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บทคัดย่อ 
  

ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงเกิดจากการสะสมของแอนโทไซยานินสูง การสังเคราะห์แอนโท
ไซยานิน ควบคุมด้วยยีนท่ีสำคัญ คือ OsB1 และ OsDFR ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา
เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR และใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอมาช่วยในการคัดเลือกข้าวที่มีเย่ือหุ้ม
เมล็ดสีม่วงท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินสูง และหาความสัมพันธ์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 
และ OsDFR กับปริมาณแอนโทไซยานินและสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2 ของคู่ผสมระหว่างข้าวขาว
พันธุ์รับปทุมธานี 1 กับข้าวม่วงพันธุ์ให้ก่ำน้อย จำนวน 300 ต้น เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของ
ยีน OsDFR ท่ีพัฒนาในงานวิจัยนี้และเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 นำมาใช้เป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือกข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงนำมาตรวจสอบในประชากร  F2 และ
ทดสอบด้วยไคสแควร์ พบว่า การถ่ายทอดเครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ 1:2:1 
การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินในประชากร F2 ด้วยวิธี pH differential พบว่า ตัวอย่างท่ี 299 
มีปริมาณแอนโทไซยานินสูงท่ีสุดเท่ากับ 35.04 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง จากนั้นวิเคราะห์การ
กระจายตัวของสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2 พบว่า อัตราส่วนการเกิดสีและไม่เกิดสี คือ 3:1 โดยการ
เกิดสีเย่ือหุ้มเมล็ดควบคุมด้วยอัลลีลเด่นของยีน OsB1 อยา่งน้อย 1 อัลลีล การวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ระหว่างจีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอกับปริมาณแอนโทไซยานินและสีเย่ือหุ้มเมล็ดด้วยวิธี simple 
regression พบว่า เครื่องหมายดีเอ็นเอเพียงหนึ่งตำแหน่ง คือ ยีน OsB1 มีความสัมพันธ์กับปริมาณ
แอนโทไซยานิน (p<0.05) มีค่า R2 เท่ากับ 31.9% ในขณะท่ีเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน  OsDFR 
แสดงว่าไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน ดังนั้น เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน 
OsB1 สามารถใช้เพื่อคัดเลือกข้าวท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินสูง และเยื่อหุ้มเมล็ดมีสีได้ เครื่องหมาย
ชนิดนี้จะเป็นประโยชน์ในการใช้คัดเลือกต้นข้าวได้ต้ังแต่ระยะแรกของการเจริญเติบโต  สะดวก 
รวดเร็ว ช่วยย่นระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูงได้ 

 
คำสำคัญ : ข้าว, ยีน OsB1, ยีน OsDFR, แอนโทไซยานิน, สีเย่ือหุ้มเมล็ด 
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ABSTRACT 
  

Rice with purple pericarp has high anthocyanin accumulation. Anthocyanin 
synthesis is controlled by OsB1 and OsDFR genes. The DNA marker of OsDFR gene 
was developed and the DNA marker of OsB1 gene was used in this study for 
selection of purple rice with high anthocyanin content were investigated.  The 
relationship between DNA markers of OsB1 and OsDFR genes and anthocyanin 
content and pericarp color was studied in 300 plants of F2 population of the cross 
between white pericarp rice as a receptor (Pathum Thani 1) and purple pericarp rice 
as a donor (Kham Noi).  The indel marker of OsDFR gene developed in this study and 
the CAPS marker of OsB1 gene were used as DNA markers for the selection of rice in 
F2 population.  The Chi-square test showed that the inheritance of DNA markers of 
OsB1 and OsDFR gene followed Mendalian law with the ratio of 1: 2: 1.  Analysis of 
anthocyanin content in F2 population by pH differential method showed that sample 
no. 299 had the highest anthocyanin content of 35.04 mg/100 gDW.  The segregation 
of pericarp color in F2 population showed the ratio of 3: 1 (color: colorless) 
consistent with the genotypic ratio of OsB1 gene, suggesting that pericarp 
pigmentation requires at least a single dominant allele of OsB1 gene.  Analysis of the 
relationship between genotype of DNA markers and anthocyanin content and 
pericarp color by simple regression method showed that only OsB1, a function 
marker, was highly related with anthocyanin content (p<0.05) which had R2 (R-
squared value) equivalent to 31.9%.  However, the DNA marker of OsDFR gene was 
not correlated with anthocyanin content.  Therefore, the CAPS marker of OsB1 gene 

 



 ฉ 

could be used to select rice with high anthocyanin content and pericarp color.  This 
marker will be beneficial for marker-assisted selection of rice plants at early stage of 
growth which will be convenient and shorten time for breeding rice with high 
nutritional value.  

 
Keywords : Rice, OsB1 gene, OsDFR gene, Anthocyanins, pericarp color 
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ปรึกษา ท่ีได้ถ่ายทอดวิชาความรู้ แนวความคิดทัศนคติท่ีดี ท่ีคอยอบรมส่ังสอน คอยให้คำปรึกษา ท้ังการ
ดำเนินชีวิต แนะนำแนวทางการเรียนรู้ และใส่ใจเป็นอย่างดี ตลอดจนช่วยสนับสนุน วัสดุ อุปกรณ์
ภายในห้องปฏิบัติการเพื่อดำเนินงานทดลองท้ังหมด จนกระท่ังงานทดลองเสร็จสมบูรณ์ รวมทั้งยังกรุณา
ช่วยตรวจสอบแก้ไขเล่มวิทยานิพนธ์นี้ จนสำเร็จลุล่วงไปด้วยดี และขอขอบพระคุณความเมตตาท่ี
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ดร.แสงทอง พงษ์เจริญกิต กรรมการท่ีปรึกษา ซึ่งได้ให้คำแนะนำท่ีเป็นประโยชน์ต่อการวิจัยนี้อย่างมาก 
ตลอดจนช่วยแนะนำ และตรวจสอบแก้ไข จนสำเร็จลุล่วงเป็นเล่มวิทยานิพนธ์อย่างสมบูรณ์ 

ท้ังนี้ขอขอบพระคุณทุนอุดหนุนวิ จัย  จากสำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  ผ่าน
มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ประจำปี 2562-2563 และทุนอุดหนุนการวิจัย ประเภททุนบัณฑิตศึกษาจากแหล่ง
ทุนภายนอก มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ประจำปีงบประมาณ พ.ศ. 2562 ท่ีให้การสนับสนุนเงินทุนในการวิจัย
ครั้งนี้ จนงานวิจัยสำเร็จลุล่วงไปด้วยดีมา ณ ท่ีนี้ด้วย 

ขอขอบคุณบิดา มารดา ท่ีคอยสนับสนุนค่าใช้จ่ายในการศึกษา และเป็นกำลังใจอย่างดีท่ีสุดจน
สำเร็จการศึกษา และขอขอบพระคุณอาจารย์ทุก  ๆ ท่านในสาขาพันธุศาสตร์ พี่ ๆ น้อง ๆ  ใน
ห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์ทุกท่าน ท่ีคอยห่วงใย ให้ความช่วยเหลือ ดูแลเปรียบเสมือนครอบครัว และให้
คำปรึกษาท่ีดีตลอดมา 

สุดท้ายนี้ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณครู อาจารย์ทุกท่านจากสถาบันท่ีข้าพเจ้าเคยศึกษามารวมท้ัง
มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ท่ีช่วยประสิทธิ์ประสาทวิชาให้ข้าพเจ้ามีความรู้ และได้รับโอกาสท่ีดี มีความสามารถ
นำไปใช้ในอนาคต และข้าพเจ้าขอขอบคุณตัวเองท่ีมีความอดทน ต้ังใจ เพียรพยายาม ไม่ยอมแพ้ต่อ
อุปสรรค ปัญหาต่าง ๆ จนสำเร็จการศึกษาได้ด้วยดี 
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บทที่ 1  
บทนำ  

 
ที่มาและความสำคัญ 

  
 ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นธัญพืชหลักท่ีสำคัญสำหรับการบริโภคของประชากรโลก 
ข้าวหลากสี เช่น ข้าวขาว แดง น้ำตาล เขียว และดำ ได้รับความสนใจ และมีความต้องการเพิ่มข้ึนจาก
ผู้บริโภคท่ัวโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งข้าวพันธุ์พื้นเมืองท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินและคุณค่าทาง
โภชนาการสูง การปรับปรุงพันธุ์ข้าวเพื่อเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการ เป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับข้าวและ
เพิ่มศักยภาพการแข่งขันกับต่างประเทศ นอกจากนี้ยังช่วยให้ประชากรมีสุขภาพท่ีสมบูรณ์แข็งแรง 
(รัชนี และริญ , 2553) ข้าวดำหรือมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงเข้มมีการสะสมสารแอนโทไซยานินสูงซึ่งจะ
เกิดขึ้นในช่วงระยะการเจริญเติบโตของเมล็ดทำให้เยื่อหุ้มช้ันนอกมีสีม่วงเข้ม (Liu et al., 2013; 
Peng et al., 2006) แอนโทไซยานินท่ีพบในเย่ือหุ้มเมล็ดของข้าวดำเป็นสารสีธรรมชาติท่ีจัดอยู่ใน
กลุ่มของฟลาโวนอยด์ มี 2 ชนิด คือ cyanidin-3-O-glucoside (C3G) และ peonidin-3-glucoside 
(P3G) (Rahman et al., 2016) และมีคุณสมบัติทางการแพทย์รวมท้ังมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ช่วย
ชะลอความเส่ือมของเซลล์ ลดอัตราการเส่ียงของโรคหัวใจ และต้านมะเร็ง (Samyor et al., 2017)  
 การสังเคราะห์แอนโทไซยานินในเยื่อหุ้มเมล็ดข้าวดำควบคุมด้วยยีนหลักท่ีสำคัญ 2 ยีน 
คือ OsB1 และ OsDFR ต้ังอยู่บนโครโมโซมท่ี 4 และ 1 ตามลำดับ ยีน OsB1 เป็นยีนควบคุมการสร้าง
โปรตีน transcription factor ท่ีอยู่ในกลุ่ม MYC helix-loop-helix (bHLH) จากการศึกษาลำดับ
เบสในข้าวขาว พบว่า มีการเกิด 2-bp addition ในบริเวณ exon ท่ี 7 แต่ไม่พบในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสี
ม่วง (Sakamoto et al., 2001; Wang and Shu, 2007) มีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด 
Cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) ของยีน  OsB1  มาใช้ในการวิ เคราะห์
ประชากร F2 พบว่า ยีน OsB1 เกี่ยวข้องกับสีเยื่อหุ้มเมล็ด และใช้คัดเลือกข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงได้ 
(Wang and Shu, 2007) นอกจากนี้ยังพบ 2-bp addition ในข้าวขาวพันธุ์ Sasanishiki แต่ไม่พบใน
ข้าวก่ำท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงของไทย (Sakulsingharoj et al., 2016) จากการศึกษาเครื่องหมาย 
CAPS ของยีน OsB1 พบว่า สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวขาวและข้าวดำได้ท้ัง japonica 
และ indica (อนงค์นาฏ และคณะ, 2562; Lee et al.; 2018; Lim and Ha, 2013; Rahman et 
al.,2013)  
 ยีน  OsDFR เป็นยีน โครงสร้าง ท่ีสำคัญมีรหั สสร้างเอนไซม์  dihydroflavonol-4 -
reductase (DFR) ในการสังเคราะห์แอนโทไซยานินของข้าว ประกอบด้วย 3 exon และ 2 intron 
เมื่อทำการเปรียบเทียบลำดับเบสระหว่างข้าวขาว indica พันธุ์ Teqing กับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง   
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japonica พันธุ์ Murasaki พบว่า มีการเกิด 11 bp และ 17 bp addition บริเวณโปรโมเตอร์ในข้าว
พันธุ์ Murasaki (Nakai et al.,1998)  
 การปรับปรุงพันธุ์ข้าวแบบด้ังเดิมใช้เวลานาน การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอมาช่วยคัดเลือก
จะทำให้ลดต้นทุน ลดการใช้แรงงาน ประหยัดเวลา และมีความแม่นยำ ทำให้เครื่องหมายดีเอ็นเอเข้า
มามีบทบาทท่ีสำคัญมากยิ่งขึ้น (จุฑาพร, 2555) เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS และ Indel ถูก
พัฒนาเพื่อใช้ในการแยกความแตกต่างระหว่างข้าวขาว และข้าวสีได้ (Lim and Ha, 2013; Wang 
and Shu, 2007) และมีการใช้เครื่องหมาย CAPS ของยีน OsB1 มาช่วยคัดเลือกในการปรับปรุงพันธุ์
ข้าวให้มีเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำและมีแอนโทไซยานินสูงโดยวิธีผสมกลับได้ (Lee et al.,2018; Rahman et 
al.,2013) 
 ข้าวขาวพันธุ์ปทุมธานี 1 เป็นข้าวเจ้าพันธุ์ดีของไทย ให้ผลผลิตสูง มีคุณภาพเมล็ดคล้าย
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ต้านทานโรคไหม้ และขอบใบแห้ง รวมท้ังต้านทานเพล้ียกระโดดสีน้ำตาล 
และเพล้ียกระโดดหลังขาว (กรมการข้าว, 2563) และข้าวพันธุ์ก่ำน้อยเป็นข้าวเหนียวก่ำพื้นเมืองของ
ไทยท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินสูง ซึ่งเป็นแหล่งพันธุกรรมท่ีดีในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มีคุณค่าทาง
โภชนาการสูง (รัชนี และริญ, 2553) 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR และ
ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 และ Indel ของยีน OsDFR คัดเลือกข้าวที่มีเยื่อหุ้ม
เมล็ดสีม่วงและมีแอนโทโซยานินสูง และตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอในประชากร F2 จากคู่ผสม
ระหว่างข้าวขาวปทุมธานี 1 กับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย เพื่อหาความสัมพันธ์ของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอกับปริมาณแอนโทไซยานินและสีเย่ือหุ้มเมล็ด 

 

วัตถุประสงค์ 
1. เพื่อค้นหายีนและโคลนบางส่วนของยีน OsDFR หรือ OsB1 ท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ 

แอนโทไซยานิน 
2. เพื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับยีนท่ียึดติดกับลักษณะเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วง 
3. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอ (จีโนไทป์) และลักษณะสีเย่ือหุ้มเมล็ด  

(ฟีโนไทป์) 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. ทราบลำดับเบส และความแตกต่างของลำดับเบสของยีน OsDFR หรือ OsB1 ในข้าวขาว  

และข้าวม่วง 
2. ได้เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับยีนท่ียึดติดกับลักษณะเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วง 
3. ทราบความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอกับลักษณะสีเย่ือหุ้มเมล็ด 
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บทที่ 2  
ตรวจเอกสาร 

 

ความเป็นมาของข้าว 
ข้าวเป็นพืชท่ีสำคัญของประชากรโลก จัดเป็นอาหารหลักท่ีสำคัญในด้านโภชนาการ ในการให้

พลังงานแก่มนุษย์ ข้าวมีช่ือวิทยาศาสตร์ Oryza sativa เป็นพืชล้มลุกวงศ์หญ้า (annual grass) จัด
อยู่ในสกุลออไรซา (Genus Oryza) ของวงศ์เกรมินี (Family Paoceae หรือ Gramineae) สามารถ
เจริญเติบโตได้ดีท้ังเขตร้อน และเขตอบอุ่น จำนวนชนิดท้ังหมดท่ีพบในสกุลออไรซาของข้าวมี
ประมาณ 20 ชนิด โดยส่วนใหญ่จะมีจำนวนโครโมโซมเป็น 2 ชุด (Diploid, 2n=2x=24) และส่วน
น้อยจะมีโครโมโซม 4 ชุด (Tetraploid, 2n=4x=48) (บุญหงส์, 2557) 
 แบ่งข้าวออกเป็น 3 ชนิด ได้แก่ 

1. ข้าวอินดิกา (Indica) เป็นข้าวที่เมล็ดมีลักษณะ เรียวยาว เป็นวงรี ลำต้นสูง  
การต้ังช่ือได้มาจาก แหล่งท่ีพบครั้งแรกในประเทศอินเดีย เป็นข้าวท่ีนิยมเพาะปลูกในทวีปเอเชียเขต
มรสุม ต้ังแต่ จีน เวียดนาม ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย อินเดีย ศรีลังกา และไทย 

2. ข้าวจาปอนิกา (Japonica) เป็นข้าวที่เมล็ดมีลักษณะ ส้ัน ป้อม กลมรี  
เจริญได้ดีในเขตอบอุ่น เช่น ญี่ปุ่น เกาหลี รัสเซีย ยุโรป และอเมริกา เป็นต้น มีการสันนิษฐานว่ามี
แหล่งกำเนิดมาจากบริเวณลุ่มแม่น้ำเหลืองของประเทศจีน และตอนล่างลุ่มแม่น้ำแยงซีเกียง โดยมี 
การอพยพพันธุ์ข้าวจากเนปาล พม่า และอินโดจีน มาปลูกจนพันธุ์ข้าวมีการปรับตัวให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อม และเจริญเติบโตได้ดีในเขตอบอุ่น 

3. ข้าวจาวานิกา (Javanica) เป็นข้าวที่เมล็ดมีลักษณะ ป้อม ใหญ่ สันนิษฐาน 
ว่าเกิดจากการผสมพันธุ์ระหว่างข้าวอินดิกาและจาปอนิกา  และนำเข้ามาปลูกในอินโดนีเซีย ต่อมามี
การนำไปปลูกในประเทศฟิลิปปินส์ ไต้หวัน และญี่ปุ่น 
 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของข้าว 
การเจริญเติบโตทางลำต้น  

ราก (root) เป็นระบบรากฝอย (fibrous root system) ประกอบด้วยราก 2 ชนิด 
ได้แก่ รากปฐมภูมิ (primary root) หรือท่ีเรียกว่า รากแรกเกิด (seminal root) ซึ่งงอกออกมาจาก
ส่วนของเรดิเคิล (radicle) เป็นรากช่ัวคราว มีลักษณะโคนโตและปลายเรียวยาวไม่เกิน 15 เซนติเมตร 
ทิศทางของรากจะพุ่งสู่ใต้ดินในแนวดิ่ง ทำหน้าท่ีรองรับส่วนต่าง ๆ ของต้นข้าวให้ทรงตัวอยู่ได้และราก
ทุติยภูมิ (secondary root) หรือท่ีเรียกว่า รากเสริม (adventitious root) รากชนิดนี้จะงอกออกมา  
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จากส่วนของข้อล่าง ๆ ใต้ดินของลำต้นใหม่ในทิศทางขนานกับผิวดินและมีการแตกแขนงของรากอย่าง
อิสระ เป็นรากท่ีเกิดขึ้นเพื่อทดแทนรากแรกเกิดเมื่อต้นข้าวเจริญเติบโตและมีอายุมากขึ้น (ภาพท่ี 1) 

 
 

ภาพที่ 1 รากของข้าว 
 

ท่ีมา: มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ (2561) 
 

ลำต้น (stem or culm) ลำต้นของข้าวมีลักษณะทรงกลม ส่วนกลางกลวงตรงส่วน 
ของปล้อง (internode) และต้นตรงส่วนของข้อ (node) โดยท่ัวไปลำต้นจะต้ังตรง ลำต้นข้าวอาจมี
ลักษณะเล้ือยหรือล้มราบโดยชูเฉพาะส่วนของยอดขึ้นต้ังตรง ในระยะการเจริญเติบโตทางลำต้น 
(vegetative growth) ของข้าว อาจมองเห็นลำต้นไม่ชัดเจน เนื่องจากมีส่วนของกาบใบ ( leaf 
sheath) หุ้มไว้ ลักษณะของปล้องท่ีโคนต้นจะส้ัน และมีเนื้อหนากว่าปล้องท่ีอยู่ตรงส่วนปลายของลำ
ต้น โดยปกติต้นข้าวจะมีปล้องประมาณ 25-30 ปล้อง ขึ้นอยู่กับพันธุ์ข้าวและสภาพแวดล้อม ปล้อง
สุดท้ายท่ีอยู่บนสุดใต้รวงจะมีความยาวมากท่ีสุด ส่วนข้อ (node) ของลำต้นทำหน้าท่ีแบ่งลำต้น
ออกเป็นปล้อง ๆ จะมีตา (bud) เกิดขึ้นข้อละ 1 ตา ท่ีบริเวณซอกใบของแต่ละใบซึ่งเกิดขึ้นสลับกันใน
แต่ละข้อของลำต้น ความสูงของลำต้นอาจอยู่ระหว่าง 100-200 เซนติเมตร ขึ้นอยู่กับพันธุ์และ
สภาพแวดล้อม  

ใบ (leaf) ข้าวจัดเป็นพืชใบเล้ียงเด่ียวมีลักษณะเป็นแผ่นแบนบางค่อนข้างยาวรูป  
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หอก ใบข้าวประกอบด้วยตัวใบ (leaf blade) และกาบใบ (leaf sheath) โดยมีข้อต่อใบ (leaf 
collar) เป็นตัวแบ่งให้กาบใบแยกออกจากตัวใบ ตัวใบจะยื่นออกจากลำต้นโดยทำมุมกว้างหรือแคบ
กับลำต้น ขึ้นอยู่กับชนิดของพันธุ์ข้าว เส้นใบของข้าวจะขนานกันต้ังแต่โคนถึงปลายใบ และมีเส้นกลาง
ใบ (midrib) แบ่งออกเป็น 2 ซีกเท่า ๆ กัน พันธุ์ข้าวส่วนใหญ่มีขนอ่อน (pubescence) บนใบ กาบ
ใบทำหน้าท่ีลำเลียงน้ำและแร่ธาตุจากรากและลำต้นไปยังตัวใบเพื่อใช้สังเคราะห์แสง ยังช่วยสะสม
อาหารไว้สำหรับรวงข้าว และช่วยเสริมให้ลำต้นแข็งแรงอีกด้วย ตรงบริเวณด้านในข้อต่อใบจะปรากฏ
เย่ืออ่อนบาง ๆ รูปสามเหล่ียมมีปลายแยก 2 แฉก แนบติดกับส่วนของลำต้น เรียกว่า เยื่อกันน้ำฝน 
(ligule) บริเวณนี้ยังมีเข้ียวกันแมลง (auricles) 2 อัน มีลักษณะโค้งคล้ายเคียวติดอยู่ข้างละอันของข้อ
ต่อใบ จุดนี้ทำให้ข้าวแตกต่างจากต้นหญ้า นอกจากใบปกติแล้วยังมีใบรูปร่างลักษณะพิเศษต่างกันคือ 
ใบแรกเกิด (primary leaf หรือ prophylum) เจริญออกมาเป็นใบแรกตอนต้นข้าวเริ่มงอก และใบธง 
(flag leaf) มีขนาดส้ันกว่าและอยู่ในตำแหน่งท่ีต้ังตรงกว่าใบอื่น ๆ ของต้นข้าว ใบธงจะเกิดขึ้นท่ีส่วน
บนสุดของต้นข้าว โดยกาบใบธงหุ้มรวงข้าวอ่อนไว้ก่อนออกรวงบริเวณใต้รวงข้าวใบธงมีความสำคัญ
มากในการสังเคราะห์แสงในระยะท่ีข้าวสร้างรวง ท้ังนี้เพราะใบอื่นเริ่มแก่และขาดประสิทธิภาพใน
สังเคราะห์แสงแล้ว (ภาพท่ี 2) 

 

 

ภาพที่ 2 ลักษณะใบของต้นข้าว 
 

ท่ีมา: มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ (2561) 
การเจริญเติบโตทางการสืบพันธุ ์ 

ช่อดอกหรือรวงข้าว (inflorescence หรือ panicle) ช่อดอกหรือรวงข้าวหลาย ๆ   
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ดอกท่ีรวมกันเป็นช่อโดยติดอยู่บนระแง้ (rachis) หรือแขนง (branches) ท่ีแตกออกไปจากแกนกลาง 
(main axis) ของช่อดอก เมื่อมีการผสมพันธุ์ในดอกข้าวระหว่างเซลล์สืบพันธุ์ของเพศผู้และเพศเมีย
จะมีการพัฒนาเกิดขึ้นเป็นเมล็ดภายในแต่ละดอก (ภาพท่ี 3) 

ดอกข้าว (spikelet) ประกอบด้วยกลีบดอกใหญ่ (lemma) และกลีบดอกเล็ก 
(palea) 2 เปลือกประกบกัน ท่ีผิวกลีบดอกท้ัง 2 ชนิดอาจมีขนหรือไม่มีขนก็ได้ เป็นท่ีน่าสังเกตว่าใน 
พันธุ์ข้าวท่ีไม่มีขนใบก็จะไม่มีขนบนเปลือกด้วย ท่ีปลายสุดของกลีบดอกใหญ่มีลักษณะแหลมยื่น
ออกมาเรียกว่า หาง (awn) ส่วนของกลีบดอกใหญ่และกลีบดอกเล็กจะประสานกันตรงเฉพาะส่วน
ของฐานซึ่งติดอยู่กับก้านส้ัน ๆ เรียกว่า ขั้วดอก (rachilla) โดยมีแผ่นบาง ๆ 2 แผ่นท่ีเรียกว่า เย่ือรอง
รังไข่ (lodicules) อยู่บนขั้วดอกเพื่อทำหน้าท่ีบังคับให้กลีบดอกท้ัง 2 ชนิดปิดหรือเปิดได้ ท่ีฐานของ
ขั้วดอกจะมีเปลือกบาง ๆ ค่อนข้างยาว 2 แผ่นซึ่งมีขนาดเล็กกว่ากลีบเปลือกท้ัง 2 ชนิด เรียกว่า กลีบ
รองดอก (sterile lemmas) ทำหน้าท่ีรองรับฐานของกลีบดอกท้ังสองไว้โดยมีกลีบฝ่อ (rudimentary 
glumes) มีลักษณะเป็นปุ่มเล็ก ๆ 2 ปุ่ม อยู่ตรงข้ามกับฐานรองดอกอีกช้ันหนึ่ง ส่วนท่ียึดระหว่างกลีบ
ฝ่อและระแง้ท่ีสองและสาม เรียกว่าก้านดอกย่อย (pedicel) ซึ่งจะรองรับดอกแต่ละดอกไว้ (ภาพท่ี 3) 

เกสรเพศผู้ (stamen) และเกสรเพศเมีย (pistil) จะอยู่ภายในดอกข้าวโดยมีกลีบ 
ดอกใหญ่และเล็กหุ้มไว้ในแต่ละดอกจะมีเกสรเพศผู้จำนวน 6 อัน ส่วนบนสุดของเกสรเพศผู้จะเป็น กะ
เปาะสีเหลืองเรียกว่า อับเรณู (anther) ภายในมีละอองเกสร (pollen grains) ขนาดเล็กเป็นจำนวน
มาก อับเรณูจะติดอยู่บนก้านเกสรเพศผู้ (Filament) และเช่ือมติดอยู่กับฐานดอก ส่วนเกสรเพศเมีย
จะอยู่ใกล้กับฐานดอกด้านใน ประกอบด้วย ยอดเกสรเพศเมีย (stigma) ซึ่งอยู่ส่วนบนมีลักษณะคล้าย
รังนกขนาดเล็กจำนวน 2 อัน ทำหน้าท่ีรองรับละอองเกสรเพศผู้ และต้ังอยู่บนก้านเกสรเพศเมีย 
(style) ซึ่งเช่ือมติดอยู่กับรังไข่ (ovary) ภายในรังไข่จะมีไข่ (ovule) เมื่อได้รับการผสมจากละออง
เกสรเพศผู้จะกลายเป็นเมล็ด (ภาพท่ี 3) 

เกสรเพศผู้และเกสรเพศเมียอยู่ภายในดอกเดียวกัน จัดเป็นดอกสมบูรณ์เพศ  
(perfect flower) ท่ีมีการผสมตัวเอง (self pollination) เป็นส่วนใหญ่  มีการผสมข้าม (cross 
pollination) ตามธรรมชาติน้อยมาก 0.5-5% เท่านั้น (ภาพท่ี 3) 
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ภาพที่ 3 ส่วนต่าง ๆ ของดอกข้าว 
 

ท่ีมา: กรมการข้าว (2561) 
 

เม ล็ด (seed) เม ล็ดข้าวหรือข้าวกล้องประกอบด้วยส่วน ท่ี เป็นแป้ง (endosperm) 
และคัพภะ ซึ่งถูกหุ้มไว้ด้วยเยื่อหุ้มเมล็ดช้ันนอก (pericarp) เยื่อหุ้มช้ันกลาง (seed coat and 
nucellus) และเย่ือหุ้มช้ันใน (aleurone layer) เมล็ดข้าวจะถูกพัฒนาขึ้นมาหลังจากการผสมพันธุ์
ระหว่างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้และเพศเมีย โดยท่ีรังไข่จะกลายไปเป็นแป้งและส่วนของไข่ก็กลายไป
เป็นคัพภะ เรียกส่วนของเมล็ดข้าวท่ีถูกหุ้มด้วยกลีบดอกใหญ่และกลีบดอกเล็กว่า เมล็ดข้าวเปลือก 
(paddy) (ภาพท่ี 4) 

 

ภาพที่ 4 ส่วนต่าง ๆ ของเมล็ดข้าว 
 

ท่ีมา: มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ (2561)  
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คุณค่าทางโภชนาการของข้าวสี 
 ข้าวส่วนใหญ่ท่ีพบท่ัวไปจะประกอบด้วย 3 สี คือ ข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว แดง และดำ 
ปัจจุบันผู้บริโภคนิยมรับประทานข้าวสีเนื่องจากมีคุณค่าทางโภชนาการสูง โดยเฉพาะข้าวที่มีสีม่วงเข้ม 
และพบว่าข้าวสีต่าง ๆ เป็นแหล่งท่ีดีของสารต้านอนุมูลอิสระท่ีมีในธรรมชาติเช่น วิตามินอี เบต้าแคโร
ทีน ลูทีน และสารประกอบโพลีฟีโนลิค (รัชนี และริญ, 2553) 

ในข้าวสีต่าง ๆ ข้าวดำมีลักษณะเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงเข้มและมีปริมาณแอนโทไซยานินสูง ใน
ระหว่างการพัฒนาของเมล็ด เย่ือหุ้มเมล็ดมีการสะสมแอนโทไซยานินได้เร็ว ทำให้ข้าวดำมีสีเมล็ดสี
ม่วงเข้ม (Abdel-Aal et al., 2006; Reddy et al., 1995; Shao et al., 2011) ในการท่ีข้าวมีเมล็ดสี
ม่วงนั้นจะต้องมีการทำงานร่วมกันของท้ัง 2 ยีน คือ OsDFR (Pp) และ OsB1 (Pb)  จะทำให้เมล็ด
ข้าวมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง (Rahman et al., 2013) ซึ่งรงควัตถุท่ีเกิดขึ้นเกิดจากวิถีการสังเคราะห์ฟลา
โวนอยด์ และแอนโทไซยานินมีบทบาทสำคัญ ช่วยดูดซับอนุมูลอิสระ โดยทำหน้าท่ีเป็นตัวต้านอนุมูล
อิสระในกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะกระบวนการออกซิเดชัน ช่วยลดความ
เส่ียงจากโรคมะเร็ง และโรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน (กรมวิทยาศาสตร์บริการ, 2553) ประโยชน์ของ
ข้าวสีท่ีกล่าวมานี้ ทำให้ปัจจุบันมีนักวิจัยศึกษาเกี่ยวกับข้าวท่ีสร้างรงควัตถุเหล่านี้เป็นจำนวนมาก 
เนื่องจากมีประโยชน์ต่อผู้บริโภค 

 

ฟลาโวนอยด์ 
 สารประกอบฟลาโวนอยด์ (Flavonoid compounds) เป็นกลุ่มของสารประกอบท่ีมี
โครงสร้างพื้นฐานเป็นฟีนิลเบนโซไพโรน (phenylbenzo-pyrones) มีโมเลกุลขนาดเล็กและมี
โครงสร้างประกอบด้วยการจัดเรียงตัวของคาร์บอน 15 ตัว C6-C3-C6 เป็นวงแหวน 3 วง ได้แก่ 
benzene ring 2 วง (A และ B) (ภาพท่ี 5) เช่ือมอยู่กับ heterocyclic pyran ring ซึ่งอยู่ตรงกลาง
ของโครงสร้าง C8 (วิภพ, 2556) สามารถแบ่งกลุ่มย่อยตามตำแหน่งหมู่ฟังก์ชันได้เป็น 7 กลุ่ม  ดังนี้ 

- ฟลาโวนอล (Flavonols) เช่น quercetin, kaempferol และ myricetin 
- ฟลาโวน (Flavones) เช่น agipenin, luteolin และ chrysin 
- ฟลาวาโนน (Flavanones) เช่น hesperetin, naringenin และ eriodoctyol 
- ฟลาวานอล (Flavanols) เช่น catechin, gallocatechin, epicatechin,  

epigallocatechin, epicatechin-3-gallate และ epigallocatechin-3-gallate  
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- ฟลาวาโนนอล (Flavanonols) เช่น taxifolin 
- ไอโซฟลาโวน (Isoflavones) เช่น daidzein, genistein, glycitein และ  

formononetindin 
- แอนโทไซยานิน (anthocyanin) เช่น cyanidin, delphinidin, malvidin,  

pelargonidin, peonidin และ petunidin  

 

 
 

ภาพที่ 5 โครงสร้างพื้นฐานของฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) 
 

ท่ีมา: วิภพ สุทธนะ (2556) 
 
แอนโทไซยานิน 
 แอนโทไซยานินเป็นรงควัตถุหรือสารสี (pigment) ท่ีให้สีแดง ม่วง และน้ำเงิน ใช้เป็นสารให้สี
ธรรมชาติในการสกัดสารแอนโทไซยานินซึ่งมีสมบัติเป็นโภชนเภสัช เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant) ช่วยชะลอความเส่ือมของเซลล์ ช่วยลดอัตราเส่ียงของการเกิดโรคหัวใจ และเส้นเลือด
อุดตันในสมอง ชะลอความเส่ือมของดวงตา ช่วยยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคอีโคไล (Escherichia coli) ใน
ระบบทางเดินอาหาร ซึ่งเป็นสาเหตุทำให้ท้องร่วงและอาหารเป็นพิษ  
 แอนโทไซยานินจัดอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์มีโครงสร้างเป็นแบบ C6-C3-C6 ซึ่งเป็นไกลโคไซด์ 
(Glycoside) ของ 2-phenylbenzopyrylium หรือ flavylium cation (ภาพท่ี 6) แอนโทไซยานิน
สามารถเกิดได้ 20 ชนิด แต่พบบ่อยในพืชมี 6 ชนิด คือ pelargonidin (Pg) 18%, cyanidin (Cy) 
30%, delphinidin (Dp) 22%, peonidin (Pn), petunidin (Pt) และ malvidin (Mv) 20% (กรม
วิทยาศาสตร์บริการ, 2553) 
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ภาพที่ 6 โครงสร้างแอนโทไซยานนิ 
 

ท่ีมา: อรุษา เชาวนลิขิต (2554)  
 
วิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 

การสังเคราะห์แอนโทไซยานินมีขั้นตอนการสังเคราะห์อยู่ในช่วงต้นและกลางของวิถีการ
สังเคราะห์ฟลาโวนอยด์ ขั้นตอนในการสังเคราะห์เร่งโดยเอนไซม์ chalcone synthase (CHS), 
chalcone isomerase (CHI) และ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ซึ่ง anthocyanidin จะ
ได้จากการสังเคราะห์ของ anthocyanidin synthase (ANS) และ UDP-glucose flavonoid 3-o-
glucosyl transferase (UFGT) (ภาพท่ี 7) (Chen et al., 2013) ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์
แอนโทไซยานิน แบ่งเป็น 2 ประเภท (ภาพท่ี 8) คือ 

1. ยีนโครงสร้างในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินมีรหัสสร้างเอนไซม์ท่ีสำคัญ คือ  
chalcone synthase (CHS), chalcone isomerase (CHI), flavanone-3 -hydroxylase (F3 H), 
flavonoid-3'-hydroxylase (F3'H) flavonoid-3', 5'-hydroxylase (F3'5'H), dihydroflavonol-4-
reductase (DFR), anthocyanidin synthase (ANS) แ ล ะ  flavonoid-3 -O-glucosyl 
transtransferase (UFGT)  

2. ยีนควบคุมเป็นยีนท่ีควบคุมการแสดงออกของยีนโครงสร้าง มีรหัสสร้างโปรตีน  
transcription factor แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 

2.1 กลุ่ม MYC (Basic-helix-loop-helix) จัดอยู่ใน R/B gene family เช่น  
OsB1 และ OsB2 (Sakamoto et al., 2001) 

2.2 กลุ่ม MYB จัดอยู่ใน C1/P1 gene family เช่น OsC1 (Saitoh et al.,  
2004)  
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ภาพที่ 7 วิถีการสังเคราะห์ฟลาโวนอยด์ประกอบด้วยเอนไซม์ต่าง ๆ 
 

ท่ีมา: Chen et al. (2013) 

 

 

 

ภาพที่ 8 การควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน 
 

ท่ีมา: Lim and Ha, (2013) 
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ยีนโครงสร้าง 
การสังเคราะห์แอนโทไซยานินเกี่ยวข้องกับยีนโครงสร้างหลายยีน เพื่อเปล่ียนกรดอะมิโน  ฟี

นิลอะลานีนไปเป็นแอนโทไซยานิน ยีนโครงสร้างท่ีสำคัญมีรหัสสร้างเอนไซม์ ได้แก่ chalcone 
synthase (CHS), chalcone isomerase (CHI), flavanone-3 -hydroxylase (F3 H), flavonoid-
3'-hydroxylase (F3'H) flavonoid-3', 5'-hydroxylase (F3'5'H), dihydroflavonol-4-reductase 
(DFR), anthocyanidin synthase (ANS) แ ล ะ  flavonoid-3 -O-glucosyl transtransferase 
(UFGT) โดยขั้นแรกในการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน คือ การควบแน่นของโมเลกุล malonyl-CoA 
และ p-coumaroyl-CoA โดยการทำงานของเอนไซม์ chalcone synthase (CHS) เร่งให้ปฏิกิริยา 3 
โมเลกุลของ malonyl-CoA ทำงานร่วมกับ p-coumaroyl-CoA เพื่อสร้าง nardenin chalcone ใน
ข้าว จากนั้นทำการเปล่ียนโครงสร้าง nardenin chalcone ไปอยู่ในรูป flavanone naringenin 
และเอนไซม์ flavonoid-3'-hydroxylase (F3'H) เร่งปฏิกิริยาโดยการเติมหมู่ OH ท่ีตำแหน่ง C-3 ได้
เป็น dihydrokaempferol (DHK) จากนั้นเอนไซม์ flavonoid-3'-hydroxylase (F3'H) เร่งปฏิกิริยา
การเติมหมู่ OH ท่ีตำแหน่ง 3' ทำให้เปล่ียน dihydrokaempferol (DHK) เป็น dihydroquerectin 
(DHQ) ท่ีจะถูกเปล่ียนไปเป็น cyaniding และเปล่ียนรูป DHK ไปเป็น dihydromyricetin (DHM) 
สำหรับการสร้าง delphinidin จากเอนไซม์ dihydroflavonol-4- reductase (DFR) เร่งปฏิกิริยา 
reduction โดยเปล่ียน  dihydroflavonoid ได้เป็น leucoanthocyanidin โดย anthocyanidin 
synthase (ANS) เป ล่ี ย น  leucoanthocyanidins ไ ป เป็ น  anthocyanidins แ ล ะ เอ น ไซ ม์  
flavonoid 3-glucosyl – transferase (3GT/FGT/GT) เร่งปฏิกิริยาการขนส่งกลูโคสจาก UDP-
glucose ไปยัง hydroxyl group ในตำแหน่งท่ี 3 ของ C-ring ซึ่งเป็นขั้นตอนสุดท้ายท่ีทำให้การ
สังเคราะห์แอนโทไซยานินมีความเสถียร ซึ่ง 3GT เป็นเอนไซม์ท่ีจำเป็นสำหรับการสังเคราะห์แอนโท
ไซยานิน (Schijlen et al., 2004) 

ยีนโครงสร้างท่ีสำคัญในการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าว คือ ยีน OsDFR เป็นกลุ่มของ
ยีนโครงสร้างต้ังอยู่บนโครโมโซมท่ี 1 ของข้าว ประกอบด้วย 3 เอกซอน และ 2 อินทรอน (Nakai et 
al., 1998) ในเมล็ดข้าวขาวยีน OsDFR มีการแทนท่ีเบสจาก C ไปเป็น A ในเอกซอนท่ี 2 ทำให้เกิด 
premature stop codon ซึ่งการกลายพันธุ์นี้อาจส่งผลทำให้เมล็ดข้าวขาวไม่สามารถสังเคราะห์แอน
โทไซยานินได้ (Furukawa et al., 2007) 

จากการศึกษาของ Lim and Ha (2013) ท่ีได้ทำการศึกษายีน OsDFR ในข้าวท้ังหมด 34 
สายพันธุ์ พบว่าใน เอกซอนท่ี 2 เกิดการแทนท่ีของลำดับเบสโดยในข้าวสีจะพบเบส C เฉพาะข้าวขาว
เท่านั้นท่ีมีการเปล่ียนไปเป็นเบส A ทำให้เกิด premature stop codon (ภาพท่ี 9) จึงทำให้ยีน 
OsDFR ในข้าวขาวสังเคราะห์โปรตีนท่ีไม่สมบูรณ์ จึงไม่เกิดสีในเย่ือหุ้มเมล็ด  
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จากการศึกษาของ Rahman et al. (2013) พบว่า การเกิดสีม่วงในเยื่อหุ้มเมล็ดข้าวจะต้อง
อาศัยการทำหน้าท่ีร่วมกันระหว่างยีน OsDFR และ OsB1 ช่วยส่งเสริมกันในการแสดงออกของเย่ือ
หุ้มเมล็ดสีม่วง หากขาดยีนใดยีนหนึ่งจะทำให้เยื่อหุ้มเมล็ดไม่เกิดสีม่วง 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9 โครงสร้างยีน OsDFR 
 

ท่ีมา: Lim and Ha, (2013) 
 
ยีนควบคุม 
 ยีนควบคุมมีอิทธิพลต่อการสะสมของแอนโทไซยานินและการแสดงออกท่ีแตกต่างกันของ
กระบวนการสังเคราะห์แอนโทไซยานินท่ีสำคัญมี 2 กลุ่ม คือ R/B และ C1/Pl gene family กลุ่มของ 
R/B gene family เป็ น รหั ส ข อ ง  basic helix-loop-helix (bHLH) MYC transcription factor 
(Lim and Ha, 2013) และ C1/Pl gene family เป็นรหัสของ MYB type transcription factor 
 ในข้าวมีการกำหนดให้ R/B gene ระบุว่าเป็นยีน Ra/Rb gene หรือ OsB1/OsB2 gene 
เป็ น รหั ส ข อ ง  basic helix-loop-helix (bHLH) MYC transcription factor (Hu et al., 1996; 
Sakamoto et al., 2001) ในข้าวโพดมียีนควบคุม 2 กลุ่มคือ R/B และ C1/Pl gene family ในกลุ่ม
ของ R/B gene family (R, Lc, Sn และ B) เป็นรหัสของ basic helix-loop-helix (bHLH) MYC-
type protein ส่วนในกลุ่มของ C1/Pl gene family เป็นรหัสของ MYB type protein การกระตุ้น
ยีนโครงสร้างในวิถีการสังเคราะห์แอนโทไซยานินขึ้นอยู่กับการทำงานของยีนในกลุ่ม C1/Pl อย่างน้อย
หนึ่งยีนทำหน้าท่ีในการสังเคราะห์รงควัตถุในเนื้อเยื่อพืช (Sakamoto et al., 2001) 
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 จากการศึกษาของ Sakulsingharoj et al., (2016) พบว่า ในยีน OsB1 ซึ่งเป็นกลุ่ม MYC 
helix-loop-helix (bHLH) ในข้าวขาวมีการเกิด 2-bp insertion ในเอกซอนท่ี 7 ซึ่งเป็นสาเหตุทำให้
เกิดการกลายพันธุ์แบบเฟรมชิฟท์ และยีน OsB1 ในข้าวสีดำมีบทบาทสำคัญในการสังเคราะห์แอนโท
ไซยานิน 
 ยีน OsB1 จากข้าวแดงและข้าวขาว แตกต่างจากข้าวดำ คือ ยีนในข้าวแดงและขาวเกิดการ
แทนท่ีของ ACG codon ไปเป็น ATG โดยเบส C เปล่ียนเป็นเบส T ท่ีตำแหน่ง 191 การเพิ่มของ
ลำดับเบส TG ท่ีตำแหน่ง 1,632 และเกิดการขาดหายไปหนึ่งเบสท่ีตำแหน่ง 1,721 ทำให้เกิด 
premature stop codon จึงทำให้กรดอะมิโนหายไป 12 ตัว ท่ี C-terminus เป็นบริเวณ DNA 
binding domain ทำให้ยีน OsB1 ไม่ทำหน้าท่ีในข้าวขาวและข้าวแดง (ภาพท่ี 10) (Lim and Ha, 
2013) 

 

 
ภาพที่ 10 โครงสร้างยีน OsB1 

 

ท่ีมา: Lim and Ha, (2013) 
 
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ  
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA Markers) คือ ลำดับเบสช่วงหนึ่งของดีเอ็นเอท่ีนำมาใช้เป็น

เครื่องหมายบ่งช้ีความเป็นเอกลักษณ์ของส่ิงมีชีวิตบอกความแตกต่างระหว่างส่ิงมีชีวิตท่ีศึกษา อาจมี

ตำแหน่งบนโครโมโซมในนิวเคลียส (nuclear DNA) หรือในออร์แกเนลล์ (mitochondria DNA หรือ 

chloroplast DNA) ท่ีมีลำดับเบสแตกต่างหรือโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphisms) จึงสามารถนำมาใช้

เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอได้ สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท (สุรีพร, 2546) ดังต่อไปนี้  
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1. Hybridization based marker เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการเข้า 

คู่ของลำดับเบสดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สมกันระหว่างดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) กับดีเอ็นเอท่ีต้องการ

ตรวจสอบ โดยใช้เทคนิคไฮบริไดเซชัน ได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี (Restriction Fragment 

Length Polymorphisms, RFLP) มีคุณสมบัติเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีการถ่ายทอดพันธุกรรม

แบบข่มร่วม เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์ความแตกต่างของจุดตัดเอนไซม์ตัดจำเพาะ 

(restriction enzyme) (สุชาดา, 2553) ส่ิงมีชีวิตท่ีแตกต่างกัน จะมีลำดับเบสท่ีแตกต่างกัน ความ

แตกต่างนี้อาจเกิดจากการกลายพันธุ์ หรือเกิดจากสภาพแวดล้องและอาจเกิดจากข้อผิดพลาดของ

เซลล์ ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงลำดับเบสได้ การเปล่ียนแปลงดังกล่าวทำให้เกิดความแตกต่าง

ส่งผลให้ตำแหน่งจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะเปล่ียนแปลงไป เมื่อนำมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ

ชนิดเดียวกัน จะได้ขนาดและจำนวนช้ินส่วนของดีเอ็นเอแตกต่างกัน เรียกว่า เกิดโพลีมอร์ฟิซึม 

(polymorphisms) ทำให้ตรวจสอบพบความแตกต่างของสายพันธุ์พื ชได้ ลักษณะเด่นของ

เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพีสามารถแยกความแตกต่างท่ีดีเอ็นเอได้โดยตรง  ดังนั้นจึงไม่มีอิทธิพล

สภาพแวดล้อมเข้ามาเกี่ยวข้อง ผลท่ีได้จึงมีความแม่นยำและสามารถทำซ้ำได้ผลเหมือนเดิม และยังมี

ข้อจำกัดคือ ขั้นตอนซับซ้อน ยุ่งยาก ใช้เวลานาน และมีค่าใช้จ่ายในการดำเนินการสูง (สุรีพร, 2546) 

2. PCR based marker เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณ   

ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction (PCR) technique) นิยมใช้ในงาน

ปรับปรุงพันธุ์พืช (สุชาดา, 2553; สุรีพร, 2546) เช่นการตรวจสอบเกิดการแทนท่ี (substitution) 

หรือการขาดหายไป (deletion) ของลำดับเบส เรียกว่า indel (insertion หรือ deletion) หรือการ

ตรวจ single nucleotide polymorphism (SNPs) เป็นต้น (อารีย์รัตน์ , 2564) สำหรับเทคนิคท่ี

อาศัยหลักการพีซีอาร์มีหลายวิธีดังต่อไปนี้ 

  2.1 เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์ความแตกต่างของลำดับเบสและถ่ายทอด

พันธุกรรมแบบข่มสมบูรณ์ (complete dominance) 

เครื่องหมายอาร์เอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA,  

RAPD) เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสร้างจากจีโนมิกดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ ปฏิกิริยาใช้ไพรเมอร์ท่ี

มีลำดับเบสแบบสุ่ม (random primer) ขนาดไพรเมอร์ส้ันประมาณ 10 เบส และใช้อุณหภูมิใน

ขั้นตอน annealing ต่ำ ดังนั้นไพรเมอร์เหล่านี้จึงสามารถเข้าคู่กับดีเอ็นเอของพืชโดยสุ่มได้หลาย

ตำแหน่งและไม่จำเพาะในจีโนม ซึ่งเครื่องหมายชนิดนี้ไม่เจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใดบริเวณหนึ่งบน

โครโมโซมของพืชท่ีต้องการตรวจสอบ ดังนั้นจึงไม่เฉพาะเจาะจงท่ีตำแหน่งยีน และความแตกต่างหรือ  
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โพลีมอร์ฟิซึม เกิดขึ้นระหว่างจีโนมิกดีเอ็นเอของแต่ละตัวอย่างเหล่านั้นมีจีโนไทป์ต่างกัน เครื่องหมาย

ดีเอ็นนี้ถูกนำมาใช้ในงานปรับปรุงพันธุ์พืชอย่างกว้างขวางเนื่องจากมีวิธีดำเนินการไม่ยุ่งยาก ซับซ่อน 

ทำได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว และมีค่าใช้จ่ายค่อนข้างต่ำ แต่มีข้อจำกัดในการทำซ้ำ ผลท่ีได้แตกต่างจาก

เดิม เนื่องจากมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงได้ง่าย  

เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length  

Polymorphisms, AFLP) เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนาโดย Zabeau และ Vos (Vos et al., 

1995) ตรวจสอบความแตกต่างของช้ินดีเอ็นเอท่ีได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ และนำมาเพิ่ม

ปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ตรวจสอบความแตกต่างของขนาดผลผลิตพีซีอาร์ด้วยวิธีพอลิอะคริลาไมด์

เจลอิเล็กโทรโฟรีซีส พบแถบดีเอ็นเอขนาดต่างกันจำนวนมาก มีลักษณะเด่น คือ สามารถตรวจสอบดี

เอ็นเอได้หลายตำแหน่งพร้อมกัน ใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นในการทำปฏิกิริยาจำนวนน้อย การตรวจสอบซ้ำ

ให้ผลเหมือนเดิม จึงถูกนำมาใช้ในงานด้านการปรับปรุงพันธุ์ เช่น การศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรม การบ่งช้ีลักษณะท่ีเป็นเอกลักษณ์ อย่างไรก็ตามค่าใช้จ่ายในการดำเนินการค่อนข้างสูง 

  2.2 เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์ความแตกต่างของลำดับเบสและถ่ายทอด

พันธุกรรมแบบข่มร่วม (codominant) 

   เค รื่ อ งห ม าย  cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS)  

หรือ PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length polymorphism) เป็นเครื่องหมายท่ีวิเคราะห์

ความแตกต่างของจุดตัดเอนไซม์ตัดจำเพาะของช้ินดีเอ็นเอท่ีได้จากเทคนิคพีซีอาร์ เป็นดีเอ็นเอท่ีได้

จากการตัดผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ ดีเอ็นเอจะถูกย่อยเป็นช้ิน จากนั้นวิเคราะห์ด้วย

ขนาดของช้ินดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส 

   เครื่องหมาย single strand conformational polymorphism (SSCP) 

เป็นเครื่องหมายท่ีวิเคราะห์คอนฟอร์เมชันของดีเอ็นเอสายเด่ียว ใช้ตรวจความแตกต่างของเบสตัวใด

ตัวหนึ่งในช้ินดีเอ็นเอ ขนาดท่ีเหมาะสมของช้ินดีเอ็นเอเป้าหมายท่ีต้องการวิเคราะห์อยู่ประมาณ 200 

คู่เบส ตรวจสอบโดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ แล้วทำให้ช้ินดีเอ็นเอเสียสภาพกลายเป็น

ดีเอ็นเอสายเด่ียวด้วยความร้อน นำไปลดอุณหภูมิให้ต่ำลงอย่างรวดเร็ว ดีเอ็นเอสายเด่ียวในสภาพ

ธรรมชาติ จะขดจับกันตามเบสคู่สมภายในสายของตัวเองเกิดโครงรูป (conformation)    ท่ีจำเพาะมี

ผลต่อการเคล่ือนท่ีบนเจลพอลิอะคริลาไมด์อิเล็กโทรโฟรีซีสชนิดเจลไม่เสียสภาพ 

   เ ค รื่ อ ง ห ม า ย  single nucleotide polymorphism (SNP)  เ ป็ น

เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์ความแตกต่างของเบสหนึ่งตำแหน่ง อาศัยการกลายเฉพาะจุด ณ จุดใด  



 18 

จุดหนึ่งภายในโมเลกุลของดีเอ็นเอ ทำได้โดยการหาลำดับเบส แล้วเปรียบเทียบส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดท่ี

แตกต่างกัน 

  2.3 เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์ความแตกต่างของจำนวนลำดับเบสซ้ำและ

ถ่ายทอดพันธุกรรมแบบข่มร่วม 

เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite) หรือเอสเอสอาร์ (SSR  

marker) เป็นกลุ่มดีเอ็นเอท่ีมีลำดับเบสซ้ำแบบต่อเนื่อง ความยาวของเบสซ้ำ 1-6 เบส             การ

ตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ จะใช้ไพรเมอร์ท่ีมีลำดับเบสเป็น          

ไมโครแซทเทลไลท์ เช่น (C)10 หรือ (CAG)5 โดยใช้ไพรเมอร์เพียงชนิดเดียวเท่านั้น และเนื่องจากลำดับ

เบสไมโครแซทเทลไลท์กระจายท่ัวจีโนม ไพรเมอร์ข้างเดียวจึงสามารถจับกับ     ดีเอ็นเอได้หลาย

ตำแหน่งและท้ังสองทิศทาง ถ้าไพรเมอร์ปลาย 3' เข้าหากันและอยู่ตำแหน่งไม่ไกลกันจะเกิดผลผลิต

พีซีอาร์ได้ ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกิดขึ้นจะแสดงถึงเอกลักษณ์ของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด เพราะ

จำนวนชุดซ้ำท่ีมีไมโครแซทเทลไลท์แตกต่างกัน การตรวจสอบวิธีนี้จึงไม่จำเป็นต้องทราบลำดับเบสมา

ก่อน ลักษณะเด่นของเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์ คือ มีหลาย   อัลลีลในโลกัสทำให้

ตรวจสอบความแตกต่างได้มากกว่าเครื่องหมายอื่น ๆ พบได้มากและครอบคลุมท้ังจีโนม จึงถูก

นำมาใช้ในการจำแนกสายพันธุ์พืช หรือประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรม แต่ข้อจำกัดท่ีสำคัญ 

คือ การพัฒนาหรือสร้างไมโครแซทเทลไลท์ไพรเมอร์นั้น มีค่าใช้จ่ายค่อนข้างสูงมาก  

2.4 เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์ความแตกต่างของจำนวนลำดับเบสซ้ำและ 

ถ่ายทอดพันธุกรรมแบบข่มสมบูรณ์ 

   เครื่องหมายชนิดมินิแซทเทลไลท์ (minisatellite) เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ี

สร้างโดยอาศัยคุณสมบัติของดีเอ็นเอบริเวณท่ีมีลำดับเบสซ้ำแบบต่อเนื่องต้ังแต่ซ้ำไม่กี่ชุดจนถึงหลาย

กิโลเบส โดยมีความยาวเบสซ้ำ 10-60 เบส วิธีการตรวจคล้ายกับวิธีการของไมโครแซทเทลไลท์ 

ต่างกันท่ีจำนวนซ้ำและความยาวของหน่วยซ้ำ 

 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการปรับปรุงพันธุ ์
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) เป็นลำดับเบสของดีเอ็นเอ โดยใช้เป็นเครื่องหมายบ่งช้ี

เอกลักษณ์ของส่ิงมีชีวิตสามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นลูกได้ และมีประโยชน์ทางด้านการเกษตร โดยนำ

เครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช้ในการคัดเลือกพันธุ์ เพื่ อปรับปรุงพันธุ์ ท่ีเรียกว่า การคัดเลือกโดยใช้

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (marker assisted selection, MAS) (จีราพร และคณะ, 2563) เพื่อเลือกต้นท่ี  
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มีจีโนไทป์ท่ีต้องการ เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนำมาใช้ช่วยคัดเลือก จำแนกได้ 2 แบบ คือ การใช้

เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีอยู่ใกล้กับยีนเป้าหมายในการคัดเลือก ( indirect MAS; iMAS) และการใช้

เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจำเพาะกับส่วนท่ีเกี่ยวข้องกับการทำงานของยีน (direct MAS; dMAS หรือ 

functional marker assisted selection; fMAS) เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด fMAS มีความแม่นยำใน

การคัดเลือกมากกว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด iMAS เนื่องจากเป็นการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอจาก

ส่วนของยีนท่ีทำหน้าท่ีกำหนดรหัสพันธุกรรมซึ่งควบคุมการทำงานของยีนท่ีต้อ งการ การนำ

เครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช้ในการคัดเลือกพันธุ์ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการคัดเลือก เพิ่มความแม่นยำ 

และร่นระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุ์พืช (จันทร์จิรา และคณะ , 2557) และการคัดเลือกโดยใช้

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (MAS) ไม่ขึ้นกับสภาพแวดล้อม และสามารถคัดเลือกพืชได้ในทุกระยะของการ

เจริญเติบโตของพืช เนื่องจากมีเครื่องหมายโมเลกุล (molecular markers) และแผนท่ียีน (genetic 

map) จึงทำให้การคัดเลือกพันธุ์โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ (marker assisted selection, MAS)  มี

ความเป็นไปได้ท่ีจะควบคุมยีนท่ีสำคัญ ตลอดจนลักษณะเชิงปริมาณ (Francia et al., 2005) 

 

ข้อดีของการใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการปรับปรุงพันธุ์ 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอถูกนำมาใช้อย่างหลากหลายในการบ่งช้ีความแตกต่างหรือความ

หลากหลายของส่ิงมีชีวิต เช่น ลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative traits) หรือลักษณะเชิงคุณภาพ 

(qualitative traits) เครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นเครื่องมือท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างของ

ส่ิงมีชีวิตได้อย่างถูกต้องและแม่นยำกว่าการใช้ลักษณะรูปร่างสัณฐานของพืช ข้อดีท่ีนำมาใช้ในงาน

ด้านการปรับปรุงพันธุ์มี ดังต่อไปนี ้

1. มีความเท่ียงตรง (accurate) เป็นเครื่องมือช่วยคัดเลือกจีโนไทป์ท่ีต้องการจาก 

พืชได้โดยตรง จึงมีความถูกต้องและแม่นยำสูงกว่าการคัดเลือกจากลักษณะฟีโนไทป์ซึ่งผันแปรไปตาม

สภาพแวดล้อม 

2. มีจำนวนเครื่องหมายในปริมาณมาก (abundance) โดยเครื่องหมายจะถูก 

พัฒนาจากดีเอ็นเอโดยตรง ต่างจากเครื่องหมายโปรตีนท่ีพัฒนาจากผลผลิตท่ียีนแสดงออก 

3. ผลการวิเคราะห์คงท่ี (constant nature) สามารถทำได้ทุกช่วงเวลาของการ 

เจริญเติบโตของพืชและสามารถใช้ส่วนใดส่วนหนึ่งของพืชมาทำการตรวจสอบ เนื่องจากดีเอ็นเอไม่มี

การเปล่ียนแปลงไม่ว่าจะวิเคราะห์ในระยะใดของการเจริญเติบโต จึงย่นระยะเวลาในการคัดเลือก 

สะดวกต่อการปรับปรับพันธุ์  
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4. ไม่ทำลายต้นพืช (no effect on organisms) การนำเครื่องหมายดีเอ็นเอมา 

ช่วยคัดเลือก สามารถนำช้ินส่วนของพืชเพียงเล็กน้อยมาตรวจสอบโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ี

ต้องการ โดยต้นพืชสามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ 

5. การถ่ายทอดยีนแบบลักษณะข่มร่วม (co-dominant manner) เครื่องหมาย 

ดีเอ็นเอบางชนิด เช่น อาร์เอฟแอลพี (RFLP marker) และเอสเอสอาร์ (SSR marker) สามารถใช้

แยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์พืชท่ีเป็นโฮโมไซกสั (homozygous genotype) และเฮทเทอโรไซกัส 

(heterozygous genotype) ได้ แต่เครื่องหมายบางชนิดเช่น อาร์เอพีดี (RAPD marker) ไม่สามารถ

แยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์พืชท่ีเป็นโฮโมไซกสั (homozygous genotype) และเฮทเทอโรไซกัส 

(heterozygous genotype) ได้ 

6. สามารถคัดเลือกลักษณะท่ีต้องการได้หลายลักษณะต้ังแต่ในระยะต้นกล้า ทำ 

ให้ประหยัดพื้นท่ีปลูก เวลา แรงงาน และค่าใช้จ่ายอื่น ๆ  

 

 เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS สามารถนำมาใช้ได้หลากหลายรูปแบบด้านชีววิทยาพืช มี

การพัฒนาขึ้นสำหรับศึกษาพันธุกรรมพืช และการปรับปรุงพันธุ์  จากการศึกษาเครื่องหมายชนิด 

CAPS ท่ีเช่ือมโยงกับยีนท่ีควบคุมลักษณะทางการเกษตรท่ีสำคัญในพืช เช่น คุณภาพของเมล็ด ความ

ต้านทานโรค เป็นต้น มักนำมาใช้ในการทำแผนท่ีพันธุกรรมและการทำแผนท่ียีน เครื่องหมาย CAPS 

ถูกนำมาใช้วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิต จึงสามารถใช้ CAPS 

ได้อย่างมีประสิทธิภาพสำหรับการศึกษาพันธุกรรมระดับโมเลกุลและการปรับปรุงพันธุ์พืช 

(Shavrukov, 2016) 

 จากการศึกษาของ Oshima et al. (2019) ท่ีได้พัฒนาเครื่องหมายท่ีเกี่ยวข้องกับการ

สังเคราะห์แอนโทไซยานินบริเวณกาบใบของข้าว โดยทำการถ่ายยีน DFR และ C1/MYB โดยใช้โปร

โมเตอร์ 35S และถ่ายยีน OsB2/bHLH โดยใช้โปรโมเตอร์ท่ีจำเพาะกับบริเวณกาบใบ เข้าไปในข้าว

พันธุ์ japonica และ indica แสดงให้เห็นว่า การสร้างแอนโทไซยานินจำเป็นต้องมีท้ัง 3 ยีน คือ ยีน

ควบคุมกลุ่ม MYB และ MYC (bHLH) และยีนโครงสร้าง คือ ยีน OsDFR สำหรับการสร้างเม็ดสีแอน

โทไซยานินในข้าว 

 จากการศึกษาแผนท่ีของยีน Pb (OsB1) ในประชากร F2 ของคู่ผสมระหว่างข้าวขาวพันธุ์ 

Pei’al64S กับข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ Yunanheixiannuo และคู่ผสม Pei’ai 64S กับข้าวเยื่อหุ้ม

เมล็ดสีม่วงพันธุ์ Chuanheinuo โดยพัฒนาเครื่องหมายชนิด indel และ CAPS ใช้ในการศึกษานี้   
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พ บ ว่ า  ล ำ ดั บ เบ สข อ งยี น  OsB1 บ ริ เว ณ  exon ท่ี  7 ข้ าว พั น ธุ์  Yunanheixiannuo แ ล ะ 

Chuanheinuo ไม่เกิด 2-bp addition เมื่อเปรียบเทียบกับข้าวขาวพันธุ์ Pei’ai 64S, 9311 และ 

Nipponbare และเมื่อนำเครื่องหมายชนิด  CAPS มาวิเคราะห์ในประชากร F2 พบว่า ประชากร F2 มี

ความแตกต่างกันระหว่างข้าวขาวและข้าวสี โดยพบ 2-bp addition ผลดังกล่าวจึงช้ีให้เห็นว่ายีน 

OsB1 เกี่ยวข้องกับสีเยื่อหุ้มเมล็ด และใช้คัดเลือกข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงได้  (Wang and Shu, 

2007) ในข้าวขาวทำให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift จึงไม่สามารถสร้างเม็ดสีแอนโทไซยานิน

ได้ (Sakamoto et al., 2001; Lim and Ha, 2013; Sakulsingharoj et al., 2016) 
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บทที่ 3  
วิธีดำเนินการวิจัย 

 
วัสดุและอุปกรณ์ 

1. กรรไกรตัดแต่งกิง่ช่อดอกข้าว 
2. กระดาษทิชชู่ 
3. กระติกน้ำแข็ง 
4. กระต๊ิกน้ำร้อน 
5. กระถางไม่มีรูขนาด 12 นิ้ว 
6. กระบอกตวง 
7. กล้องถ่ายรูป 
8. กล่องพลาสติก 
9. กล้องสเตอริโอ (Olympus, Japan) 
10. ขวดดูแรน  
11. ขวดเพาะเมล็ด 
12. ขวดรูปชมพู่ (flask) 
13. ขวดวัดปริมาตร (Volumetric flask) 
14. คลิปหนีบกระดาษ 
15. คิวเวทท์ (Cuvette) 
16. จอบ 
17. ช้อนตักสาร 
18. เชือกไหมพรหม 
19. ซองน้ำตาลสำหรับใส่เมล็ด 
20. ซีล (Extreme seal) 
21. ดิน 
22. ดินสอ ยางลบ สมุดบันทึก 
23. ตะเกียงแอลกอฮอร์ 
24. ตะแกรง 
25. ถ้วยใส่สาร 
26. ถังน้ำร้อนไฟฟ้า 
27. ถุงผสม  
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28. ถุงมือยาง 
29. ทัพพี 
30. ทิป (Tip) 
31. ท่ีวางหลอดทดลอง 
32. เทอร์โมมิเตอร์ 
33. นาฬิกาจับเวลา 
34. บีกเกอร์ (Becker) 
35. ปากคีบปลายแหลม 
36. ป้าย (Tag) 
37. ปิเปตแก้ว (Measuring Pipette ) 
38. ปุ๋ยเคมีสูตร 16-16-16 และ 12-24-12 
39. ผ้าโซล่อนสีดำ 
40. พลาสติกแรป (Plastic wrap) 
41. เพลทตกตะกอนดีเอ็นเอ (96-well PCR Plate) 
42. เพลทพีซีอาร์ (96-well PCR Plate 0.2 ml) 
43. เพลทวัดแอนโทไซยานิน (96-well Microplate) 
44. เพลทสกัดดีเอ็นเอ (96-Well DNA LoBind Deep Well Plates) 
45. เม็ดบีท (Glass beads) 
46. ไมโครปิเปรต (Micropipette) 
47. ไม้ปักป้าย 
48. สต๊ิกเกอร์ใส 
49. หลอดพลาสติกฝาเกลียวขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 
50. หลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
51. หลอดไมโครทิวป์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
52. หลอดไมโครทิวป์ ขนาด 2.0 มิลลิลิตร 
53. ห้องมืดควบคุมความยาวช่วงแสง 
54. แอลกอฮอล์ 

  
เคร่ืองมือ 

1. เครื่อง Spectrophotometer-plate reader รุ่น SPECTRO star Nano (BMGLabTech, 
Germany)  
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2. เครื่อง votex (Scienctific industry, USA) 
3. เครื่องกวนสารและให้ความร้อน (Hotplate stirrer) (Jemway 1000, UK) 
4. เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูม ิOrbital Shakering Incubation (Shall Lab, USA) 
5. เครื่องช่ัง 2 ตำแหน่ง และ 4 ตำแหน่ง 
6. เครื่องบดละเอียดตัวอย่าง 
7. เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (Centrifuge) (Eppendorf, USA) 
8. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR) รุ่นt 100™ thermal cycler (BioRad, USA) 
9. เครื่องไมโครเวฟ 
10. เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า หรือเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) 
11. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด – ด่าง STARTER 3100 PH BENCH (OHAUS, China) 
12. เครื่องสำรองไฟ (Power supply) 
13. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
14. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
15. หม้อนึ่งความดันไอน้ำ 
 

สารเคมี 
1. 10% Sodium hypochlorite (UNION Science, Thailand) 
2. 2-mercraptoethanol (BIO BASIC INC, Canada) 
3. Absolute ethanol (MERCK, Germany) 
4. Acetic acid (Merck, Germany) 
5. Agarose (Invitrogen, USA) 
6. Boric acid (Fisher scientific, UK) 
7. Chloroform (LAB-SCAN, Thailand) 
8. Deionized Water (RCI LABSCAN, Thailand) 
9. Diaminoethanetertra-acid disodium salt (EDTA) (Fisher scientific, UK) 
10. Hydrochloric acid (Merck, Germany) 
11. LC Premium None Skirt PCR Plate 
12. Methanol for analysis EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur (Merck, Germany) 
13. Mineral oil (Himedia, China) 
14. Potassium chloride (Merch, Germany) 
15. Sodium acetate (Merck, Germany)  
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16. Tris base (HIMEDIA, China) 
17. สีย้อมดีเอ็นเอ RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (Boca Scientific Inc, USA)  
18. สีย้อมดีเอ็นเอ SYBR safe DNA gel stain (invitrogen, USA) 

 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

1. GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific, USA) 
2. GeneRuler 100 bp ladder Plus (Thermo Scientific, USA) 

 
เอนไซม์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. BamHI –HF (New England Biolab, USA) 
2. FastDigest BamHI (Thermo Scientific, USA) 

 
ชุดทดลองสำเร็จรูปที่ใช้ในงานวิจัย 

1. Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA) 
2. ชุด DNAsecure Plant Kit (TIANGEN, China) 
3. ชุด Universal DNA Purification Kit (TIANGEN, China) 
4. บัฟเฟอร์สำเร็จรูป My Taq HS Red Mix, (BIOLINE, USA) 
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วิธีการดำเนินวิจัย 

 

วิธีดำเนินวิจัยแบ่งออกเปน็ 10 ขั้นตอน ดังนี้ 

1. การคัดเลือกพันธุ์ข้าว และการสร้างลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) และประชากร F2 

2. การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบข้าว 

2.1 วิธี mCTAB  

2.2 วิธี mCTAB ใช้ 96well Plate 

3. การหาเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR  

4. การวิเคราะห์ลำดับเบสบางส่วนของยีน OsB1 และ OsDFR 

5. การวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1  

6. การวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด indel ของยีน OsDFR 

7. การศึกษาฟีโนไทป์ 

8. การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินโดยวิธี pH differential 

9. การทดสอบไคสแควร์ของการถ่ายทอดยีน OsB1 และ OsDFR และลักษณะสีเย่ือหุ้มเมล็ด 

10. การวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR กับปริมาณแอนโทไซยานิน

โดยวิธี ANOVA 

11. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอกับกับปริมาณแอนโทไซยานิน

และสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2 
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1. การคัดเลือกพันธุ์ข้าว และการสร้างลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) และประชากร F2 
พันธุ์ข้าวท่ีใช้ในการศึกษาท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว ได้แก่ พันธุ์  กข-แม่โจ้ 2 (RD-MAEJO2), 

Kitaake, Sasanishiki, ปทุมธานี  1 (PTT1), กข39 (RD39), Nipponbare, กข6 (RD6), ไทชุง 65 
(T65) พันธุ์ที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงเข้มหรือสีดำ ได้แก่ ไรซ์เบอร์รี่ (RIB), หอมดำสุโขทัย (HDSKT), หอม
นิล (HN), ก่ำหนองเต่าคำ (KN), เหนียวดำ (ND) และก่ำพะเยา (KP) ได้รับความอนุเคราะห์จาก
มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ และข้าวพื้นเมืองท่ีมีสีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง ได้แก่ ก่ำน้อย (KNO), 
ก่ำใหญ่ (KY) และมะลิดำ (MLDUM) ได้รับความอนุเคราะห์จากข้าวพื้นเมืองในเขตปฏิรูปท่ีดิน 
สำนักงานปฏิรูปท่ีดิน อำเภอกุดชุม จังหวัดยโสธร โดยเลือกข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวเป็นพันธุ์รับ คือ 
ปทุมธานี 1 (PTT1) และข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงเป็นพันธุ์ให้ คือ ก่ำน้อย (KNO) เพื่อผลิตลูกผสมช่ัวที่ 1 
(F1 hybrid) ฤดูนาปี (กรกฎาคม-ธันวาคม) พ.ศ. 2561 จากนั้นนำเมล็ด F1 มาปลูกเพื่อผลิตเมล็ดช่ัวท่ี 
2 (F2 seeds) ฤดูนาปรัง (มกราคม-มิถุนายน) พ.ศ. 2562 และปลูกเมล็ด F2 เพื่อสร้างประชากร F2 

ท้ังหมด 300 ต้น ในฤดูท่ี 3 นาปี (กรกฎาคม-ธันวาคม) พ.ศ. 2562 สำหรับการวิเคราะห์เครื่องหมาย
ดีเอ็นเอท่ีสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน และสีเย่ือหุ้มเมล็ด  
 

การผสมพันธุ์ข้าว 
- เลือกต้นข้าวพันธุ์รับท่ีดอกบานแล้วประมาณ 1-2 วัน สังเกตได้จากรวงข้าวจะมี

เกสรเพศผู้ห้อยอยู่ข้างเมล็ดข้าวประมาณ 1 ใน 3 ของรวงข้าวทั้งหมด (ภาพท่ี 11A)  
- นำรวงข้าวมาแช่น้ำร้อนท่ีอุณหภูมิประมาณ 43-45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10  

นาที เพื่อทำให้เกสรเพศผู้เป็นหมันช่ัวคราว (ภาพท่ี 11B) จะสังเกตเห็นว่ากลีบดอกข้าวเปิดออก และ
อับเรณูเกสรเพศผู้ออกมาหลังจากแช่น้ำร้อนแล้ว (ภาพท่ี 11C) 

- ตัดแต่งช่อรวงข้าวให้เหลือเพียงดอกท่ีมีระยะท่ีเหมาะสมในผสมพันธุ์ (ภาพท่ี 11D) 
- ทำการตอนดอกเกสรเพศผู้ออก ให้เหลือเพียงเกสรเพศเมีย (ภาพท่ี 11E) 
- ผสมข้าวพันธุ์รับกับพันธุ์ให้ โดยนำข้าวพันธุ์รับท่ีทำการตอนดอกเกสรเพศผู้ออก 

หมดแล้ว นำมาผสมกับข้าวพันธุ์ให้โดยใช้ปากคีบปลายแหลมคีบละอองเกสรเกสรเพศผู้มาแตะลงบน
ยอดเกสรเพศเมีย เบา ๆ เพื่อป้องกันยอดเกสรเพศเมียช้ำ (ภาพท่ี 11F) (เมื่อเปล่ียนพันธุ์ข้าวท่ีผสม
จะต้องแช่ปากคีบปลายแหลมด้วย แอลกอฮอล์ 75 เปอร์เซ็นต์ ก่อน เพื่อป้องกันการผสมข้าม 

- ครอบรวงข้าวที่ได้รับการผสมแล้วด้วยถุงไข พร้อมเขียนช่ือพันธุ์ข้าว ท่ีเป็นพันธุ์รับ 
และพันธุ์ให้ วันท่ีในการผสม และผู้ผสมลงบนถุงไข (ภาพท่ี 11G) 
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ภาพที่ 11 การผสมข้าว (A) เลือกต้นข้าวพันธุ์รับ (B) นำรวงข้าวมาแช่น้ำร้อน (C) ตัดแต่งช่อรวงข้าว 
(D) ตอนดอกเกสรเพศผู้ออก (E-F) ผสมข้าวพันธุ์รับกับพันธุ์ให้ (G) ครอบรวงข้าวด้วยถุงไข 

 
2. การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบข้าว 

 2.1 วิธี mCTAB  
- บดใบ ให้ ละ เอี ยด  จากนั้ น เติ ม สารละลาย  mCTAB (Cetyltrimethyl Ammonium 

Bromide) ท่ีมี 1% (v/v) 2-mercaptoethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นผสมโดยใช้เครื่อง 
vortex 

-  เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 500 ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
โดยทำการผสมทุก 10 นาที 

- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
- ย้ายส่วนใสใส่หลอดใหม่ และเติม RNase A (10 mg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ต่อ

สารละลายดีเอ็นเอ 300 ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 30 
นาที 

- เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 500 ไมโครลิตร หรือ 1 เท่า ของ ปริมาตรสารละลาย mCTAB 
และผสมให้เข้ากัน  

- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง  
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- ย้ายส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม 3M Sodium acetate, pH 5.2 ปริมาตร 1/10 เท่าของ
สารละลาย และเติม Cold absolute ethanol ปริมาตร 2 เท่าของสารละลาย จากนั้นผสมให้เข้ากัน
สังเกตเห็นตะกอนขุ่นสีขาว หากไม่พบตะกอน อาจแช่สารละลายในหลอดไมโครทิวป์ท่ีอุณหภูมิ  -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที หรือข้ามคืน 

- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิง และเติม         เอ
ทานอล 75 เปอร์เซ็นต์ เพื่อล้างตะกอน ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร จำนวน 2 ครั้ง 

- ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง จากนั้นละลายตะกอนด้วย 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 ปริมาตร 
30 ไมโครลิตร 

 
2.2 วิธี mCTAB ใช้ 96well Plate 

- ใช้ท่ีเจาะกระดาษเจาะตัวอย่างพืช จำนวน 6 ช้ิน ใส่ลงใน Deepwell และใส่เม็ดบีทจำนวน  
3 เม็ด 

-  เติมสารละลาย mCTAB (Cetyltrimethyl Ammonium Bromide) ท่ีมี 1% (v/v)              
2-mercaptoethanol ป ริ ม า ต ร  50 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  จ า ก นั้ น ผ ส ม  (mCTAB 100 ul +                        
2-mercaptoethanol 1 ul) ปิดด้วยสต๊ิกเกอร์ใส 2 ช้ัน 

- นำตัวอย่างเข้าเครื่องตีตัวอย่าง 2 รอบ ๆ ละ 1 นาที 30 วินาที 
- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เติม mCTAB ปริมาตร 150 

ไมโครลิตร ปิดด้วยสต๊ิกเกอร์ใส 
- นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เติมคลอโรฟอร์ม 1 เท่าของ

สารละลาย 100 ไมโครลิตร ปิดด้วยสต๊ิกเกอร์ใส 
- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
- เติม RNase A (1 mg/ml) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน Deepwell plate ใหม่ และย้าย 

ส่วนใสใส่ตามลงไป ปิดด้วยสต๊ิกเกอร์ใส นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 
30 นาที 

- เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 100 ไมโครลิตร หรือ 1 เท่า ของ ปริมาตรสารละลาย  mCTAB  
- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง  
- ย้ายส่วนใสใส่ เพลทตกตะกอน เติม 3M Sodium acetate, pH 5.2 ถ้าไม่ขุ่น และเติม 

Cold absolute ethanol 100 ไมโครลิตร หรือ ปริมาตร 2 เท่าของสารละลาย ปิดสต๊ิกเกอร์ใส 
จากนั้นผสมให้เข้ากันเพียงเล็กน้อย จะสังเกตเห็นตะกอนขุ่นสีขาว หากไม่พบตะกอน อาจแช่
สารละลายในหลอดไมโครทิวป์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสข้ามคืน 
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- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เทส่วนใสท้ิง และเติม         เอ
ทานอล 75 เปอร์เซ็นต์ เพื่อล้างตะกอน ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จำนวน 2 ครั้ง ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ตากดีเอ็นเอให้แห้ง 

- ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง จากนั้นละลายตะกอนด้วย 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 ปริมาตร 
15 ไมโครลิตร 
 
3. การหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR  

ค้นหาลำดับเบสบางส่วนของยีน OsDFR จากฐานข้อมูล GenBank ของข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสี
ม่วงพันธุ์ Murasaki (AB003495.1) Nakai et al. (1998) แล้วออกแบบไพรเมอร์ท่ีใช้เป็นเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR ให้ครอบคลุมบริเวณท่ีมีความแตกต่างกันระหว่างข้าวเยื่อหุ้ม
เมล็ดสีม่วง japonica และสีขาว indica ส่วนเครื่องหมายดีเอ็น เอชนิด Cleaved amplified 
polymorphic sequence (CAPS) ของยีน OsB1 ได้มาจากงานวิจัยของ Rahman et al. (2013) ท่ี
ใช้ตรวจสอบความแตกต่างระหว่างข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว และสีม่วง (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางที่ 1 ไพรเมอร์ท่ีใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR  

 
 
4. การวิเคราะห์ลำดับเบสบางส่วนของยีน OsB1 และ OsDFR 

การวิเคราะห์ลำดับเบสบางส่วนของยีน OsB1 และ OsDFR โดยนำจีโนมิกดีเอ็นเอจากข้าว
พันธุ์ต่าง ๆ ทำตามวิธีข้อ 2.1 มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน OsB1 
และยีน  OsDFR (ตาราง ท่ี  1) โดยใช้  2x Phusion Flash PCR master mix (Thermo Fisher 
Scientific, USA) โดยมีองค์ประกอบปฏิกิริยา ดังนี้ 
 
  

Marker Gene Forward primer Reverse primer
Annealing 

temp (°C)

PCR product 

size (bp)
 References

CAPS 

marker
OsB1 OB1ex6_F = 5' GGGAGAAGCTCAACGAGATG 3' OB1R = 5' GGGTGGCAGATTCATCACTT 3' 55 1,200 Rahman et al., 2013

Indel 

marker
OsDFR OsDFR-662F =5' AGATGTACAAATGCGTGGGC 3' OsDFR-426R =5' GGGTCGGATGGAGTAGACAG 3' 55 240 In this study



 31 

ส่วนประกอบปฏิกิริยา  ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
2x Phusion Flash PCR master mix  10 
10 µM OB1ex6_F  1 
10 µM OB1R  1 
gDNA  1 
dH2O  7 

Total  20 
 
สภาวะในการทำพีซีอาร์ของยีน OsB1 

เง่ือนไขปฏิกิริยา อุณหภูมิ (·C) เวลา จำนวนรอบ 

Initial Denaturation 98 30 วินาที 1 
Denaturation 98 10 วินาที  

34x Annealing 55 10 วินาที 
Extension 72 40 วินาที 
Final Extension 72 5 นาที 1 

 
จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ให้แรงดันไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น

เวลา 30 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 bp 
 

ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
2x Phusion Flash PCR master mix 10 
10 µM OsDFR-662F 1 
10 µM OsDFR-426R 1 
gDNA 1 
dH2O 7 

Total 20 
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สภาวะในการทำพีซีอาร์ของยีน OsDFR 
เง่ือนไขปฏิกิริยา อุณหภูมิ (·C) เวลา (นาท)ี จำนวนรอบ 

Initial Denaturation 98 30 วินาที 1 
Denaturation 98 10 วินาที  

34x Annealing 58 10 วินาที 
Extension 72 10 วินาที 
Final Extension 72 5 นาที 1 
 

จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส ให้แรงดันไฟฟ้า 120 โวลต์ เป็น
เวลา 60 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 230 bp 

นำผลผลิตพีซีอาร์มาแยกบริสุทธิ์ ด้วยชุด Universal DNA Purification Kit (TIANGEN, 
China) แยกแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากเทคนิคพีซีอาร์ บนเจลอะกาโรส ตัดแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังมาแยก
บริสุทธิ์เจล โดยใช้ชุด Universal DNA Purification Kit (TIANGEN, China) มีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

 
การแยกบริสุทธิ์ดีเอ็นเอจากเจล 

- ตัดเจลท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีต้องการจากการทำพีซีอาร์ ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ 
- ช่ังน้ำหนักเจล และเติม buffer PC ปริมาตร 1 เท่า ของน้ำหนักเจล (อัตราส่วนน้ำหนักเจล 

100 มิลลิกรัม ใส่ buffer PC 100 ไมโครลิตร) 
- บ่มเจลท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (จนกว่าจะละลายหมด พลิกหลอด 

ทุก ๆ 3 นาที เพื่อให้เจลละลายเป็นเนื้อเดียวกัน) 
- จากนั้นเติม Buffer BL ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน spin column นำไปปั่นเหวี่ยง 

12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที และท้ิงส่วนใส 
- หลังจากเจลละลายแล้ว นำ spin column ใส่ใน collection tube จากนั้นดูดสารละลาย

เจลท่ีละลายแล้วใส่ spin column จนหมด และปั่นเหวี่ยง 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เท
ส่วนใสท้ิง 

- เติม Buffer PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร บ่ม 3 นาที และปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสท่ีไหลผ่าน column ท้ิง และทำซ้ำอีกรอบ 

- ปั่นเหวี่ยง column เปล่า เป็นเวลา 2 นาที อีกครั้ง และท้ิงส่วนใส เปล่ียนใส่หลอดธรรมดา 
เปิดฝารอให้แห้งสนิท 

- ย้าย spin column มาวางใส่ในหลอดไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร   
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- ชะดีเอ็นเอ โดยเติม Buffer EB ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 2-5 นาทีปั่น
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที และชะดีเอ็นเอ รอบท่ี 2 อีกครั้ง 

- ส่งวิเคราะห์ลำดับเบสท่ีบริษัท 1st BASE (Malaysia) จากนั้นนำลำดับเบสของข้าวพันธุ์  ต่าง 
ๆ มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม Clustalx 1.8 และ GeneDoc 2.7  
 
5. การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1  

นำจีโนมิกดีเอ็นเอจากข้าวพันธุ์ต่าง ๆ ท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว สีม่วง ข้าวลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) 
และประชากร F2 ท่ีสกัดทำตามวิธีข้อ 2.1 และ 2.2 มาค้นหายีน OsB1 โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจะเพาะต่อ
ยีน OsB1 คือ OB1ex6_F และ OB1R (ตารางท่ี 1) โดยใช้ 2x My Taq HS Red mix (BIOLINE, 
USA) ปฏิกิริยาปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยจีโนมิกดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม ไพรเมอร์ความ
เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ โดยมีองค์ประกอบปฏิกิริยา ดังนี้ 
 

ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
2x My Taq HS Red mix 10 
10 µM OB1ex6_F 1 
10 µM OB1R 1 
gDNA 1 
dH2O 7 

Total 20 
 
สภาวะในการทำพีซีอาร์ของยีน OsB1 

เง่ือนไขปฏิกิริยา อุณหภูมิ (·C) เวลา จำนวนรอบ 

Initial Denaturation 95 3 นาที 1 
Denaturation 95 1 นาที  

34x Annealing 55 1 นาที 
Extension 72 1 นาที 
Final Extension 72 5 นาที 1 
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จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสท่ีมี RedSafe™ Nucleic Acid 
Staining Solution เป็นส่วนประกอบ ใช้ความเข้มข้นเจล 1 เปอร์เซ็นต์ให้แรงดันไฟฟ้า 100 โวลต์ 
เป็นเวลา 30 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 bp ถ่ายภาพเจลภายใต้แสงยูวี 

นำผลผลิตพีซีอาร์ของยีน OsB1 จากข้าวพันธุ์ต่าง ๆ มาทำการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะโดย
ใช้ FastDigest enzyme BamHI (Thermo Fisher Scientific, USA) โดยมีองค์ประกอบปฏิกิริยา 
ดังนี้ 
 

ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
Water, nuclease=free 12.5 
10x FastDigest buffer 2 
DNA (PCR product) 5 
FastDigest enzyme 0.5 

Total 20 
 
นำมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 30 นาที จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วย

เทคนิคอะกาโรสเจลอิ เล็กโทรโฟริซิส ท่ีมี  RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution เป็น
ส่วนประกอบ ใช้ความเข้มข้นเจล 1.2 เปอร์เซ็นต์ ให้แรงดันไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 
สังเกตแถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 700 และ 500 bp ถ่ายภาพเจลภายใต้แสงยูวี 

 
6. การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด indel ของยีน OsDFR 

นำจีโนมิกดีเอ็นเอจากข้าวพันธุ์ต่าง ๆ ท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว สีม่วง ข้าวลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) 
และประชากร F2 ท่ีสกัดทำตามวิธีข้อ 2.1 และ 2.2 มาค้นหายีน OsDFR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อ
ยีน OsDFR คือ OsDFR-662F และ OsDFR-426R (ตารางท่ี 1) โดยใช้ 2x My Taq HS Red mix 
(BIOLINE, USA) ปฏิกิริยาปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยจีโนมิกดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม ไพร
เมอร์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ โดยมีองค์ประกอบปฏิกิริยา ดังนี้ 
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ส่วนประกอบปฏิกิริยา ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
2x My Taq HS Red mix 10 
10 µM OsDFR-662F 1 
10 µM OsDFR-426R 1 
gDNA 1 
dH2O 7 

Total 20 
 
สภาวะในการทำพีซีอาร์ของยีน OsDFR 

เง่ือนไขปฏิกิริยา อุณหภูมิ (·C) เวลา  จำนวนรอบ 

Intial Denaturation 95 3 นาที 1 
Denaturation 95 30 วินาที  

34x Annealing 55 30 วินาที 
Extension 72 30 วินาที 
Final Extension 72 5 นาที 1 
 
 จากนั้นนำไปวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิสท่ีมี RedSafe™ Nucleic Acid 
Staining Solution เป็นส่วนประกอบ ใช้ความเข้มข้นเจล 4 เปอร์เซ็นต์ ให้แรงดันไฟฟ้า 120 โวลต์ 
เป็นเวลา 60 นาที สังเกตแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 230 และ 220 bp ถ่ายภาพเจลภายใต้แสงยูวี 
 

7. การศึกษาฟีโนไทป์ 
 ศึกษาข้อมูลฟีโนไทป์ของข้าวพันธุ์รับ ข้าวพันธุ์ให้ ลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) และประชากร F2    ฟี

โนไทป์ ได้แก่ การเจริญเติบโตและพัฒนาทางลำต้น สีของลำต้น กาบใบ แผ่นใบ เขี้ยวกันแมลง เยื่อ
กันน้ำฝน และการเจริญเติบโตพัฒนาการทางเซลล์สืบพันธุ์ สีเย่ือหุ้มเมล็ด 
 
8. การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินทั้งหมดโดยวิธี pH differential 

- ช่ังเมล็ดข้าวที่กะเทาะเปลือกลงในหลอดไมโครทิวป์ 100 มิลลิกรัม และนำไปเข้า 
เครื่องตีตัวอย่าง เพื่อบดเมล็ดข้าวให้ละเอียด (ตัวอย่างละ 3 ซ้ำ) 

- เติมสารละลาย ท่ีประกอบด้วย ไฮโดรคลอริก 1 เปอร์เซ็นต์ กับ เมทานอล 80  
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เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1,500 ไมโครลิตร ผสมและเขย่าในท่ีมืดท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 

- ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- ย้ายส่วนใสใส่หลอดใหม่ ปรับปริมาตร 1,500 ไมโครลิตร ด้วยสารละลาย ท่ีประกอบด้วย  
ไฮโดรคลอริก 1 เปอร์เซ็นต์ กับ เมทานอล 80 เปอร์เซ็นต์ 

- เจือจางตัวอย่างสารต่อ pH buffer (1 สารสกัด : 4 pH buffer) บ่มในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 20 นาที วัดค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 และ 700 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader 

- คำนวณปริมาณแอนโทไซยานินในหน่วย มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมน้ำหนักเมล็ดแห้ง        

(มก./100 ก.เมล็ดแห้ง) ตามสูตร [AxMWxDFx103]/ εx1 จากสูตร คือ  
Anthocyanin pigment (cyanidin-3-glucoside equivalents, mg/L) = (A x MW x DF x 103) 

/ ε x 1 โดยท่ี  A = ( A520nm – A700nm) pH 1.0 – (A520nm – A700nm)  pH 4.5 
MW (molecular weight) = 449.2 g/mol 
DF = (dilution factor = 1)  

ε = 26,900 molar extinction 
 

9. การทดสอบไคสแควร์ของการถ่ายทอดยีน OsB1 และ OsDFR และลักษณะสีเยื่อหุ้มเมล็ด 
การทดสอบไคสแควร์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 (A) และ OsDFR (B) ใน

ประชากรต้น F2 ของคู่ผสมระหว่างพันธุ์รับปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย จำนวน 300 ต้น โดยนำ
ข้อมูลเครื่องหมายดีเอ็นเอ (จีโนไทป์) ท่ีกำหนดให้ A/a คือ อัลลีลของยีน OsB1 และ B/b คือ       
อัลลีลของยีน OsDFR มาทดสอบโดยใช้โปรแกรม Minitab15 เพื่อศึกษาว่าการถ่ายทอดยีนเป็นไป
ตามกฎของเมนเดลหรือไม่  

การวิเคราะห์การถ่ายทอด 1 ยีน มีสมมุติฐาน ดังต่อไปนี้ 
ยีน OsB1 (A) อัตราส่วนจีโนไทป์ลูก F2 เท่ากับ 1:2:1 คือ 1AA : 2Aa : 1aa 
ยีน OsDFR (B) อัตราส่วนจีโนไทป์ลูก F2 เท่ากับ 1:2:1 คือ 1BB : 2Bb : 1bb  

วิเคราะห์การถ่ายทอด 2 ยีน มีสมมุติฐาน ดังต่อไปนี้ 
ยีน OsB1 (A) และ  OsDFR (B) อัตราส่วนจีโนไทป์ลูก F2 เท่ากับ  

1:2:1:2:4:2:1:2:1 คื อ  1AABB : 2AABb :1AAbb :2AaBB :4AaBb :2Aabb :1aaBB :2aaBb 
:1aabb 

การทดสอบไคสแควร์การถ่ายทอดลักษณะสีเย่ือหุ้มเมล็ด โดยนำเมล็ดแก่ F3 จากต้นข้าว 
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ประชากร F2 จำนวน 300 ต้น มากะเทาะเปลือก จากนั้นทำการสังเกตสีเย่ือหุ้มเมล็ดด้วยตาเปล่า จัด
กลุ่มสีเยื่อหุ้มเมล็ด ทดสอบไคสแควร์และหาค่าสหสัมพันธ์ (Correlation Coefficient, r) ปริมาณ
แอนโทไซยานินกับสีเยื่อหุ้มเมล็ด กำหนดให้ สีม่วงเข้ม (dark purple) = 4.00, สีม่วงกลาง 
(medium purple) = 3.00, สี น้ ำต าล (brown) = 2.00 และ สีขาว  (white) = 1.00  โดยใช้
โปรแกรม Minitab 15 
 
10. การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR กับปริมาณแอนโทไซยานนิโดย
วิธี ANOVA  

นำจีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR ของข้าวประชากร F2  

จำนวน 300 ต้น กับฟีโนไทป์ คือ ค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินมาวิเคราะห์ด้วยวิธี ANOVA โดย
โปรแกรม Minitab 15 ในการวิเคราะห์ข้อมูล กำหนดให้ยีน OsB1 แทนสัญลักษณ์ A ยีน OsDFR 
แทนสัญลักษณ์ B  
 
11. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเคร่ืองหมายดีเอ็นเอกับกับปริมาณแอนโทไซยานินและสี
เยื่อหุ้มเมล็ดในประชากร F2 

นำเครื่องหมายดีเอ็นเอ (จีโนไทป์) ของยีน OsB1 และ OsDFR ของประชากร F2 มาหา
ความสัมพันธ์กับฟีโนไทป์ คือ ปริมาณแอนโทไซยานินและสีเย่ือหุ้มเมล็ด โดยโปรแกรม Minitab 15 
กำหนดให้จีโนไทป์ของต้น F2 ท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์รับปทุมธานี 1 มีจีโนไทป์ แบบ 
Homozygous recessive (R) ให้สัญลักษณ์เป็น OsB1 = aa และ OsDFR = bb ให้คะแนนเป็น 0 
ต้นท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอของพันธุ์รับปทุมธานี 1 และพันธุ์ให้ก่ำน้อยมีจีโนไทป์ แบบ Heterozygous 
(H) ให้สัญลักษณ์เป็น OsB1 = Aa และ OsDFR = Bb ให้คะแนนเป็น 1 และต้นท่ีมีแถบดีเอ็นเอ
เหมือนพันธุ์ให้ก่ำน้อย มีจีโนไทป์แบบ Homozygous dominant (D) ให้สัญลักษณ์เป็น OsB1 = AA 
และ OsDFR = BB ให้คะแนนเป็น 2  
 การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของประชากร F2 กับฟีโนไทป์  ด้วยสมการ
ถดถอย (regression) โดยวิ ธี  simple regression เพื่ อ ห าสัมป ระ สิทธิ์ ขอ งสมการถดถอย 
(regression coefficient, R2) ซึ่ งเป็น ค่าท่ีแสดงให้ เห็นว่าเครื่องหมายดีเอ็น เอท่ีตรวจสอบมี
ความสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานินและสีเย่ือหุ้มเมล็ดหรือไม่   
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สถานที่และระยะเวลาในการวิจัย 
สถานที่ทำการวิจัย 

  ห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์โมเลกุล หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขา      
พันธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ 
  โรงเรืองกระจก สำนักวิจัยและส่งเสริมวิชาการการเกษตร มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 
 

ระยะเวลาการวิจัย 
การดำเนินงานวิจัยครั้งนี้ใช้ระยะเวลาประมาณ 24 เดือน เริ่มต้ังแต่เดือนกรกฎาคม  

พ.ศ. 2561 ถึงเดือน กรกฎาคม พ.ศ. 2563 
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง และวิจารณ์ 

 
1. การคัดเลือกพันธุ์ข้าว และการสร้างลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) และประชากร F2  

จากการคัดเลือกข้าวพันธุ์รับท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว คือ พันธุ์ปทุมธานี 1 เป็นพันธุ์ดีของไทย 
ให้ผลผลิตสูง ต้านทานโรคไหม้ และข้าวพันธุ์ให้ท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง คือ พันธุ์ก่ำน้อย เป็นข้าวพันธุ์
พื้นเมืองท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินสูง นำมาผลิตลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) ทำการผสมพันธุ์ในฤดูท่ี 1 นาปี 
2561 (กรกฎาคม – ธันวาคม) ผลิตเมล็ด F1  ได้จำนวน 6 เมล็ด ดังตารางท่ี 2 

ฤดูท่ี 2 นาปรัง 2562 (มกราคม - มิถุนายน) ทำการเพาะเมล็ด F1 และคัดเลือกต้น  F1 ด้วย
เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ียึดติดกับสีเย่ือหุ้มเมล็ด ผลิตเมล็ด F2 ได้จำนวน 996 เมล็ด (ตารางท่ี 2) 

ฤดูท่ี 3 นาปี 2562 (กรกฎาคม – ธันวาคม) ทำการเพาะเมล็ด F2 และปลูกประชากร F2 
จำนวน 300 ต้น เพื่อนำมาศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอกับลักษณะสีเย่ือหุ้มเมล็ด
และปริมาณแอนโทไซยานิน โดยวางแผนการผสมพันธุ์ข้าวดังภาพท่ี 12  

 

 
 

ภาพที่ 12 แผนการสร้างลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) และประชากร F2 ของคู่ผสมระหว่างข้าวพันธุ์รับ
ปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย 
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ตารางที่ 2 การผลิตเมล็ดข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) และประชากร F2  

คู่ผสม เมล็ดรุ่น     
จำนวน
เมล็ด 

วันที่เก็บเมล็ด 

 ปทุมธานี 1 x ก่ำน้อย 
F1 6 15/5/2018 

F2 996 27/1/2019 

 
2. การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ 
 การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ พบว่า ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีขนาดใหญ่
เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน แสดงว่า ดีเอ็นเอท่ีได้มีคุณภาพดี มีบางตัวอย่างเกิดการแตกหัก
ของดีเอ็นเอ (smear) แต่สามารถนำไปค้นหายีน โดยเทคนิคพีซีอาร์ในขั้นต่อไปได้ (ภาพท่ี 13)  

การสกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 ของคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย 
พบว่า ดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดใหญ่เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน แสดงว่าดีเอ็นเอมีคุณภาพดี และ
สามารถนำไปค้นหายีน โดยเทคนิคพีซีอาร์ในขั้นต่อไปได้ (ภาพท่ี 14) 

การสกัดดีเอ็นจากใบอ่อนของข้าวประชากร F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์รับปทุมธานี 1 
กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย จำนวน 300 ต้น โดยใช้ Deepwell plate ขนาด 96 หลุม สกัดโดยวิธี CTAB 
ดัดแปลง (Hwang and Kim, 2000) พบว่า ทุกตัวอย่างได้ดีเอ็นเอมีขนาดใหญ่ เมื่อเปรียบเทียบกับดี
เอ็นเอมาตรฐาน เกิดการแตกหักของดีเอ็นเอ (smear) ในหลายตัวอย่าง แต่สามารถนำไปค้นหายีน 
โดยเทคนิคพีซีอาร์ในขั้นต่อไปได้ (ภาพท่ี 15-18)  

 

 

 
ภาพที่ 13 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน  

1 kb DNA Ladder 
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ภาพที่ 14 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) จากคู่ผสมระหว่าง

ปทุมธานี กับก่ำน้อย ต้นท่ี 127 - 131 M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 
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ภาพที่ 15 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวประชากร F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์
รับปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย ต้นท่ี 1 - 96 M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder  
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ภาพที่ 16 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวประชากร F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์
รับปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย ต้นท่ี 97 - 192 M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder  
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ภาพที่ 17 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวประชากร F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์
รับปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย ต้นท่ี 193 - 288 M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  

1 kb DNA Ladder  



 45 

 

 
ภาพที่ 18 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าวประชากร F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์

รับปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย ต้นท่ี 289 - 300 ต้น 296 และพันธุ์รับปทุมธานี 1 (F-PTT1) 
พันธุ์ให้ก่ำน้อย (M-KNO) M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 

 
3. การหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ และการวิเคราะห์ลำดับเบสบางส่วนของยีน OsB1 และ OsDFR 

 3.1 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่จำเพาะต่อยีน OsB1 
Wang and Shu (2007) ศึกษาลำดับเบสข้าวพันธุ์ Chuanheinuo (EU095986)  

เปรียบเทียบกับข้าวขาวพันธุ์ Pei’ai, 64S, 9311 และ Nipponbare พบว่ามีการเกิด 2-bp addition 
บริเวณ exon ท่ี 7 และนำเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค พีซีอาร์ใน
ประชากร F2 จำนวน 106 ต้น พบว่า ข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง 20 ต้น พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบขนาด
ประมาณ 653 และ 203 bp ในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว 63 ต้น และข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดง 23 ต้น พบ
แถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาดประมาณ 858 bp แสดงว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอ CAPS สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงได้   

Rahman et al. (2013) วิเคราะห์ลำดับเบสของยีน OsB1 ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง 
พันธุ์ Hugnambyeo ท่ีมีบริเวณจดจำเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI แต่ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ 
IIpoombyeo เกิด 2-bp addition ท่ีบริเวณจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI ทำให้ไม่สามารถ
ตัดช้ินดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI ได้ จากนั้นนำมาวิเคราะห์ ประชากร F3 ด้วยเทคนิค
พีซีอาร์ พบว่า ข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ และข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว พบแถบ   ดี
เอ็นเอ 1 แถบ แสดงว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวและข้าวเยื่อหุ้มเมล็ด
สีม่วงได้   

การค้นหาข้อมูลลำดับเบสของยีน OsB1 จากฐานข้อมูล GenBank ของข้าว  
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japonica พันธุ์ Chuanheinuo (EU095986) ท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว ประกอบด้วย 8 exon และ 7 
intron พบว่า บริเวณ exon ท่ี 7 มีบริเวณจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI มีการเปล่ียนแปลง
ลำดับเบสเกิด 2-bp addition ทำให้ เกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift (ภาพท่ี  19) จึงนำ
เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 มาใช้ในงานวิจัยนี้ โดยนำจีโนมิกดีเอ็นเอของข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2, 
ปทุมธานี 1, ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย และก่ำใหญ่ มาค้นหายีน OsB1 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้    ไพร
เมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน OsB1 คือ OB1ex6_F และ OB1R (ตารางท่ี 1) และใช้ 2x Phusion Flash 
PCR master mix พบว่า ข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย และก่ำใหญ่ พบ
แถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังขนาดประมาณ 1,200 bp แสดงว่าในข้าวทุกพันธุ์มีบริเวณของยีน OsB1 (ภาพ
ท่ี 20A และ 20C) และตัดแถบดีเอ็นเอเพื่อนำไปแยกบริสุทธิ์ (ภาพท่ี 20B และ 20D) จากนั้นทำการ
แยกบริสุทธิ์ดีเอ็นเอโดยใช้ DNA Purification Kit (TIANGEN, China) (ภาพท่ี 21) ส่งวิเคราะห์ลำดับ
เบสโดยบริษัท 1st BASE (Malaysia) และเปรียบเทียบลำดับเบสบางส่วนของยีน OsB1 พบว่า 
บริเวณ exon ท่ี 7 ท่ีบริเวณจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI (GGATCC) มีการเปล่ียนแปลง
ลำดับเบสเกิด 2-bp addition ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์  กข-แม่โจ้ 2 และปทุมธานี 1 ซึ่ง
สอดคล้องกับพันธุ์ Nipponbare (AP014960) ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล GenBank แต่ไม่พบ 2-bp 
addition ในข้ าว เยื่ อหุ้ ม เม ล็ด สีม่ วงพั นธุ์ ก่ ำน้ อย , ก่ำใหญ่ , ไรซ์ เบอร์ รี่  และ  Purpleputtu 
(AB021079) (ภาพท่ี 22A) บริเวณ exon ท่ี 7 ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ปทุมธานี 1 มีการเกิด 2-
bp addition (ภาพท่ี 22B) ทำให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีพบว่า
ลำดับเบสของยีน OsB1 มีความแตกต่างกันระหว่างข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและข้าวสี โดยพบ 2-bp 
addition ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวทำให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ frameshift จึงไม่สามารถสร้างเม็ดสี
แอน โท ไซ ยานิ น ได้  (Sakamoto et al., 2001; Wang and Shu, 2007; Lim and Ha, 2013; 
Sakulsingharoj et al., 2016) และผลการวิจัยยังสอดคล้องกับงานวิจัยท่ีพบว่าข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว
พันธุ์ปทุมธานี 1 เกิด 2-bp addition (อนงค์นาฏ และคณะ, 2562)  
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ภาพที่ 19 แผนภาพลำดับเบสบางส่วนของยีน OsB1 และแสดงเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีครอบคลุม
บริเวณจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI ใน exon ท่ี 7 ของข้าวพันธุ์ Chuanheinuo 

(EU095986) TAG คือ Stop codon กล่องส่ีเหล่ียมสีแดง คือ บริเวณจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
BamHI สีแดง คือ ไพรเมอร์เส้น Forward สีเขียว คือ ไพรเมอร์เส้น Reverse กล่องสีดำ คือ exon 

เส้นประ คือ intron สีน้ำตาล คือ exon 6-8 ลูกศรสีฟ้า คือ บริเวณไพรเมอร์ 
(F และ R คือ OB1ex6_F และ OB1R ตามลำดับ) 
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ภาพที่ 20 ผลการค้นหายีน OsB1 ในข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย และก่ำ
ใหญ่ (A) และ (C) คือ ภาพก่อนตัดแถบดีเอ็นเอ (B) และ (D) คือ ภาพหลังตัดแถบดีเอ็นเอ 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 
 

 
 

ภาพที่ 21 ผลการแยกบริสุทธิ์ดีเอ็นเอของยีน OsB1 ในข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, 
ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย และก่ำใหญ่ M คือ 1 kb DNA Ladder  
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ภาพที่ 22 ลำดับเบสบางส่วนของยีน OsB1 บริเวณ exon ท่ี 7 (A) การเปรียบเทียบลำดับเบสในข้าว
เย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ Nipponbare (AP014960), กข-แม่โจ้ 2 (RD-MAEJO2), ปทุมธานี 1 (PTT1) 
และข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย (KNO), ก่ำใหญ่ (KY), ไรซ์เบอร์รี่ (RIB) และ Purpleputtu 
(AB021079) กล่องสีดำ คือ exon เส้นประ คือ intron ลูกศรสีฟ้า คือ บริเวณไพรเมอร์ (F และ R 

คือ OB1ex6_F และ OB1R ตามลำดับ) กล่องสีแดง คือ การเกิด 2-bp addition (B) คือ โครมาโทร
แกรม กล่องสีม่วง คือ บริเวณจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI (GGATCC) ในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสี

ม่วงพันธุ์ก่ำน้อย (KNO) และข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวปทุมธานี 1 (PTT1) 
ซึ่งเกิด 2-bp addition (GT) ในบริเวณจดจำของเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI  
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3.2 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่จำเพาะต่อยีน OsDFR 
Nakai et al. (1998) ศึกษาลำดับเบสของยีน OsDFR จากข้าว japonica ท่ีมีเยื่อ 

หุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ Murasaki (AB003495.1) และข้าว indica ท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ Teqing 
(U70541) พบว่า ยีน OsDFR ประกอบด้วย 3 exon และ 2 intron บริเวณ upstream ของ +1 ท่ี
ตำแหน่ง -450 มีการเกิด 11-bp addition ในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ Murasaki แต่ไม่พบในข้าว
เยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ Teqing ซึ่งแตกต่างกันระหว่างข้าว japonica กับ indica (ภาพท่ี 23) ใน
งานวิจัยนี้จึงออกแบบไพรเมอร์ให้ครอบคลุมบริเวณท่ีมีการเปล่ียนแปลงลำดับเบส (ตารางท่ี 1) แล้ว
นำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำใหญ่, ก่ำน้อย และ
มะลิดำ มาค้นหายีน OsDFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน OsDFR คือ OsDFR-
662F และ OsDFR-426R (ตารางท่ี1) และใช้ 2x Phusion Flash PCR master mix (Thermo 
Fisher Scientific, USA) พบว่า ข้าวทุกพันธุ์ท่ีนำมาศึกษาพบแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังประมาณ 230 
bp แสดงว่าในข้าวทุกพันธุ์มีบริเวณของยีน OsDFR (ภาพท่ี 24A) ตัดแถบดีเอ็นเอเพื่อนำไปแยก
บริสุทธิ์ (ภาพท่ี 24B) จากนั้นทำการแยกบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ โดยใช้ DNA Purification Kit (TIANGEN, 
China) (ภาพท่ี 25) ส่งวิเคราะห์ลำดับเบสโดยบริษัท 1st BASE (Malaysia) และเปรียบเทียบลำดับ
เบสบางส่วนของยีน OsDFR พบว่า ข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ Kitaake, ปทุมธานี 1 และกข-แม่โจ้ 2 
ข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์มะลิดำ และก่ำใหญ่ เกิด 11-bp addition สอดคล้องกับ Nipponbare 
(AP014957) และ Murasaki (AB003495.1) ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล GenBank แต่ข้าวเย่ือหุ้มเมล็ด
สีม่วงพันธุ์ก่ำน้อยและไรซ์เบอร์รี่ไม่มีการเกิด 11-bp addition (ภาพท่ี 26A) บริเวณท่ีเกิด 11-bp 
addition อยู่ในส่วน upstream ของโปรโมเตอร์ และไม่มีผลกระทบต่อการทำงานของยีน OsDFR 
(Nakai et al., 1998; Kim et al., 2017) ดังนั้น เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนามาจากบริเวณนี้เป็น
เครื่องหมายท่ียึดติดกับยีน OsDFR จึงอาจให้ผลการคัดเลือกท่ีแตกต่างกันในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว
และสีม่วงพันธุ์ต่าง ๆ ท่ีนำมาทดสอบ 
 อย่างไรก็ตามในงานวิจัยนี้  พบว่า ข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ปทุมธานี 1 เกิด 11-bp 
addition แต่ไม่พบในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย ดังนั้น จึงนำไพรเมอร์ท่ีพัฒนาได้มาใช้เป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR เพื่อใช้แยกความแตกต่างระหว่างข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสี
ขาวพันธุ์รับปทุมธานี 1 และข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ให้ก่ำน้อยได้ (ภาพท่ี 26B)  
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ภาพที่ 23 แผนภาพลำดับเบสบางส่วนของยีน OsDFR แสดงบริเวณท่ีเกิด 11-bp addition และ
เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีบริเวณโปรโมเตอร์ upstream ของ +1 ท่ีตำแหน่ง -450 ในข้าวพันธุ์ Murasaki 
(AB003495.1) สีเหลือง คือ Start codon, สีชมพู คือ บริเวณท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงลำดับเบส 11-
bp addition, อักษรสีแดง คือ ตำแหน่งของ +1, สีแดง คือ ไพรเมอร์เส้น Forward (OsDFR-662F), 

สีเขียว คือ ไพรเมอร์เส้น Reverse (OsDFR-426R), กล่องสีดำ คือ exon, เส้นประ คือ intron, 
ตัวหนาสีดำและขีดเส้นใต้ คือ บริเวณ TATA box และ CAAT box, สีน้ำตาล คือ exon1 

 

 
 

ภาพที่ 24 ผลการค้นหาบางส่วนของยีน OsDFR ในข้าวพันธุ์ต่าง ๆ ได้แก่ กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, 
ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำใหญ่, ก่ำน้อย และมะลิดำ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder N คือ น้ำ 

(A) คือ ภาพก่อนตัดแถบดีเอ็นเอ (B) คือ ภาพหลังตัดแถบดีเอ็นเอ 
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ภาพที่ 25 ผลการแยกบริสุทธิ์ชิ้นดีเอ็นเอของยีน OsDFR ในข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, 
ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำใหญ่, ก่ำน้อย และมะลิดำ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder 

 

 
  

ภาพที่ 26 ลำดับเบสบางส่วนของยีน OsDFR บริเวณ upstream ของ +1 ท่ีตำแหน่ง -450 (A) คือ 
การเปรียบเทียบลำดับเบสของข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ Nipponbare (AP014957), Kitaake, กข-

แม่โจ้ 2 (RD-MAEJO2), ปทุมธานี 1 (PTT1) และข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ Murasaki   
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(AB003495.1), มะลิดำ (MLDUM), ก่ำน้อย (KNO), ก่ำใหญ่ (KY), และไรซ์เบอร์รี่ (RIB) กล่องสีดำ 
คือ exon เส้นประ คือ intron ลูกศรสีฟ้า คือ บริเวณไพรเมอร์ (F และ R คือ OsDFR-662F และ 

OsDFR-426R ตามลำดับ) กล่องสีแดง คือ ตำแหน่งลำดับเบสท่ีมีความแตกต่างกันบริเวณท่ีเกิด 11-
bp addition (B) คือ โครมาโทรแกรม แสดงการเกิด 11-bp addition ในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว

ปทุมธานี 1 (PTT1) เปรียบเทียบกับข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย (KNO) 
 

4. การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1     
 ข้าวขาวและข้าวสีพันธุ์ต่าง ๆ 

  การนำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวพันธุ์  กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, Kitaake, 
Sasanishiki, กข39, Nipponbare, กข6, ไทชุง65 และข้าวดำหรือม่วงเข้มพันธุ์ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย, 
ก่ำใหญ่, มะลิดำ, หอมดำสุโขทัย, หอมนิล, ลืมผัว, ก่ำหนองเต่าคำ, เหนียวดำ และก่ำพะเยา มาค้นหา
ยีน OsB1 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน คือ OB1ex6_F และ OB1R (ตารางท่ี 
1) และใช้ 2x My Taq HS Red mix (BIOLINE, USA) พบว่า ข้าวทุกพันธุ์ที่นำมาศึกษาพบแถบดีเอ็น
เอท่ีคาดหวังประมาณ 1,200 bp แสดงว่าในข้าวทุกพันธุ์มีบริเวณของยีน OsB1 สามารถนำไป
ตรวจสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ CAPS ของยีน OsB1 ต่อไปได้ (ภาพท่ี 27)  

การนำผลผลิตพีซีอาร์ของยีน OsB1 จากข้าวพันธุ์ต่าง ๆ มาทำการตัดด้วยเอนไซม์ 
ตัดจำเพาะโดยใช้ FastDigest enzyme BamHI (Thermo Fisher Scientific, USA) พบขนาดดีเอ็น
เอท่ีคาดหวังประมาณ 1,200 bp ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวทุกพันธุ์ และขนาดดีเอ็นเอท่ีคาดหวัง
ประมาณ 500 และ 700 bp ในข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย, ก่ำใหญ่, หอมนิล, ก่ำ
หนองเต่าคำ, เหนียวดำ และก่ำพะเยา ยกเว้นพันธุ์มะลิดำ, หอมดำสุโขทัย และลืมผัว ท่ีพบแถบดีเอ็น
เอขนาด 1,200, 500 และ 700 bp อาจเกิดจากพันธุ์ข้าวท่ีไม่บริสุทธิ์ หรือไม่ใช่พันธุ์แท้ ในงานวิจัยนี้
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS สำหรับยีน OsB1 สามารถแยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ ปทุมธานี 
1 กับข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อยได้ (ภาพท่ี 28) 
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ภาพที่ 27 ผลการค้นหาบางส่วนของยีน OsB1 ของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

1 kb DNA Ladder N คือ น้ำ  
 

 
 

ภาพที่ 28 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 ในข้าวพันธุ์ต่าง ๆ M1 
คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder Plus 

 
 ลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) 

นำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1, ก่ำน้อย และข้าวลูกผสมช่ัวท่ี 1 
(F1) ของคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย ต้นท่ี 127-131 มาค้นหายีน OsB1 ด้วยเทคนิค      
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พีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน OsB1 พบว่า ข้าวทุกพันธุ์ท่ีนำมาศึกษาพบแถบดีเอ็นเอท่ี
คาดหวังประมาณ 1,200 bp แสดงว่าในข้าวทุกพันธุ์มีบริเวณของยีน OsB1 (ภาพท่ี 29)  

จากนั้นนำผลผลิตพีซีอาร์ของยีน OsB1 จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1, ก่ำน้อย และข้าว 
ลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) ต้นท่ี 127-131 มาทำการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI พบว่า เกิดแถบ   ดี
เอ็นเอ 3 แบบ ดังนี้ (ภาพท่ี 30) 

แบบท่ี 1 พบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 1,200 bp เหมือนพันธุ์รับปทุมธานี 1  
แบบท่ี 2 พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 700, 500 bp เหมือนกับพันธุ์ให้ก่ำน้อย  
แบบท่ี 3 พบแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ ขนาด 1,200, 700 และ 500 bp เหมือนกับ 

พันธุ์รับและพันธุ์ให้ 
แสดงว่า การวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS สำหรับยีน OsB1 สามารถ 

แยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง และตรวจสอบลูกผสมช่ัวท่ี 1 ได้ จึงนำ
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 มาตรวจสอบในประชากร F2 ต่อไป  
 

 

 
ภาพที่ 29 ผลการค้นหาบางส่วนของยีน OsB1 ของข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) ปทุมธานี 1 และก่ำน้อย 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder N คือ น้ำ 
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ภาพที่ 30 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 ของข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 
(F1) ปทุมธานี 1 และก่ำน้อย M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA Ladder 

M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder Plus N คือ น้ำ 
 

 ประชากร F2 
นำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวในประชากร F2 ของคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1  

กับ ก่ำน้อย จำนวน 300 ต้น มาค้นหายีน OsB1 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน 
OsB1 พบว่า ข้าวทุกตัวอย่างท่ีนำมาศึกษาพบแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหวังประมาณ 1,200 bp แสดงว่ามี
บริเวณของยีน OsB1 (ภาพท่ี 31) นำผลผลิตพีซีอาร์ของยีน OsB1 จากข้าว F2  จำนวน 300 ต้น และ
ต้น F1 มาทำการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI พบว่า เกิดแถบดีเอ็นเอ 3 แบบ ดังนี้ (ภาพท่ี 32) 

แบบท่ี 1 พบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 1,200 bp เหมือนพันธุ์รับปทุมธานี 1  
แบบท่ี 2 พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 700, 500 bp เหมือนกับพันธุ์ให้ก่ำน้อย  
แบบท่ี 3 พบแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ ขนาด 1,200, 700, 500 bp เหมือนกับพันธุ์รับ 

และพันธุ์ให้ 
ต้นท่ี 32, 91, 98, 99, 100, 121, 159, 207, 242, และ284 พบว่า แถบดีเอ็นเอท่ี 

ได้ยังไม่ชัดเจน ต้องทำการแก้ไขโดยการทำซ้ำอีกครั้ง (ภาพท่ี 33) 
การตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 เพื่อคัดเลือกข้าว  

F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย ต้นท่ี 1-300 พบว่า ต้นท่ีเหมือนพันธุ์รับ จำนวน 
69 ต้น เหมือนพันธุ์ให้ จำนวน 69 ต้น เหมือนลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) จำนวน 162 ต้น  
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ภาพที่ 31 ผลการค้นหาบางส่วนของยีน OsB1 ของข้าวประชากร F2  
ท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์รับปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย ต้นท่ี 1 - 300  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder Plus  
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ภาพที่ 32 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 ของข้าวประชากร F2 
ท่ีได้จากการผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย ต้นท่ี 1 - 300  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder   
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ภาพที่ 33 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 ของข้าวประชากร F2 ท่ีได้
จากการผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย ต้นท่ี 32, 91, 98, 99, 100, 121, 159, 207, 242, และ 

284 โดยนำผลผลิตพีซีอาร์มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ BamHI M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp DNA Ladder 

 
5. การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด indel ของยีน OsDFR     

 ข้าวขาวและข้าวสีพันธุ์ต่าง ๆ 
นำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวพันธุ์ กข-แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, Kitaake,  

Sasanishiki, Nipponbare, กข6, ไทชุง65, กข39 และข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำใหญ่, มะลิดำ, 
ลืมผัว, ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย, หอมดำสุโขทัย, หอมนิล, ก่ำหนองเต่าคำ, เหนียวดำ และก่ำพะเยา มา
ค้นหายีน OsDFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน  คือ OsDFR-662F = 5' และ 
OsDFR-426R (ตารางท่ี 1) และใช้ 2x My Taq HS Red mix (BIOLINE, USA) พบว่า ข้าวพันธุ์ กข-
แม่โจ้ 2, ปทุมธานี 1, Kitaake, Sasanishiki, Nipponbare, กข6, ไทชุง65, ก่ำหใญ่, มะลิดำ และลืม
ผัว พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 230 bp และในข้าวพันธุ์ กข39, ไรซ์เบอร์รี่, ก่ำน้อย, หอมดำ
สุโขทัย, หอมนิล, ก่ำหนองเต่าคำ, เหนียวดำ และก่ำพะเยา พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 220 bp 
(ภาพท่ี 34) แสดงว่า เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด indel ของยีน OsDFR สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและสีม่วงบางพันธุ์ได้ 
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ภาพที่ 34 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR ของข้าวพันธุ์ต่าง ๆ 

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder 
 

 ลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) 
นำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1, ก่ำน้อย และข้าวลูกผสมช่ัวที่  

1 (F1) ของคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย ต้นท่ี 127-131 มาค้นหายีน OsDFR ด้วยเทคนิคพีซี
อาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน คือ OsDFR-662F และ OsDFR-426R (ตารางท่ี 1) และใช้ 2x 
My Taq HS Red mix (BIOLINE, USA) พบว่า ข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ปทุมธานี 1 พบแถบดีเอ็น
เอประมาณ 230 bp ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย พบแถบดีเอ็นเอประมาณ 220 bp และ
ลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) พบแถบดีเอ็นเอจำนวน 2 แถบ ขนาดประมาณ 220 และ 230 bp ท่ีได้จากพันธุ์
รับและพันธุ์ให้ แสดงว่า เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR สามารถแยกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์
ปทุมธานี 1 กับข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย และใช้ตรวจสอบลูกผสมช่ัวท่ี 1 คู่ผสมระหว่าง
ปทุมธานี 1 กับก่ำน้อยได้ (ภาพท่ี 35)   
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ภาพที่ 35 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR ของข้าวลูกผสมช่ัวท่ี 1 

(F1) ปทุมธานี 1 และก่ำน้อย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder 
 

 ประชากร F2 
นำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวในประชากรรุ่น F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่าง 

ปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย ต้นท่ี 1-300 มาตรวจสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน 
OsDFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะต่อยีน OsDFR พบว่า ได้ผลแถบดีเอ็นเอ 3 แบบ 
ดังนี้ (ภาพท่ี 36) 

แบบท่ี 1 พบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 230 bp เหมือนพันธุ์รับปทุมธานี 1  
แบบท่ี 2 พบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 220 bp เหมือนกับพันธุ์ให้ก่ำน้อย  
แบบท่ี 3 พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 230, 220 bp เหมือนกับพันธุ์รับและ 

พันธุ์ให้ 
จากการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR เพื่อคัดเลือก 

ข้าว F2 ท่ีได้จากการผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย ต้นท่ี 1-300 พบว่า ต้นท่ีเหมือนพันธุ์รับ
จำนวน 63 ต้น เหมือนพันธุ์ให้ 80 ต้น และเหมือนลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) 157 ต้น  

ต้นท่ี 3, 10, 127, 200, 203, 211, 218, 219, 284, 185, และ295 พบว่า แถบดี 
เอ็นเอท่ีพบ ยังไม่ชัดเจน ต้องทำการแก้ไขโดยการทำซ้ำอีกครั้ง (ภาพท่ี 37) 
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ภาพที่ 36 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR ของข้าวประชากร F2 
ท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์รับ ปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ ก่ำน้อย ต้นท่ี 1-300  

M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder Plus  
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ภาพที่ 37 ผลการตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR ของข้าวประชากร F2 
ท่ีได้จากการคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับ ก่ำน้อย ต้นท่ี 3, 10, 127, 200, 203, 211, 218, 219, 

284, 185, และ295 M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder 
 

6. การวิเคราะห์ฟีโนไทป์  
การสังเกตฟีโนไทป์ของข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว สีม่วง และลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) ของคู่ผสม

ระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย (PTT1 x KNO) ลักษณะทางการเจริญเติบโตทางลำต้น ได้แก่ ลักษณะ
กาบใบ เข้ียวกันแมลง เย่ือหุ้มกันน้ำฝน พบว่า ข้าวพันธุ์รับ มีสีเขียว ส่วนข้าวพันธุ์ให้ และข้าวลูกผสม
ช่ัวที่ 1 (F1) มีสีม่วง  

ลักษณะการเจริญเติบโตทางการสืบพันธุ์ เกสรเพศเมีย พันธุ์ปทุมธานี 1 และก่ำน้อย มีสีขาว 
ลักษณะหลังการเก็บเกี่ยว ได้แก่ สีเย่ือหุ้มเมล็ด พบว่า พันธุ์รับ ข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) มีสีขาว ส่วน
พันธุ์ให้มีสีม่วง สีเปลือกเมล็ด พบว่า พันธุ์รับและข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) มีสีน้ำตาล ส่วนพันธุ์ให้มีสี
ม่วง  

ข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) มีฟีโนไทป์เหมือนพันธุ์ให้ ยกเว้นลักษณะสีเย่ือหุ้มเมล็ดท่ีมีสีขาว
เหมือนพันธุ์รับ เนื่องจากเย่ือหุ้มเมล็ดพัฒนามาจากรังไข่ของแม่จึงมีสีเย่ือหุ้มเมล็ดเหมือนพันธุ์รับ แต่
อย่างไรก็ตามข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) ท่ีได้จากการผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อยมีสีเกสรเพศเมีย
สีม่วง (ภาพท่ี 38)  
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ภาพที่ 38 ฟีโนไทป์ของข้าวพันธุ์รับปทุมธานี 1 (PTT 1) พันธุ์ให้ คือ ก่ำน้อย (KNO) และลูกผสม 
ช่ัวที่ 1 (F1) ของคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย (PTT1 x KNO) 

 
7. การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินในประชากร F2 

การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินโดยใช้เมล็ดแก่ของประชากร F2 จำนวน 300 ตัวอย่าง 
โดยวิธี pH differential พบว่า พันธุ์รับ ปทุมธานี 1 พันธุ์ให้ ก่ำน้อย และต้น F1 มีปริมาณแอนโทไซ
ยานินเท่ากับ 0.00 , 51.52 และ 13.29 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง ตามลำดับ จากผลการ
วิเคราะห์ พบว่า มีการกระจายของค่าปริมาณแอนโทไซยานิน (ภาพท่ี 39) โดยมีค่าเฉล่ีย เท่ากับ 6.12 
มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง ค่าสูงท่ีสุด เท่ากับ 35.04 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง โดยพบใน
ตัวอย่างท่ี 299 และค่าต่ำท่ีสุด เท่ากับ 0.27 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง โดยพบในตัวอย่างท่ี 
219  
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ภาพที่ 39 ฮีสโทรแกรมแสดงการกระจายของปริมาณแอนโทไซยานินในข้าวประชากร F2 จำนวน 
300 ต้น วิเคราะห์โดยวิธี pH differential หน่วย คือ มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง ปทุมธานี 1 

(PTT1) คือ พันธุ์รับ, ก่ำน้อย (KNO) คือ พันธุ์ให้, F2-299 คือ ต้นท่ี 299 
 

จากการวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินของประชากร F2 จำนวน 300 ต้น พบว่า ต้นท่ี 
299 มีค่าปริมาณแอนโทไซยานินสูงท่ีสุด เท่ากับ 35.04 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง มีจีโนไทป์ 
คือ AaBb และเย่ือหุ้มเมล็ดมีสีม่วงเข้ม และต้นท่ี 219 มีค่าปริมาณแอนโทไซยานินต่ำท่ีสุด เท่ากับ 
0.27 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง มีจีโนไทป์ คือ AaBB และเย่ือหุ้มเมล็ดมีสีน้ำตาล (ตารางท่ี 3)  
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ตารางที่ 3 จีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ ปริมาณแอนโทไซยานิน และสีเย่ือหุ้มเมล็ด 

Rice 
Genotype Anthocyanin content 

(mg/100gDW) 
Pericarp color 

OsB1 OsDFR 

PTT1 aa bb 0.00 white 

KNO AA BB 51.52 dark purple 

F1 Aa Bb 13.29 medium purple 

F2-299 Aa Bb 35.04 dark purple 

F2-219 Aa BB 0.27 brown 

หมายเหตุ ปริมาณแอนโทไซยานินวิเคราะห์จากเมล็ดแก่ของต้น F1 และ F2 
 
8. การทดสอบไคสแควร์ของยีน OsB1 และ OsDFR ในประชากร F2 

จากการทดสอบไคสแควร์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 (A) และ OsDFR (B) ใน
ประชากรต้น F2 ของคู่ผสมระหว่างพันธุ์รับปทุมธานี 1 กับพันธุ์ให้ก่ำน้อย จำนวน 300 ต้น โดยนำ
ข้อมูลจีโนไทป์มาทดสอบไคสแควร์โดยใช้โปรแกรม Minitab 15 เพื่อวิเคราะห์การถ่ายทอดยีนว่า
เป็นไปตามกฎของเมนเดลหรือไม่  

 
การวิเคราะห์การถ่ายทอด 1 ยีน  

เมื่อนำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวประชากร F2 ของคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1  
กับก่ำน้อย จำนวน 300 ต้น มาตรวจสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 ด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ พบแถบดีเอ็นเอ 3 แบบ ดังนี้ แบบท่ี 1 พบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 1,200 bp 
เหมือนพันธุ์รับปทุมธานี 1 จำนวน 69 ต้น โดยกำหนดให้มีจีโนไทป์ aa แบบท่ี 2 พบแถบดีเอ็นเอ   2 
แถบ ขนาด 700 และ 500 bp เหมือนกับพันธุ์ให้ก่ำน้อย จำนวน 69 ต้น โดยกำหนดให้มีจีโนไทป์ AA 
แบบท่ี 3 พบแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ ขนาด 1,200, 700 และ 500 bp เหมือนกับลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) 
จำนวน 162 ต้น โดยกำหนดให้มีจีโนไทป์ Aa นำข้อมูลจีโนไทป์มาทดสอบไคสแควร์ พบว่า มีการ

ถ่ายทอดยีนเป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ AA: Aa: aa เท่ากับ 1: 2: 1 (2 = 1.920, p-value = 
0.383) (ตารางท่ี 4) 

เมื่อนำจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวประชากร F2 ของคู่ผสมระหว่างปทุมธานี 1  
กับก่ำน้อย จำนวน 300 ต้นมาตรวจสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR ด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ พบแถบดีเอ็นเอ 3 แบบ ดังนี้ แบบท่ี 1 พบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 230 bp   
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เหมือนพันธุ์รับปทุมธานี 1 จำนวน 63 ต้น โดยกำหนดให้มีจีโนไทป์ bb แบบท่ี 2 พบแถบดีเอ็นเอ  1 
แถบ ขนาด 220 bp เหมือนกับพันธุ์ให้ก่ำน้อย จำนวน 80 ต้น โดยกำหนดให้มีจีโนไทป์ BB แบบท่ี 3 
พบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 230 และ 220 bp เหมือนกับลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) จำนวน 157 ต้น 
โดยกำหนดให้มีจีโนไทป์ Bb นำข้อมูลจีโนไทป์มาทดสอบไคสแควร์ พบว่า มีการถ่ายทอดยีนเป็นไป

ตามกฎของเมนเดล คือ BB: Bb: bb เท่ากับ 1: 2: 1 (2 = 2.580, p-value = 0.275)  (ตารางท่ี 4) 
 

ตารางที่ 4 การทดสอบไคสแควร์ของการถ่ายทอดเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR ใน
ประชากร F2 ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 

Gene Symbol Number 
F2 segregation 

Total 
2 

(1:2:1) 
p-value 

D H R 

OsB1 A/a 
Observed 69 162 69 300 

1.920 0.383ns 

Expected 75 150 75 300 

OsDFR B/b 
Observed 80 157 63 300 

2.580 0.275ns 

Expected 75 150 75 300 

หมายเหตุ ns คือ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (การถ่ายทอดเป็นไปตามกฎของเมนเดล  
คือ 1:2:1) 

D คือ จีโนไทป์ท่ีเหมือนพันธุ์ให้ แบบ homozygous dominant 
H คือ จีโนไทป์ท่ีเหมือนพันธุ์ F1 แบบ heterozygous 
R คือ จีโนไทป์ท่ีเหมือนพันธุ์รับ แบบ homozygous recessive 
 

การวิเคราะห์การถ่ายทอด 2 ยีน  
การทดสอบไคสแควร์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 (A) และ OsDFR (B)  

ในประชากร F2 พบว่า จากการคำนวณค่าไคสแควร์ ท่ีได้จากการทดลอง เท่ากับ  5.52 เมื่อ
เปรียบเทียบกับค่าไคสแควร์ในตารางท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 ค่า df เท่ากับ 8 มีค่าเท่ากับ 15.5   ไคส
แควร์ท่ีได้จากการคำนวณน้อยกว่าค่า แสดงว่าการทดลองเป็นไปตามสมมุติฐาน คือ อัตราส่วนจีโน

ไทป ์เท่ากับ 1:2:1:2:4:2:1:2:1 (2 = 5.52, p-value = 0.701) (ตารางท่ี 5) 
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ตารางที่ 5 การทดสอบไคสแควร์ของการถ่ายทอดเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR ใน
ประชากร F2 ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 
สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนจีโนไทป์ประชากร F2 = 1AABB :2AABb: 1AAbb :2AaBB :4AaBb 
:2Aabb :1aaBB :2aaBb :1aabb 

Gene Genotype Observed Expected 2 p-value 

OsB1/OsDFR AABB 22 18.75 5.52 0.701ns 

 AABb 33 37.50   

 AAbb 14 18.75   

 AaBB 40 37.50   

 AaBb 86 75.00   

 Aabb 36 37.50   

 aaBB 17 18.75   

 aaBb 38 37.50   

 aabb 14 18.75   

Total 300 300   
ns คือ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (การถ่ายทอดเป็นไปตามกฎของเมนเดล) 
 
9. การทดสอบไคสแควร์ของสีเยื่อหุ้มเมล็ด 

การวิเคราะห์ฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดแกข่องประชากร F2 จำนวน 300 ต้น พบว่า สีเย่ือหุ้ม 
เมล็ดมี 3 แบบ คือ สีม่วง (purple ) จำนวน 177 ต้น ซึ่งสามารถแบ่งเป็น สีม่วงเข้ม (dark purple) 
จำนวน 69 ต้น และ สีม่วงกลาง (medium purple) จำนวน 108 ต้น สีน้ำตาล (Brown) จำนวน 54 
ต้น และสีขาว (white) จำนวน 69 ต้น (ภาพท่ี 40 และภาพท่ี 41)  

จากการศึกษาของ Rahman et al. (2013) ในประชากร F2 ท่ีได้จากการผสมพันธุ์ข้าวดำกับ
ขาว พบว่า มีการทำงานของยีน OsB1 และ OsDFR แบบ recessive epistasis โดยมีอัตราส่วนสีเย่ือ
หุ้มเมล็ด คือ 9:3:4 (purple : brown : white) ในงานวิจัยนี้จึงได้ทดสอบไคสแควร์ของสีเย่ือหุ้มเมล็ด
ในประชากร F2 พบว่า ผลการทดลองเป็นไปตามสมมุติฐาน คือ 9:3:4 (purple : brown : white) 

(2 = 0.973, p-value = 0.614) (ตารางท่ี 6) อย่างไรก็ตามฟีโนไทป์สีเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงและสี  



 69 

น้ำตาล เมื่อพิจารณาจีโนไทป์เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน  OsB1 และ OsDFR พบว่า ไม่
สอดคล้องกับการทำงานของยีนแบบ recessive epistasis ท่ีมีรายงานมาก่อนหน้านี้ (Rahman et 
al., 2013) ท้ังนี้อาจเนื่องจากเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด indel ของยีน OsDFR ท่ีใช้ในงานวิจัยนี้ ซึ่งอยู่
บริเวณ upstream ของโปรโมเตอร์ไม่สามารถใช้แยกสีเยื่อหุ้มเมล็ดท่ีมีสีม่วงและน้ำตาลได้อย่าง
ชัดเจน นอกจากนี้การจัดกลุ่มสีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงและน้ำตาลของบางตัวอย่างอาจยั งไม่สามารถจัด
กลุ่มแยกจากกันได้อย่างชัดเจน  

การทดสอบค่าไคสแควร์ของสีเยื่อหุ้มเมล็ดท่ีมีสีม่วงเข้ม (dark purple) และสีม่วงกลาง 
(medium purple) ในประชากร F2 มีการกระจายตัวของสีเยื่อหุ้มเมล็ดตามสมมุติฐาน คือ 2:1 

(medium purple: dark purple) (2 = 2.542, p-value = 0.110) (ตารางท่ี  7) สอดคล้องกับ
รายงานของ Rahman et al. (2013)  

แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อวิเคราะห์จีโนไทป์ของสีเย่ือหุ้มเมล็ด พบว่า มีบางต้นท่ีไม่สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Rahman et al. (2013) ในงานวิจัยนี้พบว่า ข้าวสีม่วงเข้มมีจีโนไทป์ A_BB , A_B_ 
และ A_bb และสีม่วงกลางมีจีโนไทป์ A_Bb, A_B_ และ A_bb แสดงว่า การเกิดสีม่วงต้องมียีน 
OsB1 เด่นอย่างน้อย 1 ยีน ส่วนการเกิดสีม่วงเข้มหรือม่วงกลาง ไม่ขึ้นอยู่กับยีน OsDFR ยีนเดียว แต่
อาจถูกควบคุมด้วยยีนในตำแหน่งอื่น ๆ ด้วย เนื่องจากการจัดกลุ่มสีเย่ือหุ้มเมล็ดยังไม่สามารถจัดกลุ่ม
ได้อย่างชัดเจน ในงานวิจัยนี้จึงแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดมีสี (color) และกลุ่มเยื่อหุ้ม
เมล็ดไม่มีสี (colorless) ซึ่งสอดคล้องกับจีโนไทป์ของยีน OsB1 คือ A_ และ aa ดังนั้นจึงนำมา
ทดสอบการกระจายตัวของสีเยื่อหุ้มเมล็ดของประชากร F2 โดยมีสมมุ ติฐาน คือ 3:1 (color: 
colorless) เมื่อทำการทดสอบค่าไคสแควร์ในประชากร F2 พบว่า มีการกระจายตัวของสีเย่ือหุ้มเมล็ด

เป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ 3:1 (color: colorless) (2 = 0.640, p-value = 0.423) (ตารางท่ี 
8) และสอดคล้องกับงานวิจัยท่ีทำการผสมข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงและสีขาว ระหว่างพันธุ์ Kewha 
กับ Kumgangbyeo เมื่อทำการทดสอบไคสแควร์สีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2 พบว่า มีข้าวเย่ือหุ้ม
เมล็ดสีม่วง ต่อข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว เท่ากับ 3 : 1 และในการเกิดสีเยื่อหุ้มเมล็ดจำเป็นจะต้องมียีน 
OsB1 เด่นอย่างน้อยหนึ่งยีน (Rahman et al., 2013) และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Yang et al. 
(2019) ท่ีผสมข้าวพันธุ์ Donglanmomi ท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินสูง กับพันธุ์ Huanghuazhan ท่ี
มีปริมาณแอนโทไซยานินต่ำ และทดสอบไคสแควร์สีเยื่อหุ้มเมล็ดในประชากร F2 พบว่า อัตราส่วนฟี
โนไทป์ของเย่ือหุ้มเมล็ดมีสี : เย่ือหุ้มเมล็ดสีขาว เท่ากับ 3 : 1  

จากการวิ เคราะห์ปริมาณแอนโซยานิน กับ สีเยื่ อหุ้ม เมล็ด พบว่า มี ค่าสห สัมพันธ์  
(Correlation Coefficient, r) เท่ากับ 0.780 แสดงว่าปริมาณแอนโทไซยานินและสีเยื่อหุ้มเมล็ดมี
ความสัมพันธ์เชิงบวกมีทิศทางเดียวกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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ภาพที่ 40 ลักษณะสีเย่ือหุ้มเมล็ดของข้าว ข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีขาวปทุมธานี 1 (PTT1) ผสมกับข้าวเยื่อ
หุ้มเมล็ดสีม่วงก่ำน้อย (KNO) เพื่อผลิตลูกผสมช่ัวท่ี 1 (F1) และเมล็ดแกป่ระชากร F2 แสดงสีเย่ือหุ้ม

เมล็ดแตกต่างกัน คือ ม่วงเข้ม (dark purple) ม่วงกลาง (medium purple) 
น้ำตาล (brown) และขาว (white) 

 
 

ภาพที่ 41 เมล็ดของประชากร F2 ท้ังหมด 300 ต้น แสดงสีเย่ือหุ้มเมล็ดท่ีแตกต่างกัน คือ ม่วงเข้ม 
(dark purple) ม่วงกลาง (medium purple) น้ำตาล (brown) และขาว (white)  
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ตารางที่ 6 การทดสอบไคสแควร์ของสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2  
สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนฟีโนไทป์ลูก F2 = 9 purple : 3 brown : 4 white 

Number 
Pericarp p 

Total 
2 

(9:3:4) 
p-value 

purple brown white 

Observed 177 54 69 300 
0.973 0.6147ns 

Expected 168.75 56.25 75 300 

หมายเหตุ ns คือ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (การถ่ายทอดเป็นไปตามสมมุติฐาน คือ 
9: 3: 4 ) 

 
ตารางที่ 7 การทดสอบไคสแควร์ของสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2 
สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนฟีโนไทป์ลูก F2 = 2 medium purple  :  1 dark purple 

Number 
Pericarp color 

Total 2 (2:1) p-value 
medium purple dark purple 

Observed 108 69 177 
2.542 0.1108ns 

Expected 118 59 177 

หมายเหตุ ns คือ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (การถ่ายทอดเป็นไปตามสมมุติฐาน คือ 
2: 1 ) 

 
ตารางที่ 8 การทดสอบไคสแควร์ของสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2 
สมมุติฐาน คือ อัตราส่วนฟีโนไทป์ลูก F2 = 3 color : 1 colorless 

Number 
Pericarp color 

Total 
2 

(3:1) 
p-value 

color colorless 

Observed 231 69 300 
0.640 0.4237ns 

Expected 225 75 300 

หมายเหตุ ns คือ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ (การถ่ายทอดเป็นไปตามสมมุติฐาน คือ 
3: 1 ) 
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10. การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR กับปริมาณแอนโทไซยานนิโดย
วิธี ANOVA  

นำจีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR ของข้าวประชากร F2  
จำนวน 300 ต้น กับฟีโนไทป์ คือ ค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินมาวิเคราะห์ด้วยวิธี ANOVA โดย
โปรแกรม Minitab 15 ในการวิเคราะห์ข้อมูล กำหนดให้ยีน OsB1 แทนสัญลักษณ์ A ยีน OsDFR 
แทนสัญลักษณ์ B ได้ผลการทดลองดังต่อไปนี้ 

10.1 การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 กับค่าเฉลี่ยปริมาณแอนโทไซยานิน 
นำจีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 (A) ในประชากร F2 กับฟีโนไทป์  

คือ ค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินมาวิเคราะห์โดยวิธี ANOVA พบว่า มีความแตกต่างทางสถิติอย่าง
มีนัยสำคัญ (p<0.05) แสดงว่ายอมรับสมมุติฐาน H1 คือ มีจีโนไทป์อย่างน้อย 1 กลุ่ม ท่ีมีค่าเฉล่ีย
ปริมาณแอนโทไซยานินแตกต่างกัน ซึ่งจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี ANOVA จัดกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey 
ได้ผลดังตารางท่ี 9 พบว่า  

AA มีจำนวน 69 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 11.463 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 7.377 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 
10.113 ถึง 12.812 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม A 

Aa มีจำนวน 162 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 6.447 ค่าส่วน 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 6.073 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 5.566 
ถึง 7.328 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม B 

aa มีจำนวน 69 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 0.000 ค่าส่วน 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 0.000 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง  
-1.349 ถึง 1.349 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม C 

ดังนั้น การวิเคราะห์จีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 (A) ใน 
ประชากร F2 กับฟีโนไทป์ คือ ค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน คาดว่ามีความสำคัญในการคัดเลือกต้น
ข้าวท่ีสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน โดยจัดกลุ่มได้ 3 กลุ่ม คือ จีโนไทป์ AA จัดอยู่กลุ่ม A จีโน
ไทป์ Aa จัดอยู่ในกลุ่ม B และจีโนไทป์ aa จัดอยู่ในกลุ่ม C จึงสามารถจัดกลุ่มโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็น
เอของยีน OsB1 ในการวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินได้ (ภาพท่ี 42) 
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ตารางที่ 9 การวิเคราะห์ ANOVA ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 (A) กับปริมาณแอนโท
ไซยานินในประชากร F2 ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 

Genotype N Mean StDev 95% Confidence Interval Grouping 

AA 69 11.463 7.377 (10.113, 12.812) A 

Aa 162 6.447 6.073 (5.566, 7.328) B 

aa 69 0.000 0.000 (-1.349, 1.349) C 

N คือ จำนวนต้น 
Mean คือ ค่าเฉล่ียของปริมาณแอนโทไซยานิน 
StDev คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
95% Confidence Interval คือ ช่วงความเช่ือมั่นมีค่าเท่ากับ 95% เปรียบเทียบโดยวิธี Tukey 
Grouping คือ รหีสอักษร Grouping ท่ีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินของแต่ละจีโนไทป์แตกต่างกัน 
 

 
 

ภาพที่ 42 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินกับจีโนไทป์เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน 
OsB1 ท่ีมีจีโนไทป์แบบ AA, Aa และ aa หน่วยปริมาณแอนโทไซยานิน  

คือ มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง 
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10.2 การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR กับปริมาณแอนโทไซยานิน 
นำจีโนไทป์ของยีน OsDFR (B) ของข้าวในประชากร F2 กับฟีโนไทป์ คือ ปริมาณ 

แอนโทไซยานินมาวิเคราะห์ด้วยวิธี ANOVA พบว่า ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ 
(p>0.05) แสดงว่ายอมรับสมมุติฐาน H0 คือ กลุ่มของจีโนไทป์มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินไม่
แตกต่างกัน ซึ่งจากการวิเคราะห์ผล ANOVA จัดกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey ได้ผลดังตารางท่ี 10 พบว่า  

BB มีจำนวน 80 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 6.049 ค่าส่วน 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 6.538 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 4.534 
ถึง 7.563 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม A 

Bb มีจำนวน 157 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 6.641 ค่าส่วน 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 7.266 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 5.559 
ถึง 7.722 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม A 

bb มีจำนวน 63 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 4.903 ค่าส่วน 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 6.300 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 3.196 
ถึง 6.609 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม A 

ดังนั้น การวิเคราะห์จีโนไทป์เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR (B) ของข้าวใน 
ประชากร F2 กับฟีโนไทป์ คือ ปริมาณแอนโทไซยานิน คาดว่าไม่สามารถใช้คัดเลือกต้นข้าวท่ีสัมพันธ์
กับปริมาณแอนโทไซยานินได้ เนื่องจากจัดกลุ่มตามจีโนไทป์ BB, Bb และ bb อยู่ในกลุ่มเดียวกัน 
(ภาพท่ี 43) แสดงว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR ในงานวิจัยนี้ไม่สัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซ
ยิน ซึ่งอาจจะมียีนอื่นท่ีเกี่ยวข้องเพิ่มเติม 
 
ตารางที่ 10 การวิเคราะห์ ANOVA ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR (B) กับปริมาณแอน
โทไซยานิน ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 

Genotype N Mean StDev 95% Confidence Interval Grouping 

BB 80 6.049 6.538 (4.534, 7.563) A 

Bb 157 6.641 7.266 (5.559, 7.722) A 

bb 63 4.903 6.300 (3.196, 6.609) A 

N คือ จำนวนต้น 
Mean คือ ค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน 
StDev คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
95% Confidence Interval คือ ช่วงความเช่ือมั่นมีค่าเท่ากับ 95% เปรียบเทียบโดยวิธี Tukey   
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Grouping คือ รหีสอักษร Grouping ท่ีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินของแต่ละจีโนไทป์แตกต่างกัน 
 

 

ภาพที่ 43 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินกับเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR ท่ี
มีจีโนไทป์แบบ BB, Bb และ bb หน่วยปริมาณแอนโทไซยานิน  

คือ มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง 
 

11. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR กับ 
ปริมาณแอนโทไซยานินในประชากร F2 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอ (จีโนไทป์) ของยีน OsB1 และ 
OsDFR กับฟีโนไทป์ คือ ปริมาณแอนโทไซยานินจากวิธี pH differential วิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วย
วิธี simple regression โดยโปรแกรม Minitab 15 พบว่า ความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของยีน 
OsB1 และ OsDFR กับปริมาณแอนโทไซยานิน มีค่า R2 เท่ากับ 31.9 % และ 0.3 % ตามลำดับ ใน
เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 พบว่า มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดง
ว่ามีความสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน แต่เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR พบว่า ไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) แสดงว่า ไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน 
(ตารางท่ี 11) ในงานวิจัยนี้มีเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 เพียงตำแหน่งเดียวท่ีมีความสัมพันธ์
กับแอนโทไซยานิน  

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอ (จีโนไทป์) ของยีน OsB1 และ 
OsDFR กั บ สี เยื่ อ หุ้ ม เม ล็ ด ด้ ว ยวิ ธี  simple regression โด ย โป รแก รม  Minitab 15 พ บ ว่ า 
ความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของยีน OsB1 และ OsDFR กับสีเย่ือหุ้มเมล็ด มีค่า R2 เท่ากับ  63.7 % 
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และ 0.3 % ตามลำดับ ในเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 พบว่า มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (p< 0.05) แสดงว่า มีความสัมพันธ์กับสีเย่ือหุ้มเมล็ด แต่เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR 
พบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) แสดงว่าไม่มีความสัมพันธ์กับสีเยื่อหุ้ม
เมล็ด (ตารางท่ี 12) ในงานวิจัยนี้มี เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 เพียงตำแหน่งเดียวท่ีมี
ความสัมพันธ์กับสีเย่ือหุ้มเมล็ด  
 
ตารางที่ 11 การวิเคราะห์ simple regression ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR 
กับปริมาณแอนโทไซยานินในประชากร F2  

Gene Marker R-Square (%) p-value 

OsB1 CAPS 31.9 0.000* 

OsDFR Indel 0.3 0.388ns 
*คือ มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ nsคือ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ 
 

ตารางที่ 12 การวิเคราะห์ simple regression ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR 
กับสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2  

Gene Marker R-Square (%) p-value 

OsB1 CAPS 63.7 0.000* 

OsDFR Indel 0.3 0.314ns 
*คือ มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ nsคือ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ 
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บทที่ 5  
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
 การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอสำหรับคัดเลือกข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง เพื่อใช้ในการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวที่มีปริมาณแอนโทไซยานินสูง และทำการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอกับปริมาณแอนโทไซยานินและสีเย่ือหุ้มเมล็ด โดยคัดเลือกข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวเป็นพันธุ์รับ 
คือ พันธุ์ปทุมธานี 1 ท่ีเป็นข้าวพันธุ์ดีของไทย ให้ผลผลิตสูง และข้าวเย่ือหุ้มเมล็ดสีดำหรือม่วงเข้มเป็น
พันธุ์ให้ คือ พันธุ์ก่ำน้อย ซึ่งเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองของไทยท่ีมีปริมาณแอนโทไซยานินสูง ผสมพันธุ์ข้าว
เพื่อผลิตเมล็ด F1 และเมล็ด F2 ปลูกประชากร F2 จำนวน 300 ต้น 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน OsDFR ท่ีพัฒนาในงานวิจัยนี้อยู่บริเวณ 
upstream ของ +1 ท่ีตำแหน่ง -450 ในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ปทุมธานี 1 เกิด 11-bp addition 
และในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย ไม่เกิด 11-bp addition จึงนำมาตรวจสอบความแตกต่าง
ระหว่างข้าวพันธุ์รับปทุมธานี 1 และพันธุ์ให้ก่ำน้อย พบว่า เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Indel ของยีน 
OsDFR ท่ีได้จากงานทดลองนี้ นำมาใช้คัดเลือกข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงท่ีเกิดจากคู่ผสมระหว่างพันธุ์
ปทุมธานี 1 กับก่ำน้อยได้ และเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 บริเวณ exon ท่ี 7 ใน
ข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวพันธุ์ปทุมธานี 1 เกิด 2-bp addition และในข้าวเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงพันธุ์ก่ำน้อย 
ไม่เกิด 2-bp addition ทำให้เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 นำมาใช้เป็นเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอในการคัดเลือกข้าวท่ีมีเย่ือหุ้มเมล็ดสีม่วงท่ีเกิดจากคู่ผสมระหว่างพันธุ์ปทุมธานี 1 กับก่ำน้อย
ได้ 

การวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินโดยใช้เมล็ดแก่ของประชากร F2 จำนวน 300 ตัวอย่าง 
โดยวิธี pH differential พบว่า พันธุ์รับปทุมธานี 1, พันธุ์ให้ก่ำน้อย และต้น F1 มีปริมาณแอนโทไซ
ยานินค่าเฉล่ีย เท่ากับ 0.00, 51.52 และ 13.29 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง ตามลำดับ และ
พบว่า ประชากร F2 ตัวอย่างท่ี 299 มีปริมาณแอนโทไซยานินสูงท่ีสุดเท่ากับ 35.04 มิลลิกรัมต่อ 100 
กรัมเมล็ดแห้ง ซึ่งมีจีโนไทป์เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR คือ AaBa และเยื่อหุ้ม
เมล็ดสีม่วงเข้ม 

เมื่อทดสอบไคสแควร์ของการถ่ายทอดเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR ใน
ประชากร F2 โดยวิเคราะห์การถ่ายทอด 1 ยีน พบว่า การถ่ายทอดจีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ

ของยีน OsB1 เป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ AA: Aa: aa เท่ากับ 1: 2: 1 (2 = 1.92, p-value = 
0.3829) และเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR พบว่า มีการถ่ายทอดเป็นไปตามกฎของเมนเดล 

คือ BB: Bb: bb เท่ากับ 1: 2: 1 (2 = 2.580, p-value = 0.275)  เมื่อวิเคราะห์การถ่ายทอด  
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เครื่องหมายดีเอ็นเอของ 2 ยีน พบว่า มีการถ่ายทอดเป็นไปตามกฎของเมนเดล คือ 1AABB 

:2AABb: 1AAbb :2AaBB :4AaBb :2Aabb :1aaBB :2aaBb :1aabb เท่ากับ 1:2:1:2:4:2:1:2:1 (2 
= 5.52, p-value = 0.701) 

การวิเคราะห์สีเยื่อหุ้มเมล็ดแก่ของประชากร F2 จำนวน 300 ต้น พบว่า มีสีเย่ือหุ้มเมล็ด 4 
แบบ คือ  สีม่วงเข้ม (dark purple) สีม่วงกลาง (medium purple) สีน้ำตาล (brown) และสีขาว 
(white) เมื่อทดสอบไคสแควร์ของสีเยื่อหุ้มเมล็ด พบว่าเป็นไปตามสมมุติฐาน 9:3:4 (purple : 

brown : white) (2 = 0.973, p-value = 0.614)  
อย่างไรก็ตามการจัดกลุ่มสีเยื่อหุ้มเมล็ดในบางตัวอย่าง ยังไม่สามารถจัดกลุ่มได้อย่างชัดเจน

ในงานวิจัยนี้ จึงแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดมีสี (color) และกลุ่มเยื่อหุ้มเมล็ดไม่มีสี 
(colorless) ซึ่งสอดคล้องกับจีโนไทป์ของยีน OsB1 คือ A_ (color) และ aa (colorless) เมื่อทำการ
ทดสอบค่าไคสแควร์ พบว่า มีการกระจายตัวของสีเย่ือหุ้มเมล็ดในประชากร F2 เป็นไปตามกฎของเมน

เดล คือ 3:1 (color: colorless) (2 = 0.640, p-value = 0.423) 
การวิเคราะห์จีโนไทป์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 และ OsDFR กับค่าเฉล่ีย

ปริมาณแอนโทไซยานิน พบว่า เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 จัดกลุ่มได้ 3 กลุ่ม คือ จีโนไทป์ AA 
จีโนไทป์ Aa และ จีโนไทป์ aa แต่เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR ไม่สามารถจัดกลุ่มตามจีโนไทป์
ได้ คาดว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 มีความสำคัญในการคัดเลือกต้นข้าวที่สัมพันธ์กับปริมาณ
แอนโทไซยานิน 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของยีน OsB1 และ OsDFR กับปริมาณแอนโทไซ
ยานินในประชากร F2 พบว่า ยีน OsB1 และ OsDFR มีค่า R2 เท่ากับ 31.9 % และ 0.3 % ตามลำดับ 
แสดงว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 มีความสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน โดยมีความ
แตกต่างทางสถิติ (p<0.05) ส่วนเครื่องหมายดีเอ็นของยีน OsDFR ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
(p>0.05) แสดงว่าไม่มีความสัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน ในงานวิจัยนี้มีเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ของยีน OsB1 เพียงตำแหน่งเดียวที่สัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของยีน OsB1 และ OsDFR กับสีเย่ือหุ้มเมล็ด ใน
ประชากร F2 พบว่า ความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของยีน OsB1 และ OsDFR กับสีเย่ือหุ้มเมล็ด มีค่า 
R2 เท่ากับ 63.7 % และ 0.3 % ตามลำดับ ในเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 พบว่า มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดงว่า มีความสัมพันธ์กับ สีเยื่อหุ้มเมล็ด แต่
เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsDFR พบว่า ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) 
แสดงว่าไม่มีความสัมพันธ์กับสีเย่ือหุ้มเมล็ด 
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ดังนั้น เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด CAPS ของยีน OsB1 สามารถใช้เพื่อคัดเลือกข้าวที่มีปริมาณ
แอนโทไซยานินสูง และเย่ือหุ้มเมล็ดมีสีได้ จึงสามารถจัดกลุ่มสีเยื่อหุ้มเมล็ดได้จากยีน OsB1 โดยท่ีจีโน
ไทป์ AA และ Aa ให้สีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วง และจีโนไทป์ aa ให้สีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็นสีขาว เครื่องหมาย
ชนิดนี้จะเป็นประโยชน์ในการใช้คัดเลือกต้นข้าวได้ต้ังแต่ระยะแรกของการเจริญเติบโต สะดวก 
รวดเร็ว ช่วยย่นระยะเวลาในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวที่มีคุณค่าทางโภชนาการสูงได้ 
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การวิเคราะห์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอของยนี OsB1 และ OsDFR กับปริมาณแอนโทไซยานิน 
นำจีโนไทป์ของยีน OsB1 (A) และ OsDFR (B) ของข้าวในประชากร F2 กับฟีโนไทป์  

คือ ปริมาณแอนโทไซยานินมาวิเคราะห์โดยวิธี ANOVA พบว่า มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมี
นัยสำคัญ (p<0.05) แสดงว่ายอมรับสมมุติฐาน H1 คือ มีจีโนไทป์อย่างน้อย 1 กลุ่ม ท่ีมีค่าเฉล่ีย
ปริมาณแอนโทไซยานินแตกต่างกัน ซึ่งจากการวิเคราะห์ผล ANOVA จัดกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey ได้ผล
ดังตารางท่ี 11 พบว่า  

AABB มีจำนวน 22 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 11.78 ค่าส่วน 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 7.55 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 9.41 ถึง 
14.16 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม A และ B 

AABb มีจำนวน 33 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 11.5 ค่าส่วน 
เบ่ียงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 6.08 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียของประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 9.56 ถึง 
13.44 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม A และ B 

AAbb มีจำนวน 14 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 10.87 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 10.05 สามารถคาดเดาได้ว่ามีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน ของ
ประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 7.89 ถึง 13.84 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม A และ A, B และ 
C 

AaBB มีจำนวน 40 ต้น ค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 5.571 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 4.549 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน ของ
ประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 3.811 ถึง 7.332 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่มC และ D 

AaBb มีจำนวน 86 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 7.71 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 7.274 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน ของ
ประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 6.509 ถึง 8.910 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม และ B, C และ D 

Aabb มีจำนวน 36 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 4.403 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 2.996 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน ของ
ประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 2.548 ถึง 6.259 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม และ D และ E 

aaBB มีจำนวน 17 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 0.000 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 0.000 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน ของ
ประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง -2.700 ถึง 2.700 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม และ E และ F 

aaBb มีจำนวน 38 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 0.000 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 0.000 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน ของ
ประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง -1.806 ถึง 1.806 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม และ F  
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aabb มีจำนวน 14 ต้น มีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน เท่ากับ 0.000 ค่าส่วน 
เบี่ยงเบนมาตรฐาน เท่ากับ 0.000 สามารถคาดเดาได้ว่าค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน ของ
ประชากรกลุ่มนี้อยู่ในช่วง 2.975 ถึง 2.975 ด้วยความเช่ือมั่นท่ี 95% จัดอยู่ในกลุ่ม E และ F 

ดังนั้น การวิเคราะห์จีโนไทป์ของยีน OsB1 (A) และ OsDFR (B) ข้าวในประชากร  
F2 กับฟีโนไทป์ คือ ปริมาณแอนโทไซยานิน ท้ัง 2 ยีนคาดว่ามีความสำคัญในการคัดเลือกต้นข้าว ท่ี
สัมพันธ์กับปริมาณแอนโทไซยานิน โดยจัดกลุ่มได้ 3 กลุ่ม คือ ถ้ามีจีโนไทป์ AA_ _ จัดให้อยู่กลุ่ม A 
ถ้ามีจีโนไทป์ Aa_ _ จัดอยู่ในกลุ่ม D และถ้ามีจีโนทป์ aa_ _ จัดให้อยู่กลุ่ม F (ภาพท่ี 44)  

 
ตารางผนวกที่ 1 การวิเคราะห์ ANOVA ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 (A) และ OsDFR 
(B) กับปริมาณแอนโทไซยานิน ท่ีระดับนัยสำคัญ 0.05 

Genotype N Mean StDev 95% Confidence Interval Grouping 

AABB 22 11.78 7.55 (9.41, 14.16) A B   

AABb 33 11.5 6.08 (9.56, 13.44) A 

AAbb 14 10.87 10.05 (7.89, 13.84) A B C 

AaBB 40 5.571 4.549 (3.811, 7.332)       C  D   

AaBb 86 7.71 7.274 (6.509, 8.910)    B C  D 

Aabb 36 4.403 2.996 (2.548, 6.259)           D E 

aaBB 17 0.000 0.000 (-2.700, 2.700)              E F 

aaBb 38 0.000 0.000 (-1.806, 1.806)                F 

aabb 14 0.000 0.000 (-2.975, 2.975)              E F 

N คือ จำนวนต้น 
Mean คือ ค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานิน 
StDev คือ ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
95% Confidence Interval คือ ช่วงความเช่ือมั่นมีค่าเท่ากับ 95% เปรียบเทียบโดยวิธี Tukey 
Grouping คือ รหีสอักษร Grouping ท่ีค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินของแต่ละจีโนไทป์แตกต่างกัน 
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ภาพผนวกที่ 1 การเปรียบเทียบค่าเฉล่ียปริมาณแอนโทไซยานินกับเครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน OsB1 
(A) และ OsDFR (B) ท่ีมีจีโนไทป์แบบ aabb, aaBb, aaBB, Aabb, AaBb, AaBB, AAbb, AABb 
และ AABB หน่วยปริมาณแอนโทไซยานิน คือ มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมเมล็ดแห้ง 
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