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บทคัดย่อ 
ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นหนึ่งในธัญพืชเศรษฐกิจซึง่ใช้เป็นแหลง่คาร์โบไฮเดรตที่ส าคญัของโลก ข้าวพนัธุ์ขาวดอก

มะลิ 105 (KDML105) เป็นพนัธุ์ข้าวหอมที่ได้รับความนิยมทัง้ในประเทศไทยและตลาดการค้าข้าวระหว่างประเทศ เป็นพนัธุ์
ข้าวหลกัพนัธุ์หนึ่งที่ใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ เพื่อผลิตข้าวชนิดใหม่ให้มีคณุสมบตัิด้านผลผลิต และคณุค่าทางอาหารสงูขึน้ ข้าว
พนัธุ์มะลิแดง (MD) เป็นข้าวพนัธุ์กลายที่ถกูระบวุ่าได้มาจากข้าวพนัธุ์ KDML105 โดยมีลกัษณะเยื่อหุ้มเมล็ด (pericarp) เป็น  
สีแดง อย่างไรก็ตามยงัไม่พบว่ามีรายงานวิจัยที่ยืนยนัความแตกต่างทางพนัธุกรรมของข้าวทัง้สองพนัธุ์นี ้ดงันัน้งานวิจัยนี ้            
จึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างข้าวพนัธุ์  KDML105 และข้าวพนัธุ์ MD โดยใช้เคร่ืองหมาย
โมเลกุลแบบ simple sequence repeats (SSRs) และการศึกษาความแตกต่างของโปรตีโอมของเมล็ดข้าวทัง้สองพันธุ์                 
ด้วยเทคนิค GeLC-MS/MS shotgun proteomics ผลการทดลองพบว่าข้าวพันธุ์  KDML105 และพันธุ์  MD มีลกัษณะทาง
พนัธุกรรมแตกต่างกนั โดยสามารถตรวจพบความแตกตา่งบนโครโมโซมแท่งที่  4, 7 และ 10 ได้โดยการใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ
แบบ SSRs จากไพรเมอร์จ านวน 4 คู่ ได้แก่ RM241, RM11, RM481 และ RM304 นอกจากนีพ้บว่าข้าวทัง้สองพนัธุ์มีรูปแบบ
การแสดงออกของโปรตีนในเมล็ดข้าวต่างกัน โดยในจ านวน 342 โปรตีนที่ระบุชนิดได้ พบว่ามีโปรตีน 3-ketoacyl carrier 
synthase III, UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyltransferase และ glycosyltransferase family 61 protein ซึ่งเก่ียวข้อง
กบัสงัเคราะห์กรดไขมนั สารประกอบฟีนอลิกกลุม่ฟลาโวนอยด์ และฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระสงูในข้าวพนัธ์ุ MD ด้วย แสดง            
ให้เห็นว่าข้าวทัง้สองพนัธุ์สามารถแยกความแตกต่างทางพนัธุกรรมได้ด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSRs และข้าวพนัธุ์  MD 
อาจจะมีคณุคา่ทางอาหารสงูกวา่ข้าว KDML105 จึงเหมาะตอ่การสง่เสริมการปลกูเพื่อเป็นข้าวสง่ออกตอ่ไป   
ค าส าคัญ  :  ข้าวขาวดอกมะล ิ105, ข้าวมะลแิดง, เคร่ืองหมายโมเลกลุ, SSRs, โปรตีโอมิกส ์
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                Abstract 
 Rice (Oryza sativa L.) is one of the economic grains that are used as important sources of carbohydrates 
in the world.  A fragrant cultivar ‘Khao Dawk Mali 105’  (KDML105)  is the most popular rice among Thai and 
international traits.  It is therefore, commonly implement as the main rice genetic resource for breeding program in 
order to improve novel properties of trait with higher productivity and better nutritional values. ‘Mali Daeng’  (MD) 
rice has been previously identified as KDML105 mutant, which was characterized by its red pericarp at seed coat. 
However, there was no previous report showing clear identification of the genetic differences between both 
cultivars. This present research is the first report that reveals the structural genetic differences between KDML105 
and MD rice by using simple sequence repeats (SSRs)  marker.  On the other hand, the differences of proteomic 
patterns detected in grains using GeLC- MS/ MS shotgun proteomics were clarified.  The results showed that 
KDML105 and MD had different genetic characteristics.  The differences could be found on the chromosome 4, 7 
and 10 by using the SSRs molecular markers from 4 pairs of primers, namely RM241, RM11, RM481 and RM304. 
Moreover, different protein expression profiles were observed in rice seeds. Among the 342 identified proteins, the 
expression of proteins ( 3- ketoacyl carrier synthase III, UDP- glucose flavonoid 3- O- glucosyltransferase and 
glycosyltransferase family 61 protein)  that related to biosynthesis of fatty acids, phenolic compounds ( flavonoids) 
and antioxidant activity were increase in MD.  The results suggested that both varieties had different genetic 
backgrounds and can be distinguished by using SSRs molecular markers and MD may have higher nutritional value 

than KDML105 rice and suitable for promotion of planting for rice export.    
  
Keywords:  Khao Dawk Mali 105, Mali Daeng, molecular markers, SSRs, proteomics 

 
บทน า   

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจและเป็นธัญพืชที่มีคุณค่าทางอาหารสงู  ประชากรของโลกมากกว่าคร่ึง
บริโภคข้าวเป็นอาหารหลกั ปัจจบุนัสายพนัธุ์ข้าวได้ถกูปรับปรุงให้มีความหลากหลาย เพื่อให้มีลกัษณะเหมาะสมกบัแตล่ะพืน้ท่ี
เพาะปลกู นอกจากนีย้งัถกูปรับปรุงพนัธุ์ให้มีคุณค่าทางอาหารสงูขึน้อีกด้วย ประเทศไทยมีการปลกูข้าวและสง่ออกข้าวเป็น            
พืชเศรษฐกิจหลกั โดยพนัธุ์ ข้าวที่นิยมปลกูเพื่อการส่งออกคือพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) หรือข้าวหอมมะลิ ซึ่งเป็น     
ข้าวเจ้าที่มีเมล็ดสีขาวและเมื่อหุงแล้วเมล็ดมีความนุ่มและมีกลิ่นหอมเหมือนดอกไม้ซึ่งเกิดจากสารระเหยช่ือ 2-acetyl-1-
pyroline และสารหอมระเหยอื่นๆ อีกหลายชนิด เช่น n-hexanal, 2-phenylethanol, indole, (E)-2-octenal, n-nonanol และ 
n-pentanol เป็นต้น (Mahatheeranont et al., 2001; Riabroy et al., 2013) นอกจากนีข้้าว  KDML105 ประกอบไปด้วย
สารอาหารที่มีคณุค่าทางโภชนาการสงู เช่น โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมนั ใยอาหาร สารประกอบฟีนอลิก แกมมา-โอรีซานอล 

(-Oryzanol) วิตามินอี (α-Tocopherol) แอนโทไซยานิน และมีฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระอีกด้วย (Laokuldilok et al., 
2013; Maksup et al., 2018)  อย่างไรก็ตามมีรายงานวิจัยจ านวนมากที่ระบุว่าข้าวที่เมล็ดมีสีด าหรือแดงจะมีคุณค่า             
ทางโภชนาการสูงกว่าข้าวขาว (Deng et al., 2013; Pereira-Caro et al., 2013; Maksup et al., 2018) ดังนัน้การปรับปรุง
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พนัธุ์ข้าวเพื่อให้ได้ข้าวหอมมะลซิึง่มีสแีดงจึงนา่จะเป็นพนัธุ์ข้าวที่ได้รับความนิยมและมีศกัยภาพในการสง่ออกตอ่ไป จากข้อมลู
ของกรมวิชาการเกษตรรายงานวา่ในปี พ.ศ. 2525-2526 ที่สถานีทดลองข้าวสริุนทร์มีการตรวจพบเมล็ดของข้าว KDML105 ที่
เกิดการกลายพนัธุ์  โดยพบว่าข้าวบางรวงมีเยื่อหุ้มเมล็ด (pericarp) เป็นสีแดงเร่ือๆ จึงมีการปลกูคดัเลือกพนัธุ์เพื่อให้ได้ข้าว
พนัธุ์ใหม่ที่มีลกัษณะดีเด่น จนกระทัง่ปี พ.ศ. 2538 จึงคดัเลือกได้สายพนัธุ์ KDML105R-PSL-E-14 ซึ่งต่อมาในปี พ.ศ. 2542 
สถาบนัวิจยัข้าวเสนอขึน้ทะเบียนกบักรมวิชาการเกษตรเป็นพนัธุ์ข้าวทัว่ไปโดยใช้ช่ือวา่ข้าวหอมแดง (Red Hawm Rice) หรือ
ข้าวมะลิแดง (MD) ลกัษณะเด่นของข้าวพนัธุ์ MD คือเป็นข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงเข้ม ข้าวสกุนุ่ม เหนียว และมีกลิ่นหอม
เหมือนข้าว KDML105 ต้านทานเพลีย้กระโดดสีน า้ตาลในสภาพธรรมชาติได้ดี  และค่อนข้างต้านทานโรคไหม้ (Rice 
Department, Ministry of Agriculture and Cooperatives, 2019)  

แม้ว่าจะมีการรายงานวา่ข้าวพนัธุ์ MD เป็นข้าวพนัธุ์กลายของข้าว KDML105 แต่ยงัไม่พบว่ามีรายงานวิจยัที่ยืนยนั
ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของข้าวทัง้ 2 สายพนัธุ์นี ้เทคนิคที่สามารถใช้ในการจ าแนกสายพนัธุ์ข้าวมีหลายวิธี เช่น Amplified 
Fragment Length Polymorphisms (AFLP) , Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) , Restriction Fragment 
Length Polymorphisms (RFLP), Sequence Tagged Sites (STS), Simple Sequence Repeats (SSR) หรือ microsatellites 
และ Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) เป็นต้น แต่เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด SSR นิยมใช้ในการประเมินความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของสายพนัธุ์ข้าว เนื่องจากวิธีนีม้ีความแม่นย าสงู ใช้ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณน้อย สามารถใช้แยก
พนัธุกรรมของข้าวที่มีความใกล้เคียงกันมากได้ ทัง้ยงัเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วเพราะใช้เพียงการท าปฏิกิริยา PCR และ 
agarose gel electrophoresis (Saengprajak, 2012; Singh et al., 2010) ส่วนการศึกษาด้วยโปรตีโอมิกส์ (proteomics) 
สามารถช่วยให้เห็นความแตกต่างของโปรตีนที่ข้าวแต่ละสายพนัธุ์สงัเคราะห์ได้ทัง้จีโนมในการวิเคราะห์เพียงครัง้เดียว (Tan            
et al., 2017) จึงสามารถใช้เป็นข้อมลูสนบัสนนุความแตกต่างของสายพนัธุ์ข้าวได้ แม้ว่าการศึกษาโปรตีโอมิกส์ในเมล็ดข้าว
สว่นใหญ่มีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษาพฒันาการของเมล็ดข้าวขณะที่เกิดกระบวนการงอก (He & Yang, 2013; Xu et al., 2016) 
แต่ก็มีงานวิจยัที่พบว่าโปรตีโอมิกส์สามารถใช้บ่งบอกความสมัพนัธ์ของโปรตีนกบัการเพิ่มคุณค่าทางอาหารในเมล็ดข้าวได้ 
โดยในงานวิจยันีพ้บวา่ข้าวสายพนัธุ์ MD มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก แอนโทไซยานิน และฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระสงูกวา่
ข้าวสายพนัธุ์ KDML105 เทา่กบั 2.6, 2.2 และ 9.2 เทา่ ตามล าดบั (Maksup et al., 2018) 

ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างข้าวพนัธุ์  KDML105 และข้าว
พนัธุ์กลาย MD โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุแบบ simple sequence repeats (SSRs) จากใบของต้นกล้าข้าวซึง่ง่ายตอ่การสกดั
ดีเอ็นเอ และศึกษาความแตกต่างของโปรตีโอมของเมล็ดข้าวทัง้สองพนัธุ์ด้วยเทคนิค GeLC-MS/MS shotgun proteomics 
เพื่อให้ได้ข้อมลูโปรตีนซึ่งสนบัสนนุเร่ืองความแตกต่างระหวา่งสายพนัธุ์และอาจแสดงความสมัพนัธ์กบัคณุค่าทางอาหารของ
เมลด็ ทัง้นีผ้ลงานวิจยันีอ้าจใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการศกึษาและการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวตอ่ไปในอนาคต  
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. พันธ์ุข้าวที่ใช้ในการทดลอง 

ข้าวพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (Oryza sativa L. ‘KDML105’) ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยข้าวปทุมธานี และ
ข้าวพนัธุ์กลายมะลิแดง (O. sativa L. ‘Mali Daeng’) ได้รับความอนุเคราะห์จากมูลนิธิข้าวขวญั จงัหวดัสพุรรณบุรี ท าการ
เตรียมตัวอย่างเมล็ดข้าวแต่ละชนิดโดยน าเมล็ดที่สมบูรณ์และมีขนาดเท่าๆ กัน มาแกะเปลือกออกด้วยมือ คัดเมล็ดที่มี            
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คุณภาพดี ไม่มีท้องไข่ (chalkiness) จ านวน 100 เมล็ด แบ่งเมล็ดจ านวนคร่ึงหนึ่งเพื่อน าไปเพาะเป็นต้นกล้าข้าวเพื่อศึกษา
ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุ และอีกคร่ึงหนึง่เพื่อใช้ในการศกึษาโปรตีโอมิกส์ 

 
2. การศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ simple sequence repeats (SSRs) 

ท าการเพาะเมลด็ข้าวพนัธุ์ KDML102 และข้าวพนัธุ์ MD โดยการเพาะเมลด็แตล่ะพนัธุ์ในภาชนะแยกกนั 3 ใบ ใบละ 
15 เมล็ด เมื่อต้นกล้างอกจึงเลือกเฉพาะต้นท่ีสมบรูณ์ย้ายปลกูลงในอาหารเหลวสตูร Yoshida จนได้ต้นกล้าข้าวที่มีจ านวนใบ 
5-7 ใบ จากนัน้เก็บตวัอย่างใบจากการทดลอง 3 ซ า้ (ซ า้ละ 7-10 ต้น โดยเก็บใบต าแหน่งที่ 1-4 จากยอดของต้นกล้าทกุต้น) 
เพื่อสง่วิเคราะห์ความแตกต่างทางพนัธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSRs ที่ห้องปฏิบตัิการดีเอ็นเอเทคโนโลยี อาคาร
ศนูย์วิทยาศาสตร์ข้าว มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน จังหวดันครปฐม โดยท าการเลอืกไพรเมอร์ของข้าวที่มี
ค่าความถ่ีอลัลีลสงู และพบกระจายอยู่ในทัง้ 12 โครโมโซมของข้าว จ านวน 40 คู่ (40 loci) ดงัแสดงในตารางที่ 1 โดยข้อมลู
เพิ่มเติมและต าแหนง่จบัของไพรเมอร์สามารถสบืค้นได้จากเว็บไซต์ https://archive.gramene.org/db/markers/marker_view 
จากนัน้ท าการสกดัสารพนัธุกรรม ท าปฏิกิริยา PCR ด้วย SSR marker ที่คดัเลือกมา แล้วตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยา PCR 
ด้วย Polyacrylamide Gel Electrophoresis ตามวิธีการของ  Temnykh et al. (2000) 

 
ตารางที่ 1  ช่ือและต าแหนง่จบัของไพร์เมอร์ที่พบบนโครโมโซม (Temnykh et al., 2000; Temnykh et al., 2001) 

โครโมโซมแท่งที่ ชื่อไพรเมอร์ของ SSRs (Rice Microsatellites; RM) 

1 RM9, RM84, RM212, RM302 

2 RM6, RM110, RM207, RM213, RM279 

3 RM7, RM168, RM251 

4 RM241, RM261, RM280 

5 RM31, RM153, RM164 

6 RM111, RM190, RM253, RM276 

7 RM11, RM295, RM336, RM481 

8 RM38, RM149, RM310 

9 RM219 RM257 

10 RM228, RM258, RM304 

11 RM21, RM229, RM287 

12 RM12, RM20A, RM247 
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3. การศึกษาโปรตีโอมของเมล็ดข้าวพนัธ์ุ KDML105 และ MD โดยวิธี GeLC-MS/MS shotgun proteomics  
3.1 การสกัดโปรตีนจากเมลด็ข้าว 

น าตัวอย่างเมล็ดประมาณ 1 กรัม มาบดด้วยการเติมไนโตรเจนเหลวโดยใช้โกร่งจากนัน้เติมสารละลาย   

Trichloroacetic acid (TCA) (10 % สารละลาย TCA ในอะซีโตนที่มี 0.07 % 2-mercaptoethanol ต่อผงข้าวบดปริมาณ 100 
มิลลิกรัม) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อตกตะกอนโปรตีน แล้วน าสารละลายตัวอย่างไปเขย่า (vortex) แล้วน าไปป่ันเหวี่ยง 
(centrifuge) ที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที น าสารละลายตวัอย่างเก็บเข้าตู้ เย็นที่อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา         
1 ชัว่โมง เมื่อครบตามเวลาที่ก าหนดน าสารละลายตวัอยา่งมาป่ันเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดดูสารละลาย TCA 
ทิง้ไป จากนัน้เติมสารละลายอะซีโตนปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไปในตวัอยา่ง (อะซีโตนที่มี 0.07% 2-mercaptoethanol เก็บไว้ที่
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาใช้) น าตวัอย่างไปเขยา่แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงที่  10,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที น าเก็บ
เข้าตู้ เย็นที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบตามเวลาที่ก าหนดน าสารละลายตวัอย่างมาป่ันเหวี่ยง              
ที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ดดูสารละลายอะซีโตนทิง้ไป จะเกิดตะกอนขึน้ที่ก้นหลอด จากนัน้ล้างตะกอนด้วยอะซีโตน
จนกระทัง่ตะกอนใสไม่มีสี แล้วจึงน าตัวอย่างมาป่ันเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที  ดูดสารละลายอะซีโตนทิง้ไป              
แล้วเติม lysis buffer (30 mM tris-buffer, 2 M thiourea, 7 M urea และ 4% w/v CHAPS pH 8.5) ซึ่งเก็บที่อณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปเขย่าเป็นเวลา  2 ชั่วโมง แล้วน ามาป่ันเหวี่ยงที่  10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที                   
ดูดสารละลายส่วนใสใส่หลอดใหม่เก็บเข้าตู้ เย็นที่อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนัน้วดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของ Lowry               
et al. (1951) โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน เพื่อใช้สร้างกราฟมาตรฐาน 
3.2 การวิเคราะห์โปรตโีอมของเมล็ดข้าวด้วยเทคนิค GeLC MS/MS shotgun proteomics 

ท าการแยกขนาดโมเลกุลของโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้า น าสารละลายโปรตีนจากตัวอย่าง 3 ซ า้ (3 biological 
replicates) ปริมาณ 20 ไมโครกรัม มาโหลดลงบน 12.5 % polyacrylamide gel เมื่อโหลดโปรตีนเรียบร้อยแล้วจึงท าการ
เช่ือมต่อสายไฟฟ้าเข้ากับเคร่ือง electrophoresis power supply-EPS 601 (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden) 
ปล่อยกระแสไฟฟ้าแล้วเร่ิม run gel ที่กระแสไฟฟ้า 160 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 15 นาที เมื่อสิน้สุดการ run gel แล้วน า           
แผ่นเจลไปย้อมสี coomassie blue จากนัน้ท าการตัดเจลและย่อยโปรตีนให้เป็นเปปไทด์สายสัน้ ( In gel digestion) และ           
ท าการวิเคราะห์ตวัอย่างเปปไทด์ทัง้หมดตามวิธีการที่แสดงในงานวิจยัของ Maksup et al. (2018) โดยมีวิธีการโดยย่อดงันี ้           
น าเจลมาตดัแบ่งเป็น 13 ชิน้ ตามขนาดของโปรตีนเมื่อเทียบกบัโปรตีนมาตรฐาน (Amersham Biosciences, Little Chalfont, 
UK) ขนาด 14.1-97.0 kDa น าโพลีเปปไทด์ในชิน้เจลแต่ละชิน้มาย่อยด้วยเอนไซม์ trypsin ตามวิธีการของ Maksup et al. 
(2014) แล้วน าเปปไทด์ที่ได้จากการย่อยไปฉีดเข้าเคร่ือง Liquid Chromatography (Ultimate 3000 LC System, Dionex, 
Sunnyvale, CA, USA) ที่ต่ออยู่กับเคร่ือง Electrospray Ionization (ESI)-Ion Trap Mass Spectrometry (MS) (HCT Ultra 
PTM Discovery System, Bruker, Rheinstetten, Germany) โดยฉีดโปรตีนผ่านนาโนคอลมัน์ (Acclaim PepMap 100 C18; 

3 m, 100 Å, inner diameter 75 m× 150 mm) ด้วยอตัราการไหลเท่ากับ 300 นาโนลิตรต่อนาที ท าการวิเคราะห์ 2 ซ า้             
(2 technical replicates) ข้อมูลจาก mass spectrum จะถูกใช้ในการค านวณปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์ ( relative protein 
expression) โดยค านวณจากพืน้ท่ีใต้กราฟและแสดงคา่เป็น log scale จากนัน้ค านวณหาคา่จ านวนเทา่ของโปรตีนที่แตกต่าง
กันในข้าวทัง้สองสายพนัธุ์  (Fold change of protein expression) โดยน าค่าผลต่างของปริมาณโปรตีนสมัพทัธ์ของโปรตีน            
ในเมล็ดข้าวทัง้สองสายพันธุ์มาคูณด้วยสอง ท าการระบุชนิดและปริมาณของโปรตีนโดยใช้โปรแกรม DeCyder MS 2.0 
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Differential Analysis software (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Germany) (Johansson et al. 2006; Thorsell 
et al. 2007) ในขัน้ตอนนีเ้ปปไทด์ที่แสดงความเหมือนกนัจะถกูตดัออกไป 90% เฉพาะเปปไทด์อีก 10% ที่แสดงความแตกตา่ง
กนัในแตล่ะตวัอยา่งจะถกูน ามาวิเคราะห์ด้วยฐานข้อมลู Mascot (Matrix Science, London, UK) (Perkins et al.,1999) และ
ท าการเปรียบเทียบโปรตีโอมของตวัอย่างเป็นแผนภาพวงกลมแบบ Venn diagram โดยใช้โปรแกรม jvenn (Bardou et al., 
2014)  
 
ผลการวิจัย 
1. ข้าวพนัธ์ุ KDML105 และ MD มีความแตกต่างทางพนัธุกรรมระบุโดยการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSRs  
 ผลการวิเคราะห์ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุแบบ SSRs จากไพรเมอร์จ านวน 40 คู ่พบวา่มี
ไพรเมอร์ที่สามารถแยกความแตกตา่งระหวา่งตวัอยา่งได้ 4 คู ่ ซึง่คิดเป็น 10% ของไพรเมอร์ทัง้หมด หรือมีคา่ polymorphic 
bands เทา่กบั 10% โดยไพรเมอร์ที่สามารถแยกความแตกตา่งระหวา่งข้าวพนัธุ์ KDML105 และข้าวพนัธุ์ MD ได้ คือ RM241 
ซึง่มตี าแหนง่อยูบ่นโครโมโซมแทง่ที่ 4, RM11 และ RM481 บนโครโมโซมแทง่ที่ 7 และ RM304 บนโครโมโซมแทง่ที่ 10 ดงัแสดง
ในภาพท่ี 1  

 
ภาพที ่1  ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมระหวา่งข้าวขาวดอกมะล ิ105 (KDML105) และข้าวพนัธุ์กลายพนัธุ์มะลแิดง (MD)  
               วิเคราะห์ด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุแบบ simple sequence repeats (SSRs) 
 
2. โปรตีโอมของเมล็ดข้าวพันธ์ุ KDML105 และ MD มีความแตกต่างกนั 
 จากผลการศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในเมล็ดข้าวกล้องของข้าวพันธุ์  KDML105 และ MD โดยวิธี 
GeLC-MS/MS shotgun proteomics พบวา่ทัง้ 2 พนัธุ์มีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนตา่งกนั โดยพบวา่จากโปรตีนทัง้หมด
ที่วิเคราะห์และระบชุนิดได้จ านวน 342 โปรตีน (ภาพที่ 2) มีโปรตีนที่พบเหมือนกนัในข้าวทัง้ 2 พนัธุ์ จ านวน 291 โปรตีน แต่มี
โปรตีนที่พบเฉพาะในเมล็ดข้าวพันธุ์  KDML105 จ านวน 27 โปรตีน ได้แก่ chromosome condensation regulator, RCC1 
repeat protein (gi|657399281) , expansin-A1- like protein (gi|657404458) , galactose oxidase/kelch repeat  protein 
(gi|657399966) , peroxisomal (S) -2-hydroxy-acid oxidase GLO1 (gi|657398880) , F0F1- type ATP synthase_ beta 
subunit( gi|657405681) , 3_4- dihydroxy- 2- butanone 4- phosphate synthase( gi|657400075) ,Os0 1g0319200 
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(gi|113532418),SNF2 family amino-terminal protein (gi|657379707, carboxy-terminal region remorin (gi|657384763), 
lipase ( gi|657405566) , DUF3595 family protein_ partial ( gi|657404648) , cytochrome P450 family 709 protein 
(gi|657379610) , DNA replication licensing factor MCM8  (gi|657379678) , frigida- LIKE protein (gi|657399858) , 
Isoflavonoid glucosyltransferase (gi|358348234) , glutathione S- transferase (gi|657379669) , actin cross- linking 
protein (gi|657374313) และ hypothetical protein อีก 10 ชนิด โดยโปรตีนส่วนใหญ่ยังไม่ทราบหน้าที่ที่ชัดเจนในเมล็ด                 
แต่พบว่ามีโปรตีนที่เก่ียวข้องกบัคณุค่าทางอาหารของเมล็ดอยู่ด้วย คือ Isoflavonoid glucosyltransferase และ glutathione 
S-transferase ซึ่งเก่ียวข้องกับการสงัเคราะห์ฟลาโวนอยด์และการต้านอนุมูลอิสระ ตามล าดับ และพบว่ามีโปรตีนที่พบ               
เฉพาะในเมล็ด ข้าวพันธุ์  MD จ านวน 24 โปรตีน  ไ ด้แก่  B3 domain transcription factor (gi|657378011) , vesicle-
associated- like protein (gi|657399673) , receptor serine/ threonine kinase (gi|355518822) , HAT family dimerization 
domain containing protein (gi|357521159) , tRNA(his)  guanylyltransferase (gi|657380415) , transcription cofactor_ 
putative (gi|657400415) , hopanoid biosynthesis associated glycosyl transferase HpnI_ partial (gi|657367809) , 
Aspartic proteinase ( gi|357511709) , frigida interacting protein ( gi|657397943) , heat shock 70 kDa protein 
( gi|657377609) , ABA response element- binding factor ( gi|657399548) , IQ calmodulin- binding motif protein 
(gi|657402637), vacuolar protein sorting-associated protein (gi|657404887), disease resistance protein (TIR-NBS-
LRR class) (gi|657394121), plant/MNA5-17 protein (gi|657385186), F-box plant- like protein (gi|657404739), DNA 
topoisomerase I (gi|657394712), signal recognition particle protein (gi|657378995) และ hypothetical protein อีก 6 
ชนิด (ภาพที่ 2) โดยโปรตีนส่วนใหญ่ที่พบในกลุ่มนีย้งัไม่ทราบหน้าที่ที่ชัดเจนในเมล็ดเช่นกัน แต่บางโปรตีน เช่น Aspartic 
proteinase เป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนซึ่งอาจเก่ียวข้องกบัการมีกรดอะมิโนในเมล็ดได้ นอกจากนีพ้บว่ามีโปรตีนที่มีระดบัการ
แสดงออกสงูมากกวา่ 4 เทา่ในเมลด็ข้าวพนัธุ์กลาย MD เมื่อเทียบกบัข้าวพนัธุ์ KDML105 จ านวน 53 โปรตีน (ตารางที่ 2) และ
มีโปรตีนที่มีระดบัการแสดงออกสงูมากกว่า 4 เท่าในเมล็ดข้าวพนัธุ์  KDML105 เมื่อเทียบกับพนัธุ์  MD จ านวน 111 โปรตีน 
(Supplementary file 1) 

 
ภาพที ่2  โปรตีนที่พบในเมลด็ข้าวทัง้หมดจ านวน 342 โปรตีน พบในพนัธุ์ KDML105 และ MD จ านวน 318 และ 315 โปรตีน  
               ตามล าดบั และโปรตีนที่พบในเมลด็ข้าวทัง้สองพนัธุ์มีจ านวน 291 โปรตีน  
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ตารางที่ 2  รายช่ือโปรตีนที่มีระดบัการแสดงออกสงูมากกวา่ 4 เทา่ในเมลด็ข้าวพนัธุ์กลาย MD เมื่อเทียบกบัข้าวพนัธุ์  
                  KDML105 จ านวน 53 โปรตีน 

No. Name of proteins Protein ID ID Score ANOVA p MH+ (Da) Peptide 
Relative protein 

Expression* 
KDML MD 

1 signal recognition particle protein   gi|657378995 14.650 0.013 1445.769 MSNEILINKEVR nd 12.536 

2 DNA topoisomerase I   gi|657394712 26.040 0.014 1602.735 DVLNALDNLVRPNR nd 8.599 

3 F-box plant-like protein   gi|657404739 18.590 0.026 1264.652 HLILKTQMHK nd 7.805 

4 hypothetical protein MTR_8g027390   gi|657372852 21.820 0.050 1655.066 KAELWNVMKRR nd 7.404 

5 D111/G-patch domain protein   gi|657394372 28.160 0.000 520.932 TGQVYR 2.048 9.330 

6 TCP-1/cpn60 chaperonin family protein   gi|657401569 16.270 0.023 1777.406 DKEQVISRMKAAVASK nd 7.103 

7 hypothetical protein MTR_5g029875   gi|657384438 1.470 0.014 549.607 ASKED nd 6.794 

8 plant/MNA5-17 protein   gi|657385186 16.610 0.011 1394.385 MFTEGLDKNALR nd 6.726 

9 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)   gi|657372201 11.880 0.015 945.499 FTMQIYK nd 6.550 

10 vacuolar protein sorting-associated protein   gi|657404887 11.970 0.025 1677.165 DFVKKLNSLPEMTR nd 6.178 

11 hypothetical protein MTR_4g070750   gi|357473371 7.190 0.001 703.664 AIKGTSK 1.576 7.701 

12 transmembrane protein, putative   gi|657397942 14.180 0.012 1643.946 GNVNEGANAEEEGPQK nd 6.103 

13 FAR1 DNA-binding domain protein   gi|657394394 1.520 0.036 594.574 VFKSI nd 6.086 

14 ribosomal protein S14 (mitochondrion) gi|110225714 16.480 0.029 1047.038 SSITQIKNR 0.311 6.366 

15 IQ calmodulin-binding motif protein   gi|657402141 10.630 0.020 1444.720 TSKWLRNLLKGK nd 5.909 

16 hypothetical protein MTR_020s0019   gi|358343760 2.520 0.002 568.452 AAHGGR 2.102 7.806 

17 ABA response element-binding factor   gi|657399548 11.250 0.001 1468.762 MMKNRESAARSR nd 5.685 

18 heat shock 70 kDa protein   gi|657377609 12.950 0.031 842.080 MYAAITNATK nd 5.514 

19 red chlorophyll catabolite reductase  gi|106880178 8.010 0.029 1396.221 EAAAARMPSLAHR 0.222 5.679 

20 frigida interacting protein   gi|657397943 20.190 0.000 679.423 MSNIELQR nd 4.538 

21 cytochrome P450 family 88 protein   gi|657401706 20.160 0.039 949.113 KGLMAREK 2.778 7.102 

22 hypothetical protein MTR_8g100060   gi|357520597 7.220 0.032 536.198 MVVDG nd 4.197 

23 FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein   gi|657380421 9.200 0.042 1454.180 SSYGTSRKSILKK 1.324 5.514 

24 magnesium transporter MRS2-like protein   gi|657399476 23.810 0.033 1184.050 EYAILLNLGSLR 4.469 8.536 

25 F-box/LRR protein   gi|657402247 12.090 0.009 1594.533 SDDELFAIAKSMPR 1.365 5.401 

26 Aspartic proteinase   gi|357511709 11.410 0.015 860.206 MRIGLQK nd 3.833 

27 3-ketoacyl carrier synthase III**   gi|657400458 10.310 0.002 1888.762 MANASGLFSTPYTPNFR 5.395 9.001 

28 LEM3 (ligand-effect modulator 3) family protein   gi|657398316 2.370 0.038 520.303 KSISS 3.301 6.838 
29 hopanoid biosynthesis associated glycosyl 

transferase HpnI, partial 
gi|657367809 8.220 0.000 643.349 VSPPSR nd 3.309 

30 apurinic endonuclease-redox protein   gi|657402603 9.610 0.037 625.333 VPAKGR 0.188 3.481 

31  ARM repeat protein interacting WITH ABF2 protein   gi|657383681 3.950 0.024 667.782 FHAHR 0.950 4.017 

32 hypothetical protein MTR_6g055290   gi|357498383 11.400 0.008 679.422 VSRRY nd 3.024 

33 haloacid dehalogenase-like hydrolase   gi|657400541 16.830 0.016 986.032 GVRAAGGGGKR 5.692 8.618 

34 O-fucosyltransferase family protein   gi|657401604 16.240 0.027 721.386 TAPKPSPR 2.974 5.814 

35 hypothetical protein MTR_7g025990   gi|357503417 16.570 0.003 615.419 DNIPR 3.692 6.524 

36 inhibitor of trypsin and hageman factor-like protein   gi|657403746 7.230 0.025 545.209 MPKIG 0.766 3.542 

37 ubiquitin-conjugating enzyme   gi|657373074 16.220 0.031 1728.872 MSSPSKRREMDLMK 5.095 7.801 

38 core histone H2A/H2B/H3/H4   gi|657388238 3.840 0.041 442.499 GGGPR 2.742 5.434 

39 pentatricopeptide (PPR) repeat protein   gi|657380019 14.010 0.010 1105.427 RDYRLEPR 3.717 6.406 

40 hypothetical protein MTR_2g031470   gi|357448667 21.710 0.012 864.978 DRISDRR 3.550 6.080 

41 Myo28B1, putative   gi|657400865 1.260 0.040 484.166 GGVPR 4.070 6.565 

42 transcription cofactor, putative   gi|657400415 14.980 0.034 1326.541 LKVFKMMLER nd 2.472 
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ตารางที่ 2 (ตอ่) รายช่ือโปรตีนทีม่ีระดบัการแสดงออกสงูมากกวา่ 4 เทา่ในเมลด็ข้าวพนัธุ์กลาย MD เมื่อเทียบกบัข้าวพนัธุ์  
                 KDML105 จ านวน 53 โปรตีน 

No. Name of proteins Protein ID ID Score ANOVA p MH+ (Da) Peptide 
Relative protein 

Expression* 
KDML MD 

43 tRNA(his) guanylyltransferase   gi|657380415 6.410 0.000 1136.569 YTEDGAPVER nd 2.463 
44 CRS2-associated factor 1   gi|657370235 17.050 0.033 1213.002 GILNQEQPSDL 6.756 9.155 
45 HAT family dimerization domain containing protein   gi|357521159 11.960 0.000 1242.432 MATGMLSKFNK nd 2.369 
46 START-2 domain protein   gi|657379993 20.410 0.043 1408.503 QLIGSGFRLYQK 3.882 6.178 
47 ribulose bisphosphate carboxylase 

large chain domain protein 
gi|657371735 64.850 0.000 701.801 DDFIEKDR 1.841 4.096 

48 DUF581 family protein   gi|657394216 17.980 0.013 906.119 VMSMVSPR 4.941 7.187 
49 predicted protein gi|158283729 12.910 0.007 806.645 HLAPLTR 0.419 2.660 
50 PPR containing plant-like protein   gi|657398931 19.020 0.031 1681.228 GLFENGFGFFLEMR 9.213 11.434 
51 Os01g0959900 [Oryza sativa Japonica Group] gi|113534993 27.490 0.030 713.434 EALLSSPR 4.985 7.198 
52 hypothetical protein MTR_4g033960   gi|357470579 9.480 0.001 1104.398 QLATTSNLTR 5.429 7.446 

53 glycosyltransferase family 61 protein**   gi|657383872 13.710 0.001 757.098 VGAIKIR 0.006 1.994 

 UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyltransferase***  gi|657398130 21.860 0.029 945.941 NNIKDALR 9.388 9.512 

*   คา่ relative expression คือ log2 value และ nd หมายถึงไมพ่บโปรตีน  
**  โปรตีนที่มีหน้าที่เก่ียวข้องกบัคณุคา่ทางอาหารของเมล็ดแสดงข้อมลูเป็นตวัหนา 
*** UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyltransferase มีระดบัการแสดงออกต ่ากวา่ 4 เทา่ แตมี่หน้าที่เก่ียวข้องกบัคณุคา่ทางอาหารของเมล็ด 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย 
 ปัจจุบนัการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของข้าวมกัใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular markers) ช่วยใน
การจดัจ าแนก เนื่องจากพนัธุ์ข้าวที่มีการปรับปรุงพนัธุ์ขึน้ใหมม่กัมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาคล้ายคลงึกนั และบางสายพนัธุ์มี
ความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมสงูมาก จึงท าให้เกิดความผิดพลาดในการแยกความแตกตา่งของสายพนัธุ์ได้ การใช้เคร่ืองหมายดี
เอ็นเอช่วยในการบ่งชีค้วามแตกต่างของสายพนัธุ์พืช (varietal identification) จึงมีบทบาทส าคญัในการช่วยจ าแนกความ
แตกต่างของสายพนัธุ์ให้มีความถกูต้องแม่นย ามากยิ่งขึน้ (Kate-ngam, 2003) เคร่ืองหมายโมเลกุลที่นิยมใช้มีหลายชนิด เช่น 
AFLP, RAPD, RFLP, STS, SSR และ SNP เป็นต้น โดยเฉพาะเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด SSR นิยมใช้ในการประเมิน                
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสายพนัธุ์ ข้าวที่มีความใกล้เคียงกนั เนื่องจากวิธีนีเ้ป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็วเพราะใช้        
เพียงการท าปฏิกิริยา PCR และ agarose gel electrophoresis สามารถตรวจพบความแตกต่างของล าดบัเบสได้สงู (high 
polymorphisms) มีความแมน่ย า และใช้ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณน้อย (Saengprajak, 2012; Singh et al., 2010) 
 จากรายงานการวิจัยพบว่ามีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวพันธุ์  MD ด้วยเทคนิคการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุลแบบแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD) และไอเอสเอสอาร์ (ISSR) เพื่อจ าแนกพนัธุ์และวิเคราะห์ความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมของข้าวมีสี 10 สายพนัธุ์  (Sumrith & Thanananta, 2014) และใช้ดีเอ็นเอเคร่ืองหมายแบบ InDel markers              
เพื่อการจ าแนกชนิดย่อยอินดิกา และจาปอนิกาในเชือ้พนัธุ์ ข้าวไทย 96 สายพนัธุ์  (Prathepha & Srisa-ard, 2014) อย่างไร            
ก็ตามยงัไมม่ีรายงานการวิจยัที่เปรียบเทียบความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของข้าวพนัธุ์กลาย MD กบัข้าวพนัธุ์ KDML105 ดงันัน้
งานวิจยันีจ้ึงศกึษาเปรียบเทียบความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของข้าวทัง้สองพนัธุ์นี ้ผลจากการศกึษาพบวา่ข้าวพนัธุ์ KDML105 
และพนัธุ์กลาย MD มีลกัษณะทางพนัธุกรรมแตกตา่งกนั โดยสามารถตรวจพบความแตกตา่งบนโครโมโซมแทง่ที่ 4, 7 และ 10 
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ได้โดยการใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุแบบ SSRs จากไพรเมอร์จ านวน 4 คู ่ได้แก่ RM241, RM11, RM481 และ RM304 ซึง่คิดเป็น 
10% ของไพรเมอร์ทัง้หมด (ภาพที่ 1) ทัง้นีต้ าแหน่งที่ไพรเมอร์ทัง้ 4 คู่เข้าจับบนโครโมโซมมีแสดงในรายงานของ Temnykh                
et al. (2000) และ Temnykh et al. (2001) จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นวา่ข้าวพนัธุ์กลาย MD มีลกัษณะทางพนัธุกรรมที่
เปลีย่นแปลงไปจากข้าว KDML105 และสามารถแยกชนิดพนัธุ์ของข้าวทัง้สองชนิดนีไ้ด้โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุแบบ SSRs  
 นอกจากนีผ้ลการศกึษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในเมลด็ข้าวกล้องของข้าวพนัธุ์ KDML105 และ MD โดยวิธี 
GeLC-MS/MS shotgun proteomics พบว่าทัง้ 2 พนัธุ์มีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนต่างกนั (ภาพที่ 2 และตารางที่ 2) 
โดยในจ านวน 342 โปรตีนที่ระบชุนิดได้ พบวา่มีโปรตีนหลายชนิดที่เก่ียวข้องกบัคณุคา่ทางอาหารของเมลด็ โดยเฉพาะโปรตีน 
3-ketoacyl carrier synthase III (gi|657400458)  โปรตีน  glycosyltransferase family 61 protein (gi|657383872)  และ
โปรตีน UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyltransferase (gi|657398130) พบว่ามีระดบัการแสดงออกในเมล็ดข้าวพนัธุ์  
MD สงูกว่าข้าวพนัธุ์ KDML105 เท่ากบั 7, 4 และ 0.25 เท่า ตามล าดบั โดยโปรตีน 3-ketoacyl carrier synthase III ท าหน้าที่
ในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมัน (Clough et al., 1992) โปรตีน glycosyltransferase family 61 protein ท าหน้าที่ใน
กระบวนการสงัเคราะห์สาร arabinoxylan  ซึ่งเป็นแหลง่สะสมกรดฟีนอลิกและมีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ (Anders et al., 2012; 
Malunga & Beta, 2015) และโปรตีน UDP-glucose flavonoid 3-O-glucosyltransferase ท าหน้าที่เก่ียวกับการสงัเคราะห์
สารฟลาโวนอยด์ (Offen et al., 2006) แสดงให้เห็นว่าเมล็ดของข้าวพนัธุ์ MD อาจมีปริมาณกรดไขมนั สารประกอบฟีนอลิก 
และฟลาโวนอยด์สงูกว่าในเมล็ดของข้าวพนัธุ์ KDML105 ผลการทดลองนีส้อดคล้องกับงานวิจยัของ Maksup et al. (2018) 
ซึ่งศึกษาโปรตีโอมิกส์ของข้าวกล้องและข้าวกล้องงอกของข้าวพนัธุ์  KDML105 และ MD ที่พบว่ารูปแบบการแสดงออกของ
โปรตีนในเมล็ดข้าวกล้องและข้าวกล้องงอกของข้าวทัง้สองพนัธุ์มีความแตกตา่งกนั นอกจากนีย้งัพบวา่เมล็ดข้าวพนัธุ์ MD ทัง้
ในลกัษณะข้าวกล้องและข้าวกล้องงอกมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม แอนโทไซยานิน และฤทธ์ิการต้านอนมุลูอิสระสงู
กว่าเมลด็ข้าวพนัธุ์ KDML105 (Maksup et al., 2018) ดงันัน้เมล็ดข้าวพนัธุ์ MD จึงมีประโยชน์ทางโภชนาการสงูกวา่ข้าวพนัธุ์ 
KDML105 และเหมาะตอ่การสง่เสริมเป็นพนัธุ์ข้าวเศรษฐกิจตอ่ไป 
  
สรุปผลการวิจัย   
 ข้าวพนัธุ์ KDML105 และพนัธุ์กลาย MD มีลกัษณะทางพนัธุกรรมแตกตา่งกนั นอกจากนีย้งัมีรูปแบบการแสดงออก
ของโปรตีนในเมล็ดข้าวที่แตกต่างกนัทัง้ในแง่ของชนิดโปรตีนและระดบัการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งสนบัสนนุว่าข้าวทัง้สอง
พนัธุ์มีพนัธุกรรมแตกตา่งกนั 
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