

คาดว่าจะพัฒนาเครื่องหมายจากยีนท่ีมีระดับการแสดงออกที่แตกต่างกันระหว่างข้าวทั้งสองกลุ่ม 

 ค้นหาการเปล่ียนแปลงของลำดับเบสท้ังแบบ single nucleotide polymorphism (SNP) 

และ insertion–deletion mutation (InDel) ของ cluster ท่ีเลือกได้จากผลการวิเคราะห์ SNP 

และ InDel จากบริษัทท่ีสามารถแยกข้าวกลุ่มท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวออกจากข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ 

เพื่อใช้ในการพัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

 

 
ภาพที่ 9 การค้นหายีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์จากเทคนิค transcriptome sequencing 
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5.1 การค้นหาลำดับเบสเปล่ียนแปลงของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 บริเวณท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลำดับเบสแบบ SNP (single nucleotide polymorphisms) 

จะรายงานผลอยู่ ใน ไฟล์ช่ือ : SNPs สำหรับบริเวณท่ีมีการเพิ่มขึ้น (insertion) หรือการลดลง 

(deletion) จะรายงานผลอยู่ในไฟล์ช่ือ: InDels ซึ่งจะเป็นรายงานการเปรียบเทียบในส่วนของบริเวณ

ท่ีพบการเปล่ียนแปลงในข้าวท้ัง 4 พันธุ์ ซึ่งรายงานทุกการเปล่ียนแปลงท่ีพบ ดังนั้น ในการเลือก 

บริเวณท่ีเกิด SNP หรือ InDel จาก cluster ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ท่ีได้นั้นจะต้องเป็น

บริเวณท่ีสามารถแยกข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและดำท่ีใช้ในการศึกษา ตามด้วย download ลำดับ

เบสของ cluster ท่ีสนใจจาก raw data โดยลำดับเบสท่ีได้นั้นจะเป็นลำดับเบสท่ีเป็นตัวแทนของยีน

จากข้าวท้ัง 4 พันธุ์ นำลำดับเบสของ cluster ไปเปรียบเทียบลำดับเบสกับฐานข้อมูล National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) แ ล ะ  The Rice Annotation Project (RAP) 

เพื่อค้นหาช่ือ ID และโครงสร้างของยีนของแต่ละ cluster ท่ีทำการศึกษา  
 

5.2 การออกแบบไพรเมอร์ชนิด T-ARMS ท่ีจำเพาะกับตำแหน่ง SNP 

 เนื่องจากตำแหน่งของการเกิด InDel ในแต่ละยีนท่ีได้กล่าวมานั้น มีการเพิ่มหรือลดของ

ลำดับ เบสจำนวน ส้ัน  ๆ  ท่ี ไม่ สามารถวิ เคราะห์ ความแตก ต่าง ด้ วย เทคนิ ค  agarose gel 

electrophoresis จึงไม่ ศึกษาบริ เวณ ดังกล่าว ดั งนั้ น จึงออกแบบไพรเมอร์  T-ARMS ท่ี เป็น

เครื่องหมายท่ีจำเพาะกับการเปล่ียนแปลงในรูปแบบ SNPs ในขั้นต้นคัดเลือกลำดับเบสจากสาย 

transcript (cluster) ท่ีทราบช่ือและโครงสร้างของยีนจากผลการเปรียบเทียบลำดับเบสกับฐานข้อมูล 

NCBI และลำดับเบสท่ีแสดงความแตกต่างในรูปแบบ SNP ในพันธุ์ข้าวทั้ง 4 พันธุ์ ซึ่งเป็น SNP ท่ีแยก

ข้าวเย่ือหุม้เมล็ดสีขาวออกจากข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำได้  

 ตามด้วยค้นหาตำแหน่งของการเกิด SNP ดังกล่าวในข้าวพันธุ์ Nipponbare จากนั้นนำ

ตำแหน่งของ SNP ท่ีได้ไปค้นหาลำดับเบสบริเวณท่ีขนาบ SNP ท้ังสองข้าง (flanking sequence) 

จากลำดับเบสในจีโนม (Oryza sativa Japonica Group: IRGSP-1.0) ท่ีรายงานในฐานข้อมูล 

Gramene  (แหล่งท่ีมา; http://www.gramene.org/) ซึ่งจะแสดงลำดับเบสท่ีขนาบข้างตำแหน่ง 

SNP ด้านละ 400 เบส แล้วนำลำดับเบสดังกล่าวมาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ (ภาพท่ี 10ก) 

 การออกแบบไพรเมอร์ชนิด T-ARMS เป็นไพรเมอร์ท่ีจำเพาะกับลำดับเบสแต่ละชนิด (allele 

specific primer) ท่ีจะมีจำนวน 4 สาย ได้แก่ outer forward และ outer reverse เป็นไพรเมอร์ท่ี

จำเพาะกับยีนและ inner forward  และ inner reverse เป็นไพรเมอร์ท่ีใช้ในการแยกความแตกต่าง
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ของ SNP หรือ allele ท่ี ต่างกัน  ด้วยโปรแกรม PRIMER1: primer design for tetra-primer 

ARMS-PCR (แหล่งท่ีมา; http://primer1.soton.ac.uk/primer1. html) โดยผลท่ีได้จากการค้นหา

ลำดับเบสท่ีขนาบข้างตำแหน่ง SNP มีความยาวของลำดับเบสเท่ากับ 801 เบส และกำหนดให้ SNP 

ท่ีต้องการออกแบบไพรเมอร์จำเพาะอยู่ท่ีตำแหน่ง 401 จากนั้นเลือกอัลลีลท่ีต้องการออกแบบ เช่น 

inner forward (อัลลีล C) และ inner reverse (อัลลีล T) เป็นต้น สำหรับบริเวณ SNP ท่ีพบใน

ตำแหน่งอื่นให้แสดงบริเวณดังกล่าวเป็นลำดับเบสในระบบ IUPAC: International Union of Pure 

and Applied Chemistry (Johnson, 2010) และในส่วนของความยาวของขนาดดีเอ็นเอท่ีเพิ่ม

จำนวนและข้อกำหนดอื่นทำตามวิธีการของโปรแกรม PRIMER1 ซึ่งมีดังนี้ 1.) ลำดับเบสท่ีใส่ใน

โปรแกรมต้องมีขนาดไม่เกิน 1,000 เบส 2.) กำหนดตำแหน่งท่ีต้องการออกแบบบนลำดับเบสและอัล

ลีลท้ัง 2 ชนิด 3.) ความยาวของไพรเมอร์ซึ่งโปรแกรมจะกำหนดท่ี 28 เบส 4.) ขนาดของแถบดีเอ็นเอ

ท่ีเกิดจากไพรเมอร์ Inner โปรแกรมจะกำหนดท่ี 100 - 300 คู่เบส 5.) ความแตกต่างของขนาดแถบดี

เอ็นเอท่ีเกิดจากไพรเมอร์ Inner ท้ัง 2 แถบต่างกัน 1.1 – 1.5 เท่า และ 6.) กำหนด Tm ท่ี 65 องศา

เซลเซียส และ %GC ท่ี 20 – 80 โดยค่าต่าง ๆ ท่ีได้กล่าวมาขั้นต้น สามารถทำการปรับเปล่ียนได้ตาม

ความเหมาะสม ซึ่งผลจากการออกแบบจะให้ชุดไพรเมอร์จำนวน 7 ชุดไพรเมอร์ จากนั้นจะเลือกมา

เพียง 1 ชุดไพรเมอร์ (Collins and Ke, 2012; Medrano and de Oliveira, 2014) ดังนั้น ไพรเมอร์

ท่ีออกแบบจาก SNP 1 ตำแหน่งจะได้เป็น 1 ชุดไพรเมอร์ท่ีประกอบด้วย 4 สาย ดังท่ีกล่าวมาก่อน

หน้า (ภาพท่ี 10ข) 
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ก.) 
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ข.) 

 
ภาพที่ 10 หลักการออกแบบไพรเมอร์ชนิด T-ARMS ตำแหน่ง SNP ท่ีแสดงด้วยอักษรสีแดง 
โดย ก.) การค้นหาลำดับเบสบริเวณท่ีขนาบ SNP ท้ังสองข้าง (flanking sequence) จากฐานข้อมูล 

Gramene ข.) โปรแกรม PRIMER1: primer design for tetra-primer ARMS-PCR  
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 จากนั้นทดสอบชุดไพรเมอร์ท่ีได้ด้วยเทคนิค PCR โดยแถบดีเอ็นเอท่ีได้จะมีแถบดีเอ็นเอท่ี

เหมือนกันทุกตัวอย่าง 1 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอขนาดใหญ่ท่ีสุดได้จากการเพิ่มจำนวนระหว่างไพรเมอร์ 

outer forward กับ outer reverse และจะมีแถบดีเอ็นเอ 1 แถบท่ีขนาดต่างกันซึ่งจะเป็นแถบ       

ดีเอ็นเอจำเพาะกับแต่ละ SNP หรือ allele ท่ีจะได้จากการเพิ่มจำนวนจากไพรเมอร์ inner forward 

กับ outer reverse หรือไพรเมอร์ outer forward กับ inner reverse ตัวอย่างการเพิ่มจำนวนจาก

ไพรเมอร์ T-ARMS ดังภาพท่ี 11 โดยแถบดีเอ็นเอขนาด 470 คู่เบส จากไพรเมอร์ outer forward 

กับ outer reverse แถบดีเอ็นเอขนาด 290 คู่เบส ท่ีเป็นแถบดีเอ็นเอจำเพาะกับอัลลีล T จาก      

ไพรเมอร์ outer forward กับ inner reverse และแถบดีเอ็นเอขนาด 240 คู่เบส ท่ีเป็นแถบดีเอ็นเอ

จำเพาะกับอัลลีล C จากไพรเมอร์ inner forward กับ outer reverse โดยใช้ตัวอย่างของดีเอ็นเอ 

10 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา ซึ่งมีส่วนประกอบของ 1XMyTaq™ HS Red Mix (BioLine, UK) ไพรเมอร์

จะมีการศึกษาอัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer : inner เท่ากับ 1 : 0.5 และ 0.5 : 1 ตามลำดับ 

เพื่อหาปริมาณของไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจำนวนช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการ  
 

 
ภาพที่ 11 แถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอโดยชุดไพรเมอร์ T-ARMS 
 

 สภาวะท่ีใช้ในการเพิ่มจำนวนคือ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ก่อนจึงจะเริ่มเข้าสู่ขั้นของ

การเพิ่มจำนวนท่ี 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 50 ถึง 60 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที และ 

72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที จำนวน 45 รอบ จากนั้นส้ินสุดปฏิกิริยาท่ี 72 องศาเซลเซียส 5 

นาที ในขั้นตอนการทดสอบนี้ใช้ข้าวจำนวน 3 ตัวอย่าง คือ พันธุ์ปทุมธานี 1, พันธุ์ก่ำน้อย และข้าว

ลูกผสมรุ่น ท่ี  1 (ปทุมธานี  1 x ก่ ำน้ อย ) ตรวจสอบผลการเพิ่ มจำนวน ด้วย  agarose gel 

electrophoresis ท่ีความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ใน 0.5xTBE Buffer ภายใต้กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ 

นาน 45 นาที 
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6. การพัฒนาเคร่ืองหมายจากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสที่ได้จากเทคนิค WGS 

 การหาบริเวณท่ีเปล่ียนแปลงของลำดับเบสระหว่างข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวท่ีมีเย่ือ

หุ้มเมล็ดสีดำด้วยเทคนิค WGS จะเป็นการค้นหาตำแหน่งของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์

และยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ เริ่มด้วยการในการหาตำแหน่งของยีนท่ีสนใจบน

โครโมโซมจากฐานข้อมูล Ricebase และ NCBI นำตำแหน่งของยีนท่ีสนใจท่ีได้ไปค้นหาบริเวณ SNP 

และ InDel จากผลท่ีได้จากการอ่านและวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค WGS ซึ่งจะค้นหาบริเวณของ

ยีน รวมถึงบริเวณด้านหน้า (upstream) และด้านหลัง (downstream)  ท่ีอยู่ห่างจากยีนไม่เกิน 50 

กิโลเบส จากนั้นจะทำการรวบรวมบริเวณ SNP และ InDel ท้ังหมดท่ีพบในบริเวณดังกล่าวเพื่อ

คัดเลือกบริเวณท่ีแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับกลุ่มข้าวท่ีมีเยื่อหุ้ม

เมล็ดสีดำ  

 นำบริเวณความแตกต่างท่ีเลือกได้ไปหาตำแหน่งของบริเวณดังกล่าว โดยใช้ข้อมูลท่ีได้จาก

การค้นหาตำแหน่งในฐานข้อมูล Gramene และ Ricebase เพื่อแสดงระยะห่างระหว่างตำแหน่งกับ

ยีนท่ีอยู่ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยดท่ี์ได้ทำการศึกษา  

 หลักการในการค้นหาตำแหน่ง SNP และ InDel เหมือนกับท่ีได้กล่าวไปใน ข้อ 5.1 

นอกจากยีนท่ีมีรายงานในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จำนวน 12 ยีน ท่ีได้แสดงในภาพท่ี 2 แล้วยัง

ได้ค้นหาความแตกต่างของยีน cytochrome P450 type B (CYP97B) ซึ่งพบว่าเป็นยีนท่ีเกี่ยวข้อง

กับกระบวนการสังเคราะห์สารในวิถีแคโรทีนอยด์ เนื่องจากโครงสร้างของยีนนี้คล้ายคลึงกับลำดับเบส

ของยีน CYP97A (Niu et al. 2020 และ Villa-Rivera et al. 2020) ต้ังอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 2 

เหมือนกันแต่ตำแหน่งของยีนต่างกัน และยีน PSY ท่ีได้มีการรายงานก่อนหน้านี้พบว่ายีน PSY ในข้าว

มี ท้ั งหมด 3 ยีน  คือ PSY1, PSY2 และ PSY3 โดยยีน PSY1 และ PSY2 นั้นจะถูกควบคุมการ

แสดงออกด้วยแสงและทำงานเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ สำหรับยีน PSY3 นั้นถูก

ควบคุมด้วยกระบวนการ ABA (Welsch et al., 2008) ดังนั้น ในการศึกษาครั้งนี้จะค้นหาตำแหน่ง 

SNP และ InDel จากยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ท้ังส้ิน 14 ยีน  

 เนื่องจากได้ออกแบบไพรเมอร์จากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค transcriptome 

ไปแล้ว 5 ยีน คือ ยีน ZDS, CYP97B2, ZISO, CYP97A และ ZEP ดังนั้น ในการพัฒนาเครื่องหมาย

จากผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค WGS จะเป็นการออกแบบเครื่องหมายกับยีนท่ียังไม่ได้ออกแบบจาก

เทคนิค transcriptome จำนวน 9 ยีน และยีนท่ีคาดว่าจะมีความเกี่ยวข้องกับการทำงานของการ

สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ ได้แก่ กลุ่มของ transcription factor คือ ยีนในกลุ่ม MBW (MYB–bHLH–
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WDR) protein complexes (Xu et al., 2015) จำนวน 5 ยีน และยีน MADS-box transcription 

factor จำนวน 1 ยีน, ยีน DnaJ จำนวน 2 ยีน, ยีน SET DOMAIN (Chettry et al., 2019) จำนวน 

1 ยีน , ยีน  cleavage ท่ี เกี่ยวข้องกับ carotenoid biosynthesis pathway (Sun et al., 2020) 

จำนวน 3 ยีน และยีน orange (Or) (Endo et al., 2019) ดังนั้น ยีนท้ังหมดท่ีจะทำการออกแบบ

เครื่องหมายมีจำนวน 22 ยีน 

 การออกแบบไพรเมอร์ท่ีจำเพาะกับตำแหน่ง InDel 

  ผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค WGS นั้นจะได้ข้อมูลจำนวนมาก พบ

บริเวณท่ีแสดงความแตกต่างของลำดับเบสท่ีสามารถนำมาออกแบบเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอได้หลาย

ตำแหน่ง มีท้ังตำแหน่งท่ีเป็น SNP และตำแหน่งท่ีเป็น insertion หรือ deletion ซึ่งการรายงานผล

การเปล่ียนแปลงของลำดับเบสนั้นจะแสดงในรูปแบบของไฟล์ excel โดยตำแหน่งท่ีแสดงในไฟล์จะ

เป็นตำแหน่งของข้าวพันธุ์ Nipponbare (Oryza sativa L. Japonica) เป็น reference genome 

โดยบอกตำแหน่งของลำดับเบสท่ีเปล่ียนแปลงบนโครโมโซมแต่ละแท่งของข้าว และแสดงลำดับเบสท่ี

เปล่ียนแปลงของข้าวท้ัง 4 พันธ์ท่ีส่งไปวิเคราะห์ลำดับเบส การออกแบบเครื่องหมายท่ีจำเพาะกับ

ตำแหน่ง SNP จะใช้หลักการเดียวกับท่ีได้กล่าวในหัวข้อ “การออกแบบไพรเมอร์ชนิด T-ARMS ท่ี

จำเพาะกับตำแหน่ง SNP” จากเทคนิค transcriptome ในส่วนนี้จึงอธิบายการออกแบบไพรเมอร์

สำหรับบริเวณ InDel มีหลักการออกแบบดังนี้  

   - ค้นหาตำแหน่ง insertion หรือ deletion ท่ีแยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว

จากข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำได้จากผลการเปรียบเทียบ จากนั้นนำบริเวณท่ีต้องการออกแบบไปค้นหา

ตำแหน่งของการเกิด InDel ดังกล่าวในข้าวพันธุ์ Nipponbare ตัวอย่างดังแสดงในภาพท่ี 12 

 

ภาพที่ 12 ตัวอย่างผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค WGS 
โดย KNO, KY_1, MJU2_1 และ PTT1 คือ ตัวอย่างข้าวพันธุ์ก่ำน้อย, ก่ำใหญ่, กข -แม่โจ้ 2 และ

ปทุมธานี 1 ตามลำดับ 
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   - ค้นหาบริเวณท่ีขนาบ InDel ท้ังสองข้าง (flanking sequence) จาก

ลำ ดับ เบ ส ใน จี โน ม  (Oryza sativa Japonica Group: IRGSP-1.0) ท่ี ร าย งาน ใน ฐาน ข้ อมู ล 

Gramene ซึ่งจะแสดงลำดับเบสท่ีขนาบข้างตำแหน่ง InDel ด้านละ 400 เบส แล้วนำลำดับเบส

ดังกล่าวมาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ (ภาพท่ี 13) 

 

ภาพที่ 13 บริเวณลำดับเบสท่ีขนาบข้างตำแหน่ง InDel ท่ีแสดงด้วยอักษรสีแดง โดย Flanking 
sequence ด้านละ 400 เบส ในฐานข้อมูล Gramene 
บริเวณขีดเส้นใต้ คือ ลำดับเบสท่ีมีลำดับเบสแตกต่างกันในข้าว 3,000 สายพันธุ์ ในระบบ IUPAC 

   - นำลำดับเบสท่ีได้มาออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3Plus: pick 

primers from a DNA sequence (แหล่งท่ีมา; https://www.primer3plus. com/) เพื่อออกแบบ

ไพรเมอร์คล่อมบริเวณท่ีเกิด InDel โดยขนาดของไพรเมอร์ประมาณ 20 – 25 เบส ส่วนขนาดของ

แถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มจำนวนจะกำหนดให้มีขนาดอยู่ในช่วงประมาณ 100 – 500 คู่เบส ท่ีให้

ขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันระหว่างข้าวพันธุ์ที่นำมาศึกษา 

   - ทดสอบไพรเมอร์ InDel ท่ีออกแบบด้วยเทคนิค PCR ซึ่งมีส่วนประกอบ

ของ 1xMyTaq™ HS Red Mix (BioLine, UK) ไพรเมอร์ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 µM และดีเอ็นเอ

แม่พิมพ์ 10 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา สภาวะท่ีใช้คือ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จากนั้น 94 องศา

เซลเซียส นาน 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 

จำนวน 35 รอบ และสุดท้ายท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ตรวจสอบผลการเพิ่มจำนวนด้วย 

agarose gel electrophoresis ท่ี ค ว าม เข้ ม ข้ น  3 เป อร์ เซ็ น ต์  ใน  0.5xTBE Buffer ภ าย ใต้

กระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ นาน 45 นาที 
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7. การตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอกับข้าวพันธุ์รับ พนัธุ์ให้ ลูกผสมรุ่นที่ 1 และ

ประชากรลูกรุ่นที่ 2 

  ตรวจสอบจีโนไทป์ของตัวอย่างข้าวพันธุ์รับ พันธุ์ให้ ลูกผสมรุ่นท่ี 1 และประชากรลูก F2

จำนวน 300 ต้น ด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนาได้จำนวน 18 ยีน เพื่อใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์

ของเครื่องหมายดีเอ็นเอกับปริมาณลูทีนต่อไป โดยเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ของจีโนมิกดี

เอ็นเอของใบข้าวกับไพรเมอร์ท่ีออกแบบ แล้วบันทึกข้อมูลจีโนไทป์ของต้น F2 แต่ละต้น โดยกำหนด

แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในประชากร F2 แต่ละแบบ (ภาพท่ี 14) ดังนี้  

 - ตัวอย่างแสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์รับ (ปทุมธานี 1) ให้จีโนไทป์แบบ homozygous ให้

สัญลักษณ์เป็น PP หรือ Female (F) ให้คะแนนเป็น 0 

 - ตัวอย่างแสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์รับ (ปทุมธานี 1) และพันธุ์ให้ (ก่ำน้อย) ให้จีโนไทป์

แบบ heterozygous ให้สัญลักษณ์เป็น KP หรือ H ให้คะแนนเป็น 1 

 - ตัวอย่างแสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์ให้ (ก่ำน้อย) ให้จีโนไทป์แบบ homozygous ให้

สัญลักษณ์เป็น KK หรือ Male (M) ให้คะแนนเป็น 2 

 บันทึกผลการทดสอบของท้ัง 18 เครื่องหมายท่ีได้ทดสอบลงในตารางเพื่อใช้ในการทดสอบ

ขั้นต่อไป 

 

ภาพที่ 14 การกำหนดแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในประชากร F2 แต่ละแบบ  
ต้นแม่ คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 ต้นพ่อ คือ ข้าวพันธุ์ก่ำน้อย F1 คือ ลูกผสมของคู่ผสมปทุมธานี 1 กับ

ก่ำน้อย 1-3 คือ ลูก F2 ต้นท่ี 1-3 ตามลำดับ 
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8. การวิเคราะห์ปริมาณของสารลูทีนและซีแซนทีนด้วยเทคนิค High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 

 เก็บตัวอย่างเมล็ดท่ีได้จากข้าวพันธุ์รับ พันธุ์ให้ และประชากรลูกรุ่นท่ี 2  คือ ตัวอย่างเมล็ด 

F3 ท่ีได้จากการปลูกประชากร F2 ในฤดูนาปี พ.ศ. 2562 (กรกฏาคม-ธันวาคม) จำนวน 300 ต้น มา

ตรวจหาปริมาณสารลูทีนในแต่ละตัวอย่าง ด้วยเทคนิค HPLC โดยนำเมล็ดแก่ท่ีได้มาทำการกะเทาะ

เปลือกใส่หลอดขนาด 2 มิลลิลิตร น้ำหนักประมาณ 5 กรัม บดเมล็ดข้าวด้วยไนโตรเจนเหลวนำ

ตัวอย่างท่ีบดได้ประมาณ 3 กรัม ใส่ในหลอดขนาด 5 มิลลิลิตร มาสกัดด้วยเมทานอล 4 มิลลิลิตร 

เขย่าสารนาน 30 นาที จากนั้นต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 คืน ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 

รอบต่อนาที นาน 25 นาที นำส่วนสารละลายไปกรองสารผ่านตัวกรองขนาดรูพรุน 0.22 ไมโครเมตร 

จากนั้นนำสารสกัดปริมาตร 20 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะ

สูง (HPLC) แยกด้วยคอลัมน์ C18 โดยเฟสเคล่ือนท่ีประกอบด้วยอะซิโตรไนไตรล์ในเมทานอลต่อ

เอทิลอะซิเตต (70:30 โดยปริมาตร) ใช้ระบบการชะสารเป็นแบบไอโซเครติก อัตราการไหล 1.000 

มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดด้วยโฟโตไดโอดอาเรย์ ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร เทียบกับกราฟ

มาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน ลู ทีน  (β, ε-carotene, α-Carotene-3 ,3 ′-diol, β, ε-

carotene-3,3′-diol, Lutein, Xanthophyll, C40H56O2, AR grade, Sigma-Aldrich, Fluka, USA) 

อยู่ในช่วง 1.00 – 50.00 มิลลิกรัมต่อลิตร  

 นอกจากการวิเคราะห์หาปริมาณลูทีนแล้วนั้นในงานวิจัยนี้ได้ทำการตรวจหาปริมาณสาร      

ซีแซนทีนในแต่ละตัวอย่าง ด้วยเทคนิค HPLC โดยขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างเช่นเดียวกับการ

วิเคราะห์หาปริมาณสารลูทีน และตรวจวัดด้วยโฟโตไดโอดอาเรย์ ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

เทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานซีแซนทีน (β,β-Carotene-3,3′-diol, C40H56O2, 

AR grade, Sigma-Aldrich, Fluka, USA) อยู่ในช่วง 1.00 – 50.00 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 คำนวนปริมาณสารลูทีนและซีแซนทีนจากพื้นท่ีใต้กราฟเทียบกับสมการจากกราฟมาตรฐาน 
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9. การศึกษาความสัมพันธ์ของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอกับปริมาณสารลูทีน 

 การศึกษาความสัมพันธ์ของจีโนไทป์ ต้นประชากรรุ่น ท่ี 2 จำนวน 300 ต้น ท่ีได้จาก

เครื่องหมายดีเอ็นเอกับปริมาณสารลูทีนด้วยโปรแกรม Minitab 18 เพื่อดูความสอดคล้องของปริมาณ

สารลูทีนกับเครื่องหมายท่ีได้จากการออกแบบ เริ่มด้วยการทดสอบไคสแควร์ (chi-square) เพื่อศึกษา

การถ่ายทอดของเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีได้ทดสอบในแต่ละยีนว่าเป็นไปตามกฏของเมนเดลหรือไม่ โดย

จะทำการวิเคราะห์ไคสแควร์แยกจากกันในแต่ละเครื่องหมาย โดยมีสมมุติฐานอัตราส่วนการกระจาย

ตัวของเครื่องหมายคือ 1:2:1 (KK : KP : PP) (df = 2 ระดับนัยสำคัญ 0.05) หากค่าท่ีได้ p-value > 

0.05 ยอมรับสมมุติฐาน และ p-value ≤ 0.05 ปฎิเสธสมมุติฐาน 

 นำจีโนไทป์ท่ีได้จากเครื่องหมายของแต่ละยีนในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น กับฟีโนไทป์

คือปริมาณสารลูทีนมาวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey เพื่อหาอิทธิพลความสัมพันธ์ร่วมเทียบกับระดับ

นัยสำคัญ ดังนี้ 

  ค่า Sig. ท่ีได้  มากกว่าหรือเท่ากับ 0.05 คือ ไม่แตกต่าง 

  ค่า Sig. ท่ีได้  น้อยกว่า    0.05 คือ แตกต่าง 

  อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ 0.05 แทนด้วย * 

 จากนั้นทำการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายกับปริมาณสารลูทีนด้วยการ

วิ เคราะห์ สมการถดถอย (regression analysis) โดยวี ธี  simple regression และ  multiple 

regression เพื่อหาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination: R square: R2) ซึ่งจะ

เป็นค่าแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายกับปริมาณสารลูทีน 

 

10. การศึกษาความสัมพันธ์ของสีของเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนและซีแซนทีน 

 การเก็บข้อมูลสีของเยื่อหุ้มเมล็ดท่ีสังเกตได้ด้วยตาเปล่า ซึ่งแบ่งสีของเย่ือหุ้มเมล็ดได้เป็น 2 

แบบ คือ แบบท่ี 1 คือ ไม่มีสีเยื่อหุ้มเมล็ด เป็น 0 และมีสีเยื่อหุ้มเมล็ด เป็น 1 แบบท่ี 2 กำหนดจาก

เยื่อหุ้มเมล็ดสีอ่อนไปหาสีเข้มได้เป็น เยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว (white pericarp) เป็น 0 เยื่อหุ้มเมล็ดสี

น้ำตาล (brown pericarp) เป็น 1 และเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำ (black pericarp) เป็น 2 จากนั้นจะทำการ

วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของสีเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนหรือซีแซนทีน ท่ีได้จากข้อ 8 ด้วย

โปรแกรม Minitab 18 โดยเริ่มจากการทดสอบไคสแควร์ (chi-square) เพื่อศึกษาการการแบ่งกลุ่ม

ของสีเยื่อหุ้มเมล็ดว่าเป็นไปตามสมมุติฐานหรือไม่ จำนวน 2 แบบ คือแบบท่ี 1 สมมุติฐานอัตราส่วน

การกระจายตัวของฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดคือ 3:1 (มีสีเยื่อหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด) และแบบท่ี 2 
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จากการศึกษาของ Rahman et al. (2013) ในประชากร F2 ท่ีทำการผสมระหว่างข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสี

ดำและขาว พบว่ายีน OsB1 และ OsDFR ท่ีเป็นยีนใน Anthocyanin Biosynthesis ท่ีทำหน้าท่ี

ควบคุมสีของเยื่อหุ้มเมล็ดมีการทำงานแบบ recessive epistasis มีอัตราส่วนสีเยื่อหุ้มเมล็ด 9:3:4 

(black : brown : white)  

  จากนั้นทำการวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey เพื่อหาอิทธิพลความสัมพันธ์ร่วมกันของฟีโน

ไทป์ระหว่างสีเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนหรือซีแซนทีน จากนั้นหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์

แบบสเปี ยร์แมน  (spearman rank correlation coefficient หรือ  spearman’S rho) เพื่ อหา

ความสัมพันธ์ระหว่างสีของเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนหรือซีแซนทีน เกณฑ์การแปลความหมาย 

(แสงเดือน, 2555) คือ 

  ระดับความสัมพันธ์      ค่าระดับความสัมพันธ์   

   ต่ำมาก    0.01 – 0.20  

   ค่อนข้างต่ำ   0.21 – 0.40  

   ปานกลาง   0.41 – 0.60  

   ค่อนข้างสูง   0.61 – 0.80  

   สูงมาก    0.81 – 1.00  
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สถานที่ในการทดลอง 
 
 
สถานที่ทำการทดลอง 

- ห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์โมเลกุล หลักสูตรปรัชญาดุษฎีบัณฑิต สาขาวิชาพันธุศาสตร์    
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ 

- โรงเรือนกระจก สำนักวิจัยและส่งเสริมวิชาการการเกษตร มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 4  

ผลการวิจัยและวิจารณ ์
 

1. การศึกษาเคร่ืองหมาย RM ที่ขนาบข้างยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 1.1 การค้นหาเคร่ืองหมาย RM ที่ขนาบข้างยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

  จากการค้นหาตำแหน่งของยีนท้ัง 7 ยีน ท่ีอยู่ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์จาก

ฐ า น ข้ อ มู ล  National Center for Biotechnology Information (NCBI)  แ ล ะ  The Rice 

Annotation Project (RAP) ไ ด้ แ ก่  ยี น  OsZDS, OsZISO, OsPDS, OsCRTISO, OsCYP97A4, 

OsCYP97C2 และ OsZEP จากนั้นนำตำแหน่งท่ีต้ังของยีนไปค้นหาเครื่องหมาย RM ขนาบข้างยีนท่ี

แสดงใน Supplementary Table 18 (McCouch et al., 2002) ซึ่งแสดงบริเวณท่ีพบความแตกต่าง

ของลำดับเบสในรูปแบบ Simple Sequence Repeat หรือลำดับเบสซ้ำส้ันๆ ท่ีพบในข้าวพันธุ์ 

reference genome ท่ีสามารถนำมาใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอได้ จึงทำให้บางตำแหน่งแสดงเฉพาะ

ลำดับเบสซ้ำแต่ไม่แสดงไพรเมอร์ในตาราง ในการศึกษานี้เลือกเครื่องหมาย RM ท่ีแสดงไพรเมอร์และ

มีขนาดของผลผลิตประมาณ 100 - 500 คู่เบส ท่ีสามารถความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 

agarose gel electrophoresis โดย 1 ยีนจะเลือกเครื่องหมายข้างละ 10 เครื่องหมาย รวมเป็น 20 

เครื่องหมาย สำหรับยีนท่ีสนใจในครั้งนี้มีจำนวนเท่ากับ 7 ยีน ดังนั้น จำนวนเครื่องหมายท่ีเลือกใน

เบ้ืองต้นคือ 140 เครื่องหมาย ดังแสดงในภาพท่ี 15  
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ภาพที่ 15 ภาพตำแหน่งเครื่องหมาย RM ท่ีขนาบข้างยีนจากตาราง Supplementary Table 18 
ข อ งยี น  (ก .) OsPDS, (ข .) OsZISO, (ค .) OsCRTISO, (ง . )  OsZDS, (จ .) OsCYP97A4, (ฉ . ) 
OsCYP97C2, และ (ช.) OsZEP 
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  จากนั้นตรวจสอบระยะห่างระหว่างเครื่องหมาย RM ท่ีได้กับบริเวณท่ีต้ังของยีนได้

จากการค้นหาตำแหน่งของยีนด้วยโปรแกรม Ricebase (แหล่งท่ีมา; https://ricebase.org/) โดย

เลือกเครื่องหมายท่ีห่างจากตำแหน่งท่ีต้ังของยีนไม่เกิน 100 Kb ซึ่งจะเลือกด้านละ 3 คู่ไพรเมอร์ ทำ

ให้ 1 ยีน เท่ากับ 6 คู่ไพรเมอร์ จึงได้เป็น 42 คู่ไพรเมอร์ สำหรับ 7 ยีน โดยไพรเมอร์ท่ีเลือกได้แสดง

รายละเอียดในตารางท่ี 2  

 

ตารางที่ 2 เครื่องหมาย/ไพรเมอร์ RM ท่ีขนาบข้างยีน จำนวน 7 ยีน ท่ีคัดเลือก 

ยีน 
ลำดับ

ที ่
เคร่ืองหมาย/

ไพรเมอร์ 
เบส
ซ้ำ จำ

นว
นซ

้ำ 

ตำแหน่งบนโครโมโซม 

ขน
าด

 (ค
ู่เบ

ส)
 

ชื่อไพรเมอร ์ ลำดับเบส (5' ไป 3') 

Os
PD

S 
 

(ch
r0

3)
ch

r0
3:4

,41
0,0

90
..4

,41
4,5

05
  

1 RM14490 CGG 7 Chr3:4372390..4372581 192 
RM14490_F GGAGACGACGGCTAGAGCCTAGAAGG 

RM14490_R GCCGACCAGTACAACCACTTCAACG 

2 RM14493 AT 14 Chr3:4375650..4375847 198 
RM14493_F AACTTGACCTGCTCACTTTCTCG 

RM14493_R AATAGGGCCTAATTCGCTTGC 

3 RM14494 TCCC 5 Chr3:4391244..4391605 362 
RM14494_F CCATCACAAGGACCACTGAAACC 

RM14494_R TCCTCCAGTACTCTGAACTTTGAAGC 

4 RM14495 CGG 7 Chr3:4429536..4429933 398 
RM14495_F ACCTCTTCCCGGAGTGGATCG 

RM14495_R GAGGTTGCATGAGCCGACAGG 

5 RM14496 TCC 8 Chr3:4439682..4439857 176 
RM14496_F CTCCATCTTGCGCTTGTTCTCC 

RM14496_R CCTCGCTTAAACCCTTCTTCTCC 

6 RM14497 GGC 7 Chr3:4442032..4442329 298 
RM14497_F CTAATCGGCGGCATGAGGATCG 

RM14497_R CCGTGATGAAGATGGAGGGATCG 

Os
ZI

SO
 

 (c
hr

12
)ch

r1
2:1

2,2
04

,43
3..

12
,20

8,0
19

   

1 RM27970 CCA 10 Chr12:12204440..12204591 152 
RM27970_F TCCACCACTCTGACGTCTACTAACC 

RM27970_R CTGCGGGAAGTGTAGGAGAAGC 

2 RGNMS3677 CTT 7 Chr12:12206174..12206443 270 
RGNMS3677_F AAAGCCTTGTGTCTTCATAATC 

RGNMS3677_R ATTACCATAGTAGCACACACGA 

3 RGNMS3684 GAT 7 Chr12:12232030..12232429 400 
RGNMS3684_F AGATCGTCTACTTGAGGAAGG 

RGNMS3684_R AATAAGAGGAAGAGGAAAGGAC 

4 RGNMS3650b CTG 7 Chr12:12129114..12129346 233 
RGNMS3650b_F ATCAGACACAGATGATGGAAG 

RGNMS3650b_R CAGAAGATTGAGCTTCTTCTCTA 

5 RM27966 TA 28 Chr12:12122456..12122718 263 
RM27966_F TCTGAGCCAACAGTAAGAGTCAGG 

RM27966_R TGTCACCCGTAGTGTTTGTACGG 

6  RM27965 AT 15 Chr12:12091664..12092121 458 
RM27965_F ACACGATTTCTCTCCTCTTCAACC 

RM27965_R CATATAGGCCCAATAACACGCTAGG 
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ยีน 
ลำดับ

ที ่
เคร่ืองหมาย/

ไพรเมอร์ 
เบส
ซ้ำ จำ

นว
นซ

้ำ 

ตำแหน่งบนโครโมโซม 

ขน
าด

 (ค
ู่เบ

ส)
 

ชื่อไพรเมอร ์ ลำดับเบส (5' ไป 3') 

Os
Cr

tIS
O 

 (c
hr

11
) c

hr
11

:21
,48

5,9
02

..2
1,4

90
,09

4 

1 RM26941 CGC 7 Chr11:21463826..21463968 143 
RM26941_F TCATCTCGTCGACTCTGAGAACC 

RM26941_R CAGGTACACCGAGAGGCTAATAACG 

2 RM26939 CCT 7 Chr11:21443160..21443286 127 
RM26939_F GACGACTCTTCCGAAGCACACC 

RM26939_R CGACCTCACCTCGCTTCTTGG 

3 RM26938 AT 12 Chr11:21412129..21412310 182 
RM26938_F AGTCGGCACATTGTCAACTCG 

RM26938_R ATCATGTTCCTCTCCCTTTCACC 

4 RM26942 CGG 9 Chr11:21493093..21493379 287 
RM26942_F CTTGGATTTGGTGGTCTTCTTGG 

RM26942_R GGATTTCAAGATCGCAGGTATCG 

5 RM26943 CT 26 Chr11:21505590..21505770 181 
RM26943_F TAAACACGACTCTCTAGGAGGACAGC 

RM26943_R TTTACTGTCCACCATCACGTTGC 

6 RM26944 ACCA 5 Chr11:21506769..21506964 156 
RM26944_F CCACCAATTCAAACAAGCCTTTCC 

RM26944_R TCTGGCTTGTACATCACCTTCTTGG 

Os
ZD

S 
 

(ch
r0

7)
ch

r0
7:5

,64
5,6

30
..5

,65
1,1

29
 

1 RM21173 CTC 7 Chr7:5645681..5645780 100 
RM21173_F CCGCATCCTCTTCCACCTCTCG 

RM21173_R ATGCCTCAGCTCACCAACCAACG 

2 RM7121 ATAA 6 Chr7:5623925..5624074 150 
RM7121_F GGAGATGGCACACGTCAAAC 

RM7121_R AGGATCCCGTTTTGTAGCAG 

3 AUT21172 TATT 6 Chr7:5623807..5624029 223 
AUT21172_F TACCAGCTGCATGTTACCCGATACC 

AUT21172_R CGGAATCAAATTCCAGCAACAGC 

4 RM21174 AG 10 Chr7:5655030..5655124 95 
RM21174_F TCAAACCAAACCCAAGCAAAGC 

RM21174_R GACAGCATCTTCGAGAACCTTCC 

5 RM6338 GAA 8 Chr7:5659619..5659760 142 
RM6338_F GAGAAGGTTCGGGGAGCTAG 

RM6338_R GTTCTTCCTCCCTTTGCCTC 

6 RM21176 CCA 7 Chr7:5659791..5659955 165 
RM21176_F GGAGAAGAAGGTGCACCAGTACC 

RM21176_R GGAGGTCGTTACCTGGAGAGC 

Os
CY

P9
7A

4 
 

(ch
r0

2)
ch

r0
2:3

5,0
91

,24
7..

35
,09

9,2
91

 

1 RM6307 CTT 9 Chr2:35086052..35086273 222 
RM6307_F GGATCACGTCCAAGCAAATG 

RM6307_R CAGAAGGGATTGGTTGGTTG 

2 RM5894 ATT 13 Chr2:35066908..35067097 190 
RM5894_F ATCTCCCTAAGGCACAACCC 

RM5894_R CGTCATGCGATGTTCTCTTG 

3 RM14172 TA 10 Chr2:35036668..35036967 300 
RM14172_F GGTCTTTCAGCGTTACTTGAGC 

RM14172_R AGTGGCATATTGCTACTTCAGC 

4 RM14176 GA 10 Chr2:35098849..35099264 416 
RM14176_F AGCTCTCCATCAGATCATCAAAGG 

RM14176_R ACTCCACCACTGAGGAGTTCTCG 

5 RM1063 AC 19 Chr2:35105622..35105737 116 
RM1063_F GTGATTGGCTGCTGTCATTG 

RM1063_R TGGCAAGTGCAACTGCAAG 

6 RM14178 CGG 7 Chr2:35122601..35122787 187 
RM14178_F GAGAAGGTTTGCTTGCCTTTCG 

RM14178_R GGATTGGATAAGGCCCATTTAGAGC 
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ยีน 
ลำดับ

ที ่
เคร่ืองหมาย/

ไพรเมอร์ 
เบส
ซ้ำ จำ

นว
นซ

้ำ 

ตำแหน่งบนโครโมโซม 

ขน
าด

 (ค
ู่เบ

ส)
 

ชื่อไพรเมอร ์ ลำดับเบส (5' ไป 3') 

Os
CY

P9
7C

2 
 

(ch
r1

0)
ch

r1
0:2

1,3
68

,38
4..

21
,37

3,1
00

 

1 RM25807 GCC 7 Chr10:21368387..21368672 286 
RM25807_F GCCAACTGCTCATCTCGTCTCG 

RM25807_R CACCCACGAGGTGGTGATGG 

2 RM25806 GCG 7 Chr10:21338263..21338458 196 
RM25806_F ATCATCATCCCTCCAGTCGATCC 

RM25806_R GTTCCAGCTCTTGGTGCAGTCC 

3 RM25804 GCG 7 Chr10:21257426..21257581 156 
RM25804_F CGATGACACCACCAAATCCAATGC 

RM25804_R CGCCCACGACGATCTTGACG 

4 RM25808 AC 21 Chr10:21371878..21372073 196 
RM25808_F ACAACGTGTCCACTTATCATCG 

RM25808_R CACAATTGCTTCCAAGAGAGC 

5 RM5666 AAT 9 Chr10:21478924..21479074 151 
RM5666_F ACTTTCTCTCCATCGTTGCC 

RM5666_R AACAGAGTTGTTTCGCTGCC 

6 RM25810 GA 11 Chr10:21505841..21505974 134 
RM25810_F GAAGGGCAGGAGGAGATAGTAGTAGG 

RM25810_R CGTCATTGTCGCCAGAAAGC 

Os
ZE

P 
 

(ch
r0

4)
ch

r0
4:2

2,3
69

,76
3..

22
,37

6,6
15

 

1 RM17063 CT 24 Chr4:22305385..22305755 371 
RM17063_F ACGGAGACCGACCCAAGTAAGC 

RM17063_R CCACAGGTCAAGATGGAACAGC 

2 RM17064 CCA 7 Chr4:22306508..22306591 84 
RM17064_F CAGGCAAGTCAACAAACACTTCC 

RM17064_R GTTGCTGTCGCTGAATTTATGG 

3 RM17065 CAA 7 Chr4:22357325..22357496 172 
RM17065_F CTCCTTATTAGCATGGCTGACC 

RM17065_R GTTCTTTGTTGATGTGCTACGC 

4 RM17066 CGC 7 Chr4:22393506..22393859 354 
RM17066_F AGTCATTGCAGTGGAGGAGACG 

RM17066_R GGTCGGGATCTGAGGAGAGAGG 

5 RM17067 CGG 9 Chr4:22414417..22414651 235 
RM17067_F CGCCTAACTCCTCGATCCAACG 

RM17067_R TGAGGGTGAGGGTGGTGAGG 

6 RM17068 CGC 8 Chr4:22435866..22436210 345 
RM17068_F CCGTACAGGGAGGTGGTGAAGC 

RM17068_R GTCCTCGTCGCTGTCGTCTTCC 

 

 1.2 การทดสอบเคร่ืองหมาย RM ที่ขนาบข้างยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

  ทดสอบไพรเมอร์ RM ท่ีขนาบข้างยีน 7 ยีน ท่ีอยู่ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

ไ ด้ แ ก่  ยี น  OsZDS, OsZISO, OsPDS, OsCrtISO, OsCYP97A4, OsCYP97C2 แ ละ  OsZEP ท่ี

คัดเลือกได้จำนวน 42 คู่ไพรเมอร์กับตัวอย่างข้าวจำนวน 8 ตัวอย่าง คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1, กข-แม่

โจ้ 2, ก่ำน้อย, ก่ำใหญ่, มะลิดำ, ทับทิมชุมแพ, ลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) และลูกผสมรุ่น 

F1 (กข-แม่โจ้ 2 x ก่ำน้อย) ท่ีอุณหภูมิแอนนีลล่ิง (Annealing) เท่ากันกับทุกไพรเมอร์ คือ 55 องศา

เซลเซียส เพื่อตรวจสอบรูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มจำนวนในแต่ละไพรเมอร์ก่อนการปรับ

สภาวะการเพิ่มจำนวนต่อไป ดังแสดงในตารางท่ี 3 และดังภาพตัวอย่างแสดงการเพิ่มจำนวนด้วยไพร

เมอร์ RM ท่ีให้แถบดีเอ็นเอแตกต่างกันหรือไม่แตกต่างกันในตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา และให้แถบดี

เอ็นเอจำนวนมาก (NA: not analysis) (ภาพท่ี 16) 
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ภาพที่ 16 การเกิดแถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มจำนวนด้วยไพรเมอร์ RM 
ก.) ไพรเมอร์ RM ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่างกัน ข.) ไพรเมอร์ RM ท่ีให้แถบดีเอ็นเอขนาดเท่ากันทุก

ตัวอย่าง และ ค.) ไพรเมอร์ RM ท่ีให้แถบดีเอ็นเอหลายแถบ (NA) ช่อง M คือ 100 bp Plus DNA 

Ladder, ช่อง 1 – 8F คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1, กข-แม่โจ้ 2, ก่ำน้อย, ก่ำใหญ่, มะลิดำ, ทับทิมชุมแพ, 

ลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) และลูกผสมรุ่น F1 (กข-แม่โจ้ 2 x ก่ำน้อย) ตามลำดับ  

size คือ ขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวัง 

 

ตารางที่ 3 ขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มจำนวนของไพรเมอร์ RM ท่ีขนาบข้างยีนท้ัง 7 ยีน 
ท่ีอุณหภูมิแอนนีลล่ิง 55 องศาเซลเซียส 

ชื่อยีน 
เครื่องหมาย/

ไพรเมอร์ 

ขน
าด

จา
ก 

Ta
bl

e 
18

 
(ค

ู่เบ
ส)

 

ขนาดจากการเพิ่มจำนวน (คู่เบส) 

ปทุ
มธ

าน
ี 1

 

กข
-แ

ม่โ
จ้ 

2 

ก่ำ
น้อ

ย 

ก่ำ
ให

ญ
่ 

มะ
ลิด

ำ 

ทับ
ทิม

ชุม
แพ

 

F 1
 (ป

ทุม
ธา

นี 
1 

x 
ก่ำ

น้อ
ย)

 

F 1
 (ก

ข-
แม

่โจ้
 2

 x
 ก่

ำน
้อย

) 

Os
PD

S 
 

ch
r0

3:4
,41

0,0
90

..4
,41

4,5
05

 RM14490 192 190 190 190 190 190 190 190 190 

RM14493 198 - - 230 - - 230 210 210 

RM14494 362 360 360 360 360 360 360 360 360 

RM14495 398 390 390 390 390 390 390 390 390 

RM14496  176 170 170 170 170 170 170 170 170 

RM14497 298 NA NA NA NA NA NA NA NA 
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ชื่อยีน 
เครื่องหมาย/

ไพรเมอร์ 

ขน
าด

จา
ก 

Ta
bl

e 
18

 
(ค

ู่เบ
ส)

 

ขนาดจากการเพิ่มจำนวน (คู่เบส) 

ปทุ
มธ

าน
ี 1

 

กข
-แ

ม่โ
จ้ 

2 

ก่ำ
น้อ

ย 

ก่ำ
ให

ญ
่ 

มะ
ลิด

ำ 

ทับ
ทิม

ชุม
แพ

 

F 1
 (ป

ทุม
ธา

นี 
1 

x 
ก่ำ

น้อ
ย)

 

F 1
 (ก

ข-
แม

่โจ้
 2

 x
 ก่

ำน
้อย

) 

Os
ZI

SO
 

 h
r1

2:1
2,2

04
,43

3..
12

,20
8,0

19
 RM27965 458 - - 460 460 - - 460 460 

RM27966 263 - - 260,200 - - - 260,200 260,200 

RGNMS3650b 233 230 230 230 230 230 230 230 230 

RM27970 152 150 150 160 160 150 150 160,150 160,150 

RGNMS3677 270 270 270 270 270 270 270 270 270 

RGNMS3684 400 400 400 400 400 400 400 400 400 

Os
Cr

tIS
O 

 
ch

r1
1:2

1,4
85

,90
2..

21
,49

0,0
94

 RM26938 182 NA NA NA NA NA NA NA NA 

RM26939 127 NA NA NA NA NA NA NA NA 

RM26941 143 140 140 140 140 140 140 140 140 

RM26942 287 280 280 280 280 280 280 280 280 

RM26943 181 - - - - - 180 - - 

RM26944 156 150 150 150 150 150 150 150 150 

Os
ZD

S 
 

ch
r0

7:5
,64

5,6
30

..5
,65

1,1
29

 RM7121 150 150 150 150 150 150 150 150 150 

AUT21172 223 220 220 220 220 220 220 220 220 

RM21173 100 NA NA NA NA NA NA NA NA 

RM21174 95 NA NA NA NA NA NA NA NA 

RM6338 142 NA NA NA NA NA NA NA NA 

RM21176 165 NA NA NA NA NA NA NA NA 

Os
CY

P9
7A

4 
 

ch
r0

2:3
5,0

91
,24

7..
35

,09
9,2

91
 

  

RM14172 300 300 300 320 320,300 320,300 320,300 320,300 320,300 

RM5894 190 190 190 190 190 190 190 190 190 

RM6307 222 200 200 200 200 200 200 200 200 

RM14176 416 400 400 400 400 400 400 500,400 500,400 

RM1063 116 100 100 100 100 100 100 100 100 

RM14178 187 180 180 180 180 180 180 180 180 
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ชื่อยีน 
เครื่องหมาย/

ไพรเมอร์ 

ขน
าด

จา
ก 

Ta
bl

e 
18

 
(ค

ู่เบ
ส)

 

ขนาดจากการเพิ่มจำนวน (คู่เบส) 

ปทุ
มธ

าน
ี 1

 

กข
-แ

ม่โ
จ้ 

2 

ก่ำ
น้อ

ย 

ก่ำ
ให

ญ
่ 

มะ
ลิด

ำ 

ทับ
ทิม

ชุม
แพ

 

F 1
 (ป

ทุม
ธา

นี 
1 

x 
ก่ำ

น้อ
ย)

 

F 1
 (ก

ข-
แม

่โจ้
 2

 x
 ก่

ำน
้อย

) 

Os
CY

P9
7C

2 
 

ch
r1

0:2
1,3

68
,38

4..
21

,37
3,1

00
 RM25804 156 150 150 150 150 150 150 150 150 

RM25806 196 190 190 190 190 190 190 190 190 

RM25807 286 280 280 280 280 280 280 280 280 

RM25808 196 190 190 190 190 190 190 190 190 

RM5666 151 150 150 150 150 150 150 150 150 

RM25810 134 150,130 150,130 150,130 150,130 150,130 150,130 150,130 150,130 

Os
ZE

P 
 

ch
r0

4:2
2,3

69
,76

3..
22

,37
6,6

15
 RM17063 371 370 370 370 370 370 370 370 370 

RM17064 84 70 70 80 70 70 80,70 80,70 80,70 

RM17065 172 170 170 170 170 170 170 170 170 

RM17066 354 NA NA NA NA NA NA NA NA 

RM17067 235 NA NA NA NA NA NA NA NA 

RM17068 345 NA NA NA NA NA NA NA NA 

หมายเหตุ; - คือ ไมป่รากฎแถบดีเอ็นเอ, และ NA คือ ปรากฎแถบหลายแถบ (not analysis) 

 

  จากตารางท่ี 3 แสดงผลการเพิ่มจำนวนของไพรเมอร์ท้ัง 42 ไพรเมอร์ ท่ีอุณหภูมิ

แอนนีลล่ิง คือ 55 องศาเซลเซียส โดยมี 10 ไพรเมอร์ ได้แก่ RM14497, RM26938, RM26939, 

RM21173, RM21174, RM6338, RM21176, RM17066, RM17067 และ RM17068 ท่ีเกิดแถบดี

เอ็นเอเป็นจำนวนมาก (NA) และไม่ให้แถบดีเอ็นเอหลักตามขนาดคาดหวัง ความจำเพาะของไพรเมอร์

ซึ่งอาจจะเกิดจากอุณหภูมิท่ีใช้ไม่มีความเหมาะสม ซึ่งจะต้องเพิ่มอุณภูมิในขั้นแอนนีลล่ิงให้สูงขึ้นเพื่อ

เพิ่มความจำเพาะซึ่งอาจจะให้แถบดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการ  

 สำหรับไพรเมอร์ท่ีมีการเพิ่มจำนวนและให้แถบดีเอ็นเอตามขนาดท่ีต้องการแต่ไม่แต่แสดง

ความแตกต่างในข้าวพันธุ์ท่ีนำมาใช้ในการสร้างประชากร F2 ท่ีใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือ ไพรเมอร์ท่ี

การแสดงขนาดเท่ากันในข้าวทุกพันธุ์ ท่ีนำมาศึกษาได้มีจำนวน 24 ไพรเมอร์ ได้แก่ RM14490, 

RM14494, RM14495, RM14496, RGNMS3650b, RGNMS3677, RGNMS3684, RM26941, 
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RM26942, RM26944, RM7121, AUT21172, RM5894, RM6307, RM1063, RM14178, 

RM25804, RM25806, RM25807, RM25808, RM5666, RM25810, RM17063 และ RM17065 

ไพรเมอร์ท่ีเกิดแถบดีเอ็นเอไม่ครบท้ัง 8 ตัวอย่างท่ีนำมาศึกษามีจำนวน 4 ไพรเมอร์ ได้แก่ RM14493, 

RM27965, RM27966 และ RM26943 ไพรเมอร์มีการแสดงขนาดแถบแบนดีเอ็นเอในข้าวบางพันธุ์

แตกต่างแต่ไม่สามารถแบ่งกลุ่ม ท่ีนำมาศึกษาได้มีจำนวน 2 ไพรเมอร์ ได้แก่ RM14172 และ 

RM14176 ไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำพันธุ์ก่ำน้อยและข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีแดงพันธุ์

ทับทิมชุมแพออกจากข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำพันธุ์อื่น ๆ มีจำนวน 1 ไพรเมอร์ 

คือ RM17064 และไพรเมอร์ท่ีสามารถใช้ในการแยกข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำออกจากเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว

และแดงท่ีนำมาศึกษาและสร้างประชากร F2 เพื่อใช้ในการทดสอบมีจำนวน 1 ไพรเมอร์ คือ 

RM27970 (ภาพท่ี 16 ก) 

  ในการศึกษานี้ได้ไพรเมอร์ท่ีสามารถใช้แยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำออกจากเยื่อหุ้ม

เมล็ดสีขาวท่ีนำมาศึกษาและสร้างประชากร F2 เพื่อใช้ในการทดสอบมีจำนวน 1 ไพรเมอร์ คือ 

RM27970 (chr12:12204440..12204591) คัดเลือกจากยีน OsZISO (ζ-carotene isomerase) 

เมื่อเทียบกับไปยังฐานข้อมูล Ricebase (https://ricebase.org/) พบว่า อยู่บนโครโมโซมท่ี 12 โดย

บริเวณดังกล่าวเป็นบริเวณเอกซอนท่ี 1 ของยีน (ภาพท่ี 17 ก) โดยสามารถใช้ในการแยกความ

แตกต่างของข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว คือ พันธุ์ปทุมธานี 1 และ กข-แม่โจ้2 ใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 150 คู่

เบส กับข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำ คือ พันธุ์ก่ำน้อย และก่ำใหญ่ ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 160 คู่เบส และเมื่อ

นำมาทดสอบในลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) และลูกผสมรุ่น F1 (กข-แม่โจ้ 2 x ก่ำน้อย) ได้

แถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 150 และ 160 คู่เบส ซึ่งเป็นแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากต้นพ่อและต้นแม่ท่ีนำมา

ผสมกัน แต่เครื่องหมายดังกล่าวไม่สามารถใช้ในการแยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำพันธุ์มะลิดำและข้าวเยื่อ

หุ้มเมล็ดสีแดงพันธุ์ทับทิมชุมแพออกจากข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวที่นำมาทดสอบได้ (ภาพท่ี 17 ข) 
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ภาพที่ 17 ตำแหน่งของไพรเมอร์ RM27970 ในยีน OsZISO (ก.) และผลการเพิ่มจำนวน (ข.) 
โดยช่อง M คือ 100 bp Plus DNA Ladder, ช่อง 1 – 8F คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1, กข-แม่โจ้ 2, ก ่านอ้ย, ก ่า

ใหญ่, มะลิด า, ทับทิมชุมแพ, ลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก ่านอ้ย) และลูกผสมรุ่น F1 (กข-แม่โจ ้2 x ก ่านอ้ย) 

ตามล าดบั size คือ ขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวัง 

 

  นอกจากนีไ้พรเมอร์ RM17064 (chr04:22306508..22306591) ท่ีคัดเลือกมาจาก

ยีน OsZEP (zeaxanthin epoxidase) มีตำแหน่งห่างจากยีนประมาณ 63 กิโลเบส สามารถแยกข้าว

เย่ือหุ้มเมล็ดสีดำพันธุ์ก่ำน้อยและข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีแดงพันธุ์ทับทิมชุมแพท่ีให้แถบดีเอ็นเอขนาด 80 คู่

เบส จากข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำพันธุ์อื่น ๆ ท่ีใช้ในการทดสอบซึ่งจะให้แถบดี

เอ็นเอขนาด 70 คู่เบส และปรากฏแถบดีเอ็นเอท้ัง 2 ขนาดในลูกผสมรุ่น F1 แต่เนื่องจากไพรเมอร์

ดังกล่าวไม่สามารถแยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำกับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงจึงไม่ได้นำไปทดสอบกับ

ประชากรลูกรุ่น F2 
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2. การพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีได้จากเทคนิค Transcriptome 

Sequencing (RNA-Seq) 

 ในการศึกษานี้ต้องการพัฒนาเครื่องหมายท่ีได้จากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค 

Transcriptome Sequencing (RNA-Seq) ท่ีจำเพาะกับยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จากผล

อ่านลำดับเบสของอาร์เอ็นเอท้ังหมดของข้าวจำนวน 4 พันธุ์ คือ ข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว ได้แก่ พันธุ์

ปทุมธานี 1 และกข-แม่โจ้ 2 ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ ได้แก่ พันธุ์ก่ำน้อยและก่ำใหญ่ 

 2.1 การค้นหายีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

  เนื่องจากลักษณะท่ีสนใจศึกษาคือ ปริมาณสารลูทีน ซึ่งสารลูทีนเป็นสารท่ีได้จากวิถี

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ ทำให้ในการค้นหายีนท่ีเกี่ยวข้องจึงมุ่งเน้นไปท่ียีนท่ีรายงาน KEGG 

Pathway โดยจำนวน Cluster ท่ีพบว่าเกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ ของข้าวนั้นมีจำนวนเท่ากับ 

15,166 Cluster จาก ท้ั งหมด  69,254 Cluster ซึ่ งจากการค้นหาด้ วยคำสำคัญ พ บว่ า เป็ น 

Carotenoid biosynthesis (Ko00906) เท่ากับ 111 cluster ดังแสดงในภาพท่ี 18 

 

ภาพที่ 18 Cluster ท่ีเกี่ยวข้องกับ Carotenoid biosynthesis (Ko00906) จำนวน 111 cluster 
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  จากนั้นได้นำท้ัง 111 Cluster ท่ีคาดว่าจะเป็นยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

ไปตรวจสอบ พบว่ามี 39 Cluster ท่ีไม่แสดงในส่วนของช่ือยีน (KO Name) ดังนั้นจึงทำให้เหลือ 

Cluster ท่ีจะนำไปศึกษาต่อเท่ากับ 72 cluster แล้วตรวจสอบความซ้ำซ้อนโดยตัด Cluster ท่ีมีเป็น

ยีนท่ีมี NR ID หรือลำดับของโค้ดนิวคลีโอไทด์ เดียวกันทำให้เหลือ Cluster ท่ีต้องวิเคราะห์เท่ากับ 61 

cluster ท่ีมีลำดับเบสคล้ายกับยีนจำนวน 23 ยีน ดังแสดงในภาพท่ี 19 

 

 

ภาพที่ 19 จำนวน cluster ท่ีแบ่งตามจำนวนยีนท้ัง 23 ยีน รวมเป็น 61 cluster 
 

  ในขั้นตอนต่อมานำท้ัง 23 ยีน ท่ีได้จากการศึกษาข้ันต้นไปทำแผนท่ีกลับไปในวิถีการ

สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (carotenoid biosynthesis) (Ko00906) จากฐานข้อมูล KEGG PATHWAY 

Database (https:// www.genome.jp/kegg/pathway.html) โดยจะทำการเลือกเป็น  Oryza 

sativa japonica (Japanese rice) (gene model taken from RAPDB) ดังแสดงในภาพ ท่ี 20 

หลังจากทำแผนท่ียีนท้ังหมดลงไปบน Carotenoid biosynthesis พบว่า มี 5 ยีน ท่ีไม่พบอยู่ในวิถี 

ได้แก่  ยีน  No.19 (E1.14.13.93), No.20 (E2.2.1.1, tktA, tktB), No.21 (menF), No.22 (mlaA, 

TRIT1) และ No.23 (UER1) 

No KO ID KO Name KO Description count

1 K02291 crtB, PSY phytoene synthase 7

2 K02293 PDS, crtP 15-cis-phytoene desaturase 1

3 K15744 Z-ISO zeta-carotene isomerase 1

4 K00514 ZDS, crtQ zeta-carotene desaturase 1

5 K09835 crtISO, crtH prolycopene isomerase 5

6 K06443 lcyB, crtL1, crtY lycopene beta-cyclase 1

7 K06444 lcyE, crtL2 lycopene epsilon-cyclase 1

8 K15746 crtZ, BCH beta-carotene 3-hydroxylase 5

9 K15747 LUT5, CYP97A3 beta-ring hydroxylase 1

10 K09837 LUT1, CYP97C1 carotene epsilon-monooxygenase 1

11 K09838 ZEP, ABA1 zeaxanthin epoxidase 4

12 K09839 VDE, NPQ1 violaxanthin de-epoxidase 1

13 K09840 NCED 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 4

14 K09841 ABA2 xanthoxin dehydrogenase 1

15 K09842 AAO3 abscisic-aldehyde oxidase 1

16 K17912 CCD7 9-cis-beta-carotene 9',10'-cleaving dioxygenase 2

17 K17913 CCD8 carlactone synthase / all-trans-10'-apo-beta-carotenal 13,14-cleaving dioxygenase 1

18 K00128 E1.2.1.3, OsABA8OX1, CYP707A5 aldehyde dehydrogenase (NAD+) 2

19 K09843 E1.14.13.93 (+)-abscisic acid 8'-hydroxylase 11

20 K00615 E2.2.1.1, tktA, tktB transketolase 1

21 K02552 menF menaquinone-specific isochorismate synthase 2

22 K00791 miaA, TRIT1 tRNA dimethylallyltransferase 5

23 K12451 UER1 3,5-epimerase/4-reductase 2

61Total Cluster
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ภาพ ที่  20  การทำแผน ท่ี ใน  Carotenoid biosynthesis (Ko00906) จากฐาน ข้อมู ล  KEGG 
PATHWAY Database ของท้ัง 18 ยีน 
 

  สำหรับยีนท้ัง 18 ยีน ท่ีพบภายในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (carotenoid 

biosynthesis) พบ 10 ยีน ท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างสารลูทีน ได้แก่ No.1 (crtB, PSY), No.2 (PDS, 

crtP), No.3 (Z-ISO) No.4 (ZDS, crtQ) No.5 (crtISO, crtH), No.6 (lcyB, crtL1, crtY), No.7 

(lcyE, crtL2), No.8 (crtZ, BCH), No.9 (LUT5, CYP97A3), และ No.10 (LUT1, CYP97C1) (ภาพ

ท่ี 21) และมี 8 ยีน ท่ีเกี่ยวข้องกับ Carotenoid biosynthesis แต่ไม่ได้อยู่ในส่วนของการสร้างสารลู

ที น  ได้ แ ก่  No.11 (ZEP, ABA1), No.12 (VDE, NPQ1), No.13 (NCED), No.14 (ABA2), No.15 

(AAO3), No.16 (CCD7), No.17 (CCD8), และ No.18 (E1.2.1.3) จึงได้คัดเลือกศึกษาเฉพาะยีนท่ี

เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารลูทีน 10 ยีน จำนวน 24 Cluster 
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ภาพที่ 21 จำนวน Cluster ในแต่ละยีนของ 10 ยีน ท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สารลูทีน 

 

  จากผลการเปรียบเทียบค่าการแสดงออกจากผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RNA-seq 

ของท้ัง 24 cluster สำหรับ 10 ยีน ในวิถีการสังเคราะห์ลูทีนไม่พบระดับการแสดงออกของยีนท่ี

สามารถแยกกลุ่มข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวออกจากสีดำได้ (ภาพท่ี 22 และ 23) ท้ังนี้อาจจะเกิดจาก

วิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์นั้นต้องมีการทำงานร่วมกันหลายยีน  ทำให้ในการศึกษาวิถีการ

สังเคราะห์สารแคโรทีนอยด์ต้องศึกษายีนท้ังระบบ สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้านี้ ท่ีรายงาน

เกี่ยวกับการทำงานของกระบวนการสังเคราะห์สารในวิถีแคโรทีนอยด์ท่ีมีการแสดงออกของยีนจำนวน

มากแต่ยังไม่พบยีนท่ีเป็นยีนหลักในการควบคุมแต่เป็นการทำงานร่วมกันของหลายยีน ท่ีเกี่ยวข้อง 

(Stanley and Yuan, 2019) 

 

ภาพที่ 22 การเปรียบเทียบค่าการแสดงออก (FPKM) ของ 24 cluster ท่ีเกี่ยวกับการสังเคราะห์
สารลูทีน 10 ยีนของข้าวท้ัง 4 พันธุ์ คือ กข-แม่โจ้ 2 (RD-MJU2) ปทุมธานี 1 (PTT1) ก่ำน้อย (KN) 
และก่ำใหญ่ (KY) 

No KO ID KO Name KO Description count

1 K02291 crtB, PSY phytoene synthase 7

2 K02293 PDS, crtP 15-cis-phytoene desaturase 1

3 K15744 Z-ISO zeta-carotene isomerase 1

4 K00514 ZDS, crtQ zeta-carotene desaturase 1

5 K09835 crtISO, crtH prolycopene isomerase 5

6 K06443 lcyB, crtL1, crtY lycopene beta-cyclase 1

7 K06444 lcyE, crtL2 lycopene epsilon-cyclase 1

8 K15746 crtZ, BCH beta-carotene 3-hydroxylase 5

9 K15747 LUT5, CYP97A3 beta-ring hydroxylase 1

10 K09837 LUT1, CYP97C1 carotene epsilon-monooxygenase 1

24Total Cluster
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ภาพที่ 23 ค่าการแสดงออก (FPKM) ของ 24 cluster ใน 10 ยีน ในวิถีการสังเคราะห์ลูทีน 
 

 2.2 การค้นหาบริเวณ InDel และ SNP  

  การค้นหาบริเวณ InDel จากไฟล์สรุปตำแหน่งการเพิ่มขึ้น (Insertion) หรือการ

ลดลง (Deletion) ท่ีพบในตัวอย่างท่ีทำการวิเคราะห์ท้ัง 4 ตัวอย่าง โดยในขั้นต้นจะเริ่มค้นหาบริเวณ

ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงใน 24 cluster ของท้ัง 10 ยีน ท่ีได้จากการเลือกมาก่อนหน้านี้ พบยีนท่ีเกิด

การเปล่ียนแปลงของลำดับเบส จำนวน 5 ยีน ได้แก่ No.5 (crtB), No.6 (crtISO, crtH), No.14 

(LUT5, CYP97A3), No.21 (ZDS, crtQ) และ No.23 (Z-ISO) ซึ่งการเปล่ียนแปลงส่วนใหญ่ไม่แสดง

ความแตกต่างระหว่างกลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและกลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ แต่จะเป็นการ

เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนเฉพาะพันธุ์ สำหรับยีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงท่ีสามารถแยกข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว

และข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำออกจากกันได้จำนวน 1 ยีน คือ No.9 (LUT5, CYP97A3) ของ Cluster-

12362.24199 ซึ่งพบความแตกต่าง 3 ตำแหน่ง ดังนี้ ตำแหน่งท่ี 1 บริเวณ 1 ,202 ตำแหน่งท่ี 2 

บริเวณ 3,223 และตำแหน่งท่ี 3 บริเวณท่ีสามารถแยกได้คือ ตำแหน่งท่ี 2 บริเวณ 3,223 ข้าวที่มีเย่ือ

หุ้มเมล็ดสีขาวเป็นเบส G และข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำเป็นเบส GAGC แสดงในภาคผนวก ก (ภาพท่ี 

24) 
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ภาพที่ 24 ตัวอย่างผลการค้นหาบริเวณ InDel ท่ีได้จากการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค RNA-seq 
* คือ ตำแหน่งท่ีสามารถแยกกลุ่มข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวและกลุ่มข้าวเย่ือหุม้เมล็ดสีดำ 

 

  สำหรับการค้นหาบริเวณ SNP ท่ีพบในตัวอย่างท้ัง 4 ตัวอย่าง จากการค้นหาบริเวณ

ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงใน 24 cluster ของท้ัง 10 ยีน พบยีนท่ีมีการเปล่ียนแปลงของลำดับเบส 

จำนวน 4 ยีน ได้แก่ No.7 (crtB), No.9 (LUT5, CYP97A3), No.4 (ZDS, crtQ) และ No.3 (Z-ISO) 

โดยเป็นยีนท่ีน่าสนใจมีจำนวน 2 ยีน ได้แก่ No.9 (LUT5, CYP97A3) และ No.3 (Z-ISO) เนื่องจาก 

No.9 (LUT5, CYP97A3) ของ Cluster-12362.24199 พบบริเวณ SNP จำนวน 17 ตำแหน่ง มี 13 

ตำแหน่งท่ีสามารถแยกกลุ่มข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวออกจากกลุ่มข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำท่ีนำมา

ศึกษาได้ สำหรับยีน No.23 (Z-ISO) ของ Cluster-12362.26311 พบบริเวณ SNP จำนวน 3 

ตำแหน่ง ท่ีสามารถแยกกลุ่มข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและกลุ่มข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำท่ีนำมาศึกษา

ได้ แสดงในภาคผนวก ก (ภาพท่ี 25) 
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ภาพที่ 25 ตัวอย่างผลการค้นหาบริเวณ SNP ท่ีได้จากการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเทคนิค RNA-seq 
* คือ ตำแหน่งท่ีสามารถแยกกลุ่มข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวและกลุ่มข้าวเย่ือหุม้เมล็ดสีดำ 

  นอกจากยีนท่ีมีรายงานใน Carotenoid biosynthesis (Ko00906) ในส่วนวิถีการ

สังเคราะห์ลูทีนจำนวน 10 ยีน ได้ค้นหาบริเวณท่ีมีลำดับเบสแตกต่างของยีน cytochrome P450 

type B (CYP97B) ซึ่งน่าจะเป็นยีนในการสังเคราะห์สารในวิถีแคโรทีนอยด์เนื่องจากโครงสร้างของยีน

มีความคล้ายคลึงกับลำดับเบสของยีน CYP97A (Niu et al. 2020 และ Villa-Rivera et al. 2020) 

และต้ังอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 2 เช่นเดียวกับยีน CYP97A แต่คนละแขน พบจำนวน 1 cluster และ

จากการค้นหา SNP และ InDel พบการเปล่ียนแปลงของลำดับเบสของยีน ZEP พบจำนวน 2 

cluster ซึ่งเป็นยีนท่ีควบคุมการสังเคราะห์สารซีแซนทีน ดังนั้นผลการค้นหาตำแหน่งบริเวณเกิดการ

เปล่ียนแปลงของลำดับเบสพบการเปล่ียนแปลงใน 27 cluster ของ 12 ยีน ดังแสดงในตารางท่ี 4 

และมีรายละเอียดการเปล่ียนแปลงท้ังหมดในภาคผนวก ก  
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ตารางที่ 4 ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของลำดับเบสท่ีได้จากเทคนิค Transcriptome ของยีนใน
วิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์จาก 27 cluster ของ 12 ยีน 

ลำดับที่ 
ยีน 

(ช่ือย่อ) 
SNP  

(ตำแหน่ง) 
InDel  

(ตำแหน่ง) 
1 PSY 1 2 
2 PDS - - 
3 ZISO 31 21 
4 ZDS 52 22 
5 CrtISO - 2 
6 LCYb - - 
7 LCYe - - 
8 BHY, HYD2 - - 
19 CYP97A, Lut5 171 31 
10 CYP97B 31 - 
11 CYP97C, Lut1 - - 
12 ZEP 33 13 

หมายเหตุ;  - คือ ไม่พบความแตกต่างในข้าว 4 พันธ์ุที่นำมาศึกษา คือ ก่ำน้อย, ก่ำใหญ่, กข-แม่โจ้ 2 และปทุมธานี 1
 1 คือ บริเวณ SNP หรือ InDel ที่แยกข้าวกลุ่มเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว (กข-แม่โจ้ 2 และปทุมธานี 1) จากข้าว
กลุ่มเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำ (ก่ำน้อย และก่ำใหญ่)  
   2 คือ แยกข้าวพันธ์ุปทุมธานี 1 จากพันธ์ุอื่น 
   3 คือ แยกข้าวพันธ์ุก่ำน้อย จากพันธ์ุอื่น 

 

  การเปรียบเทียบเพื่อหาความแตกต่างของลำดับเบสของยีนจำนวน 12 ยีน บริเวณ 

InDel พบ 2 ยีนท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ด

สีดำ ได้แก่ ยีน ZISO จำนวน 1 ตำแหน่ง และยีน CYP97A จำนวน 1 ตำแหน่ง และพบยีน ZDS ท่ี

ตำแหน่ง InDel ในข้าวพันธุ์ปทุมธานีท่ีแสดงความแตกต่างจากข้าวพันธุ์อื่น เช่นเดียวกับยีน  ZEP ท่ี

บริเวณ InDel สามารถใช้แยกข้าวพันธุ์ก่ำน้อยได้ ส่วนบริเวณ SNP ท่ีสามารถแยกความแตกต่าง

ระหว่างข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ จำนวน 3 ยีน คือ ยีน ZISO จำนวน 3 

ตำแหน่ง, ยีน CYP97A จำนวน 13 ตำแหน่ง และยีน CYP97B จำนวน 3 ตำแหน่ง สำหรับยีน ZDS 

ตำแหน่ง SNP ท่ีพบสามารถแยกเฉพาะข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 ออกจากพันธุ์อื่นได้ เช่นเดียวกับยีน ZEP 
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ท่ีตำแหน่ง SNP สามารถแยกข้าวพันธุ์ก่ำน้อยออกจากพันธุ์อื่นได้ จากความแตกต่างของลำดับเบสใน

ยีน CYP97A และ ZISO ท่ีพบท้ังบริเวณการเปล่ียนแปลงแบบ SNP และ InDel ท่ีสามารถแบ่งกลุ่ม

ได้นั้นมีความสอดคล้องกับการรายงานของ  Chen et al. (2010) เกี่ยวกับผลกระทบของการ

เปล่ียนแปลงลำดับเบสของยีน ZISO ท่ีส่งผลต่อระดับการแสดงออกของยีนและ Wurtzel (2019) ท่ี

ได้อธิบายถึงการเปล่ียนแปลงยีนหลักของวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์เป็นยีน ZISO นอกจากนี้ใน

ส่วนของยีน CYP97A ท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการ lutein biosynthesis ในข้าวพบว่าหากเกิดการ

เปล่ียนแปลงลำดับเบสจะส่งผลให้สารลูทีนท่ีผลิตได้นั้นมีลดลงจากเดิม 12-24 เปอร์เซนต์ (Lv et al., 

2012)  

  ความหลากหลายของลำดับเบสของยีนท่ีแสดงออกท่ีพบมากในยีน CYP97A, 

CYP97B และ ZISO ซึ่งแตกต่างกันในกลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำท่ีมีปริมาณลูทีนสูงกับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ด

สีขาวท่ีมีปริมาณลูทีนต่ำ ดังนั้นความหลากหลายของลำดับเบสเหล่านี้จึงน่าจะสัมพันธ์กับปริมาณ

สารลูทีน โดยการวิจัยก่อนหน้านี้ได้มีรายงานถึง การศึกษาระดับแสดงออกของยีนในวิถีการสังเคราะห์

แคโรทีนอยด์จากข้าวไทยพันธุ์ก่ำน้อย ทับทิมชุมแพ และก่ำน้อย ซึ่งมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ สีแดงและสี

ขาว ตามลำดับ พบว่า ข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำจะมีปริมาณสารลูทีนสูงกว่าข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงและ

ขาว (Janphen et al., 2019) 

  เนื่องจากตำแหน่งของการเกิด InDel ในแต่ละยีนท่ีได้กล่าวมานั้นมีการเพิ่มหรือลด

ของลำดับเบสจำนวนส้ัน ๆ ซึ่งไม่นำบริเวณดังกล่าวมาศึกษาต่อได้ ดังนั้นเครื่องหมายท่ีออกแบบจะ

เป็น ไพรเมอร์  T-ARMS (Tetra-primer Amplification Refractory Mutation System PCR) ท่ี

จำเพาะกับการเปล่ียนแปลงในรูปแบบ SNP โดยมีเกณฑ์ในการเลือกบริเวณ SNP ท่ีจะนำไปออกแบบ 

คือ ลำดับเบสท่ีเปล่ียนแปลงต้องแตกต่างระหว่างข้าวกลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำกับกลุ่มเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว 

ลำดับเบสในแต่ละกลุ่มต้องเหมือนกัน และระดับการแสดงออกระหว่างกลุ่มต้องต่างกันและภายใน

กลุ่มต้องเหมือนกัน ซึ่งจากการเปรียบเทียบค่าการแสดงออกไม่พบระดับการแสดงออกของยีน ท่ี

สามารถแยกข้าวกลุ่มเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำจากกลุ่มเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว (ภาพท่ี 23) ในการออกแบบไพร

เมอร์ T-ARMS จึงใช้เพียงเกณฑ์บริเวณ SNP ท่ีแยกข้าวกลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำจากกลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดสี

ขาว 
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 2.3 การออกแบบไพรเมอร์ T-ARMS 

 การออกแบบไพรเมอร์จะเลือกออกแบบจากบริเวณ SNP ในยีนท่ีแยกข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสี

ขาวจากข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ ได้แก่ ยีน ZISO, CYP97A/Lut5 และ CYP97B และได้ออกแบบไพร

เมอร์จากบริเวณ SNP ในยีน ZDS และ ZEP เนื่องจากเป็นลำดับเบสท่ีแตกต่างกันในข้าวพันธุ์

ปทุมธานี 1 และก่ำน้อย ทำให้ยีนท่ีใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ T-ARMS จากผล Transcriptome 

รวมเป็น 5 ยีน โดยออกแบบได้ 12 ชุดไพรเมอร์ (ตารางท่ี 5) ดังนี้ 

1. ยีน beta-ring hydroxylase (LUT5, CYP97A3)   จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 

2. ยีน zeta-carotene desaturase (ZDS)    จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 

3. ยีน 15-cis-zeta-carotene isomerase (ZISO)    จำนวน 3 ชุดไพรเมอร์ 

4. ยีน zeaxanthin epoxidase (ZEP)     จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 

5. ยีน cytochrome P450 97B2 (CYP97B2)    จำนวน 3 ชุดไพรเมอร์ 

               รวมเป็น 12 ชุดไพรเมอร์ 
 

ตารางที่ 5 ไพรเมอร์ T-ARMS จากผล Transcriptome จำนวน 5 ยีน 12 ชุดไพรเมอร์ 
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3)

 Cluster-
12362.24

199 

2693 
Exon4 

(synonymou
s) (Ala203=) 

CYP97A
_E1_cds 

CYP97A-Inner-F-E1 ATTGTGGTGGGTGCAGGGTATTCTGTCA A 220 

CYP97A-Inner-R CGTACCATCACAAACTCTAAAATTGCC G 200 

CYP97A-Outer-F2 AGTCTTTCCTCATTGTCTCTGATCCAGC  
350 

CYP97A-Outer-R2 AAGAGACTTATCATTGCGGCAACGTACT  

2693 
Exon4 

(synonymou
s) (Ala203=) 

CYP97A
_E2_cds 

CYP97A-Inner-F-E2 ATTGTGGTTGGTGCAGGGTATTCTGTCA A 220 

CYP97A-Inner-R CGTACCATCACAAACTCTAAAATTGCC G 200 

CYP97A-Outer-F2 AGTCTTTCCTCATTGTCTCTGATCCAGC  
350 

CYP97A-Outer-R2 AAGAGACTTATCATTGCGGCAACGTACT  
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Cluster- 
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396 

1635 
exon13 (Arg-

480-Gln ) 
(missense) 

ZDS_1_
exon13 

ZDS-1-Inner-A-F ATTGTTCCCGTCATCCCA A 113 

ZDS-1-Inner-G-R GACCATGTAAGTTCCAAGCATC G 169 

ZDS-1-Outer-F AGAGATCCATTGCAAATAATGAAG   
242 

ZDS-1-Outer-R CTTTTGATCAGGTCTAAATGGATC   

901 
exon7 

(synonymou
s) (Ser235=) 

ZDS_2_
exon7 

ZDS-2-Inner-G-F CAGCGATTGGTTCTTGACG G 183 

ZDS-2-Inner-C-R TGCTCTCTCGAGTACCACCTATG  C 245 

ZDS-2-Outer-F ATCTACTGTCTAGGCAATGCATCA   
386 

ZDS-2-Outer-R GTGAACCCTTTAGCATGCGT   
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311 

718 
exon3 

(synonymou
s) (Leu223=) 

ZISO_1
_exon3 

ZISO-1-Inner-T-F TCTTTCATCTCATTCTTCTGTT T 152 

ZISO-1-Inner-C-R AAGATTGAAAGTAGATGGATAAAG C 182 

ZISO-1-Outer-F TCTCAATGGCTAAGTTCTTCT   
288 

ZISO-1-Outer-R TATCTTTAAAATGGCCTCCT   
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1130 
exon4 (Ala-

360-Glu) 
(missense) 

ZISO_2
_exon4 

ZISO-2-Inner-C-F CTTTGTTCATCCCTTAATGCAAGC C 133 

ZISO-2-Inner-A-R AAGGGAGTTGGTAGCTGGGCT A 199 

ZISO-2-Outer-F CGCTATGGTGAAGCCTTTGAAG   
287 

ZISO-2-Outer-R AGGCCAGGCTATCAGGTCTATCA   

1309 
(3 primer 

UTR) 
ZISO_3
_utr3 

ZISO-3-Inner-T-F GACTAACGAAAGAGTACCAGATT T 222 

ZISO-3-Inner-A-R TGAATACTCCCATCTACACCT A 334 

ZISO-3-Outer-F TATTCCTTTTGCTGCAGTTA   
512 

ZISO-3-Outer-R GCTTAACATGACTTTTGTGC   
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se
 

Cluster-
12362. 
26565 

685 
exon1 (Ala-

21-Val) 
(missense)  

ZEP_1_
exon1 

ZEP-1-Inner-C-F TCTCGTGGCGATCCCGGGAGC C 242 

ZEP-1-Inner-T-R GGCCATGGGGGCAGGCGA T 200 

ZEP-1-Outer-F TGCTCGTTGGGTAGAGCGGATCGGA   
403 

ZEP-1-Outer-R GAACCCCTTCCGCTTGGCCGC   

Cluster-
12362. 
17530 

1063 
exon11 

(synonymou
s) (Asn509=) 

ZEP_2_
exon11 

ZEP-2-Inner-C-F TTTTACAATCATGCTGAAGGCACAC C 220 

ZEP-2-Inner-T-R CATCGACGAAGCTGGGCA T 294 

ZEP-2-Outer-F GCTGGGTTCTAGGAGGAAACAGG   
471 

ZEP-2-Outer-R GGGAGGAGGTACCACCTGCA   
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Cluster-
12362. 
28097 

523 
 

exon4 (Asp-
179-Glu) 

(missense 
variant) 

CYP97B
2_exon

4 

CYP97B2-exon4-In-F GTTCCATGCCTTATTCATAAAT T 135 

CYP97B2-exon4-In-R ACTTAGTAAATACTCCCACCATAACT A 189 

CYP97B2-exon4-Out-F TGATATAATTAAACTATTTCCTGCC  
276 

CYP97B2-exon4-Out-R CAGCTTCAAGGTCCACTATG  

1120 
 

exon6 (Gln-
378-His) 

(missense 
variant) 

CYP97B
2_exon

6 

CYP97B2-exon6-In-F CTCCAAGATGAGAAAAGCATAG G 125 

CYP97B2-exon6-In-R CTGAGTACAGAATCAACCTCTACA T 175 

CYP97B2-exon6-Out-F CTGTTTTTCTACTAGCCCAGG  
254 

CYP97B2-exon6-Out-R AGTTCAATTCACAGGAATGG  

1881 
 

3 prime UTR 
variant 

CYP972
_UTR3 

CYP97B2-3UTR-In-F TTCGCTCATGATGTGATAGT T 228 

CYP97B2-3UTR-In-R AATAATCGAATAGTATATACTTCTATGCT A 138 

CYP97B2-3UTR-Out-F CAAGAAGCACACAGGAATAA  
317 

CYP97B2-3UTR-Out-R ACTGGATCATCCATACTATTCA   
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 2.4 การทดสอบเคร่ืองหมายที่พัฒนาได้ 

  จากการเปล่ียนแปลงของลำดับเบสในของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์

จำนวน 5 ยีน ท่ีเป็นการเปล่ียนแปลงในรูปแบบ SNP จึงออกแบบไพรเมอร์ท่ีจำเพาะกับบริเวณ

ดังกล่าว คือ ไพรเมอร์ T-ARMS ได้ทำการออกแบบไพรเมอร์จำนวน 12 ชุดไพรเมอร์ (ตารางท่ี 5) 

เริ่มต้นการทดสอบไพรเมอร์ T-ARMS ท้ัง 12 ชุดไพรเมอร์ด้วยอุณหภูมิแอนนีลล่ิง 55 องศาเซลเซียส 

กับอัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner เท่ากับ 1 : 0.5 กับตัวอย่างดีเอ็นเอจากข้าวพันธ์

ปทุมธานี 1, กข-แม่โจ้ 2 และลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) ซึ่งจะใช้เป็นคู ่ผสมในการทดสอบ

เครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อหาความสัมพันธ์ของเครื่องหมาย ผลการทดสอบพบว่ามี 7 ไพรเมอร์ สำหรับ 

4 ยี น  ท่ี ให้ แถบ ดี เอ็ น เอ ตาม คาดห วั ง  คื อ  1.) ยี น  ZDS ไพ รเมอ ร์  ZDS_1_exon13 และ 

ZDS_2_exon7, 2.) ยีน  CYP97B2 ไพรเมอร์  CYP97B2_exon6 และ  CYP97B2_UTR3 3.) ยีน 

ZISO ไพ ร เม อ ร์  ZISO_2_exon4 แ ล ะ  4.) ยี น  CYP97A ไพ ร เม อ ร์  CYP97A_E1_cds แ ล ะ 

CYP97A_E2_cds (ภาพท่ี 26) 
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ภาพที่ 26 ผลการทดสอบไพรเมอร์ T-ARMS ท่ีอุณหภูมิแอนนีลล่ิง 55 องศาเซลเซียส อัตราส่วน
ระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner เท่ากับ 1 : 0.5 
โดย L คือ 100 bp Plus DNA Ladder, F คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ), M คือ ข้าวพันธุ์ก่ำ

น้อย (พันธุ์ให้) และ H คือ ลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) ตามลำดับ size คือ ขนาดของแถบดี

เอ็นเอท่ีคาดหวังในแต่ละชุดไพรเมอร์ * คือ ไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอตามท่ีคาดหวัง 

 

  โดยไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากยีน ZEP ได้ปรับสภาวะของอุณหภูมิแอนนีลล่ิงท่ีใช้หรือ

ปรับอัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner คือ อัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner 

จากเดิม 1 : 0.5 เป็น 0.5 : 1 (Alyethodi et al., 2018) อุณหภูมิแอนนีลล่ิงเป็น 55 องศาเซลเซียส 

(ภาพท่ี 27 ก) และอัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner 1 : 0.5 อุณหภูมิแอนนีลล่ิงเป็น 58 

องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 27 ข)  
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ภาพที่ 27 ผลการทดสอบไพรเมอร์ T-ARMS ของยีน ZEP 
อุณหภูมิแอนนีลล่ิง 55 องศาเซลเซียส อัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner เท่ากับ 0.5  : 1 

(ก.) และอุณหภูมิแอนนีลล่ิง 58 องศาเซลเซียส อัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner เท่ากับ 

1 : 0.5 (ข.) โดย L คือ 100 bp Plus DNA Ladder, F คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ), M คือ 

ข้าวพันธุ์ก่ำน้อย (พันธุ์ให้) และ H คือ ลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) ตามลำดับ size คือ 

ขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวัง * คือ ขนาดของแถบดีเอ็นเอตามท่ีคาดหวัง 

 

  ซึ่งผลการปรับสภาวะท้ัง 2 แบบยังไม่ได้สภาวะท่ีเหมาะสมโดยการปรับอัตราส่วน

ระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner จากเดิม 1 : 0.5 เป็น 0.5 : 1 ของยีน ZEP (ภาพท่ี 27 ก) จะเห็น

ได้ว่าแถบดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับแต่ละอัลลีล แต่พบแถบดีเอ็นเอท่ีไม่ต้องการในพันธุ์ก่ำน้อยและเพื่อ

กำจัดแถบดีเอ็นเอท่ีไม่ต้องการจึงปรับอุณหภูมิแอนนีลล่ิงเป็น 58 องศาเซลเซียส พบว่าแถบดีเอ็นเอท่ี

ต้องการหายไปซึ่งอาจจะเกิดจากอุณหภูมิท่ีใช้สูงเกินไป จึงทำให้การจับกันระหว่างไพรเมอร์กับดีเอ็น

เอแม่พิมพ์เกิดขึ้นได้ยากเนื่องจากการออกแบบไพรเมอร์ชนิด T-ARMS จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 

ประกอบด้วยไพรเมอร์ 4 สาย คือ outer forward, outer reverse, inner forward และ inner 

reverse โดยจะมีหลักการออกแบบไพรเมอร์ inner forward และ inner reverse เบสตำแหน่งท่ี 3 

ด้าน 3' เป็นเบสไม่คู่สมและต่างกลุ่มกัน เพื่อให้ประสิทธิภาพในการเลือกจับของไพรเมอร์ในแต่ละอัล

ลีล (Johnson, 2010; Mesrian Tanha et al., 2015) 
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  ดังนั้นไพรเมอร์ T-ARMS ได้ทำการออกแบบจำนวน 5 ยีน 12 ชุดไพรเมอร์ มีจำนวน 

4 ยีน 7 ชุดไพรเมอร์ ท่ีให้แถบดีเอ็นเอท่ีตรงตามขนาดท่ีต้องการ ได้แก่ 1.) ยีน ZDS ไพรเมอร์ 

ZDS_1_exon13 แ ล ะ  ZDS_2_exon7, 2.) ยี น  CYP97B2 ไพ ร เม อ ร์  CYP97B2_exon6 แ ล ะ 

CYP97B2_UTR3 3.) ยี น  ZISO ไพ รเมอร์  ZISO_2_exon4 และ  4.) ยี น  CYP97A ไพ ร เม อร์  

CYP97A_E1_cds และ CYP97A_E2_cds 

 

3. การพัฒนาเคร่ืองหมายจากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสที่ได้จากเทคนิค WGS 

 3.1 การเปรียบเทียบลำดับเบสของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

  การค้นหาบริเวณท่ีแตกต่างระหว่างข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ด

สีดำ จากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีได้จากเทคนิค whole genome sequencing โดยได้รับความ

อนุเคราะห์ข้อมูล WGS จากโครงการวิจัยของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ช่อทิพา สกูลสิงหาโรจน์ โดยจะ

ค้นหาบริเวณของยีนรวมถึงบริเวณด้านหน้า (upstream) และด้านหลัง (downstream) ท่ีอยู่ห่างจาก

ยีนไม่เกิน 50 กิโลเบสของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ท้ัง 15 ยีน ได้แก่ PSY1, PSY2, PSY3, 

PDS, ZISO, ZDS, CrtISO, LCYb, LCYe, EHY, BHY, CYP97A, CYP97B, CYP97C และ ZEP มี 5 

ยีนท่ีพบความแตกต่างบริเวณยีนแบบ SNP หรือ InDel ท่ีสามารถแบ่งกลุ่มข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว

กับข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำออกจากกันได้ คือ PDS, ZISO, LCYe, CYP97A และ CYP97B (ตารางท่ี 

6) และพบ 2 ยีน ท่ีบริเวณความแตกต่างไม่สามารถใช้ในการแยกกลุ่มข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวออกจาก

สีดำได้ คือ ยีน ZDS โดยท่ีบริเวณความแตกต่างสามารถแยกข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 ออกจากข้าวพันธุ์

อื่นท่ีนำมาศึกษาได้ เช่นเดียวกับยีน ZEP ท่ีบริเวณแตกต่างสามารถแยกเฉพาะข้าวพันธุ์ก่ำน้อยออก

จากข้าวพันธุ์อื่น แต่ไม่สามารถแบ่งกลุ่มข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำออกจาก

กันได้ (ภาคผนวก ข) 

  สำหรับอีก 12 ยีนนั้นมีบริเวณ SNP ท่ีสามารถแยกข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวออก

จากสีดำ ได้แก่ 1.) ยีน PSY1 พบ 1 ตำแหน่ง บริเวณ downstream, ยีน PSY3 พบ 12 ตำแหน่ง คือ

บริเวณ upstream  11 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream  1 ตำแหน่ง , 3.) ยีน PDS พบ 27 

ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream  7 ตำแหน่ง บริเวณยีน 1 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream  19 

ตำแหน่ง , 4.) ยีน ZISO พบ 724 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream  399 ตำแหน่ง บริเวณยีน 5 

ตำแหน่ง และบริ เวณ  downstream 320 ตำแหน่ง , 5.) ยีน  CrtISO พบ 6 ตำแหน่ง บริเวณ 

upstream, 6.) ยีน LCYb พบ 51 ตำแหน่ง บริเวณ downstream, 7.) ยีน LCYe พบ 3 ตำแหน่ง 
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คือบริเวณ upstream 1 ตำแหน่ง บริเวณยีน 1 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 1 ตำแหน่ง, 8.) 

ยีน EHY พบ 2 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 1 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 1 ตำแหน่ง, 

9.) ยีน BHY พบ 5 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 4 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 1 

ตำแหน่ง, 10.) ยีน CYP97A พบ 327 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 191 ตำแหน่ง บริเวณยีน 52 

ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 84 ตำแหน่ง, 11) ยีน CYP97B พบ 648 ตำแหน่ง คือบริเวณ 

upstream 514 ตำแหน่ง บริเวณยีน 22 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 112 ตำแหน่ง และ 

12.) ยีน CYP97C พบ 2 ตำแหน่ง บริเวณ upstream (ตารางท่ี 6) 

  ยีนท่ีพบความแตกต่างแบบ InDel จำนวน 9 ยีน  ได้แก่  1.) ยีน PSY2 พบ 2 

ตำแหน่ง บริเวณ upstream, 2.) ยีน PSY3 พบ 1 ตำแหน่ง บริเวณ upstream, 3.) ยีน PDS พบ 15 

ตำแหน่ง คือบริเวณยีน 1 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 14 ตำแหน่ง, 4.) ยีน ZISO พบ 141 

ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 79 ตำแหน่ง บริเวณยีน 8 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 54 

ตำแหน่ง, 5.) ยีน LCYb พบ 9 ตำแหน่ง บริเวณ downstream, 6.) ยีน EHY พบ 1 ตำแหน่ง บริเวณ 

upstream, 7.) ยีน CYP97A พบ 71 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 28 ตำแหน่ง บริเวณยีน 15 

ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 28 ตำแหน่ง, 8.) ยีน CYP97B พบ 135 ตำแหน่ง คือบริเวณ 

upstream 106 ตำแหน่ง บริเวณยีน 2 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 27 ตำแหน่ง และ 9.) 

ยีน CYP97C พบ 1 ตำแหน่ง บริเวณ upstream (ตารางท่ี 6) 
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ตารางที่ 6 สรุปผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของลำดับเบสท่ีได้จากเทคนิค WGS ของยีนในวิถีการ
สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

ลำดับ
ที่ 

ยีน 
(ชื่อย่อ) 

แบบ SNP แบบ InDel 

Upstream 
(ตำแหน่ง) 

Gene 
region 

(ตำแหน่ง) 

Downstream 
(ตำแหน่ง) 

Upstream 
(ตำแหน่ง) 

Gene 
region 

(ตำแหน่ง) 

Downstream 
(ตำแหน่ง) 

1 PSY1 - - 1 - - - 

2 PSY2 - - - 2 - - 
3 PSY3 11 - 1 1 - - 

4 PDS 7 1 19 - 1 14 

5 ZISO 399 5 320 79 8 54 
6 ZDS* - - - - - - 

7 CrtISO 6 - - - - - 

8 LCYb - - 51 - - 9 
9 LCYe 1 1 1 - - - 

10 EHY, HYD3 1 - 1 1 - - 

11 BHY, HYD2 4 - 1 - - - 
12 CYP97A, Lut5 191 52 84 28 15 28 

13 CYP97B 514 22 112 106 2 27 
14 CYP97C, Lut1 2 - - 1 - - 
15 ZEP* - - - - - - 

หมายเหตุ;  - คือ ไม่พบความแตกต่างที่สามารถแยกกลุ่มข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวออกจากสีดำได้ 

 * คือ ยีน ZDS ความแตกต่างสามารถแยกข้าวพันธ์ุปทุมธานี 1 ออกจากพันธ์ุอี่นได้ เช่นเดียวกับยีน ZEP 

ที่สามารถใช้ในการแยกข้าวพันธ์ุก่ำน้อยออกจากข้าวพันธ์ุอื่นได้แต่ไม่สามารถแบ่งกลุ่มได้ 

 

  ผลจากการวิเคราะห์ลำดับเบสในส่วนยีนท่ีได้เทคนิค WGS จะพบความแตกต่างของ

ลำดับเบสมากกว่าผลการวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีได้จาก RNA-seq เนื่องจากการอ่านลำดับเบสด้วย

เทคนิค WGS นั้นสามารถตรวจสอบการเปล่ียนแปลงท่ีพบในบริเวณอินทรอน ซึ่งได้ผลเช่นเดียวกับ

การศึกษาในข้าวพันธุ์ Chuanyou6203 ท่ีเปรียบเทียบการวิเคราะห์ลำดับเบสท้ัง 2 วิธี ซึ่งผลการ

วิเคราะห์ลำดับเบสท่ีได้จาก WGS จะพบความแตกต่างมากกว่าผลจาก RNA-seq (Ren et al., 

2020) โดยในส่วนของยีนพบลำดับเบสท่ีแตกต่างกันระหว่างข้าวท่ีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวและสีดำสูงสุดคือ 

ในยีน CYP97A, CYP97B และ ZISO ตามลำดับ โดยการศึกษายีน CYP97A พบว่าลำดับเบสท่ี

เปล่ียนไปจะส่งผลต่อการทำงานของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Lv et al., 2012) จึงทำให้

ลำดับเบสแสดงความแตกต่างระหว่างข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวและข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำในส่วนท่ี
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เป็นบริเวณยีนสูงกว่ายีนอื่น โดยยีน CYP97A และ CYP97B นั้นมีรายงานก่อนหน้านี้ว่ามีลำดับเบส

คล้ายกันและทำงานในกระบวนการเหมือนกัน (Niu et al., 2020; Villa-Rivera and Ochoa-Alejo, 

2020) จึงอาจจะส่งผลให้ความแตกต่างท่ีพบในท้ัง 2 ยีนนี้มีค่าสูงเหมือนกัน เช่นเดียวกับยีน ZISO ท่ี

เป็นยีนสำคัญในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์และพบว่าในข้าวโพดและอะราบิดอพซิสหากเกิดการ

เปล่ียนแปลงลำดับเบสจะส่งผลทำให้ปริมาณของสาร 15-cis-phytoene ลดลง ซึ่งเป็นสารต้ังต้นใน

การสร้างสารไลโคพีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Chen et al., 2010; Wurtzel, 2019) 

  สำหรับยีนท่ีพบความแตกต่างของลำดับเบสท้ังในส่วนท่ีเป็นยีน , upstream และ 

downstream เพียงบางตำแหน่ง คือ ยีน PSY1, PSY2, PDS, CrtISO, LCYb, LCYe, EHY, BHY 

และ CYP97C ซึ่งอาจจะเกิดจากการท่ียีนดังกล่าวนั้นถูกควบคุมการแสดงออกจาก Transcription 

Factor จึงทำให้ไม่พบความแตกต่างในบริเวณยีนแต่จะพบความแตกต่างท่ีเกิดขึ้นบริเวณ upstream 

และ downstream เป็นหลัก 

 

 3.2 การเปรียบเทียบลำดับเบสของยีนทีเ่ก่ียวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 จากการสืบค้นข้อมูลพบยีนท่ีคาดว่าจะมีความเกี่ยวข้องกับการทำงานของวิถีการ
สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ เพิ่มเติม จำนวน 13 ยีน โดยเป็นยีนในกลุ่มของ transcription factor 
จำนวน 8 ยีน คือ MADS-box transcription factor 26 (MADS26), DnaJ domain-containing 
protein (DnaJ),chaperone protein dnaJ (DnaJ10) ยี น ใน ก ลุ่ ม  MBW (MYB–bHLH–WDR) 
protein complexes (Xu et al., 2015) คือ R2R3-MYB transcription factor (MYB_R2R3_C1), 
R-type basic helix-loop-helix protein bHLH transcription factor (bHLH_B1), Regulation 
of anthocyanin pigmentation bHLH transcription factor (bHLH_B2_Kala4), Basic helix-
loop-helix (bHLH) protein Proanthocyanidin synthesis, rc - bHLH transcription factor 
(bHLH_Rc) แ ล ะ  WD domain (WDR_WD40) transparent testa glabra 1 protein (TTG1 
protein) ยีนในกลุ่ม cleavage ท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ (Sun et al., 2020) 
จำน วน  3 ยีน  คื อ  9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 1 (NCED1) carotenoid-cleavage 
dioxygenase 4a (CCD4a), 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 2 (NCED2), carotenoid-
cleavage dioxygenase 4b (zeaxanthin cleavage oxygenase (CCD4b)), lycopene cleave 
dioxygenase (LCD_CCD1) ยีนในกลุ่ม SET DOMAIN (Chettry and Chrungoo, 2020; Chettry 
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et al., 2019) คือ histone methyltransferase (SET DOMAIN GROUP 8) (SDG8) (ccr1) และ 
ยีน Orange (Or) 
  การค้นหาบริเวณท่ีแตกต่างระหว่างข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ด

สีดำโดยจะค้นหาบริเวณของยีนรวมถึงบริเวณ upstream และ downstream ท่ีอยู่ห่างจากยีนไม่เกิน 

50 กิโลเบสของยีนจำนวน 13 ยีน พบ 5 ยีนท่ีมีความแตกต่างบริเวณยีนแบบ SNP หรือ InDel ท่ี

สามารถแบ่งกลุ่มข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำออกจากกันได้  คือ SDG8, 

LCD_CCD1, MYB_R2R3_C1, bHLH_B1 และ bHLH_B2_Kala4 (ตารางท่ี 7) และพบ 2 ยีน ท่ี

บริเวณความแตกต่างไม่สามารถใช้ในการแยกกลุ่มข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวออกจากสีดำได้ คือ ยีน  

bHLH_Rc ท่ีบริเวณความแตกต่างสามารถแยกข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 ออกจากข้าวพันธุ์อื่นท่ีนำมา

ศึกษาได้ เช่นเดียวกับยีน CCD4b ท่ีบริเวณแตกต่างสามารถแยกเฉพาะข้าวพันธุ์ก่ำน้อยออกจากข้าว

พันธุ์อื่น แต่ไม่สามารถแบ่งกลุ่มข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำออกจากกันได้  

(ภาคผนวก ข) 

  สำหรับอีก 11 ยีนนั้นมีบริเวณ SNP ท่ีสามารถแยกข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวออก

จากสีดำ ได้แก่ 1.) ยีน SDG8 พบ 1,253 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 355 ตำแหน่ง บริเวณยีน 

94 ตำแหน่ง และบริ เวณ  downstream 804 ตำแหน่ ง , 2.) ยีน  Or พบ 7 ตำแหน่ง บริ เวณ 

upstream, 3.) ยีน  CCD4a พบ 2 ตำแหน่ง บริ เวณ upstream, 4.) ยีน LCD_CCD1 พบ 127 

ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 75 ตำแหน่ง บริเวณยีน 5 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 47 

ตำแห น่ ง , 5.) ยีน  DnaJ พบ  6 ตำแหน่ ง  คื อบริ เวณ  upstream 2 ตำแหน่ ง  และบริ เวณ 

downstream 4 ตำแหน่ง, 6.) ยีน DnaJ10 พบ 1 ตำแหน่ง บริเวณ upstream 7.) ยีน MADS26 

พบ 45 ตำแหน่ ง บริ เวณ  downstream, 8.) ยีน  WDR_WD40 พบ 5 ตำแหน่ ง  คือบริ เวณ 

upstream 2 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 3 ตำแหน่ง , 9.) ยีน MYB_R2R3_C1 พบ 27 

ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 18 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 9 ตำแหน่ง , 10.) ยีน 

bHLH_B1 พบ 721 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 287 ตำแหน่ง บริเวณยีน 51 ตำแหน่ง และ

บริเวณ downstream 383 ตำแหน่ง และ 11.) ยีน bHLH_B2_Kala4 พบ 925 ตำแหน่ง คือบริเวณ 

upstream 324 ตำแหน่ง บริเวณยีน 86 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 515 ตำแหน่ง (ตาราง

ท่ี 7) 

  ยีนท่ีพบความแตกต่างแบบ InDel จำนวน 9 ยีน ได้แก่ 1.) ยีน SDG8 พบ 262 

ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 59 ตำแหน่ง บริเวณยีน 16 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 
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187 ตำแหน่ง , 2.) ยีน CCD4a พบ 2 ตำแหน่ง บริเวณ upstream, 3.) ยีน LCD_CCD1 พบ 34 

ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 23 ตำแหน่ง บริเวณยีน 2 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 9 

ตำแห น่ ง , 4.) ยีน  DnaJ พบ  3 ตำแหน่ ง  คื อบริ เวณ  upstream 2 ตำแหน่ ง  และบริ เวณ 

downstream 1 ตำแหน่ง , 5.) ยีน  MADS26 พบ 11 ตำแหน่ง บริเวณ downstream, 6.) ยีน 

WDR_WD40 พบ 3 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 2 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 1 

ตำแหน่ง, 7.) ยีน MYB_R2R3_C1 พบ 9 ตำแหน่ง คือบริเวณ upstream 6 ตำแหน่ง บริเวณยีน 1 

ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 2 ตำแหน่ง, 8.) ยีน bHLH_B1 พบ 113 ตำแหน่ง คือบริเวณ 

upstream 24 ตำแหน่ง บริเวณยีน 12 ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 77 ตำแหน่ง และ 9.) 

ยีน bHLH_B2_Kala4 พบ 129 ตำแหน่ง คือบริเวณ  upstream 53 ตำแหน่ง บริเวณยีน  19 

ตำแหน่ง และบริเวณ downstream 129 ตำแหน่ง (ตารางท่ี 7) 

 

ตารางที่ 7 สรุปผลการวิเคราะห์ความแตกต่างของลำดับเบสท่ีได้จากเทคนิค WGS ของยีนท่ีเกี่ยวข้อง
กับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

ลำดับ
ที่ 

ยีน 
(ชื่อย่อ) 

แบบ SNP แบบ InDel 

Upstream 
(ตำแหน่ง) 

Gene 
region 

(ตำแหน่ง) 

Downstream 
(ตำแหน่ง) 

Upstream 
(ตำแหน่ง) 

Gene 
region 

(ตำแหน่ง) 

Downstream 
(ตำแหน่ง) 

1 SDG8 355 94 804 59 16 187 

2 Or 7 - - - - - 

3 CCD4a 2 - - 2 - - 

4 CCD4b* - - - - - - 

5 LCD_CCD1 75 5 47 23 2 9 
6 DnaJ 2 - 4 2 - 1 
7 DnaJ10 1 - - - - - 

8 MADS26 - - 45 - - 11 

9 WDR_WD40 2 - 3 2 - 1 
10 MYB_R2R3_C1 18 - 9 6 1 2 

11 bHLH_B1 287 51 383 24 12 77 
12 bHLH_B2_Kala4 324 86 515 53 19 87 
13 bHLH_Rc* - - - - - - 

หมายเหตุ;  - คือ ไม่พบความแตกต่างที่สามารถแยกข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวออกจากสีดำได้ 

 * คือ ยีน bHLH_Rc ความแตกต่างสามารถแยกข้าวพันธ์ุปทุมธานี 1 ออกจากพันธ์ุอี่นได้ เช่นเดียวกับ

ยีน CCD4b ที่สามารถใช้ในการแยกข้าวพันธ์ุก่ำน้อยออกจากข้าวพันธ์ุอื่นได้แต่ไม่สามารถแบ่งกลุ่มได้ 
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  จากการศึกษาของ Lu et al. (2018) ท่ีได้ทำการศึกษาถึงตำแหน่ง TF binding 

site ของ CsMADS6 ท่ีเปล่ียนแปลงไปส่งผลต่อการแสดงออกของยีน PSY และ PDS ในวิถีการ

สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ และมีการศึกษาของ Sala et al. (2015) และ Tanaka et al. (2009) ท่ี

รายงานถึงความสมดุลของบริเวณ upstream และ downstream ท่ีพบว่ามีความสำคัญและส่งผลต่อ

บริเวณการทำงานของยีน 

 

 3.3 การออกแบบไพรเมอร์ 

  การออกแบบไพรเมอร์จะเลือกตำแหน่งของ SNP หรือ InDel ท่ีพบภายในยีนเป็น

อันดับแรก แต่หากไม่มีความแตกต่างในส่วนของยีนหรือหากในบริเวณยีนมีความแตกต่างท่ีกระจุกตัว

จนไม่สามารถออกแบบไพรเมอร์ได้ จึงจะออกแบบไพรเมอร์จากตำแหน่งท่ีอยู่ upstream หรือ 

downstream ท่ีขนาบข้างยีนไม่เกิน 50 กิโลเบส 

 การพัฒนาเครื่องหมายจากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีได้จากเทคนิค WGS ยีนท่ีจะ
ทำการออกแบบเครื่องหมายมีจำนวนท้ังส้ิน 22 ยีน จะเป็นการพัฒนาเครื่องหมายของยีนท่ียังไม่ได้
ออกแบบจากเทคนิค Transcriptome แต่เป็นยีนท่ีอยู่ในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จำนวน 9 ยีน
คื อ  phytoene synthase 1 (PSY1), phytoene synthase 2 (PSY2), phytoene synthase 3 
(PSY3), lycopene epsilon cyclase (LCYe), lycopene beta cyclase (LCYb), carotenoid 
epsilon-ring hydroxylase (CYP97C2 (Lut1)), phytoene desaturase (PDS), carotenoid 
isomerase (CrtISO) แ ล ะ  carotene beta-ring hydroxylase 3 (HYD3, BCH1) แ ล ะ ยี น ท่ี
เกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จำนวน 13 ยีน ได้แก่ SDG8, Or, CCD4a, CCD4b, 
LCD_CCD1 , DnaJ, DnaJ1 0 , MADS2 6 , WDR_WD4 0 , MYB_R2 R3 _C1 , bHLH_B1 , 
bHLH_B2_Kala4 และ bHLH_Rc 
  โดยยีนท่ีได้ทำการออกแบบไพรเมอร์จากผล WGS ได้เป็นจำนวน 22 ยีน 45 ชุดไพร

เมอร์ (ตารางท่ี 8 และ 9) ดังนี้ 
1. ยีน phytoene synthase 1 (PSY1)   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์
       InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
2. ยีน phytoene synthase 2 (PSY2)   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์
       InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
3. ยีน phytoene synthase 3 (PSY3)   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์
       InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
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4. ยีน lycopene epsilon cyclase (LCYe)     ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์
       InDel Primer จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
5. ยีน lycopene beta cyclase (LCYb)   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์
       InDel Primer  จำนวน 2 คู่ไพรเมอร์ 
6. ยีน carotenoid epsilon-ring hydroxylase  ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์
 (CYP97C2 (Lut1))       
7. ยีน phytoene desaturase (PDS)    ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์
       InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
8. ยีน carotenoid isomerase (CrtISO)   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 
9. ยีน carotene beta-ring hydroxylase 3   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 
 (HYD3, BCH1) 
10. ยีน R2R3-MYB transcription factor   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 

(MYB_R2R3_C1)      InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
11. ยีน MADS-box transcription factor 26   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 
 (MADS26)   
12. ยีน histone methyltransferase    ได้แก ่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 

(SET DOMAIN GROUP 8) (SDG8) (ccr1)  InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
13. ยีน DnaJ domain-containing protein  ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 
 (DnaJ) 
14. ยีน chaperone protein dnaJ (DnaJ10)   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 
15. ยีน R-type basic helix-loop-helix protein ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 

bHLH transcription factor (bHLH_B1)   InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
16. ยีน regulation of anthocyanin   ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 

pigmentation bHLH transcription factor  InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
 (bHLH_B2_Kala4) 

17. ยีน basic helix-loop-helix (bHLH) protein ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 
proanthocyanidin synthesis, rc - bHLH transcription factor (bHLH_Rc) 

18. ยีน WD domain (WDR_WD40)    ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 
transparent testa glabra 1 protein (TTG1 protein) 

19. ยีน 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 1 ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 
(NCED1) carotenoid-cleavage    InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
dioxygenase 4a (CCD4a) 

20. ยีน 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 2 ได้แก ่ T-ARMS Primer  จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ 
(NCED2) carotenoid-cleavage dioxygenase 4b, Zeaxanthin cleavage oxygenase (CCD4b) 
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21. ยีน lycopene cleave dioxygenase  ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์
   (LCD_CCD1)    InDel Primer  จำนวน 1 คู่ไพรเมอร์ 
22. ยีน orange (Or)    ได้แก่ T-ARMS Primer  จำนวน 1 ชุดไพรเมอร์ 

                  รวมเป็น 45 ชุดไพรเมอร์ 
 

โดยท่ีเป็นไพรเมอร์ T-ARMS จำนวน 22 ยีน 32 ชุดไพรเมอร์ ดังแสดงรายละเอียดในตาราง
ท่ี 8 และไพรเมอร์ InDel จำนวน 12 ยีน  13 คู่ไพรเมอร์ ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 9 

 
ตารางที่ 8 ไพรเมอร์ T-ARMS ท่ีออกแบบจากผล WGS 

Ge
ne

 

Ge
ne

 N
am

e 

Pos. Gene 
Pos. In 
Chro 

mosome 
Variant Primer Name Seq (5'-to-3') 

Ba
se

 c
al

l 

Pr
od

uc
t S

ize
 

(b
p)

 

PS
Y1

  

Os
06

g0
72

90
0 Chro.6(31,

051,590…3
1,056,312) 

c6p31044
535  

downstream 
= 7,055 bp  

PSY1-31044535-In-F AGGGGGGATCCAACCGAT T 267 

PSY1-31044535-In-R TGTTTTTTAGGTGATGTAGCATTATCTC G 300 

PSY1-31044535-Out-F ATCTTTCCCATCCAATGGACAT   
521 

PSY1-31044535-Out-R AGGATGGCCTATGAGAGCAGAT   

c6p31058
864  

Upstream 
2,552 bp  

PSY1-31058864-In-F AAGGAGGGAGTATATATATTATAAGAT T 245 

PSY1-31058864-In-R TATATGAATACATAATCATTTTTGAT A 280 

PSY1-31058864-Out-F TACCTATATTCTATCTCCGTTTT   
472 

PSY1-31058864-Out-R GTTTACTTCAATCCTACATCAA   

PS
Y2

 

Os
12

g0
62

64
00

 Chro.12(2
6780492…
26,783,59

4) 

c12p2679
6654  

Upstream = 
13,060 bp  

PSY2-26796654-In-F TTTGTGATTTTTTATCAAAATATAGTC C 301 

PSY2-26796654-In-R TCTTTACAACAAGATCTCACGTT A 220 

PSY2-26796654-Out-F TCTCTACAACGGATTTACTTCA   
471 

PSY2-26796654-Out-R TTAATAAAATGGGCCTTCC   

PS
Y3

 

Os
09

g0
55

55
0 Chro.9(22,

042,098…2
2,045048) 

c9p22034
823  

downstream 
= 7,275 bp  

PSY3-22034823-In-F CGAGGAGGAGGCCGTGCAGC C 233 

PSY3-22034823-In-R AAGCACTGCAGCGCGGCTGA T 365 

PSY3-22034823-Out-F CCACCTCCGCCACCCACCAC   
558 

PSY3-22034823-Out-R GTCCCTCCACCGCCTGCACG   

LC
Ye

 

Os
01

g0
58

13
00

 

chro.01:22
535013..2
2538645 

c1p22530
383 

Upstream = 
4630 bp  

LCYe-22530383-In-F TGTGCAACTTTTTTATTTGTG G 266 

LCYe-22530383-In-R TGAAAAAAATATCAAAAAAATAACAT A 347 

LCYe-22530383-Out-F TTATTAACGTAACATAGAAAAATCATT   
566 

LCYe-22530383-Out-R CAAATAATATATCCACGGATATCTA   

c1p22543
104  

downstream 
= 4459 bp  

LCYe-22543104-In-F TAGGGTCTCGGAAGACAACT T 268 

LCYe-22543104-In-R CCGCGAGAGTAATTAAACG  C 295 

LCYe-22543104-Out-F TGTTTTACACCGAGATGAGG    
524 

LCYe-22543104-Out-R ATAAACCAACACATCGTCCA   

LC
Yb

 

Os
02

g0
19

06
00

 

Chro.02:5
028576..5
030493 

c2p49974
11 

Downstream 
= 31165 bp  

LCYb-4997411-In-F CAATCATCATTTCAGTTCAGGATCTAG  G 318 

LCYb-4997411-In-R GTAGCTCCTCGCCGCCCCGT A 254 

LCYb-4997411-Out-F CACACACACGACACCCCTCG   
525 

LCYb-4997411-Out-R CTGAGAACTCGCCGACGACG   
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Ge
ne

 

Ge
ne

 N
am

e 
Pos. Gene 

Pos. In 
Chro 

mosome 
Variant Primer Name Seq (5'-to-3') 

Ba
se

 c
al

l 

Pr
od

uc
t S

ize
 

(b
p)

 

CY
P9

7C
2 

(L
ut

1)
  

Os
10

g0
54

66
00

 

Chro.10(2
1368384..
21373100) 

c10p2133
7180 

Upstream 
31204 bp  

CYP97C2-21337180-In-F GACCATCAAATTAAATATGAATACCC C 230 

CYP97C2-21337180-In-R TGTTTCAAAGAGAGGAGGAAAA  T 299 

CYP97C2-21337180-Out-F TCGTATGATGAAGTACCACATGA   
481 

CYP97C2-21337180-Out-R CTCCTCTCCTCCCGTTCTAA   

PD
S 

Os
03

g0
18

40
00

 

Chro.03:4,
410,090..4
,414,505 

c3p44034
05  

Upstream = 
6685 bp  

PDS-4403405-In-F AACTTGATAAATGGATATATGTT T 136 

PDS-4403405-In-R CTATATAGAAGTTACTTTAAAATCTG C 177 

PDS-4403405-Out-F TTCAGTCTCATCACAGATT   
264 

PDS-4403405-Out-R TCTTTCCTTATTAAGATTCAG   

c3p44125
97  

SNP_In 
intron  

PDS-4412597-In-F TGCATATGAGTAATTCTTCTGGTT  T 245 

PDS-4412597-In-R CGTAAGGTACTACTCCGGACAG  C 280 

PDS-4412597-Out-F GAGTTATCCATGCAGTGCATT    
472 

PDS-4412597-Out-R ATGCCATCTTAGAACCATGC    

M
YB

_R
2R

3_
C1

 

Os
06

g0
20

51
00

 

Chro.6: 
5,315,178-
5,316,875  

 
c6p5,311,
849  

SNP 
Upstream = 
3,329 bp 
(Black = G # 
White = A) 

MYB_C6P5311849_Inner-G-F TCCTTCACCTCAAGTGTGTG  G 364 

MYB_C6P5311849_Inner-A-R TACATTTAATACTACATGCATGGCT A 151 

MYB_C6P5311849_Outer-F GCATTTAAGCACCTGTCTCAG   
471 

MYB_C6P5311849_Outer-R CAGAAATCCGTCTGAGATTTTGAG   

c6p5,321,
614  

SNP 
Downstream 
= 4,739 bp 
(Black = T # 
White = C) 

MYB_C6P5321614_Inner-C-F CGATCACACGTAGAACGC C 135 

MYB_C6P5321614_Inner-T-R GTACTGCTGCCACCGAA T 102 

MYB_C6P5321614_Outer-F AGTAAATATGTAGCCCCGTCA   
202 

MYB_C6P5321614_Outer-R TCACCGATCGATCTCACA   

M
AD

S2
6 

Os
08

g0
11

27
00

 

Chro.8: 
679,358-
681,703 

c8p686,64
6  

SNP 
Downstream 
= 4,943 bp 
(KN = G # KY, 
RD MJU2, 
PTT1 = A) 

MADS26_C8P686646_Inner-A-F AAACCATTGGCGGATCTA A 202 

MADS26_C8P686646_Inner-G-R ACACCAATAAATCAATTTGCC G 175 

MADS26_C8P686646_Outer-F CGGGAACAACAACAACCT   

339 
MADS26_C8P686646_Outer-R AGCAGATGCAGTTTGTGAC   

SD
G8

 

Os
08

g0
24

44
00

 

Chro.8: 
8,811,774-
8,816,699 

c8p8,812,
834  

SNP in Gene 
(Black = T # 
White = G) 

SDG8_C8P8812834_Inner-T-F GGCATGCTTCACACACTAG T 177 

SDG8_C8P8812834_Inner-G-R GGATGTTTCTTTATTCTTCCTAAA G 134 

SDG8_C8P8812834_Outer-F GAGCACCATCCTGTCATTT   
268 

SDG8_C8P8812834_Outer-R TCATATGGTACGTGGGACA   

c8p 
8,815,189  

SNP in Gene 
(Black = T # 
White = C) 

SDG8_C8P8815189_Inner-C-F TCGTATTTGAACTACCATTTTGC C 106 

SDG8_C8P8815189_Inner-T-R CTCTTGAGTTGGAAGACAAGGA T 137 

SDG8_C8P8815189_Outer-F GACTTGTCTGGACACTTACATG   
198 

SDG8_C8P8815189_Outer-R AATGTTGGTGCCATGGG   

Dn
aJ

 

Os
05

g0
56

23
00

 Chro.5: 
27,972,29

1-
27,974,60

7 

c5p27,981
,490  

SNP Upstream 
= 6,883 bp 
(KN = C # RD 
MJU2, PTT1 = 
A) 

DnaJ_C5P27981490_Inner-C-F ACAATCGTGCAAGTTATCGC c 190 

DnaJ_C5P27981490_Inner-A-R AATCTGTGTAGTTCTGTTGGGGT A 254 

DnaJ_C5P27981490_Outer-F CCTGGAAGGACCAAGATCA   
401 

DnaJ_C5P27981490_Outer-R TCTGCTGGTCTTGGACCA   
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e 
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Pos. In 
Chro 

mosome 
Variant Primer Name Seq (5'-to-3') 

Ba
se

 c
al

l 

Pr
od

uc
t S

ize
 

(b
p)

 

Dn
aJ

10
 

Os
08

g0
52

26
00

 Chro.8: 
25,979,47

1-
25,984,01

7 

c8p25,994
,546  

SNP 
Downstream 
= 10,529 bp 
(KN = T # KY, 
RD MJU2, 
PTT1 = A)  

DnaJ10_C8P25994546_Inner-T-F AAAACGACGCTATATAATTGGCT T 184 

DnaJ10_C8P25994546_Inner-A-R GAAGAGGTTGCCTTCAGGTT A 150 

DnaJ10_C8P25994546_Outer-F TCAACTTTCGGCGCTG   

291 DnaJ10_C8P25994546_Outer-R 
  

TGCATCCATCCCCACA 
  

  

bH
LH

_B
1 

Os
04

g0
55

78
00

 Chro.4: 
27,949,38

4-
27,955,64

0 

c4p27,950
,862  

SNP in Gene 
(Black = T # 
White = C) 

bHLH_B1_C4P27950862_Inner-C-F TCCATCAATGGAGCTCCC C 208 

bHLH_B1_C4P27950862_Inner-T-R GTCGCCGCTTTAGCCA T 255 

bHLH_B1_C4P27950862_Outer-F GCGCCTTCTCTCTGACATG   
429 

bHLH_B1_C4P27950862_Outer-R ATCGGCGAGCTCTACAGC   

c4p27,953
,467  

SNP in Gene 
(Black = A # 
White = G) 

bHLH_B1_C4P27953467_Inner-A-F TTTCCAATGGGTACTATTACCCTA A 297 

bHLH_B1_C4P27953467_Inner-G-R GAATGAAATTTACCACCAGAAAAC G 395 

bHLH_B1_C4P27953467_Outer-F ACAACATCCAGAACATTCCG   
644 

bHLH_B1_C4P27953467_Outer-R CATTGGCTACACCCTTCGT   

bH
LH

_B
2_

Ka
la

4 

Os
04

g0
55

75
00

 Chro. 4: 
27,915,59

8-
27,939,82

4  

c4p27,932
,676  

SNP in Gene 
(Black = T # 
White = G)  

bHLH_B2_C4P27932676_Inner-T-F CATCGTTCCAAGTCAGAACTCTATAT T 180 

bHLH_B2_C4P27932676_Inner-G-R AATTCATACAATATGTATAAAACACTGCC G 243 

bHLH_B2_C4P27932676_Outer-F TCGCCGGACAGGAGAGAG   
368 

bHLH_B2_C4P27932676_Outer-R ATGAACCTATATGTTACTCCAACT   

c4p27,941
,082  

SNP 
Upstream = 
1,725 bp 
(Black = C # 
White = T) 

bHLH_B2_C4P27941082_Inner-T-F TTCGTGGGGAGGCCAAT T 230 

bHLH_B2_C4P27941082_Inner-C-R TGGAATCACAGGATATATATCG C 200 

bHLH_B2_C4P27941082_Outer-F ACCGCTGTCCCGTCCTC   
392 

bHLH_B2_C4P27941082_Outer-R ACCCATGGTACCAGGTATCAGT   

bH
LH

_R
c 

Os
07

g0
21

15
00

 

Chro.7: 
6,062,889-
6,069,317 

c7p6,061,
980  

SNP Upstream 
= 909 bp (KN, 
KY, RD MJU2 
= C # PTT1 = 
T)  

bHLH_Rc_C7P6061980_Inner-T-F ATAAGAAAACCTACTACTCCCGCT T 202 

bHLH_Rc_C7P6061980_Inner-C-R CTCAAAATCTCTTATATTATAGGCCG C 118 

bHLH_Rc_C7P6061980_Outer-F GTTGCTCGGTGTTTGTTAGTT   
270 

bHLH_Rc_C7P6061980_Outer-R GCAACGTTTGACCACTCG   

W
DR

_W
D4

0 

Os
02

g0
68

25
00

 Chro.2: 
27,906,28

9-
27,909,38

9 

c2p27,893
,803  

SNP 
Downstream 
= 12,709 bp 
(KN, RD MJU2 
= T # PTT1 = 
C)  

WDR_C2P27893803_Inner-T-F CGCCACGAGGACCTATTT T 155 

WDR_C2P27893803_Inner-C-R TTTGTGTCCGAACTTGACG C 218 

WDR_C2P27893803_Outer-F ACCACTTCATCGCCAACTTC   

337 
WDR_C2P27893803_Outer-R GTCGGCGTATCCTTCTTTGG   

c2p27,941
,745  

SNP 
Upstream = 
32,356 bp 
(Black = C # 
White = T) 

WDR_C2P27941745_Inner-C-F ATTAGTGTCCTGGAGATGTATGC C 208 

WDR_C2P27941745_Inner-T-R CGGAGTTCAGTCGCGA T 140 

WDR_C2P27941745_Outer-F GCATAGGTGTGTGGGTACG   
309 

WDR_C2P27941745_Outer-R ATCTGATTGCTGGGCAAG   

CC
D4

a_
NC

ED
1 

Os
02

g0
70

40
00

 Chro.2: 
29,026,07

0-
29,028,25

9 

c2p29,040
,115  

SNP 
Upstream = 
11,856 bp 
(Black = G # 
White = A) 

CCD4a_C2P29040115_Inner-G-F AGTGCAAAGTCTCCCAGAG G 225 

CCD4a_C2P29040115_Inner-A-R TTTTTCACAGATATACTGAATTTGTT A 332 

CCD4a_C2P29040115_Outer-F ACCTCTCTATGTAAAAGTGCA   
511 

CCD4a_C2P29040115_Outer-R TTTTCTATGGCAGGGTTCTT   

C C D 4 b _ N C E D 2 O s 1 2 g 0 4 3 5 2 0 0 Chro.12: c12p14,23 SNP in Gene CCD4b_C12P14232969_Inner-C-F ACTATAATACTTCTCTTATGACCACTC C 124 
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Ba
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 c
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l 

Pr
od

uc
t S

ize
 

(b
p)

 

14,232,90
3-

14,234,90
3 

2,969  (KN, = A # 
KY, RD 
MJU2, PTT1 
= C)   

CCD4b_C12P14232969_Inner-A-R CTTTCCAGCATTTGATTCAT A 378 

CCD4b_C12P14232969_Outer-F GATTGGATATCATCGATATAATTTAGC   
457 

CCD4b_C12P14232969_Outer-R  TGTGAAAAACCTTACCCACT    

c12p14,23
3,667  

SNP in Gene 
(KN, = C # 
KY, RD 
MJU2, PTT1 
= T)  

CCD4b_C12P14233667_Inner-T-F CGTGTGCAACATATTAAAGCT T 311 

CCD4b_C12P14233667_Inner-C-R GATGGTTTGAGGTGCATG C 263 

CCD4b_C12P14233667_Outer-F GCCATAGCGATTTTTGC   
537 

CCD4b_C12P14233667_Outer-R TTCGCTACAATGTCTTCCAA   

LC
D_

CC
D1

 

Os
12

g0
64

06
00

 

Chro.12: 
27,464,735-
27,472,036 

c12p27,47
0,789  

SNP in Gene 
(Black = G # 
White = A) 

LCD_C12P27470789_Inner-G-F GCAGCGGTATGTGTATTTCG G 132 

LCD_C12P27470789_Inner-A-R TCGCTATGCTGTTTAGAATCGT A 100 

LCD_C12P27470789_Outer-F TGCTTCCTGAATCACTTGACTC   
190 

LCD_C12P27470789_Outer-R TTCCTCTCACATTTCCCCC   

Cr
tIS

O 

Os
11

g0
57

27
00

 Chro.11: 
21,485,90

2-
21,490,09

4 

c11p21,48
5,572  

SNP 
Upstream = 
309 bp 
(Black = G # 
White = A)  

CrtISO_C11P21485572_Inner-G-F GCGCGGCTTTCGAGAGAGGTACTG G 177 

CrtISO_C11P21485572_Inner-A-R ACGGTGGCCGACGTGCCTTT A 240 

CrtISO_C11P21485572_Outer-F GAGTGAGACAAGCGGGTCGCCTTTT   
373 

CrtISO_C11P21485572_Outer-R CCATGGGCCCCGCTTTGC   

HY
D3

 

Os
03

g0
12

51
00

 

Chro.3: 
1,436,356-
1,439,198 

c3p1,390,
188  

SNP 
Downstream 
= 46,168 bp 
(Black = A # 
White = G)  

HYD3_C3P1390188_Inner-G-F CATAAGCTTGACTGTCCTTGG G 225 

HYD3_C3P1390188_Inner-A-R AAGTTCGGGCGTAAACATT A 180 

HYD3_C3P1390188_Outer-F CTTACGCTTGCGGTCCT   
366 

HYD3_C3P1390188_Outer-R TTCCAAGGCACCTTCGAG   

c3p1,456,
855  

SNP 
Upstream = 
17,657 bp 
(Black = A # 
White = G) 

HYD3_C3P1456855_Inner-G-F ATTAACTTTTATTCTCTAATAAGGTG G 225 

HYD3_C3P1456855_Inner-A-R CATATATCATAATAAGCCAAACAT  A 146 

HYD3_C3P1456855_Outer-F CTTGAATTTTTAAGTTGAATTTAAG   
323 

HYD3_C3P1456855_Outer-R CGTCTCGCTGTCGAC    

Or
 

Os
02

g0
65

13
00

 Chro.2: 
26,248,64
3-
26,251,98
0 

c2p26,254
,827 

SNP 
Upstream = 
2,847 bp 
(Black = C # 
White = T) 

Or_C2P26254827_Inner-T-F GCGCGCCGGTGAGCGTT T 238 

Or_C2P26254827_Inner-C-R AGGCGCCGGCCATGTCG C 163 

Or_C2P26254827_Outer-F CGCCGCCGCTCTGGTAGCC  
368 

Or_C2P26254827_Outer-R GGCTGAGCGGCTAGGCGG  

หมายเหตุ: Pos. In Chromosome คือ ตำแหน่งบนโครโมโซมที่พบการเปลี่ยนแปลงของลำดับเบส โดย c คือ 
โครโมโซม ตัวเลขต่อมา คือ แท่งที่ และ p คือ ตำแหน่งบนโครโมโซม  
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ตารางที่ 9 ไพรเมอร์ InDel ท่ีออกแบบจากผล WGS 

Gene 
Gene 
Name 

Pos. Gene 
Pos. In 

Chro 
mosome 

Variant Primer Name Seq (5'-to-3') 

Pr
od

uc
t S

ize
 

(b
p)

 

PSY1  
Os06g0
72900 

Chro.6(31,051,59
0…31,056,312) 

c6p31059
390  

Upstream 3,078 
bp  

PSY1-InDel63-F ACACCGTATCCGTATGTAGTGT 190 or 
1008  PSY1-InDel63-R TGATCCAGGGAAATGGTACTGT 

PSY2 
Os12g0
626400 

Chro.12(2678049
2…26,783,594) 

c12p2681
6157 

Upstream 
32,563 bp  

PSY2-InDel69-F CTCGGACATGGTTCACTTGT 687 or 
754 PSY2-InDel69-R TGGGATACTTACAAGGAAGCTCG 

PSY3 
Os09g0
55550 

Chro.9(22,042,09
8…22,045048) 

c12p2204
7220 

Upstream 2172 
bp  

PSY3-InDel60-F CTTACGCACGAGCTCCCG 
414 or 
474 PSY3-InDel60-R 

AGGTAGAGAGTATTTCTTGAAAT
GTGG 

LCYe 
Os01g0
581300 

chro.01:22535013
..22538645 

c1p22508
720 

Upstream 
26,293 bp   

LCYe-InDel62-104-F AGCTATGTGGCTAACTAGTTGCT 387 or 
429 LCYe-InDel62-104-R GCCCAAAGCCAAAAGAGAC 

LCYb 
Os02g0
190600 

Chro.02:5028576.
.5030493 

c2p49732
71 

Downstream 
55305 bp   

LCYb-InDel20-F CCCTCTCTGCTAGCTGTACG 320 or 
303 LCYb-InDel20-R GAGAGGATGGAAAGGAGCGG 

c2p50905
27 

Upstream 60034 
bp   

LCYb-InDel14-F TGTGCTAATGTTTCTAAGCA 464 or 
444 LCYb-InDel14-R GATTTAGTTGGTTCAAGTCTCT 

PDS 
Os03g0
184000 

Chro.03:4,410,09
0..4,414,505 

c3p44165
84  

Downstream = 
2079 bp  

PDS-InDel16-F GCCACGAAATATCTGAGAGGC 181 or 
197 PDS-InDel16-R AGGAGAGAGAGAAGCAGGAGA  

MYB_R2R3_
C1 

Os06g0
205100 

Chro.6: 
5,315,178-
5,316,875  

c6p5,316,
058  

Indel In Gene 
(deletion 10 bp 
in White) 

MYB_C6P5316058_10bp_F AGCTGGCTAACGCTAGACAA 
380 or 
370 MYB_C6P5316058_10bp_R TTGCTGTGTCGGTGTCGG 

SDG8 
Os08g0
244400 

Chro.8:8,811,774-
8,816,699 

c8p8,811,
160  

Indel 
Downstresm = 
614 bp (Insertion 
37 bp in white)  

SDG8_C8P8811160_37bp_F GCCAGGCCACAGTTCAACAT 
294 or 
257 SDG8_C8P8811160_37bp_R ACTTTCGGCGATCCCAGTTT 

bHLH_B1 
Os04g0
557800 

Chro.4:7,949,384-
27,955,640 

c4p27,952
,360  

Indel in Gene 
(deletion = 32 
bp in white) 

bHLH_B1_C4P27952360_32bp_F GCGCGCGATGGAATAGTTTT 211 or 
179 bHLH_B1_C4P27952360_32bp_R GAGGCTGCTAGCTGGTCAAC 

bHLH_B2_K
ala4 

Os04g0
557500 

Chro.4:27,915,59
8-27,939,824  

c4p27,931
,356  

Indel in Gene 
(deletion = 43 
bp in white) 

bHLH_B2_C4P27931356_43bp_F CAAGCACGCCACTCATGAAG 274 or 
231 bHLH_B2_C4P27931356_43bp_R ACTCGCATGCTCTCTCTCTC  

CCD4a_NCE
D1 

Os02g0
704000 

Chro.2:29,026,07
0-29,028,259 

c2p29,018
,733  

Indel 
Downstream = 
7,337 bp 
(insertion = 20 
bp in PTT)  

CCD4a_C2P29040115_20bp_F CCGATATAAGCGAAGTTGACG 

394 or 
378 CCD4a_C2P29040115_20bp_R AAACGGCCCAAGCTTTCAG 

LCD_CCD1 
Os12g0
640600 

Chro.12:27,464,7
35-27,472,036 

c12p27,46
4,843  

Indel in gene 
(deletion = 20 
bp in Black)  

LCD_C12P27464843_20bp_F AGAGAAGCAACGGATGTGTG 304 or 
284 LCD_C12P27464843_20bp_R TATGGCCTATGGGTATGGGG 

หมายเหตุ: Pos. In Chromosome คือ ตำแหน่งบนโครโมโซมที่พบการเปลี่ยนแปลงของลำดับเบส โดย c คือ 
โครโมโซม ตัวเลขต่อมา คือ แท่งที่ และ p คือ ตำแหน่งบนโครโมโซม  
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 3.4 การทดสอบเคร่ืองหมาย 

 ในการทดสอบเครื่องหมายท่ีได้ออกแบบชนิด T-ARMS Primer ในขั้นต้นท่ีอุณหภูมิ
แอนนีลล่ิงเท่ากัน 55 องศาเซลเซียส กับอัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer ต่อ inner เท่ากับ 1 : 0.5 
เช่นเดียวกับไพรเมอร์ชนิด InDel ท่ีเลือกใช้สภาวะอุณหภูมิแอนนีลล่ิงเท่ากัน 55 องศาเซลเซียส กับ
ตัวอย่างดีเอ็นเอจากข้าวพันธ์ปทุมธานี 1, กข-แม่โจ้ 2 และลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) 
เนื่องจากจำนวนไพรเมอร์ท่ีทำการทดสอบมีจำนวนมากและมีชนิดของการออกแบบท่ีแตกต่างกัน 
เพื่อให้ง่ายต่อการปรับสภาวะสำหรับไพรเมอร์แต่ละชุดไพรเมอร์ในขั้นแรกจึงได้เลือกใช้สภาวะ
เดียวกันกับท้ัง 45 ชุดไพรเมอร์ (ภาพท่ี 28)  
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ภาพที่ 28 ผลการทดสอบไพรเมอร์ T-ARMS และ InDel ท่ีออกแบบจากข้อมูล WGS อุณหภูมิ 
แอนนีลล่ิง 55 องศาเซลเซียส 
โดย L คือ 100 bp Plus DNA Ladder, F คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ), M คือ ข้าวพันธุ์ก่ำ

น้อย (พันธุ์ให้) และ H คือ ลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) ตามลำดับ size คือ ขนาดของแถบดี

เอ็นเอท่ีคาดหวัง * คือ ไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอตามท่ีคาดหวัง 

 

  จากผลการทดสอบไพรเมอร์ท้ัง 45 ชุดไพรเมอร์ท่ีอัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ outer 

ต่อ inner เท่ากับ 1 : 0.5 อุณหภูมิแอนนีลล่ิง 55 องศาเซลเซียส จะเห็นได้ว่ามีชุดไพรเมอร์ท่ีให้แถบดี

เอ็นเอตามท่ีคาดหวัง (ตารางท่ี 7 และ 8) จำนวน 12 ชุดไพรเมอร์ ของ 10 ยีน ได้แก่ 1.) ยีน PSY1 

ไพรเมอร์ PSY1_Downstream_7055 2.) ยีน PDS ไพรเมอร์ PDS_In_Intron 3.) ยีน CrtISO ไพร

เมอร์ CrtISO_Upstream_309 4.) ยีน LCYe ไพรเมอร์ LCYe_Downstream_4459 5.) ยีน LCYb 

ไพรเมอร์ LCYb_Downstream_55305 6.) ยีน CYP97C_Lut1 ไพรเมอร์ CYP97C_Lut1_ 
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Upstream_31204 7.) ยีน LCD_CCD1 ไพรเมอร์ LCD_CCD1_5’UTR 8.) ยีน B2_Kala4 ไพร

เมอร์ B2_Kala4_ In_Intron1 9.) ยีน B1 ไพรเมอร์ B1_ In_Intron2 และ 10.) ยีน SDG8 ไพรเมอร์ 

SDG8_ In_Intron1, SDG8_ In_exon1 และ SDG8_ In_exon3  

โดยยังมีพบชุดไพรเมอร์ท่ีไม่สามารถเพิ่มจำนวนของแถบดีเอ็นเอท่ีต้องการ จึงทำให้

ต้องมีการปรับสภาวะให้เหมาะสมกับการเพิ่มจำนวนของไพรเมอร์ ดังนี้ อัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ 

outer ต่อ inner เท่ากับ 1 : 0.5 และเพิ่มรอบการเพิ่มจำนวนจาก 35 รอบเป็น 50 รอบ และปรับ

อัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ Outer ต่อ Inner จาก 1 : 0.5 เป็น 0.5 : 1 และเพิ่มรอบการเพิ่มจำนวน

จาก 35 รอบเป็น 50 รอบ จำนวน 6 ชุดไพรเมอร์ คือ 1.) MADS26_Downstream_4943, 2.) 

WDR_WD40_Downstream_12709, 3.) WDR_WD40_ Upstream_32356, 4.) CCD4b_NCED2 

_3’UTR, 5.) CCD4b_ NCED2_Gene ex1 และ 6.) HYD3_Downstream_46168 หรืออัตราส่วน

ระหว่างไพรเมอร์ Outer ต่อ Inner เท่ากับ 1 : 0.5 และเพิ่มอุณหภูมิแอนนีลล่ิง จาก 55 องศา

เซลเซียส เป็น 60 องศาเซลเซียส จำนวน 2 ชุดไพรเมอร์ คือ 1.) DnaJ10_Downstream_10529 

และ 2.) CCD4a_NCED1_Upstream_11856 หรืออัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ Outer ต่อ Inner 

เท่ากับ 1 : 0.5 และลดอุณหภูมิแอนนีลล่ิง จาก 55 องศาเซลเซียส เป็น 50 องศาเซลเซียส จำนวน 3 

ชุดไพรเมอร์ คือ 1.) DnaJ_Upstream_6883, 2.) CCD4a_ NCED1_Downstream_20bp และ 3.) 

HYD3_ Upstream_17657 หรือปรับอัตราส่วนระหว่างไพรเมอร์ Outer ต่อ Inner จาก 1 : 0.5 

เป็น 0.5 : 1 หรือเพิ่มอุณหภูมิแอนนีลล่ิง จาก 55 องศาเซลเซียส เป็น 58 องศาเซลเซียส และเพิ่ม

จำนวน 50 รอบ จำนวน 3 ชุดไพรเมอร์ คือ 1.) WDR_ WD40_Downstream_12709, 2.) 

WDR_WD40_Upstream _32356 และ 3.) HYD3_ Downstream_46168  

  เนื่องจากการใช้อุณหภูมิแอนนีลล่ิงต่ำทำให้ไพรเมอร์สามารถเข้าคู่สมกับบริเวณท่ีไม่

ต้องการ จึงเกิดการเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอท่ีไม่ต้องการ (non-specific band) ดังนั้นเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ

แอนนีลล่ิง จึงทำให้กำจัดแถบดีเอ็นเอท่ีไม่ต้องการได้ (Medrano and de Oliveira, 2014) จากการ

ปรับสภาวะการเพิ่มจำนวนของแถบดีเอ็นเอตามท่ีได้กล่าวไปพบ 4 ชุดไพรเมอร์ของยีน 4 ยีน ท่ี

สามารถเพิ่มจำนวนให้แถบดีเอ็นเอท่ีตามคาดหวังได้ดังแสดงในภาพท่ี 29 ได้แก่ ยีน CCD4b, 

MADS26, HYD3 และ WDR_WD40 
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ภาพที่ 29 ผลการปรับสภาวะของไพรเมอร์ T-ARMS ท่ีออกแบบจากข้อมูล WGS 
โดย L คือ 100 bp Plus DNA Ladder, F คือ ข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ), M คือ ข้าวพันธุ์ก่ำ

น้อย (พันธุ์ให้) และ H คือ ลูกผสมรุ่น F1 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) ตามลำดับ size คือ ขนาดของแถบดี

เอ็นเอท่ีคาดหวัง * คือ แถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวัง 

 

 ผลจากการทดสอบไพรเมอร์ 45 ชุดไพรเมอร์ ท่ีออกแบบได้ พบว่า มี 16 ชุดไพร

เมอร์ท่ีสามารถใช้ในการแยกความแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุร์ับ) กับข้าวพันธุ์ก่ำนอ้ย 

(พันธุ์ให้) จากยีนจำนวน 14 ยีน ได้แก่ phytoene synthase 1 (PSY1), lycopene epsilon 

cyclase (LCYe), lycopene beta cyclase (LCYb), carotenoid epsilon-ring hydroxylase 

(CYP97C2 (Lut1)), phytoene desaturase (PDS), carotenoid isomerase (CrtISO), carotene 

beta-ring hydroxylase 3 (HYD3, BCH1), MADS-box transcription factor 26 (MADS26), R-

type basic helix-loop-helix protein หรือ bHLH transcription factor (bHLH_B1), 

regulation of anthocyanin pigmentation หรือ bHLH transcription factor 

(bHLH_B2_Kala4), WD domain (WDR_WD40) หรือ transparent testa glabra 1 protein 

(TTG1 protein), 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 2 หรือ carotenoid-cleavage 

dioxygenase 4b, zeaxanthin cleavage oxygenase (NCED2_CCD4b), lycopene cleave 

dioxygenase (LCD_CCD1) ได้ยีนละ 1 ชุดไพรเมอร์ และยีน histone methyltransferase (SET 

DOMAIN GROUP 8) (SDG8) (ccr1) จำนวน 3 ชุดไพรเมอร์ 
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4. เคร่ืองหมายที่ใชท้ดสอบกับประชากร F2 จำนวน 300 ต้น 

 จากการพัฒนาเครื่องหมายของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์และยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถี

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ท้ัง 3 วิธี ได้เครื่องหมายดังนี้  

  เครื่องหมาย RM ท่ีขนาบข้างยีนท่ีสามารถใช้แยกความแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์

ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) กับข้าวพันธุ์ก่ำน้อย (พันธุ์ให้) จำนวน 1 เครื่องหมาย คือ RM27970 ท่ีคัดเลือก

มาจากยีน OsZISO (ζ-carotene isomerase) 

  เครื่องหมายจากผลการวิ เคราะห์ลำดับเบส ท่ีได้จากเทคนิค transcriptome 

sequencing จำนวน 4 ยีน คือ ยีน ZDS, CYP97B2, ZISO และ CYP97A 

  เครื่องหมายจากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีได้จากเทคนิค WGS จำนวน 14 ยีน คือ 

ยีน PSY1, LCYe, LCYb, CYP97C2 (Lut1), PDS, CrtISO, HYD3 (BCH1), MADS26, SDG8 (ccr1), 

bHLH (B1), bHLH (B2_Kala4), WDR (WD40), NCED2 (CCD4b) และ LCD (CCD1) (ตารางท่ี 9) 

 โดยเครื่องหมายท่ีพัฒนาได้มีจำนวน 19 เครื่องหมาย ท่ีเป็นเครื่องหมายท่ีจำเพาะกับจำนวน 

18 ยีน ซึ่งยีนท้ัง 18 ยีนนี้ต้ังอยู่บนโครโมโซมจำนวน 10 แท่ง จากภาพท่ี 30 ได้แสดงตำแหน่งของยีน

บนโครโมโซมท้ัง 12 แท่ง ดังนี้ โครโมโซมท่ี 1 ยีน LCYe  โครโมโซมท่ี 2 ยีน CYP97B, LCYb, WD40 

และ CYP97A โครโมโซมท่ี 3 ยีน EHY และ PDS โครโมโซมท่ี 4 ยีน B1 และ B2 โครโมโซมท่ี 6 ยีน 

PSY1 โครโมโซมท่ี 1 ยีน  ZDS โครโมโซมท่ี 8 ยีน  MADS26 และ SDG8 โครโมโซมท่ี 10 ยีน 

CYP97C โครโมโซมท่ี 11 ยีน CrtISO โครโมโซมท่ี 12 ยีน ZISO, CCD4b และ LCD โดยยีนท้ัง 18 

ยีน ได้มีการกระจายอยู่ใน 10 โครโมโซม และไม่พบยีนใดบนโครโมโซมท่ี 5 และ 9 
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ภาพที่ 30 ตำแหน่งของยีนท้ัง 18 ยีนท่ีทำการทดสอบบนโครโมโซมท้ัง 12 แท่งในข้าว 
 โดย แถบสีน้ำเงิน คือ ตำแหน่งของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ แถบสีเขียว คือ ตำแหน่งของ
กลุ่มอื่น ๆ ท่ีเกี่ยวข้อง 
 

 ในตารางท่ี 10 ได้แสดงยีนท่ีทำการทดสอบในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น จากตารางจะ

เห็นว่าเครื่องหมายท่ีจำเพาะต่อยีน ZISO ได้ทำการทดสอบ 2 เครื่องหมาย คือ เครื่องหมายท่ีได้จาก 

RM และเครื่องหมายท่ีได้จากเทคนิค WGS และจำนวนยีนท่ีได้ทำการทดสอบเท่ากับ 18 ยีน แบ่งเป็น

ก ลุ่ม carotenoid biosynthetic pathway จำนวน  11 ยีน  ได้แก่  OsPSY1 , OsPDS, OsZISO, 

OsZDS, OsCrtISO, OsLCYe, OsLCYb, OsCYP97A (Lut5), OsCYP97B, OsCYP97C (Lut1) และ 

OsHYD3 (EHY) กลุ่ม methylation จำนวน 1 ยีน ได้แก่ OsSDG8 กลุ่ม cleavage จำนวน 2 ยีน 

ได้แก่ OsLCD (CCD1) และ OsNCED2 (CCD4b) กลุ่ม transcription factor จำนวน 4 ยีน ได้แก่ 

OsMADS26, OsWD40, OsB2 (Kala4) และ OsB1 ดังแสดงในภาพท่ี 31 

 



 99 

ตารางที่ 10 เครื่องหมายจำนวน 19 เครื่องหมายท่ีใช้ในการทดสอบกับประชากร F2 สำหรับยีน
จำนวน 300 ต้น จำนวน 18 ยีน 

กลุ่มยีน ที่ ยีน เคร่ืองหมาย การเปลี่ยนแปลง ชนิด พัฒนาจาก 

ca
ro

te
no

id
 b

io
sy

nt
he

tic
 p

at
hw

ay
 

1 PSY1 PSY1-c6p31044535 downstream 7,055 bp Tetra-Arms WGS 

2 PDS PDS-c3p4412597 in intron Tetra-Arms WGS 

3 ZISO 
RM27970 in exon 1 SSR RM 

ZISO-c12p12207440 in exon 4 Tetra-Arms RNA-Seq 

4 ZDS ZDS-c7p5648511 in exon 7 Tetra-Arms RNA-Seq 

5 CrtISO CrtISO-c11p21485572 upstream 309 bp Tetra-Arms WGS 

6 LCYe LCYe-c1p22543104 downstream 4,459 bp Tetra-Arms WGS 

7 LCYb LCYb-c2p4973271 downstream 55,305 bp InDel WGS 

8 CYP97A_Lut5 CYP97A-c2p35098348 in exon 4 Tetra-Arms RNA-Seq 

9 CYP97B CYP97B-c2p4000036 in exon 6 Tetra-Arms RNA-Seq 

10 CYP97C_Lut1 CYP97C2-c10p21337180 upstream 31,204 bp Tetra-Arms WGS 

11 HYD3 (EHY) HYD3-c3p1456855 upstream 17,657 bp Tetra-Arms WGS 

Methylation 12 SDG8 SDG8-c8p8811160 downstream 614 bp InDel WGS 

 cleavage 
13 LCD_CCD1 LCD-c12p27464843 in 5’UTR InDel WGS 

14 NCED2_CCD4b CCD4b-c12p14233667 in exon 1 Tetra-Arms WGS 

tra
ns

cr
ip

tio
n 

fa
ct

or
 

15 MADS26 MADS26-c8p686646 downstream 4,943 bp Tetra-Arms WGS 

16 WD40 WDR-c2p27941745 upstream 32,356 bp Tetra-Arms WGS 

17 B2_Kala4 bHLH-B2-c4p27931356 in intron 1 InDel WGS 

18 B1 bHLH-B1-c4p27953467 in intron 2 Tetra-Arms WGS 

หมายเหตุ; เครื่องหมาย คือ โดย c คือ โครโมโซม และ p คือ ตำแหน่งบนโครโมโซม 
  WGS       คือ เครื่องหมายที่พัฒนาได้จากเทคนิค Whole genome sequencing 
   RNA-Seq    คือ เครื่องหมายที่พัฒนาได้จากเทคนิค Transcriptome Sequencing 
   RM       คือ เครื่องหมาย RM ที่แสดงใน Supplementary Table 18 (McCouch et al., 2002) 
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ภาพที่ 31 เครื่องหมายท่ีออกแบบจากยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์และยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถี
การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 
โดยบริเวณ * สีแดง แสดงตำแหน่งของยีนท่ีได้ทำการทดสอบกับประชากร F2 จำนวน 300 ต้น 
จำนวน 18 ยีน 
 

5. การตรวจสอบจีโนไทป์ประชากร F2 ด้วยเคร่ืองหมายที่พัฒนาได้ 

 เครื่องหมาย RM27970 แยกข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) กับข้าวพันธุ์ก่ำน้อย (พันธุ์ให้) ท่ี

ได้จากบริเวณเอกซอน 1 ยีน OsZISO (ζ-carotene isomerase) ซึ่งยีนดังกล่าวมีเครื่องหมายจาก

เทคนิค Transcriptome Sequencing เช่นเดียวกัน และเมื่อนำมาทดสอบกับประชากร F2 พบว่า

เครื่องหมายท้ัง 2 เครื่องหมายให้ผลของจีโนไทป์แบบเดียวกันท้ัง 300 ต้น ดังนั้นในการวิเคราะห์ผล

ในการทดสอบจะทำการเลือกผลท่ีได้จากเทคนิค Transcriptome Sequencing เป็นตัวแทนของยีน 

OsZISO  

 นำเครื่องหมาย 18 เครื่องหมาย ท่ีจำเพาะกับยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

จำน วน  18 ยี น  ไ ด้ แก่  ยี น  ZDS, CYP97B2, ZISO, CYP97A, PSY1, LCYe, LCYb, CYP97C2 
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(Lut1), PDS, CrtISO, HYD3 (BCH1), MADS26, SDG8 (ccr1), bHLH (B1), bHLH (B2_Kala4), 

WDR (WD40), NCED2 (CCD4b) และ LCD (CCD1) ทดสอบในประชากร F2 ท่ีได้จากคู่ผสมระหว่าง 

ปทุมธานี 1 กับ ก่ำน้อย จำนวน 300 ต้น เพื่อตรวจสอบจีโนไทป์ของต้น F2 แต่ละต้น โดยต้นท่ีแสดง

แถบดีเอ็นเอเหมือนปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) จีโนไทป์เป็น Homozygous แทนด้วย PP, ต้นท่ีแสดงแถบ

ดีเอ็นเอเหมือนท้ังปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) และก่ำน้อย (พันธุ์ให้) จีโนไทป์เป็น Heterozygous แทนด้วย 

KP และต้นท่ีแถบดีเอ็นเอเหมือนก่ำน้อย (พันธุ์ให้) จีโนไทป์เป็น Homozygous แทนด้วย KK ซึ่งผล

การตรวจสอบจีโนไทป์ของประชากร F2 แสดงในตารางภาคผนวก ค  

 นำผลการตรวจสอบจีโนไทป์ของประชากร F2 จำนวน 300 ต้น ทดสอบไคสแควร์ (Chi-

square) เพื่อศึกษาการถ่ายทอดของเครื่องหมายดีเอ็นเอของแต่ละยีนว่าเป็นไปตามกฏของเมน

เดลหรือไม่ โดยจะทำการวิเคราะห์ทีละเครื่องหมายจากผลในประชากร F2 โดยมีสมมุติฐานอัตราส่วน

การกระจายตัวของเครื่องหมายคือ 1:2:1 (KK : KP : PP) (df = 2 ระดับนัยสำคัญ 0.05) หากค่า p-

value มากกว่า 0.05 ยอมรับสมมุติฐาน และค่า p-value ท่ีได้น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05 ปฎิเสธสม

มุติฐาน คือ อัตราส่วนการกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เป็น 1:2:1 (KK : KP : PP) 

 

 5.1 การศึกษาการถ่ายทอดของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์            

แคโรทีนอยด์ในประชากร F2 

  นำเครื่องหมายของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์มีจำนวน 11 ยีน ได้แก่ 

OsPSY1 , OsPDS, OsZISO, OsZDS, OsCrtISO, OsLCYe, OsLCYb, OsCYP9 7 A (Lut5 ), 

OsCYP97B, OsCYP97C (Lut1) และ OsHYD3 (EHY) ทดสอบกับประชากร F2 จำนวน 300 ต้น ได้

เป็นข้อมูลจีโนไทป์ของแต่ละต้นจากนั้นนำข้อมูลจีโนไทป์ท่ีได้ในแต่ละยีนมาทดสอบไคสแควร์ ด้วย

สมมุติฐานตามกฏข้อท่ี 1 ของเมนเดล คือ การกระจายตัวของเครื่องหมายมีอัตราส่วนจีโนไทป์เท่ากับ 

1 : 2 : 1 (KK : KP : PP) ท่ีค่า df = 2 ระดับนัยสำคัญ 0.05 ค่าไคสแควร์ในตาราง คือ 5.991 และค่า 

p-value มากกว่า 0.05 ดังนี้  

  ยีนท่ีควบคุมส่วนต้นของการสังเคราะห์แคโรทีน (carotenes) จำนวน 7 ยีน ได้แก่ 

ยีน OsPSY1, OsPDS, OsZISO, OsZDS, OsCrtISO, OsLCYe และ OsLCYb ให้ผลการทดสอบไคส

แควร์ของเครื่องหมายแต่ละเครื่องหมาย (ตารางท่ี 11) ดังนี้  
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  - ยีน OsPSY1 จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 58 : 153 : 89 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 6.527 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า p-value น้อย

กว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsPDS จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 79 : 177 : 44 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 17.887 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า p-value น้อย

กว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsZISO จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 76 : 153 : 71 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 0.287 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัว

ของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsZDS จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 66 : 176 : 58 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 9.444 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า p-value น้อย

กว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsCrtISO จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 63 : 161 : 76 (KK : KP 

: PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 2.740 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัว

ของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsLCYe จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 29 : 222 : 49 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 71.787 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า p-value น้อย

กว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsLCYb จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 72 : 152 : 76 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 0.160 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัว

ของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

 ยีนท่ีควบคุมส่วนท่ีสังเคราะห์แซนโทฟิลล์ (xanthophylls) จำนวน 4 ยีน ได้แก่ ยีน 

OsCYP97A (Lut5), OsCYP97B, OsCYP97C (Lut1) และ OsHYD3 (EHY) ให้ผลการทดสอบไคส

แควร์ของเครื่องหมายแต่ละเครื่องหมาย (ตารางท่ี 11) ดังนี้ 
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  - ยีน OsCYP97A (Lut5) จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 35 : 184 : 81 

(KK : KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 29.520 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า p-

value น้อยกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsCYP97B จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 65 : 160 : 75 (KK : 

KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 2.000 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การ

กระจายตัวของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsCYP97C (Lut1) จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 68 : 150 : 82 

(KK : KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 1.307 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การ

กระจายตัวของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsHYD3 (EHY) จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 46 : 180 : 74 (KK 

: KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 17.227 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า p-

value น้อยกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  สรุปผลการศึกษาการถ่ายทอดของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์

แคโรทีนอยด์จำนวน 11 ยีน ในประชากร F2 ท่ีมีการกระจายตัวของจีโนไทป์เป็นไปตามกฏข้อท่ี 1 

ของเมนเดล คือ มีอัตราส่วนจีโนไทป์เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP) จำนวน 5 ยีน ได้แก่ ยีนท่ี

ควบคุมส่วนต้นของการสังเคราะห์แคโรทีน (carotenes) 3 ยีน คือ ยีน OsZISO, OsCrtISO และ 

OsLCYb ยีนท่ีควบคุมส่วนท่ีสังเคราะห์แซนโทฟิลล์ (xanthophylls) 2 ยีน คือ ยีน OsCYP97B และ 

OsCYP97C (Lut1)  
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ตารางที่ 11 ผลการทดสอบไคสแควร์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรที
นอยด์ในประชากร F2 
สมมุติฐาน คือ มีอัตราส่วนจีโนไทป์เท่ากับ 1:2:1 (KK : KP : PP)  

กลุ่ม
ยีน 

เคร่ืองหมาย   
ดีเอ็นเอ/ยีน 

ข้อมูล 
จีโนไทป์ จำนวน

ประชากร
ทั้งหมด 

χ2 
p-value 

KK KP PP (1:2:1) 

ca
ro

te
ne

s 

PSY1 
ค่าสังเกต 58 153 89 300 

6.527 0.038 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

PDS 
ค่าสังเกต 79 177 44 300 

17.887 0.000 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

ZISO 
ค่าสังเกต 76 153 71 300 

0.287 0.866 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

ZDS 
ค่าสังเกต 66 176 58 300 

9.440 0.009 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

CrtISO 
ค่าสังเกต 63 161 76 300 

2.740 0.254 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

LCYe 
ค่าสังเกต 29 222 49 300 

71.787 0.000 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

LCYb 
ค่าสังเกต 72 152 76 300 

0.160 0.923 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

xa
nt

ho
ph

yll
s 

CYP97A_Lut5 
ค่าสังเกต 35 184 81 300 

29.520 0.000 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

CYP97B 
ค่าสังเกต 65 160 75 300 

2.000 0.368 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

CYP97C_Lut1 
ค่าสังเกต 68 150 82 300 

1.307 0.520 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

HYD3 (EHY) 
ค่าสังเกต 46 180 74 300 

17.227 0.000 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

(χ2 
df=2, 0.05 = 5.991) 

หมายเหตุ; p-value > 0.05 ยอมรับสมมุติฐาน และ p-value ≤ 0.05 ปฎิเสธสมมุติฐาน 
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 5.2 การศึกษาการถ่ายทอดของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีนที่ เก่ียวข้องกับวิถีการ

สังเคราะห์แคโรทีนนอยด์ในประชากร F2 

 นำเครื่องหมายของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ จำนวน 7 ยีน ได้แก่ 

กลุ่ม methylation จำนวน 1 ยีน ได้แก่ OsSDG8 กลุ่ม cleavage จำนวน 2 ยนี ได้แก่ OsLCD 

(CCD1) และ OsNCED2 (CCD4b) กลุ่ม transcription factor จำนวน 4 ยีน ได้แก่ OsMADS26, 

OsWD40, OsB2 (Kala4) และ OsB1 มาทดสอบกับประชากร F2 จำนวน 300 ต้น ได้ข้อมูลจีโนไทป์

ของแต่ละต้น จากนั้นนำข้อมูลจีโนไทป์ท่ีได้ในแต่ละยีนมาทดสอบไคสแควร์ด้วยสมมุติฐานตามกฏข้อ

ท่ี 1 ของเมนเดล คือ การกระจายตัวของเครื่องหมายมีอัตราส่วนจีโนไทป์เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : 

PP) ท่ีค่า df = 2 ระดับนัยสำคัญ 0.05 ค่าไคสแควร์ในตาราง คือ 5.991 และค่า p-value มากกว่า 

0.05 (ตารางท่ี 12) ดังนี้  

 ยีนกลุ่ม methylation จำนวน 1 ยีน OsSDG8 ให้ผลของเครื่องหมายในจีโนไทป์แต่

ละแบบดังนี้ 

  - ยีน OsSDG8 จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 74 : 141 : 85 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 1.887 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัว

ของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

 ยีนกลุ่ม cleavage จำนวน 2 ยีน OsLCD (CCD1) และ OsNCED2 (CCD4b) ให้ผล

ของเครื่องหมายในจีโนไทป์แต่ละแบบดังนี้ 

  - ยีน OsLCD (CCD1) จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 78 : 147 : 75 (KK 

: KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 0.180 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การ

กระจายตัวของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsNCED2 (CCD4b) จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 40 : 211 : 

49 (KK : KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 50.153 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า 

p-value น้อยกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

 ยี น ก ลุ่ม  transcription factor จำน วน  2 ยี น  OsMADS26 , OsWD40 , OsB2 

(Kala4) และ OsB1 ให้ผลของเครื่องหมายในจีโนไทป์แต่ละแบบดังนี้ 
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  - ยีน OsMADS26 จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 52 : 154 : 94 (KK : 

KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 11.973 ซึ่งมากกว่าค่าไคสแควร์ในตารางและค่า p-value 

น้อยกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัวของเครื่องหมายไม่เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsWD40 จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 75 : 155 : 70 (KK : KP 

: PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 0.500 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัว

ของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsB2 (Kala4) จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 74 : 158 : 68 (KK 

: KP : PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 1.093 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การ

กระจายตัวของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  - ยีน OsB1 จำนวนจีโนไทป์แต่ละแบบท่ีพบคือ 77 : 154 : 69 (KK : KP : 

PP) มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 0.640 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น การกระจายตัว

ของเครื่องหมายเท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP)  

  สรุปผลการศึกษาการถ่ายทอดของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการ

สังเคราะห์แคโรทีนอยด์จำนวน 7 ยีน ในประชากร F2 ท่ีมีการกระจายตัวของจีโนไทป์เป็นไปตามกฏ

ข้อท่ี 1 ของเมนเดล คือ มีอัตราส่วนจีโนไทป์เท่ากับ 1 : 2 : 1 (KK : KP : PP) จำนวน 5 ยีน ได้แก่ 

กลุ่ม methylation จำนวน 1 ยีน คือ ยีน OsSDG8 กลุ่ม cleavage จำนวน 1 ยีน คือ ยีน OsLCD 

(CCD1) และกลุ่ม  transcription factor จำนวน 3 ยีน คือ ยีน OsWD40 , OsB2 (Kala4) และ 

OsB1 

  จากการศึกษาการถ่ายทอดของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโร

ทีนอยด์และยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ ในประชากร F2 พบเครื่องหมายดีเอ็นเอ

ท่ีการกระจายตัวของจีโนไทป์ไม่เป็นไปตามกฏข้อท่ี 1 ของเมนเดล คือ มีอัตราส่วนจีโนไทป์ไม่เท่ากับ 

1 : 2 : 1 (KK : KP : PP) ซึ่งอาจจะเกิดจากพันธุ์ข้าวท่ีนำมาผสมเพื่อสร้างประชากร F2 นั้นมีฐาน

พันธุกรรมท่ีแตกต่างกัน โดยข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 นั้นเป็นข้าวพันธุ์ปลูกมีการแตกกอสูงและเมล็ดเรียว

ยาว สำหรับข้าวพันธุ์ก่ำน้อยนั้นเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองมีการแตกกอต่ำและเมล็ดส้ัน จึงทำให้การเข้าคู่

การของโครโมโซมคู่เหมือนนั้นไม่แนบสนิทกัน ส่งผลให้เครื่องหมายดีเอ็นเอบางยีนไม่เป็นไปตามกฏ

ข้อท่ี 1 ของเมนเดล โดยได้มีการศึกษาก่อนหน้านี้เกี่ยวกับการถ่ายทอดท่ีไม่เป็นไปตามกฏของเมนเดล 

(non-Mendelian) ในประชากรข้าวท่ีได้จากการผสมพันธุ์ป่าผสมกับข้าวพันธุ์ปลูก โดยมีบริเวณ
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ตำแหน่งของ qHMS7 ท่ีประกอบด้วยยีน ORF2 ทำให้เกสรตัวผู้เป็นหมันและ ORF3 ป้องกันการเป็น

หมัน พบว่า ในประชากรทุกต้นจะมียีน ORF3 เป็นยีนเด่นจึงไม่เป็นหมัน ซึ่งอาจจะเกิดจากการ

คัดเลือกในระยะการพัฒนาของเมล็ด แต่ยีน ORF2 นั้นพบการกระจายของจีโนไทป์ท้ัง 3 แบบ (Yu 

et al., 2018) 

 

ตารางที่ 12 การทดสอบไคสแควร์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แค
โรทีนอยด์ในประชากร F2 
สมมุติฐาน คือ มีอัตราส่วนจีโนไทป์เท่ากับ 1:2:1 (KK : KP : PP) 

กลุ่มยีน 
เคร่ืองหมาย    
ดีเอ็นเอ/ยีน 

ข้อมูล 
จีโนไทป์ จำนวน

ประชากร
ทั้งหมด 

χ2 
p-value 

KK KP PP (1:2:1) 

methylation SDG8 
ค่าสังเกต 74 141 85 300 

1.887 0.389 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

 cl
ea

va
ge

 LCD_CCD1 
ค่าสังเกต 78 147 75 300 

0.180 0.914 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

NCED2_CCD4b 
ค่าสังเกต 40 211 49 300 

50.153 0.000 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

tra
ns

cri
pt

ion
 fa

ct
or

 

MADS26 
ค่าสังเกต 52 154 94 300 

11.973 0.003 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

WD40 
ค่าสังเกต 75 155 70 300 

0.500 0.779 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

B2_Kala4 
ค่าสังเกต 74 158 68 300 

1.093 0.579 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

B1 
ค่าสังเกต 77 154 69 300 

0.640 0.726 
ค่าคาดหมาย 75 150 75 300 

(χ2 
df=2, 0.05 = 5.991) 

หมายเหตุ; p-value > 0.05 ยอมรับสมมุติฐาน และ p-value ≤ 0.05 ปฎิเสธสมมุติฐาน 

 PP คือ เหมือนปทุมธานี 1 (พันธ์ุรับ) จีโนไทป์เป็น Homozygous  

 KP คือ เหมือนปทุมธานี 1 (พันธ์ุรับ) และก่ำน้อย (พันธ์ุให้) จีโนไทป์เป็น Heterozygous 
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 KK คือ เหมือนก่ำน้อย (พันธ์ุให้) จีโนไทป์เป็น Homozygous  

6. การวิเคราะห์ปริมาณของสารลูทีนและซีแซนทีนด้วยเทคนิค HPLC 

 6.1 การสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curves) 

  - การสร้างกราฟมาตรฐานสารลูทีน (lutein) 

   เตรียมสารละลายมาตรฐานลูทีน (C40H56O2, AR grade, Sigma-Aldrich, 

Fluka, USA) อยู่ในช่วง 1.00 – 50.00 มิลลิกรัมต่อลิตร (ความเข้มข้น 0 – 10 ppm) จากนั้นนำไป

วิเคราะห์หาปริมาณสารลูทีนด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) และตรวจวัด

ด้วยโฟโตไดโอดอาเรย์ ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ได้พื้นท่ีใต้พีคแล้วนำมาสร้างกราฟมาตรฐาน

ของสารละลายท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้กราฟมาตรฐานดังแสดงในภาพท่ี 32 

     

 

ภาพที่ 32 กราฟมาตรฐานสารลูทีน (lutein) ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 
 

จากกราฟมาตรฐานท่ีได้จากการทดลอง สมการท่ีได้เท่ากับ 

y = 114.3x (R² = 0.9998) 

   จากนั้นทำการแทนค่าพื้นท่ีใต้พีค (y) ท่ีได้จากการวิเคราะห์หาปริมาณสาร 

ลูทีนในแต่ละตัวอย่างในสมการดังกล่าว เพื่อหาความเข้มข้น (x) ของแต่ละตัวอย่าง โดยจะรายงานผล

ในหน่วยมิลลิกรัมของสารลูทีนต่อข้าวกล้อง 100 กรัม 
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  - การสร้างกราฟมาตรฐานสารซีแซนทีน (zeaxanthin) 

   เตรียมสารละลายมาตรฐานซีแซนทีน (C40H56O2, AR grade, Sigma-

Aldrich, Fluka, USA) อยู่ในช่วง 1.00 – 50.00 มิลลิกรัมต่อลิตร (ความเข้มข้น  0 – 10 ppm) 

จากนั้นนำไปวิเคราะห์หาปริมาณสารซีแซนทีน ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

(HPLC) และตรวจวัดด้วยโฟโตไดโอดอาเรย์ ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร ได้พื้นท่ีใต้พีคแล้วนำมา

สร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้กราฟมาตรฐานดังแสดงในภาพท่ี 33 

 

 

ภาพที่ 33 กราฟมาตรฐานสารซีแซนทีน (zeaxanthin) ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร 

 

จากกราฟมาตรฐานท่ีได้จากการทดลอง สมการท่ีได้เท่ากับ 

y = 47.331x (R² = 0.9995) 

   จากนั้นทำการแทนค่าพื้นท่ีใต้พีค (y) ท่ีได้จากการวิเคราะห์หาปริมาณสาร 

ซีแซนทีนในแต่ละตัวอย่างในสมการดังกล่าว เพื่อหาความเข้มข้น (x) ของแต่ละตัวอย่าง โดยจะ

รายงานผลในหน่วยมิลลิกรัมของสารลูทีนต่อข้าวกล้อง 100 กรัม 
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 6.2 การวิเคราะห์ปริมาณของสารลูทีนในประชากร F2  

  หลังจากทำการเก็บเมล็ด F3 ท่ีได้จากการปลูกประชากร F2 ในฤดูนาปี พ.ศ. 2562 

(กรกฏาคม-ธันวาคม) จำนวน 300 ต้น นำเมล็ดแก่ท่ีได้มาทำการกะเทาะเปลือกประมาณ 5 กรัมต่อ

ตัวอย่าง พร้อมกับเมล็ดข้าวกล้องพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) และก่ำน้อย (พันธุ์ให้) ท่ีปลูกในฤดูและ

โรงเรือนเดียวกันไปวิเคราะห์ปริมาณสารลูทีนด้วยเทคนิค HPLC ท่ีรายงานเป็นมิลลิกรัมของสาร      

ลูทีนต่อข้าวกล้อง 100 กรัม พบว่า เมล็ดข้าวกล้องของข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) มีสารลูทีน 

0.000 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และข้าวพันธุ์ก่ำน้อย (พันธุ์ให้) มีสารลูทีน 0.444 มิลลิกรัมต่อ 100 

กรัม ผลการหาปริมาณลูทีนในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น พบว่า ปริมาณสารลูทีนในประชากร F2 

มีการกระจายตัวแบบระฆังคว่ำโค้งเบ้ขวา (skewed to right) มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.383 มิลลิกรัมต่อ 

100 กรัม โดยในประชากร F2 มีสารลูทีนค่าสูงสุดเป็น 1.527 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และต่ำสุดเป็น 

0.017 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ภาพท่ี 34) 

 

 

 

ภาพที่ 34 ฮีลโทแกรมปริมาณสารลูทีนในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น 
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 6.3 ผลการวิเคราะห์ปริมาณของสารซีแซนทีนในประชากร F2 

  หลังจากทำการเก็บเมล็ด F3 ท่ีได้จากการปลูกประชากร F2 ในฤดูนาปี พ.ศ. 2562 

(กรกฏาคม-ธันวาคม) จำนวน 300 ต้น นำเมล็ดแก่ท่ีได้มาทำการกะเทาะเปลือกประมาณ 5 กรัมต่อ

ตัวอย่าง พร้อมกับเมล็ดข้าวกล้องพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) และก่ำน้อย (พันธุ์ให้) ท่ีปลูกในฤดูและ

โรงเรือนเดียวกันไปวิเคราะห์ปริมาณสารซีแซนทีนด้วยเทคนิค HPLC ท่ีรายงานเป็นมิลลิกรัมของสาร

ซีแซนทีนต่อข้าวกล้อง 100 กรัม พบว่า เมล็ดข้าวกล้องของข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 (พันธุ์รับ) มีสาร      

ซีแซนทีน0.000 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และข้าวพันธุ์ก่ำน้อย (พันธุ์ให้) มีสารซีแซนทีน 0.124 

มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ผลการหาปริมาณซีแซนทีนในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น พบว่า ค่าปริมาณ

ซีแซนทีนในประชากร F2 มีการกระจายตัวแบบระฆังคว่ำโค้งเบ้ขวา (skewed to right) มีค่าเฉล่ีย

เท่ากับ 0.181 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม โดยในประชากร F2 มีสารซีแซนทีนสูงสุดเป็น 0.734 มิลลิกรัม

ต่อ 100 กรัม และต่ำสุดเป็น 0.000 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ภาพท่ี 35) 

 

 

 

ภาพที่ 35 ฮีลโทแกรมปริมาณสารซีแซนทีนในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น 
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 จากการวิเคราะห์ปริมาณสารในประชากร F2  พบต้นท่ีมีปริมาณสารลูทีนหรือซีแซนทีนสูง

กว่าพันธุ์ให้คือพันธุ์ก่ำน้อย โดยในประชากร F2  มีสารลูทีนค่าสูงสุดเป็น 1.527 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม 

และมีสารซีแซนทีนสูงสุดเป็น 0.734 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม อาจเป็นผลจากความดีเด่นเหนือพ่อแม่ 

(Heterosis) สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีได้ทดสอบข้าวสายพันธุ์แก้ความเป็นหมันของละอองเกสร (R) ท่ี

เป็นสายพันธุ์แก้ความเป็นหมันท่ีได้พัฒนามาจากข้าวไทยจำนวน 7 คู่ผสม พบว่าท้ัง 7 คู่ผสมท่ีมีความ

ดีเด่นเหนือพันธุ์มาตรฐาน (RDH3) มากกว่า 15 เปอร์เซ็นต์ (วีรชัย et al., 2562) 

 

7. การหาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารลูทีนกับเคร่ืองหมายที่พัฒนาในประชากร F2   

 7.1 การวิเคราะห์อิทธิพลความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารลูทีนกับเคร่ืองหมายที่พัฒนา

ในประชากร F2 

  ในการทดสอบนี้เป็นการวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey เพื่อหาอิทธิพลความสัมพันธ์

ร่วมกันระหว่างปริมาณสารลูทีนกับเครื่องหมายท่ีพัฒนา จำนวน 18 ยีน เป็นเครื่องหมายของยีนในวิถี

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์มีจำนวน 11 ยีน แบ่งเป็น ยีนท่ีควบคุมส่วนต้นของการสังเคราะห์แคโรทีน 

(carotenes) จำนวน 7 ยีน ได้แก่ ยีน OsPSY1, OsPDS, OsZISO, OsZDS, OsCrtISO, OsLCYe 

และ OsLCYb ยีนท่ีควบคุมส่วนท่ีสังเคราะห์แซนโทฟิลล์ (xanthophylls) จำนวน 4 ยีน OsCYP97A 

(Lut5), OsCYP97B, OsCYP97C (Lut1) และ OsHYD3 (EHY)  โดยให้จีโนไทป์ดังนี้ PP คือ เหมือน

พันธุ์รับ (ปทุมธานี 1) KP คือ เหมือนพันธุ์รับ (ปทุมธานี 1) และพันธุ์ให้ (ก่ำน้อย) KK คือ เหมือนพันธุ์

ให้ (ก่ำน้อย) ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value=0.05)  พบว่า มี 9 ยีน ไม่มีความ

แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p>0.05) ดังรายละเอียดในตารางท่ี 13 แสดงว่าจีโนไทป์ของ

เครื่องหมาย  ดีเอ็นเอของยีนเหล่านี้ ไม่สามารถการแบ่งกลุ่มค่าเฉล่ียของปริมาณสารลูทีนได้หรือ

ปริมาณสารลูทีนใน จีโนไทป์แต่ละกลุ่มมีค่าไม่ต่างกัน ได้แก่ ยีน OsPSY1, OsPDS, OsZISO, OsZDS, 

OsCrtISO, OsLCYe, OsCYP97A (Lut5), OsCYP97C (Lut1) และ OsHYD3 (EHY) 

    โดยมี 2 ยีน ท่ีมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ท่ีระดับความ

เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการแบ่งกลุ่มจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมายมีอย่างน้อย 1 กลุ่มท่ีมีค่าเฉล่ีย

ของปริมาณสารลูทีนแตกต่างกัน คือ ยีน OsLCYb จีโนไทป์ PP เท่ากับ 0.330 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม 

จีโนไทป์ KP เท่ากับ 0.433 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และจีโนไทป์ KK เท่ากับ 0.331 มิลลิกรัมต่อ 100 

กรัม เมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าจีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม A คือ จีโนไทป์ KP จีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ใน



 113 

กลุ่ม B คือ จีโนไทป์ PP และจีโนไทป์ KK ซึ่งยีนดังกล่าวเป็นยีนท่ีควบคุมส่วนต้นของการสังเคราะห์

แคโรทีน (carotenes) และยีน OsCYP97B จีโนไทป์ PP เท่ากับ 0.317 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม จีโน

ไทป์ KP เท่ากับ 0.419 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และจีโนไทป์ KK เท่ากับ 0.369 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม 

เมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าจีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม A คือ จีโนไทป์ KK และจีโนไทป์ KP จีโนไทป์

ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม B คือ จีโนไทป์ PP และจีโนไทป์ KK (ตารางท่ี 13) แต่อย่างไรก็ตามปริมาณของสารลู

ทีนในกลุ่มต้นท่ีมีจีโนไทป์ PP (ต้นแม่/พันธุ์รับ) ไม่มีความแตกต่างกับกลุ่มท่ีมีจีโนไทป์ KK (ต้นพ่อ/

พันธุ์ให้) ดังนั้นจึงสรุปว่าไม่พบอิทธิพลความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารลูทีนกับยีนในวิถีการ

สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 

ตารางที่  13 การวิเคราะห์ ANOVA ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนในวิถีการสังเคราะห์           
แคโรทีนอยด์ในประชากร F2 กับปริมาณสารลูทีน 

กลุ่ม
ยีน 

เคร่ืองหมาย  ดี
เอ็นเอ/ยีน 

จีโน
ไทป์ 

จำนวน
ประชากร 

ปริมาณสารลูทีน  
(มิลลิกรัม/100 กรัม) กลุ่ม p-value 

ค่าเฉลี่ย SD 

ca
ro

te
ne

s 

PSY1 
KK 58 0.361 0.053 A 

0.676ns KP 153 0.380 0.078 A 
PP 89 0.401 0.085 A 

PDS 
KK 79 0.376 0.061 A 

0.969ns KP 177 0.385 0.076 A 
PP 44 0.382 0.102 A 

ZISO 
KK 76 0.399 0.093 A 

0.237ns KP 153 0.397 0.078 A 
PP 71 0.334 0.050 A 

ZDS 
KK 66 0.340 0.057 A 

0.051ns KP 176 0.415 0.090 A 
PP 58 0.333 0.044 A 

CrtISO 
KK 63 0.418 0.068 A 

0.052ns KP 161 0.399 0.089 A 
PP 76 0.318 0.047 A 
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กลุ่ม
ยีน 

เคร่ืองหมาย  ดี
เอ็นเอ/ยีน 

จีโน
ไทป์ 

จำนวน
ประชากร 

ปริมาณสารลูทีน  
(มิลลิกรัม/100 กรัม) กลุ่ม p-value 

ค่าเฉลี่ย SD 

LCYe 
KK 29 0.384 0.068 A 

0.693ns KP 222 0.389 0.077 A 
PP 49 0.352 0.071 A 

LCYb 
KK 72 0.331 0.074 B 

0.005* KP 152 0.433 0.082 A 
PP 76 0.330 0.053 B 

xa
nt

ho
ph

yll
s 

CYP97A_Lut5 
KK 35 0.358 0.042 A 

0.220ns KP 184 0.404 0.088 A 
PP 81 0.344 0.060 A 

CYP97B 
KK 65 0.369 0.083 AB 

0.025* KP 160 0.419 0.086 A 
PP 75 0.317 0.039 B 

CYP97C_Lut1 
KK 68 0.326 0.056 A 

0.101ns KP 150 0.411 0.093 A 
PP 82 0.378 0.056 A 

HYD3 (EHY) 
KK 46 0.404 0.070 A 

0.773ns KP 180 0.374 0.070 A 
PP 74 0.390 0.092 A 

หมายเหตุ; ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  มากกว่าหรือเท่ากับ  0.05 คือ ไม่แตกต่าง 
  ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  น้อยกว่า    0.05 คือ แตกต่าง  
  อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 แทนด้วย *   
 PP คือ เหมือนพันธ์ุรับ (ปทุมธานี 1) มีจีโนไทป์แบบ Homozygous  
 KP คือ เหมือนพันธ์ุรับ (ปทุมธานี 1) และพันธ์ุให้ (ก่ำน้อย) มีจีโนไทป์แบบ Heterozygous  
 KK คือ เหมือนพันธ์ุให้ (ก่ำน้อย) มีจีโนไทป์แบบ Homozygous  
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  เครื่องหมายของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์มีจำนวน 7 ยีน 

ได้แก่ กลุ่ม methylation จำนวน 1 ยีน ได้แก่ OsSDG8 กลุ่ม cleavage จำนวน 2 ยีน ได้แก่  

OsLCD (CCD1 ) และ  OsNCED2  (CCD4b) ก ลุ่ม  transcription factor จำนวน  4 ยีน  ไ ด้แก่  

OsMADS26, OsWD40, OsB2 (Kala4) และ OsB1 ทำการวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey ท่ีระดับ

ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value=0.05) ดังแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 14 พบว่า มี 4 ยีน ไม่

มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p>0.05) แสดงว่าจีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน

เหล่านี้ไม่สามารถแบ่งกลุ่มค่าเฉล่ียของปริมาณสารลูทีนได้หรือปริมาณสารลูทีนในจีโนไทป์แต่ละกลุ่ม

มีค่าไม่ต่างกัน ได้แก่ ยีน OsSDG8, OsLCD (CCD1), OsMADS26 และ OsWD40 

    โดยมี 3 ยีน ท่ีมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ท่ีระดับความ

เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการแบ่งกลุ่มจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมายมีอย่างน้อย 1 กลุ่มท่ีมีค่าเฉล่ีย

ของปริมาณสารลูทีนแตกต่างกัน คือ ยีน OsNCED2 (CCD4b) จีโนไทป์ PP เท่ากับ 0.293 มิลลิกรัม

ต่อ 100 กรัม จีโนไทป์ KP เท่ากับ 0.402 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และจีโนไทป์ KK เท่ากับ 0.388 

มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม เมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าจีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม A คือ จีโนไทป์ KK 

และ KP จีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม B คือ จีโนไทป์ KK และ PP ซึ่งไม่สามารถแยกจีโนไทป์ท้ัง 3 แบบ

ออกจากกันได้ สำหรับยีน OsB2 (Kala4) จีโนไทป์ PP เท่ากับ 0.182 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม จีโน

ไทป์ KP เท่ากับ 0.407 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และจีโนไทป์ KK เท่ากับ 0.514 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม 

เมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าจีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม A คือ จีโนไทป์ KK จีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม B 

คือ จีโนไทป์ KP และจีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม C คือ จีโนไทป์ PP และยีน OsB1 จีโนไทป์ PP เท่ากับ 

0.184 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม จีโนไทป์ KP เท่ากับ 0.407 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และจีโนไทป์ KK 

เท่ากับ 0.511 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม เมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าจีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม A คือ จี

โนไทป์ KK จีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม B คือ จีโนไทป์ KP และจีโนไทป์ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม C คือ จีโนไทป ์PP 

(ตารางท่ี 14) ซึ่งการจัดกลุ่มดังกล่าวเป็นการจัดกลุ่มแยกจีโนไทป์ท้ัง 3 แบบ ออกจากกันและ

เรียงลำดับจากกลุ่มข้าวท่ีมีปริมาณสารลูทีนต่ำ คือ PP สารลูทีนต่ำกลาง คือ KP และสารลูทีนสูง คือ 

KK แสดงให้เห็นว่ายีน OsB2 (Kala4) และ OsB1 มีอิทธิพลสัมพันธ์กับปริมาณสารลูทีน 
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ตารางที่ 14 การวิเคราะห์ ANOVA ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการ
สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ในประชากร F2 กับปริมาณสารลูทีน 

กลุ่มยีน 
เคร่ืองหมาย    
ดีเอ็นเอ/ยีน 

จีโน
ไทป์ 

จำนวน
ประชากร 

ปริมาณสารลูทีน 
(มิลลิกรัม/100 กรัม) กลุ่ม p-value 

ค่าเฉลี่ย SD 

Methylation SDG8 
KK 74 0.411 0.074 A 

0.586ns KP 141 0.376 0.075 A 
PP 85 0.369 0.077 A 

 cl
ea

va
ge

 LCD_CCD1 
KK 78 0.403 0.085 A 

0.466ns KP 147 0.388 0.075 A 
PP 75 0.350 0.067 A 

NCED2_CCD4b 
KK 40 0.388 0.077 AB 

0.040* KP 211 0.402 0.080 A 
PP 49 0.293 0.046 B 

tra
ns

cri
pt

ion
 fa

ct
or

 

MADS26 
KK 52 0.346 0.087 A 

0.564ns KP 154 0.389 0.065 A 
PP 94 0.392 0.085 A 

WD40 
KK 75 0.343 0.051 A 

0.287ns KP 155 0.404 0.077 A 
PP 70 0.377 0.096 A 

B2_Kala4 
KK 74 0.514 0.103 A 

0.000* KP 158 0.407 0.061 B 
PP 68 0.182 0.019 C 

B1 
KK 77 0.511 0.099 A 

0.000* KP 154 0.407 0.062 B 
PP 69 0.184 0.020 C 

หมายเหตุ; ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  มากกว่าหรือเท่ากับ  0.05 คือ ไม่แตกต่าง 
  ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  น้อยกว่า    0.05 คือ แตกต่าง  
  อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 แทนด้วย *   
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  การหาอิทธิพลความสัมพันธ์ร่วมกันระหว่างปริมาณสารลูทีนกับเครื่องหมายท่ีพัฒนา 

ด้วยการวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey จากจำนวนยีนท่ีได้ทำการทดสอบเท่ากับ 18 ยีน มี 2 ยีน ท่ีมี

ความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ยีน 

OsB2 (Kala4) และยีน OsB1 เป็นยีนท่ีอยู่ในกลุ่ม transcription factor ซึ่งอยู่ในกลุ่ม MBW (MYB–

bHLH–WDR) protein complexes (Xu et al., 2015) ท่ีคาดว่าจะทำหน้าท่ีควบคุมการแสดงออก

ของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ 

 

 7.2 การวิเคราะหห์าความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารลูทีนกับเคร่ืองหมายที่พัฒนาใน

ประชากร F2 

  ผลจากการวิเคราะห์อิทธิพลความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารลูทีนกับเครื่องหมาย

ของยีนจำนวน 18 ยีน ท่ีพัฒนาในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น จากนั้นทำการวิเคราะห์หา

ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายกับปริมาณสารลูทีนด้วยการวิเคราะห์สมการถดถอย (regression 

analysis) โด ย วี ธี  simple regression เพื่ อ ห า สั ม ป ร ะ สิ ท ธิ์ ก า ร ตั ด สิ น ใจ  (coefficient of 

determination: R square: R2) พบว่า มี 2 ยีน ให้ค่า R2 ในช่วงมากกว่า 1.00 แต่น้อยกว่า 10.00 

เปอร์เซ็นต์ คือ OsCrtISO และ OsNCED2 (CCD4b) และยีนท่ีให้ค่า R2  ในช่วงมากกว่า 10.00 

เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ยีน คือ OsB2 (Kala4) และ OsB1 (ตารางท่ี 15) และเมื่อทำการวิเคราะห์หา

ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายกับปริมาณสารลูทีนด้วยการวิเคราะห์สมการถดถอย (regression 

analysis) โดยวีธี multiple regression ของท้ัง 18 เครื่องหมายท่ีพัฒนาได้กับปริมาณสารลูทีนพบ

ว่าให้ค่า R2 เท่ากับ 23.07 เปอร์เซ็นต์  

  หากวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ด้วยวิธี multiple regression ของเครื่องหมายท่ีมีค่า 

R2 จาก  simple regression มากกว่า 1 เปอร์ เซ็น ต์  จำนวน 4 ยีน  คือ  OsCrtISO, OsNCED2 

(CCD4b), OsB2 (Kala4) และ OsB1 ได้ค่า R2 เท่ากับ 19.20 เปอร์เซ็นต์ และหากวิเคราะห์เพียง 2 

ยีน คือ OsB2 (Kala4) และ OsB1 ได้ค่า R2 เท่ากับ 17.30 เปอร์เซ็นต์ จากผลความสัมพันธ์เหล่านี้จึง

สามารถให้ข้อเสนอแนะดังนี้ หากจะนำเครื่องหมายดีเอ็นเอเหล่านี้ไปใช้ในการช่วยคัดเลือกต้นท่ีมี

ปริมาณสารลูทีนสูงสามารถใช้เพียง OsB2 (Kala4) หรือ OsB1 เครื่องหมายเดียวก็พอ 
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ตารางที่ 15 ค่าสหสัมพันธ์ (R-sq หรือ R2) ระหว่างเครื่องหมายจำเพาะกับยีนกับปริมาณสารลูทีน 
โดยวีธี simple regression 

กลุ่มยีน 
ลำดับ

ท่ี 
ยีน การเปลี่ยนแปลง 

ชนิดของ
เคร่ืองหมาย 

ค่า Regression 
(R-sq หรือ R2) 
(เปอร์เซ็นต์) 

ca
ro

te
no

id
 b

io
sy

nt
he

tic
 p

at
hw

ay
 

1 PSY1 downstream 7,055 bp T-ARMS 0.26 

2 PDS in intron T-ARMS 0.01 

3 ZISO in exon 4 T-ARMS 0.67 

4 ZDS in exon 7 T-ARMS 0.00 

5 CrtISO* upstream 309 bp T-ARMS 1.66 

6 LCYe downstream 4,459 bp T-ARMS 0.14 

7 LCYb downstream 55,305 bp InDel 0.00 

8 CYP97A_Lut5 in exon 4 T-ARMS 0.20 

9 CYP97B in exon 6 T-ARMS 0.52 

10 CYP97C_Lut1 upstream 31,204 bp T-ARMS 0.36 

11 HYD3 (EHY) upstream 17,657 bp T-ARMS 0.01 

Methylation 12 SDG8 downstream 614 bp InDel 0.29 

cleavage 
13 LCD_CCD1 in 5’UTR InDel 0.47 

14 NCED2_CCD4b* in exon 1 T-ARMS 1.08 

tra
ns

cr
ip

tio
n 

fa
ct

or
 

15 MADS26 downstream 4,943 bp T-ARMS 0.26 

16 WD40 upstream 32,356 bp T-ARMS 0.20 

17 B2_Kala4** in intron 1 InDel 17.13 

18 B1** in intron 2 T-ARMS 16.99 

หมายเหตุ:  *  คือ เครื่องหมายของยีนที่ให้ค่า R2 ในช่วงมากกว่า 1.00 แต่น้อยกว่า 10.00 เปอร์เซ็นต์ 

  ** คือ เครื่องหมายของยีนที่ให้ค่า R2 ในช่วงมากกว่า 10.00 เปอร์เซ็นต์ 
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  ค่า R2 ท่ีได้จากการทดสอบพบว่ายีน OsB2 (Kala4) และ OsB1 ท่ีอยู่ ในกลุ่ม 

transcription factor นั้นให้ค่าสูงสุดคือ 17.13 และ 16.99 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ซึ่งเป็นค่าแสดงให้

เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายกับปริมาณสารลูทีน แต่ท้ังสองยีนไม่มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับ

การสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ แต่พบว่าเกี่ยวข้องกับสีของเย่ือหุ้มเมล็ดซึ่งก็มีการศึกษาปริมาณสารลูทีน

ในข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีต่าง ๆ พบว่า ข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำมีสารลูทีนสูงกว่าสีอื่น ๆ (รัชนี และ ริญ

, 2555) 

 โดยทียีน OsB2 (Kala4) และ OsB1 เป็นยีนท่ีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับสีเย่ือหุ้มเมล็ด ดังนั้นใน

การทดลองต่อไปจึงศึกษาความสัมพันธ์ของสีเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนในประชากร F2 

 

8. สีของเยื่อหุ้มเมล็ดและปริมาณสารลูทีนและซีแซนทีนในประชากร F2  

 นำเมล็ดข้าวกล้อง F3 มาเก็บข้อมูลสีของเย่ือหุ้มเมล็ดท่ีสังเกตุได้ด้วยตาเปล่า ซึ่งสามารถแบ่ง

สีของเย่ือหุ้มเมล็ดได้เป็น 2 แบบ คือ  

  แบบท่ี 1 แบ่งได้ 2 กลุ่ม โดยกำหนดให้ ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด เป็น 0 และมีสี

เย่ือหุ้มเมล็ด เป็น 1  

  แบบท่ี 2 แบ่งได้ 3 กลุ่ม โดยกำหนดให้ เยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว (white 

pericarp) เป็น 0 เยื่อหุ้มเมล็ดสีน้ำตาล (brown pericarp) เป็น 1 และเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ (black 

pericarp) เป็น 2  
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 8.1 การศึกษาการกระจายตัวของฟีโนไทป์ของสีเยื่อหุ้มเมล็ด 

 แบบท่ี 1 แบ่งได้ 2 กลุ่ม โดยกำหนดให้ ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด เป็น 0 และมีสีเย่ือหุ้มเมล็ด 

เป็น 1 จากการทดสอบไคสแควร์เพื่อศึกษาการแบ่งกลุ่มของสีเย่ือหุ้มเมล็ดว่าเป็นไปตามสมมุติฐาน

หรือไม่ สมมุติฐานอัตราส่วนของฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดคือ 3:1 (มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด) 

พบว่าจำนวนฟีโนไทป์แต่ละแบบคือ 231 : 69 (มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด) มีผลการทดสอบ

ไคสแควร์เท่ากับ 1.717 มีค่าน้อยกว่าค่าไคสแควร์ในตาราง คือ 3.841 และค่า p-value มากกว่า 

0.05 ดังนั้น คือ อัตราส่วนของฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็น 3:1 (มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด) 

(ตารางท่ี 16) เป็นไปตามกฏข้อท่ี 1 ของเมนเดล 

 

ตารางที่ 16 การทดสอบไคสแควร์การกระจายตัวของสีเย่ือหุ้มเมล็ดแบ่งเป็น 2 กลุ่มในประชากร F2 
สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนของฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดคือ 3:1 (มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด)  

ข้อมูล 
สีเยื่อหุ้มเมล็ด จำนวนประชากร

ทั้งหมด 

χ2 
p-value 

มีสี ไม่มีสี (9:3:4) 

ค่าสังเกต 231 69 300 
1.717 0.424 

ค่าคาดหมาย 225 75 300 

(χ2 
df=1, 0.05 = 3.841) 

 

  แบบท่ี 2 แบ่งได้ 3 กลุ่ม โดยกำหนดให้ เย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว (white pericarp) เป็น 0 

เยื่อหุ้มเมล็ดสีน้ำตาล (brown pericarp) เป็น 1 และเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ (black pericarp) เป็น 2  

จากการทดสอบไคสแควร์เพื่อศึกษาการแบ่งกลุ่มของสีเยื่อหุ้มเมล็ดว่าเป็นไปตามสมมุติฐานหรือไม่ 

สมมุ ติฐานอัตราส่วนของฟีโนไทป์ สีของเยื่อหุ้มเมล็ดมีการทำงานแบบ recessive epistasis 

(Rahman et al., 2013) มีอัตราส่วนสีเย่ือหุ้มเมล็ด 9:3:4 (สีดำ : สีน้ำตาล : สีขาว) พบว่าจำนวนฟีโน

ไทป์แต่ละแบบคือ 177 สีดำ : 54 สีน้ำตาล : 69 สีขาว มีผลการทดสอบไคสแควร์เท่ากับ 0.973 มีค่า

น้อยกว่าค่าไคสแควร์ในตาราง คือ 5.991 และค่า p-value มากกว่า 0.05 ดังนั้น อัตราส่วนของฟีโน

ไทป์สีของเย่ือหุ้มเมล็ดเป็น 9:3:4 (สีดำ : สีน้ำตาล : สีขาว) (ตารางท่ี 17) 
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ตารางที่ 17 การทดสอบไคสแควร์การกระจายตัวของสีเย่ือหุ้มเมล็ดแบ่งเป็น 3 กลุ่มในประชากร F2 
สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนของฟีโนไทป์สีของเย่ือหุ้มเมล็ดคือ 9:3:4 (สีดำ : สีน้ำตาล : สีขาว) 

ข้อมูล 
สีเยื่อหุ้มเมล็ด จำนวนประชากร

ทั้งหมด 

χ2 
p-value 

ดำ น้ำตาล ขาว (9:3:4) 

ค่าสังเกต 177 54 69 300 
0.973 0.615 

ค่าคาดหมาย 168.75 56.25 75 300 

(χ2 
df=2, 0.05 = 5.991) 

 

  จากการจัดกลุ่มของการกระจายตัวของสีเยื่อหุ้มเมล็ดท้ัง 2 แบบ พบว่ายอมรับ

สมมุติฐานท้ังการแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดคือ 3:1 (มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด) และ

การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีของเยื่อหุ้มเมล็ดคือ 9:3:4 (สีดำ : สีน้ำตาล : สีขาว) ดังนั้นในการคำนวนการ

วิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey เพื่อหาอิทธิพลความสัมพันธ์ร่วมกันของฟีโนไทป์ระหว่างสีเย่ือหุ้มเมล็ด

กับปริมาณสารลูทีนหรือซีแซนทีน และหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบสเปีนร์แมน (spearman 

rank correlation coefficient หรือ spearman’S rho) เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างสีของเยื่อหุ้ม

เมล็ดกับปริมาณสารลูทีนหรือซีแซนทีนจึงได้เลือกทำการวิเคราะห์ท้ัง 2 แบบ 
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 8.2 การวิเคราะห์อิทธิพลความสัมพันธ์ของการแบ่งกลุ่มของฟีโนไทป์ระหว่างสีเยื่อหุ้ม

เมล็ดกับปริมาณสารลูทีนในประชากร F2 

  การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดแบบท่ี 1 คือ 3:1 (มีสีเยื่อหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเยื่อ

หุ้มเมล็ด) เมื่อนำค่าปริมาณสารลูทีนไปวัดการกระจายของข้อมูลด้วยแผนภาพกล่อง จะเห็นได้ว่าค่า

ปริมาณสารลูทีนท่ีพบในแต่ละสีของเย่ือหุ้มเมล็ดนั้นมีการกระจายตัวของท้ัง 2 กลุ่ม โดยปริมาณสารลู

ทีนสูงสุดและต่ำสุดในแต่ละกลุ่ม คือ ข้าวท่ีมีสีเยื่อหุ้มเมล็ดมีปริมาณสารลูทีนอยู่ท่ี 0.238 – 0.596 

มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และข้าวท่ีไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ดมีปริมาณสารลูทีนอยู่ท่ี 0.081 – 0.228 มิลลิกรัม

ต่อ 100 กรัม (ภาพท่ี 36) ผลการวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey เพื่อหาอิทธิพลความสัมพันธ์ร่วมกัน

ของฟีโนไทป์ระหว่างสีเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีน การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดแบบท่ี 1 

คือ มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด พบว่ามีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ท่ี

ระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดมีอย่างน้อย 1 กลุ่มท่ีมี

ค่าเฉล่ียของปริมาณสารลูทีน โดยเมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าสามารถแบ่งเป็นกลุ่มท่ีมีสีเยื่อหุ้ม

เมล็ดจัดอยูในกลุ่ม A ค่าเฉล่ียปริมาณสารลูทีนเท่ากับ 0.444 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และกลุ่มท่ีไม่มีสี

เย่ือหุ้มเมล็ดจัดอยูในกลุ่ม B ค่าเฉล่ียปริมาณสารลูทีนเท่ากับ 0.178 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ตารางท่ี 

18)  

 

 

ภาพที่ 36 แผนภาพกล่องแสดงปริมาณสารลูทีนในประชากร F2 ตามกลุ่มมีสีและไม่มีสีของเย่ือหุ้ม
เมล็ด 
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  การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดแบบท่ี 2 คือ 9:3:4 (สีดำ : สีน้ำตาล : สีขาว) 

เมื่อนำค่าปริมาณสารลูทีนไปวัดการกระจายของข้อมูลด้วยแผนภาพกล่อง จะเห็นได้ว่าค่าของปริมาณ

สารลูทีนท่ีพบในแต่ละสีของเยื่อหุ้มเมล็ดนั้นมีการกระจายตัวของท้ัง 3 กลุ่ม โดยปริมาณสารลูทีนสูง

สุดและต่ำสุดในแต่ละกลุ่ม คือ ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวมีปริมาณสารลูทีนอยู่ท่ี 0.081– 0.228 

มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีน้ำตาลมีปริมาณสารลูทีนอยู่ท่ี 0.205 – 0.479 มิลลิกรัม

ต่อ 100 กรัม และข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำมีปริมาณสารลูทีนอยู่ท่ี 0.318 – 0.764 มิลลิกรัมต่อ 100 

กรัม (ภาพท่ี 37) ผลการวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey เพื่อหาอิทธิพลความสัมพันธ์ร่วมกันของฟีโน

ไทป์ระหว่างสีเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีน การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดแบบท่ี 2 คือ สีดำ : 

สีน้ำตาล : สีขาว พบว่ามีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 

เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าการแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดมีอย่างน้อย 1 กลุ่มท่ีมีค่าเฉล่ียของปริมาณ

สารลูทีน โดยเมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าข้าวท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม A คือ ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ

ค่าเฉล่ียปริมาณสารลูทีนเท่ากับ 0.464 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีน้ำตาล

ค่าเฉล่ียปริมาณสารลูทีนเท่ากับ 0.376 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ข้าวที่จัดอยู่ในกลุ่ม B คือ ข้าวท่ีมีเยื่อ

หุ้มเมล็ดสีขาวค่าเฉล่ียปริมาณสารลูทีนเท่ากับ 0.178 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ตารางท่ี 18)  

 

 

ภาพที่ 37 แผนภาพกล่องแสดงปริมาณสารลูทีนในประชากร F2 ตามกลุ่มสีของเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว สี
น้ำตาล และสีดำ 
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ตารางที่ 18 การวิเคราะห์ ANOVA ระหว่างสีเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนในประชากร F2 

การจัดกลุ่ม สีเยื่อหุ้มเมล็ด 
จำนวน

ประชากร 

ปริมาณสาร  
(มิลลกิรัม/100 กรัม) กลุ่ม p-value 
ค่าเฉลี่ย SD 

แบบท่ี 1 
มีสี 231 0.444 0.076 A 

0.000* 
ไม่มีสี 69 0.178 0.019 B 

แบบท่ี 2 
ดำ 177 0.464 0.083 A 

0.000* น้ำตาล 54 0.376 0.046 A 
ขาว 69 0.178 0.019 B 

หมายเหตุ; ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  มากกว่าหรือเท่ากับ  0.05 คือ ไม่แตกต่าง 

  ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  น้อยกว่า    0.05 คือ แตกต่าง 

  อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 แทนด้วย * 

 

  เมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่ม พบว่า ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำและข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสี

น้ำตาลมีปริมาณสารลูทีนอยู่ในกลุ่มเดียวกัน และอยู่คนละกลุ่มกับข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว จึงน่าจะ

อนุมานได้ว่าการแบ่งกลุ่มสีเยื่อหุ้มเมล็ดแบบมีสีและไม่มีสีมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารลูทีนมากกว่า

การแบ่งกลุ่มแบบ 3 สี เนื่องจากกลุ่มเย่ือหุ้มเมล็ดมีสีให้ค่าปริมาณสารลูทีนไม่แตกต่างกันในข้าวท่ีมี

เย่ือหุ้มเมล็ดสีดำและสีน้ำตาล  

 

 8.3 การวิเคราะห์อิทธิพลความสัมพันธ์ของการแบ่งกลุ่มของฟีโนไทป์ระหว่างสีเยื่อหุ้ม

เมล็ดกับปริมาณสารซีแซนทีนในประชากร F2 

  การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดแบบท่ี 1 คือ 3:1 (มีสีเยื่อหุ้มเมล็ด : ไม่มีสีเยื่อ

หุ้มเมล็ด) เมื่อนำค่าปริมาณสารซีแซนทีนไปวัดการกระจายของข้อมูลด้วยแผนภาพกล่อง จะเห็นได้ว่า

ค่าของปริมาณสารซีแซนทีนท่ีพบในแต่ละสีของเยื่อหุ้มเมล็ดนั้นมีการกระจายตัวของท้ัง 2 กลุ่ม ไม่

สามารถจัดกลุ่มออกจากกันได้ โดยปริมาณสารซีแซนทีนสูงสุดและต่ำสุดในแต่ละกลุ่ม คือ ข้าวท่ีมีสี

เย่ือหุ้มเมล็ดมีปริมาณสารซีแซนทีนอยู่ท่ี 0.099 – 0.276 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และข้าวท่ีไม่มีสีเยื่อ

หุ้มเมล็ดมีปริมาณสารซีแซนทีนอยู่ ท่ี 0.039 – 0.246 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ภาพท่ี 38) ผลการ

คำนวนการวิเคราะห์ ANOVA วิธี Tukey เพื่อหาอิทธิพลความสัมพันธ์ร่วมกันของฟีโนไทป์ระหว่างสี
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เย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารซีแซนทีน การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดแบบท่ี 1 คือ มีสีเยื่อหุ้ม

เมล็ด : ไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (p>0.05) ท่ีระดับความ

เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าไม่สามารถการแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดจากค่าเฉล่ียของ

ปริมาณสารซีแซนทีน โดยเมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่ากลุ่มท่ีมีสีเย่ือหุ้มเมล็ดค่าเฉล่ียปริมาณสารซี

แซนทีนเท่ากับ 0.188 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และกลุ่มท่ีไม่มีสีเย่ือหุ้มเมล็ดค่าเฉล่ียปริมาณสารซีแซ

นทีนเท่ากับ 0.159 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ตารางท่ี 19)  

 

 

ภาพที่ 38 แผนภาพกล่องแสดงปริมาณสารซีแซนทีนในประชากร F2 ตามกลุ่มมีสีและไม่มีสีของเย่ือ
หุ้มเมล็ด 
 

  การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเยื่อหุ้มเมล็ดแบบท่ี 2 คือ 9:3:4 (สีดำ : สีน้ำตาล : สีขาว) 

เมื่อนำค่าปริมาณสารซีแซนทีนไปวัดการกระจายของข้อมูลด้วยแผนภาพกล่อง จะเห็นได้ว่าค่าของ

ปริมาณสารซีแซนทีนท่ีพบในแต่ละสีของเยื่อหุ้มเมล็ดนั้นมีการกระจายตัวของท้ัง 3 กลุ่ม ไม่สามารถ

จัดกลุ่มออกจากกันได้ โดยปริมาณสารซีแซนทีนสูงสุดและต่ำสุดในแต่ละกลุ่ม คือ ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ด

สีขาวมีปริมาณสารซีแซนทีนอยู่ท่ี 0.039– 0.246 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ข้าวที่มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีน้ำตาล

มีปริมาณสารซีแซนทีนอยู่ท่ี 0.132 – 0.289 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำมี

ปริมาณสารซีแซนทีนอยู่ท่ี 0.094 – 0.094 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ภาพท่ี 39) การแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์
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สีเย่ือหุ้มเมล็ดแบบท่ี 2 คือ สีดำ : สีน้ำตาล : สีขาว พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ 

(p>0.05) ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าไม่สามารถการแบ่งกลุ่มฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ด

จากค่าเฉล่ียของปริมาณสารซีแซนทีน เมื่อพิจารณาการแบ่งกลุ่มพบว่าข้าวที่จัดอยู่ในกลุ่ม A คือ ข้าว

ท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำและข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีน้ำตาล ข้าวที่จัดอยู่ในกลุ่ม B คือ ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสี

ดำและข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว โดยข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำค่าเฉล่ียปริมาณสารซีแซนทีนเท่ากับ 

0.180 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีน้ำตาลค่าเฉล่ียปริมาณสารซีแซนทีนเท่ากับ 

0.211 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม และข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวค่าเฉล่ียปริมาณสารซีแซนทีนเท่ากับ 

0.159 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ตารางท่ี 19)  

 

 

ภาพที่ 39 แผนภาพกล่องแสดงปริมาณสารซีแซนทีนในประชากร F2 ตามกลุ่มสีของเย่ือหุ้มเมล็ดสี
ขาว สีน้ำตาล และสีดำ 
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ตารางที่ 19 การวิเคราะห์ ANOVA ระหว่างสีเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารซีแซนทีนในประชากร F2 

การจัดกลุ่ม สีเยื่อหุ้มเมล็ด 
จำนวน

ประชากร 

ปริมาณสาร  
(มิลลกิรัม/100 กรัม) กลุ่ม p-value 
ค่าเฉลี่ย SD 

แบบท่ี 1 
มีสี 231 0.188 0.015 A 

0.088ns 
ไม่มีสี 69 0.159 0.015 A 

แบบท่ี 2 
ดำ 177 0.180 0.016     A   B 

0.065ns น้ำตาล 54 0.211 0.012     A 
ขาว 69 0.159 0.015         B 

หมายเหตุ; ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  มากกว่าหรือเท่ากับ 0.05 คือ ไม่แตกต่าง 

  ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  น้อยกว่า   0.05 คือ แตกต่าง 

  อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 แทนด้วย * 
 

 8.4 การวิเคราะหห์าความสัมพันธ์ระหว่างสีของเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนหรือซีแซ

นทีนในประชากร F2 

  จากการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างสีของเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารด้วยการ

วิเคราะห์สมการถดถอย (regression analysis) โดยวีธี simple regression เพื่อหาสัมประสิทธิ์การ

ตัดสินใจ (coefficient of determination: R Square: R2) และหาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์แบบส

เปี น ร์ แ ม น  (Spearman rank correlation coefficient ห รื อ  Spearman’S rho) พ บ ว่ า 

ความสัมพันธ์ระหว่างสีของเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีน แบบท่ี 1 (มีสี : ไม่มีสี) ค่า R2 เท่ากับ 

16.77 เปอร์เซ็นต์ และค่า correlation เท่ากับ 0.496 แสดงให้เห็นว่าสีของเยื่อหุ้มเมล็ดและปริมาณ

สารลูทีนมีความสัมพันธ์เชิงบวกมีทิศทางเดียวกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ค่าระดับ

ความสัมพันธ์อยู่ในช่วง 0.41 – 0.60 แสดงระดับความสัมพันธ์ปานกลาง แบบท่ี 2 (ดำ : น้ำตาล : 

ขาว) ค่า R2 เท่ากับ 17.65 เปอร์เซ็นต์ และค่า correlation เท่ากับ 0.461 แสดงให้เห็นว่าสีของเย่ือ

หุ้มเมล็ดและปริมาณสารลูทีนมีความสัมพันธ์เชิงบวกมีทิศทางเดียวกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 

(p<0.05) ค่าระดับความสัมพันธ์อยู่ในช่วง 0.41 – 0.60 แสดงระดับความสัมพันธ์ปานกลาง (ตารางท่ี 

20) 

 ความสัมพันธ์ระหว่างสีของเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารซีแซนทีน แบบท่ี 1 (มีสี : ไม่มี

สี) ค่า R2 เท่ากับ 0.98 เปอร์เซ็นต์ และค่า correlation เท่ากับ 0.100 แสดงให้เห็นว่าสีของเยื่อหุ้ม
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เมล็ดและปริมาณสารซีแซนทีนไม่มีความสัมพันธ์กันทางสถิติ (p<0.05) ค่าระดับความสัมพันธ์อยู่

ในช่วง 0.01 – 0.20 แสดงระดับความสัมพันธ์ต่ำมาก แบบท่ี 2 (ดำ : น้ำตาล : ขาว) ค่า R2 เท่ากับ 

0.22 เปอร์เซ็นต์ และค่า correlation เท่ากับ 0.021 แสดงให้เห็นว่าสีของเยื่อหุ้มเมล็ดและปริมาณ

สารซีแซนทีนไม่มีความสัมพันธ์กันทางสถิติ (p<0.05) ค่าระดับความสัมพันธ์อยู่ในช่วง 0.01 – 0.20 

แสดงระดับความสัมพันธ์ต่ำมาก (ตารางท่ี 20)  

 

ตารางที่ 20 ค่าความสัมพันธ์ระหว่างสีของเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนหรือซีแซนทีนในประชากร 
F2 

การแบ่งกลุ่มสีเยื่อ
หุ้มเมล็ด 

สาร 
ค่า regression (R-sq) ค่า correlation 

R2 

(เปอร์เซ็นต์) 
p-value Spearman’S rho p-value 

แบบที่ 1 
(มีสี : ไม่มีสี) 

ลูทีน 16.77 0.000* 0.496 0.000* 

ซีแซนทีน 0.98 0.088ns 0.100 0.083ns 

แบบที่ 2 
(ดำ : น้ำตาล : ขาว) 

ลูทีน 17.65 0.000* 0.461 0.000* 

ซีแซนทีน 0.22 0.417ns 0.021 0.717ns 
หมายเหตุ; ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  มากกว่าหรือเท่ากับ  0.05 คือ ไม่แตกต่าง 

  ค่า Sig. (p-value) ที่ได้  น้อยกว่า   0.05 คือ แตกต่าง 

  อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 แทนด้วย * 

 

  การทดสอบทางสถิติเพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างสีเยื่อหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลู

ทีนหรือซีแซนทีนในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น พบว่า สีเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีนมีความ

สัมพันธ์เชิงบวกในระดับปานกลาง ท้ังการจัดกลุ่มสีเยื่อหุ้มเมล็ดแบบท่ี 1 และ 2 แต่เมื่อเทียบกับสีเย่ือ

หุ้มเมล็ดกับปริมาณสารซีแซนทีนไม่มีความสัมพันธ์กันทางสถิติ  

  ผลการศึกษาแสดงถึงสีของเยื่อหุ้มเมล็ดมีความสัมพันธ์กับปริมาณสารลูทีน 

สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ท่ีพบว่าข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำจะมีปริมาณสารลูทีนสูงกว่าข้าวท่ีมี

เยื่อหุ้มเมล็ดสีน้ำตาลและขาว (Chettry et al., 2019; Kim et al., 2010; Pereira-Caro et al., 

2013) และจากระดับความสัมพันธ์ต่ำมากของสารซีแซนทีนแสดงให้เห็นว่าปริมาณของสารซีแซนทีน
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ไม่ได้มีความสัมพันธ์กับสีของเยื่อหุ้มเมล็ดและอาจจะไม่สัมพันธ์กับเครื่องหมายท่ีได้พัฒนาในงานวิจัย

นี้  

  จากผลการทดสอบความสัมพันธ์ของเครื่องหมายของยีนกับปริมาณสารลูทีน พบว่า 

ยีน OsB2_Kala4 และ OsB1 ซึ่งเป็นยีนควบคุมของสีเยื่อหุ้มเมล็ดสัมพันธ์กับปริมาณสารลูทีนใน

ขณะท่ียีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ ไม่พบความสัมพันธ์ ซึ่งจากผลการทดสอบท่ีแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างสีเย่ือหุ้มเมล็ดกับปริมาณสารลูทีน ทำให้อาจจะสรุปได้ว่ายีน OsB2/B1 ซึ่งเป็น

ยีน Transcription factor ควบคุมท้ังการสร้างสีของเย่ือหุ้มเมล็ดและสารลูทีนซึ่งจะต้องทำการศึกษา

ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัย 

 

 1. การวิเคราะห์ความแตกต่างของลำดับเบสของยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์และยีน
ท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ท่ีได้จากการอ่านลำดับเบสอาร์เอ็นเอท้ังหมด (RNA-seq) 
จำนวน 12 ยีน และจากการอ่านลำดับเบสของจีโนม (WGS) ในบริเวณยีน บริเวณหน้ายีน และหลัง
ของยีน จำนวน 28 ยีน ได้แก่ OsPSY1, OsPSY2, OsPSY3, OsPDS, OsZDS, OsZISO, OsCrtISO, 
OsLCYe, OsLCYb, OsCYP9 7 A (Lut5 ), OsCYP9 7 B, OsCYP9 7 C (Lut1 ), OsHYD2 (BHY), 
OsHYD3  (EHY),  OsZEP, OsSDG8 , OsOr, OsLCD (CCD1 ), OsNCED1 (CCD4 a), OsNCED2 
(CCD4b), OsDnaJ, OsDnaJ10, OsMADS26, OsWD40, OsRc, OsC1, OsB2 (Kala4) และ OsB1 
พบการเปล่ียนแปลงท้ังในรูปแบบ SNP และ InDel ท่ีสามารถแบ่งกลุ่มข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวจาก
ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำ จำนวน 24 ยีน ยกเว้นในยีน OsZDS, OsZEP, OsNCED2 (CCD4b) และ 
OsRc และพบการเปล่ียนแปลงจำนวนมากในยีน จำนวน 7 ยีน ซึ่งเป็นยีนในวิถีการสังเคราะห์แคโรที
นอยด์ ได้แก่ ยีน OsZISO, OsCYP97A (Lut5) และ OsCYP97B ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์
แคโรทีนอยด์ ได้แก่ ยีน OsSDG8, OsLCD (CCD1), OsB2 (Kala4) และ OsB1  

    จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นความหลากหลายของลำดับเบสของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการ
สังเคราะห์แคโรทีนอยด์ในข้าวไทย ท่ีน่าจะทำงานร่วมกันในการสังเคราะห์ลูทีนทำให้ข้าวไทยมี
ปริมาณสารลูทีนแตกต่างกัน ซึ่งความแตกต่างของลำดับเบสในรูบแบบ SNP หรือ InDel เหล่านี้จะ
สามารถนำไปพัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับยีนได้ 

 2. การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับยีนจากผลการวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีได้จากการ
อ่านลำดับเบสอาร์เอ็นเอท้ังหมด (RNA-seq) ได้เครื่องหมายชนิด T-ARMS จำนวน 5 ยีน และจาก
การอ่านลำดับเบสของจีโนม (WGS) ได้เครื่องหมายชนิด T-ARMS และ InDel จำนวน 22 ยีน รวม
เป็น 27 ยีน เมื่อนำไปทดสอบได้เครื่องหมายท่ีสามารถแยกจีโนไทป์ของข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 ก่ำน้อย 
และลูกผสมรุ่นท่ี F1 ได้จำนวน 18 ยีน โดยเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับยีนในวิถีสังเคราะห์แค
โร ทีน อย ด์  จำน วน  11 ยีน  ไ ด้ แก่  OsPSY1 , OsPDS, OsZISO, OsZDS, OsCrtISO, OsLCYe, 
OsLCYb, OsCYP97A (Lut5), OsCYP97B, OsCYP97C (Lut1) และ OsHYD3 (EHY) ยีนท่ีเกี่ยวข้อง
กับวิถีการสังเคราะห์แคโรทีนอยด์จำนวน 7 ยีน ได้แก่ OsSDG8, OsLCD (CCD1), OsNCED2 
(CCD4b),  OsMADS26, OsWD40, OsB2 (Kala4) และ OsB1  
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 3. การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอจำเพาะกับยีน 18 ยีน กับปริมาณ

สารลูทีนในประชากร F2 (ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย) ด้วยการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ regression (R2) 

พบเครื่องหมายของยีน OsB2 (Kala4) และ OsB1 แสดงค่าสูงสุดคือ 17.13 และ 16.99 เปอร์เซ็นต์ 

ตามลำดับ เป็นยีนโปรตีนควบคุมการถอดรหัส (transcription factor) ท่ีมีรายงานว่าสัมพันธ์กับสี

ของเย่ือหุ้มเมล็ดข้าว ซึ่งพบว่าข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำจะมีปริมาณสารลูทีนสูงกว่าข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ด

สีน้ำตาลและขาว ตามลำดับ โดยสีของเยื่อหุ้มเมล็ดมีความสัมพันธ์เชิงบวกมีทิศทางเดียวกันกับค่า

ปริมาณสารลูทีนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ค่าระดับความสัมพันธ์ 0.496 แสดงระดับ

ความสัมพันธ์ปานกลาง ดังนั้นยีน OsB2/B1 จึงน่าจะควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับสี

ของเย่ือหุ้มเมล็ดและการสังเคราะห์สารลูทีน ท่ีควรจะต้องทำการศึกษาต่อไป 
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ตารางที่ 1 บริเวณ SNP ท่ีพบใน 27 cluster ของท้ัง 12 ยีน 
Cluster ในแต่ละยีน SNP ก่ำน้อย ก่ำใหญ่ กข-แม่โจ้ 2 ปทุมธานี 1 

KO Name Cluster Length POS REF ALT BPR1.AD BPR1.GT BPR2.AD BPR2.GT WR1.AD WR1.GT WR2.AD WR2.GT 

crtB, PSY 

Cluster-12362.37055 873            

Cluster-12362.16775 967            

Cluster-12362.18603 752            

Cluster-12362.32683 658            

Cluster-12362.18602 2267            

Cluster-12362.24163 2337            

Cluster-12362.25949 2426 2411 G A 59,16 G/A 51,10 G/A 23,7 G/A 39,14 G/A 

crtISO, 
crtH 

Cluster-12362.13635 935            

Cluster-12362.13869 3749            

Cluster-12362.18671 3641            

Cluster-12362.18670 3655            

Cluster-12362.21644 3642            

crtZ, 
BCH 

Cluster-12362.24674 616            

Cluster-12362.23260 572            

Cluster-12362.19683 700            

Cluster-12362.24481 3298            

Cluster-12362.25859 2845            

lcyB, 
crtL1, 
crtY 

Cluster-12362.24829 2019            

lcyE, 
crtL2 

Cluster-12362.27937 2946            

LUT1, 
CYP97C1 

Cluster-12362.20190 4903            

LUT5, 
CYP97A3 

Cluster-12362.24199 3578 

517 T C 973,0 T/T 1060,2 T/T 11,244 C/C 0,683 C/C 

919 A T 0,144 T/T 2,164 T/T 262,0 A/A 151,0 A/A 

950 T C 0,93 C/C 0,98 C/C 176,0 T/T 94,0 T/T 

1258 T G 0,8 G/G 0,14 G/G 23,0 T/T 26,0 T/T 

1330 A C 1,14 C/C 0,18 C/C 34,0 A/A 34,1 A/A 

1435 C T 137,0 C/C 93,1 C/C 1,80 T/T 0,79 T/T 

1495 G A 0,191 A/A 111,0 G/G 93,0 G/G 121,0 G/G 

1580 C A 257,0 C/C 141,0 C/C 0,108 A/A 0,131 A/A 

2039 A G 127,0 A/A 52,0 A/A 0,46 G/G 0,74 G/G 

2693 C T 96,0 C/C 43,0 C/C 0,40 T/T 0,69 T/T 

2810 G A 119,0 G/G 81,0 G/G 0,47 A/A 0,88 A/A 

2816 G A 119,0 G/G 87,0 G/G 0,48 A/A 0,89 A/A 

2903 A G 96,0 A/A 76,0 A/A 0,31 G/G 0,73 G/G 

2963 C A 103,0 C/C 85,0 C/C 0,31 A/A 0,69 A/A 

2970 G A 98,0 G/G 83,0 G/G 0,30 A/A 0,65 A/A 

3200 A G 92,0 A/A 56,0 A/A 0,3 G/G 0,3 G/G 

3242 G A 66,0 G/G 45,0 G/G 0,4 A/A 0,5 A/A 

PDS, Cluster-12362.20727 2511            
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Cluster ในแต่ละยีน SNP ก่ำน้อย ก่ำใหญ่ กข-แม่โจ้ 2 ปทุมธานี 1 

KO Name Cluster Length POS REF ALT BPR1.AD BPR1.GT BPR2.AD BPR2.GT WR1.AD WR1.GT WR2.AD WR2.GT 

crtP 

ZDS, 
crtQ 

Cluster-12362.29396 2574 

739 T C 600,0 T/T 405,0 T/T 275,1 T/T 1,333 C/C 

901 C G 422,0 C/C 276,1 C/C 181,0 C/C 2,249 G/G 

1635 G A 770,1 G/G 561,0 G/G 434,0 G/G 0,425 A/A 

1735 G A 1030,0 G/G 795,2 G/G 582,0 G/G 2,605 A/A 

2108 T C 770,0 T/T 615,2 T/T 550,0 T/T 2,548 C/C 

ZISO Cluster-12362.26311 1628 

718 T C 195,0 T/T 117,0 T/T 0,85 C/C 0,74 C/C 

1130 C A 251,0 C/C 150,0 C/C 0,125 A/A 0,136 A/A 

1309 T A 104,0 T/T 142,0 T/T 0,44 A/A 0,40 A/A 

CYP97B2 Cluster-12362.28097 2126 

523 T A 28,0 T/T 22,0 T/T 0,20 A/A 0,22 A/A 

1120 G T 0,68 T/T 0,44 T/T 99,0 G/G 43,0 G/G 

1881 A T 0,71 T/T 0,51 T/T 95,0 A/A 60,0 A/A 

ZEP 

Cluster-12362.17530 2872 1063 G A 0,11 A/A 65,0 G/G 5,0 G/G 8,0 G/G 

Cluster-12362.26565 1558 
480 C A 0,31 A/A 63,0 C/C 27,0 C/C 14,0 C/C 

685 C T 0,34 T/T 96,0 C/C 16,0 C/C 13,0 C/C 
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ตารางท่ี 2 บริเวณ InDel ท่ีพบใน 27 cluster ของท้ัง 12 ยีน 
Cluster ในแต่ละยีน InDel ก่ำน้อย ก่ำใหญ่ กข-แม่โจ้ 2 ปทุมธานี 1 

KO 
Name 

Cluster Length POS REF ALT 
BPR1.A

D 
BPR1.G

T 
BPR2.
AD 

BPR2.
GT 

WR1.A
D 

WR1.G
T 

WR2.A
D 

WR2.G
T 

crtB, PSY 

Cluster-12362.37055 873                       

Cluster-12362.16775 967  
          

Cluster-12362.18603 752  
          

Cluster-12362.32683 658  
          

Cluster-12362.18602 2267  
          

Cluster-12362.24163 2337  
          

Cluster-12362.25949 2426 
207 TAA T,TA 6,20,9 T/TA 8,19,3 TAA/T 5,21,10 T/TA 2,10,1 T/TA 

2417 TG T 32,12 TG/T 28,7 TG/T 18,3 TG/T 26,11 TG/T 

crtISO, 
crtH 

Cluster-12362.13635 935 

931 
T TGGG

G 
0,9 TGGGG/

TGGGG 
0,6 TGGGG

/TGGG
G 

0,4 TGGG
G/TGG
GG 

0,6 TGGG
G/TGG
GG 

934 

G GAGT
ACGA
CGCG
ATCG
T 

0,7 GAGTA
CGACG
CGATC
GT/GAG
TACGAC
GCGAT
CGT 

0,6 GAGTA
CGACG
CGATC
GT/GA
GTACG
ACGCG
ATCGT 

0,2 GAGTA
CGAC
GCGAT
CGT/G
AGTAC
GACG
CGATC
GT 

0,5 GAGTA
CGAC
GCGAT
CGT/G
AGTAC
GACG
CGATC
GT 

Cluster-12362.13869 3749  
          

Cluster-12362.18671 3641  
          

Cluster-12362.18670 3655  
          

Cluster-12362.21644 3642                       

crtZ, 
BCH 

Cluster-12362.24674 616                       

Cluster-12362.23260 572  
          

Cluster-12362.19683 700  
          

Cluster-12362.24481 3298  
          

Cluster-12362.25859 2845                       

lcyB, 
crtL1, 
crtY 

Cluster-12362.24829 2019   
                    

lcyE, 
crtL2 

Cluster-12362.27937 2946   
                    

LUT1, 
CYP97C1 

Cluster-12362.20190 4903   
                    

LUT5, 
CYP97A3 

Cluster-12362.24199 3578 

1202 GA G 2,8 GA/G 8,9 GA/G 23,0 GA/GA 20,3 GA/G 

3223 
GAGC G 73,0 GAGC/G

AGC 
47,0 GAGC/

GAGC 
0,4 G/G 0,4 G/G 

3424 
C CCG 2,0 C/C 3,0 C/C 0,5 CCG/C

CG 
NA ./. 

PDS, crtP Cluster-12362.20727 2511                       

ZDS, 
crtQ 

Cluster-12362.29396 2574 

2221 
TTGA T 223,1 TTGA/T

TGA 
202,2 TTGA/

TTGA 
146,2 TTGA/

TTGA 
0,241 T/T 

2448 
AGTC
GGTA
CCTT 

A 0,7 A/A 0,4 A/A 0,4 A/A 20,0 AGTCG
GTACC
TT/AG
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Cluster ในแต่ละยีน InDel ก่ำน้อย ก่ำใหญ่ กข-แม่โจ้ 2 ปทุมธานี 1 

KO 
Name 

Cluster Length POS REF ALT 
BPR1.A

D 
BPR1.G

T 
BPR2.
AD 

BPR2.
GT 

WR1.A
D 

WR1.G
T 

WR2.A
D 

WR2.G
T 

TCGGT
ACCTT 

Z-ISO Cluster-12362.26311 1628 

1400 

A AATA
TAAA
AT 
GC 

68,0 A/A 89,0 A/A 0,4 AATAT
AAAAT
GC/AA
TATAA
AATGC 

0,3 AATAT
AAAAT
GC/AA
TATAA
AATGC 

1427 

CGTCA
CGGA
TAGAC
ATATA
TAACC
ATATA
GGCA
GAGT
AAAA
GTTTT
T 

C 50,0 CGTCAC
GGATA
GACATA
TATAAC
CATATA
GGCAG
AGTAAA
AGTTTT
T/CGTC
ACGGA
TAGACA
TATATA
ACCATA
TAGGC
AGAGT
AAAAGT
TTTT 

0,30 C/C NA ./. NA ./. 

CYP97B2 Cluster-12362.28097 2126                       

ZEP 
Cluster-12362.17530 2872   

                    

Cluster-12362.26565 1558 1186 G GT 1,0 G/G 11,5 G/GT 3,0 G/G 1,2 G/GT 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
การค้นหาบริเวณ SNP และ InDel ที่ได้จากการวิเคราะห์ลำดับเบส Whole Genome 
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ตารางที่ 1 บริเวณ SNP ท่ีพบในบริเวณยีนของท้ัง 28 ยีน 
 

ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS 

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

1 PSY1 Os06g072900 N/A        

2 PSY2 Os12g0626400 N/A        

3 PDS Os03g0184000 4,412,597 intron C T T T C C 

4 ZISO Os12g0405200 12,206,881 exon3 = synonymous (Leu223=) T C C C T T 

12,207,012 intron T A A A T T 

12,207,120 intron T C C C T T 

12,207,440 exon4 = missense (Ala-360-Glu) C A A A C C 

12,207,619 3 prime UTR T A A A T T 

5 ZDS Os07g0204900 N/A        

6 CrtISO Os11g0572700 N/A        

7 LCYb Os02g0190600 N/A        

8 LCYe Os01g0581300 22,535,599 intron A T T T A A 

9 EHY, HYD3 Os03g0125100 N/A        

10 BHY, HYD2 Os10g0533500 N/A        

11 CYP97A, 
Lut5 

Os02g0817900 35,092,097 3 prime UTR G T G G T T 

35,092,112 3 prime UTR C T C C T T 

35,092,234 3 prime UTR C T C C T T 

35,092,952 3 prime UTR T C C C T T 

35,093,037 3 prime UTR G T G G T T 

35,093,684 intron T A A A T T 

35,093,715 intron T C T T C C 

35,094,024 intron T G T T G G 

35,094,096 splice region C A A A C C 

35,094,201 exon15 = missense (Val-623-Ile) C T T T C C 

35,094,346 exon15 = missense (Glu-574-Asp) C A A A C C 

35,094,610 intron C T T T C C 

35,094,861 intron G A A A G G 

35,095,097 intron A G A A G G 

35,095,531 intron C T C C T T 

35,095,669 intron A G G G A A 

35,097,198 
splice region and exon9 = 
synonymous (Tyr421=) 

A G G G A A 

35,098,095 exon5 = missense (Thr-261-Ser) T A T T A A 

35,098,099 exon5 = synonymous (Ala259=) T C T T C C 

35,098,135 
exon5 = premature stop codon (Tyr-
247-*) 

A T A A T T 

35,098,137 exon5 = missense (Tyr-247-Asp) A C A A C C 

35,098,161 exon5 = missense (Thr-239-Ala) T C C C T T 

35,098,188 intron C G C C G G 

35,098,193 intron C G C C G G 

35,098,197 intron C T C C T T 

35,098,210 intron T A T T A A 

35,098,232 intron C A C C A A 

35,098,234 intron G A G G A A 

35,098,348 exon4 = synonymous (Ala203=) T C T T C C 

35,098,374 intron A T A A T T 

35,098,385 intron G C G G C C 

35,098,398 intron T C T T C C 

35,098,399 intron A G A A G G 

35,098,543 intron A T A A T T 

35,098,550 intron G A G G A A 

35,098,566 intron C A C C A A 

35,098,610 intron and splice region T C T T C C 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS 

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

35,098,651 exon2 = synonymous (Tyr164) A G A A G G 

35,098,657 exon2 = synonymous (Leu162) A G A A G G 

35,098,744 exon2 = synonymous (Gly133) G A G G A A 

35,098,804 exon2 = synonymous (Leu113=) A C A A C C 

35,098,811 exon2 = missense (Val-111-Ala) A G A A G G 

35,098,870 intron A C A A C C 

35,098,887 intron G C G G C C 

35,099,060 exon1 = synonymous (Ser60=) C G C C G G 

35,099,063 exon1 = synonymous (Ala59=) G C G G C C 

35,099,068 exon1 = missense (Ala-58-Ser) C A C C A A 

35,099,077 exon1 = missense (Leu-55-Ile) G T G G T T 

35,099,096 exon1 = synonymous (Ser48=) T G T T G G 

35,099,150 exon1 = synonymous (Gly30=) G A G G A A 

35,099,274 5 prime UTR A G A A G G 

35,099,287 5 prime UTR G A G G A A 

12 CYP97B Os02g0173100 3,996,654 intron and splice region C T T T C C 

3,997,137 intron G A A A G G 

3,997,211 intron C G G G C C 

3,997,360 intron C T T T C C 

3,997,758 intron T A A A T T 

3,998,726 intron T A A A T T 

3,998,826 exon4 = missense (Asp-179-Glu) T A A A T T 

3,999,100 intron C T C A T T 

3,999,642 exon7 = missense (Arg-281-His) G A A A G G 

4,000,036 3 prime UTR G T G A T T 

4,000,560 intron G A A A G G 

4,000,583 intron G A G A A A 

4,000,743 intron T A A A T T 

4,000,869 intron T C C A T T 

4,000,891 intron G A A A G G 

4,001,036 intron C T T A C C 

4,001,868 intron C G G A C C 

4,002,136 intron T C C A T T 

4,002,179 intron T A A A T T 

4,002,334 3 prime UTR A C C A C C 

4,002,394 3 prime UTR T A A A T T 

4,002,637 3 prime UTR A G G A A A 

13 CYP97C, 
Lut1 

Os10g0546600 
N/A        

14 ZEP Os04g0448900 N/A        

15 PSY3 Os09g055550 N/A        

16 SDG8 Os08g0244400 8,811,855 3 prime UTR T A A A T T 

8,811,898 3 prime UTR G A A A G G 

8,812,067 3 prime UTR G A G G A A 

8,812,075 3 prime UTR T C C C T T 

8,812,150 3 prime UTR G A G G A A 

8,812,223 3 prime UTR C G G G C C 

8,812,264 3 prime UTR C G G G C C 

8,812,271 3 prime UTR C G G G C C 

8,812,276 3 prime UTR G A A A G G 

8,812,533 exon11 = synonymous (Ala517=) T C C C T T 

8,812,539 exon11 = missense (Asn-515-Lys) A C C C A A 

8,812,680 exon10 = missense (Gly-500-Asp) C T T T C C 

8,812,685 exon10 = synonymous (Gly498=) T C C C T T 

8,812,758 intron and splice region C T T T C C 

8,812,764 intron A G G G A A 

8,812,765 intron G A A A G G 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS 

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

8,812,770 intron T G G G T T 

8,812,834 intron T G G G T T 

8,812,919 exon9 = synonymous (Val457=) T C C C T T 

8,812,937 exon9 = synonymous (Gly451=) C A A A C C 

8,812,940 exon9 = synonymous (Tyr450=) A G G G A A 

8,812,943 exon9 = synonymous (Thr449=) C A A A C C 

8,813,012 exon9 = synonymous (Ser426=) G A A A G G 

8,813,059 intron and splice region T C C C T T 

8,813,071 intron T C C C T T 

8,813,137 intron G A A A G G 

8,813,148 intron C T T T C C 

8,813,361 exon8 = synonymous (Thr395=) A C C C A A 

8,813,362 exon8 = missense (Thr-395-Ile) G A G G A A 

8,813,435 exon8 = missense (Leu-371-Val) G C C C G G 

8,813,470 exon8 = missense (Arg-359-Gln) C T T T C C 

8,813,821 intron G C C C G G 

8,813,845 intron T A A A T T 

8,813,847 intron A G G G A A 

8,813,868 intron and splice region G A A A G G 

8,813,973 intron T C C C T T 

8,813,979 intron A T T T A A 

8,814,085 exon5 = missense (Arg-237-Trp) G A G G A A 

8,814,104 exon5 = synonymous (Leu230=) C T T T C C 

8,814,206 intron A C C C A A 

8,814,243 intron C T T T C C 

8,814,247 intron T C C C T T 

8,814,256 intron G A G G A A 

8,814,461 intron and splice region T C C C T T 

8,814,471 exon4 = missense (Gly-212-Asp) C T T T C C 

8,814,623 intron T G G G T T 

8,814,695 intron G C C C G G 

8,814,705 intron A G G G A A 

8,814,792 intron T A A A T T 

8,814,848 intron T C C C T T 

8,814,889 intron A C C C A A 

8,814,943 intron C A A A C C 

8,814,953 intron T C C C T T 

8,814,999 intron A T T T A A 

8,815,004 intron T C C C T T 

8,815,006 intron A G G G A A 

8,815,074 intron A T T T A A 

8,815,128 exon3 = synonymous (Glu162=) C T T T C C 

8,815,189 exon3 = missense (Asp-142-Gly) T C C C T T 

8,815,223 exon3 = missense (Ile-131-Leu) T G G G T T 

8,815,287 exon3 = synonymous (Thr109=) C T T T C C 

8,815,350 exon3 = synonymous (Phe88=) G A A A G G 

8,815,356 exon3 = missense (Asp86Glu) A C C C A A 

8,815,380 intron and splice region A G G G A A 

8,815,403 intron C A A A C C 

8,815,417 intron T A A A T T 

8,815,426 intron A G G G A A 

8,815,429 intron G A A A G G 

8,815,461 intron A G G G A A 

8,815,475 intron G T T T G G 

8,815,516 exon2 = missense (Ala-70-Ser) C A A A C C 

8,815,526 exon2 = missense (Ile-66-Met) T C C C T T 

8,815,598 exon2 = synonymous (Arg42=) T C C C T T 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS 

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

8,815,637 intron A G G G A A 

8,815,639 intron T C C C T T 

8,815,661 intron C T T T C C 

8,815,667 intron C A A A C C 

8,816,062 intron T G G G T T 

8,816,068 intron A C C C A A 

8,816,074 intron T C C C T T 

8,816,168 intron A T T T A A 

8,816,183 intron C T T T C C 

8,816,270 intron T C C C T T 

8,816,313 intron G A A A G G 

8,816,333 intron C T T T C C 

8,816,344 intron A C C C A A 

8,816,381 intron A G G G A A 

8,816,384 intron C G G G C C 

8,816,444 intron G T T T G G 

8,816,520 exon1 = missense (Gln-27-Glu) G C C C G G 

8,816,524 exon1 = synonymous (Leu25=) A G G G A A 

8,816,538 exon1 = missense (Arg-21-Cys) G A A A G G 

8,816,635 5 prime UTR A T T T A A 

8,816,687 5 prime UTR T C T T C C 

17 Or Os02g0651300 N/A        

18 CCD4a Os02g0704000 N/A        

19 CCD4b Os12g0435200 N/A        

20 LCD Os12g0640600 27,466,069 intron A G G G A A 

27,467,073 intron T A T T A A 

27,468,861 intron A G A A G G 

27,470,789 exon12 = missense (Ala-418-Thr) G A A A G G 

27,471,082 intron A T T T A A 

21 DnaJ Os05g0562300 N/A        

22 DnaJ10 Os08g0522600 N/A        

23 MADS26 Os08g0112700 N/A        

24 WD40 Os02g0682500 N/A        

25 C1 Os06g0205100 N/A        

26 B1 Os04g0557800 27,950,427 intron C T T T C C 

27,950,460 intron T C C C T T 

27,950,475 intron G A A A G G 

27,950,495 intron C T T T C C 

27,950,501 intron G A A A G G 

27,950,508 intron T G G G T T 

27,950,514 intron A G G G A A 

27,950,522 intron G A A A G G 

27,950,564 exon10 = missense (Arg-427-Lys) C T T T C C 

27,950,862 exon10 = missense (Ser-328-Gly) T C C C T T 

27,950,923 exon10 = synonymous (Pro307=) C T T T C C 

27,951,418 intron G A A A G G 

27,951,439 intron C G G G C C 

27,951,479 intron C G G G C C 

27,951,656 intron C G G G C C 

27,951,677 intron A C C C A A 

27,951,678 intron C G G G C C 

27,951,682 intron G T T T G G 

27,951,702 intron G C C C G G 

27,951,780 intron G A A A G G 

27,951,789 intron A G G G A A 

27,951,820 intron A T T T A A 

27,951,856 intron C T T T C C 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS 

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

27,952,081 intron A T T T A A 

27,952,172 intron C T T T C C 

27,952,507 intron C T T T C C 

27,952,559 intron T C C C T T 

27,952,567 intron C T T T C C 

27,952,572 intron C T T T C C 

27,952,870 intron T A A A T T 

27,952,905 intron G A A A G G 

27,952,962 intron G A A A G G 

27,953,059 intron G A A A G G 

27,953,172 intron T G G G T T 

27,953,224 intron C T T T C C 

27,953,467 intron A G G G A A 

27,953,508 intron T C C C T T 

27,953,525 intron T C C C T T 

27,953,645 intron T C C C T T 

27,953,673 intron G A A A G G 

27,953,678 intron C T T T C C 

27,953,839 intron G T T T G G 

27,953,912 exon6 = missense (Arg-122-Gly) G C C C G G 

27,953,982 exon6 = synonymous (Ala98=) T C C C T T 

27,954,360 intron C A A A C C 

27,955,200 intron T C C C T T 

27,955,428 intron C T T T C C 

27,955,512 5 prime UTR C G G G C C 

27,955,568 5 prime UTR A T T T A A 

27,955,589 5 prime UTR C T T T C C 

27,955,609 5 prime UTR A C C C A A 

27 B2_Kala4 Os04g0557500 27,915,619 3 prime UTR T C C C T T 

27,915,625 3 prime UTR C A A A C C 

27,915,705 3 prime UTR G A A A G G 

27,915,741 3 prime UTR C T T T C C 

27,915,746 3 prime UTR C T T T C C 

27,915,871 3 prime UTR C A A A C C 

27,916,875 intron A C C C A A 

27,916,895 intron G C C C G G 

27,916,949 intron G A A A G G 

27,917,136 intron C T T T C C 

27,917,156 intron T C C C T T 

27,917,157 intron G A A A G G 

27,917,227 intron A T T T A A 

27,917,281 intron T C C C T T 

27,917,392 intron T A A A T T 

27,917,398 intron T C C C T T 

27,917,421 intron C A A A C C 

27,917,508 intron A C C C A A 

27,917,529 intron T C C C T T 

27,917,537 intron A T T T A A 

27,917,543 intron G C C C G G 

27,917,552 intron T C C C T T 

27,917,599 intron T A A A T T 

27,917,602 intron A T T T A A 

27,917,649 intron C T T T C C 

27,917,683 intron G A A A G G 

27,917,700 intron A G G G A A 

27,917,708 intron T A A A T T 

27,917,719 intron G A A A G G 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS 

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

27,917,754 intron A G G G A A 

27,917,868 intron A G G G A A 

27,917,908 intron T A A A T T 

27,917,909 intron T C C C T T 

27,917,941 intron G A A A G G 

27,917,950 intron G A A A G G 

27,917,955 intron C A A A C C 

27,917,977 intron G T T T G G 

27,917,984 intron A C C C A A 

27,917,985 intron G A A A G G 

27,917,999 intron A C C C A A 

27,918,108 intron C T T T C C 

27,918,166 intron A T T T A A 

27,918,210 intron T C C C T T 

27,918,213 intron C T T T C C 

27,918,279 intron C T T T C C 

27,918,285 intron G T T T G G 

27,918,286 intron A G G G A A 

27,918,315 intron G A A A G G 

27,918,333 intron G A A A G G 

27,918,347 intron C T T T C C 

27,918,375 intron C T T T C C 

27,918,377 intron G T T T G G 

27,918,641 intron G A A A G G 

27,918,700 intron C T T T C C 

27,926,207 intron A G G G A A 

27,926,396 intron C T T T C C 

27,930,979 intron G A A A G G 

27,930,995 intron C T T T C C 

27,931,054 intron C T T T C C 

27,931,093 intron T A A A T T 

27,931,417 exon4 = synonymous (Arg165=) G A A A G G 

27,931,428 intron and splice region A G G G A A 

27,931,973 intron A G G G A A 

27,932,107 intron A G G G A A 

27,932,110 intron G A A A G G 

27,932,676 intron and splice region T G G G T T 

27,932,721 intron T A A A T T 

27,932,726 intron T C C C T T 

27,932,744 intron G A A A G G 

27,932,772 intron C T T T C C 

27,932,775 intron G A A A G G 

27,932,782 intron G A A A G G 

27,932,832 intron A G G G A A 

27,932,890 intron T A A A T T 

27,932,923 intron T A A A T T 

27,932,994 intron C T T T C C 

27,933,000 intron C T T T C C 

27,933,324 intron T A A A T T 

27,935,717 intron T C C C T T 

27,935,718 intron A G G G A A 

27,935,890 intron T C C C T T 

27,936,816 intron G T T T G G 

27,936,830 intron C T T T C C 

27,936,849 intron T C C C T T 

27,937,461 intron T C C C T T 

27,939,166 intron A G G G A A 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS 

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

28 Rc Os07g0211500 N/A        

หมายเหตุ: N/A คือ ไม่พบตำแหน่งบนยีนท่ีแยกข้าวกลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำได้ 
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ตารางที่ 2 บริเวณ InDel ท่ีพบในบริเวณยีนของท้ัง 28 ยีน 
 

ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS  

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

1 PSY1 Os06g072900  N/A                

2 PSY2 Os12g0626400  N/A                

3 PDS Os03g0184000       4,411,054  intron G GTGCATTCG
GCACGCGCA
ATTTCTTTT
CCCCAGTCA
GCCACCTTT
TCGGTGCAG

GT 

GTGCATTC
GGCACGC
GCAATTTC
TTTTCCCC
AGTCAGC
CACCTTTT
CGGTGCA

GGT 

GTGCATT
CGGCACG
CGCAATTT
CTTTTCCC
CAGTCAG
CCACCTTT
TCGGTGC

AGGT 

G G 

4 ZISO Os12g0405200      12,204,484  5 prime UTR CA C C C CA CA 

     12,204,486   5 prime UTR  CCACCACCA
CCACCA 

C C C CCACCAC
CACCACC

A 

CCACCAC
CACCACC

A 

     12,205,963   intron  A AAC AAC AAC A A 

     12,206,218   intron  C CTGTG CTGTG CTGTG C C 

     12,206,313   intron  GAC G G G GAC GAC 

     12,206,410  intron A AT AT AT A A 

     12,207,052  intron GTTT G G G GTTT GTTT 

     12,207,707  downstream gene A ATAAAATGC
ACCAGTTCA
TCAAACACC
TCTCTCTCC
TGACCCTTA

GAT 

? A A A 

5 ZDS Os07g0204900  N/A                

6 CrtISO Os11g0572700  N/A                

7 LCYb Os02g0190600  N/A                

8 LCYe Os01g0581300  N/A                

9 EHY, 
HYD3 

Os03g0125100  N/A                

10 BHY, 
HYD2 

Os10g0533500  N/A                

11 CYP97A, 
Lut5 

Os02g0817900      35,093,967  intron GAA G,GA GA GA G G 

     35,097,919  intron TGA T TGA TGA T T 

     35,097,922  intron A ACG A A ACG ACG 

     35,097,946  intron CA C CA CA C C 

     35,098,433  intron T TG T T TG TG 

     35,098,441  intron and splice region CA C CA CA C C 

     35,098,520  intron and splice region TG T TG TG T T 

     35,098,573  intron GGGAGTTGC G GGGAGTT
GC 

GGGAGTT
GC 

G G 

     35,098,839  intron AG A AG AG A A 

     35,098,896  intron and splice region TGAGAGAGA
GAGA 

T,TGAGAGA TGAGAGA TGAGAGA T T 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS  

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

     35,099,026  exon1 = inframe 
deletion 

AGCCGTC A AGCCGTC AGCCGTC A A 

     35,099,050  exon1 = inframe 
insertion 

C CGTT C C CGTT CGTT 

     35,099,093  exon1 = inframe 
insertion 

A AC A A AC AC 

     35,099,094  exon1 = inframe 
insertion 

G GAC G G GAC GAC 

     35,099,107  exon1 = inframe 
deletion 

CAGCAGCAG
CAGA 

C CAGCAGC
AGCAGA 

CAGCAGC
AGCAGA 

C C 

     35,099,173  exon1 = inframe 
insertion 

G GAGC         

12 CYP97B Os02g0173100       3,996,743  intron AT A A A AT AT 

      4,001,826  intron TCGTGACAA
CATCTCC 

T T T TCGTGAC
AACATCTC

C 

TCGTGAC
AACATCTC

C 

13 CYP97C, 
Lut1 

Os10g0546600  N/A                

14 ZEP Os04g0448900  N/A                

15 PSY3 Os09g055550  N/A                

16 SDG8 Os08g0244400       8,811,854  3 prime UTR A AG AG AG A A 

      8,811,862  3 prime UTR C CTA CTA CTA C C 

      8,813,116  intron TA T T T TA TA 

      8,813,224  intron C CT CT CT C C 

      8,813,504  intron and splice region GA G GA GA G G 

      8,814,298  intron C CGA CGA CGA C C 

      8,814,346  intron T TAAAAA TAAAAA TAAAAA T T 

      8,814,765  intron TTAA T T T TTAA TTAA 

      8,814,865  intron GA G G G GA GA 

      8,814,903  intron T TATAC TATAC TATAC T T 

      8,815,056  intron AGT A A A AGT AGT 

      8,815,072  intron TG T T T TG TG 

      8,816,332  intron T TA TA TA T T 

      8,816,480  intron T TG TG TG T T 

      8,816,605  5 prime UTR CG C C C CG CG 

      8,816,650  5 prime UTR TGAA T T T TGAA TGAA 

17 Or Os02g0651300  N/A                

18 CCD4a  Os02g0704000  N/A                

19 CCD4b Os12g0435200  N/A                

20 LCD Os12g0640600      27,464,843  5 prime UTR TAAGCAGAA
GCAGACGCA

CCA 

T TAAGCAG
AAGCAGA
CGCACCA 

TAAGCAG
AAGCAGA
CGCACCA 

T T 

     27,465,846  intron TATTC T TATTC TATTC T T 

21 DnaJ  Os05g0562300  N/A                

22 DnaJ10 Os08g0522600  N/A                

23 MADS26 Os08g0112700  N/A                
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS  

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

24 WD40 Os02g0682500  N/A                

25 C1 Os06g0205100       5,316,058  intron TACTGGAAC
AG 

T T T TACTGGA
ACAG 

TACTGGA
ACAG 

26 B1 Os04g0557800      27,949,921  exon11 = frameshift  
deletion 

GAC G GAC GAC G G G 

     27,950,387  intron C CT CT CT C C C 

     27,951,681  intron C CCATAATA CCATAATA CCATAATA C C C 

     27,951,738  intron TCAAA T T T TCAAA TCAAA 

     27,951,760  intron T TTG TTG TTG TTG TTG T T 

     27,952,360  intron ATAGCGAGA
GAACAACAG
TTCGTTACA

GTATAC 

A A A A A ATAGCGA
GAGAACA
ACAGTTC
GTTACAGT

ATAC 

ATAGCGA
GAGAACA
ACAGTTC
GTTACAG
TATAC 

     27,952,553  intron A AC AC AC A A 

     27,953,062  intron CT C C C C C CT CT 

     27,953,500  intron CT C C C C C CT CT 

     27,953,560  intron GA G G G G G GA GA 

     27,954,225  intron TGTGTGCGC
GCGC 

T T T T T TGTGTGC
GCGCGC 

TGTGTGC
GCGCGC 

     27,954,994  intron T TA TA TA T T 

27 B2_Kala4 Os04g0557500      27,915,944  3 prime UTR GAC G G G GAC GAC 

     27,916,974  intron TC T T T TC TC 

     27,916,980  intron AAAAAAAAT A A A AAAAAAAA
T 

AAAAAAA
AT 

     27,917,173  intron G GCA GCA GCA G G 

     27,917,174  intron TGTA T T T TGTA TGTA 

     27,917,378  intron C CA CA CA C C 

     27,917,454  intron G GAA GAA GAA G G 

     27,917,581  intron TTTG T T T TTTG TTTG 

     27,917,591  intron T TAAGAAA TAAGAAA TAAGAAA T T 

     27,918,325  intron C CAAAAA CAAAAA CAAAAA C C 

     27,918,689  intron CG C C C CG CG 

     27,918,692  intron CT C C C CT CT 

     27,918,703  intron C CTCTTTTTT
TCTTTT 

CTCTTTTT
TTCTTTT 

CTCTTTTT
TTCTTTT 

C C 

     27,930,947  intron G GGTTATTTT
GAA 

GGTTATTT
TGAA 

GGTTATTT
TGAA 

G G 

     27,931,356  intron T TCAATTTGA
AAACTGAAA
TACTCCGTA
CTATGTACA
GTATACAC 

TCAATTTG
AAAACTG
AAATACTC
CGTACTAT
GTACAGT
ATACAC 

TCAATTTG
AAAACTG
AAATACTC
CGTACTAT
GTACAGT
ATACAC 

T T 

     27,931,990  intron T TA TA TA T T 

     27,932,275  intron T TTC TTC TTC T T 
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ลำดับที่ ยีนย่อชื่อ Os. ตำแหน่งที่พบ การเปลี่ยนแปลง 
Ref. เทคนิค WGS  

Allele 1 Allele 2 PTT1 RD MJU2 KN KY 

     27,932,796  intron A AGTT AGTT AGTT A A 

     27,936,131  intron CG C C C CG CG 

28 Rc Os07g0211500  N/A                

หมายเหตุ: N/A คือ ไม่พบตำแหน่งบนยีนท่ีแยกข้าวกลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวกับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีดำได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
ปริมาณสารลูทีนและซีแซนทีนกับจีโนไทป์ของ 18 เคร่ืองหมาย ในประชากร F2 จำนวน 300 ต้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 157 

ตารางที่ 1 ปริมาณสารลูทีนและซีแซนทีนกับจีโนไทป์ของ 18 เครื่องหมาย ในประชากร F2 300 ต้น 
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ยื่อ

หุ้ม
เม
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เทคนิค HPLC 

carotenoid biosynthetic pathway SET 
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พ่อ ดำ 0.444 0.124 KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK KK 
แม ่ ขาว 0.000 0.000 PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP PP 
F1    KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP 
1 ดำ 0.416 0.000 KP KP PP KP PP KP PP KK KK KK KP KP KP PP KK KP KP KP 
2 ดำ 0.126 0.059 PP PP KP KP KP PP KP PP KP KP PP PP PP KP KP KP KK KK 
3 ขาว 0.134 0.029 KP PP PP KP PP KP PP PP KP KK PP KP KK KP KP KP PP PP 
4 น้ำตาล 0.067 0.089 KP KP KP KP KK KP KP PP PP KP KP KK KP KP KP KP KP KP 
5 ดำ 0.363 0.085 KP KK KP KP KK KP KP KP KP KP KP KK KP KP KP KK KP KP 
6 ขาว 0.084 0.048 KK KP KP PP KP KP KP KK KP KP KP KP KP KP KK KK PP PP 
7 ขาว 0.026 0.000 KK KP PP KK PP KK KP KP KK KP KP KP KP PP KK KK PP PP 
8 ดำ 0.248 0.000 PP PP PP KK KP KP KP KK KP KP PP KK PP PP KK KK KK KK 
9 ขาว 0.017 0.028 KK KP PP KP PP KP KK KP KP KK PP PP PP PP PP PP PP PP 
10 ขาว 0.037 0.033 PP KP KK KK KP PP KK KP KP KK PP KK KP KP KK KP PP PP 
11 ขาว 0.024 0.023 KP KP KK KK PP PP KP KP KK PP PP PP KK KP KP KP PP PP 
12 ดำ 0.375 0.000 PP PP KP KK KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP 
13 ดำ 0.621 0.000 KK KP KK PP KP KP PP PP KK KK KP PP PP KK PP PP KK KK 
14 ดำ 0.331 0.000 PP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KK KP KP KP KP KP KP 
15 ขาว 0.100 0.046 KK PP KK KP PP KP KP KP KP KK PP KP KP KK KK KK PP PP 
16 ดำ 0.260 0.048 PP KK PP KP KP KP KP KP KP KP KP KK KP KP KK KK KP KP 
17 ดำ 0.394 0.094 PP KP PP KP KP KP KK KK KP KK KP PP KK PP KK PP KK KK 
18 ดำ 0.237 0.275 KK KP KP KP PP KP KK KP PP KK KP PP PP KP KK PP KK KK 
19 ดำ 0.281 0.078 KP KP KP PP KP KK KP KK KP KP PP KP PP KP KK PP KP KP 
20 ขาว 0.041 0.026 PP PP KP KP PP KP PP KP KP PP PP PP KK KP KK PP PP PP 
21 ดำ 0.134 0.059 KP KP KP KK KP KK KP PP KP KP KP KK KP KP PP KP KP KP 
22 ดำ 0.162 0.074 KP KP KP KP KP KP PP KP KP PP KP KP PP KP PP PP KK KK 
23 ดำ 0.160 0.063 KK KP KK KK KP KP KK KP KP KK KP PP KP KP KP KK KP KP 
24 ดำ 0.225 0.131 PP KP PP KP KP KP KK KP KP KK KK KP KK PP KP KP KK KK 
25 ขาว 0.062 0.033 KP KP KP PP KK KK KK KP KK KK KP KK PP KP KK KP PP PP 
26 ดำ 0.213 0.094 KK KP KP KP KP KP KK PP PP KP KP PP KP KP KK KP KP KP 
27 ขาว 0.060 0.026 PP KP KP KP KP KP PP KP PP PP PP KP PP KP KP KP PP PP 
28 ดำ 0.275 0.109 PP KK PP KP KP KP PP KP KP PP KP KP KK PP PP KK KP KP 
29 ดำ 0.201 0.130 KP KP PP KK KP KP KP KK KP KP KP KK KP PP KK KP KK KK 
30 ขาว 0.033 0.033 KP PP KK KP KP KP KP KP KP KP PP PP KK KK KP KP PP PP 
31 ดำ 0.164 0.139 KP KP KK KK KP KP PP KP KP KP PP PP PP KP KK KP KP KP 
32 ขาว 0.018 0.000 PP KP PP KP KP PP PP KP KP PP PP KP PP PP KP PP KP KP 
33 ดำ 0.168 0.066 KP KK KK PP PP KP KP KP KP KP KP KK KP KK KP KK KK KK 
34 ดำ 0.191 0.055 PP KK KP KK KP KP PP PP PP PP KP KK KP KP KP KK KK KK 
35 ดำ 0.220 0.055 KP KP KP KK PP KP KP KP KP KP PP KP KK KP KP KK KP KP 
36 ดำ 0.245 0.078 KK KK PP KP KP KP PP PP KP PP KP KP PP PP KP KK KP KP 
37 ดำ 0.231 0.075 KP KP KP PP KP KP KP KP KK KP KP KP KP KP PP PP KP KP 
38 ดำ 0.205 0.101 KP KP PP KP KP PP PP PP KP PP KP KP PP KP KP KP KP KP 
39 ดำ 0.157 0.068 KP KK KK KP KP KP KP PP PP KP KK KP KP KP KP KP KP KP 
40 ดำ 0.141 0.094 KP KK KK KK PP PP KP KP PP KP KP PP KK KK PP PP KP KP 
41 น้ำตาล 0.288 0.046 KP PP KP PP PP KP KP PP PP KK KP KP PP KP KP PP KP KP 
42 ดำ 0.367 0.162 PP KP KK KK PP PP KK KP PP KP KP PP KP KK KK KP KK KK 
43 ขาว 0.081 0.031 KP KP KP KP KP PP KP PP KK KK KK KP KK KP KP KK PP PP 
44 ดำ 0.407 0.112 KP PP KP KP KP KP PP PP KP PP PP KK PP KP KP KP KP KP 
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45 ดำ 0.302 0.163 PP KK PP KP KK KP KP PP KP KP KP PP PP KP KP KP KP KP 
46 ดำ 0.381 0.124 KP KK KP KP KP KP KP KP PP KP KP KK KP KP KK PP KP KP 
47 ดำ 0.384 0.140 KP KP KK KP KP KP KP PP KP KP KP KP KK KK KP KP KK KK 
48 ดำ 0.266 0.142 KP PP KP KP PP KP PP PP KK KP PP PP PP KP PP KP KP KP 
49 ดำ 0.292 0.148 KK KP KP PP PP KP KP PP PP KP KP PP KK KP PP PP KP KP 
50 ดำ 0.340 0.126 PP KP KP KK KK KP KK KP KP KK KP KP KP KP KP KP KP KP 
51 ดำ 0.367 0.126 KP KP KP KP PP KP KP KP PP KP PP KP KP KP PP KP KP KP 
52 น้ำตาล 0.144 0.032 PP KP KP KP KP KP KK KK KP PP KP KP KK KP KK KP KP KP 
53 ดำ 0.201 0.054 KP KP KP KP KK KP KP KK KP KP KP KP PP KP KP PP KP KP 
54 ดำ 0.330 0.128 PP KK PP PP KP KP PP PP KP PP KP PP KP PP PP KP KP KP 
55 น้ำตาล 0.197 0.066 KP KP KP KP KP KP KK PP KP KK KP KP KP KP KP KP KP KP 
56 น้ำตาล 0.180 0.078 KP PP PP KP KK KP KK KP PP KP PP KP KP PP KP PP KP KP 
57 ดำ 0.364 0.053 KP KK KP KK KP KP KP KP KK KP KK KP PP KP KP KK KK KK 
58 ดำ 0.357 0.080 PP KP PP KK KP KP KP KP KP KP PP KP KK PP KP KP KK KK 
59 น้ำตาล 0.114 0.000 KP KP KP KP PP KK PP KP KP PP KP KP KK KP KK KP KP KP 
60 น้ำตาล 0.149 0.051 KK KP KP PP KP KK PP KP KK KK KP PP KK KP PP PP KP KP 
61 ดำ 0.260 0.112 KP KP PP PP PP KP KK PP KK KK KP PP KP KP KP KP KP KP 
62 ขาว 0.089 0.066 KK KP PP KP PP KP PP KP KK KP PP KP KP PP KP PP PP PP 
63 ดำ 0.323 0.145 PP KP KP KP KK KP KP KP KP KP KP KK KK KP KP KP KP KP 
64 ดำ 0.253 0.105 KP KK KP KP KK KP KP KP PP KP KP KP KK KP PP KP KP KP 
65 ดำ 0.307 0.106 KP KP PP KP KP KP PP KP PP PP KK KP PP PP KP KP KP KP 
66 ขาว 0.111 0.060 KP KP KP KP KP KP PP PP PP KP PP KP KP KP PP KP PP PP 
67 ดำ 0.332 0.111 PP KP KK KP PP KP KK PP PP KP PP KP KK KK PP PP KP KP 
68 ดำ 0.320 0.120 PP KK KP KP KP KP PP KP KP PP KP KK KP KP KP KP KK KK 
69 น้ำตาล 0.134 0.067 PP PP PP KP KP PP KP KP KP KP PP KP KK PP PP KP KP KP 
70 ดำ 0.315 0.128 PP KK KP KP KP KP KK PP PP KK KP KP KP KP PP PP KK KK 
71 ดำ 0.233 0.000 KP KP KP KP KP KP KK PP PP PP KP KK KP KP KP KP KK KK 
72 ขาว 0.026 0.000 PP KK KK KK KP KP KK KP KP KP KP KP KK KK KK KK PP PP 
73 ดำ 0.271 0.119 KP KP KP KK KK KK KP KP KP KP KP KK KP KP KK KP KP KP 
74 ขาว 0.050 0.030 KK PP KK KP KP KP PP KP KP PP KP KP KP KK KP PP PP PP 
75 ดำ 0.248 0.112 KK KP PP PP KK KP PP KK KK PP KP KK KP PP KP KP KP KP 
76 ดำ 0.318 0.000 KP KP KP KP KP KP KP PP PP PP KP KP KP KP KP PP KK KK 
77 ดำ 0.229 0.082 PP KK PP KK PP KP KK KP KP KK KP KK KP PP PP KP KK KK 
78 ดำ 0.202 0.122 KK PP KP KP KK KP PP KP KP PP PP KK PP KP KP KK KP KP 
79 ขาว 0.091 0.064 KP KK KP KK KP KP PP PP PP PP KP KK PP KP KP KP PP PP 
80 ขาว 0.043 0.044 KK PP KP PP KP PP KK KP KP KK KP KP KP KP KP KK PP PP 
81 ดำ 0.088 0.052 KK KK KP PP KK KP KK KK KK KK KK PP KK KP KK KP KP KP 
82 ดำ 0.257 0.123 PP KP KK KP KK KP KK KP KP KP KP PP PP KK KP KP KP KP 
83 ดำ 0.272 0.098 PP KP KK KP KP KP PP KP KP KP KP PP PP KK KP KP KK KK 
84 ดำ 0.223 0.099 KP KK KP KK KP KP KP KK KK KP KK KP KK KP KK KP KP KP 
85 ขาว 0.074 0.051 KP KK KK PP KP KP KP KP KP KP KP KK KP KK KP KP PP PP 
86 ดำ 0.155 0.069 KP KP PP KK KP PP PP KP KP PP KP KP KP PP PP KK KP KP 
87 ดำ 0.189 0.094 PP KP KP KP KP KP PP PP PP PP KP KP PP KP PP PP KK KK 
88 ดำ 0.295 0.174 KP KP PP PP KP PP KP KP KP KP KP PP KK PP KK KP KP KP 
89 ดำ 0.212 0.139 PP KK PP KP PP KP PP KP KP PP KP KP KK PP KP KK KP KP 
90 ดำ 0.172 0.102 PP KP PP KP KK KP PP KP KK PP KP KP KP KP KK KK KP KP 
91 ขาว 0.055 0.016 KP KP KK KK KP KP KK KP KK KK KP KP KP KP KK PP PP PP 
92 ดำ 0.843 0.171 KK KK PP KP KP KP KK KP KK KK KP KP PP KP KP PP KP KP 
93 ดำ 0.510 0.141 KP KP PP KP KP KP PP KP PP PP KP KK KP KP KP PP KK KK 
94 ขาว 0.094 0.028 PP KK KP KK KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP PP PP PP PP 
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95 ขาว 0.062 0.017 KK KP KK KK PP KP PP KP KK PP PP KP PP KP PP PP PP KP 
96 น้ำตาล 0.257 0.154 KP KP PP PP PP PP KK KP KP KK KK KP PP PP PP KP KP KP 
97 ดำ 0.651 0.151 KP KP PP PP KP KP KP KP KP KP KP KP KP PP PP PP KP KP 
98 ดำ 0.445 0.139 KP KP KP KP KP KP KK KP KP KP KP PP KK KP KP PP KK KK 
99 ดำ 0.627 0.262 KP KP KK KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP KP PP PP KK KK 
100 ดำ 0.506 0.161 PP KK KK KP KP KP PP KP PP PP KP PP PP KP KP KP KK KK 
101 ขาว 0.135 0.064 KP KP KP KK KK KP KK KP KK KK KP KP KP KP KK KP PP PP 
102 ดำ 0.454 0.177 KK KP PP KP KP KP KP PP KP KP PP KK PP KP PP PP KK KK 
103 ดำ 0.740 0.332 PP KK KP KP KP KP KP PP KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP 
104 ดำ 0.640 0.327 KP KP PP KP KK KP PP KP KK PP KP KK KK PP KP KK KK KK 
105 ดำ 0.518 0.171 KK KP KP KK KP KP KK KP KP KK KP PP PP KP KP PP KP KP 
106 น้ำตาล 0.509 0.226 KK KP PP KP PP KP KP PP PP KP KP PP KK PP PP PP KP KP 
107 น้ำตาล 0.581 0.290 KP KP KP KP KP KP PP KP PP KP KP KP KP KP KP KP KP KP 
108 ขาว 0.071 0.052 PP KP PP KP KP KP PP PP KK PP KP KP PP PP PP PP PP PP 
109 ขาว 0.045 0.032 KP PP KK PP KP PP PP PP PP PP KP PP PP KP PP PP PP PP 
110 ดำ 0.503 0.182 KK KP KP KK KP KP KP KK KK KP PP KP KK KP KP KP KK KK 
111 ดำ 0.842 0.372 KP PP KP KP KP KK KK KP KP KK PP KK KK KP KP KP KP KP 
112 ดำ 0.795 0.368 PP KK KP KP KK KP KK KP KK KK KP KP KP KP KP PP KP KP 
113 ขาว 0.324 0.405 PP PP KP KP PP KP KP KP KP KP KP PP KK KP PP KP PP PP 
114 ขาว 0.135 0.104 KP KK KK KP KK KP KP PP KK KP KP KP KP KP KP KP PP PP 
115 ดำ 0.561 0.253 KK KK KK KP KP KP KK PP KK PP KP KK KP KP KP KK KP KP 
116 ดำ 0.532 0.000 PP KK PP KK KP KP KP KK KP KP KP KP KP PP KK PP KK KK 
117 น้ำตาล 0.251 0.148 KP PP KP KK PP KP KP PP PP KP KP KP KP KP KP PP KP KP 
118 ดำ 0.164 0.417 KP KK KP PP PP KP KP KP PP KP KP KP KP KP KP KP KP KP 
119 ดำ 0.070 0.267 KP KP KP KK PP KP KK KP KK KK KP KP KK KP KP PP KP KP 
120 ขาว 0.125 0.231 PP PP KK KP PP KP KK KP PP KK PP KP KK KP KP PP PP PP 
121 ดำ 0.179 0.153 KP KP KP KK KP KP KK PP KK PP PP KP KP KP PP KP KK KK 
122 ดำ 0.305 0.146 KP KK PP KK PP KP KP KK KP KP KK KP PP PP KK KK KP KP 
123 ขาว 0.120 0.144 PP PP PP KK KP KP KK PP PP KP KP KP PP PP KP KK PP PP 
124 น้ำตาล 0.241 0.145 KP KP KP KP PP KP KK KP KK KP PP KK KP KP KP KP KP KP 
125 น้ำตาล 0.479 0.292 KP KP KK KP KK KP KK KK KP PP KP KP KP KK KP KK KP KP 
126 ดำ 0.405 0.257 KP KP KK KK KK KK KP PP KK KP KP KP KP KK KP PP KP KP 
127 ดำ 0.347 0.198 KK KP PP KK PP KP KP KP PP PP PP KP PP KP KK KP KP KP 
128 ดำ 0.294 0.320 PP KP PP KP KP KP KP KP PP KP PP KK KP KP KP KK KP KP 
129 ขาว 0.228 0.206 PP KP KP KP KP KP KP KP KK KP PP PP KP KP KK KK PP PP 
130 ดำ 0.464 0.294 KP KP KK KK KK KK KP KP PP KK KP KK KP KP PP KK KP KP 
131 น้ำตาล 0.179 0.220 KP KK KK KP KP KP PP PP KP KP KP PP PP KP PP KP KP KP 
132 ดำ 0.200 0.127 PP KP KP KP KP KP KP KP KP KP PP KP KK KP KP KP PP PP 
133 ดำ 0.273 0.226 KP KP KP KK KK KP KP KP PP KP KP PP PP KP KK KP KP KP 
134 ดำ 0.273 0.227 PP KP PP PP KP KP KK KP PP KK KP PP KP PP KK KK KP KP 
135 ดำ 0.182 0.242 KP PP KK KP KK PP KP PP PP KP PP PP KK KK KP PP KK KK 
136 ดำ 0.187 0.225 KK KK KP KP PP PP KP PP KP KP KP PP PP KP KP KP KK KK 
137 น้ำตาล 0.173 0.153 KP KP KP PP KP KP KK KP PP KP KP PP KP KP KP PP KP KP 
138 ขาว 0.168 0.329 KP KP KP KP KK KK KK KP PP PP PP KP KP KP KP KK PP PP 
139 ดำ 0.141 0.138 PP KP PP KP PP KP KK PP KP KP KP KP KK KP KP PP KK KK 
140 ขาว 0.195 0.244 KP KP KP PP PP KP KK KP KP PP KP KP KP KP KP KP PP PP 
141 ขาว 0.192 0.207 KP KK KK KK KP KP KP PP KP KP KP PP PP KP KK PP PP PP 
142 ขาว 0.203 0.329 KP KK PP KP PP KP KP KP PP KP KK KP KP PP KP KP PP PP 
143 ดำ 0.087 0.191 KP KP KK KP KP PP KK PP PP PP KP KK KP KP KP PP KK KK 
144 ขาว 0.188 0.378 PP KK KK KP PP KP KK PP KP KK KK KP KP KK PP KK PP PP 



 160 

ต้น
ที่ 

สีเ
ยื่อ

หุ้ม
เม

ล็ด
 

เทคนิค HPLC 

carotenoid biosynthetic pathway SET 
domain cleavage TFs 

1_
G 

2_
G 

3_
T 

4_
T 

5_
G 

6_
G 

7_
G 

8_
T 

9_
G 

10
_T

 

11
_G

 

12
_G

 

13
_G

 

14
_G

 

15
_G

 

16
_G

 

17
_G

 

18
_G

 

lu
te

in
 (m

g/
10

0 
g)

 

ze
ax

an
th

in
 (m

g/
10

0 
g)

 

PS
Y1

 

PD
S 

ZI
SO

 

ZD
S 

Cr
tIS

O 

LC
Ye

 

LC
Yb

 

CY
P9

7A
4 

CY
P9

7C
 

CY
P9

7B
2 

HY
D3

 

SD
G8

 

LC
D 

CC
D4

b 

W
D4

0 

M
AD

S2
6 

B1
 

B2
_K

al
a4

 

145 ขาว 0.206 0.333 PP KK KK KK KP KP KK KP PP KK KK KP KP KK KP KK PP PP 
146 ขาว 0.133 0.173 KP KP PP KP KP KP KP KP KK KP PP PP KP PP KP KP PP PP 
147 ดำ 0.081 0.298 KP KP PP KP KP KP KK PP KK KP KP KK KK KP PP KP KP KP 
148 น้ำตาล 0.132 0.320 KP KP KP KP KP KK PP KP KK KP KP PP PP KP KP PP KP KP 
149 น้ำตาล 0.140 0.270 KK PP PP KP PP KP KP PP PP KP PP PP KK PP KP PP KP KP 
150 ดำ 0.163 0.315 KP KK PP KP KP KP KP KK KK KP KK PP KP PP KP KP KP KP 
151 ขาว 0.186 0.111 KP KP KP PP PP KP KK KK KP PP KP KK KP KP KP KK PP PP 
152 ขาว 0.218 0.172 KP KP KP KP PP KP KK PP KP PP KP PP KP KP PP PP PP PP 
153 ขาว 0.320 0.295 KP KK KP KP KP KP KP PP KP KP KP KP KP KP PP KP PP PP 
154 ดำ 0.654 0.204 PP KP KK PP KK KP KP KP PP KP PP KP KK KP KP KP KK KK 
155 น้ำตาล 1.252 0.494 KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KK KP KP PP KP KP 
156 ดำ 1.527 0.734 KP KP KK KP KP KP KK KP KP KK KP KK KP KP PP KK KK KK 
157 ดำ 0.672 0.323 PP KP KK KP KP KP KK KP KK KK KK PP KK KP KP KP KK KK 
158 ดำ 0.924 0.390 PP KP KP KK KK PP KP KP KP KP KP KP KK KP KP KP KP KP 
159 ดำ 0.648 0.276 KK KP KP KP PP KP PP KP PP PP PP KP KK KP KK KP KK KP 
160 ขาว 0.367 0.293 PP PP KK PP KP PP KK PP KP KK PP KK KK KK KK KK PP PP 
161 ดำ 0.799 0.415 PP PP KP KP KP KP KP PP KP KP PP KP KP KP PP KP KP KP 
162 ขาว 0.372 0.326 KK KK PP PP PP KP KP KP KK PP KP KP KP PP KK PP PP PP 
163 ดำ 0.468 0.222 PP KK KP KK PP PP KP PP KK KP KP KK KP KP PP KP KK KK 
164 ขาว 0.284 0.370 PP KP KP PP PP KP KK PP KP KK KP KP PP KP PP KP PP PP 
165 ดำ 0.146 0.063 PP KK KP KK KK KP KP PP KP KP KK PP PP KP KP PP KK KK 
166 น้ำตาล 0.522 0.265 KP KP KP KK PP KP KP KP PP KP KP KK KK KK KP KK KP KP 
167 ขาว 0.473 0.443 KP KK KK KP KK PP KP KP KK KP KP PP KP KP KP PP PP PP 
168 น้ำตาล 0.350 0.305 KP KK PP KK KP KP KP PP KK KP KK KP KP PP KK KP KP KP 
169 ขาว 0.255 0.178 KK KP PP KP KP KP KP KP PP KP PP PP KP PP KP KP PP PP 
170 ดำ 0.382 0.307 KP KK KP KP KP KP PP PP KP PP KK KP KP KP PP KK KP KP 
171 ดำ 0.738 0.306 KK KK KP KK PP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KK KK KK KK 
172 น้ำตาล 0.438 0.214 KP KK KK PP KK KP PP KP PP PP KK KK KK KP PP KP KP KP 
173 ดำ 0.258 0.107 KP KP PP KK KK KP KP KP KK KP KK KP KP PP PP KP KK KK 
174 ดำ 0.309 0.191 KK KP PP KP KP KK KP KP PP PP KP KP KP PP KP PP KP KP 
175 ดำ 0.232 0.211 PP KP KK PP PP KP KP KP PP PP KP PP KK KP KP PP KP KP 
176 ดำ 0.368 0.195 KP PP KK KP KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP PP KP KP KP 
177 ดำ 0.344 0.126 KP KP KK KP PP KP PP PP KP PP KP KK KP KP KP PP KP KP 
178 ดำ 0.330 0.246 KP KP KP KP KK PP KP KP KK KP KK KK KK KP KP KP KP KP 
179 ดำ 0.509 0.136 KP KP KP KK KP KP KK KP PP KK KP KP PP KP KP KP KK KK 
180 น้ำตาล 0.267 0.217 KK KP PP KK KP KP KP PP KP KP KP KK PP KP KK KP KP KP 
181 น้ำตาล 0.199 0.191 KP KP KP KP KP PP KP KP PP KP KP KP KP KP KK KP KP KP 
182 น้ำตาล 0.553 0.449 KP KP KP KP PP KP PP PP KK PP KP KK KP KP KK KP KP KP 
183 ดำ 0.192 0.140 KK KP PP KP KK PP KP KP KK KP KP KP PP PP PP KP KK KK 
184 น้ำตาล 0.215 0.236 PP KP KK PP KK KP PP KP KK PP KP KK PP KK KK KP KP KP 
185 ดำ 0.319 0.239 KK KP KK KP KP KP KK KP PP KK KP KP KP KP KK KP KP KP 
186 ดำ 0.458 0.320 KP PP KP KP PP KP KP KK KP KP KP KK PP KP KK PP KP KP 
187 ดำ 0.605 0.251 KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP KP KP KK KP KP PP KK KK 
188 ดำ 0.659 0.158 PP KP KP KP KK PP PP KP KK PP KP KP PP KP KP KP KK KK 
189 ดำ 0.974 0.331 PP KP KP KP PP KP KK KK KP KK PP KP KK KP KP PP KK KK 
190 น้ำตาล 0.479 0.252 KP PP KP PP KP KP KP KP KP KK PP KK PP KP KP PP KP KP 
191 ขาว 0.292 0.210 KK KK KP KP KK PP KP KK KP KK KK KK KK KP KK KK PP PP 
192 ดำ 1.313 0.498 PP KP KP KP KK KP KP KP KK KP PP KP KP KP PP PP KK KK 
193 ดำ 1.069 0.329 KP KP KP KK KP KP KP PP KP KP KP PP PP KP PP PP KK KK 
194 ขาว 0.134 0.059 KK PP KP KP PP KP KP KP KP KP PP KP PP PP KP KP PP PP 
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195 ดำ 0.901 0.213 PP KK KK KP PP KP KP KP KP KP KK PP KP KK PP PP KP KP 
196 ดำ 0.273 0.091 KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP KP PP KK KP KP KK KK KP 
197 ดำ 0.767 0.340 KK KP KP KP KK PP KP PP PP KP KK KK KP KP PP KK KP KK 
198 น้ำตาล 0.535 0.166 PP KP KK KP PP KP KP KP PP KP KK KP KP KK KK KP PP KP 
199 ขาว 0.243 0.155 KP KP KP PP PP PP PP KP PP PP KP KK PP KP KK KP KP PP 
200 น้ำตาล 0.877 0.293 PP KK KK KP KK KK KK KP KP KK KK KK PP KK KP PP KP KP 
201 ขาว 0.127 0.048 PP KP KP KP PP KK PP KP KK KP KP KK KP KP PP KK PP PP 
202 ดำ 0.522 0.203 KP KP KP PP KK KP PP KP PP PP PP KP KP KP KP KP KK KK 
203 น้ำตาล 0.312 0.235 KP KK KP KK PP PP PP PP PP PP KK PP KP KP PP KP KP KP 
204 ดำ 0.822 0.294 KK KP PP KP KP KK KP PP PP KP PP KK KP PP KP KP KK KK 
205 ดำ 0.810 0.309 KP KK PP KK KP KP PP KK KP PP KP KK KK KP KK KP KP KP 
206 น้ำตาล 0.521 0.246 KP KP KK KK KK KP PP KP KK KP PP KP PP KK KK KP KP KP 
207 ดำ 0.858 0.243 PP KK KP KK KK KK KP KP KP KP KK PP KK KP KP KP KK KK 
208 ดำ 1.240 0.394 PP PP PP KP KP KP PP PP KP KP KP KP KK PP PP KK KP KP 
209 น้ำตาล 0.605 0.386 KP KK KK KP KP KP KP PP KP KP KP PP KK KP KP PP KP KP 
210 ขาว 0.178 0.136 KP PP KP KK KK KK KK PP KP KK PP KP KP KP PP PP PP PP 
211 น้ำตาล 0.471 0.301 KP KP PP KK KP KP PP KP KP PP PP KP KK KP KP KP KP KP 
212 ดำ 0.475 0.162 KK PP KP KP KP KK KP KP KK KP PP KP KP KP KK KP KK KK 
213 ดำ 0.871 0.316 PP KP KK KP KP KP KK KP PP KK KP PP KP KP KP KP KP KP 
214 ดำ 0.698 0.158 KP KP KP KP PP KP PP KP KP KP KK KP KP KP PP KP KK KK 
215 ดำ 1.005 0.322 KP PP KK PP KP KP KP PP KP KP PP KK PP KK KP KK KK KK 
216 ดำ 0.771 0.274 KP PP KP KP KP KK KP KP KP KP PP KP KP KP PP KP KP KP 
217 น้ำตาล 0.248 0.126 KK KK KK KP KK PP PP KP KK PP KP PP PP KK PP PP KK KK 
218 ดำ 0.798 0.283 PP KP KK KP KP KP KP PP KP KP PP KK KP KK KP KP KK KK 
219 น้ำตาล 0.645 0.386 PP KP KP KP KP KP PP KK PP KP KK KP KP KP KP KP KP KP 
220 ดำ 0.755 0.323 KP KK KK KP KP KP PP KP KP PP KK KK KP KP KK PP KP KP 
221 ขาว 0.154 0.146 KP KK KK PP PP KP PP KK KK PP KP KK PP KK KK KP PP PP 
222 น้ำตาล 0.630 0.315 PP KP KK KP KP PP KP KP PP KP PP KP KP KP KP KP KP KP 
223 ดำ 0.819 0.327 KK KP KP KK KP PP KP KP KP PP KP KP PP KP PP PP KP KP 
224 ดำ 1.236 0.313 KP KP KP KP KP PP KP KP KP KP KP PP KK KP KK KP KK KK 
225 ดำ 0.966 0.372 KP KK KP KP KP KP KP KP KP KP KK PP KP KP KP KP KK KK 
226 ดำ 0.321 0.122 KP KP KK KP KP KP KK KK KP KK KK PP KP KK KK KP KP KP 
227 ดำ 0.943 0.366 KP PP KK KP KK KP KP KP KP KK PP KP KP KK KK KP KK KK 
228 น้ำตาล 0.457 0.208 PP KP KP PP PP KP KP KK KK KP KP KK PP KP KK KK KP KP 
229 ดำ 1.274 0.497 KP KK KP KP KP KP KP KP PP KP KP PP PP KP KP KP KK KK 
230 ขาว 0.400 0.271 KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP KP KP PP PP 
231 ดำ 0.697 0.333 KP KK KK PP KP KP PP KK KK PP KP PP KP KK KK KP KP KP 
232 ดำ 0.224 0.106 KP PP PP PP PP KK KP KP PP KP PP KP KK PP KP PP KP KP 
233 ดำ 0.224 0.033 KK KP KP KP KK KP PP KP KP KP KP PP KP KP KP PP KK KK 
234 น้ำตาล 0.198 0.027 PP KP KP KK KP KP PP KP KP KP PP KK KP KP KP KP KP KP 
235 ดำ 0.384 0.043 KP KK KP KP KK PP PP KK KP KP KK PP KP KP KP PP KK KK 
236 น้ำตาล 0.529 0.098 KP KP KP KK PP KP KP KK KK KP KP PP KP KP KP KP KP KP 
237 ดำ 0.877 0.084 KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP PP KK PP KP KP KP KP KP 
238 น้ำตาล 0.470 0.265 KP KP KP KP KK KP KP KP KP KP KP KP KK KP KP KP KP KP 
239 ดำ 0.835 0.128 KP KP PP PP KP KP KK KP KP KK KP KP KP KP KP KP KK KK 
240 ดำ 0.831 0.124 KK KP KK KK KP PP KP KP PP KP KP KP KK KK KP KP KP KP 
241 ดำ 0.636 0.269 KP KP KP KP KK PP KP KP PP KP PP KP KK KP KP KP KK KK 
242 ขาว 0.225 0.211 KP KK KP KP KP KP KK PP KP KK KK KK KP KP PP KK PP PP 
243 ดำ 0.241 0.115 KP KP KK KP KP KP KP PP KP KP KP KP KP KK KP PP KP KP 
244 ดำ 0.456 0.206 KK KP KP KP KP KP KP KP KP PP KP KK KP KP KP KP KK KP 
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245 ขาว 0.365 0.321 KP KP KP KP PP KP KP KP PP KP KP KK KP KP KP KP PP PP 
246 น้ำตาล 0.217 0.103 KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP 
247 ดำ 0.556 0.059 PP KK KP KP PP KP KK KP KP KK KP PP KK KP KP PP KK KK 
248 ดำ 0.489 0.018 KP KK KP KK PP KK KP PP KP KK KP KK KP KP PP PP KP KP 
249 ขาว 0.825 0.212 KP PP KP PP KK KP KP KP PP KP PP KK KP KP KP KP PP PP 
250 ดำ 0.526 0.307 KP KP KP KP PP PP KK KP PP KK PP KP KP KP KK KP KP KP 
251 น้ำตาล 0.382 0.185 KP KK PP PP KP PP KK KP KP KK KK PP KK KP KK PP KP KP 
252 ขาว 0.331 0.282 PP KP PP KP KP KP PP KP PP KK KP KK PP KP KP KK PP PP 
253 ดำ 0.607 0.392 PP KP PP KP KP KP KK KP KP KK KP KP KP KP KP PP KP KP 
254 ขาว 0.221 0.288 PP KP KP KP KP KP KP KP PP KK KP KP PP KP KP KP PP PP 
255 ขาว 0.144 0.226 KP KK KK PP KP KP KP KP KP PP KK KP KP KK KK KP PP PP 
256 ดำ 0.419 0.238 PP KK PP PP PP KP KP PP KK KP KK PP KK KP KP PP KP KP 
257 ขาว 0.228 0.196 PP KP KP KP KP KP KK KK KK KK KP KP KP KP KP KP PP PP 
258 ดำ 0.475 0.282 KK KP KP PP KK KP KP KP KP KK KP KP KK KP KP KP KP KP 
259 ขาว 0.131 0.176 KP KP KK KP PP KP KP PP PP KK KP PP KP KK PP PP PP PP 
260 น้ำตาล 0.412 0.324 KP KP PP KK KP KK KK KP PP KP KP KP KP KP KP KP KP KP 
261 ดำ 0.731 0.018 KP KP KP KP KK KP PP KP PP KP KP KK PP KP KP PP KK KP 
262 ดำ 0.782 0.308 KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP PP KP KK KP KP KP KK KK 
263 ดำ 0.403 0.214 KP KK KK KK KP KP PP KP PP PP KP KP KP KK KK KP KP KP 
264 ดำ 0.492 0.231 KK KK PP KP KK KK KP PP KP KP PP PP KP KP KK PP KP KP 
265 ดำ 0.715 0.015 KK PP KP KP KK KP KP KP KK KP KP KP PP KP KP PP KP KP 
266 น้ำตาล 0.421 0.217 KK KK PP PP KK KK KK PP KP KP KP KK KP PP PP KP KP KP 
267 ขาว 0.179 0.213 PP KP KP PP KK PP KK PP PP KK KK KK KP KP PP KK PP PP 
268 ขาว 0.186 0.248 KP PP KK PP KK KK KK KK KP KK PP PP KK KK KP KP PP PP 
269 น้ำตาล 0.313 0.267 KP PP KK KP KP PP PP KP KP KP PP PP KK KP KK PP KP KP 
270 น้ำตาล 0.354 0.182 KK KP KP KP PP KP PP KP KP PP KP PP PP KP KP PP KP KP 
271 ดำ 0.280 0.167 PP KP KK KP KP PP PP KP KK PP PP KK KP KP KP KP KP KP 
272 ดำ 0.609 0.114 PP PP KP KP PP KP KP KP PP KP KP KK PP KP KP KP KP KP 
273 ขาว 0.302 0.234 KK KP KP PP KP KK KP KP KK KK KP KP PP KP KK KP PP PP 
274 ดำ 0.561 0.308 KP KP KK KP KK PP KP PP PP KP KP PP KP KP KP KP KK KK 
275 น้ำตาล 0.383 0.300 KK KP KP KP PP KP PP KK KK PP KP KK KP KP KK KP KP KP 
276 น้ำตาล 0.340 0.283 KP KK KK PP KP KP KP KP KP PP KK KK PP KP PP KP KP KP 
277 น้ำตาล 0.274 0.278 PP KP KP KP KP KP KK KP KP KP KP KP KK KP KP KP KP KP 
278 น้ำตาล 0.139 0.013 KP KP KP KP PP PP PP KP KP KP KP PP KP KP PP PP KP KP 
279 น้ำตาล 0.432 0.215 PP KP KK PP KP PP PP KP KK PP KP PP PP KP KP KP KP KP 
280 น้ำตาล 0.440 0.134 KP KK PP KP KP KK KP KP KP PP KP KP PP PP PP KK KP KP 
281 ดำ 0.379 0.113 KK KK PP PP KK KP KP KK KK KP KK PP KK PP KP KP KK KK 
282 น้ำตาล 0.683 0.274 PP KP KK KP KP PP KP PP PP KP KP KP KK KK PP KP KP KP 
283 ดำ 0.824 0.091 PP KP KP KP KP KP KP KP PP KP KP KK KP KP KP KK KK KK 
284 ดำ 0.695 0.135 KK PP KK KP KP KP KP KP KP KP PP PP KP KP KK PP KK KK 
285 ดำ 0.705 0.293 KP KP PP PP KP KK PP KP KP PP KP KP KK KP KK KP KP KP 
286 ดำ 0.507 0.000 KP KK KP KP KP KP KP KP KP KP KK KP KP KP KP PP KP KP 
287 ดำ 0.243 0.000 KK KK KP KP KP KP PP KP KP PP KK PP PP KP KK KK KK KK 
288 ดำ 0.141 0.000 KP KK PP KK KP PP PP KP KK PP KK KP KK PP PP KP KP KP 
289 น้ำตาล 0.520 0.289 KP KP KK PP KK PP KP PP KP KP KK PP KP KK PP KP KP KP 
290 ดำ 0.267 0.000 KK PP KP KP KP KP KP KP KK KP PP KP PP KP KP PP KK KK 
291 ดำ 0.328 0.110 PP KP KP PP KP KP KP KP KK KK KP PP PP KP KK KK KK KK 
292 ดำ 0.556 0.338 PP KP KP KK KK KP KP KP PP PP KP KP KP KP KP PP KP KP 
293 ขาว 0.203 0.174 KP KP KP PP KK PP KK KK KP KK KP KP KK PP KK KP PP PP 
294 ดำ 1.103 0.196 KP PP KP KP PP KP KP KP KP KP PP KP KP KP KP KP KP KP 
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295 ขาว 0.228 0.258 KP KK KP PP KP KP KP KK KK KP KK KP KK KP KK KP PP PP 
296 ขาว 0.085 0.145 PP KK KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP KP PP PP PP PP 
297 ขาว 0.493 0.375 KK KP KP KP PP PP KP KK PP PP KP PP KK KP KK PP PP PP 
298 ดำ 0.587 0.186 KK KP KP KK KK KP KP KP KP KP KP KK KK KP KK KP KP KP 
299 ดำ 1.238 0.668 PP KP KK KP KP KP KP KP KP KP KK PP KP KP KP PP KP KP 
300 ขาว 0.226 0.224 KP KP KP PP PP KP PP KP KK PP KP PP KP KP KK PP PP PP 
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