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ก���L��C�IR�I��
SAJ���C�� �
� ��T�C�����JU���ก��ก�����C���VL	��WA� �	
X�JY�Cก��ก��J�����
�
��ก��I���NN��C���VL	��WA����	��WA�	����� �Z�ก���L��C�IX�T�CJ[�N�
�ก��ก��������@������\�\��I]�	
����^N\�
�_V��_��� �������	?ก����
�� �����������
��  @AB��Cก�������������� \L�ก���ก�L plasmid DNA @�ก��
R�^����กATC 
��T��Z������
�N���VL	��WA��
Cก��\L�]�T gelatin �JU�	�������� ���C@�ก��R��Z���
��@��N��ก��ก�����C���VL	��WA� 
\L��Z����VL	��WA��IXa���ก�����
�N@Z���� 2 ���VL ��@A���C]��RZ�ก��X�J��L��
R� 10 µL ������N�d ��� 10 ���I �	
X��T�CLI
��V����IXa����C���VL ����Z��RZ��IX^LT 2 µL ^J
��@LI��V���LT�����กก���	�X�J�����LI��V���LT�� PCR 	N����I�SNLI��V���
J��ก[�IX���C��C
������C�IX^LT@�กก���T�CLI��V����IXa����C���VL�IXSeก���
�N�����LI��ก�N�SN��C plasmid DNA �IXJ��ก[ 
@fC�Z�]�T�����SN�CN�ก�����JU���ก��ก�����C���VL	��WA�^LT �Z����Nก��
��@��N�A���	]���ก���
��Cd ^LT�ก� 
����C�ก���������V�]�ก��C�ก��C���VL�IX�	��]��T�CJ[�N�
�ก�� a�ก���L��C	N���ก�����
�N���VL	��WA�LT��LI��V���
^���Ia�
���A���	��C���VL	��WA� 
�6�76���8: ���VL	��WA��
Cก��, ��ก��ก�����C���VL	��WA�, ก�����
�NLT��LI��V���, ก��J������VL	��WA� 

 
ABSTRACT 

The objective of this experiment was to create seed identity by DNA coating to protect counterfeiting 
or imitate of inbred line. The experiment was conducted at Transgenic Plant Technology and Biosensor 
Laboratory, Department of Botany, Faculty of Science, Chulalongkorn University. Cucumber seed were 
coated with isolation of shrimp virus plasmid DNA as gelatin polymer. Identification of seed was performed by 
immersing coated seed in 10 µL deionized water for 10 min with gentle agitation and 2 µL of DNA 
identification. Detection of DNA identifier was carried out based on basic PCR principle. The result showed 
that banding pattern of coated seed sample appear and same to banding pattern of plasmid DNA. This 
method could be created the cucumber seed identity. The cucumber seed quality was assessed by seed 
germination and speed of germination. The result showed that seed coating with DNA did not affect on seed 
quality. 
Key words: cucumber seed, seed identity, DNA coating, seed counterfeiting 
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1.  �4�6� 
���VL	��WA�	
��JU�Jn@@���IX�I�����Z���O��XCLT��ก��a��
��Cก���ก�
��	������VL	��WA��
�@AL���X�
T���Cก��a��
 

��ก�ก�
�ก�^LT��
�ก]�T���VL	��WA��IXLI�I�A���	 \L����X�
�RC�
���
������C�ก^LT��
�o�� �I��XC�@
�J���
�	��WA�J���J�
�JU�^J
����
�o���IXกZ���L^�T �Iก��RC��C���SfCก�����WIก��a��
�IX^LT��
�o��LT�� กV@��Z�]�T�ก�
�ก��I\�ก��]�
�����Z���V@]�ก��a��
�eC _fXCก��
��L���VL	��WA�]����C 10 Jp �IXa����� ��������C����RC�����o�����ก������d 
N����� ^LT��T����IN�N�� ]�ก��	�q�����	��WA�
��Cd ]�TกT����T�����C��L��V� ������VL	��WA�กV�I�A���	�eC�fR���
X��d 
�
�����LI��ก��กV��C�Iก�A����
������ก��N�C������C�C���C��a�J��\����@�กก���T����VL	��WA�\L�^���Z��fCSfC
�A�W��� @����N��� ���@���W��� ���� ก��@Z���������VL	��WA��IX^���I�A���	 ���VL	��WA�J�����
���ก��I���NN 

��L@�ก���\�����VL	��WA�
���J�Ca��
��CN������
X�d �����RCก���\�����	��WA�	������IกLT�� (�����ก���T����VL
	��WA�^��, 2551) @fC�Z����\�\��Iก�����
�N���VL	��WA� (seed coating) ��]�T _fXC�JU������ก��]�����CLT�����VL	��WA��IX
^LT	�q��������ก�����
�N��@�ก�A
���ก���ก�����
�N�� �JU�ก��]�T\	��������IX�I�������I����T�a�������ก?�W�M
���L
��Cd �I �������
���
�C�����
�N�CN����VL	��WA�����CN�C�N� �fL
�L����ก�Na�����VL^���ก�Lก����AL���C���
��XZ����� (Taylor and Harman, 1990) ���^LT�Iก���Z����LI��V��� _fXC�JU����	��WAก��������
�N�CN�a����C���VL �Z�
]�T�����S��NA���
X�C����N�a����C���VL	��WA��	
X���T�C�����JU���ก��ก�����C���VL	��WA����@��JU�J��\����]�ก��

��@��N���VL	��WA��NN�T��ก��NSfC����Ca��
 ���L	
� ���L	��WA� JY�Cก��ก��J���J����VL	��WA� �����NA�����JU�
�@T���C���VL	��WA���C�
���N����� �	
X���T�C�C�������eT �����T�C���\�\��Iก�����
�N���VL	��WA��	
X�ก��J���Aก
�]�T]�
���C	������
��^J 

 
2.  ��Eก��	��F�G��ก�� 
     2.1 ก��7ก�� plasmid DNA 
 ��IR�C��
R�^����@�กกATC]��������IR�C��
R����L���� (LB) \L���IR�C]�
eTN����
R��IX��N�A��A���e�� 38 �C���_��_I�� 
�JU�������� 16 ��X�\�C ��
X�SfC���������IXกZ���L@fC�Z���
R�^����@�กกATC�IXN��^�T]�
eTN�����ก�L plasmid DNA \L��N�C]��
���L���L 1.5 �������
� ��T��Z�^JJny����IX�C�IX������V� 5,000 ��N
�����I �JU����� 2 ���I �
�� Lysozyme 100 µL 
��T�a��]�T��T�ก��\L�]�T���
X�Ca����� (Vortex mixer) ����
�� Alkaline 200 µL a��]�T��T�ก��\L�]�T���
X�Ca����� 
(Vortex mixer) �Iก���RC ��T���CN��RZ���VC�JU����� 5 ���I @�ก��R��
�� KOAC 150 µL ��CN��RZ���VC�JU����� 15 ���I 
��T�Jny����IX�C�IX������V� 12,000 ��N
�����I �JU����� 2 ���I LeL��������]���R�N�]�����L]��� @�ก��R��
�� 
Phenolchloroform 500 µL ��T�a��]�T��T�ก��\L�]�T���
X�Ca����� (Vortex mixer) �Z�^JJny����IX�C�IX������V� 12,000 
��N
�����I �JU����� 5 ���I LeL��������]���R�N���T��
�� propanol J����
�\L�J����
� ��T���C��RC^�TN��RZ���VC 15 
���I @�ก��R��Z�^JJny����IX�C�IX������V� 12,000 ��N
�����I �JU����� 1 ���I ��
�@���V�
�ก����CLI��V�����T���
������������]���ก�	
X��กVN
�ก����CLI��V���^�T @�ก��R��Z�^J�T�CLT�� 70% alchohol 1 µL ��T�Jny����IX�C�IX������V� 
12,000 ��N
�����I �JU����� 10 ���I �� 70% alchohol ��ก �Z�^J�N�IX�A���e�� 48 �C���_��_I�� @�
�ก��LI��V���
��TC @fC�����LT�� TE buffer �กVN^�T�IX
eT�IX��N�A��A���e�� -20 �C���_��_I�� �Z�ก��
��@��N�A���	LT����WI��ก�\��
�@�����V�\
�\��I_I� �����LJ�����LT�����
X�C Spectrophotometer �IX���������
X� 260 ��\���
� ��T��Z������
������T��T�����Z�^J���
�N�CN�a����C���VL	��WA�
��^J 
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2.2 ก�����������
������	���� DNA 
 ����� 1% gelatin 10 �����ก���
���RZ�ก��X�J��L��
R� 1 �������
� \L��A��]��RZ��T�� ��T��
�� plasmid DNA �IX�ก�L^LT 

@�ก�T� 1 J����
� 5 µL �C]� gelatin �IX�����^�T @�ก��R�@fC�Z�^J���
�N�CN�a����C���VL	��WA���T��Z����VL^JafXC]��IX
���]�T��TC@�ก����XC���VL	��WA��
Cก���I�����
R���e�]���L�N�L�� ��T��Z�^J
��@��Nก�����
�N
�L��CLI��V����IXa�����VL���
�A���	��C���VL	��WA�]���ก���
��Cd ^LT�ก� ����C�ก���������V�]�ก��C�ก��C���VL	��WA��IX�	��]��T�CJ[�N�
�ก�� 

2.2.1 ������ก
�����
����K����FL�M���ENG���Gก�� 
          \L��A����N���VL	��WA��
Cก��@Z���� 50 ���VL
��_RZ� ��CN�ก��L���	���IX_T��ก����e� 2 ��R� ��T���Cก��L��

�	��JKLLT��N����VL�Iก 1 ��R� @�ก��R��Z�^J^�T]�
eT�	���IX��N�A��A���e��^�T�IX 25-30 �C���_��_I�� ���J������a���C
����C�ก���C�	����
X����A 4 ��� 8 ��� \L�ก��
��@��N
T�ก�T��IXC�กJก
� (normal seedling) (ISTA, 2008) 

2.2.2 ������
�L�ก����ก
�����
� 
ISTA (2008) ^LTกZ���L��WIก�������������V�]�ก��C�ก��C���VL�IX�	��]��T�CJ��N�
�ก�� \L������S

�Z����@�ก�e
� 
     ������V�]�ก��C�ก  =               @.�.
T�ก�T�Jก
�  4 ������C�	��     +        @.�.
T�ก�T�Jก
� 8 ������C�	�� 

                   @.�.����IX
��@��N���RC��ก (4 ���)             @.�.����IX
��@��N���RC�AL�T�� (8 ���) 
 

     2.3 ก������7��ก���������G�
������
���4�KPG����
� 
�Z����VL�IXa���ก�����
�NLT��LI��V���@Z���� 2 ���VL ��@A���C]��RZ�ก��X�J��L��
R�J����
� 10 µL ������N� d         

�JU�������� 10 ���I �	
X��T�CLI��V����IXa����C���VL ����Z��RZ��IX^LT 2 µL ^J
��@LI��V��� LT�����กก����C�I��_V��_���
\L�]�T��NNก���	�X�J�����LI��V���LT���A���e�� 63 �C���_��_I�� �JU�������� 60 ���I @�ก��R��N�CLI��V����IXa���ก��
�	�X�J�������T��JU���C���� ������ก�Z�^J
��@��Na�a��
��CLI��V���N� 3% agarose gel ]���������  1x TAE 
ก����^��Y��C�IX 100 \��
�  �IX�A���e���T�C �T��LT�����W��LI��\N�^�L���T��T� 0.5 ^�\��ก���
���������
� ���CLe�@�
���]
T��C���
��^�\���
LT�����
X�C UV Transilluminator ��������IX��C�Z�^J
��@��Nก����
�C��C��CLI��V��� \L�
ก���
�� cyber green J����
� 15 µL ��T��Z�^J���CLeก����
�C��C���]
T��C���
��^�\���
LT�����
X�C UV 
Transilluminator �����LI��ก�� 
     2.4 ก���G����FM	
���Q� 


��@��N����C�ก��C���VL	��WA��
Cก���IX�	��]��T�CJ[�N�
�ก�� \L��A����N���VL@Z���� 3 _RZ�d �� 50 ���VL 
��T�J������a���C����C�ก���C�	����
X����A 4 ��� 8 ��� \L�ก��
��@��N
T�ก�T��IXC�กJก
���������������V�]�ก��
C�ก��C���VL (ISTA, 2008) ��������������J�J��� (Analysis of variance) 
���a�ก���L��C�NN CRD ���
�J�I�N��I�N�����
ก
��C��C������IX�LT�� least significant different (LSD) \L�]�T\J��ก�������������C�S�
� SAS 
(statistical analysis  system version 9.1) 
 
3.  P�ก��4������F�G����	 

3.1 ก������7��ก���������G�
������
���4�KPG����
� 
@�ก Figure 1 ���C�IX 1 �
� 
����N�A��IX�JU��N (NTC) \L�]�T�RZ�ก��X�J��L��
R��JU�
����N�A� ���C�IX 2 �
� 
����N�A�

N�ก (PTC) _fXC]�T plasmid DNA �JU�
����N�A� ���C�IX 3 �
� 
����N�A�ก���L��C (T0) ������C�IX 4 �
� 
������CLI��V���
�IX
��@��N (T1) _fXC^LT@�กก���T�CLI��V����IXa����C���VL�IXSeก���
�NLT��LI��V��� @�กก���L��C��
X��Z�^J
��@��Na�a��

��CLI��V���N� 3% agarose gel ]��������� 1x TAE ก����^��Y��C�IX 100 \��
� �IX�A���e���T�C �T��LT�����W��LI��\N�^�L�

....... 
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��T��T� 0.5 ^�\��ก���
���������
� ��T����CLe�@����]
T��C���
��^�\���
LT�����
X�C UV Transilluminator 	N����I�SN
J��ก[�IX PTC ��� S _fXC�JU��SN�IX�I��ก������
��ก�� _fXC�JU�^J]���C�LI��ก��ก�Nก����
�C��C��CLI��V��� @fC�Z�]�T��V�
���ก�����
�N���VL	��WA��
Cก��LT��LI��V����IXa����C���VL��R� �ILI��V������
�N
�L��e��IXa�����VL ��������S
��@��N^LT 
L�C��R�ก�����
�N���VL	��WA�LT��LI��V���@fCN�CN�กSfC��ก��ก�����C���VL	��WA� JY�Cก��ก��J���J� �����NA�����JU�
�@T���C�
���N�����^LT (Figure 1 ��� Figure 2) �����LI��ก��ก�N JK����กL�M (2552) ^LT�fก��LI��V���N�ก��ก��ก���
�Z����Nก�����
�N���VL	��WA�����
����	��WA��IL���	�� 1 ���ก��
��@��LLT���I��_V�
��_��� 	N�����	�����VL	��WA��IX
���
�NLT��LI��V���������R��IX
��@��N	N\���กA���CLI��V���N�ก��ก��ก��� ��ก@�ก�IR��C�Iก���Z����\�\��I�Z����N
WA�ก�@���VL	��WA���]�T ^LT�ก� Audio MarQ _fXC���
X�C�
�]�T
��@��N�����JU��@T���C���VLLT����I�C \L����VL
T�Ca���
ก�����
�NLT������IX�JU����
X�C���� (marker) ��CN�������R� d �����S
��@��Na���	���
�ก ก��L�� SACก����N 
�����C�����S
��@��N���VL�LIX��d ���CJ�eก]��J�C^LT���SfC 8 ��JL��� (�������	
���� ����ก�
� 
������������ก�
����
��, 2551) 
 

                                                                  NTC PTC T0  T1 

 
 
Figure 1 Gel electrophoresis of DNA coated on cucumber seed. (NTC: negative control, PTC: positive 

control,     T0: control, T1: sample) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Fluorescence of DNA coated on cucumber seed. (NTC: negative control, PTC: positive control,              

T0: control, T1: sample). 

   NTC        PTC           T0             T1 
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3.2 ก������7�����V�����
������	M���ก����������������
���  
@�กก��
��@��N����C�ก��C���VL	��WA��
Cก�����C@�ก���
�N���VLLT��LI��V��� 	N��� ���VL	��WA��IXa���

ก�����
�NLT�� gelatin �	I�C����C�LI�� ������VL	��WA��IX���
�NLT�� gelatin ����ก�NLI��V��� ^���Ia�
������C�ก��C
���VL	��WA���
X���I�Nก�N���VL	��WA��IX^��^LT���
�N��� ������VL	��WA��IX���
�NLT�� gelatin ����ก�NLI��V����I����C�ก��C
���VL	��WA��	�X��fR� �
�^��	N�����
ก
��Cก����C�S�
� ����������V�]�ก��C�ก��C���VL��R� 	N����JU�^J]���C�LI��ก��
ก�N�J����_V�
�����C�ก��C���VL�IX
��@��N���C@�กก�����
�N���VL	��WA��
Cก��LT��LI��V��� ���^��	N�����
ก
��C
��C�S�
������LI��ก�� (Table 1) ��L��T�Cก�NC���L��C��C Ming et al. (2004) �IX^LT	N���ก�����
�N���VL	��WA�
�
Cก��^���Ia�
������C�ก��C���VL���@Z������C
T�ก�T� �����LI��ก��ก�N WI���กL�M ��� J�����A� (2552) �IX���C�����
ก�����
�N���VL	��WA��
Cก��^���Ia�
������C�ก���������V�]�ก��C�ก��C���VL	��WA� ��
X�C@�ก��ก���	
R�a���J�
�ก
��C���VL	��WA��
Cก���IX��I�N����
X� ��@�Ia�
��J�����W���	ก���fL�ก����C������
�N _fXC������
�N��@@���AL
��ก����
������^LTC��� @fC�Z�]�T���VL�
Cก���IX���
�N���^�����
�N�I��
��ก��LeL�RZ��IX]ก�T��I�Cก�� �Z�]�T�ก�L
ก��N��ก��
��Cd ���]����VL ���� ก��LeL�RZ���C\J�
I� ก���J�IX���J�C��C\��C��T�C
��Cd ���]��_��� ก�����]@ 
ก����C����������\���กA�]�O����ก���
L
����C�_��� �ก�Lก���J�IX���J�C^J�e���V�N��\��IX�I����N���_f��eC ����ก�Lก��
���
X���T�����������]����VL @���T��e�ก��N��ก��C�ก����@��O�
�N\
 (Bewley and Black, 1985) ^LT^���
ก
��Cก��
������C���VL	��WA��IX���
�N���^�����
�N��� 

 
Table 1 Seed germination (%) and speed of germination under laboratory conditions of cucumber seed after 

DNA coated. 
Treatment Seed germination (%) Speed of germination 

Non-coated 70.00 17.41 
Gelatin coated 64.66 15.41 
Gelatin with DNA coated 73.33 18.08 
F-test ns ns 
CV (%) 13.69 14.43 
ns: nonsignificant 

 
4.  7��EP�ก��4���� 

 ก�����
�N���VL	��WA�LT��LI��V����CN�a�����VL�JU�ก����T�C�����JU���ก��ก�����C���VL	��WA� �Z�]�T�����S

��@��N���VL	��WA��NN�T��ก��NSfC����Ca��
 ���L	
� ���L	��WA� ��NA�����JU��@T���C���VL	��WA���C�
���N����� ���
JY�Cก��ก��J���J����VL	��WA�^LT \L���	�����VL	��WA��IX�JU����	��WA�	����� _fXCก�����
�N���VL	��WA�LT��LI��V���^���Ia�

������C�ก���������V�]�ก��C�ก��C���VL	��WA� 
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