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สารบัญภาพ 

  หนา้ 
ภาพที4 1 ภาพถ่ายเจลภายใตแ้สง UV ของลกัษณะของแถบดีเอ็นเอที4เกิดขึJนจากการใช้

เครื4องหมายโมเลกุล Glu-23 ตรวจสอบยโีนไทป์ของตน้ขา้ว (M) คือแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp ladder (1) ตน้ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 ที4มียีโนไทป์เป็น wxwx 
(2) ตน้ขา้ว F1 ที4มียีโนไทป์เป็น Wxwx และ (3) ตน้ขา้วเจา้พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 
105 ที4มียโีนไทป์เป็น WxWx 
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ภาพที4 2 ลกัษณะเมล็ดขา้วสารของพนัธ์ุขา้วในโครงการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาว
ดอกมะลิ 105 ให้เป็นขา้วเหนียวดว้ยวิธีผสมกลบัโดยใช้เครื4องหมายโมเลกุล
ช่วยในการคดัเลือก (a) ขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาวดอกมะลิ 105 และ (b) ขา้วเหนียวพนัธ์ุ 
กข 6 ที4ใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุ ส่วน (c) สายพนัธ์ุขา้วเจา้ (WxWx) และ (d) 
สายพนัธ์ุขา้วเหนียว (wxwx) ที4ไดจ้ากการปรับปรุงพนัธ์ุ 
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ภาพที4 3 แสดงขนาดแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง UV เพื4อเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอจาก
ผลผลิต PCR เมื4อใช ้ ESP, IFAP, INSP และ EAPA ซึ4 งเป็นเครื4องหมายโมเลกุล
ยีนหอมของขา้ว (fragrance gene) (Bradbury et al., 2005) เป็นไพรเมอร์ และมี
ดีเอน็เอแม่พิมพ ์คือ ดีเอน็เอของขา้วพนัธ์ุต่างๆ ถา้ขา้วพนัธ์ุใดมีอลัลีลหอม (fgr) 
จะมีแถบดีเอน็เอขนาด 257 bp แต่ถา้ขา้วที4ไม่มีอลัลีล หอม (Fgr) จะไม่มีแถบดี
เอ็นเอขนาด 257 bp  โดยที4 M คือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder พบวา่
เลนที4 1 คือแถบดีเอ็นเอของขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6, เลนที4 3 ขา้วสายพนัธ์ุ 
BC3F1-51-501-6211, เลนที4 4 ขา้วสายพนัธ์ุ BC4F1-51-501-6211-2320,  เลนที4 5 
ขา้วสายพนัธ์ุ BC5F1-51-501-6211-2320-414, เลนที4 6 สายพนัธ์ุ BC3F3-51-501-
6211-1955 (hd1hd1),  เลนที4 7 ขา้วสายพนัธ์ุ BC3F3-51-501-6211-2008, เลนที4 
8 ขา้วสายพนัธ์ุ BC3F1-84-448-7237 และเลนที4 11 ขา้วเจา้หอมพนัธ์ุปทุมธานี 1 
มีอลัลีลหอม (fgr) เพราะมีแถบดีเอ็นเอขนาด 257 bp แต่เลนที4 2 คือขา้วพนัธ์ุ 
Taichung 65  เลนที4 9 ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 10 และเลนที4 10 ขา้วเหนียวพนัธ์ุสัน
ป่าตอง 1 ไม่มีอลัลีล หอม (fgr) จึงไม่มีแถบดีเอน็เอขนาด 257 bp 
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----------------------------------------- 
บทคัดย่อ 

ประเทศไทยมีพืIนทีKปลูกขา้วทัIงหมด 57 ลา้นไร่ เป็นพืIนทีKปลูกขา้วเหนียว 18 ลา้นไร่ซึK งคิด
เป็น 31 % ของพืIนทีKปลูกขา้วทัIงหมด. พนัธ์ุขา้วเหนียวไม่ไวต่อช่วงแสงตน้เตีIยทีKชาวนานิยมปลูกมี
เพียง 3 พนัธ์ุ ได้แก่ ขา้วเหนียวพนัธ์ุ สันป่าตอง 1  กข 10 และแพร่ 1 ในขณะทีKขา้วเจา้พนัธ์ุดีมี
มากมาย ดังนัIนโครงการนีI มีวตัถุประสงค์เพืKอนําข้าวเจ้าพนัธ์ุดีจาํนวน 2 พนัธ์ุ คือ ข้าวเจา้พนัธ์ุ 
ชยันาท 80 และ สุพรรณบุรี 1ซึK งมีผลผลิตสูง ตน้เตีIย ไม่ไวต่อช่วงแสง ตา้นทานต่อโรคและแมลงทีK
สําคญัของขา้ว มาเป็นพนัธ์ุรับ เพืKอปรับปรุงพนัธ์ุให้เป็นขา้วเหนียวหอมด้วยวิธีผสมกลบัโดยใช้
เครืKองหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือกซึK งเป็นการคดัเลือกในระดบัยีโนไทป์หรือยีนทาํให้การ
คดัเลือกมีความถูกตอ้ง แม่นยาํ และช่วยลดระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธ์ุให้สัIนลง การทดลองเริKม
จากในฤดูแรกผลิตเมล็ด F1 โดยผสมขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และชยันาท 80 ซึK งใชเ้ป็นพนัธ์ุรับ 
กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 ซึK งใชเ้ป็นพนัธ์ุรับ ผลการทดลองพบวา่ผลิตเมล็ด F1 ของคู่ผสมระหวา่ง 
ชยันาท 80 กบั กข6 ไดจ้าํนวน 19 เมล็ด ส่วนคู่ผสมระหวา่ง สุพรรณบุรี 1 กบั กข6 ไดจ้าํนวน 82 
เมล็ด ในฤดูทีK 2 ผลิตเมล็ด BC1F1 ของคู่ผสมขา้วเจา้ชยันาท 80 กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6 ไดจ้าํนวน
57 เมล็ด และผลิตเมล็ด BC1F1 ของคู่ผสมขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6 ได้
จาํนวน 147 เมล็ด ฤดูทีK 3 ผลิตเมล็ด BC2F1 ของคู่ผสม ชยันาท 80 x กข6 ไดจ้าํนวน 24 เมล็ด และ
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สุพรรณบุรี 1 x กข6 จาํนวน  97 เมล็ด และในฤดูทีK 4 ผลิตเมล็ด BC3F1 ของคู่ผสม ชยันาท 80 x กข6 
จาํนวน 32 เมล็ด และสุพรรณบุรี 1 x กข6 จาํนวน  226 เมล็ด นอกจากนีIพบวา่ background markers 
จาํนวน 8 ตาํแหน่งทีKสามารถแยกความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างข้าวเจ้าพนัธ์ุชัยนาท 80 
กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6 ได ้และ background markers จาํนวน 7 ตาํแหน่งทีKสามารถแสดงความ
แตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่งขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6 ได ้ 

 
คาํสาํคญั : ขา้วเหนียว, ขา้วเจา้, ผสมกลบั และเครืKองหมายโมเลกลุ 
 

ABSTRACT 

       
Thailand has about 57 million rais of land grown to rice, 18 million of which have been 

planted to glutinous rice, comprising about 31% of the total area. There have only been about 3 
rice varieties which farmers preferred to cultivate: Sanpatong 1, RD6 and Phrae 1 among the 
many good varieties of non-glutinous rice varieties, This project aimed to use two good glutinous 
rice varieties (Chainat 80 and Suphanburi 1) which are high yielding, dwarf, non-photoperiod 
sensitive and high resistance to disease and pests which are considered important characteristics 
of the rice plant as receiver plant in order to improve the rice varieties to become sweet glutinous 
by molecular marker-assisted backcrossing to select genotypes or genes that would lead to proper 
selection of recurrent parents and at the same time, reduce the time period of improvement. The 
experiment was started initially with the production of F1 seeds by crossing Suphanburi 1 and 
Chainat 80 which were used as donor parents with glutinous RD6 as recurrent parents. Results 
showed that 19 F1 seeds were produced by the cross between Chainat 80 and RD 6 while 82 seeds 
resulted from the cross between Suphanburi 1 and RD6. In the second planting season, 57 BC1F1 
seeds resulted from the cross between non-glutinous Chainat 80 and glutinous RD6 while 147 
seeds were produced from the cross between non-glutinous Suphanburi 1 and glutinous RD6. In 
the third planting season produced BC2F1 seeds from the cross between Chainat 80 x RD6 and 
Suphanburi 1 x RD6 result showed that 24 and 97 seed respectively. Finally in fourth planting 
season, 32 BC3F1 seeds resulted from the cross between non-glutinous Chainat 80 and glutinous 
RD6 while 226 seeds were produced from the cross between non-glutinous Suphanburi 1 and 
glutinous RD6. Aside from these, results also showed that 8 background markers were located in 
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loci positions which could separate the genetic differences between non-glutinous Chainat 80 and 
glutinous RD6 and 7 background markers which were able to show the genetic difference 
between non-glutinous Suphanburi 1 and RD6. 
 
Key words:  glutinous rice, non-glutinous rice and molecular markers0 
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คํานํา (Introduction) 

 
ประเทศไทยมีพื�นที�ปลูกขา้วทั�งหมด 57 ลา้นไร่ เป็นพื�นที�ปลูกขา้วเจา้ 39 ลา้นไร่ คิดเป็น 

69 % และเป็นพื�นที�ปลูกขา้วเหนียว 18 ลา้นไร่ คิดเป็น 31 % ของพื�นที�ปลูกขา้วทั�งหมด พนัธ์ุขา้ว
เจา้ที�มีพื�นที�ปลูกมากที�สุด คือ พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 เป็นขา้วไวแสงมีพื�นที�ปลูก 18 ลา้นไร่คิดเป็น 
31 % ของพื�นที�ปลูกขา้วทั�งหมด  นอกจากนี�ยงัมีพนัธ์ุขา้วเจา้พนัธ์ุดีจาํนวนมากที�มีผลผลิตสูง ไม่ไว
ต่อช่วงแสงจึงปลูกไดท้ั�งนาปีและนาปรัง มีความตา้นทานต่อโรค และแมลงศตัรูขา้ว เช่น ขา้วเจา้
พนัธ์ุ สุพรรณบุรี 1, สุพรรณบุรี 2, สุพรรณบุรี 3, สุพรรณบุรี 60, สุพรรณบุรี 90, ปทุมธานี 1, 
ปทุมธานี 60, ชยันาท 1, ชยันาท 80 และ กข 39 ฯ ซึ� งพนัธ์ุขา้วเจา้เหล่านี� ไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุ 
และผ่านการทดสอบสายพนัธ์ุตามหลกัวิชาการจากกรมการขา้วมาเป็นอย่างดี จึงทาํให้ชาวนาที�
ปลูกขา้วเจา้มีโอกาสที�จะเลือกพนัธ์ุขา้วเจา้ที�จะปลูกให้เหมาะสมกบัสภาพพื�นที�ของตนได ้ ส่วน
พนัธ์ุขา้วเหนียวที�มีพื�นที�ปลูกมากที�สุด คือ ขา้วเหนียวพนัธ์ุ  กข 6 เป็นขา้วไวแสงมีพื�นที�ปลูก 15 
ลา้นไร่ คิดเป็น 83 % ของพื�นที�ปลูกขา้วเหนียวทั�งหมด  และคิดเป็น 26  % ของพื�นที�ปลูกขา้ว
ทั�งหมดของประเทศ ขา้วเหนียวที�มีพื�นที�ปลูกรองจากพนัธ์ุ กข 6 คือ กข 10 เป็นขา้วเหนียวไม่ไว
แสงมีพื�นที�ปลูก 2 ลา้นไร่ซึ� งคิดเป็น 11 % ของพื�นที�ปลูกขา้วเหนียวทั�งหมด  ส่วนขา้วเหนียวพนัธ์ุ
อื�นๆ  มีพื�นที�ปลูกเพียงร้อยละ 6 ของพื�นที�ปลูกขา้วเหนียวทั�งหมด  พนัธ์ุขา้วเหนียวอื�นๆ ไดแ้ก่ ขา้ว
เหนียวสันป่าตองเป็นขา้วไวแสง  กข 8  เป็นขา้วไวแสง  ส่วนขา้วเหนียวแพร่ 1 และสันป่าตอง 1 
เป็นพนัธ์ุไม่ไวต่อช่วงแสง และพนัธ์ุพื�นเมืองเป็นขา้วไวต่อช่วงแสง   (กรมวชิาการเกษตร, 2546) 

ชาวนาส่วนใหญ่ในเขตภาคเหนือ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือจะปลูกขา้วเหนียวพนัธ์ุ 
กข 6 ไวเ้พื�อบริโภค เนื�องจากเป็นพนัธ์ุขา้วเหนียวที�ขา้วสุกอ่อนนุ่ม  และมีกลิ�นหอม แต่ขา้วเหนียว
พนัธ์ุ กข 6 เป็นขา้วที�ไวต่อช่วงแสงจึงปลูกไดเ้ฉพาะฤดูนาปีเท่านั�นไม่สามารถปลูกในฤดูนาปรังได ้ 
นอกจากนี�ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 ไม่ตา้นต่อโรค และแมลงส่วนใหญ่ของขา้ว  พนัธ์ุขา้วเหนียวที�ไม่
ไวต่อช่วงแสงที�ชาวนานิยมปลูกไวข้ายมีเพียง 3 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ ขา้วเหนียวพนัธ์ุ สันป่าตอง 1,  กข 10 
และแพร่ 1 ดงันั�นชาวนาที�ปลูกขา้วเหนียวจึงขาดแคลนพนัธ์ุขา้วเหนียวที�มีผลผลิตสูง ไม่ไวต่อช่วง
แสง ตน้เตี�ย และมีความตา้นทานต่อโรคและแมลงของขา้ว 

ในอดีตมีการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวทาํโดยการฉายรังสี เช่น นาํเมล็ดขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาว
ดอกมะลิ 105 และ กข 1 มาฉายรังสีเพื�อชกันาํให้เกิดการกลายพนัธ์ุ และปลูกคดัเลือกจนไดข้า้ว
เหนียวพนัธ์ุดี คือ กข 6 และ กข 10  ตามลาํดบั ใชร้ะยะเวลาในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวเหล่านี�
พนัธ์ุละ 12 ปี จึงจะไดข้า้วเหนียวพนัธ์ุดีออกมาสู่เกษตรกร ส่วนการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวพนัธ์ุ 
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แพร่ 1 และ สันป่าตอง 1 ใชก้ารปรับปรุงแบบดั�งเดิม ใชเ้วลาปรับปรุงพนัธ์ุนานถึง 19 และ 16  ปี
ตามลาํดบั  ดงันั�นการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวแต่ละพนัธ์ุใชเ้วลาเฉลี�ย 15 ปี (ตารางที� 1) 
 
ตารางที� 1 แสดงระยะเวลาที�ใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ขา้วเหนียวของประเทศไทย 
 

ขา้วเหนียวพนัธ์ุ พ.ศ. ที�เริ�มปรับปรุง พ.ศ.ที�รับรองพนัธ์ุ ร ะ ย ะ เ ว ล า ที� ใ ช้ ใ น ก า ร
ปรับปรุงพนัธ์ุ (ปี) 

กข 6 2508 2520 12 
กข 10 2512 2524 12 
แพร่ 1 2518 2537 19 
สันป่าตอง 1 2527 2543 16 
เฉลี�ย - - 15 

แหล่งที�มา กรมการขา้ว 2552 
 

เนื�องจากในปัจุบนัการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วสามารถใชค้วามรู้ทางพนัธุศาสตร์โมเลกุล เช่น 
เครื�องหมายโมเลกุล (molecular marker) มาช่วยในการคดัเลือก เป็นการคดัเลือกในระดบัยีโนไทป์
หรือยนี ไม่ใช่คดัเลือกฟีโนไทป์ที�มีผลจากสภาพแวดลอ้มเขา้มาเกี�ยวขอ้งเหมือนการปรับปรุงพนัธ์ุ
อยา่งดั�งเดิม  การใช้เครื�องหมายโมเลกุลมาช่วยในการคดัเลือกยีโนไทป์ทาํให้การคดัเลือกมีความ
แม่นยาํ และถูกตอ้งมากยิ�งขึ�น รวมทั�งยงัเป็นการช่วยลดระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธ์ุใหส้ั�นลง 

โครงการวิจัยนี� “การปรับปรุงข้าวพันธ์ุเหนียวหอมจากข้าวเจ้าด้วยวิธีผสมกลับโดยใช้

เครื�องหมายโมเลกุลช่วยในการคัดเลือก”  เลือกจะนาํขา้วเจา้พนัธ์ุดีจาํนวน 2 พนัธ์ุ คือ ขา้วเจา้พนัธ์ุ 
สุพรรณบุรี 1 และชัยนาท 80 มาปรับปรุงพนัธ์ุให้เป็นขา้วเหนียวหอมด้วยวิธีผสมกลบัโดยใช้
เครื�องหมายโมเลกุลมาช่วยในการคดัเลือก สาเหตุที�เลือกขา้วเจา้พนัธ์ุ สุพรรณบุรี 1 และ ชยันาท 80 
มาเป็นพนัธ์ุรับ เพื�อปรับปรุงให้เป็นขา้วเหนียว เพราะขา้วเจา้ทั�ง 2 พนัธ์ุมีผลผลิตสูง ตน้เตี�ย ไม่ไว
ต่อช่วงแสง และมีลกัษณะที�สาํคญัอีกอยา่งหนึ�ง คือ ตา้นทานต่อโรคและแมลงที�สําคญัของขา้ว ซึ� ง
ลกัษณะตา้นทานต่อโรค และแมลงนี�  มีความสาํคญัมาก เพราะการปรับปรุงพนัธ์ุในลกัษณะนี�ทาํได้
ยากตอ้งใชร้ะยะเวลานาน  และในอนาคตปัญหาโรคแมลงของขา้วก็จะกลายเป็นปัญหาสําคญัของ
การปลูกขา้ว นอกจากนี� ขา้วเจา้พนัธ์ุ ชยันาท 80 เป็นขา้วที�มีอายุสั�นเพียง 99 วนัเมื�อปลูกในฤดูนา
ปรัง ซึ� งจะทาํให้ไดพ้นัธ์ุขา้วเหนียวที�มีอายุสั� น ซึ� งจะทาํให้เกษตรกรสามารถปลูกขา้ว หรือพืชอื�น
ในนาไดม้ากครั� งยิ�งขึ�น เมื�อพนัธ์ุขา้ว สุพรรณบุรี 1 และ ชยันาท 80 ถูกปรับปรุงพนัธ์ุดว้ยวิธีผสม
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กลบัโดยใชเ้ครื�องหมายโมเลกุลช่วยคดัเลือก ก็จะยงัคงลกัษณะอื�นๆ ของพนัธ์ุเดิมไว ้ยกเวน้เปลี�ยน
จากขา้วเจา้ไม่หอม เป็น ขา้วเหนียวหอม 

สาเหตุที�เลือกวิธีปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเจ้าให้เป็นขา้วเหนียวหอมด้วยวิธีผสมกลบั โดยใช้
เครื�องหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือก เพราะวิธีนี� จะทาํให้ไดส้ายพนัธ์ุขา้วเหนียวที�มีพนัธุกรรม
ทั�งหมดเหมือนกับพนัธ์ุข้าวเจ้าพนัธ์ุเดิม (สุพรรณบุรี 1 และ ชัยนาท 80) แสดงว่ายงัคงรักษา
ลกัษณะผลผลิตสูง ตา้นทานต่อโรคและแมลงไว ้ยกเวน้เปลี�ยนเฉพาะยีโนไทป์ WxWx FgrFgr ที�
มีฟีโนไทป์เป็นขา้วเจา้ไม่หอม กลายเป็นขา้วเหนียวหอมที�มียีโนไทป์เป็น wxwx fgrfgr นอกจากนี�
การใชเ้ครื�องหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือกช่วยยน่ระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วไดถึ้ง 3-7 
ปี ซึ� งถา้โครงการนี�ประสบผลสาํเร็จจะเป็นแนวทางใหม่ที�สามารถใชป้รับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวพนัธ์ุ
ดีซึ� งจะเป็นประโยชน์อยา่งมากต่อชาวนาที�ปลูกขา้วเหนียว 
 

วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1. สร้างสายพนัธ์ุขา้วเหนียวหอมจาํนวน 2 สายพนัธ์ุจากขา้วเจา้พนัธ์ุดี คือ พนัธ์ุสุพรรณบุรี 

1 และชยันาท 80 ดว้ยวธีิผสมกลบัโดยใชเ้ครื�องหมายโมเลกุลช่วยคดัเลือก 
 

ขอบเขตของโครงการวจัิย 
ขอบเขตการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และชยันาท 80 ให้เป็นขา้วเหนียว

หอมดว้ยวิธีผสมกลบัโดยใชเ้ครื�องหมายโมเลกุลช่วยคดัเลือก ทาํโดยใชข้า้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 
และชยันาท 80 เป็นพนัธ์ุรับ (recurrent parent) และมีพนัธ์ุขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 เป็นพนัธ์ุให ้
(donor parent) อลัลีลดอ้ย wx ที�ควบคุมใหข้า้วเป็นขา้วเหนียว และ อลัลีลดอ้ย fgr ที�ควบคุมให้ขา้ว
หอม target gene คือ อลัลีลดอ้ย wx และอลัลีลดอ้ย fgr เครื�องหมายโมเลกุลที�ใชค้ดัเลือก Wx/wx คือ
ไพรเมอร์ Glu-23 (Wanchana et al., 2003) เครื�องหมายโมเลกุลที�ใชค้ดัเลือก Fgr/fgr คือไพรเมอร์ 
ESP, IFAP, INSP และ EAPA (Bradbury et. al., 2005) ซึ� งไพรเมอร์ทั�ง 2 ตาํแหน่งมีเรียบร้อยแลว้ 
แต่ยงัตอ้งหา flanking marker 1 และ 2 ที�ขนาบอยู่ทั�ง 2 ขา้งของยีน Wx/wx และ Fgr/fgr เพื�อ
ป้องกนัไม่ให้ยีนอื�นๆ ที�ไม่ตอ้งการติดมากบั target gene และหา background marker เป็นชนิด 
SSR marker อีกประมาณ 60 ตาํแหน่ง เฉลี�ย 5 ตาํแหน่ง/โครโมโซม เพื�อใชค้ดัเลือกหาตน้ BCnFn ที�
มีพนัธุกรรมเหมือนพนัธ์ุรับมากที�สุด ขั�นตอนโดยยอ่เริ�มจากการผลิตเมล็ด F1 ระหวา่งขา้วเจา้พนัธ์ุ
สุพรรณบุรี 1 กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 และขา้วเจา้พนัธ์ุชยันาท 1 กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6   การ
คดัเลือกตน้ F1  ผลิตเมล็ด BC1F1  คดัเลือกตน้ BC1F1 ดว้ยเครื�องหมายโมเลกุล ผลิตเมล็ด BC2F1  
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คดัเลือกตน้ BC2F1 ดว้ยเครื�องหมายโมเลกุล และ ผลิตเมล็ด BC3F1  ซึ� งในโครงการนี� จะหยุดลงใน
ขั�นตอนนี�   และจะขอโครงต่อจนทาํสาํเร็จ 
 

ทฤษฎ ีสมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 
ลกัษณะความเป็นขา้วเจา้ และขา้วเหนียวถูกควบคุมดว้ย waxy gene (Wx/wx) ซึ� งอยูบ่น

โครโมโซมที� 6 อลัลีลเด่น Wx ควบคุมความเป็นขา้วเจา้ และอลัลีลดอ้ย wx ควบคุมความเป็นขา้ว
เหนียว เนื�องจากมีความแตกต่างกนัระหวา่งอลัลีลเด่น Wx กบั     อลัลีลดอ้ย wx  คือ ในอลัลีลดอ้ย
พบมีการเพิ�มขึ�นของเบสจาํนวน 23 bp อีก 1 ชุดใน เอ็กซอนที� 2 แต่ไม่พบการเพิ�มนี� ในอลัลีลเด่น 
จึงมีการออกแบบไพรเมอร์ Glu-23 ให้เฉพาะกบั 23-bp duplication นี�  ซึ� งสามารถใช้ไพรเมอร์นี�
แยกความแตกต่างของอัลลีลด้อย wx ของข้าวเหนียว จากอัลลีลเด่น Wx ของข้าวเจ้าได ้
(glutinous/non-glutinous alleles) (Wanchana et al., 2003) 

เจตศรัณย ์และคณะ (2549) ซึ� งเป็นนกัศึกษาระดบัปริญญาโทของคณะผูว้ิจยั ศึกษาการ
ถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของลกัษณะความเป็นขา้วเจา้ และขา้วเหนียว โดยศึกษาอตัราส่วนฟีโน
ไทป์ และยีโนไทป์ในขา้วรุ่น F2 ซึ� งเกิดจากการผสมกนั ระหว่างขา้วเหนียว กบัขา้วเจา้ ได้แก่ 
คู่ผสมระหวา่งขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6 x ขา้วเจา้พนัธ์ุ Taichung 65, ขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาวดอกมะลิ 105  x 
ขา้วเหนียวพนัธ์ุ  กข6, ขา้วเจา้พนัธ์ุ ชยันาท 1 x ขา้วเหนียวพนัธ์ุ  กข6 และ ขา้วเจา้พนัธ์ุ ปทุมธานี 1 
x ขา้วเหนียว พนัธ์ุ กข6 พบวา่อตัราส่วนฟีโนไทป์ของเมล็ดขา้วรุ่น F2 เท่ากบั 3/4 ขา้วเจา้:1/4 ขา้ว
เหนียว และเมื�อศึกษาอตัราส่วนยีโนไทป์ของตน้ขา้วรุ่น F2 ของคู่ผสมขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 x ขา้ว
เจา้พนัธ์ุ Taichung 65 ด้วยไพรเมอร์ Glu-23 ซึ� งเป็นเครื�องหมายโมเลกุลที�สามารถแยกความ
แตกต่างของอลัลีลเด่น Wx จากอลัลีลดอ้ย wx  พบวา่อตัราส่วนยีโนไทป์ของตน้ขา้วรุ่น F2 เท่ากบั 
1/4 WxWx : 2/4 Wxwx : 1/4 wxwx  นอกจากนี� เมื�อนาํตน้ F2 จากคู่ผสมขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 x 
ขา้วเจา้พนัธ์ุ Taichung 65 ที�มียโีนไทป์เป็น WxWx ผสมตวัเองไดเ้มล็ด F3 เป็นขา้วเจา้ทุกเมล็ด เมื�อ
ผสมตวัเองตน้ F2 มียีโนไทป์เป็น wxwx ไดเ้มล็ด F3 เป็นขา้วเหนียวทุกเมล็ด  และเมื�อผสมตวัเอง
ตน้ F2 ที�มียีโนไทป์เป็น Wxwx ไดเ้มล็ด F3 มีอตัราส่วนฟีโนไทป์เท่ากบั 3/4 ขา้วเจา้ : 1/4 ขา้ว
เหนียว ดงันั�นอลัลีลเด่น Wx ข่ม อลัลีลดอ้ย wx อยา่งสมบูรณ์ สรุปวา่การถ่ายทอดทางพนัธุกรรม
ของลกัษณะความเป็นขา้วเจา้ และขา้วเหนียวเป็นไปตามกฎขอ้ที� 1 ของเมนเดล ดงันั�นลกัษณะ
ความเป็นขา้วเจา้ และขา้วเหนียวถูกควบคุมดว้ยยนีเพียง 1 ตาํแหน่ง 

ต่อมา เจตศรัณย ์(2550) ทาํการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาวดอกมะลิ 105 ให้เป็นขา้ว
เหนียวดว้ยวิธีผสมกลบัโดยใชเ้ครื�องหมายโมเลกุลช่วยคดัเลือก โดยใชไ้พรเมอร์ Glu-23 ช่วยใน
การคดัเลือก (ภาพที� 1) ไดข้า้วเหนียวสายพนัธ์ุ (wxwx) ที�มีพนัธุกรรมเหมือนขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาวดอก
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มะลิ 105 ยกเวน้เปลี�ยนจากขา้วเจา้ (WxWx) มาเป็นขา้วเหนียว (wxwx) (ภาพที� 2) และพบว่า
ผลผลิต และองคป์ระกอบผลผลิตของขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาวดอกมะลิ 105 เดิม กบั สายพนัธ์ุขา้วเหนียว 
(wxwx) ที�ไดจ้ากการปรับปรุงพนัธ์ุไม่แตกต่างกนั 

ดงันั�นวธีิการนี� จึงสามารถนาํไปประยุกตใ์ชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเจา้พนัธ์ุดีที�มีอยูอ่ยา่ง
มากมายของไทยใหเ้ป็นขา้วเหนียวพนัธ์ุใหม่ได ้

 
ภาพที� 1 ภาพถ่ายเจลภายใตแ้สง UV ของลกัษณะของแถบดีเอ็นเอที�เกิดขึ�นจากการใชเ้ครื�องหมาย
โมเลกุล Glu-23 ตรวจสอบยีโนไทป์ของตน้ขา้ว (M) คือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder (1) 
ตน้ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 ที�มียีโนไทป์เป็น wxwx (2) ตน้ขา้ว F1 ที�มียีโนไทป์เป็น Wxwx และ (3) 
ตน้ขา้วเจา้พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ที�มียโีนไทป์เป็น WxWx 
 

 

 
ภาพที� 2  ลกัษณะเมล็ดขา้วสารของพนัธ์ุขา้วในโครงการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเจา้พนัธ์ุ ขาวดอกมะลิ 
105 ให้เป็นขา้วเหนียวดว้ยวิธีผสมกลบัโดยใชเ้ครื�องหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือก (a) ขา้วเจา้
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พนัธ์ุ ขาวดอกมะลิ 105 และ (b) ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 ที�ใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุ ส่วน (c) สายพนัธ์ุ
ขา้วเจา้ (WxWx) และ (d) สายพนัธ์ุขา้วเหนียว (wxwx) ที�ไดจ้ากการปรับปรุงพนัธ์ุ 
 

เนื�องจากขา้วหอมเป็นที�นิยมบริโภคกนัอย่างกวา้งขวาง เช่นขา้วเจา้พนัธ์ุ   ขาวดอกมะลิ 
105 และขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6  ดงันั�นคณะผูว้ิจยัจึงตอ้งการปรับปรุงให้พนัธ์ุขา้วเหนียวที�จะไดจ้าก
โครงการวิจยันี� มีความหอมอยูด่ว้ย จากการตรวจเอกสารพบวา่ยีนหอม (fragrance gene, fgr) เป็น
รหสัพนัธุกรรมของเอ็นไซม ์aldehyde dehydrogenase 2 (BAD2) และยีนนี�ตั�งอยูบ่นโครโมโซมที� 
8  ยีนนี� ทาํให้เกิดความหอมในขา้ว Jasmine และ Basmati พบวา่พนัธ์ุขา้วไม่หอม (non-fragrant 
rice varieties) มี อลัลีลที�เป็นรหสัพนัธุกรรมของ BAD2 ที�ทาํงานไดป้กติ (functional allele) แต่
พนัธ์ุขา้วหอม (fragrant varieties) มีอลัลีลที�เป็นรหัสพนัธุกรรมของ BAD2 ที�ไม่ทาํงาน (non 
functional allele) เพราะเกิดการขาดหายของเบสจาํนวน 8 bp (eight base pair deletion) และ เกิด 
SNPs จาํนวน 3 ตาํแหน่งในเอก็ซอนที� 7 ของอลัลีลดงักล่าว  (three SNPs in exon 7) เป็นสาเหตุให้
เกิด premature stop codon จึงทาํให้เอนไซม ์ BAD2 ไม่ทาํงาน มีการออกแบบไพรเมอร์ ESP, 
IFAP, INSP และ EAPA ที�สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งอลัลีลเด่น Fgr ที�ทาํให้ขา้วไม่หอม 
จาก อลัลีลดอ้ย fgr ที�ทาํใหข้า้วหอม (Bradbury et al., 2005) 

คณะผูว้ิจยัได้ใช้ไพรเมอร์ ESP, IFAP, INSP และ EAPA ในการทาํ PCR เพื�อเป็น
เครื�องหมายโมเลกุลในการตรวจสอบสายพนัธ์ุขา้วที�ไดจ้ากโครงการปรับปรุงพนัธ์ุ กข 6 ให้ไม่ไว
ต่อช่วงแสง และมีดีเอ็นเอแม่พิมพ ์คือ ดีเอ็นเอของขา้วพนัธ์ุต่างๆ  ผลการทดลอง พบอลัลีลหอม 
(fgr) ในขา้วสายพนัธ์ุ BC3F1-51-501-6211 (เลนที� 3), BC4F1-51-501-6211-2320 (เลนที� 4), 
BC5F1-51-501-6211-2320-414 (เลนที� 5), BC3F3-51-501-6211-1955 (hd1hd1) (เลนที� 6), BC3F3-
51-501-6211-2008 (เลนที� 7) และ BC3F1-84-448-7237  (เลนที� 8) เช่นเดียวกบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 
6 (เลนที� 1) และขา้วเจา้หอมพนัธ์ุปทุมธานี 1 (เลนที� 11) ก็มียนีหอม เพราะมีแถบดีเอ็นเอขนาด 257 
bp แต่ขา้วเจา้พนัธ์ุ Taichung 65  (เลนที� 2), ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 10 (เลนที� 9) และสันป่าตอง 1 
(เลนที� 10) ไม่พบอลัลีลหอม นอกจากนี� เมื�อนาํเอาเมล็ดขา้วกลอ้งของขา้วสายพนัธ์ุ BC3F3-51-501-
6211-1955 (hd1hd1) (เลนที� 6), BC3F3-51-501-6211-2008 (เลนที� 7) ไปวิเคราะห์หาปริมาณสาร
หอม (2-acetyl-1-pyrroline, 2AP) โดยวิธี gas chromatography–mass spectrometry (GC–MS) ที�
ภาควชิาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่  พบสารหอมในขา้ว กข 6 ไม่ไวต่อช่วงแสง
ทั�ง 2 สายพนัธ์ุ ดงันั�นเครื�องหมายโมเลกุลนี�สามารถใหค้ดัเลือกตน้ขา้วที�มีอลัลีลหอม (fgr) ได ้
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ภาพที� 3  แสดงขนาดแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สง UV เพื�อเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอจากผลผลิต PCR 
เมื�อใช ้  ESP, IFAP, INSP และ EAPA ซึ� งเป็นเครื�องหมายโมเลกุลยีนหอมของขา้ว (fragrance 
gene) (Bradbury et al., 2005) เป็นไพรเมอร์ และมีดีเอ็นเอแม่พิมพ ์คือ ดีเอ็นเอของขา้วพนัธ์ุต่างๆ 
ถา้ขา้วพนัธ์ุใดมีอลัลีลหอม (fgr) จะมีแถบดีเอ็นเอขนาด 257 bp แต่ถา้ขา้วที�ไม่มีอลัลีล หอม (Fgr) 
จะไม่มีแถบดีเอน็เอขนาด 257 bp  โดยที� M คือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder พบวา่เลนที� 1 
คือแถบดีเอน็เอของขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6, เลนที� 3 ขา้วสายพนัธ์ุ BC3F1-51-501-6211, เลนที� 4 ขา้ว
สายพนัธ์ุ BC4F1-51-501-6211-2320,  เลนที� 5 ขา้วสายพนัธ์ุ BC5F1-51-501-6211-2320-414, เลนที� 
6 สายพนัธ์ุ BC3F3-51-501-6211-1955 (hd1hd1),  เลนที� 7 ขา้วสายพนัธ์ุ BC3F3-51-501-6211-2008, 
เลนที� 8 ขา้วสายพนัธ์ุ BC3F1-84-448-7237 และเลนที� 11 ขา้วเจา้หอมพนัธ์ุปทุมธานี 1 มีอลัลีลหอม 
(fgr) เพราะมีแถบดีเอ็นเอขนาด 257 bp แต่เลนที� 2 คือขา้วพนัธ์ุ Taichung 65  เลนที� 9 ขา้วเหนียว
พนัธ์ุ กข 10 และเลนที� 10 ขา้วเหนียวพนัธ์ุสันป่าตอง 1 ไม่มีอลัลีล หอม (fgr) จึงไม่มีแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 257 bp 
 

ดงันั�นการปรับปรุงพนัธ์ุให้ขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และชยันาท 80 ให้เป็นขา้วเหนียว
หอมด้วยวิธีผสมกลับโดยใช้เครื� องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกจึงจะทําให้สําเร็จโดยใช้
เครื�องหมายโมเลกุลเหล่านี�  
 

การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที�เกี�ยวข้อง 
 
การปรับปรุงพนัธ์ุโดยใช้เครื�องหมายโมเลกุลช่วยในการคัดเลอืก 

การปรับปรุงพนัธ์ุพืชแบบดั�งเดิม (conventional plant breeding) เนน้การคดัเลือกฟีโนไทป์
ที�ดีที�สุดในประชากรที�มีการกระจายตวัที�ไดม้าจากการผสมพนัธ์ุ ซึ� งประสบปัญหาวา่เกิดปฏิกิริยา
สัมพนัธ์ระหวา่งพนัธุกรรมและสภาพแวดลอ้ม (genotype x environment interaction ; G x E) 
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ประกอบกบัการคดัเลือก และการทดสอบฟีโนไทป์ตอ้งใช้เงินจาํนวนมาก และใช้เวลานาน การ
ปรับปรุงพนัธ์ุโดยใชเ้ครื�องหมายโมเลกุลมาช่วยคดัเลือก (marker-assisted selection; MAS) เน้น
การคัดเลือกที�ยีนไม่ใช่ฟีโนไทป์ ดังนั� นการคัดเลือกด้วยเครื� องหมายโมเลกุลไม่ ขึ� นกับ
สภาพแวดลอ้ม และสามารถคดัไดใ้นทุกช่วงอายุของพืช เนื�องจากการมี molecular marker และ 
genetic map เกิดขึ�นจึงทาํให้การใช้ MAS มีความเป็นไปได้ทั�งลกัษณะที�เป็นที�เชิงคุณภาพ 
(qualitative trait) และลกัษณะเชิงปริมาณ (quantitative trait loci)  (Francia et al., 2005) 

วิธีการปรับปรุงพนัธ์ุพืชแบบผสมกลบัแบบดั�งเดิม(conventional backcrossing) เป็นการ
ถ่ายทอดยนีที�ตอ้งการจากพนัธ์ุให ้(donor parent) ซึ� งส่วนใหญ่เป็นพนัธ์ุที�มีลกัษณะการเกษตรไม่ดี
ไปสู่พนัธ์ุรับ (recipient parent) ซึ� งเป็นพนัธ์ุดี (elite variety) เริ�มโดยผสมพนัธ์ุรับกบัพนัธ์ุให้เพื�อ
ผลิต F1  ต่อจากนั�นนาํ F1 ผสมกลบัไปหาพนัธ์ุรับ ตอ้งทาํการผสมกลบัไปหาพนัธ์ุรับถึง 6 ครั� ง จึง
จะไดเ้ปอร์เซ็นต์จีโนมของพนัธ์ุรับ เท่ากบั 99.2  จึงจะอยู่ในระดบัที�ยอมรับได ้พนัธ์ุที�ไดจ้ากการ
ปรับปรุงพนัธ์ุแบบผสมกลบัจะมีพนัธุกรรมเหมือนกบัพนัธ์ุรับยกเวน้ยีนในตาํแหน่งที�ตอ้งการ 
(target gene) ที�ไดม้าจากพนัธ์ุให ้(Allard, 1969) 

สําหรับวิธีการผสมกลบัโดยใช้เครื�องหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือก (marker-assisted 
backcrossing; MAB) (Frisch et al., 1999a) เมื�อเปรียบเทียบ MAB กบัวิธีการผสมกลบัแบบดั�งเดิม
พบวา่ การใช ้marker มาช่วยในการคดัเลือกจะช่วยเพิ�มประสิทธิภาพของวิธีผสมกลบัแบบดั�งเดิม
ได ้3 ประการ (1) บางลกัษณะการคดัเลือกดว้ยฟีโนไทป์ทาํไดย้าก การใช ้marker ที�ลิงคข์อง target 
gene ช่วยเพิ�มประสิทธิภาพ และความแม่นยาํของการคดัเลือก (2) marker ช่วยคดัเลือกตน้ BC ที�มี
ปริมาณจีโนมของพนัธ์ุรับสูง และ marker ช่วยคดัเลือกตน้ที�มี linkage drag ที�มีขนาดสั�นๆ และ (3) 
ในการถ่ายทอดยีนดอ้ย (recessive gene) ถา้ใชว้ิธีผสมกลบัแบบดั�งเดิมตอ้งทาํการผสมตวัเองเพิ�ม
อีกหนึ�งชั�วหลงัจากการผสมกลบัในแต่ละชั�ว แต่เมื�อใช ้marker ช่วยในการคดัเลือกไม่ตอ้งทาํการ
ผสมตวัเองในแต่ละชั�วของการผสมกลบัอีก (Francia et al., 2005) วิธีการผสมกลบัโดยใช้
เครื�องหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือกนั�น การคดัเลือกตน้ BCnF1 ที�ตอ้งการดว้ย marker มี 3 
ขั�นตอนคือ ขั�นตอนแรก ใช ้target marker คดัเลือกตน้ที�มียีนที�ตอ้งการ (target gene) โดยคดัเลือก
ตน้ที�มียีโนไทป์เป็น heterozygous สําหรับอลัลีลของพนัธ์ุรับ และอลัลีลของพนัธ์ุให้ ขั�นตอนที� 2 
ทาํการลดจาํนวนของยีนที�ไม่ตอ้งการที�ติดมาจากพนัธ์ุให้ (linkage drag) โดยใช ้flanking marker 
จาํนวน 2 ตาํแหน่งซึ� งขนาบอยู่ทั� งสองขา้งของยีนที�ต้องการ โดยคดัเลือกให้ marker ทั�งสอง
ตาํแหน่งเป็น homozygous สําหรับอลัลีลของพนัธ์ุรับ ขั�นตอนที� 3 ใช้ background marker ซึ� ง
กระจายอยู่ในตาํแหน่งต่างๆ (non target loci) ในจีโนมเพื�อคดัเลือกตน้ที�มียีโนไทป์เป็น 
homozygous สาํหรับอลัลีลของพนัธ์ุรับ  ซึ� งจะทาํใหไ้ดต้น้ที�มียโีนไทป์เหมือนพนัธ์ุรับมากที�สุดได้
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เร็วขึ�น (Newbury, 2003) Frisch et al. (1999b) รายงานวา่เมื�อ MAB ในกรณีที�มี target gene เพียง
หนึ�งตาํแหน่งจะสามารถลดจาํนวนครั� งของการผสมกลบัลงถึง 2-4 ชั�ว 
 
การปรับปรุงพนัธ์ุข้าว 
ประเทศ (2526) รายงานขั�นตอนการวจิยัใหไ้ดข้า้วพนัธ์ุดีมีดงันี�  

-การอนุรักษพ์นัธ์ุขา้ว (rice conservation) เพื�อเก็บรักษาขา้วพนัธ์ุดี และขา้วพนัธ์ุพื�นเมือง 
รวมทั�งพนัธ์ุขา้วที�นาํมาจากประเทศอื�นๆ เก็บรักษาไว ้เพื�อใช้เป็นเชื�อพนัธุกรรมสําหรับในการ
ปรับปรุงพนัธ์ุขา้วต่อไป 

-การผสมพนัธ์ุ (hybridization) การชักนาํให้เกิดการเปลี�ยนแปลงกรรมพนัธ์ุ (inducing 
mutation) และการคดัเลือก (selection)การผสมพนัธ์ุ เป็นการผสมระหวา่งขา้ว 2 พนัธ์ุหรือมากกวา่ 
เพื�อรวมเอาลกัษณะที�ตอ้งการเอามาไวใ้นตน้เดียวกนั เมื�อผสมพนัธ์ุแล้วจะไดเ้มล็ดชั�วแรก (F1)  
นาํไปปลูกเมื�อ F1 ผสมตวัเองไดเ้มล็ด F2 ต่อจากนั�นปลูกเมล็ด F2 แลว้ทาํการคดัเลือก แบบ bulk 
selection หรือ pedigree selection จะใชแ้บบใดขึ�นกบัลกัษณะที�ตอ้งการคดัเลือก การคดัเลือกทาํ
ตั�งแต่ F2-F6 ซึ� งลกัษณะที�ตอ้งคดัเลือกในชั�ว F6 คือ รูปแบบของทรงตน้ อายุ ความตา้นทานต่อโรค
แมลง และลกัษณะเมล็ด 

-การชกันาํใหเ้กิดการเปลี�ยนแปลงกรรมพนัธ์ุทาํใหพ้นัธ์ุขา้วที�ดีอยูแ่ลว้มีลกัษณะที�ตอ้งการ
เพิ�มขึ�น  โดยใชรั้งสีหรือ  สารเคมี การคดัเลือกทาํคลา้ยกบัการคดัเลือกขา้วลูกผสม 

-การศึกษาพนัธ์ุขั�นตน้ (observation) พนัธ์ุขา้ว F6 ที�คดัเลือกไว ้นาํไปปลูกสายพนัธ์ุละ 1-4 
แถว และตอ้งปลูกพนัธ์ุมาตรฐานเป็นพนัธ์ุเปรียบเทียบ ลกัษณะต่างๆ ที�ศึกษาคือ รูปแบบ ทรงตน้ 
ความตา้นทานโรคและแมลง อายุ และลกัษณะเมล็ด คดัเลือกสายพนัธ์ุที�ดีไว ้ทาํการปลูกและ
คดัเลือกอีก 2 ครั� งใน F7 และ F8 

-การเปรียบเทียบผลผลิตภายในสถานี (intra-station trial) นําสายพนัธ์ุที�ได้จากการ
คดัเลือกขั�นตน้มาจดัเป็นกลุ่มตามอายุและความสูง นาํมาทาํการปลูกเปรียบเทียบผลผลิตในสถานี 
โดยการทดลองหนึ� งๆ มีสายพนัธ์ุข้าวประมาณ 15-25 สายพนัธ์ุและตอ้งมีพนัธ์ุมาตรฐานด้วย 
ทาํการศึกษาถึงผลผลิต ขนาด คุณภาพของเมล็ด คุณภาพหุงตม้และรับประทาน 

-การเปรียบเทียบผลผลิตระหวา่งสถานี (inter-station trial) สายพนัธ์ุที�ไดจ้ากการคดัเลือก
จากการเปรียบเทียบผลผลิตภายในสถานี นาํมาจดัเป็นกลุ่มตามอายุและความสูง แลว้นาํไปปลูก
เปรียบเทียบผลผลิตตามสถานีต่างๆ พร้อมกนั ซึ� งไดข้อ้มูลการปรับตวัของสายพนัธ์ุขา้วเหล่านี� ใน
สภาพแวดลอ้มที�แตกต่างกนั  วธีิทดสอบทาํเหมือนการเปรียบเทียบผลผลิตภายในสถานี 
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-การเปรียบเทียบผลผลิตทอ้งถิ�น (regional  trial) สายพนัธ์ุที�ไดจ้ากการคดัเลือกจากการ
เปรียบเทียบผลผลิตระหว่างสถานี นาํมาจดัเป็นกลุ่มตามอายุและความสูง  แล้วนาํไปปลูก
เปรียบเทียบผลผลิตในแปลงนาของเกษตรกรตามทอ้งถิ�นต่างๆ ซึ� งพนัธ์ุที�ปลูกทดสอบในขั�นนี�คาด
วา่จะเป็นพนัธ์ุใหม่ ซึ� งไดข้อ้มูลการปรับตวัของสายพนัธ์ุขา้วเหล่านี� ในสภาพแวดลอ้มที�แตกต่าง
กนัวิธีทดสอบทาํเหมือนการเปรียบเทียบผลผลิตภายในสถานีสายพนัธ์ุขา้วที�มีผลผลิตสูงและมี
ลกัษณะที�ดี ซึ� งได้จากการเปรียบเทียบผลผลิตระดบัทอ้งถิ�น จะเสนอให้คณะกรรมการพิจารณา
พนัธ์ุของกรมวชิาการเกษตรพิจารณาวา่สมควรจะส่งเสริมใหเ้กษตรกรปลูกหรือไม่ 
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วธีิการดําเนินการวจัิย และสถานที�ทาํการทดลอง/เกบ็ข้อมูล 
 

พนัธ์ุรับ 
 โครงการวจิยันี� เลือกขา้วเจา้พนัธ์ุดีจาํนวน 2 พนัธ์ุ คือ ขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และชยันาท 
80 เป็นพนัธ์ุรับในการปรับปรุงพนัธ์ุ เพราะขา้วทั�งสองพนัธ์ุมีลกัษณะที-ดีดงัต่อไปนี�  คือ 
 ข้าวพนัธ์ุ สุพรรณบุรี 1 ลกัษณะประจาํพนัธ์ุ เป็นขา้วเจา้สูงประมาณ 125 เซนติเมตร ไม่ไว
ต่อช่วงแสง อายุเก็บเกี-ยว ประมาณ 120 วนั  เมล็ดขา้วเปลือกสีฟาง ระยะพกัตวัของเมล็ดประมาณ 
22 วนั เมล็ดขา้วกลอ้ง กวา้ง x ยาว x หนา = 22 x 7.3 x 1.8 มิลลิเมตร ปริมาณอมิโลส 29 %  คุณภาพ
ขา้วสุก ร่วน แขง็  ผลผลิตประมาณ 806 กิโลกรัมต่อไร่ ลกัษณะเด่น มีผลผลิตสูง ตอบสนองต่อการ
ใช้ปุ๋ย ตา้นทานโรคไหม ้โรคขอบใบแห้ง และตา้นทานโรคใบหงิก และโรคใบสีส้ม ในสภาพ
ธรรมชาติ ตา้นทานเพลี�ยกระโดดสีนํ�าตาล และเพลี�ยกระโดดหลงัขาว  (กรมการขา้ว, 2552)  
 ข้าวพันธ์ุ ชัยนาท 80 (กข 29)  ลกัษณะประจาํพนัธ์ุ เป็นขา้วเจา้ไม่ไวต่อช่วงแสง อายุเก็บ
เกี-ยว 103 วนั ในฤดูนาปี และ 99 วนัในฤดูนาปรังเมื-อปลูกโดยวิธีหว่านนํ� าตม สูงเฉลี-ย 104 
เซนติเมตร  ขา้วกลอ้ง สีขาว เป็นทอ้งไข่นอ้ย รูปร่างเรียว ยาว 7.34 มิลลิเมตร กวา้ง 2.23 มิลลิเมตร 
หนา 1.80 มิลลิเมตร มีปริมาณ     อมิโลสสูง (26.6-29.4%) ผลผลิตเฉลี-ย 876 กิโลกรัม / ไร่  ลกัษณะ
เด่น อายุสั�น  ผลผลิตสูง เฉลี-ย 876 กิโลกรัมต่อไร่   ค่อนขา้งตา้นทานต่อเพลี�ยกระโดดสีนํ� าตาลใน
ภาคเหนือตอนล่าง และโรคขอบใบแห้ง มีปริมาณธาตุเหล็กในขา้วกล้อง 15.7 มิลลิกรัม ต่อ 1 
กิโลกรัม ในขา้วสาร 6.7 มิลลิกรัมต่อ 1 กิโลกรัม  ขอ้ควรระวงั ไม่ควรปลูกในช่วงกลางเดือน
กนัยายนถึงปลายเดือนพฤศจิกายน ซึ- งมีอากาศเย็น ทาํให้เมล็ดลีบมาก ผลผลิตตํ-า  ชัยนาท 80 
อ่อนแอต่อเพลี�ยกระโดดสีนํ� าตาล ในเขตจงัหวดันครปฐม ปทุมธานี ราชบุรี และฉะเชิงเทรา (ศูนย์
เมล็ดพนัธ์ุขา้วชลบุรี, 2552)  
 
พนัธ์ุให้  
 ในโครงการวิจยันี� เลือกพนัธ์ุให้ คือ ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 เป็นขา้วเหนียวหอมที-มีคุณภาพ
หุงตม้เป็นที-ตอ้งการของผูบ้ริโภค จึงทาํให้ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 มีพื�นที-ปลูกถึง 15 ล้านไร่ ขา้ว
เหนียวพนัธ์ุ กข 6 ให้อลัลีลดอ้ย wx ซึ- งควบคุมให้ขา้วเป็นขา้วเหนียว และนอกจากนี� ให้อลัลีลดอ้ย 
fgr ซึ- งควบคุมใหข้า้วหอม รายละเอียดของพนัธ์ุขา้ว กข 6 มีดงันี�  
  ข้าวเหนียวพันธ์ุ กข6  ได้จากการปรับปรุงพนัธ์ุ โดยนาํขา้วขาวดอกมะลิ 105  อาบรังสี
แกมมาชกันาํใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ ไดข้า้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 มีความสูงประมาณ 154 เซนติเมตร  ไว
ต่อช่วงแสง  อายเุก็บเกี-ยวประมาณ 21 พฤศจิกายน เมล็ดขา้วกลอ้ง กวา้ง x ยาว x หนา = 2.2 x 7.2 x 
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1.7 มิลลิเมตร คุณภาพขา้วสุก เหนียวนุ่ม มีกลิ-นหอม ผลผลิตประมาณ 666 กิโลกรัมต่อไร่ ลกัษณะ
เด่นมีคุณภาพการหุงตม้ดี มีกลิ-นหอม ตา้นทานโรคใบจุดสีนํ�าตาล ขอ้ควรระวงัไม่ตา้นทานโรคขอบ
ใบแหง้ และโรคใบไหม ้ ไม่ตา้นทานเพลี�ยกระโดดสีนํ�าตาลและแมลงบั-ว(กรมการขา้ว, 2552)  
 ขั/นตอนการปรับปรุงพนัธ์ุข้าวเจ้าพนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และชัยนาท 80 ให้เป็นข้าวเหนียวหอม

ด้วยวิธีผสมกลับโดยใช้เครื�องหมายโมเลกุลช่วยคัดเลือก ทาํโดยใช้ขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และ
ชยันาท 80 เป็นพนัธ์ุรับ (recurrent parent) และมีพนัธ์ุขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6 เป็นพนัธ์ุให้ (donor 
parent) อลัลีลดอ้ย wx ที-ควบคุมให้ขา้วเป็นขา้วเหนียว และ อลัลีลดอ้ย fgr ที-ควบคุมให้ขา้วหอม 
target gene คือ อลัลีลดอ้ย wx และ  อลัลีลดอ้ย fgr โดยที- Wx/wx อยูบ่นโครโมโซมที- 6 อลัลีลีเด่น 
Wx ควบคุมให้เป็นขา้วเจา้ และอลัลีลดอ้ย wx ควบคุมให้เป็นขา้วเหนียว เครื-องหมายโมเลกุลที-ใช้
คดัเลือก Wx/wx คือไพรเมอร์ Glu-23 (Wanchana et al., 2003) ซึ- งจะเรียกวา่ waxy marker ส่วน Fgr/ 

fgr อยูบ่นโครโมโซมที- 8 อลัลีลเด่น Fgr ควบคุมให้ขา้วไม่หอม และอลัลีลดอ้ย fgr ควบคุมให้ขา้ว
หอม เครื-องหมายโมเลกุลที-ใช้คดัเลือก Fgr/fgr คือไพรเมอร์ ESP, IFAP, INSP และ EAPA 
(Bradbury et. al., 2005) ซึ- งจะเรียกวา่ fragrance marker นอกจากนี� มี flanking marker 1 และ 2 ที-
ขนาบอยู่ทั�ง 2 ขา้งของยีน Wx/wx และ Fgr/fgr เพื-อป้องกนัไม่ให้ยีนอื-นๆ ที-ไม่ตอ้งการติดมากบั 
target gene นอกจากนี� มี background marker เป็นชนิด SSR marker อีกประมาณ 60 ตาํแหน่ง เฉลี-ย 
5 ตาํแหน่ง/โครโมโซม เพื-อใชค้ดัเลือกหาตน้ BCnFn ที-มีพนัธุกรรมเหมือนพนัธ์ุรับมากที-สุด  
 ขั�นตอนโดยยอ่เริ-มจากการผลิตเมล็ด F1 ระหวา่งขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 กบัขา้วเหนียว
พนัธ์ุ กข 6 และขา้วเจา้พนัธ์ุชยันาท 1 กบัขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข 6  ต่อจากนั�นผสมกลบัไปหาพนัธ์ุรับ
ของแต่ละคู่ผสมจาํนวน 5 ครั� ง แต่ละครั� งของการผสมกลบัจะปลูกตน้ BCnF1 และคดัเลือกดว้ย wx 
marker เลือกตน้ที-มียโีนไทป์เป็น Wxwx และนาํมาคดัเลือกต่อดว้ย fragrance marker โดยเลือกตน้ที-
มียีโนไทป์เป็น Fgrfgr  ต่อจากนั�นจึงคดัเลือกดว้ย flanking marker 1 และ 2 ของ Wx/wx ในชั-ว 
BC1F1 และ BC2F1 ตามลาํดบั และคดัเลือกดว้ย flanking marker 1 และ 2 ของ Fgr/fgr ในชั-ว BC3F1 
และ BC4F1 ตามลาํดบั สาเหตุที-ตอ้งคดัเลือกแต่ละ flanking maker ในชั-วของการผสมกลบัต่างกนั
เพราะจาํนวนต้นที-ต้องใช้ในการคดัเลือกจะไม่มีมากเกินไป ถ้าใช้ต้นจาํนวนมากจะสิ�นเปลือง
ค่าใชจ่้ายอยา่งมาก ส่วน background marker จะใชค้ดัเลือกในชั-ว BC5F1 เพราะจะมีประสิทธิภาพ
สูงสุด เพราะตน้ขา้วส่วนใหญ่มีพนัธุกรรมเหมือนพนัธ์ุรับแล้ว ต่อจากนั�นผสมตวัเองตน้ BC5F1  
เพื-อผลิตเมล็ด BC5F2 แลว้ปลูก ตน้ BC5F2 คดัเลือกดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล เพื-อหาตน้ที-มียีโนไทป์
ทั�งหมดเหมือนพนัธ์ุรับ ยกเวน้ที-ตาํแหน่ง Wx/wx มียีโนไทป์เป็น wxwx ซึ- งเป็นขา้วเหนียว และที-
ตาํแหน่ง Fgr/fgr มียีโนไทป์เป็น fgrfgr ซึ- งเป็นขา้วหอม ต่อจากนั�นจึงทาํการศึกษาพนัธ์ุ 2 และ 4 
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แถว เพื-อคดัเลือกขา้วสายพนัธ์ุที-ดี แลว้จึงนาํไปทดสอบใน และระหวา่งสถานีทดลอง รวมทั�งปลูก
ทดสอบในนาเกษตรกรต่อไป รายละเอียดของโครงการทั�งหมดมีดงัต่อไปนี�  
 
  ฤดูที� 1 การผลิตเมล็ด F1   และ การหาเครื-องหมายโมเลกุลชนิดต่างๆ 
        การผลิตเมล็ด F1  
 การผลิตเมล็ด F1 จาํนวน 2 คู่ผสม คู่ผสมแรก คือ ขา้วเจา้พนัธ์ุ สุพรรณบุรี 1 x ขา้วเหนียว
พนัธ์ุ กข 6 คู่ผสมที- 2 คือ ขา้วเจา้พนัธ์ุชยันาท 80 x ขา้วเหนียวพนัธ์ุ  กข 6  
 
 การหา target marker  
 เนื-องจากตอ้งการปรับปรุงขา้วเจา้ให้เป็นขา้วเหนียว และมีกลิ-นหอมดว้ย ดงันั�นจึงตอ้งมี 
target marker จาํนวน 2 ตาํแหน่ง  
 ตําแหน่งที� 1 คือ waxy gene (Wx/wx) อยูบ่นโครโมโซมที- 6 โดยที-อลัลีลเด่น Wx ควบคุม
ความเป็นข้าวเจ้า ส่วนอัลลีลด้อย wx ควบคุมความเป็นข้าวเหนียว ใช้ไพรเมอร์ชื-อ Glu-23 
(Wanchana et al., 2003) เป็น waxy marker เพื-อคดัเลือกหาตน้ขา้วที-มีอลัลีลดอ้ย wx ของขา้วเหนียว
  
 ตําแหน่งที� 2  คือ fragrance gene (Fgr/fgr)  อยู่บนโครโมโซมที- 8 โดยที-อลัลีลเด่น Fgr 

ควบคุมใหข้า้วไม่หอม ส่วนอลัลีลดอ้ย wx ควบคุมให้ขา้วหอม ใชไ้พรเมอร์ ESP, IFAP, INSP และ 
EAPA (Bradbury et al., 2005) เป็น fragrance marker เพื-อคดัเลือกหาตน้ขา้วที-มีอลัลีลดอ้ย fgr ที-ทาํ
ใหข้า้วหอม   
 ซึ- งในขณะนี�คณะผูว้จิยัมีทั�ง waxy และ fragrance marker อยูเ่รียบร้อยแลว้ 
 
 การหา flanking marker 1 และ 2  
 การหา flanking marker ทาํโดยเขา้ไปใน http://www.gramene.org/ เลือกเครื-องหมาย
โมเลกุลชนิด SSR ที-ขนาบอยู่ทั�ง 2 ขา้งของยีน Wx/wx และยีน Fgr/fgr สั-งสังเคราะห์ไพรเมอร์ 
นาํมาทาํ PCR โดยมีดีเอน็เอของขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 1, ชยันาท 80 และ กข 6 เป็นแม่พิมพ ์คดัเลือก
เครื-องหมายโมเลกุลที-สามารถแยกความแตกต่างระหว่างขา้วพนัธ์ุสุพรณบุรี 60 กบั กข 6 และ
ระหวา่ง ชยันาท 80 กบั กข 6 

การหา background marker 
 การหา background marker ทาํโดย คดัเลือกเครื-องหมายโมเลกุลชนิด SSR จาํนวน 200-300 
ตาํแหน่งที-กระจายอยูบ่นโครโมโซมทั�ง 12  คู่ของขา้ว สั-งสังเคราะห์ไพรเมอร์ นาํมาทาํ PCR โดยมี
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ดีเอน็เอของขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 1, ชยันาท 80 และ กข 6  เป็นแม่พิมพ ์คดัเลือกเครื-องหมายโมเลกุล
ที-สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 กบั กข 6 และระหวา่ง ชยันาท 80 กบั 
กข 6 เนื-องจากขา้วทั�ง 3 พนัธ์ุเป็นขา้วอินดิกา ดงันั�นจึงตอ้งใชเ้ครื-องหมายโมเลกุลชนิด SSR จาํนวน
มากถึง 20-25 ตาํแหน่ง/โครโมโซม จึงได ้SSR ที-ให้ความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุขา้วอินดิกา 2 พนัธ์ุ 
ประมาณ 4-6 ตาํแหน่ง/โครโมโซม 
 
  ฤดูที� 2 การคดัเลือกตน้ F1 และการผลิตเมล็ด BC1F1   
  ปลูกตน้ F1 ของคู่ผสมทั�ง 2 คู่ คือ สุพรรณบุรี 1 กบั กข 6 และ ระหวา่ง ชยันาท 80 กบั กข 6 
แลว้คดัเลือกดว้ย target marker เพื-อให้แน่ใจวา่เป็นตน้ F1 จริง ต่อจากนั�นนาํตน้ F1 ผสมกลบัไปหา
ขา้วพนัธ์ุรับ เพื-อผลิตเมล็ด BC1F1 
 
  ฤดูที� 3 การคดัเลือกตน้ BC1F1 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล และ การผลิตเมล็ด BC2F1   
 ปลูกต้น BC1F1 คัดเลือกด้วย waxy marker เลือกต้นที-มียีโนไทป์เป็น Wxwx 
(heterozygous) แลว้จึงนาํตน้เหล่านี�มาคดัเลือกต่อดว้ย fragrance marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น 
Fgrfgr (heterozygous) ต่อจากนั�นจึงนาํตน้ดงักล่าวมาคดัเลือกต่อ ดว้ย flanking marker 1 ของ waxy 

gene เพื-อคดัเลือกหาตน้ที-มียีโนไทป์เป็น homozygous ของอลัลีลพนัธ์ุรับ นาํตน้ที-คดัเลือกไดผ้สม
กลบัไปหาพนัธ์ุรับ เพื-อผลิตเมล็ด BC2F1 
 
 ฤดูที� 4 การคดัเลือกตน้ BC2F1 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล และ การผลิตเมล็ด BC3F1   
   ปลูกตน้ BC2F1 คดัเลือกดว้ย waxy marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Wxwx แลว้จึงนาํตน้
เหล่านี�มาคดัเลือกต่อดว้ย fragrance marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Fgrfgr ต่อจากนั�นจึงนาํตน้
ดงักล่าวมาคดัเลือกต่อ ดว้ย flanking marker 2 ของ waxy gene เพื-อคดัเลือกหาตน้ที-มียีโนไทป์เป็น 
homozygous ของอลัลีลพนัธ์ุรับ นาํตน้ที-คดัเลือกไดผ้สมกลบัไปหาพนัธ์ุรับเพื-อผลิตเมล็ด BC3F1 
 
 ฤดูที� 5 การคดัเลือกตน้ BC3F1 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล และ การผลิตเมล็ด BC4F1   
  ปลูกตน้ BC3F1 คดัเลือกดว้ย waxy marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Wxwx แลว้จึงนาํตน้
เหล่านี�มาคดัเลือกต่อดว้ย fragrance marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Fgrfgr ต่อจากนั�นจึงนาํตน้
ดงักล่าวมาคดัเลือกต่อ ดว้ย flanking marker 1 ของ fragrance gene เพื-อคดัเลือกหาตน้ที-มียีโนไทป์
เป็น homozygous ของอลัลีลพนัธ์ุรับ นาํตน้ที-คดัเลือกได้ผสมกลบัไปหาพนัธ์ุรับ เพื-อผลิตเมล็ด 
BC4F1 
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 ฤดูที� 6 การคดัเลือกตน้ BC4F1 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล และ การผลิตเมล็ด BC5F1   
  ปลูกตน้ BC4F1 คดัเลือกดว้ย waxy marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Wxwx แลว้จึงนาํตน้
เหล่านี�มาคดัเลือกต่อดว้ย fragrance marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Fgrfgr ต่อจากนั�นจึงนาํตน้
ดงักล่าว มาคดัเลือกต่อ ดว้ย flanking marker 2 ของ fragrance gene เพื-อคดัเลือกหาตน้ที-มียีโนไทป์
เป็น homozygous ของอลัลีลพนัธ์ุรับ นาํตน้ที-คดัเลือกได้ผสมกลบัไปหาพนัธ์ุรับ เพื-อผลิตเมล็ด 
BC5F1 
 
 ฤดูที� 7 การคดัเลือกตน้ BC5F1 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล และการผลิตเมล็ด BC5F2   
  ปลูกตน้ BC5F1 คดัเลือกดว้ย waxy marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Wxwx แลว้จึงนาํตน้
เหล่านี�มาคดัเลือกต่อดว้ย fragrance marker เลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น Fgrfgr ต่อจากนั�นจึงนาํตน้
ดงักล่าวมาคดัเลือกต่อ ดว้ย flanking marker 1 และ 2 ของทั�ง waxy marker และ fragrance gene 
เพื-อคดัเลือกหาตน้ที-มียีโนไทป์เป็น homozygous ของอลัลีลพนัธ์ุรับ ต่อจากนั�นนาํตน้ที-คดัเลือกได้
ไปคดัเลือกต่อดว้ย background marker เพื-อคดัเลือกหาตน้ที-มียีโนไทป์เป็น homozygous ของอลัลีล
พนัธ์ุรับทุกตาํแหน่ง ต่อจากนั�นทาํการผสมตวัเองเพื-อผลิตเมล็ด BC5F2 
 
 ฤดูที� 8 การคดัเลือกตน้ BC5F2 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล และ การผลิตเมล็ด BC5F3  
 ปลูกตน้ BC5F2 คดัเลือกดว้ยเครื-องหมายโมเลกุล waxy marker และ fragrance marker โดย
คดัเลือกตน้ที-มียโีนไทป์เป็น wxwx และ frgfrg ผสมตวัเองตน้ที-คดัเลือกไดเ้พื-อผลิตเมล็ด BC5F3 ซึ- ง
จะไดส้ายพนัธ์ุขา้วเหนียวที-มีพนัธุกรรมเหมือนกบัพนัธ์ุรับ คือ สุพรรณบุรี 1 และชยันาท 80 ยกเวน้
เป็นขา้วเหนียว และมีกลิ-นหอมเพราะมียโีนไทป์เป็น wxwx และ frgfrg 
 
 ฤดูที� 9 การศึกษาพนัธ์ุ 2 แถว (2 - Rows Observation) ตน้ BC5F3 ทาํการคดัเลือก และผลิต
เมล็ด BC5F4  
 
 ฤดูที� 10 การศึกษาพนัธ์ุ 4 แถว (4 - Rows Observation) ตน้ BC5F4 ทาํการคดัเลือก และผลิต
เมล็ด BC5F5 
 
 ฤดูที� 11-12 การเปรียบเทียบผลผลิตภายในสถานี (Intra-station Yield Trials) จาํนวน 2 ฤดู 
และศึกษาคุณภาพหุงตม้ 
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 ฤดูที� 13-18 ร่วมมือกบักรมการขา้วเพื-อการเปรียบเทียบผลผลิตระหวา่งสถานี (Inter-station 
Yield Trials) และการทดสอบผลผลิตในนาเกษตรกร (Farmer Yield Trials or On-Farm Trials) 
ประมาณ 3-5 ปี  
 
 รวมเวลาปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวหอมจากขา้วเจา้พนัธ์ุดีโดยใชเ้ครื-องหมายโมเลกุลช่วยใน
วธีิผสมกลบัใชเ้วลาทั�งหมดประมาณ 8-10  ปี  
 หมายเหตุ โครงการนี/จะขอทุนวิจัยในระยะเวลา 2 ปีก่อน คือ จากฤดูที� 1-4  ต่อจากนั�นจึง
ขอทุนวิจยัต่อ คาดว่าจะใช้เวลาปรับปรุงพนัธ์ุทั�งหมด 8-10 ปีน่าจะได้พนัธ์ุใหม่ที-จะส่งเสริมให้
ชาวนาปลูกได้  เมื-อเปรียบเทียบกบัการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวพนัธ์ุที-เกษตรกรนิยมปลูกอยู่ใน
ปัจจุบนั เช่น กข 6, กข 10, แพร่ 1 และ สันป่าตอง 1 ใชเ้วลาปรับปรุงพนัธ์ุเฉลี-ยถึง 15 ปี (ตารางที- 1) 
ซึ- งถา้โครงการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวหอมจากขา้วเจา้พนัธ์ุดีดว้ยวิธีผสมกลบัโดยใชเ้ครื-องหมาย
โมเลกุลช่วยในการคดัเลือก ประสบผลสําเร็จก็สามารถเป็นแนวทางใหม่ที-จะใชป้รับปรุงพนัธ์ุขา้ว
เหนียว ซึ- งจะลดระยะเวลาการปรับปรุงพนัธ์ุไดป้ระมาณ 3-7 ปี 
 

ระยะเวลาทาํการวจัิย และแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวจัิย 
การวิจยันี� จะเริ-มในวนัที-  1 ตุลาคม 2553 ถึงวนัที- 30 กนัยายน 2555 ซึ- งมีแผนดาํเนินการ

วจิยัดงันี�  

แผนงาน 

พ.ศ.2
553 

พ.ศ. 2554 พ.ศ. 2555 

10-12 1-3 4-6 7-9 10-
12 

1-3 4-6 7-
9 

5.1 การผลิตเมล็ด F1  
และการหาเครื-องหมายโมเลกุลชนิดต่างๆ 

xxx xxx       

5.2 การคดัเลือกตน้ F1 และการผลิตเมล็ด BC1F1     xxx xxx     
5.3 การคดัเลือกต้น BC1F1 ด้วยเครื- องหมาย
โมเลกุล และ การผลิตเมล็ด BC2F1   

    xxx xxx   

5.4 การคดัเลือกต้น BC2F1 ด้วยเครื- องหมาย
โมเลกุล และการ ผลิตเมล็ด BC3F1   

      xxx xx 

 สรุปผลการทดลอง          x 
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สถานที�ทาํการทดลอง/เกบ็ข้อมูล 
ผลิตเมล็ด F1, BC1F1 และ BC3F1 ที- เรือนกระจกของศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพของ 

มหาวทิยาลยัแม่โจ ้ จงัหวดัเชียงใหม่ 
การคดัเลือกโดยเครื- องหมายโมเลกุล และงานทางชีวโมเลกุลทาํที-ห้องปฏิบติัการทาง

โมเลกุลของภาควชิาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์  มหาวทิยาลยัแม่โจ ้จงัหวดัเชียงใหม่ 
 

ผลการทดลอง 
 
1. ผลติเมลด็ F1 และการหาเครื�องหมายโมเลกุลชนิดต่างๆ 

 การผลติเมลด็พนัธ์ุ F1 (ชัยนาท 80 x กข6 และสุพรรณบุรี 1 x กข6) 
 การปลูกขา้วเพื-อผลิตเมล็ดพนัธ์ุ  F1  ไดเ้ริ-มกระทาํตั�งแต่เดือน ตุลาคม 2553 สิ�นสุดเมื-อเดือน 
มีนาคม 2554 เป็นเวลา 6 เดือน โดยทาํการปลูกขา้วพนัธ์ุ ชยันาท 80 และสุพรรณบุรี 1 ซึ- งใชเ้ป็นตน้
แม่ และพนัธ์ุ กข 6 เป็นตน้พ่อ ทาํการผสมพนัธ์ุระหวา่งพนัธ์ุ  และพนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 กบัพนัธ์ุ กข6 
โดยการทาํ emasculation คือ การกาํจดัเกสรตวัผูข้องตน้แม่ ซึ- งมีวิธีการ คือ นาํรวงขา้วที-ยงัติดอยูก่บั
ตน้มาแช่ในนํ� าอุ่นอุณหภูมิประมาณ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้จะพบวา่ดอกขา้วมี
เกสรตวัผูโ้ผล่ออกมาจากดอก ทาํการตดัแต่งช่อดอก โดยตดัดอกที-ไม่มีเกสรตวัผูโ้ผล่ออกมาทิ�ง
ทั�งหมด ให้เหลือเฉพาะดอกที-มีเกสรตวัผูโ้ผล่ออกมาจากดอก ประมาณ 15-20 ดอก จากนั�นทาํการ
คีบเกสรตวัผูอ้อกใหห้มด แลว้นาํถุงกระดาษมาคลุมช่อดอกไว ้ซึ- งบนถุงกระดาษจะตอ้งบนัทึก วนั/ 
เดือน / ปี ที-ทาํการ emasculation, เวลา และชื-อพนัธ์ุขา้ว จากนั�นเมื-อตน้พ่อมีเกสรตวัผูบ้านจึงทาํการ
ผสมพนัธ์ุขา้ว โดยคีบเกสรตวัผูจ้ากตน้พ่อมาใส่ในดอกตวัเมียที-ทาํการ emasculation จนครบทุก
ดอก แลว้ใชถุ้งกระดาษคลุมไวเ้หมือนเดิม แลว้บนัทึก ชื-อพนัธ์ุขา้วที-ใช้เป็นพ่อพนัธ์ุ และเวลาที-ทาํ
การผสมพนัธ์ุ จากนั�นยา้ยตน้ขา้วไปวางไวใ้นที-ที-มีความชื�นสูงๆ เมื-อครบ 7 วนัแลว้จึงตรวจดูวา่ผสม
ติดหรือไม่ ถา้ผสมติดจะทาํการเก็บเกี-ยวไดห้ลงัจากผสมติดไปแลว้ 25-30 วนั ซึ- งในฤดูที- 1 ไดเ้มล็ด
ของคู่ผสมระหวา่ง ชยันาท 80 x กข6 จาํนวน 19 เมล็ด และสุพรรณบุรี 1 x กข6 จาํนวน 82 เมล็ด ซึ- ง
เมล็ดของคู่ผสมทั�งสองคู่นี� คือ เมล็ด F1 ซึ- งจะปลูกเป็นตน้พอ่ แลว้นาํไปผสมกลบักบัพนัธ์ุชยันาท 80 
และสุพรรณบุรี 1 เพื-อผลิตเมล็ด BC1F1 ในฤดูต่อไป 
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2. การหา background marker 

ตารางที� 2 แสดงจาํนวนตาํแหน่งของ background marker 
 

ลาํดับ ชื�อ marker Chromosome Position (cM) 
ชัยนาท 80 

x กข 6 

สุพรรณบุรี 1 

x กข 6 

1 RM588 6 1,611,442 - 1,611,468         / / 
2 RM16626 4 12,778,457 - 12,778,480  / - 
3 RM589 6  1,380,931 - 1,380,978  / / 
4 RM6836 6    9,320,821 - 9,320,862  - / 
5 RM8225 6    9,320,821 - 9,320,862 / - 
6 RM19405 6    2,839,645 - 2,839,665  / / 
7 RM25526 10 16,496,356 - 16,496,376  - / 
8 RM20342 6 23,347,950 - 23,347,970  - / 
9 RM20348 6 23,506,887 - 23,506,907  / - 
10 RM7434 6 23,552,227 - 23,552,266  / - 
11 RM19414 6  2,941,468 - 2,941,491  / - 
 
3. การคัดเลอืกต้น F1 และการผลติเมลด็ BC1F1   
 การปลูกขา้วเพื-อคดัเลือกตน้ F1 และการผลิตเมล็ด BC1F1 ไดเ้ริ-มกระทาํตั�งแต่เดือน เมษายน 
2554 สิ�นสุดเมื-อเดือน กนัยายน 2554 เป็นเวลา 6 เดือน มีขั�นตอนดงันี�  
 1. ปลูกเมล็ด F1 ที-ผลิตไดใ้นฤดูที-แลว้ในขวด หลงัจากขา้วมีอายุ 2 – 4  สัปดาห์ ทาํการสกดั
ดีเอน็เอใบขา้วโดยใชชุ้ดสกดัดีเอน็เอสาํเร็จรูป ของบริษทั Fermentas 
 2. จากนั�นเพิ-มปริมาณชิ�นส่วนดีเอ็นเอที-ตอ้งการดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain 
reaction ; PCR) โดยใช ้primer ที-จาํเพาะเจาะจงกบั Wx gene  
 4. ทําวิเคราะห์การเพิ-มปริมาณชิ�นส่วนดีเอ็นเอที-ต้องการด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส 
(electrophoresis) โดยอาศยัการเคลื-อนที-ผา่นวุน้อะกาโรส (agarose) ในสารละลาย TBE  buffer 
ความเขม้ขน้ 1 เท่า  และยอ้มชิ�นส่วนชิ�นส่วนดีเอ็นเอดว้ยสารละลาย เอทิเดียมโบรมายด์ (ethidium 
bromide) เป็นเวลา 10 นาที  ลา้งสียอ้มส่วนที-เกินออกดว้ยนํ� ากลั-นเป็นเวลา 5 นาที  บนัทึกภาพดว้ย
เครื-อง Gel Doc 2000 (บริษทั BIO-RAD Laboratory) โดยใชซ้อฟทแ์วร์ Quantity One (บริษทั BIO-
RAD Laboratory) 
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 5. คดัเลือกตน้ที-มียีโนไทป์เป็น heterozygous ทุกตาํแหน่งไปปลูกในกระถาง โดยสามารถ
คดัเลือกคู่ผสมระหวา่งชยันาท 80 x  กข6 จาํนวน 6 ตน้ และสุพรรณบุรี 1 x  กข6 จาํนวน  8 ตน้ 
 6. นาํตน้ที-คดัเลือกไดใ้นขอ้ที- 5 ไปใชเ้ป็นตน้พ่อ โดยนาํตน้ F1(ชยันาท 80 x กข6) ผสม
กลบัไปหาขา้วพนัธ์ุชัยนาท 80 และนาํตน้ F1(สุพรรณบุรี 1 x กข6) ผสมกลบัไปหาขา้วพนัธ์ุ
สุพรรณบุรี 1  เพื-อผลิตเมล็ด BC1F1 โดยมีขั�นตอนการผสมพนัธ์ุเหมือนกบัการผลิตเมล็ด F1 
 7. ในฤดูที- 2 นี�  สามารถผลิตเมล็ด BC1F1 ของคู่ผสม ชยันาท 80 x กข6 จาํนวน57 เมล็ด 
และสุพรรณบุรี 1 x  กข6 จาํนวน 147 เมล็ด 
 
4. การคัดเลอืกต้น BC1F1 ด้วยเครื�องหมายโมเลกุล และ การผลติเมลด็ BC2F1   
 การปลูกขา้วเพื-อคดัเลือกตน้ BC1F1 และการผลิตเมล็ด BC2F1 ได้เริ-มกระทาํตั�งแต่เดือน 
ตุลาคม 2554 และจะสิ�นสุดเมื-อถึงเดือน มีนาคม 2555 เป็นเวลา 6 เดือน โดยในการคดัเลือกตน้ 
BC1F1 จะใช้เครื- องหมายโมเลกุลเพิ-มขึ� นอีกหนึ- ง เครื- องหมาย คือ เครื- องหมายโมเลกุลที- มี
ความจาํเพาะเจาะจงกบัความหอม 
  1. การปลูกขา้วเพื-อคดัเลือกตน้ BC1F1 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุลที-เฉพาะกบัขา้วเจา้/
ขา้วเหนียว ขา้วไม่หอม/ขา้วหอม และผลิตเมล็ด BC2F1 มีวธีิการเหมือนกบัการทดลองขา้งตน้ 
  2. คดัเลือกตน้ BC1F1 ที-มียีโนไทป์เป็น heterozygous ทุกตาํแหน่งไปปลูกใน
กระถาง นาํตน้ที-คดัเลือกไดไ้ปใชเ้ป็นตน้พ่อ โดยนาํตน้ BC1F1(ชยันาท 80 x กข6) ผสมกลบัไปหา
ขา้วพนัธ์ุชยันาท 80 และนาํตน้ BC1F1(สุพรรณบุรี 1 x กข6) ผสมกลบัไปหาขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 1  
เพื-อผลิตเมล็ด BC2F1 โดยมีขั�นตอนการผสมพนัธ์ุเหมือนกบัการผลิตเมล็ด F1 
  3. ในฤดูนี�  สามารถผลิตเมล็ด BC2F1 ของคู่ผสม ชยันาท 80 x กข6 จาํนวน 24 
เมล็ด และสุพรรณบุรี 1 x กข6 จาํนวน  97 เมล็ด 
 
5. การคัดเลอืกต้น BC2F1 ด้วยเครื�องหมายโมเลกุล และ การผลติเมลด็ BC3F1   
 การปลูกขา้วเพื-อคดัเลือกตน้ BC2F1 และการผลิตเมล็ด BC3F1 ได้เริ-มกระทาํตั�งแต่เดือน 
เมษายน 2555 และจะสิ�นสุดเมื-อถึงเดือน กนัยายน 2555 เป็นเวลา 6 เดือน 
  1. การปลูกขา้วเพื-อคดัเลือกตน้ BC2F1 ดว้ยเครื-องหมายโมเลกุลที-เฉพาะกบัขา้วเจา้/
ขา้วเหนียว ขา้วไม่หอม/ขา้วหอม และผลิตเมล็ด BC3F1 มีวธีิการเหมือนกบัการทดลองขา้งตน้ 
  2. คดัเลือกตน้ BC2F1 ที-มียีโนไทป์เป็น heterozygous ทุกตาํแหน่งไปปลูกใน
กระถาง นาํตน้ที-คดัเลือกไดไ้ปใชเ้ป็นตน้พ่อ โดยนาํตน้ BC2F1(ชยันาท 80 x กข6) ผสมกลบัไปหา
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ขา้วพนัธ์ุชยันาท 80 และนาํตน้ BC2F1(สุพรรณบุรี 1 x กข6) ผสมกลบัไปหาขา้วพนัธ์ุสุพรรณบุรี 1  
เพื-อผลิตเมล็ด BC3F1 โดยมีขั�นตอนการผสมพนัธ์ุเหมือนกบัการผลิตเมล็ด F1 
  3. การทดลองในฤดูนี� สามารถผลิตเมล็ด BC3F1 ของคู่ผสม ชยันาท 80 x กข6 
จาํนวน 32 เมล็ด และสุพรรณบุรี 1 x กข6 จาํนวน  226 เมล็ด 
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สรุปผลการทดลอง 

การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเหนียวหอมจากขา้วเจา้ดว้ยวิธีผสมกลบัโดยใช้เครื!องหมายโมเลกุล
ช่วยในการคดัเลือกโดยมีขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และชยันาท 80 เป็นพนัธ์ุรับ และขา้วเหนียวสาย
พนัธ์ุ กข6 ตน้เตี.ยไม่ไวต่อช่วงแสงเป็นพนัธ์ุให้ ทาํการผสมพนัธ์ุเพื!อผลิตเมล็ด F1 และคดัเลือกดว้ย
เครื!องหมายโมเลกุล จากนั.นทาํการผสมกลบัไปหาพนัธ์ุรับทั.ง 2 พนัธ์ุ จากผลการทดลองพบวา่ 

สามารถผลิตเมล็ด F1 ของคู่ผสมระหว่าง ชัยนาท 80 x กข6 จาํนวน 19 เมล็ด และ
สุพรรณบุรี 1 x กข6 จาํนวน 82 เมล็ด 

เมล็ด BC1F1 ของคู่ผสม ชยันาท 80 x กข6 จาํนวน57 เมล็ด และสุพรรณบุรี 1 x  กข6 
จาํนวน 147 เมล็ด 

เมล็ด BC2F1 ของคู่ผสม ชัยนาท 80 x กข6 จาํนวน 24 เมล็ด และสุพรรณบุรี 1 x กข6 
จาํนวน  97 เมล็ด 

เมล็ด BC3F1 ของคู่ผสม ชัยนาท 80 x กข6 จาํนวน 32 เมล็ด และสุพรรณบุรี 1 x กข6 
จาํนวน  226 เมล็ด 

จากการหา background marker ทั.งหมด 11 ตาํแหน่งพบวา่ เครื!องหมายโมเลกุล RM588, 
RM16626, RM589, RM8225, RM19405, RM20348, RM7434 และ RM19414 ที!อยูบ่นโครโมโซม
ที! 6 สามารถแสดงความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่งขา้วเจา้พนัธ์ุชยันาท 80 กบั ขา้วเหนียวพนัธ์ุ 
กข6 ได ้และเครื!องหมายโมเลกุล RM588, RM589, RM6836, RM19405, RM20342, RM20348 ที!
อยูบ่นโครโมโซมที! 6 เครื!องหมายโมเลกุล RM25526 ที!อยูบ่นโครโมโซมที! 10 สามารถแสดงความ
แตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่งขา้วเจา้พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 กบั ขา้วเหนียวพนัธ์ุ กข6 ได ้ 
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