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บทคัดย่อ

	 ข้าวฟ่างหวานจัดเป็นพืชที่ได้รับความสนใจและนำามาศึกษาวิจัยเพื่อใช้เป็นพืชพลังงานแหล่งหนึ่ง	 โดยเฉพาะใน

เขตภาคเหนอืไดม้กีารปรบัปรงุขา้วฟา่งพนัธุพ์ืน้เมอืงใหม้คีวามหวานเพิม่ขึน้	ในงานวจิยันีไ้ดท้ำาการศกึษาความหลากหลาย

ทางพนัธกุรรมของขา้วฟา่งหวาน	โดยในขัน้ตน้ไดท้ำาการเปรยีบเทยีบวธิกีารสกดัจโีนมกิดเีอน็เอจากตวัอยา่งใบของขา้วฟา่ง

หวาน	2	วิธี	คือวิธี	Cetyltrimethyl	ammonium	bromide	(CTAB)	และการใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูป	NucleoSpin® 

Plant	 II	 พบว่าการสกัดทั้งสองวิธีนั้นให้จีโนมิก	 ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพและปริมาณสูงเหมาะที่จะนำามาใช้เป็นดีเอ็นเอแม่

แบบ	 จากนั้นนำาจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูปมาวิเคราะห์ความหลากหลายพันธุกรรมของข้าวฟ่าง

หวานด้วยเทคนิค	Random	amplified	polymorphic	DNA	(RAPD)	โดยใช้ไพรเมอร์	RAPD	4	แบบ	ได้แก่	S23	 

(5´AGTCAGCCAC3´),	S24	(5´AATCGGGCTG3´),	S27	(5´GAAACGGGTG3´)	และ	S30	(5´GTGATCGCAG3´)	
แล้วทำาการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟเรซิส	พบว่าอุณหภูมิ	 annealing	ที่เหมาะสมของ

แต่ละไพรเมอร์	มีค่าเท่ากับ	38.0	36.0	36.4	และ	36.0	องศาเซลเซียส	ตามลำาดับ	เมื่อวิเคราะห์ความหลากหลายทาง

พันธุกรรมด้วยโปรแกรม	Image	Quant	TL	v7.01	พบว่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นมีทั้งหมด	87	แถบและมีความแตก

ต่างกัน	73	แถบ	(คิดเป็น	Total	number	of	polymorphic	bands	หรือ	TPB	ร้อยละ	83)	โดยไพรเมอร์	RAPD	

S24	ให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีความหลากหลายสูงสุดถึง	24	แถบ	(คิดเป็นค่า	TPB	ร้อยละ	93)	ซึ่งมีขนาดตั้งแต่	148	

ถึง	1850	bp	และไพรเมอร์	RAPD	S23	ให้จำานวนแถบของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์น้อยที่สุดเพียง	12	แถบ	(คิดเป็นค่า	TPB	

ร้อยละ	66)	มีขนาดตั้งแต่	285	ถึง	1763	bp	จากผลการทดลองดังกล่าวพบว่าความแตกต่างที่เป็น	RAPD	markers	

นี้	สามารถนำาไปใช้ประโยชน์ในการหาสายพันธุ์อื่นของข้าวฟ่างหวานต่อไป	

 คำ�สำ�คัญ :	จีโนมิกดีเอ็นเอ	/	การวิเคราะห์ทางชีวโมเลกุล	/	เทคนิค	RAPD	/	ความหลากหลายทางพันธุกรรม

การจำาแนกสายพันธุ์ของข้าวฟ่างหวานที่ปลูกในเขตภาคเหนือของประเทศไทย
โดยใช้เทคนิค RAPD
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 The genetic diversity of local sweet sorghum in Northern of Thailand has been studies. Sweet 
sorghum is an alternative plant for fuel substitution. Genomic DNA was isolated from leaves of sweet 
sorghum using cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) and NucleoSpin®Plant kit. The results  
showed that genomic DNAs from both methods have given high yield and quality. Then, the genomic  
DNA samples from NucleoSpin® Plant kit were used as DNA templates in Random amplified polymorphic 
DNA. In this study, four types of RAPD primers were used which were S23 (5´AGTCAGCCAC3´), S24 
(5´AATCGGGCTG3´), S27 (5´GAAACGGGTG3´) and S30 (5´GTGATCGCAG3´). It was found that the 
optimal annealing temperature of each primer were 38.0, 36.0, 36.4 and 36.0 ºC, respectively. In addition, 
the bands of PCR products were analyzed by Image Quant TL v7.01. Total PCR products of 87 bands were 
observed and 73 bands of these were polymorphic bands. Total number of polymorphic bands (TPB) was 
calculated to 83%. RAPD primer S24 has given the highest polymorphic bands (24 bands, TPB = 93%) 
with PCR product sizes from 148 to 1850 bp, while RAPD primer S23 has showed the lowest polymorphic 
bands (12 bands, PPB = 66%) with size ranges from 276 to 1796 bp. These RAPD markers will be useful 
for genetic identification of sweet sorghum cultivars.
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1. บทนำ�
	 ปัจจุบันความต้องการในการใช้พลังงานของประเทศเพิม่

สงูขึน้	เนือ่งจากวกิฤตกิารณข์าดแคลนน้ำามนัเชือ้เพลงิและ

มลพิษทางอากาศจากการปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์

และคาร์บอนมอนอกไซด์	 ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิด

สภาวะเรือนกระจกในชั้นบรรยากาศโลก	 ส่งผลกระทบ

ต่อทั้งเศรษฐกิจและสภาพแวดล้อมในประเทศต่างๆ	 ทั่ว

โลก	 รัฐบาลจึงให้ความสำาคัญกับการส่งเสริมการพัฒนา

พลังงานทดแทนขึ้นมาใช้ประโยชน์มากขึ้น	 อาทิพืช

พลังงานทดแทนที่ใช้เป็นวัตถุดิบเสริมสำาหรับการผลิต 

เอทานอล	 ในปัจจุบันที่พบได้แก่การใช้มันสำาปะหลังและ

อ้อย	 ต่อมามีการศึกษาวิจัยพัฒนาโดยนำาข้าวฟ่างหวาน

มาใช้เป็นวัตถุดิบตั้งต้นในการผลิตเอทานอล	ซึ่งพบว่าข้าว

ฟ่างหวานมีศักยภาพในการผลิตเอทานอลได้ดีเนื่องจาก 

น้ำาคั้นจากลำาต้นข้าวฟ่างหวานมีความหวานใกล้เคียงกับ

อ้อย	 และมีต้นทุนการผลิตต่ำากว่ามันสำาปะหลัง	 ดังนั้น

ลำาต้นข้าวฟ่างหวานจึงสามารถนำาไปหีบเพื่อเอาน้ำาคั้นมา

หมักเป็นเอทานอลได้โดยตรง	[1]	นอกจากนี้ข้าวฟ่างหวาน

ยังเป็นพืชอายุสั้นสามารถเก็บเกี่ยวได้ภายในระยะเวลา	

100-120	วัน	ในขณะที่อ้อยต้องใช้เวลาหนึ่งปีเต็ม

	 สำาหรับในประเทศไทยพบว่ามีเกษตรกรที่ปลูกข้าวฟ่าง

หวานพันธุ์พื้นเมืองในภาคต่างๆ	 โดยเฉพาะบริเวณภาค

เหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือบางส่วน	 โดยปลูกไว้

เพื่อบริโภคภายในครัวเรือนเท่านั้น	 เพื่อใช้ประโยชน์จาก

ลำาตน้และเมลด็	ในการทำาเปน็น้ำาเชือ่ม	น้ำาขา้วฟา่งสดและ

น้ำาตาลจากข้าวฟ่าง	ส่วนเมล็ด	ใบ	และลำาต้นที่เหลือจาก

การหีบน้ำาจากลำาต้นข้าวฟ่างหวานนำาไปเลี้ยงสัตว์จำาพวก

เคี้ยวเอื้องได้	 โดยในส่วนลำาต้นของข้าวฟ่างหวานมีองค์-

ประกอบเทียบเท่ากับน้ำาตาลที่ได้จากอ้อย	 จากคุณสมบัติ 

ดังกล่าวของข้าวฟ่างหวานสามารถนำามาใช้ทดแทนอ้อย

และมันสำาปะหลัง	 โดยใช้เป็นวัตถุดิบตั้งต้นหรือวัตถุดิบ

เสริมในการผลิตเอทานอลได้	[2]

	 อย่างไรก็ตามลักษณะทางพันธุกรรมของสายพันธุ์

ข้าวฟ่างหวานยังมีการผันแปรเนื่องจากผลกระทบจาก

สภาพแวดล้อมค่อนข้างสูง	 ทั้งในลักษณะเชิงปริมาณและ

คุณภาพ	 โดยปัจจัยแวดล้อมหลักที่ทำาให้ข้าวฟ่างหวาน

มีลักษณะแตกต่างกันคือ	 ช่วงแสง	 ความเข้มของแสง	

ปริมาณน้ำา	และอุณหภูมิ	โดยเฉพาะเมื่อปลูกในพื้นที่และ

ฤดูปลูกที่แตกต่างกัน	 ส่งผลให้ข้าวฟ่างหวานมีความหลาก

หลายทางพันธุกรรมแตกต่างกัน	 ทั้งค่าปริมาณของแข็ง

ที่ละลายได้ทั้งหมดหรือค่าความหวานและสายพันธุ์	 ซึ่ง

ในปัจจุบันงานวิจัยที่เกี่ยวกับข้าวฟ่างหวานมีจำากัดและ

ประเทศไทยยงัไมม่กีารปลกูเพือ่ใชป้ระโยชนใ์นเชงิพาณชิย์	

[3]	 ดังนั้นการศึกษาความหลากหลายเพื่อการจำาแนกทาง

พันธุกรรมของสายพันธุ์ข้าวฟ่างหวานจึงมีความสำาคัญเพื่อ

รวบรวมข้อมูลสายพันธุ์ข้าวฟ่างหวานและหาเอกลักษณ์

ที่สำาคัญในแต่ละสายพันธุ์ซึ่งสามารถนำาไปใช้ประโยชน์ใน

การปรับปรุงสายพันธุ์ข้าวฟ่างหวานให้ได้น้ำาคั้นจากลำาต้น

ที่มีความหวานสูงขึ้นและสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในนำา

ไปใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบตั้งต้นสำาหรับการผลิตเอทานอลได้

มากขึ้นและเพียงพอต่อความต้องการในอนาคต

2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีก�ร
 2.1  ตัวอย่�งใบข้�วฟ่�งหว�นพันธุ์พื้นเมืองในเขต

ภ�คเหนือ

	 	 	ข้าวฟ่างหวาน	 มีชื่อวิทยาศาสตร์	 Sorghum 

bicolor	 (Linn.)	Moench	ซึ่งตัวอย่างใบข้าวฟ่างหวานที่

ใช้ในงานวิจัยนี้ได้ถูกปรับปรุงพันธุ์จากโครงการปรับปรุง

พันธุ์ข้าวโพดและข้าวฟ่างหวาน	 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

ราชมงคลล้านนา	 เขตพื้นที่พิษณุโลก	 โดยแสดงรหัส

ตัวอย่างและค่าปริมาณร้อยละโดยน้ำาหนักของของแข็งที่

ละลายได้ทั้งหมด	(Total	solid	soluble	หรือ	TSB)	ที่

วัดได้จากลำาตันข้าวฟ่างหวานดังแสดงในตารางที่	 1	 โดย

หลังจากการเก็บตัวอย่างใบสดข้าวฟ่างหวานแล้ว	 เก็บไว้

ในตู้แช่เยือกแข็ง	-20	องศาเซลเซียส	ไว้จนกว่าจะนำามา

ศึกษาวิจัย
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 2.2  ก�รสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจ�กใบข้�วฟ่�งหว�น

   2.2.1 ก�รสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจ�กใบข�้วฟ่�งหว�น

โดยวิธี CTAB [4] 

	 	 	การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบข้าวฟ่างหวานได้

ดำาเนินตามวิธีของ	Sharma	และคณะ	[4]	มีรายละเอียด

ดังต่อไปนี้	 ชั่งตัวอย่างใบข้าวฟ่างหวานประมาณ	 0.5-1.0	

กรัม	 บดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว	 เติมสารละลาย

สำาหรับการสกัดปริมาตร	 700	 ไมโครลิตร	 ประกอบด้วย	

CTAB	1	โมลาร์	Tris-HCl	pH	8.0	0.5	โมลาร์	EDTA	 

pH	 8.0	 5	 โมลาร์	 NaCl	 และ	 2-mercaptoethanol	

ลงในหลอดเซนติฟิวส์ขนาด	 1.5	 มิลลิลิตร	 นำาไปบ่มใน

อ่างควบคุมอุณหภูมิที่	 65	 องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา

นาน	 15	 นาที	 จากนั้นนำาไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่น

เหวี่ยงความเร็วสูง	 (ยี่ห้อ	 Eppendorf	 รุ่น	 Mini	 Spin	

plus,	USA)	ที่ความเร็ว	13,000	รอบต่อนาที	นาน	10	

นาที	 แล้วเติมสารละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มและ

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์	อัตราส่วน	24:1	ปริมาตร	1	เท่า

ของสารละลาย	 ผสมให้เข้ากัน	 นำาไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง 

ที่ความเร็วรอบ	 13,000	 รอบต่อนาที	 นาน	 10	 นาที	 

ปิเปตสารละลายส่วนใสลงในหลอดใหม่ทำาซ้ำาอีก	 1	 ครั้ง	

จากนั้นตกตะกอนจีโนมิกดีเอ็นเอโดยเติมสารละลาย 

โซเดียมอะซิเตทความเข้มข้น	3	โมลาร์,	pH	5.2	ปริมาตร	

10	 ไมโครลิตร	 และเอทานอลบริสุทธิ์ความเข้มข้น	 99.9	

เปอร์เซ็นต์	 ปริมาตร	 250	 ไมโครลิตรต่อจีโนมิกดีเอ็นเอ

ปริมาตร	100	ไมโครลิตร	ตั้งทิ้งไว้บนน้ำาแข็งนาน	10-30	

นาที	 แล้วนำาไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว	 13,000	 รอบต่อ

นาที	 นาน	 10	 นาที	 ทำาการล้างตะกอนของดีเอ็นเอด้วย

เอทานอลความเข้มข้น	 70	 เปอร์เซ็นต์	 ปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง

ที่ความเร็วรอบ	 13,000	 รอบต่อนาที	 นาน	 1	 นาที	 ตั้ง

ตะกอนดีเอ็นเอทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องประมาณ	 5-15	
นาที	 ละลายตะกอนจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยน้ำากลั่นปราศจาก

เชือ้ปรมิาตร	50	ไมโครลติร	และวเิคราะหค์ณุภาพของจโีน

มิกดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีเจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีสต่อไป

   2.2.2 ก�รสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจ�กใบข้�วฟ่�งหว�น

ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำ�เร็จรูป 

	 	 	ชั่งตัวอย่างใบข้าวฟ่างหวานน้ำาหนักประมาณ	

0.5-1.0	 กรัม	 บดให้ละเอียดโดยใช้โกร่งบดตัวอย่างร่วม

กับการใช้ไนโตรเจนเหลว	 เพื่อเตรียมตัวอย่างสกัดด้วย

ชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูป	NucleoSpin®	Plant	 II	 (MN,	

Germany)	 ซึ่งประกอบด้วย	 สารละลายบัพเฟอร์	 PL1		

สารละลายบัพเฟอร์	 PC	 สารละลายบัพเฟอร์	 PW2		

สารละลายบัพเฟอร์	 PE	 NucleoSpin®	 filter	 และ	

NucleoSpin®	 column	 โดยมีขั้นตอนวิธีการสกัดดังนี้		

คือนำาตัวอย่างที่บดละเอียดใส่หลอดไมโครเซนติฟิวส์ขนาด	

1.5	 มิลลิลิตร	 เติมสารละลายบัฟเฟอร์	 PL1	 ปริมาตร	

400	ไมโครลิตรและ	RNase	A	ปริมาตร	10	ไมโครลิตร	

บ่มที่อุณหภูมิ	65	องศาเซลเซียส	นาน	10	นาที	จากนั้น 

ปิเปตสารละลายส่วนใสด้านบนลงใน	NucleoSpin®	filter	

นำาไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว	11,000	รอบต่อนาที	เป็นเวลา	

ต�ร�งที่ 1	ปริมาณร้อยละโดยน้ำาหนักของของแข็งที่ละลายได้ทั้งหมด	(Total	soluble	solid,	TSS)	ใน	

	 	 	 	 ตัวอย่างข้าวฟ่างหวาน
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2	นาที	ปิเปตสารละลายที่ผ่าน	NucleoSpin®	filter	ลง

หลอดไมโครเซนตฟิวิสห์ลอดใหม่		เตมิสารละลายบฟัเฟอร์	

PC	 ปริมาตร	 450	 ไมโครลิตร	 ผสมให้เข้ากันแล้วปิเปต

สารละลายทั้งหมดลงใน	 NucleoSpin®	 column	 นำาไป

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว	11,000	รอบต่อนาที	นาน	1	นาที	

เทสารละลายที่ไหลผ่าน	 NucleoSpin®	 column	 ทิ้ง

ไป	และล้าง	NucleoSpin®	column	ที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอ

ติดอยู่ให้บริสุทธิ์โดยการเติมสารละลายบัฟเฟอร์	 PW2	

ปริมาตร	 700	 ไมโครลิตร	 นำาไปเหวี่ยงที่	 11,000	 รอบ

ต่อนาที	 นาน	 1	 นาที	 โดยทำาการล้าง	 NucleoSpin® 

column	 ซ้ำาสองครั้ง	 ในครั้งที่สองจะใช้	 สารละลาย

บัฟเฟอร์	PW2	ปริมาตร	200	ไมโครลิตร	แล้วนำาไปปั่น

เหวี่ยงที่	 11,000	 รอบต่อนาที	 นาน	 2	 นาที	 หลังจาก

ปั่นเหวี่ยงแล้วตั้ง	 NucleoSpin®	 column	 ทิ้งไว้ให้แห้ง	

นานประมาณ	 10	 นาที	 จึงทำาการชะจีโนมิกดีเอ็นเอจาก	

NucleoSpin®	column	โดยเติมสารละลายบัฟเฟอร์	PE	

ปริมาตร	 50	 ไมโครลิตร	 แล้วบ่มที่	 70	 องศาเซลเซียส	

นาน	 5	 นาที	 จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่	 11,000	 รอบต่อนาที	

นาน	1	นาที	 สำาหรับขั้นตอนการชะจีโนมิกดีเอ็นเอจะทำา
สองซ้ำา	 เมื่อได้จีโนมิกดีเอ็นเอแล้วทำาการตรวจวิเคราะห์

คุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีเจลอะกาโรสอิเลค

โตรโฟเรซีสต่อไป

 2.3  ก�รตรวจสอบคุณภ�พจีโนมิกดีเอ็นเอของข้�ว

ฟ่�งหว�นด้วยวิธีเจลอะก�โรสอิเลคโตรโฟเรซีส

	 	 	การวิเคราะห์คุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอด้วย	

1.5	 เปอร์เซ็นต์	 (w/v)	 เจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส	

โดยชั่งผงอะกาโรสหนัก	0.75	กรัม	ละลายในสารละลาย

บัฟเฟอร์	 1X	 Tris-Borate-EDTA	 (TBE)	 ปริมาตร	 50	

มิลลิลิตร	 ให้ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน	 จากนั้นปิเปตเอธิ-

เดียมโบรไมด์	 ความเข้มข้น	 10	 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร	

ปริมาตร	5	ไมโครลิตร	ลงไปเขย่าให้เข้ากันทิ้งสารละลาย

ให้เย็นลงประมาณ	60	องศาเซลเซียส	จึงเทลงในถาดของ

ชุดอิเลคโตรโฟเรซีส	 ทิ้งไว้ให้เจลอะกาโรสแข็งตัว	 แล้ว

เทสารละลายบัฟเฟอร์	 1X	 TBE	 ลงไปให้ท่วมเจล	 สูง

ประมาณ	0.5-1.0	เซนติเมตร	

	 	 	สำาหรับการวิเคราะห์จีโนมิกดีเอ็นเอ	ทำาโดยปิเปต

จีโนมิกดีเอ็นเอของใบข้าวฟ่างหวานที่สกัดได้จากข้อ	2.2.1	

และ	ขอ้	2.2.2	ปรมิาตร	5	ไมโครลติรผสมกบั	6X	loading	

dye	ปริมาตร	1	ไมโครลิตร	ลงในหลุมของเจลที่เตรียมไว้	

พร้อมทั้งดีเอ็นเอมาตรฐานคือ	λDNA	/	EcoRI	+	HindIII	
เพื่อใช้เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอ	ปิดฝาเครื่องและต่อ

ขั้วไฟฟ้าใช้กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ที่	120	โวลต์	เวลา

นาน	 30	 นาที	 หรือให้แถบสีของ	 bromophenol	 blue	

เคลื่อนที่ลงมาประมาณ	2	ใน	3	ของความยาวเจล	จาก
นั้นปิดแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้า	 นำาเจลที่ได้ไปวิเคราะห์โดย

การส่องด้วยเครื่อง	 UV	 transilluminator	 (ยี่ห้อ	 UVP,	

รุ่น	LCD/M-20,	Cambridge,	UK)	และบันทึกภาพ		

 2.4  ก�รวิเคร�ะห์คว�มหล�กหล�ยท�งพันธุกรรม

ของส�ยพันธุ์ข้�วฟ่�งหว�นด้วยเทคนิค RAPD [5]

	 	 	ใช้ไพรเมอร์	 RAPD	 จำานวน	 4	 แบบ	 ได้แก่	 

S23	 (5´AGTCAGCCAC3´),	 S24	 (5´AATCG	
GGCTG3´),	 S27	 (5´GAAACGGGTG3´)	 และ	 S30	
(5´GTGATCGCAG3´)	นำามาใช้ในปฏิกิริยา	RAPD-PCR	
ปริมาตรรวมของปฏิกิริยาเท่ากับ	15	ไมโครลิตร	ซึ่งแต่ละ

ปฏิกิริยาประกอบไปด้วย	1)	จีโนมิกดีเอ็นเอ	2)	ไพรเมอร์	

RAPD	ความเข้มข้น	2	µM	3)	น้ำาที่ผ่านการฆ่าเชื้อ	4)	2X	

iTaq	DNA	polymerase	เครื่อง	Thermal	cycle	(ยี่ห้อ	

Eppendorf,	รุ่น	Mastercycler®	personal,	Hamburg,	

USA)	 ตั้งโปรแกรมอุณหภูมิและจำานวนรอบ	 ดังนี้	 1)	 

initial	denaturation	ทีอ่ณุหภมู	ิ94.0	องศาเซลเซยีส	นาน	

5	นาที	2)	denaturation	ที่อุณหภูมิ	94.0	องศาเซลเซียส	

นาน	45	วินาที	3)	annealing	ที่อุณหภูมิ	33.0	ถึง	38.0	

องศาเซลเซียส	นาน	 1	นาที	 4)	 elongation	 ที่อุณภูมิ	

72.0	องศาเซลเซียส	นาน	3	นาที	โดยทำาปฏิกิริยาพีซีอาร์

ทัง้หมด	30	รอบ	และตามดว้ย	final	extension	ทีอ่ณุหภมู	ิ

72.0	องศาเซลเซียส	นาน	7	นาที	จากนั้นนำาผลิตภัณฑ์ 

พซีอีารม์าตรวจสอบดว้ยเครือ่งอเิลคโตรโฟเรซสี	โดยเทยีบ

กับดีเอ็นเอมาตรฐาน	และบันทึกภาพรูปแบบดีเอ็นเอ	นำา

ผลวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม	Image	Quant	TL	v7.01	โดย
นำาผลแบบแผนดีเอ็นเอ	 (DNA	 pattern)	 ของสายพันธุ์

ข้าวฟ่างหวานที่ได้มาคำานวณหาค่าแสดงความหลากหลาย

ของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีความแตกต่างรวมทั้งหมด	

(Total	number	of	polymorphic	bands,	TPB)	 โดย

หาได้จากอัตราส่วนของจำานวนแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มี
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ความแตกตา่งรวมทัง้หมดตอ่จำานวนแถบผลติภณัฑพ์ซีอีาร์

ที่เกิดขึ้นทั้งหมดในแต่ละไพรเมอร์	 และความหลากหลาย

ของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นในตัวอย่างแต่ละสาย

พันธุ์	(Number	of	polymorphic	bands,	PPB)	ซึ่งหาได้

จากอัตราส่วนของจำานวนแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ในแต่ละ

ตัวอย่างต่อจำานวนแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นทั้งหมด

ในแต่ละไพรเมอร์

3. ผลก�รทดลองและวิจ�รณ์

 3.1  ผลก�รสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจ�กใบข้�วฟ่�งหว�น

	 	 	จากการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของใบข้าวฟ่างหวาน

โดยจะใช้ใบอ่อน	 รวมทั้งหมดจำานวน	 8	 ตัวอย่าง	 โดย

เปรียบเทียบวิธีการสกัด	2	วิธี	คือวิธี	CTAB	และชุดสกัด

ดีเอ็นเอสำาเร็จรูป	NucleoSpin®Plant	II	เพื่อเปรียบเทียบ

คุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบข้าวฟ่างหวานที่สกัดได้

จากทั้งสองวิธี	 แล้วทำาการตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิก 

ดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยวิธีเจลอะกาโรสอิเลคโตรโฟเรซีส	

แสดงดังรูปที่	1	

รูปที่ 1	จีโนมิกดีเอ็นเอจากข้าวฟ่างหวาน	8	ตัวอย่าง	โดย	(ก)	คือจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี	CTAB	และ	

(ข)	คือจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูป	NucleoSpin®Plant	

(Lane	M:	ดีเอ็นเอมาตรฐาน	λDNA	/	EcoRI +	HindIII)
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	 	 	พบว่า	 จีโนมิกดีเอ็นเอของข้าวฟ่างหวาน	 ทั้ง	 

8	 ตัวอย่างที่สกัดได้จากทั้งสองวิธีแสดงผลของแถบจีโน

มิกดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวสรุปได้ว่าจีโนมิกดีเอ็นเอที่ได้มี

คุณภาพที่ดี	 นอกจากนี้ไม่พบแถบที่แสดงการแตกหักของ 

ดีเอ็นเอและการปนเปื้อนของอาร์เอ็นเอด้วย	 ซึ่งถือได้ว่า 

จีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดได้เหมาะสำาหรับนำาไปเป็นดีเอ็นเอแม่

แบบ	โดยในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ข้าวฟ่างหวาน	ด้วยวิธี	RAPD	-	PCR	นั้นจะใช้ดีเอ็นเอ

ที่สกัดด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูปเนื่องจากสะดวกและ

รวดเร็วในการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบข้าวฟ่างหวาน		

จากรายงานผลการวิจัยของ	Michiels	และคณะ	 [6]	 ได้

ศึกษาวิจัยการสกัดจีโนมิกดีเอ็นจากใบของพืชโดยเปรียบ

เทยีบระหวา่งการสกดัจโีนมกิดเีอน็เอจากใบออ่นและใบแก่	

พบว่าใบอ่อนของพืชจะมีองค์ประกอบของสารประกอบ 

ประเภทพอลิแซคคาไรด์	(polysaccharides)	และพอลิฟีนอ-

ลิก	(polyphenolic	compounds)	น้อยกว่าใบแก่	ซึ่งสาร 

ประกอบเหล่านี้จะมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นใน

ระหว่างการสกัดและเกิดปฏิกิริยากับโปรตีนหรือนิวคลีอิก

ในรูปของตะกอนที่ไม่ละลายน้ำาได้	นอกจากนี้สารประกอบ	

พอลิแซคคาไรด์และพอลิฟีนอลิกยังมีผลต่อการยับยั้งการ

สกัดดีเอ็นเอ	 ปฏิกิริยาพีซีอาร์และการตัดดีเอ็นเอด้วย 

เอ็นไซม์ตัดจำาเพาะได้ด้วย	 นอกจากนี้รายงานของ	 Jian	

และคณะ	[7]	กล่าวว่า	สารประเภท	CTAB	หรือ	Poly-

vinylpyrrolidone	 (PVP)	 หากเติมลงในสารสารละลายที่

ใช้สกัดจะช่วยไปจับกับสารประกอบพอลิแซคคาไรด์และ

สารพอลิฟินอลิกได้ทำาให้ได้จีโนมิกดีเอ็นเอที่ได้มีคุณภาพดี

และสะอาดปราศจากสิ่งปนเปื้อน	ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้

ใช้ตัวอย่างจากใบอ่อนของข้าวฟ่างหวานและสารละลายที่

ใช้สกัดโดยเติมสาร	 CTAB	 ลงในสารละลายเพื่อช่วยจับ

กับสารประกอบพอลิแซคคาไรด์และพอลิฟินอลิกทำาให้ผล 

จีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดได้จากใบข้าวฟ่างหวานมีคุณภาพดี

เทียบเท่ากับการสกัดด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูป

 3.2  ผลก�รวเิคร�ะหค์ว�มหล�กหล�ยท�งพนัธกุรรม

ของส�ยพันธุ์ข้�วฟ่�งหว�นด้วยเทคนิค RAPD

	 	 	ผลการศึกษาหาอุณหภูมิ	 annealing	 ที่เหมาะ

สมสำาหรับแต่ละไพรเมอร์และแต่ละตัวอย่าง	 ในการทำา

ปฏิกิริยา	 RAPD-PCR	 ซึ่งได้ทำาการทดลองที่อุณหภูมิ 

แตกต่างกันที่	6	ระดับได้แก่	คือ	33.0	34.0	35.0=	36.0,	

37.0	 และ	 38.0	 องศาเซลเซียส	 จากการทดลองพบว่า	

อุณหภูมิ	 annealing	 ที่เหมาะสมสำาหรับแต่ละไพรเมอร์	

คือ	ไพรเมอร์	RAPD	S23,	S24,	S27	และ	S30	ในแต่ละ

ตวัอยา่งดงัแสดงผลในตารางที	่2	ซึง่มอีณุหภมู	ิannealing	

มีค่าระหว่าง	35.0	ถึง	38.0	องศาเซลเซียส	เนื่องจากเป็น

ชว่งอณุหภมูทิีเ่หมาะสมตอ่การสงัเคราะหส์ายนวิคลโีอไทด์

และการเพิ่มจำานวนชิ้นดีเอ็นเอ

ต�ร�งที่ 2	อุณหภูมิ	Annealing	ที่เหมาะสมในการทำา	RAPD	-	PCR	ของแต่ละตัวอย่างข้าวฟ่างหวาน

	 	 	จากนั้นผู้วิจัยได้เลือกใช้ค่าเฉลี่ยของอุณหภูมิ	

annealing	 ที่เหมาะสมแต่ละไพรเมอร์	 RAPD	 มีค่า

เท่ากับ	 38.0	 36.0	 36.4	 และ	 36.0	 องศาเซลเซียส	

ตามลำาดับนั้นมาศึกษาความหลากหลายของข้าวฟ่าง

หวานด้วย	 RAPD	 -	 PCR	 จากการทดลองพบว่าในทุก

ตัวอย่างของจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดจากใบข้าวฟ่างหวาน
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ให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีลักษณะแสดงแถบผลิตภัณฑ์ 

พีซีอาร์ที่มีความแตกต่างกันดังแสดงผลในรูปที่	 2	 เมื่อ

เปรียบเทียบอุณหภูมิ	annealing	ทั้ง	4	ไพรเมอร์ที่ใช้ใน

งานวิจัยนี้พบว่า	อุณหภูมิ	annealing	ที่ใช้มีค่าต่ำากว่างาน

วจิยัของ	Hülya	[8]	ซึง่ใชอ้ณุหภมู	ิannealing	ของไพรเมอร	์

RAPD	12	แบบ	(ความยาวไพรเมอร์ละ	10	นิวคลีโอไทด์)	 

มีค่าเท่ากับ	 42.0	 องศาเซลเซียส	 มีรายงานการวิจัยพบ

ว่าหากมีการใช้อุณหภูมิ	 annealing	 ที่สูงหรือต่ำาเกินไป

จากอุณหภูมิที่เหมาะสมของไพรเมอร์นั้นๆ	 อาจส่งผล

ให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้เป็นแถบดีเอ็นเอที่เกิดจากการ 

จับกันของไพรเมอร์กับดีเอ็นเอแม่แบบที่ไม่จำาเพาะเจาะจง	

(non-specific	 band)	 รวมอยู่ด้วยทำาให้ส่งผลต่อการ

วิเคราะห์แถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นได้	[5]		

รูปที่ 2	แบบแผนผลิตภัณฑ์พีซีอาร์จากการทำา	RAPD	-	PCR	ของตัวอย่างจีโนมิกดีเอ็นเอของข้าวฟ่างหวานทั้ง	8	ตัวอย่าง	

โดยใช้ที่อุณหภูมิ	annealing	เฉลี่ยของแต่ละไพรเมอร์	(Lane	M:	ดีเอ็นเอมาตรฐาน	100bp	Plus	DNA	Ladder)	

	 	 	 	 โดย	(ก)	คือ	ไพรเมอร์	RAPD	S23;	อุณหภูมิ	annealing	ที่	38.0	องศาเซลเซียส	

					 	 	 	 (ข)	คือ	ไพรเมอร์	RAPD	S24;	อุณหภูมิ	annealing	ที่	36.0	องศาเซลเซียส	

										 	 (ค)	คือ	ไพรเมอร์	RAPD	S27;	อุณหภูมิ	annealing	ที่	36.4	องศาเซลเซียส	และ	

					 	 	 	 (ง)	คือ	ไพรเมอร์	RAPD	S30;	อุณหภูมิ	annealing	ที่	36.0	องศาเซลเซียส
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 3.3  ผลก�รวเิคร�ะหค์ว�มหล�กหล�ยท�งพนัธกุรรม

ของข้�วฟ่�งหว�นด้วยโปรแกรม Image Quant TL 

v7.01

	 	 	จากการวิเคราะห์หาความหลากหลายทางพันธุ-

กรรมด้วยโปรแกรม	 Image	 Quant	 TL	 v7.01	 โดย

วิเคราะห์จากขนาดของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้เปรียบ

เทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐานรวมทั้งหาค่าเฉลี่ยของแถบ

ที่ใกล้เคียงกันของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ในแต่ละตัวอย่างได้ผล

การทดลองแสดงดังตารางที่	3	จากการศึกษาพบว่า		เมื่อ

ใช้ไพรเมอร์	RAPD	S23	S24	S27	และ	S30	ในการ

ทำาปฏิกิริยา	 RAPD	 -	 PCR	 จะได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เกิด

ขึ้นทั้งหมด	87	แถบ	ซึ่งมีขนาดของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์
แตกต่างกันจำานวน	 73	 แถบ	 คิดเป็นความหลากหลาย

ของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีความแตกต่างรวมทั้งหมด	

ร้อยละ	 83	 โดยไพรเมอร์	 RAPD	S24	 จะให้ผลิตภัณฑ์

พีซีอาร์	 จำานวน	 24	 แถบซึ่งมีความหลากหลายมากที่สุด

และให้ค่าความหลากหลายของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่

มีความแตกต่างรวมทั้งหมดของแต่ละไพรเมอร์	 (TPB)		

เท่ากับ		ร้อยละ	93	และไพรเมอร์	RAPD	S23	มีจำานวน

แถบของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เกิดขึ้นจำานวน	 12	 แถบ	 มีค่า

ความแตกต่างของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์น้อยที่สุดและให้ค่า	

TPB		เท่ากับร้อยละ	66	เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ	

Chengxin	และคณะ	[9]	ที่ทำาการศึกษาความหลากหลาย

ของพืชชนิด	Changium	smyrnioides	ด้วยวิธี	RAPD	-	 

PCR	โดยใช้ไพรเมอร์	RAPD	S23	และ	S24	ในการทำา	

RAPD	-	PCR	เช่นเดียวกันพบว่า	ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิด

ขึ้นจากการใช้ไพรเมอร์	S23	มีจำานวน	10	แถบ	(ค่า	TPB	

ร้อยละ	 70)	 และเมื่อใช้ไพรเมอร์	 S24	 จะมีผลิตภัณฑ์พี

ซีอาร์เกิดขึ้น	4	แถบ	(ค่า	TPB	ร้อยละ	57)	ซึ่งทั้งสอง
ไพรเมอร์	 มีค่า	 TPB	 ต่ำากว่าไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษา

ครั้งนี้	 อาจเนื่องมาจากอุณหภูมิ	 annealing	 ที่เหมาะสม 

ที่ใช้ในงานวิจัยของ	 Chengxin	 และคณะ	 [9]	 ที่

อุณหภูมิสูงคือ	 42.0	 องศาเซลเซียส	 ทำาให้จำานวนของ

ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นมีจำานวนน้อยกว่าและไพรเมอร์ 

มีความจำาเพาะต่อการจับกับจีโนมิกดีเอ็นเอแม่แบบที่ 

ดีกว่า	 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ก็มีความจำาเพาะมากขึ้นด้วย	

นอกจากนีผ้ลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีเ่กดิขึน้มคีา่	PPB	มาก	แสดง

ให้เห็นว่ามีความหลากหลายของสายพันธุ์สูง	 เนื่องจากมี

แถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่แตกต่างเกิดขึ้นจำานวนมาก	 แต่

หากมีค่า	 PPB	 น้อยจะมีแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มีความ

แตกต่างกันน้อย	 ทำาให้เกิดความหลากหลายของสายพันธุ์

น้อยเช่นกัน

	 	 	ซึ่งความแตกต่างของผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นนั้นอาจ

บ่งบอกถึงความหลากหลายในตัวอย่างของข้าวฟ่างหวาน

พันธุ์พื้นเมืองของแต่ละตัวอย่างได้	 อย่างไรก็ตามความ 

แตกต่างของแบบแผนของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากวิธี	

RAPD	 -	PCR	นั้นในการทดลองนี้ยังคงมีความแตกต่าง

เพียงเล็กน้อย	 ดังนั้นจึงอาจต้องใช้ไพรเมอร	์ RAPD	 ใน

ปฏิกิริยา	RAPD	-	PCR	ที่มีลำาดับนิวคลีโอไทด์อื่นๆ	เพื่อ

เพิ่มการหาเครื่องหมายยีนหรือเอกลักษณ์ของสายพันธุ์	

โดยการนำาแถบของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ให้ความแตกต่าง

ของสายพันธุ์มาสกัดดีเอ็นเอและวิเคราะห์หาลำาดับนิวคลี

โอไทด์ที่แตกต่างกันต่อไป
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4. สรุปผลก�รวิจัย
	 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าว

ฟ่างหวานในเขตภาคเหนือของประเทศไทย	 จำานวน	 8	

ตวัอยา่งดว้ยเทคนคิ		RAPD	-	PCR	พบวา่	การสกดัจโีนมกิ 

ดีเอ็นเอทั้งวิธี	 CTAB	 และชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูป

นั้นให้จีโนมิกดีเอ็นเอที่มีคุณภาพ	 ซึ่งไม่พบแถบที่แสดง

การแตกหักของดีเอ็นเอและการปนเปื้อนของอาร์เอ็นเอ	 

ดังนั้นจีโนมิกดีเอ็นที่สกัดได้จึงเหมาะสำาหรับนำามาใช้เป็น

ดีเอ็นเอแม่แบบ	 โดยงานวิจัยนี้ได้ใช้จีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัด

ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูปมาศึกษาวิเคราะห์ความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวฟ่างหวานด้วยเทคนิค	 

Random	amplified	polymorphic	DNA	(RAPD)	โดยใช้

ไพรเมอร์	RAPD	4	แบบ	ได้แก่	S23	S24	S27	และ	S30	

พบว่าอุณหภูมิ	annealing	ที่เหมาะสมของแต่ละไพรเมอร์

มีค่าเท่ากับ	38.0	36.0	36.4	และ	36.0	องศาเซลเซียส	
ตามลำาดับ	 เมื่อวิเคราะห์แบบแผนของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์

ของข้าวฟ่างหวานสายพันธุ์ต่างๆ	 ด้วยโปรแกรม	 Image	

ต�ร�งที่ 3	การวเิคราะหค์วามแตกตา่งของแถบผลติภณัฑพ์ซีอีารท์ีไ่ดจ้ากการวเิคราะหด์ว้ยวธิ	ีRAPD	โดยใชไ้พรเมอร	์S23,	

	 	 	 	 S24,	S27	และ	S30	ของข้าวฟ่างหวานทั้ง	8	ตัวอย่าง

หม�ยเหตุ	 ค่าที่แสดงในวงเล็บแสดงเป็นค่าร้อยละของความแตกต่างของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์เมื่อเทียบกับจำานวน

	 	 	 	 ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่เกิดขึ้นในแต่ละไพรเมอร์

Quant	TL	v7.01	พบความหลากหลายของสายพันธุ์ข้าว

ฟ่างหวานในทั้ง	 8	 ตัวอย่าง	 โดยพบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ 

เกิดขึ้นทั้งหมด	 87	 แถบ	 อยู่ในช่วง	 18	 ถึง	 26	 แถบ	

และมีขนาดตั้งแต่	148	และ	1850	bp	คิดเฉลี่ยเป็น	22	

แถบต่อไพรเมอร์และมีแถบของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีความ 

แตกต่างกัน	73	ใน	87	แถบ	คิดเป็นค่าความหลากหลาย

ของแถบผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีความแตกต่างรวมทั้งหมด	

(TPB)	เทา่กบัรอ้ยละ	83	ซึง่มคีา่	TPB	ของแตล่ะไพรเมอร ์

อยู่ระหว่างร้อยละ	66	ถึงร้อยละ	93	ซึ่งในแต่ละไพรเมอร์

มีค่า	PPB	อยู่ระหว่างร้อยละ	10	ของไพรเมอร์	RAPD	

S23	และ	ร้อยละ	77	ของไพรเมอร์	RAPD	S24	โดย 
ไพรเมอร์	 RAPD	 S24	 นี้จะให้ความหลากหลายของ

ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ได้สูงที่สุดโดยมีค่า	 TPB	 เท่ากับร้อยละ	 

93	 สำาหรับไพรเมอร์	 RAPD	 S23	 นั้นให้ความหลาก

หลายของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ต่ำาที่สุดและมีค่า	TPB	เท่ากับ 

ร้อยละ	66	



115วารสารวิจัยและพัฒนา มจธ. ฉบับพิเศษ ปีที่ 35 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2555

5. กิตติกรรมประก�ศ
	 คณะผู้วิจัยขอขอบพระคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี 

ราชมงคลล้านนาที่สนับสนุนทุนงานวิจัยและได้จัดทำา 

โครงการส่งเสริมการผลิตผลงานวิจัย	 ขอขอบคุณมหา-

วิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลล้านนา	 เขตพื้นที่พิษณุโลก

ที่อนุเคราะห์สถานที่ปลูกและการเก็บตัวอย่างใบข้าวฟ่าง

หวาน	 ขอขอบคุณสาขาวิชาชีวเคมีและชีวเคมีเทคโนโลยี	

ภาควิชาเคมี	 คณะวิทยาศาสตร์	 มหาวิทยาลัยเชียงใหม่	

และศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพ	 คณะวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีการเกษตร	 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล

ล้านนา	 เขตพื้นที่น่าน	 ที่ให้ความอนุเคราะห์อุปกรณ์และ

เครื่องมือในงานวิจัยและความช่วยเหลือด้านต่างๆ	ในการ

ดำาเนินการวิจัย	 จนคณะผู้วิจัยสามารถทำางานวิจัยสำาเร็จ

ลุล่วงไปด้วยดี
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