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5.  บทคัดย่อ 
 การสร้างแป้ง อะไมโลสและอะไมโลเพคตินในพืชเกิดไดจ้ากการท างานของเอ็นไซม ์4 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
ADPglucose pyrophosphorylases (AGPase), starch synthases (SS), starch branching enzymes (SBE) และ 
starch debranching enzymes (SDBE) ความผิดปรกติของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอ็นไซม์ดังกล่าว รวมทั้ ง
โปรตีนท่ีมีผลต่อการท างานของเอ็นไซม์เหล่าน้ี จะมีผลต่อคุณภาพแป้งภายในเมล็ด แต่เน่ืองจากการตรวจ
คุณภาพขา้วโพดขา้วเหนียวท่ีใชก้นัใชว้ิธีการชิมซ่ึงมีความผิดพลาดสูง การพฒันาวิธีการตรวจจ าแนกความ
แตกต่างของคุณภาพความเหนียวของแป้ง ดว้ยเทคนิคชีวโมเลกุล จะท าให้การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วโพดขา้ว
เหนียวมีประสิทธิภาพมากข้ึน 
 ผลการศึกษาล าดบัเบสของยีนทั้ง 8 ยีนในตวัอย่าง 18 พนัธ์ุ  ดงักล่าวขา้งตน้พบว่าทุกยีนในมี
ความแตกต่างกนัภายในกลุ่มตวัอยา่ง โดยยีนท่ีสามารถแยกตวัอยา่งอา้งอิงท่ีมีความเหนียวมากท่ีสุดและนอ้ย
ท่ีสุดจากกนัไดมี้จ านวน 4 ยนี ไดแ้ก่  SIP-1,  aeIIb (SBEIIb) ,  Sh2-1 (AGPase) และ Wx (GBSS)  ส่วนยนีอ่ืน 
ไดแ้ก่ Bt3, SSIIb, zSSIIa, SBE3 และ Dull ไม่สามารถแยกตวัอยา่งอา้งอิงได ้ส่วนยีน Isoamylase หรือ starch 
de-branching enzyme (SU1) และ Isoamylase-type starch debrancing enzyme (iso2) ไม่พบความแปรปรวน
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ของล าดบันิวคลิโอไทด์ในต าแหน่งท่ีตรวจสอบ การศึกษาต าแหน่งแปรปรวน (SNPs) ท าการศึกษาใน 3ยีน 
ไดแ้ก่ SIP-1,  Sh2-1 และ GBSS พบวา่ HRM profile ของยีน SIP-1 แยกกลุ่มตวัอยา่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม มีค่า Tm 
เท่ากบั 81.76๐C,  81.48๐C และ 81.70๐C คู่กบั 81.11๐C ตามล าดบั ภายในกลุมท่ี 2 มีตวัอยา่งอา้งอิงท่ีมีความ
เหนียวมากท่ีสุดรวมอยูด่ว้ย และกลุ่มท่ี 3 มีตวัอยา่งอา้งอิงท่ีมีความเหนียวนอ้ยรวมอยูด่ว้ย  HRM profile ของ
ยีน Sh-2 แบ่งกลุ่มไดไ้ม่ชดัเจน ส่วน HRM profile ของยีน GBSS แมจ้ะแบ่งกลุ่มไดเ้ป็น 3 กลุ่ม แต่กลุ่มท่ี 2 
และ 3 ซ่ึงมีตัวอย่างอ้างอิงร่วมอยู่ด้วยนั้ น มีกราฟซ้อนทับกันอยู่ ท  าให้แยกได้ไม่ชัดเจน การน ามาใช้
ประโยชน์อาจตอ้งใชท้ั้ง SIP-1 และ GBSS ในการคดัเลือก จากการทดลองน้ีพบวา่ การส ารวจต าแหน่ง SNPs 
ในยีนเป้าหมายและการพัฒนาเทคนิค HRM ในการตรวจต าแหน่ง SNPs ของยีนนั้ น มีศักยภาพในการ
น ามาใช้คดัเลือกคุณภาพดา้นความเหนียวของแป้งในขา้วโพดขา้วเหนียวได ้แต่ในการทดลองน้ีขาดขอ้มูล
ดา้นคุณภาพของแป้งในตวัอยา่งท่ีทดสอบ  ท าใหก้ารพฒันาเทคนิค HRM ยงัไม่ประสบผลส าเร็จเท่าท่ีควร 
 
ABSTRACT 
 The biosynthesis of starch, amylose and amylopectin in plant involve 4 enzymes including 
ADPglucose pyrophosphorylases (AGPase), starch synthases (SS), starch branching enzymes (SBE) and  
starch debranching enzymes (SDBE).  Abnormality of the encoding genes and relevant proteins affect 
starch quanlity.  To date, the best practical qualitative determination of starch quanlity of waxy maize is 
based on tasting which prone to errorneous cause by personal preference.   The development of new and 
accurate quanlitation technique for waxy starch stickiness based on molecular technique will enhance waxy 
maize breeding program.    
    Partial gene sequencing studies of the 8 genes from 18 accessions revealed distinctiveness in 
all samples tested.  The genes that separated reference samples with highest and lowest starch stickiness, 
determined by physical approaches, were including SIP-1, aeIIb (SBEIIb), Sh2-1 (AGPase) and Wx 
(GBSS).  Reference samples were not separable by Bt3, SSIIb, zSSIIa, SBE3 and Dull.  However, no 
variation was found in the sequences of Isoamylase or starch de-branching enzyme (SU1) and Isoamylase-
type starch debrancing enzyme (iso2).  High resolution melting (HRM) profile studied by single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) of the 3 genes including  SIP-1,  Sh2-1 and GBSS revealed 3 sample groupings 
generated by  SIP-1 profile with Tm values at 81.76๐C;  81.48๐C; and 81.70๐C coupled with 81.11 ๐C, 
respectively. Reference samples with highest and lowest starch stickiness laid in second and third groups.   
HRM profile of Sh-2 showed ambiguous grouping.  The GBSS profile though showing 3 groupings but 
melting curves of group 2 and 3 with refence samples were not clearly separated.  The application of these 
SNP markers for starch quanlitation may involve both SIP-1 and GBSS.  In conclusion, the study on SNPs 
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of the target genes and the application of HRM technique exposed their utilization potentials on starch 
quanlity differentiation in waxy maize.  However, the physical starch quanlity was not sufficient in this 
study that cause imprecise results on the development of the new markers. 
 
1ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น 2ศูนยว์จิยัพืชไร่ชยันาท   3คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
 
6. ค าน า 
 ขา้วโพดขา้วเหนียว (waxy corn) เป็นขา้วโพดฝักสดพื้นบา้นของประเทศไทย ท่ีไดรั้บความนิยม
บริโภคมากชนิดหน่ึง เน่ืองจากมีความเหนียวนุ่ม และมีรสหวานเล็กนอ้ย ขนาดฝักพอเหมาะ จดัเป็นพืชท่ีมี
ศกัยภาพสูง เพราะปลูกง่าย ใชร้ะยะเวลาการผลิตสั้น มีความเส่ียงต ่า ใชส้ารเคมีนอ้ย เหมาะสมส าหรับ
เกษตรกรในชนบท โดยเฉพาะในเขตท่ีมีน ้า ในพื้นท่ีไร่และในเขตชลประทานเหมาะสมส าหรับเป็นพืช
เสริมรายได ้ มีอายเุก็บเก่ียวสั้น  (55-70 วนั)  และปลูกไดต้ลอดทั้งปี  ขา้วโพดขา้วเหนียวส่วนใหญ่ปลูกเพื่อ
การบริโภคฝักสดภายในประเทศเท่านั้น มีปลูกทัว่ไปทุกภาคของประเทศ ท ารายไดใ้ห้แก่เกษตรกร 10,000 –  
20,000 บาทต่อไร่ต่อปี คิดเป็นมูลค่าประมาณ 1,000 ลา้นบาทต่อปี ทั้งน้ีการผลิตยงัไม่เพียงพอต่อความ
ตอ้งการของตลาด พนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวในอดีต ตวัอยา่งเช่น พนัธ์ุแปดแถว พนัธ์ุขา้วเหนียวส าลีเจห๊ลี 
ขา้วเหนียวส าลีอีสาน พนัธ์ุตกัหงาย-ท่าล่ี ส่วนใหญ่เป็นพนัธ์ุท่ีไดม้าจากผสมเปิดท่ีเกษตรกรมกัเก็บพนัธ์ุไว้
ปลูกเองหรือซ้ือมาจากพ่อคา้ในทอ้งถ่ิน ปัจจุบนัพบวา่มีพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวเกิดข้ึนในตลาดเมล็ดพนัธ์ุ
มากมายมีทั้งพนัธ์ุผสมเปิด เช่น พนัธ์ุรัชตะ ส าลีเจห๊ลี ขา้วเหนียวแปดแถว และพนัธ์ุลูกผสมของ
บริษทัเอกชน เช่น พนัธ์ุแวกซ์ 22 หรือ พนัธ์ุ Dr. Pek และบ๊ิกไวท ์852 เป็นตน้ ปัจจุบนัเกษตรกรนิยมปลูก
พนัธ์ุลูกผสม เน่ืองจากใหผ้ลผลิตฝักสดสูง มีขนาดฝักสม ่าเสมอ รสชาติดี มีความเหนียวนุ่ม ซ่ึงเป็นท่ี
ตอ้งการของตลาดมากกวา่ แต่เมล็ดพนัธ์ุลูกผสมเหล่าน้ีมกัมีราคาแพง ประมาณ 450-600 บาทต่อกิโลกรัม 
ข้ึนอยูก่บัความตอ้งการของเกษตรกร (กิตติภพ, 2548) อยา่งไรก็ตามพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวท่ีเกษตรกรใช้
อยูน่ั้น บางพนัธ์ุใหผ้ลผลิตต ่าและคุณภาพไม่เป็นไปตามความตอ้งการของตลาดหรือโรงงานอุตสาหกรรม 
เช่น ขนาดของฝักไม่ไดม้าตรฐาน และฝักไม่สม ่าเสมอ ยงัขาดพนัธ์ุดีท่ีใหผ้ลผลิตและคุณภาพสูง ดงันั้นยงั
ตอ้งมีการพฒันาพนัธ์ุลูกผสมใหม่ๆ ท่ีมีคุณภาพท่ีดีกวา่พนัธ์ุท่ีมีอยูใ่นปัจจุบนัเพื่อใหเ้กษตรกรสามารถ
น าไปใชป้ลูกเป็นการคา้ได ้ ในราคาท่ีถูกลง การคดัเลือกลูกผสมนบัเป็นขั้นตอนท่ีส าคญัขั้นตอนหน่ึงในงาน
ปรับปรุงพนัธ์ุพืชท่ีตอ้งใชแ้รงงาน พื้นท่ี ระยะเวลา และงบประมาณในการทดสอบ วธีิการคดัเลือกท่ีดีควรมี
มาตรฐาน มีวธีิการท่ีใหผ้ลแม่นย  า ท าซ ้ าได ้ สามารถเปรียบเทียบและแลกเปล่ียนขอ้มูลระหวา่งกนัได ้ หาก
เป็นวธีิการท่ีสามาถทดสอบหลายตวัอยา่งไดใ้นเวลาเดียวกนั จะท าใหด้ าเนินการไดร้วดเร็วยิง่ข้ึน นอกจากน้ี
หากเป็นวธีิการท่ีสามารถคดัเลือกไดใ้นขณะท่ีพืชยงัเป็นตน้อ่อนอยูน่ั้น จะท าใหง้านปรับปรุงพนัธ์ุนั้นๆ มี
ประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน ในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียว ขั้นตอนการคดัเลือกลูกผสมนบัเป็น
ขั้นตอนหน่ึงท่ีมีปัญหาดงักล่าว การคดัเลือกพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวเนน้ท่ีคุณภาพการบริโภค ซ่ึงมีความ
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แตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธ์ุข้ึนกบั องคป์ระกอบท่ีส าคญั คือ ระดบัความเหนียวนุ่มของแป้งและปริมาณ
น ้าตาลท่ีสะสมในเอนโดสเปอร์ม และความนุ่มและความเหนียวของเปลือกหุม้เมล็ด ท่ีมีความบางของ
เปลือกหุม้เมล็ดเป็นส่วนส าคญัซ่ึงเป็นชั้นเน้ือเยือ่ท่ีอยูช่ั้นนอกสุดของเมล็ดขา้วโพด (Culpepper and 
Magoon,1927; วเิชียร, 2538) การคดัเลือกลูกผสมน้ีในปัจจุบนัยงัคงใชว้ธีิการชิม ซ่ึงเป็นวธีิการท่ีมีความ
ผดิพลาดไดง่้าย และไม่เป็นมาตรฐาน เพราะข้ึนอยูก่บัความช านาญและความชอบของผูท้ดสอบซ่ึงแตกต่าง
กนัไป จึงท าใหผ้ลท่ีไดมี้ความแปรปรวนสูง ส่งผลต่อคุณภาพของพนัธ์ุท่ีคดัเลือกได ้ และความสม ่าเสมอ 
นอกจากน้ีการคดัเลือกดว้ยวิธีการน้ียงัมีความจ ากดัเน่ืองจากผูชิ้มสามารถทดสอบไดเ้พียง 20-30 ตวัอยา่งต่อ
วนัเท่านั้น ดงันั้นการพฒันาวิธีการตรวจสอบท่ีไดม้าตรฐาน สามารถน ามาใชค้ดัเลือกพนัธ์ุในปริมาณมากได้
อยา่งแม่นย  า จึงเป็นส่ิงจ าเป็นซ่ึงจะท าใหก้ารพ ฒนาพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวเป็นไปไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 ขา้วโพดขา้วเหนียวมีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Zea mays ceratina  เมล็ดมีลกัษณะเหมือนข้ีผึ้ง แป้งของ
ขา้วโพดชนิดน้ีจะเป็นแป้งชนิดอะไมโลเพคตินทั้งหมด ในขณะท่ีแป้งขา้วโพดชนิดอ่ืนจะมีอะไมโลเพคติน
ประมาณ 72-78% และมีอะไมโลสประมาณ 22-28%  ความเหนียวของแป้งในเมล็ดของขา้วโพดขา้วเหนียว
เกิดจากการกลายของยนีแวก็ซ่ี (waxy gene) ท่ีอยูบ่นโครโมโซมคู่ท่ี 9 ต าแหน่งท่ี 56 โดยเกิดการ
เปล่ียนแปลงจากยนีข่ม Wx ไปเป็นยนีแฝง wx มีผลท าใหมี้ปริมาณอะไมโลเพคติน (amylopectin) ซ่ึงเป็น
แป้งท่ีมีโมเลกุลใหญ่และมีก่ิงกา้นของโมเลกุลมาก เกิดแทนท่ีอไมโลส (amylose) ในเอนโดสเปอร์ม 
(endosperm) และละอองเกสร (Coe et. al.,1988) โดยมีสัดส่วนปริมาณอะไมโลเพคตินต่อปริมาณอะไมโลส
โดยประมาณเท่ากบัร้อย ระดบัความเหนียวของแป้งนั้นมีความแตกต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุ ตวัอยา่งเช่น 
พนัธ์ุส าลีซ่ึงเป็นพนัธ์ุพื้นเมืองมีความเหนียวมากกวา่พนัธ์ุขา้วเหนียวฟิลิปปินส์ (Philippines glutinous corn) 
ซ่ึงเป็นพนัธ์ุน าเขา้ท่ีมีความร่วนมากกวา่ แต่มีความตา้นทานโรคสูง ดงันั้นระดบัความเหนียว (มาก-นอ้ย) จึง
น่าจะข้ึนอยูก่บัคุณสมบติัและโครงสร้างของอะไมโลเพคตินในเมล็ด เช่น จ านวนก่ิงกา้นสาขา การจดัเรียง
ตวั และความยาวของสาขาในอะไมโลเพคติน มากกวา่ปริมาณของอะไมโลเพคติน เน่ืองจากคุณสมบติั
ดงักล่าวถูกควบคุมดว้ยการท างานของยนีท่ีควบคุมขบวนการสร้างแป้ง โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในขั้นตอนของ 
starch branching enzyme (Denyer et al. 1995, Craig, et al., 1998, Yao, et al., 2004) ดงันั้นจึงเป็นท่ีน่าสนใจ
วา่การท างานของยนีในกลุ่มน้ีจะสัมพนัธ์กบัระดบัความเหนียวในขา้วโพดขา้วเหนียวหรือไม่ และสามารถ
น ามาพฒันาเป็นเป็นวธีิการในการคดัเลือกพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวท่ีมีความมาตรฐาน แม่นย  า ไดห้รือไม่ 
  จากการศึกษาของ ศุจิรัตน์ (2552) ไดมี้การน าเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่แบบยอ้นกลบั (Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) มาใชศึ้กษาการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
สร้างแป้ง ไดแ้ก่ ยีน ADPGase GBSS และ SBE และการสร้างไซยาไนดไ์ดแ้ก่ CYP79D1 CYP79D2 และ 
Linamarase ในมนัส าปะหลงั ผลการทดลองพบวา่การแสดงออกของยีน ADPGase ในใบอ่อนของตน้อาย ุ
1-2 เดือน และ GBSS และ SBE ในใบอ่อนของตน้อาย ุ 2 เดือน มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณแป้งในหวัมนั
ส าปะหลงัในตน้อาย ุ12 เดือนอยา่งมีนยัส าคญั (R2 = 0.827-0.680) และการแสดงออกของยนี CYP79D1 ใน
ใบอ่อนของตน้อาย ุ 1 เดือน มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณไซยาไนดใ์นหวัมนัส าปะหลงัในตน้อาย ุ 12 เดือน
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อยา่งมีนยัส าคญั (R2 = 0.873) สามารถน ามาใชเ้ป็นวธีิการในการคดัเลือกตน้อ่อนมนัส าปะหลงัท่ีมีปริมาณ
แป้งและไซยาไนดสู์งหรือต ่าไดโ้ดยไม่จ  ากดักลุ่มตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจสอบ แสดงใหเ้ห็นวา่สามารถตรวจ
การแสดงออกของยนีดว้ยวธีิการอยา่งง่าย ไม่ตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ียุง่ยากซบัซอ้น ดงันั้นจึงเป็นวธีิการท่ี
สามารถจะน ามาใชใ้นการศึกษาการศึกษายนีท่ีควบคุมคุณภาพความเหนียวของแป้งในขา้วโพดขา้วเหนียว
ส าหรับงานวจิยัท่ีน าเสนอน้ีได ้ 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาล าดบัเบสของยีนและพฒันาวิธีการตรวจความแตกต่างความ
เหนียวของพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวด้วยเทคนิค High Resolution Melting (HRM) ส าหรับน าไปใช้เป็น
ขอ้มูลในการพฒันาวธีิการคดัเลือกพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวท่ีมีความแม่นย  า และมีมาตรฐานในงานปรับปรุง
พนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียว 
 

7. วธีิด าเนินการ 
พืชทีใ่ช้ในการทดลอง :  
ชุดที ่1 ขา้วโพดขา้วเหนียว 27 สายพนัธ์ุ ๆ ละ 5 ตน้ ปลูกท่ี ศวร.ขก. ในปี 2554 ดงัน้ี 
1. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว) -14-4-9-B  2. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-16-1-11-B 
3. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-17-2-12-1  4. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-20-2-15-B 
5. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-12-3-7-1  6. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-4-1-50-B 
7. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-10-2-5-B  8. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-11-1-6-1 
9. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-11-2-6-2  10. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-12-1-7-B 
11. ตาโก๋+แปดแถว (S)-1-38-B   12. ตาโก๋+แปดแถว (S)-B-50-1 
13. ตาโก๋+แปดแถว (S)-B-50-B   14. ตาโก๋+แปดแถว (S)-B 
15. ตาโก๋+แปดแถว –B    16. ขา้วเหนียวจีน –1-19 
17. ขา้วเหนียวจีน -2-21    18. ขา้วเหนียวจีน -1-22 
19. ขา้วเหนียวจีน -4-23    20. ขา้วเหนียวจีน -3-24 
21. ขา้วเหนียวจีน -2-25    22. ขา้วเหนียวจีน -3-26 
23. ขา้วเหนียวจีน -1-27    24. ขา้วเหนียวจีน -1-31 
25. ขา้วเหนียวจีน -4-32    26. M80 
27. F4305 
ชุดที ่2 ประกอบดว้ย เมล็ดลูกผสมระหวา่ง F4305 และ M80 รุ่นท่ี 1 และรุ่นท่ี 2 รับจาก ศวร. ชยันาท 
ชุดที่ 3 ศูนยว์จิยัพืชไร่ชยันาทไดมี้การปลูกขา้วโพดขา้วเหนียวเพื่อผลิตฝักส าหรับการวิเคราะห์คุณภาพแป้ง 
ในระหวา่งเดือน ธันวาคม 2555 ถึง กุมภาพนัธ์ 2556 และมีการส่งเมล็ดพนัธ์ุมายงัศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่น 
ประกอบดว้ยเมล็ด 29 สายพนัธ์ุ ดงัน้ี  
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1. ส าลีทบักฤษ-8-1-B-22-1-B-B-B 2. ส าลีทบักฤษ-36-1-B-2-111-1-48-B-1-B 
3. ส าลีทบักฤษ-2-B-2-42-B-B-B 4. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-16-1-11-B-B 
5. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-17-2-12-1-B-B 6.ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-4-1-50-B-1-B 
7. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-10-2-5-B-B-B 8. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-11-1-6-1-B-B 
9. ส าลีทบักฤษ (ตน้เขียว)-11-2-6-1-B-B 10. CNK-61-3-B-B-9-B-B-B 
11. CNK-53-3-B-28-B-B-B 12. CNK-26-3-1-3-B-B-B 
13. CNK-61-3-B-B-9-B-1-B 14. CNW09-17-B-B-B 
15. CNW09-21-B-B-B 16. CNW09-16-B-B-B 
17. M80-1 18. LB50 
19. F4305 20. WALB-2-B-B-B 
21. WALB-2-8-B-B-B 22. LBWX 09-50-1-B-B-B 
23. LBWX 09-50-1-B-3-1-B 24. EWS 4780-6-B-B-B 
25. WPB-80-5-1-1-53-B-1-B 26. ตาโก๋ 8 แถว-B-50-1-B-B 
27. ตาโก๋ 8 แถว-1-38-B-B-B 28. KP-34-B-1-B-B 
29. นางลาย-B 

 ไดท้  าการปลูกเมล็ดพนัธ์ุชุดท่ี 3 ในถาดหลุม พนัธ์ุละ 5 ตน้ และเม่ือตน้อายไุด ้1 เดือน ท าการสกดัดี
เอน็เอ เพื่อรอการวเิคราะห์ล าดบัเบส 
การตรวจหายีนทีเ่กี่ยวข้องกับการสร้างแป้ง 

1. การตรวจหายีนและการแสดงออกของยีนทีเ่กี่ยวข้องกบัการสร้างแป้ง 
ในการศึกษาล าดับเบสของยีนท่ีควบคุมคุณภาพในแป้งข้าวโพด คือ starch branching enzyme 

interaction protein-1 (SIP-1), starch branching enzyme IIb (aeIIb), ADP-glucose pyrophosphorylase small 
subunit (Brittle-2; Bt2), ADP-glucose pyrophosphorylase large subunit (shrunken2; SH2), starch synthase 
isoform zSSll-2 (zSSllb),  starch branching enzyme 2a (IIa),  starch branching enzyme III (SBE3),  
granule-bound starch synthase (GBSS) โดยท าการศึกษาใน 18 พนัธ์ุ ไดแ้ก่    
1. M80-1  2. F4305 3. LB50 
4. CNW09)-17-B-B 5. ST)-8-1-B-22-B-B 6. ST(g)) 4-1-50-B-1-B 
7. CNK(S) 61-3-B-B-9-B-B-B 8. WALB) 2-B-B-B 9. LBWX09)-50-1-B-B-B 
10. EWS4780-6-B-B-B 11. WPB)80-5-1-1-53-B-1-B 12. KP8)-1-38-B-B 
13. KP8)-1-38-B-B 14. NGL)-B 15. KP)34-B-1-B 
16. ชยันาท84-1 17. ST(g))-16-1-11-B-B 18. TK8)-B-50-1-B-B 

มีรหสัช่ือพนัธ์ุดงัน้ี  
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No. Pedigree     
1 ST)-8-1-B-22-1-B-B-B ส าลีทบักฤษ)-8-1-B-22-1-B-B-B 12D-17H 
2 ST)-36-1-B-2-111-1-48-B-1-B ส าลีทบักฤษ)-36-1-B-2-111-1-48-B-1-B 12D-17H 
3 ST)-2-B-2-42-B-B-B ส าลีทบักฤษ)-2-B-2-42-B-B-B 12D-17H 
4 ST(g))-16-1-11-B-B ส าลีทบักฤษ(ตน้เขียว))-16-1-11-B-B B1-12D-17I-45 
5 ST(g))-17-2-12-1-B-B ส าลีทบักฤษ(ตน้เขียว))-17-2-12-1-B-B B1-12D-17I-18 
6 ST(g))-4-1-50-B-1-B ส าลีทบักฤษ(ตน้เขียว))-4-1-50-B-1-B B1-12D-17I-7 
7 ST(g))-10-2-5-B-B-B ส าลีทบักฤษ(ตน้เขียว))-10-2-5-B-B-B B1-12D-17I-13 
8 ST(g))-11-1-6-1-B-B ส าลีทบักฤษ(ตน้เขียว))-11-1-6-1-B-B B1-12D-17I-14 
9 ST(g))-11-2-6-1-B-B ส าลีทบักฤษ(ตน้เขียว))-11-2-6-1-B-B B1-12D-17I-15 
10 CNK)-61-3-B-B-9-B-B-B CNK)-61-3-B-B-9-B-B-B 12D-17H 
11 CNK)-53-3-B-28-B-B-B CNK)-53-3-B-28-B-B-B 12D-17H 
12 CNK)-26-3-1-3-B-B-B CNK)-26-3-1-3-B-B-B 12D-17H 
13 CNK)-61-3-B-B-9-B-1-B CNK)-61-3-B-B-9-B-1-B 12D-17H 
14 CNW09)-17-B-B-B CNW09)-17-B-B-B 12D-17H 
15 CNW09)-21-B-B-B CNW09)-21-B-B-B 12D-17H 
16 CNW09)-16-B-B-B CNW09)-16-B-B-B 12D-17H 
17 M80)-1 M80)-1 12D-17H 
18 LB50 LB50 12D-17H 
19 F4305 F4305 12D-17H 
20 WALB)-2-B-B-B WALB)-2-B-B-B 12D-17H 
21 WALB)-2-8-B-B-B WALB)-2-8-B-B-B 12D-17H 
22 LBWX09)-50-1-B-B-B LBWX09)-50-1-B-B-B 12D-17H 
23 LBWX09)-50-1-B-3-1-B LBWX09)-50-1-B-3-1-B 12D-17H 
24 EWS4780)-6-B-B-B EWS4780)-6-B-B-B 12D-17H 
25 WPB)-80-5-1-1-53-B-1-B WPB)-80-5-1-1-53-B-1-B 12D-17H 
26 TK8)-B-50-1-B-B ตาโก๋ 8 แถว)-B-50-1-B-B B1-12D-17I-43 
27 TK8)-1-38-B-B-B ตาโก๋ 8 แถว)-1-38-B-B-B B4-12D-17I-44 
28 KP)-34-B-1-B-B KP)-34-B-1-B-B 12D-17H 
29 NGL)-B นางลาย)-B 12D-17H 

 

    

2. การสกดัดีเอน็เอ : สกดัดีเด็นเอจากใบออ้ยโดยดดัแปลงวธีิของ Li and Midmore (1999) เร่ิมดว้ย
บดตวัอยา่งใบ 0.2 กรัมใน extraction buffer 800 ul ในหลอดทดลองพลาสติกขนาด 1.5  มล. น าไปบ่มท่ี
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อุณหภูมิ 60๐C นาน 30 นาที พลิกหลอดไปมาทุก 10 นาที น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 10 นาที ดูดส่วนใส
ใส่หลอดใหม่แลว้เติม Chloroform : Isoamyl (24 : 1) 500 ul ผสมใหเ้ขา้กนั น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 10 
นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่แลว้เติม Isopropanol 500 ul พลิกไปมาเบาๆ จนกระทัง่เห็นสายดีเอ็นเอ น ามา
หมุนเหวีย่ง 12,000 rpm นาน 1-2 นาที เทสารละลายทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ยการเติม 95% ethanol 500 ul ดีดให้
ตะกอนลอย น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 1-2 นาที เติม 95% ethanol 500 ul อีกคร้ังหน่ึง ตากตะกอนให้
แหง้ เติมน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือแลว้ 180 ul รอให้ตะกอนละลาย เติม 5M NaCl  20 ul  และ 95% ethanol 200 ul พลิก
ไปมาจนกระทัง่เห็นสายตะกอนดีเอน็เอ น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 1-2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม 70% 
ethanol 500 ul ดีดตะกอนให้ลอย น ามาหมุนเหวีย่ง 12,000 rpm 1-2 นาที ท าซ ้ า ตากตะกอนจนแหง้ เติม TE 
buffer ท่ีมี RNase A 40 ul  

3. การตรวจยนี : ท าปฏิกิริยา PCR โดยมีองคป์ระกอบของปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร  
ดงัน้ี 1x PCR buffer (Fermentas), 0.2 mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.5 uM forward และ reverse primers, 
DNA template 20ng, Taq polymerase 1 unit และ น ้ากลัน่ มีสภาวะการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ย PCR 
profile แบบ gradient temperature ดงัน้ี  

94 oC        5     นาที  1  รอบ 
94 oC        1     นาที       
50/52/55/60/62/65 oC  2     นาที  35  รอบ  
72 oC    2     นาที     
72 oC    7     นาที       1  รอบ 
25 oC 
ตรวจผลดว้ย Electrophoresis วธีิ electrophoresis โดยใช ้DNA 20 µl ผสม loading dye 4 µl ไป

วเิคราะห์ใน 1.5% agarose gel ท่ี 100 v. นาน 1 ชัว่โมง 30 นาที ยอ้มดว้ยสารเรืองแสง (SYBR green) 
4. การตรวจการแสดงออกของยนี : เก็บตวัอยา่งใบขา้วโพดท่ีระยะเวลา 45 60 และ 75 วนัมาท าการ

สกดั RNA ดว้ยชุดสกดั SV Total RNA Isolation System (Promega)  น า RNA ท่ีสกดัไดม้าเตรียม cDNA 
โดยใชชุ้ดน ้ายาเอนไซม ์Revert transcriptase PCR (RevertAid™ Reverse Transcriptase) น า cDNA ท่ีไดม้า
ท า PCR ตามสภาวะท่ีทดสอบมาแลว้ในขั้นตน้ โดยใช ้primer 26 คู่ และยนี GAPDH เป็นยนีตรวจสอบ 
ทดสอบปรับเปล่ียนความเขม้ขน้ของ MgCl2  (mM) เป็น 1.5,  2.0, 2.5 และ 3.0 mM 

5. การศึกษาล าดับเบสและการจัดกลุ่ม : เพิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมายดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ สกดัช้ินดี
เอน็เอจากเจลโดยใชชุ้ดน ้ายาส าเร็จรูป (RBC Bioscience, Taiwan) ส่งวเิคราะห์ล าดบัเบส (Firstbase, 
Malaysia) เทียบผลกบัฐานขอ้มูลใน NCBI   จดัเรียงขอ้มูลดว้ยโปรแกรม Clustal X v 2.0.11 วเิคราะห์
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม (Phylogenetic) ดว้ยโปรแกรม MEGA v 5.0 และจดักลุ่มดว้ยวธีิ Neighbor 
Joining. 
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6. การออกแบบเคร่ืองหมาย SNPs: ออกแบบไพร์เมอร์จาก granule-bound starch synthesis I 
(GBSSI) น ามาท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรรวม 20 µl มีองคป์ระกอบดงัน้ี น ้ากลัน่, 1X PCR buffer, Syto9 
0.9 µl, 1 mM dNTP, 0.5 µM Primer 1, 0.5 µM Primer 2, DNA template 100 ng, Taq DNA polymerase 1.5 
unit ใชส้ภาวะในการท าปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 95 °C 4นาที จ านวน 1 รอบ ตามดว้ย 95 °C / 20 วนิาที และ 
72°C / 30 วนิาที จ  านวน 55 รอบ ตามดว้ย 95 °C / 1 นาที จ านวน 1 รอบ ตามดว้ย 40 °C เพื่อรอวิเคราะห์
ต่อจากนั้น ผลผลิต PCR ถูกน าใหร้้อนจาก 70-90 °C ดว้ยอตัราการเพิ่ม 1°C ต่อวินาที พร้อมกบัการตรวจวดั
โดย fluorescence จากนั้นวิเคราะห์ผล melting curve ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ ตรวจสอบความแตกต่าง
ของยนีโดยวธีิ HRM (High resolution melting analysis conditions) ซ่ึงเป็นการตรวจสอบความแตกต่างของ
ยนีท่ีความต่างกนัเพียง 1 คู่เบสได ้โดยดูจากจ านวนรอบและอุณหภูมิ ของการเพิ่มจ านวนสาย DNA ของ
เคร่ือง Real-time PCR แสดงผลเป็นกราฟ 

 7.  การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยวธีิ PCR และการวเิคราะห์ HRM 
 การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค PCR แต่ละปฏิกิริยามีปริมาตรสุทธิ15 µl มีความเขม้ขน้
สุ ดท้ ายขอ ง ส่ วน ผส มดั ง น้ี   1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.1 U Taq polymerase 
(Fermentas, USA), 0.34 µM Primer และ 20 ng/µl สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ และ 3.34 µM Syto9 dye 
แลว้น าไปท าปฏิกิริยาในเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (Perkin Elmer PE 9700 Thermo Cycler, USA) มีขั้นตอน
ดังน้ี Pre-denaturing 94 °C นาน 5 นาที, denaturing  94°C  นาน 40 วินาที, annealing 52°C นาน 40 วินาที, 
extension 72°C นาน 1 นาที   (ท าซ ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 35 รอบ) และ final 
extension 72°C นาน 7 นาที น าผลผลิต PCR มาตรวจสอบมาวิเคราะห์ค่า melting temperature; Tm ท่ีติดตั้ง
อยูใ่นเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในสภาพจริง (LightCycler®480 Real-time PCR, Roche, Germany) มี
ขั้นตอนดงัน้ี initial-denaturing 94°C นาน 5 นาที, denaturing 94°C นาน 30 วินาที, annealing 64°C นาน 30 
วนิาที, extension 72°C นาน 40 วินาที (ท าซ ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 40 รอบ) จากนั้น
ท าการเพิ่มอุณหภูมิตั้งแต่ 65°C ถึง 95°C โดยเพิ่ม 0.03°C/ วนิาที เม่ือส้ินสุดให้ลดอุณหภูมิลงท่ี 40°C นาน 30 
วินาที  วิ เคราะห์  melting peak ด้วยโปรแกรม Tm calling และสร้าง Normalized melting curves โดย
โปรแกรม Gene Scanning 1.5.0 (Roche Diagnostics, Germany) 
 

Table 1 : Primers used to amplify starch synthesis genes and their sequences.  
Name Sequences gene 

SbeII-For AGG CAT GCC GGT CCT TTG CC starch branching enzyme III (SBE3) 
SbeII-Rev CAG GTG CGG GGC GGA GAA AG 
IIa2-For TGC CCA AAG CGA CTA GAG TT starch branching enzyme 2a (IIa) 
IIa2-Rev GGC TGG TTA TGC AAG GAA AA 

SIP12-For GGA GCA GAA CTC GAA GAT GG starch branching enzyme interaction protein-1 (SIP-1) 
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SIP12-Rev GAG CTA CGT ATC GCA CAC GA 
zSSIIb1-For GAT GGA GCG GCG TCG GTA CG starch synthase isoform zSSll-2 (zSSllb) 
zSSIIb1-Rev CGC CGC ATC TGT AGC CGG AG 

aeII-for TTT CAT GGC CCT CGA TAG AC starch branching enzyme IIb (aeIIb) 
aeII-rev GGA TCC TGC TAA ATC CAC CA 
Sh21-for CAA GGG AAA TTT ACT GTA TTT T ADP-glucose pyrophosphorylase large subunit 

(shrunken2; Sh2-1) Sh21-rev GAT ATC GTA GCA ATG ATT TGT G 
Bt23-for ACG CGT TGC TCA TCT TGA TG ADP-glucose pyrophosphorylase small subunit 

(Brittle-2; Bt2) Bt23-rev ACC CAC AAC TAC AAC ACT GAC ACC 
ISA1-For      CCC TGA GCG CGG ACA GTA CTA starch de-branching enzyme (SU1) 
ISA1-Rev      GGT CAA GCT TTG ACA CAG CAC C 
ISA2-For      CCG CTT CCG AAC CGA CGA C Isoamylase-type starch debrancing enzyme (iso2) 
ISA2-Rev      GTG TGT CCG TA TCT CCG CTC CC 

GBSS1-f01 TCT AGG ATT GTC ACA CGC CTT G granule-bound starch synthase (GBSS) 
GBSS1-r01 GCC TCG GTA TTT CTA GCG CG 
GBSS1-f02 AGA CGA CAA GCC AAG GCG AG 
GBSS1-r02 GGA CGA AAC TCA AGG ACA GGA TC 
GBSS1-f03 GCC AGT GAA GGG GGA GAA GTG 
GBSS1-r03 CGA AGA AGA CGC GAT CCA ACG 
GBSS1-f04 CAT GAA CGT CGT CTT CGT CG 
GBSS1-r04 GCA GCT GGT TGT CCC TGT AGT C 
GBSS1-f05 CCA CCC CAT TGT AAG CAG TTA C 
GBSS1-r05 CCT GGT AGG AGA TGT TGT GG AT 
GBSS1-f06 GCC GTC TTC GTT CTC CAT GC 
GBSS1-r06 CTT CAC GGC GAT GTA CTT GTC C 
GBSS1-f07 CGA TGG ATA ATG CTG CAG GG 
GBSS1-r07 GTG TGG TCG GTC GAT CGA TC 
GBSS1-f08 GAG GAG ATG GTG AGG AAC TGC 
GBSS1-r08 CAC AAA CGT AGG ATT CAG AGA GAG 

Du01-f GAT AGC AGC AGA CAC CGT GA  Du endosperm (Du) 
Du01-r TGT TCA TGC AAT CCA GTG GT 
Du02-f CCA ACC GGT GGT AGA TTA CG 
Du02-r TCC ATC ATG AGT CCC AAC AG 
Du03-f TCC ATA GAT GGT TTC CCT AAA CA 
Du03-r AAG TCC ATT CTG TAT GCC TGC T 
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Du04-f TAT CAGC TGT GGC CAA TGA G 
Du04-r CAT ACC ATC TGC AAA CCA CC 

 

Table 2 : Primer sequences for SNPs detection in 3 genes involved in starch biosynthesis using HRM. 
 
ช่ือไพร
เมอร์ 

ล าดบัเบส ยนี ต าแหน่ง
แปรปรวน 

SIP-for CTG TTC CCC GTG CTG CAG C starch branching enzyme interaction 
protein-1 (SIP-1) 

450 
SIP-rev GGG CTG TGG GAA TAT GCA TGC 
Sh2-F GTG GTT TCA CTG CGT TCA GG ADP-glucose pyrophosphorylase large 

subunit (shrunken2; Sh2-1) 
152  และ 178 

Sh2-R GAC CTT AGA GTT GCT GCA TGA TT 
GBSS-F2 CCG GAA CAT CCC GCT GGT granule-bound starch synthase (GBSS) 445-446 
GBSS-R2 AGC TCA TGG AGA TGG TGG AGG A 
 

เวลาและสถานที ่: เร่ิมตน้ 2557  ส้ินสุด 2558  สถานท่ีด าเนินการทดลอง :  ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น 
 

8. ผลการทดลองและวจิารณ์ผล 
 

การตรวจหายีนและการแสดงออกของยีนที่เกีย่วข้องกบัการสร้างแป้ง 
 การสร้างแป้ง อะไมโลสและอะไมโลเพคตินในพืชเกิดไดจ้ากการท างานของเอ็นไซม ์4 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
ADPglucose pyrophosphorylases (AGPase), starch synthases (SS), starch branching enzymes (SBE) และ 
starch debranching enzymes (SDBE)  โดยมีการท างานดงัน้ี  
 1. AGPglucose pyrophosphorylases (AGPase) เป็นเอน็ไซมส์ าคญัในขั้นตอนแรกท่ีควบคุมการ
สร้างแป้ง เม่ือเกิดความผิดปกติของเอน็ไซมน้ี์พบวา่ปริมาณแป้งในเมล็ดจะต ่าลง ยนีท่ีมีรายงานเก่ียวขอ้งกบั
เอน็ไซมน้ี์ไดแ้ก่ shrunken2 (sh2) และ brittle2 (bt2) สร้าง adenylate translocator AGPase ทั้ง large และ 
small subunits 
 2. Starch synthase enzymes (SS) มีหนา้ท่ีต่อสาย α- glucan ใหย้าวข้ึนในพืชพบจ านวน 5 
subfamilies ไดแ้ก่ granule-bound starch synthase (GBSS), starch synthase I, II, III และ IV ส าหรับ GBSS 
มีความส าคญัต่อการสร้างอะไมโลส ส่วน SSI-IV ท าหนา้ท่ีในการต่อสายอะไมโลเพคติน ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
เอน็ไซมก์ลุ่มน้ี ไดแ้ก่ waxy gene (wx) และ dull1 (du1)  
 3. Starch-branching enzymes (SBEs) มีหนา้ท่ีตดัสาย α (1-4) glycoside bond และน าไปเช่ือมท่ี
ต าแหน่ง α (1-6) glycoside bond ซ่ึงมีผลต่อโครงสร้างอะไมโลเพคติน และเมด็แป้ง ในขา้วโพดมี 2 
isoforms ไดแ้ก่ SBEI และ II โดย SBEI มีความสามารถในการจบักบัอะไมโลส ส่วน SBEII นั้นมีสามารถ
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จบักบัอะไมโลเพคตินทั้งการสร้างและการจดัเรียงตวัของโครงสร้างอะไมโลเพคติน SBEII พบได ้2 forms 
คือ SBEIIa และ SBEIIb  การท างานของเอ็นไซมน้ี์ถูกควบคุมโดย regulatory protein กลุ่ม Phosphoprotein 
ยนีท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ amylose extender (ae) ท่ีสร้าง SBEIIb และ du1 ท่ีควบคุมทั้ง SS และ SBEIIa ส่วน
โปรตีนท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ starch branching enzyme interaction protein-1 (SIP-1) 
 4. starch debranching enzymes (SDBE) ท าหนา้ท่ีท าหนา้ท่ีสลายแป้งโดยตดัก่ิงต าแหน่ง α-1,6 มี
การจ าแนกออกเป็น 2 class คือ pullulanase-type DBE (หรือ R-enzyme หรือ limit-dextrinase) และ 
isoamylase-type DBE ซ่ึงมีอยูอ่ยา่งนอ้ย 3 isoform ในขา้วโพด ยนีท่ีเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ Zpu1 ควบคุมการสร้าง 
R-enzyme และ sugary1 (su1) สร้าง SDBE SU1 กลุ่ม isoamylase type 
 ความผดิปรกติของยนีท่ีควบคุมการสร้างเอน็ไซมด์งักล่าว รวมทั้งโปรตีนท่ีมีผลต่อการท างานของ
เอน็ไซมเ์หล่าน้ี จะมีผลต่อคุณภาพแป้งภายในเมล็ด  
 เน่ืองจากการตรวจคุณภาพขา้วโพดขา้วเหนียวท่ีใชก้นัใชว้ิธีการชิมซ่ึงมีความผดิพลาดสูง ดงันั้นใน
การทดลองน้ีไดใ้ชว้ธีิศึกษาการเปล่ียนแปลงพฤติกรรมทางความหนืดของแป้งขา้วโพดขา้วเหนียว ดว้ย
เคร่ืองวเิคราะห์ความหนืดแบบรวดเร็ว (Rapid Visco Analyzer: RVA) (ด าเนินการท่ีคณะอุตสาหกรรม
การเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์)โดยคดัเลือกตวัแทนจากกลุ่มพนัธ์ุ ไดแ้ก่  ส าลีทบักฤษ, ส าลีทบักฤษ
(ตน้เขียว), CNW09, WPB, และ ตาโก๋ 8 แถว ซ่ึงพบวา่พนัธ์ุ WPB-80-5-1-1-53-B-1-B มีค่าความหนืดดีท่ีสุด 
ในขณะท่ีพนัธ์ุท่ีมีความหนืดต ่า ไดแ้ก่ ส าลีทบักฤษ-8-1-B-22-1-B-B-B และ CNW09-21-B-B-B ดงันั้นจึงใช้
พนัธ์ุเหล่าน้ีเป็นตวัเปรียบเทียบในการศึกษายนี 
 ผลการศึกษาล าดบัเบสของยนีทั้ง 8 ยนีในตวัอยา่ง 18 พนัธ์ุ  ดงักล่าวขา้งตน้พบวา่ทุกยนีในมีความ
แตกต่างกนัภายในกลุ่มตวัอยา่ง โดยยนีท่ีสามารถแยกกลุ่มสองตวัอยา่งน้ีจากกนัไดจ้  านวน 4 ยนี ไดแ้ก่  SIP-
1,  aeIIb (SBEIIb) ,  Sh2-1 (AGPase) และ Wx (GBSS)  โดยยนีแต่ละยนีมีต าแหน่ง SNPs จ านวนต่างๆ กนั 
ส าหรับ SIP-1 ขนาดของช้ินยนีท่ีศึกษา 757-770 bp สามารถแยกตวัอยา่งท่ีทดสอบไดเ้ป็น 2 กลุ่มโดยมี
ตวัอยา่งควบคุมอยูแ่ยกกลุ่มกนัชดัเจน (ภาพท่ี 1) และมีต าแหน่งท่ีมีความแปรปรวนของนิวคลิโอไทด์
จ  านวน 14 ต าแหน่ง จึงเหมาะสมท่ีจะน ามาทดสอบการแยกกลุ่มดว้ยเทคนิค HRM  
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Figure 1.  Clustering of starch branching enzyme interaction protein-1  (SIP-1)  gene (770 bp) based on  
sequence differentiation of 18 waxy maize accessions.  Arrow : reference samples with highest and lowest 
starch stickiness properties.  

 
 ส่วน aeIIb (SBEIIb) และ  Sh2-1 (AGPase) นั้นมีการแยกเป็นกลุ่มยอ่ยอีก ท าใหห้าจุดส าหรับ 
SNP ไดย้าก แต่พนัธ์ุ WPB ท่ีมีความเหนียวมากท่ีสุด แยกกลุ่มกบั ST8 ท่ีเหนียวนอ้ยท่ีสุด (ภาพท่ี 2)  
 

 
 

Figure 2.  Clustering of SBEIIb and Sh2-1 genes based on sequence difference of 18 waxy maize 
accessions.  Arrow : reference samples with highest and lowest starch stickiness.  
 
 การจดักลุ่มล าดบันิวคลิโอไทดข์อง Wx (GBSS) นั้นพบวา่พนัธ์ุควบคุม WPB ท่ีมีความเหนียว
มากท่ีสุดนั้นมีการแยกเด่ียวออกจากลุ่ม จึงอาจเป็นอีกหน่ึงยนีท่ีจะท าการทดสอบการหาต าแหน่งตรวจจบั 
SNP (ภาพท่ี 3)   

SBEIIb Sh2-1 
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Figure 3.  Clustering of Wx (GBSS) based on sequence differentiation of 17 waxy maize accessions.  
Arrow: reference samples with highest and lowest starch stickiness.  
 
 
 ส่วนยีนอ่ืน ได้แก่ Bt3, SSIIb, zSSIIa, SBE3 และ Dull ไม่แยกกนัส่วน ยีน Isoamylase หรือ starch 
de-branching enzyme (SU1) และ Isoamylase-type starch debrancing enzyme (iso2) ไม่มีความแปรปรวน
ของล าดบันิวคลิโอไทดใ์นต าแหน่งท่ีตรวจสอบ (ภาพท่ี 4)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GBSS 
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Figure 4.  Clustering of Bt3, SSIIb, zSSIIa, SBE3 and  Dull based on  sequence differentiation of 18 waxy 
maize accessions.  Arrow : reference samples with highest and lowest starch stickiness.  
 
การพฒันาเทคนิค HRM  
 ผลการออกไพรเมอร์ส าหรับยนี SIP-1 เพื่อใชศึ้กษา HRM ใหไ้ด ้PCR product ไม่เกิน 100 bp 
ครอบคลุมบริเวณท่ีเป็น SNP ของยนี SIP-1 โดยครอบคลุมSNPs จ านวน 8 เบสท่ีอยูติ่ดกนั และท าการ
ทดสอบเพิ่มปริมาณยนีน้ีกบัตวัอยา่ง 18 ตวัอยา่ง พบวา่ได ้HRM profile โดยการท า Gene scanning ท่ีแยก
กลุ่มกนัอยา่งชดัเจนเป็น 3 กลุ่ม (ภาพท่ี 3) ไดแ้ก่   
 1) กลุ่มท่ีมีค่า Tm เฉล่ียเท่ากบั 81.76๐C ไดแ้ก่ตวัอยา่งจ านวน 4 ตวัอยา่งคือ CNW09-17-B-B, 
NGL-B, WALB 2-B-B-B, F4305 ซ่ึงเป็นตวัอยา่งท่ีมีเบส 8 เบสแทรกในล าดบันิวคลีโอไทด ์ เป็นกลุ่มท่ีมี
ตวัอยา่งท่ีมีความเหนียวนอ้ยรวมอยูด่ว้ย   
 2) กลุ่มท่ีมีค่า Tm เฉล่ียเท่ากบั 81.48๐C ไดแ้ก่ตวัอยา่งจ านวน 10 ตวัอยา่งคือ WPB-80-5-1-1-53-
B-1-B,  CNK(S) 61-3-B-B-9-B-B-B, EWS4780-6-B-B-B, LB50, ST(g)) 4-1-50-B-1-B, LBWX-09-50-1-B-
B-B, TK8-B-50-1-B-B, KTP(S)34-B-1-B, KP34-B-1-B และ TK8-B-50-1-B-B ซ่ึงเป็นตวัอยา่งท่ีไม่มีเบส
แทรกในล าดบันิวคลีโอไทด์ เป็นกลุ่มท่ีมีตวัอยา่งท่ีมีความเหนียวมากรวมอยูด่ว้ย 
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 3) กลุ่มท่ีมีค่า Tm 2 ค่า คือ 81.70๐C และ 81.11๐C ไดแ้ก่ตวัอยา่งจ านวน 4 ตวัอยา่งคือ ST-8-1-B-22-
B-B, ST(g)-16-1-11-B-B, ชยันาท84-1, M80-1 ซ่ึงเป็นตวัอยา่งท่ีมีเบส 8 เบสแทรกในล าดบันิวคลีโอไทด ์
ยกเวน้ M80-1 เป็นกลุ่มท่ีมีตวัอยา่งท่ีมีความเหนียวนอ้ยรวมอยูด่ว้ย 
 พนัธ์ุควบคุมคือ WPB เป็นตวัอยา่งท่ีไม่มีเบสแทรกในล าดบันิวคลีโอไทด ์และ ST81 เป็นตวัอยา่งท่ีมี
เบส 8 เบสแทรกในล าดบันิวคลีโอไทด ์ 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figure 5. HRM profile of SIP-1 gene that was used to differentiate 8 adjacent SNP bases of 18 waxy 
maize accessions including : CNW09)-17-B-B; NGL)-B; WALB) 2-B-B-B; F4305 ; WPB)80-5-1-1-53-B-
1-B;   CNK(S) 61-3-B-B-9-B-B-B;  EWS4780-6-B-B-B; LB50; ST(g)) 4-1-50-B-1-B; LBWX09)-50-1-B-
B-B; TK8)-B-50-1-B-B; KTP(S)34-B-1-B;  KP)34-B-1-B;  TK8)-B-50-1-B-B;  ST)-8-1-B-22-B-B;  
ST(g))-16-1-11-B-B;  ชยันาท84-1 (CHAI); M80-1  
  
 ผลการออกไพรเมอร์ส าหรับยนี Sh-2 พบวา่แบ่งไดเ้ป็น 5 กลุ่ม คือ  กลุ่มท่ี 1 สีฟ้า ไดแ้ก่ ST)-8-1-B-
22-B-B, KP)34-B-1-B, มีตัวอย่างท่ีมีความเหนียวน้อยท่ีสุดรวมอยู่ด้วย  กลุ่มท่ี 2 สีชมพู ได้แก่ M80-1, 
WPB)80-5-1-1-53-B-1-B มีตวัอย่างท่ีมีความเหนียวมากท่ีสุดรวมอยูด่ว้ย กลุ่มท่ี 3 สีเขียว ไดแ้ก่ CNW09)-
17-B-B, ชัยนาท84-1 (CHAI) ก ลุ่มท่ี  4 สี ส้ม ได้แก่  CNK(S) 61-3-B-B-9-B-B-B, ST(g))-16-1-11-B-B, 
WALB) 2-B-B-B, EWS4780-6-B-B-B, KTP(S)34-B-1-B, TK8)-1-38-B-B-B, F4305 กลุ่มท่ี 5 สีม่วง ไดแ้ก่ 
NGL)-B, LB50, ST(g)) 4-1-50-B-1-B, LBWX09)-50-1-B-B-B, TK8)-B-50-1-B-B แต่พบว่า HRM profile 
ของยนี Sh-2 แบ่งกลุ่มไดไ้ม่ชดัเจน (ภาพท่ี 6)  
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Figure 6.  HRM profile of  Sh2 gene that was used to differentiate 8 adjacent SNP bases of 18 waxy maize 
accessions including CNW09)-17-B-B; NGL)-B; WALB) 2-B-B-B; F4305 ; WPB)80-5-1-1-53-B-1-B;   
CNK(S) 61-3-B-B-9-B-B-B;  EWS4780-6-B-B-B; LB50; ST(g)) 4-1-50-B-1-B; LBWX09)-50-1-B-B-B; 
TK8)-B-50-1-B-B; KTP(S)34-B-1-B;  KP)34-B-1-B;  TK8)-B-50-1-B-B;  ST)-8-1-B-22-B-B;  ST(g))-16-
1-11-B-B;  ชยันาท84-1 (CHAI); M80-1  
 
 ผลการออกไพรเมอร์ส าหรับยนี GBSS พบวา่ตวัอยา่งขา้วโพดขา้วเหนียวทั้ง 18 พนัธ์ุ ถูกแบ่งเป็นได ้
เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 (เส้นสีแดง) ไดแ้ก่ M80-1, ST(g)) 4-1-50-B-1-B, KP)34-B-1-B, ชยันาท84-1 
(CHAI), CNW09)-17-B-B, KTP(S)34-B-1-B  กลุ่มท่ี 2 (เส้นสีน ้าเงิน) ไดแ้ก่ NGL)-B, WALB) 2-B-B-B, 
F4305, CNK(S) 61-3-B-B-9-B-B-B, EWS4780-6-B-B-B, LB50, LBWX09)-50-1-B-B-B, TK8)-B-50-1-B-
B, TK8)-B-50-1-B-B, ST)-8-1-B-22-B-B, ST(g))-16-1-11-B-B เป็นกลุ่มท่ีมีตวัอยา่งอา้งอิงท่ีมีความเหนียว
นอ้ยรวมอยูด่ว้ย  กลุ่มท่ี 3 (เส้นสีเขียว) ไดแ้ก่ WPB)80-5-1-1-53-B-1-B เป็นตวัอยา่งอา้งอิงท่ีมีความเหนียว
มากท่ีสุด  จาก HRM profile ของยนี GBSS แมจ้ะแบ่งกลุ่มไดเ้ป็น 3 กลุ่ม แต่กลุ่มท่ี 2 และ 3 ซ่ึงมีตวัอยา่ง
อา้งอิงร่วมอยูด่ว้ยนั้น มีกราฟซอ้นทบักนัอยู ่ท  าใหส้ังเกตุความแตกต่างไดค้่อนขา้งยาก (ภาพท่ี 7)  
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ภาพที ่7    HRM profile of  GBSS that was used to differentiate 8 adjacent SNP bases of 18 waxy maize 
accessions including  CNW09)-17-B-B; NGL)-B; WALB) 2-B-B-B; F4305 ; WPB)80-5-1-1-53-B-1-B;   
CNK(S) 61-3-B-B-9-B-B-B;  EWS4780-6-B-B-B; LB50; ST(g)) 4-1-50-B-1-B; LBWX09)-50-1-B-B-B; 
TK8)-B-50-1-B-B; KTP(S)34-B-1-B;  KP)34-B-1-B;  TK8)-B-50-1-B-B;  ST)-8-1-B-22-B-B;  ST(g))-16-
1-11-B-B;  ชยันาท84-1 (CHAI); M80-1 
 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  
 จากการทดลองน้ีพบว่า การส ารวจต าแหน่ง SNPs ในยีนเป้าหมายและการพฒันาเทคนิค HRM ใน
การตรวจต าแหน่ง SNPs ของยนีนั้น มีศกัยภาพในการน ามาใชค้ดัเลือกคุณภาพดา้นความเหนียวของแป้งใน
ขา้วโพดขา้วเหนียวได ้การน าผลการทดลองมาใชป้ระโยชน์ อาจตอ้งใชก้ารตรวจ SNPs ของทั้ง 2 ยีน ไดแ้ก่ 
SIP-1 และ GBSS ต  าแหน่งน้ีในการคดัเลือก เพื่อใหมี้ความแม่นย  ามากข้ึน อยา่งไรก็ตามในการทดลองน้ีขาด
ขอ้มูลดา้นคุณภาพของแป้งในตวัอยา่งท่ีทดสอบของทุกตวัอยา่ง รวมทั้งตวัอยา่งท่ีไดรั้บมาแต่ละชุดไม่ซ ้ าชุด
เดิม ท าให้เป็นอุปสรรคในการตรวจยืนยนัผล จึงท าให้การพฒันาเทคนิค HRM ยงัไม่ประสบผลส าเร็จ
เท่าท่ีควร 
 
10. การน าผลงานวจัิยไปใช้ประโยชน์ 
 10.1 น าผลการวจิยัไปพฒันาต่อ ในโครงการวจิยั ปี 2559-2564 
 10.2 น าเสนอผลงานวจิยัในการประชุมแถลงผลงานวจิยัประจ าปีของศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น และ
กรมวชิการเกษตร 
 
11. ค าขอบคุณ 
 ขอขอบคุณผูช่้วยนกัวจิยัทั้งท่ีศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น และศูนยว์จิยัพืชไร่ชยันาท ท่ีช่วยปฏิบติังานท า
ใหส้ามารถด าเนินงานทดลองไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และไดผ้ลตามเป้าหมาย 
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