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คุณภาพโปรตีนของข๎าวโพดสามารถปรับปรุงโดยใช๎ยีน opaque-2 ที่เป็นยีนด๎อยมาแทนที่ 
เมล็ดที่มี  o2o2 จะมีปริมาณทริปโตแฟน (tryptophan) และไลซีน (lysine) ที่มากขึ้น การทดลองนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อ 1) พัฒนาสายพันธุ์อินเบรดข๎าวโพดไรํ (O2O2) ให๎เป็นสายพันธุ์ข๎าวโพดคุณภาพ
โปรตีน (o2o2) ด๎วยวิธีการผสมกลับ (backcross) รํวมกับการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชํวยในการ
คัดเลือกยีน opaque-2 (o2o2) การทดลองใช๎สายพันธุ์แท๎ข๎าวโพดพันธุ์ปกติเป็นต๎นแมํและใช๎สาย
พันธุ์แท๎ข๎าวโพด QPM เป็นต๎นพํอ แล๎วผสมกลับ (backcross) ไปยังพันธุ์แมํ 2 คร้ัง และผสมตัวเอง
อีก 3 คร้ังได๎ต๎น BC2S3 ที่เป็น homozygous recessive (o2o2) ได๎ 2 สายพันธุ์ในคูํผสม Agron20 x 
Pop65 C6-46 และอีก 2 สายพนัธุ์ ในคูํผสม Agron29 x Pop65 C6-55 โดยใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล 
phi057 ชํวยในการคัดเลือกยีน opaque-2 จากการตรวจสอบปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนพบวํา 
Agron20-1, Agron20-2,  Agron29-1และ Agron29-2 มีปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน 1.17, 0.88, 
1.84 และ 1.46 ตามล าดับ  แล๎วผสมข๎ามระหวํางสายพันธุ์ได๎ลูกผสมจ านวน 8 คูํผสม จากการปลูก
ทดสอบผลผลิต พบวําสายพนัธ์ลูกผสมให๎คําเฉลี่ยของปริมาณทริปโตแฟนในโปตีนอยูํระหวําง 
1.04 – 1.41 % ซึ่งมากกวําพันธุ์ SW4452 ที่ไมํมียีน opaque-2 (0.67 %)  ลูกผสมที่ให๎ผลผลิตดีที่สุด
คือ QPM 1 (1,172 กก./ไร)ํ ซึง่ไมํแตกตํางกับพันธุ์ SW4452 (1,171 กก./ไรํ) 
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The protein quality of maize (Zea mays L.) can be improved by replacing normal 
opaque-2 alleles with recessive alleles (o2o2). The tryptophan and lysine contents of opaque-2 
kernels (o2o2) are increased. The objectives of this study were; 1) to improve the normal inbred 
lines to QPM inbred lines by backcross method and marker-assisted selection (MAS). The 
crosses were made between field corn inbred lines and quality protein maize as female and 
male, respectively. Then, two times of backcross to recurrent parent and following three times 
of selfing were made to obtain BC2S3.  In BC2S3 by marker assisted selection, phi057, two lines 
of homozygous recessive (o2o2) of opaque-2 gene were obtained from the cross of Agron20 x 
Pop65 C6-46 and two lines were obtained from the cross of Agron29 x Pop65 C6-55. These 
lines were Agron20-1, Agron20-2, Agron29-1 and Agron29-2 and they had tryptophan content 
in endosperm about 1.17, 0.88, 1.84 and 1.46%, respectively. Then, eight hybrids were crosed 
among these lines. The yield trial results showed that tryptophan in protein content in 
endosperm of QPM hybrid was higher and its range from 1.04 – 1.41 % while variety without 
opaque-2 gene was about 0.67%. The best yield of QPM hybrid was QPM 1 (1,172 kg/rai) and 
was not different from SW4452 (1,171 kg/rai). 
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ค าน า 
 

 ข๎าวโพดเป็นธัญพืชที่ใช๎ประโยชน์เป็นอาหารมนุษย์และสัตว์ หลายๆ ประเทศที่ก าลัง
พัฒนา ดังเชํน อินเดีย ปากีสถาน ตลอดจนประเทศตํางๆ ในแถบลาตินอเมริกา ประชากรสํวนใหญํ
จะประสบปัญหาการขาดโปรตีนในสารอาหาร นอกจากนี้ข๎าวโพดยังน าไปใช๎ในอุตสาหกรรมแป้ง 
น้ ามัน น้ าตาลและผลิตภัณฑ์อื่นๆ อีกด๎วย โปรตีนในพันธุ์ข๎าวโพดทั่วไป (normal maize) จะขาด
กรดอะมิโนที่มีความจ าเป็นตํอการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต คือทริปโตแฟน (tryptophan) และ    ไล
ซีน (lysine) และในการผลิตอาหารสัตว์ได๎มีการเติมกรดอะมิโนที่จ าเป็นตํอการเจริญเติบโต ซึ่งเป็น
กรดอะมิโนที่สัตว์ไมํสามารถสร๎างได๎เอง กรดอะมิโนที่เติมในอาหารสัตว์ เป็นกรดอะมิโน
สังเคราะห์มีราคาแพง จึงท าให๎อาหารสัตว์ราคาสูง  ดังนั้นการปรับปรุงพันธุ์ข๎าวโพดเพื่อเพิ่ม
คุณภาพโปรตีนจึงเป็นงานที่นําสนใจ ในชํวงทศวรรษ 1960 นักวิทยาศาสตร์จากมหาวิทยาลัย 
Purdue ได๎ค๎นพบยีน opaque-2 ในข๎าวโพดกลายพันธุ์ (mutant gene) อยูํบนโครโมโซมที่ 7 ซึ่งท า
ให๎เมล็ดข๎าวโพดมีปริมาณทริปโตแฟนและไลซีนสูงขึ้น ในขณะเดียวกันก็พบวํายีนนี้มีผลท าให๎เกิด
แป้งอํอน (soft chalky dull) ในเมล็ด และเกิดโรคฝักเนํา (ear rot) ได๎งําย กํอให๎เกิดปัญหากับผลผลิต
ข๎าวโพด ท าให๎ไมํเป็นที่ยอมรับของเกษตรกร (Villegas, 1994) ซึ่งเป็นจุดเร่ิมต๎นของการปรับปรุง
พันธุ์ข๎าวโพด opaque-2 เพิ่มมากขึ้นจนกระทั่งได๎มีการค๎นพบ  modifying genes ที่มีผลท าให๎
ข๎าวโพดที่มียีน opaque-2 มีเมล็ดใส (vitreousness) และแข็ง (kernel hardness) เหมือนข๎าวโพดปกติ 
(Vasal, 1994; Lopes and Larkins, 1994) จนในที่สุด พันธุ์ข๎าวโพด opaque-2 หรือปัจจุบันเรียกวํา 
quality protein maize (QPM) เป็นที่ยอมรับของหลายๆ ประเทศทั่วโลก และที่ส าคัญคือ ข๎าวโพด 
QPM มีผลผลิตไมํน๎อยกวําข๎าวโพดที่ปลูกเป็นการค๎าในปัจจุบัน (CIMMYT, 1999) ส าหรับประเทศ
ไทย ได๎เคยมีการน าข๎าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง (QPM) ที่ปรับปรุงโดยศูนย์วิจัยข๎าวโพดและข๎าว
สาลีนานาชาติ (International Wheat and Maize Improvement Center, CIMMYT) มาปลูกทดสอบ
ในประเทศไทยแล๎ว แตํพบวําข๎าวโพด QPM ที่น าเข๎ามาจากตํางประเทศยังไมํสามารถปรับตัวเข๎ากับ
สภาพแวดล๎อมของประเทศไทยได๎ดีเทําที่ควร แตํพันธุ์หรือสายพันธุ์เหลํานั้นสามารถน ามาใช๎เป็น
แหลํงพันธุกรรมในการปรับปรุงข๎าวโพดคุณภาพโปรตีนในประเทศไทยได๎  



 

วัตถุประสงค ์
 

เพื่อพัฒนาสายพันธุ์อินเบรดข๎าวโพดไรํ (O2O2) ให๎เป็นข๎าวโพดคุณภาพโปรตีน (o2o2 )โดย
วิธีการผสมกลับ (backcross) รํวมกับการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชํวยในการคัดเลือกยีน opaque-2 
(o2o2 )  
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การตรวจเอกสาร 
 
 แหลํงอาหารโปรตีนที่สิ่งมีชีวิตได๎รับคือ โปรตีนจากพืชและสัตว์ โปรตีนจากเนื้อสัตว์มี
ราคาแพงกวํา และการผลิตเนื้อสัตว์ต๎องใช๎คําใช๎จํายสูงกวําการผลิตโปรตีนจากพืช  ดังนั้นโปรตีน
จากพืชจึงเป็นแหลํงอาหารโปรตีนที่ส าคัญมากส าหรับประเทศที่ก าลังพัฒนา แตํโปรตีนของพืชมัก
ขาดสมดุลของสัดสํวนกรดอะมิโนที่จ าเป็น (essential amino acid) ที่มนุษย์ต๎องการ ในขณะที่
โปรตีนจากสัตว์มีสมดุลของสัดสํวนกรดอะมิโนที่จ าเป็นดีกวําพืช  Sauberlich et al. (1953) และ 
Macgregor et al. (1961) ได๎วิเคราะห์ชนิดของกรดอะมิโนในเมล็ดข๎าวโพดพบวํามี 20 ชนิด โดย
จ าแนกออกเป็นกรดอะมิโนที่จ าเป็นและกรดอะมิโนที่ไมํจ าเป็น กรดอะมิโนที่ไมํจ าเป็น คือ กรด 
อะมิโนที่สัตว์สามารถสร๎างขึ้นได๎เอง ได๎แกํ glutamic acid, glutamine, proline, alanine, aspartic 
acid, asparagine, tyrosine, serine, glysine และ cysteine  และกรดอะมิโนที่จ าเป็น คือ กรดอะมิโนที่
สัตว์ไมํสามารถสร๎างขึ้นเองได๎ ได๎แกํ threonine, valine, arginine, isoleucine, leucine, histidine, 
lysine, methionine, phenyl alanine และ tryptophan 

 
ข้าวโพดคุณภาพโปรตีน (Quality protein maize) 
 

ข๎าวโพด (Zea mays L.) เป็นแหลํงอาหารที่ส าคัญของทั้งมนุษย์และสัตว์โดยเฉพาะใน
ประเทศที่ก าลังพัฒนา ดังเชํน อินเดีย ปากีสถาน ตลอดจนประเทศตํางๆ ในแถบลาตินอเมริกา 
ประชากรสํวนใหญํจะประสบปัญหาการขาดสารอาหารประเภทโปรตีน นอกจากนี้ข๎าวโพดยัง
น าไปใช๎ในอุตสาหกรรมแป้ง น้ ามัน น้ าตาลและผลิตภัณฑ์อื่นๆ อีกด๎วย ข๎าวโพดเป็นแหลํงอาหาร
คาร์โบไฮเดรตที่ดี แตํเป็นแหลํงอาหารโปรตีนที่มีคุณภาพต่ า เนื่องจากภายในเอนโดสเปิร์มข๎าวโพด
มีกรดอะมิโนที่จ าเป็นตํอการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต (essential amino acid)  และสิ่งมชีีวิตไมํ
สามารถสังเคราะห์เองได๎ คือไลซีนและทริปโตแฟนอยูํในปริมาณที่ต่ า (Food and Agriculture 
Organization [FAO], 1992) จนกระทั่ง Mertz et al. (1964) และ Nelson et al. (1965) ได๎ค๎นพบยีน 
opaque-2 ซึ่งเป็นยีนด๎อย (recessive gene) อยูํบนโครโมโซมที่ 7 และยีน floury-2 (semi-dorminant 
gene) ในข๎าวโพดกลายพันธุ์ ซึ่งยีนทั้ง 2 นี้ สํงผลให๎เอนโดสเปิร์มข๎าวโพดมีปริมาณของไลซี
นและทริปโตแฟนสูงกวําข๎าวโพดทั่วไป จึงท าให๎ข๎าวโพดมีคุณภาพโปรตีนและคุณคําทางอาหาร
ส าหรับมนุษย์และสัตว์เพิ่มมากขึ้น  

 
อยํางไรก็ตาม ยังพบปัญหาของข๎าวโพดชนิดนี้ คือ ภายในเมล็ดประกอบด๎วยแป้งอํอน   

(soft endosperm) จ านวนมากซึ่งจะท าให๎แมลงเข๎าท าลายได๎งํายโดยเฉพาะในชํวงของการเก็บรักษา 
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นอกจากนี้ยังอํอนแอตํอโรคฝักเนํา (ear rot) โดยจะสํงผลให๎ผลผลิตลดลงกวํา 10-15% จากข๎อจ ากัด
เหลํานี้ท าให๎ในระยะแรกข๎าวโพด opaque-2 ไมํเป็นที่ต๎องการของตลาดและเกษตรกร (Villegas, 
1994) แตํปัจจุบันผลผลิตของข๎าวโพดเหลํานี้ไมํแตกตํางไปจากข๎าวโพดที่ปลูกกันทั่วๆ ไป 
(CIMMYT, 1999) เน่ืองจากศูนย์วิจัยข๎าวโพดและข๎าวสาลีนานาชาติได๎พบ modifying genes ที่มีผล
ท าให๎เมล็ดข๎าวโพดมีลักษณะแข็งใส (vitreousness) เหมือนกับข๎าวโพดไรํทั่วไป (Vasal, 1994; 
Lopes and Larkins, 1994) ซึ่งข๎าวโพดพันธุ์ดังกลําวนี้ร๎ูจักกันในชื่อ Quality Protein Maize (QPM) 
ส าหรับการปรับปรุงพันธุ์ข๎าวโพด QPM ด๎วยวิธีดั้งเดิมนั้น  นักปรับปรุงพันธุ์จะมุํงเน๎นการถํายยีน 
opaque-2 และ modifying genes ไปสูํพันธุ์ที่ดีตํางๆ ที่ยังขาดลักษณะที่ต๎องการ โดยจะใช๎การ
ปรับปรุงพันธุ์ด๎วยวิธีการผสมกลับ (backcross) เป็นหลัก 
 
คุณภาพของข้าวโพดโปรตีน 
 
 คุณคําทางอาหารของข๎าวโพด opaque-2 จะมีปริมาณโปรตีนที่ใกล๎เคียงกับข๎าวโพดไรํ
ทั่วไป คือ 9-10 เปอร์เซ็นต์ แตํจะมีคุณภาพโปรตีนที่สูงกวําข๎าวโพดไรํทั่วไป ซึ่งคุณภาพโปรตีนใน
ข๎าวโพดจะวัดปริมาณของกรดอะมิโนที่จ าเป็นตํอการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต 2 ชนิด คือไลซีน 
และทริปโตแฟน โดยในข๎าวโพดทั่วไปจะมีปริมาณของไลซีน ประมาณ 2.6 เปอร์เซ็นต์ และ
ปริมาณทริปโตแฟน ประมาณ 0.6 เปอร์เซ็นต์ สํวนในข๎าวโพด opaque-2 มีปริมาณของไลซีน และ 
ทริปโตแฟน ประมาณ 4 และ 1.3 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Mertz et al., 1964) นอกจากนี้การศึกษา
ของ Prasana et al. (2001) เกี่ยวกับปริมาณโปรตีนในข๎าวโพด QPM พบวํา ปริมาณของทริปโตแฟน 
และปริมาณไลซีนข๎าวโพด QPM มากกวําข๎าวโพดปกติเทํากับ 55% และ 30% ตามล าดับ  
 

Prasanna et al. (2001) ศึกษาเกี่ยวกับปริมาณโปรตีนในข๎าวโพด QPM พบวํา ปริมาณ
ของไลซีนและทริปโตแฟนในข๎าวโพด QPM มีมากกวําข๎าวโพดปกติถึง 30 และ 55 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ นอกจากนี้ Bentte and Prasana (2003) ศึกษาเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของ
โปรตีนในเอนโดสเปิร์มของข๎าวโพดสายพันธุ์แท๎ที่มีคุณภาพโปรตีนสูงจากอินเดีย และ CIMMYT 
เปรียบเทียบกับข๎าวโพดปกติ (normal maize) พบวํา ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) มีความ
แตกตํางกันทางสถิติ และมีปริมาณของทริปโตแฟนสูงกวําข๎าวโพดปกติ 
 
 Bressani (1966) รายงานการทดลองใช๎ข๎าวโพด opaque-2 เป็นอาหารกับเด็ก จ านวน 6 คน
ที่มีอายุตั้งแตํ 24-75 เดือน และน้ าหนัก 10.82–19.05 กิโลกรัม พบวําเด็กเหลํานี้บริโภคโปรตีน  
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1.8-15 กรัม ตํอน้ าหนักเด็ก 1 กิโลกรัมตํอวัน ปริมาณไนโตรเจนโดยเฉลี่ยวัดเป็นเปอร์เซ็นต์ของนม
ที่บริโภคเทํากับ 26.4 และ 30.8 เปอร์เซ็นต์ แตํถ๎าใช๎ข๎าวโพด opaque-2 จะเทํากับ 28.1 และ 26.0 
เปอร์เซ็นต์ คําดัชนีของสภาพสมดุลของไนโตรเจน (nitrogen balance index) ส าหรับนมเทํากับ 
0.80 ข๎าวโพด opaque-2 เทํากับ 0.72 และข๎าวโพดธรรมดาเทํากับ 0.31 แสดงให๎เห็นวํา ข๎าวโพด 
opaque-2 มีคุณคําของโปรตีนเทํากับ 90 เปอร์เซ็นต์ของนม เด็กในประเทศโคลัมเบีย ( Colombia) ที่
เป็นโรคขาดสารอาหารสามารถมีสุขภาพเป็นปกติได๎เมื่อใช๎ข๎าวโพด opaque-2 เป็นแหลํงของ
โปรตีน (Clark et al., 1977) Bressani and Elias (1979) รายงานการทดลองใช๎ข๎าวโพดธรรมดา 
ข๎าวโพด opaque-2 และนม ในเด็กอายุ 4-5 เดือน จากสมการรีเกสชั่นเส๎นตรง (linear regression) 
ของ nitrogen absorbed กับ nitrogen balance พบวําคุณคําทางอาหารของข๎าวโพด opaque-2 เทํากับ
นม ซึ่งมากกวําข๎าวโพดปกติเกือบสองเทํา  
 

Clark (1966) รายงานวํา ในผู๎ใหญํการบริโภคข๎าวโพด opaque-2 ปริมาณ 300 กรัมตํอวัน 
จะให๎โปรตีนที่รํางกายต๎องการ 93 เปอร์เซ็นต์ และให๎พลังงาน 40 เปอร์เซ็นต์ ในทางตรงกันข๎าม
การบริโภคข๎าวโพดปกติปริมาณ 500-600 กรัมตํอวัน จะให๎พลังงานอยํางน๎อยที่สุด 80 เปอร์เซ็นต์ 
แตํให๎โปรตีนเพียง 80 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ Bressani (1966) รายงานวํา ข๎าวโพดปกติมีคุณภาพ
ของโปรตีนเป็น 39 เปอร์เซ็นต์ของนม (skim milk) แตํในข๎าวโพด opaque-2 มีคุณภาพของโปรตีน
เป็น 90 เปอร์เซ็นต์ของนม (skim milk) 
 

ยังมีการทดลองอีกหลายการทดลองที่น าข๎าวโพด opaque-2 ไปใช๎กับสัตว์ เชํน สุกร เชํน 
Maner (1975) ใช๎ข๎าวโพด opaque-2 เลี้ยงสุกร ผลการทดลองพบวํามีอัตราการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น
เป็น 3.6 เทํา เมื่อเปรียบเทียบกับข๎าวโพดธรรมดา สุกรที่เลี้ยงด๎วยข๎าวโพดธรรมดารํวมกับกากถั่ว
เหลือง จะมีอัตราการเจริญเติบโตพอๆ กับสุกรที่เลี้ยงด๎วยข๎าวโพด opaque-2 และการใช๎ข๎าวโพด 
opaque-2 เลี้ยงสุกรตลอดชํวงการเจริญเติบโตไมํท าให๎สมรรถภาพการเจริญเติบโตของสุกรลดลง
ไปจากเดิม แตํถ๎ามีการเสริมด๎วยโปรตีนบางชนิดควบคูํกับข๎าวโพด opaque-2 จะท าให๎สมรรถภาพ
การเจริญเติบโตสูงขึ้น ดังเชํนการทดลองของ Knabe et al. (1992) พบวําอัตราการเจริญเติบโตของ
สุกรที่เลี้ยงด๎วยข๎าวโพด QPM จะสูงกวําการเลี้ยงด๎วยข๎าวโพดธรรมดา แตํเมื่อเทียบกับการเลี้ยงด๎วย
ข๎าวโพดที่มี isolysinic เป็นองค์ประกอบจะมีอัตราการเจริญเติบโตที่ใกล๎เคียงกัน นอกจากนี้ Lopez-
Pereira (1992) ศึกษาถึงบทบาทของการใช๎ข๎าวโพด QPM เป็นสํวนผสมของอาหารสุกรในประเทศ
บราซิลและเอลซัลวาดอร์ พบวําราคาอาหารของสุกร จะลดลง เมื่อใช๎ข๎าวโพด QPM เป็นสํวนผสม 
การน าข๎าวโพด opaque-2 ไปใช๎เป็นอาหารเลี้ยงไกํ จะท าให๎ไกํเจริญเติบโตเร็วและใช๎ปริมาณอาหาร
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ตํอหนํวยน๎อยกวําข๎าวโพดธรรมดา ซึ่งมีผลแตกตํางทางสถิติ (Cromwell et al., 1983) นอกจากนี้ยัง
มีการใช๎ข๎าวโพด QPM กับสัตว์อ่ืนๆ เชํน หนู (Mertz et al., 1965; Bressani et al., 1969) 
 
พันธุกรรมของข้าวโพดคุณภาพโปรตีน 
 
 นอกจากการค๎นพบยีน opaque-2 (o2o2) (Mertz  et al., 1964) และ ยีน floury-2 (fl2) (Nelson  
et al., 1965) ในข๎าวโพดกลายพันธุ์ ซึ่งเป็นจุดเร่ิมต๎นในการพัฒนาคุณภาพโปรตีนในเอนโดสเปิร์ม 
ของเมล็ดข๎าวโพด คือไลซีนและทริปโตแฟนแล๎ว ยังได๎มีการค๎นพบยีนอ่ืนๆ อีกอยํางตํอเน่ือง ซึ่ง
เป็นยีนที่เกี่ยวกับการปรับปรุงคุณภาพโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของเมล็ดข๎าวโพด เชํน opaque-7 
(o7), opaque-6 (o6) และ floury-3 (fl3) (Mertz, 1994) ต าแหนํงของยีน opaque-2 จะอยูํบน
โครโมโซมที่ 7 ยีน floury-2 อยูํบนโครโมโซมที่ 4 ยีน opaque-7 อยูํบนโครโมโซมที่ 10 และยีน 
floury-3 อยูํบนโครโมโซมที่ 8 โดยยีน O2  , O6 และ O7 จะแสดงลักษณะทางชีวเคมีที่เป็นผลมาจาก
การสังเคราะห์ zein เมื่อยีนอยูํในสภาพที่เป็น homozygous recessive เทํานั้น สํวนยีน fl2 และ fl3 ซึ่ง
เป็นยีนชนิด semi-dominant จะแสดงออกในลักษณะของการทึบแสงของเมล็ด (kernel) และ
คุณภาพของโปรตีน 
  

จากการศึกษาของ Habben  et al. (1995) พบวํา elongation  factor 1 alpha (EF-1 alpha) มี
สหสัมพันธ์กับปริมาณของไลซีนภายในเอนโดสเปิร์มของเมล็ดข๎าวโพด ไปในทางบวก (positive 
correlation) เชํนเดียวกับในข๎าวฟ่างและข๎าวบาร์เลย์ แสดงวําการคัดเลือกจีโนไทป์ที่ให๎คํา EF-1 
alpha สูงก็ยํอมได๎คุณภาพโปรตีนที่ดีเชํนเดียวกัน Xuelu  and Brian (2001) กลําวถึงสาเหตุการ
เพิ่มขึ้นของปริมาณไลซีนที่เป็นผลมาจากยีน opaque-2 เกิดจาก 1) การสังเคราะห์โปรตีนภายใน 
zein ลดลงและภายใน zein ไมํมีไลซีนเป็นองค์ประกอบ 2) การสังเคราะห์โปรตีนใน non-zein 
เพิ่มขึ้นและ non-zein มีไลซีนเป็นองค์ประกอบ 3) มีการเพิ่มขึ้นของ free amino acid (FAA) ซึ่ง
รวมถึงไลซีนด๎วย Henry et al. (2005) รายงานวํา ยีน opaque-2 ในข๎าวโพด ท าหน๎าที่ในการควบคุม
การแสดงออกของยีนในชํวงของการพัฒนาเมล็ด โดยเฉพาะอยํางยิ่งจะท าหน๎าที่เก็บโปรตีนภายใน
เอนโดสเปิร์ม ซึ่งในพืช teosinte จะมีเมล็ดขนาดใหญํและจ านวนมาก ซึ่งเป็นการเพิ่มอัตราสํวนของ
แป้งและการเก็บสะสมโปรตีนด๎วย 

 
เป็นที่ทราบกันดีวํา การรวมตัวของยีน (gene combinations) ที่เกิดขึ้นเน่ืองจากการผสม

พันธุ์ในพืชแตํละชนิดมักจะมีลักษณะที่ไมํต๎องการติดมาด๎วย ยีนที่ได๎มาจากการกลาย คือ high 
lysine หรือ low prolamine mutants นอกจากมีผลตํอการสังเคราะห์ของ zein ที่ลดลงและการ
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เปลี่ยนแปลงของความเข๎มข๎นของไลซีนและทริปโตแฟนแล๎ว ยังมีผลให๎ลักษณะทางชวีเคมีอื่นๆ 
เปลี่ยนไปด๎วย การเปลี่ยนแปลงของลักษณะทางชีวเคมี คือไลซีนเป็นไปในทิศทางบวก แตํ
ขณะเดียวกันลักษณะทางการเกษตรที่ส าคัญรวมทั้งลักษณะของเมล็ดกลับเป็นไปในทิศทางตรงกัน
ข๎าม โดยได๎มีการรายงานถึงลักษณะที่ไมํต๎องการของข๎าวโพด QPM เน่ืองมาจากยีน o2 ในเร่ืองการ
สะสมน้ าหนักแห๎ง (dry matter) ท าให๎ผลผลิตตกต่ า ขนาดของเอนโดสเปิร์มลดลง ลักษณะของ
เมล็ดเป็นแป้งอํอน ทึบแสง (soft chalky dull) ท าให๎ไมํเป็นที่ต๎องการของเกษตรกร การเกิดโรค  ฝัก
เนํา ที่เป็นผลมาจากเมล็ดแห๎งช๎า เพอริคาบ (pericarp) หนา สํวนของเอ็มบริโอมีขนาดใหญํน้ าหนัก
ฝักลดลง สีของเมล็ดไมํเหลือง และน้ าหนักของเมล็ดลดลง ทั้งนี้ความแตกตํางของลักษณะตํางๆ 
ขึ้นอยูํกับพันธุกรรมพื้นฐาน (genetic backgrounds) ของแตํละคูํผสม (Vasal, 1994) 

 
Modifying genes เป็นกลุํมยีนที่ไมํทราบบทบาทที่แนํนอน โดยจะมีผลไปเพิ่มหรือลดการ

แสดงออกของยีนหลัก ส าหรับคุณภาพโปรตีนในข๎าวโพด modifying genes จะไปสํงเสริมให๎เมล็ด
ที่มียีนหลัก คือ opaque-2 ซึ่งมีลักษณะทึบแสงและเป็นแป้งอํอนนั้น มีบทบาทในการเกิดแป้งแข็ง
บางสํวนท าให๎เมล็ดมีลักษณะแข็งและใสเหมือนกับข๎าวโพดปกติ จากลักษณะดังกลําวท าให๎ 
modifying ของยีน opaque-2 เป็นที่สนใจและเร่ิมมีการศึกษากันมากขึ้น โดยรูปแบบของ kernel 
modification มี 2 ชนิด คือ irregular patterns เปน็สํวนที่แสดงลักษณะการโปรํงแสง (translucent) 
อาจมีหลายแบบ เชํน เป็นจุดกระจายทั่วเมล็ด เป็นแถบ หรือใสทั้งเมล็ด สํวน regular patterns เป็น
สํวนของ modified ที่แสดงความก๎าวหน๎าของลักษณะของเมล็ดตั้งแตํดีที่สุดไปถึงเลวที่สุด (Vasal, 
1994) ซึ่ง regular patterns เป็นรูปแบบที่นักปรับปรุงพันธุ์ให๎ความส าคัญมากที่สุดในการคัดเลือก
ลักษณะเมล็ด 
 

 Paez  et al. (1969 a) พบวําสายพันธุ์บางสายพันธุ์จากพํอแมํที่เป็น homozygous opaque-2 
จะให๎ลูกที่มีลักษณะเมล็ด 2 ชนิด คือ ลักษณะเมล็ด opaque ทั้งเมล็ด (แป้งอํอน ทึบแสง) และ
ลักษณะ modifying opaque (คร่ึงเมล็ดมีแป้งอํอนและอีกคร่ึงเมล็ดมีแป้งแข็ง) และเมื่อน าไป
วิเคราะห์ทางเคมีพบวํา ลักษณะเมล็ดที่เป็น modifying opaque มีปริมาณไลซีนและทริปโตแฟน สูง
ใกล๎เคียงกับเมล็ดที่เป็น opaque ภายในฝักเดียวกัน โดยลักษณะดังกลําวเป็นผลจาก modified genes 
complex ซึ่งท าให๎ gene opaque-2 แสดงออกตํางไปจากเดิมในลักษณะของเอนโดสเปิร์ม Vasal 
(1975) พบวําลักษณะเมล็ดของ modifying opaque จะผันแปรตามสัดสํวนของ translucent ตํอ 
opaque  
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Vasal  et al. (1979) ได๎เสนอผลการคัดเลือกเพื่อการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและทาง
ชีวเคมีของลักษณะเมล็ด modified opaque-2 วํา ปริมาณโปรตีนในเมล็ดโดยทั่วไปจะเพิ่มขึ้น สํวน
ระดับของไลซีนและทริปโตแฟน โดยทั่วไปในเอนโดสเปิร์มจะลดลง แตํไมํมีผลกระทบกระเทือน
ตํอคุณภาพโปรตีน ลักษณะการถํายทอดของกลุํมยีน modifying genes เป็นแบบขํมสมบูรณ์ และ
ลักษณะ kernel vitreosity จะพบวํามีอิทธิพล additive gene มากกวํา dominance gene มีผลงาน
สนับสนุนอ่ืนๆ ที่แสดงวํา ลักษณะแป้งอํอน (soft opaque) และลักษณะแป้งแข็ง (modified opaque) 
ไมํสํงผลตํอคุณภาพของโปรตีนในเอนโดสเปิร์ม อยํางไรก็ตาม การศึกษาถึงความสัมพันธ์ของ
คุณภาพโปรตีนและ kernel modification หรือความโปรํงแสง พบวําไมํมีความสัมพันธ์กัน (Vasal et 
al., 1980) 

 
Sriwatanapongse et al. (1974) ศึกษาถึงปฏิกิริยาของกลุํม modifying gene จากการ

วิเคราะห์ข๎อมูลของการผสมพันธุ์แบบพบกันหมด (diallel) พบวําการถํายทอดลักษณะของ modifier 
จะซับซ๎อน และมีอิทธิพลของสภาพแวดล๎อมเข๎ามาเกี่ยวข๎องด๎วย และจากการวิเคราะห์สมรรถนะ
การผสม (combing ability) ในลักษณะเมล็ดแข็งใส (kernel vitreosity) พบวําอิทธิพลของ additive 
genetic variance จะมีอิทธิพลมากกวํา dominance genetic variance การถํายทอดลักษณะเมล็ดใน
ระหวํางลูกผสมที่เกิดจากพํอแมํ opaque และ modified opaque จะพบอิทธิพลทางแมํ (maternal 
effect) เข๎ามาเกี่ยวข๎องด๎วย ผลการทดลองนี้สนับสนุนการทดลองของ Vasal et al. (1980) ซึ่ง
รายงานวําการสะสมของพันธุกรรมที่เป็น modifiers (genetic modifiers) จะเปลี่ยนแปลงลักษณะ
ของเมล็ด ให๎มีลักษณะโปรํงแสง ซึ่งอาจจะมีผลตํอการเพิ่มขึ้นของความหนาแนํนเมล็ด (kernel 
density) และน้ าหนักหรือไมํก็ได๎ สํวนการแสดงออกของ modifiers ในลักษณะเมล็ด อาจได๎รับ
อิทธิพลมาจากฝ่ายแมํ (maternal effect) นอกจากนี้บางรายงานสนับสนุนอิทธิพลของ additive gene 
effect เชํน การศึกษาของ Glover  and Mertz (1987) และ Bjarnason and Vasal (1992) พบวํา
บทบาทที่ส าคัญตํอการแสดงออกของลักษณะเอนโดสเปิร์ม (modified endosperm) ซึ่งเกิดจาก
หลายยีน (polygenic) นั้น เป็นผลมาจาก additive gene effect  

 
การคัดเลือกลักษณะเมล็ดให๎มีลักษณะแข็งใสเหมือนกับข๎าวโพดไรํทั่วไปนั้น ได๎มีรายงาน

ของ Vasal et al. (1993) วําเน่ืองจาก opaque-2 เป็น recessive และลักษณะของ modifier เป็น 
polygenic ซึ่งไมํสามารถใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker) ในการบํงบอกลักษณะ 
modifierได๎ ในการคัดลักษณะของเมล็ดให๎มีประสิทธิภาพนั้น ต๎องสํองผํานแสงไฟ และคัดเลือก 
เมล็ดที่เป็น opaque น๎อยกวํา 25% 
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แหล่งพันธุกรรมข้าวโพดคุณภาพโปรตีน 
 
 ปัจจุบันแหลํงพันธุกรรมของ opaque-2 ที่ได๎มาจาก CIMMYT มีแป้งอํอนประกอบอยูํเพียง
เล็กน๎อย ทั้งนี้เนื่องจาก CIMMYT ได๎ให๎ความส าคัญกับการพัฒนาข๎าวโพด opaque-2 ที่มีเอนโด
สเปิร์มเป็นแป้งแข็งมาโดยตลอด ตัวอยํางประชากรข๎าวโพด opaque-2 ที่เป็นแป้งอํอนที่นํา สนใจ 
เชํน Tuxpeno opaque-2 (Population 37), CIMMYT opaque-2 composite, Composite1 (ปรับตัวได๎
ในเขต highland), Composite K (ปรับตัวได๎ในเขต tropical) และ Puebla opaque-2 composite 
(Vasal, 1994) มหาวิทยาลัย Illinois ได๎พัฒนาพันธุ์สังเคราะห์ด๎วยวิธีการคัดเลือกแบบวงจร 
(recurrent selection) เชํน  SSSS-o2 (Super Stiff Stalk Synthetic-opaque-2), disease oil synthetic 
(DO-o2), Syn. A-o2 และ Syn. B-o2 (Dudley et al., 1975) มหาวิทยาลัย Purdue พัฒนา Temp. HA-
o2, Temp. HB-o2 และ Colus synthetic ในปี ค.ศ. 1971 ประเทศอินเดียได๎มีการปรับปรุงพันธุ์และน า
ออกมาเผยแพรํ 3 ประชากร คือ Shakti, Rattan และ Proteina ส าหรับในประเทศไทย ศูนย์วิจัย
ข๎าวโพดข๎าวฟ่างแหํงชาติ มีแหลํงพันธุกรรม opaque-2 คือ Thai opaque-2 composite ตํอมามีการ
ปรับปรุงพันธุ์ที่เน๎นให๎มีลักษณะแป้งแข็งและต๎านทานโรคราน้ าค๎างรํวมด๎วย จนได๎เป็น Thai 
opaque-2 composite # 3 (Sriwatanapongse et al., 1974) นอกจากนี้ที่ CIMMYT ได๎มีการเก็บรักษา
พันธุ์ข๎าวโพด modified opaque-2 ไว๎มาก ซึ่งสํวนใหญํพันธุ์ข๎าวโพดที่เก็บไว๎ได๎มาจากการพัฒนา
และปรับปรุงมามากกวํา 20 ปี โดยประชากรเหลํานั้นจะมีความแตกตํางกัน ทั้งเร่ืองการปรับตัวตํอ
สภาพแวดล๎อม ระยะการสุกแกํ สีของเมล็ดและลักษณะของเอนโดสปิร์ม (Vasal, 1994)  
 
การพัฒนาแหล่งพันธุกรรมข้าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง (QPM)  
 

การรวมกันของยีน o2 และ modifying genes ท าให๎ข๎อบกพรํองของข๎าวโพด opaque-2 ถูก
ก าจัดไปและพัฒนาสูํลักษณะทางการเกษตรที่ดีของข๎าวโพด QPM โดยเฉพาะลักษณะของเอนโด
สเปิร์มที่เป็นแบบ modified หรือ hard endosperm โดยเร่ิมจากแหลํงพันธุกรรมที่ CIMMYT 
คัดเลือกฝักที่เป็น modified opaque-2 ออกจากฝักที่เป็น opaque-2 เพื่อเลือกลักษณะของ modified 
kernels ที่ดีที่สุดจากแตํละฝักและน าไปปลูกแบบฝักตํอแถว (ear to row) เลือกต๎นที่ดีที่สุดเพื่อผสม
ตัวเองเก็บฝักที่มีลักษณะ modified ที่ดีเพื่อเก็บไว๎ในการพัฒนา การคัดเลือกทั้งระหวํางและภายใน
ฝักจะน าไปวิเคราะห์ในห๎องปฏิบัติการเพื่อสร๎างแหลํงพันธุกรรมของข๎าวโพด QPM อยํางไรก็ตาม
ความพยายามดังกลําว นอกจากเป็นเรื่องที่ยากแล๎ว ยังมีความนําเบื่อและมักจะไมํประสบ
ความส าเร็จ(Vasal, 1994) 
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การปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง 
 
 ถึงแม๎วําคุณคําทางอาหารของข๎าวโพด opaque-2 จะเป็นที่ยอมรับของนักวิชาการโดยทั่วไป 
แตํก็ยังพบข๎อจ ากัดที่เกี่ยวกับข๎าวโพดชนิดนี้อีกมาก สุทัศน์ (2514 และ 2515) พบวําเมื่อมีการ
ถํายทอดยีน opaque-2 เข๎าไปในข๎าวโพดธรรมดา แม๎จะท าให๎คุณภาพโปรตีนเพิ่มมากขึ้น แตํปัญหา
ที่พบก็คือ การที่เมล็ดมีลักษณะแป้งอํอน (soft endosperm) สีเหลืองซีดหรือสีขาวขุํน  ซึ่งลักษณะ
ดังกลําวจะกํอให๎เกิดปัญหาในชํวงของการเก็บรักษาเมล็ดไว๎เป็นระยะเวลานาน เนื่องจากมีการเข๎า
ท าลายของแมลง คุณภาพแป้งข๎าวโพดที่ใช๎เป็นอาหารของมนุษย์ลดลง น้ าหนักเมล็ดเบากวํา
ข๎าวโพดธรรมดา และเกิดโรคฝักเนําได๎งําย สํงผลให๎ผลผลิตตํอไรํต่ ากวําข๎าวโพดทั่วไป จึงท าให๎
ข๎าวโพด opaque-2 ไมํเป็นที่ยอมรับของเกษตรกรและตลาด Lambert et al. (1969) พบวํา ข๎าวโพด 
opaque-2 อํอนแอตํอโรคฝักเนําอยํางมาก ในขณะที่ Goodsell  (1968); Paez  et al. (1969 b) ได๎
กลําวถึงปัญหาในการผลิตเมล็ดพันธุ์ข๎าวโพด opaque-2 วํามีลักษณะทางการเกษตรไมํดีพอ 
กลําวคือ มีน้ าหนักเมล็ดเบา ท าให๎ผลผลิตตํอไรํต่ ากวําข๎าวโพดปกติ 
 
 เทคนิคที่ใช๎ในการปรับปรุงสายพันธุ์ข๎าวโพด opaque-2 และการแก๎ไขข๎อบกพรํองใน
ลักษณะที่ไมํต๎องการน้ัน นักปรับปรุงพันธุ์สํวนใหญํจะใช๎วิธีการผสมกลับ (backcross) คือ การ
น าเอาลูกผสมที่ได๎ผสมกลับไปยังพํอหรือแมํ เพื่อเสริมลักษณะใดลักษณะหนึ่งเพียงไมํกี่ลักษณะเข๎า
ไปยังพันธุ์พืชที่เห็นวําดีอยูํแล๎ว แตํขาดลักษณะที่ต๎องการบางลักษณะ ซึ่งเป็นการถํายทอดยีนจาก
สายพันธุ์หนึ่งไปยังอีกสายพนัธุ์หนึ่ง (Allard, 1960) นอกจากนี้ Martin  et al. (1982) เสนอวํา การ
ปรับปรุงพันธุ์ข๎าวโพด opaque-2 ขึ้นอยูํกับลักษณะตํางๆ ทางการเกษตร และลักษณะคณุภาพใน
การคัดเลือก การศึกษาพันธุกรรมในข๎าวโพด opaque-2 โดยใช๎วิธีการคัดเลือกแบบวงจร (recurrent 
selection) ผลผลิตจะเป็นเพียงลักษณะเดียวที่เป็นตัวชี้คุณคําทางเศรษฐกิจ ลักษณะส าคัญที่ได๎รับ
ความส าเร็จในการคัดเลือก คือ ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความชื้น ลักษณะความแข็งของเมล็ด (kernel 
hardness) ปริมาณไลซีน น้ าหนักเมล็ด และระดับความโปรํงแสงของเมล็ด (degree of light 
transmission) ประสิทธิภาพของการปรับปรุงรวมลักษณะตํางๆ นั้น โดยใช๎วิธีการคัดเลือกแบบ
วงจร ท าการทดสอบในรํุนลูกทั้งแบบ S2 และแบบ full sib เป็นการทดสอบที่มีประสิทธิภาพสูง 
 

Vasal (1994) กลําวถึงลักษณะเดํนของการใช๎วิธีการผสมกลับ (backcross method) รํวมกับ
การคัดเลือกแบบวงจร (recurrent selection) โดยมีวิธีการด าเนินการ คือ 1) ใช๎วิธีการคัดเลือกแบบ
วงจรในสายพันธุ์พํอแมํในทุกรอบการคัดเลือก 2) ประเมินคุณภาพของ kernel modified หลังจากท า 
การผสมกลับ 3) วิธีการคัดเลือกนี้สนับสนุนการสร๎างสายพันธุ์อินเบรดของ opaque-2 และ 4) 
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ป้องกันการลดการสะสมของ modifiers ประชากรของข๎าวโพด QPM ของ CIMMYT ได๎มาจากการ
ใช๎สองวิธีดังกลําวรํวมกัน     
 
การปรับปรุงข้าวโพดคุณภาพโปรตีนด้วยวิธีดั้งเดิม (Conventional breeding) 
 
 การปรับปรุงคุณภาพโปรตีนในข๎าวโพดด๎วยวิธีดั้งเดิมจะมีข๎อจ ากัดในเร่ืองการตรวจสอบ
ปริมาณไลซีนและทริปโตแฟน กลําวคือ ในชํวงแรกของการเจริญเติบโตของข๎าวโพด นักปรับปรุง
พันธุ์ไมํสามารถบอกได๎วําข๎าวโพดต๎นใดมีปริมาณของไลซีนและทริปโตแฟน สูง จนกวําจะสิ้นสุด
ฤดูกาล ซึ่งจะท าให๎การผสมพันธุ์ต๎องท าทั้งประชากร เน่ืองจากบอกไมํได๎วําต๎นใดที่มีอัลลีล (allele) 
ของยีน opaque-2 อยูํ ส าหรับการจ าแนกข๎าวโพด QPM ที่นําเชื่อถือจะต๎องสํงตัวอยํางเมล็ดข๎าวโพด
ไปวิเคราะห์ที่ห๎องปฏิบัติการ ในขั้นตอนแรกจะวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน (เพื่อน าไปหาปริมาณ
โปรตีนทั้งหมด) และปริมาณทริปโตแฟนที่มีอยูํในสํวนของเอนโดสเปิร์ม ขั้นตอนที่สองเป็นการหา
ปริมาณความเข๎มข๎นของโปรตีน EF1A ซึ่งมีความสัมพันธ์สูงกับปริมาณของไลซีนในเอนโดสเปิร์ม 
นอกจากนี้ยังพบวําอัตราสํวนของไลซีนตํอทริปโตแฟนจะเทํากับ 4: 1 ในข๎าวโพด QPM ดังนั้นการ
วิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนตัวใดตัวหนึ่งก็จะสามารถบอกลักษณะของยีนที่ควบคุมอยูํในพืชต๎น
นั้นๆ นอกจากนี้ข๎อจ ากัดของยีน opaque-2 ซึ่งเป็น recessive ท าให๎ต๎นข๎าวโพดที่มียีนเป็น 
heterozygous คือมีจีโนไทป์เป็น O2o2 แสดงออกเหมือนกับ homozygous dominant (O2O2) ซึ่งใน
การจ าแนกความแตกตํางของจีโนไทป์ 2 ชนิดนี้ท าโดยผสมตัวเองของข๎าวโพดทุกต๎น แล๎วน าเมล็ด
ที่ได๎ไปปลูกในฤดูถัดไปเพื่อพิจารณาเฉพาะต๎นที่มีการแสดงออกเป็น QPM โดยการวิเคราะห์
ปริมาณกรดอะมิโนในเอนโดสเปิร์ม ซึ่งวิธีการดังกลําวนี้ คํอนข๎างสิ้นเปลืองแรงงาน คําใช๎จําย และ
เสียเวลาคํอนข๎างมาก (Dreher et al., 2000) 
 
การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง 
 

ในปัจจุบันมีการน าเอาเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ (biotechnology) เข๎ามามีสํวนชํวยเรํง
กระบวนการปรับปรุงพันธุ์ให๎เร็วขึ้น โดยเฉพาะอยํางยิ่งการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชํวยในกระบวน 
การคัดเลือกพันธุ์พืช อยํางไรก็ตาม กํอนที่จะได๎มาซึ่งเคร่ืองหมายโมเลกุล จะต๎องมีการศึกษา
ต าแหนํงของยีนควบคุมลักษณะที่ศึกษากํอน ซึ่งอาจเป็นการศึกษาของลักษณะเชิงปริมาณ
(quantitative trait loci ; QTL) หรือลักษณะคุณภาพ (qualitative trait) โดยเคร่ืองหมายโมเลกุลที่อยูํ
ใกล๎ยีนมากที่สุดสามารถเข๎ามามีบทบาทที่ส าคัญในการเพิ่มความแมํนย าในการคัดเลือก ลดระยะ 
เวลาในการด าเนินการ ประหยัดงบประมาณ โดยสามารถทดแทนการทดสอบในสภาพจริงในบาง
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ขั้นตอน ซึ่งกระท าได๎ยากในบางลักษณะ ดังนั้นประสิทธิภาพของการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลในการ
คัดเลือกจึงขึ้นอยูํกับหลายปัจจัย เชํน 1) ความถูกต๎องแมํนย าในการวางต าแหนํงยีน โดยการใช๎
หลักการวิเคราะห์ต าแหนํงของยีนควบคุมลักษณะปริมาณ 2) ระยะหํางระหวํางเครื่องหมายโมเลกุล
และยีนที่ท าการถํายทอด และ 3) พื้นฐานทางพันธุกรรมของพันธุ์ที่จะได๎รับการถํายทอดยีน  

 
ความไมํตํอเน่ืองในการพัฒนาไปสูํสายพันธุ์อินเบรดที่ดี ส าหรับยีน opaque-2 รํวมกับ 

modifying genes นั้น เป็นผลมาจาก 3 สาเหตุ คือ 1) การปรับปรุงพันธุ์ด๎วยวิธีผสมกลับแบบดั้งเดิม
ในแตํละรํุนต๎องผสมตัวเองเพื่อแยก opaque-2 และต๎องผสมกลับอยํางน๎อย 6 ชั่ว เพื่อให๎ระดับของ
การถํายทอดลักษณะตํางๆ เป็นที่นําพอใจ 2) การรักษา homozygous opaque-2 และ multiple 
modifier ต๎องมีการคัดเลือก และ 3) กระบวนการทางชีวเคมี ในการตรวจสอบปริมาณไลซีนและ 
ทริปโตแฟนที่ท าในแตํละชั่ว ต๎องใช๎ตัวอยํางในการวิเคราะห์จ านวนมาก รวมทั้งแรงงานและเวลา
ด๎วย การปรับปรุงพันธุ์แบบดั้งเดิมจนกระทั่งได๎เป็นพันธุ์การค๎านอกจากใช๎เวลานานแล๎ว การตรวจ 
สอบลักษณะที่ต๎องการตํางๆ ก็ท าได๎โดยการพิจารณาถึงลักษณะฟีโนไทป์ (phenotype) ซึ่งไมํ
สามารถบอกจีโนไทป์ (genotype) ที่แท๎จริงของพืชต๎นนั้นได๎ แตํการใช๎เทคนิคทางเคร่ืองหมาย
โมเลกุล หรือ marker assisted selection (MAS) สามารถตรวจสอบได๎วําพืชต๎นนั้นมีอัลลีลที่ต๎อง 
การอยูํหรือไมํโดยไมํต๎องรอประเมินจากลักษณะฟีโนไทป์ (phenotype) ข๎อแตกตํางที่ชัดเจนของ
วิธีการคัดเลือกด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุลกับวิธีการปรับปรุงพันธุ์แบบดั้งเดิมในยีน opaque-2 คือ    1) 
การใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลในการคัดเลือกยีน opaque-2 ซึ่งเป็น receesive gene จะใช๎เพียงใบ
บางสํวนของต๎นที่มีขนาดเล็ก ไปสกัดดีเอ็นเอ ท าให๎สามารถวิเคราะห์ลักษณะของพืชต๎นนั้นได๎
ตั้งแตํชํวงแรกของการปรับปรุงพันธุ์ ซึ่งนักปรับปรุงพันธุ์จะคัดเลือกต๎นที่ไมํมียีน opaque-2 ออก
กํอนท าการผสมพันธุ์ นั่นหมายถึงขนาดของประชากรที่จะต๎องผสมพันธุ์จะลดลง เป็นการประหยัด
ทั้งเวลาและแรงงาน 2) เคร่ืองหมายโมเลกุลสามารถแยกพืชต๎นที่มีจีโนไทป์เป็น homozygous 
recessive (o2o2) และ heterozygous ที่มีอัลลีลของ o2 เพียงอัลลีลเดียวออกจากันได๎ (Ribaut and 
Hoisington, 1998) 

 
Hamada et al. (1982) กลําววําดีเอ็นเอที่มีลักษณะเป็นล าดับเบสซ้ าขนาดสั้นๆ เพียง 1-4 คูํ

เบส แตํไมํเกิน 10 คูํเบส ที่พบอยูํภายในดีเอ็นเอของยูคาริโอท มีชื่อเรียกวํา simple sequence repeat 
(SSR) หรือ microsatellite DNA โดยได๎มีการน าไปใช๎ในการศึกษาแผนที่จีโนม การแยกความ
แตกตํางของสิ่งมีชีวิตโดยวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ และการประเมินระดับของการกระจายตัวของ
พันธุกรรม (Yang et al., 1994; Choukan and Warburton, 2005) SSR สามารถบอกได๎วํามียีนที่
ต๎องการอยูํในพืชต๎นนั้นหรือไมํ โดยการสังเคราะห์ primer ขึ้นมาซึ่งเป็นสํวนหนึ่งของ SSR ของยีน 
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opaque-2 มาเพิ่มจ านวนด๎วยปฏิกิริยาลูกโซํ (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1988) 
แล๎วน าไปท าอิเล็กโทรโฟรีซีส (eletrophoresis) เพื่อแยก amplified DNA บนเจลชนิดตํางๆ จะทราบ
ได๎วํา พืชต๎นน้ันมีอัลลีลของ opaque-2 ทั้ง 2 alleles หรือมีเพียงอยํางละ 1 allele (Jompuk, 2007) 
SSR ยังพบอยูํในจีโนมของพืชหลายๆ ชนิด เชํน ข๎าวโพด (Senior  and Heun, 1993) ข๎าว (Oryza 
sativa L.) (Wu and Tanksley, 1993) ถั่วเหลือง (Glycine max L.) เป็นต๎น Saghai Maroof et al. 
(1994) และ Rongwen et al. (1995) รายงานการเกิด polymorphism ของ SSR จะดีกวําใน RFLPs 
ส าหรับพืชหลายๆ ชนิด เชํน ถั่วเหลือง เป็นต๎น  

 
การน าเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพเข๎ามามีสํวนรํวมในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์พืชใน

ปัจจุบันชํวยให๎การปรับปรุงพันธุ์พืชท าได๎เร็วขึ้น โดยเฉพาะการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชํวยในการ
คัดเลือกพันธุ์พืช (Marker-Assisted Selection; MAS) เคร่ืองหมายโมเลกุลที่อยูํใกล๎ยีนมากที่สุดจะ
สามารถเพิ่มความแมํนย าในการคัดเลือกพืชได๎ สามารถตรวจสอบอัลลีลที่ต๎องการโดยไมํต๎องรอ
ประเมินจากลักษณะของฟีโนไทป์ท าให๎การคัดเลือกมีประสิทธิภาพ และชํวยลดระยะเวลาในการ
ปรับปรุงพันธุ์ลงได๎ 

 
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite) หรือ SSR marker (simple sequence 

repeat) เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบจ าเพาะ สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได๎คร้ังละ 1 ต าแหนํง 
(single-locus marker) ล าดับเบสมีลักษณะซ้ าเรียงตํอเน่ืองกัน แตํละชุดซ้ าประกอบด๎วยเบส 1-6 เบส 
ล าดับเบสที่อยูํสองข๎างของสํวนไมโครแซทเทลไลท์มักเป็นล าดับเบสจ าเพาะมีเพียงชุดเดียวใน       
จีโนม (unique sequence) สามารถน ามาออกแบบสังเคราะห์ไพรเมอร์ (primer) ทีมีล าดับเบสเหมือน 
หรือเป็นคูํสมกับล าดับเบสที่อยูํสองข๎างของสํวนไมโครแซทเทลไลท์ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย
ใช๎เทคนิค PCR (polymerase chain reaction) โดยใช๎ดีเอ็นเอต๎นแบบเพียงเล็กน๎อย จะเป็นการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอที่ต าแหนํงเฉพาะเพียงต าแหนํงเดียว ผลการตรวจจึงมีความแมํนย า นอกจากนี้ SSR 
marker ยังเป็นเคร่ืองหมายที่มีพอลิมอฟิซึม (polymorphism) สูง และสํวนใหญํเป็น  co-dominance 
marker สามารถแยกจีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัส และเฮเทอโรไซกัสออกจากกันได๎ (สุรินทร์, 2552) 
ส าหรับการคัดเลือกยีน opaque-2 การใช๎ SSR marker ท าให๎สามารถแยกต๎นที่มีจีโนไทป์เป็น 
homozygous recessive (o2o2) และ heterozygous (O2o2) ที่มีอัลลีลของ o2 เพียงอัลลีลเดียวออกจาก
กันได๎ (Ribaut and Hoisington, 1998) ท าให๎ชํวยลดประชากรที่ไมํต๎องการในชํวงกํอนการผสม
พันธุ์ได๎  
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ในปี 2001 ได๎มีการเผยแพรํ primer 3 ตัวซึ่งเป็น SSR marker คือ phi112, umc1066 และ 
phi057 ที่มีความจ าเพาะกับยีน opaque-2 ใน www.agron.missouri.edu ซึ่งเป็นการงํายตํอการศึกษา
และการใช๎ประโยชน์อยํางมาก โดย phi112 อยูํระหวําง G box และ 3 upstream open reading 
frames (uORFs) สํวน umc1066 และ phi057 จะอยูํบน exon 1 และ exon 6 ตามล าดับ อยํางไรก็ตาม 
polymorphism ของ primer ทั้ง 3 มีความแตกตํางกัน คือ phi112 เป็น dominant  marker ซึ่งเป็น
ข๎อจ ากัดในการแยกจีโนไทป์ของ opaque-2 ออกเป็น 3 จีโนไทป์ แตํเป็นประโยชน์ด๎านการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพันธุ์ในชํวงรักษา (maintain) สายพันธุ์อินเบรด QPM ส าหรับ 
phi057 และ umc1066 เป็น co-dominant marker ซึ่งสามารถแยกความแตกตํางระหวําง 
homozygous กับ heterozygous ได๎ การแยก heterozygous ในชํวงกํอนผสมพันธุ์จะเป็นการลด
ประชากรที่ไมํต๎องการเป็นการประหยัดแรงงานและเวลาลงได๎มาก (Babu et al., 2005) 

 
Bentte and Prasanna (2003) ได๎ศึกษา SSR marker ดังนี้ bnlg439, phi057, blng125, 

dupssr34 และ bnlg105 ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ให๎ความแตกตํางของ polymorphism สูงใน
การคัดเลือกข๎าวโพดที่มีพันธุกรรมเป็น QPM พบวํา marker ที่จ าเพาะกับยีน opaque-2 คือ phi057 
ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถแยกความแตกตํางของจีโนไทป์ของ opaque-2 ได๎ดี  

 
พัชรา (2551) พบวํา การใช๎เคร่ืองหมายเลกุล phi057 ชํวยในการคัดเลือกยีน opaque-2 

สามารถคัดเลือกข๎าวโพดที่มียีน opaque-2 จากประชากรข๎าวโพดได๎อยํางมีประสิทธิภาพและ
ข๎าวโพดที่คัดเลือกได๎มีปริมาณทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มสูงเชํนเดียวกับข๎าวโพด opaque-2  
 
อินบรีดดิง (Inbreeding) 
 
 อินบรีดดิงเป็นการผสมใดๆ ก็ตามที่ท าให๎อัตราสํวนของความคงตัวทางพันธุกรรม 
(homozygosity) เพิ่มขึ้น เชํน การผสมตัวเอง การผสมระหวํางพี่น๎อง การผสมระหวํางพวกที่มีบรรพ
บุรุษรํวมกัน เป็นต๎น เป็นการเปิดโอกาสให๎ยีนที่เหมือนกันมาเข๎าคูํกัน โดยการผสมตัวเองเป็นการ
เพิ่มอัตราของโฮโมไซโกซิตีได๎เร็วที่สุด รองลงไป คือ การผสมระหวํางพี่น๎องรํวมพํอแมํ และการ
ผสมแบบอื่นๆ ก็ให๎อัตราสํวนของพันธุ์แท๎ช๎าลงแล๎วแตํความหํางไกลของความสัมพันธ์ระหวํางพืช
ที่ผสมกัน (ไพศาล, 2526) โดยในแตํละคร้ังของการผสมตัวเองพืชแตํละต๎นจะเข๎าสูํสภาพความคง
ตัวทางพันธุกรรม 50 เปอร์เซ็นต์ หลังจากผสมตัวเองมากกวํา 6 คร้ังขึ้นไป พืชจะแสดงความ
แตกตํางกันในลักษณะโดยทั่วๆ ไปน๎อยมาก จึงถือวําพืชมีความคงตัวทางพันธุกรรม (กฤษฎา, 
2551) 

http://www.agron.missouri.edu/
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วิธีการผสมตัวเอง (self pollination) เป็นวิธีมาตรฐานที่นักปรับปรุงพันธุ์พืชเลือกใช๎เพื่อ

พัฒนาสายพันธุ์แท๎ส าหรับผลิตลูกผสม (Hallauer, 1990) เป็นการใช๎ประโยชน์จากอินบรีดดิง 
(inbreeding) ที่ท าให๎ได๎สายพันธุ์แท๎เร็วที่สุด โดยทั่วไปจะท าการคัดเลือกลักษณะที่ต๎องการในแตํละ
ชั่วควบคูํไปด๎วย เชํน ความแข็งแรงของต๎น ลักษณะทรงต๎น การต๎านทานโรค เป็นต๎น เมื่อผํานไป 3-
4 ชั่ว สายพันธุ์ที่คัดเลือกไว๎จะเร่ิมมีความคงตัวทางพันธุกรรม (uniform) ภายในสายพันธุ์ และ
สามารถแยกความแตกตํางระหวํางสายพันธุ์ได๎อยํางชัดเจน (Sprague and Eberhart, 1977) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

 

อุปกรณ์ 

 
1. พันธุ์ข้าวโพด 

 
 1.1  พันธุ์ข๎าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง (Quality Protein Maize; QPM) ที่พัฒนาโดยศูนย์วิจัย
ข๎าวโพดข๎าวสาลีนานาชาติ (CIMMYT) คือ Pop65C6 QPM ซึ่งเป็นพันธุ์ข๎าวโพดเขตร๎อน มีอายุเก็บ
เกี่ยวปานกลาง ลักษณะเมล็ดสีเหลืองหัวแข็ง (Tropical Maize Late Flowering Yellow Flint; 
TLYF) มีปริมาณโปรตีนในเอนโดสเปิร์มทั้งหมด 7.30 % และปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน 0.665 
% (Jompuk, 2006) 

1.1.1 Pop65C6-46 
1.1.2 Pop65C6-55 

 
 1.2  สายพันธุ์อินเบรดข๎าวโพดไรํ ที่ได๎จากโครงการปรับปรุงพันธุ์ข๎าวโพดไรํของภาควิชา
พืชไรํนา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ได๎แกํ 

1.2.1  Agron20 (origin Cargill 919) 
1.2.2  Agron29 (origin Uni-H 9728) 
 

 1.3 ข๎าวโพดไรํลูกผสมเด่ียว (single cross hybrid) พันธุ์สุวรรณ 4452 (SW4452) ซึ่งเป็น
พันธุ์การค๎าของศูนย์วิจัยข๎าวโพดและข๎าวฟ่างแหํงชาติ อายุเก็บเกี่ยว 100-120 วัน ผลผลิตสูง ปรับตัว
ได๎กว๎างใช๎เป็นพันธุ์เปรียบเทียบ  
 

2. สารเคมี  
 

 2.1  สารเคมีที่ใช๎ในการสกัดดีเอ็นเอ 
 2.1.1  ไนโตรเจนเหลว 
 2.1.2  CTAB (Cethyl trimethyl ammonium bromide) 
 2.1.3  Sodium chloride  
 2.1.4  EDTA (Ethylenediamine tetraacetate) 

 



 

  17 

  2.1.5  Tris-HCL  
2.1.6  2- Mercaptoethanol  
2.1.7  Chloroform  
2.1.8  Isoamyl alcohol  
2.1.9  Ethanol 
2.1.10  Ammonium acetate 
2.1.11  RNase  
2.1.12  Iso-propanol  
2.1.13  Sodium acetate 
2.1.14  RNase A 
2.1.15  Phenol 
2.1.16  Ammonium persulphate (APS) 
2.1.17  TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamide) 

 
 2.2  สารเคมีที่ใช๎ส าหรับการท า SSR 
 2.2.1  Ultra pure water 
 2.2.2  MgCl2 
 2.2.3  dNTP 
 2.2.4  Taq DNA polymerase 
 2.2.5  Primer 
                              phi057 
 forward;  5’- CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT-3’ 
 reverse;   5’-CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC-3’ 

         phi112 
 forward  5'- TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT-3'  
  reverse  5'- AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC-3'  

 
2.3 สารเคมีที่ใช๎ในการท า denaturing polyacrylamind gel electrophoresis และการย๎อม

แถบดีเอ็นเอ 
 2.3.1  Bind silane 
 2.3.2  Repel silane 
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 2.3.3  Glacial acetic acid 
 2.3.4  Acrylamide 
 2.3.5  Bisacrylamide 
 2.3.6  Tris-borate 
 2.3.7  Tris-base 
 2.3.8  Formamide 
 2.3.9  Bromphenol blue 
 2.3.10  Xylene cyanol 
 2.3.11  Boric acid 
 2.3.12  Agarose 
 2.3.13  Glycerol 
 2.3.14  Ethidium bromide 
 2.3.15  Ammonia 
 2.3.16  Sliver nitrate 
 2.3.17  Sodium hydroxide 
 2.3.18  Formaldehyde 
 2.3.19  Sodium carbonate 
 2.3.20 Molecular weight standard 
 

2.4 สารเคมีที่ใช๎วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
     2.4.1  Hexane 
     2.4.2  98% Sulfuric acid, standard 0.05018 N Sulfuric acid 
     2.4.3  Catalyst (Na2SO4 100g: Se 1g) 
     2.4.4  10 N Sodium hydroxide, 0.1 N Sodium hydroxide 
     2.4.5  Boric acid indicator solution 
     2.4.6  95% Ethyl alcohol 

 
 2.5 สารเคมีที่ใช๎ในการวิเคราะห์ปริมาณ tryptophan 
 2.4.1  Haxane 
 2.4.2  Sodium acetate anhydrous 
 2.4.3  Ferric chloride hexahydrate 
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 2.4.4  Acetic Anhydride 
 2.4.5  DL-Tryptophan 
 2.4.6  Papain Enzyme 
 2.4.7  Hydrochloric acid 
 2.4.8  Sodium triosulfate 
 2.4.9  Metyl red 
 2.4.10  Bromocresol green 
 

3. อุปกรณ์ 
 
3.1 โกรํงบดตัวอยําง 
3.2 หลอดทดลอง 
3.3 อํางควบคุมอุณหภูมิ 
3.4 เคร่ืองชั่งสารทศนิยม 4 ต าแหนํง 
3.5 เคร่ืองเซนตริฟิวจ์ 
3.6 ไมโครปิเปตชนิดปรับปริมาตรได๎ 
3.7 ชุด sequencing gels 
3.8 เคร่ืองจํายกระแสไฟฟ้า 
3.9 เคร่ืองสังเคราะห์ดีเอ็นเอ 
3.10   Spectophotometer 
3.11   เคร่ือง electrophoresis  ส าหรับ acrylamide gels 
3.12   Cyclone mill 
3.13   เคร่ืองแก๎ว 
3.14   pH meter 
3.15   Shaker, Vortex-Genie2 
3.16   เคร่ืองสกัดไขมัน (SER 148 extraction unit by solvent) 
3.17   กระดาษกรอง 
3.18   ปิเปต 
3.19   Incubater 
3.20   หลอดเซนตริฟิวจ์ 
3.21   เคร่ืองฉายแสงอุลตร๎าไวโอเล็ตและเครื่องฉายภาพดีเอ็นเอ 
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วิธีการ 
 

1. ผสมพันธุ์ระหวํางสายพันธุ์อินเบรดข๎าวโพดปกติเป็นต๎นแมํ (recurrent parent) กับสาย
พันธุ์อินเบรด QPM ที่ปรับตัวได๎ดีกับสภาพแวดล๎อมของประเทศไทยเป็นต๎นพํอ (donor parent) ได๎
ลูกผสมจ านวน 2 คูํผสมคือ Agron20 x Pop65C6-46 และ Agron29 x Pop65C6-55 แล๎วใช๎วิธีการ
ผสมกลับ (backcross) ไปหาสายพันธุ์อินเบรดที่ใช๎เป็นต๎นแมํ (recurrent parent) โดยท าตํอมาจาก
วิทยานิพนธ์พัชรา (2551) จากรํุน BC1F1 ผสมกลับไปหาสายพันธุ์อินเบรดที่ใช๎เป็นต๎นแมํ (recurrent 
parent) อีก 1 ครั้ง 
 
  2. ได๎สายพันธุ์ BC2F1 จากนั้นใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 (SSR marker) ซึ่งอยูํใกล๎กบั
ยีน opaque-2 ชํวยในการคัดเลือกต๎นที่เป็น heterozygous (O2o2) แล๎วผสมตัวเอง (self) ไว๎เพื่อให๎เกิด
การกระจายตัวเป็น 3 แบบ คือ homozygous dominant (O2O2), heterozygous (O2o2) และ 
homozygous recessive (o2o2) ใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 คัดเลือกต๎นที่เป็น homozygous 
recessive (o2o2) จากนั้นผสมตัวเองเพื่อเพิ่มระดับความคงตัวทางพันธุกรรมจนถึงรํุน BC2S3  

 
3. น าต๎นที่เป็น homozygous recessive (o2o2) ในรุํน BC2S3 ผสมข๎ามกันระหวํางคูํผสม  

Agron20 x Pop65C6-46 และ Agron29 x Pop65C6-55 แล๎วน าลูกผสมที่ได๎ไปทดสอบผลผลิต 
โดยแสดงรายละเอียดด๎านลําง (ภาพที่ 1) 
 
ฤดูปลูกท่ี 1  

 
ปลูกสายพันธุ์อินเบรด (Agron20 และ Agron29) เป็น recurrent parent และข๎าวโพด

คุณภาพโปรตีนที่ตรวจสอบวํามียีน opaque-2 ใช๎เป็น donor parent ได๎เป็นลูก F1 จ านวน 2 คูํผสม 
คือ Agron20 x Pop65C6-46 และ Agron29 x Pop65C6-55 
 
ฤดูปลูกท่ี 2  

 
ปลูกต๎น F1 ของทั้ง 2 คูํผสม คูํผสม ซึ่งประชากรชั่วนี้ จะมีต๎นที่มียีนที่เป็น heterozygous 

(O2o2) เลือกต๎นที่มีลักษณะทางการเกษตรตํางๆ ที่ดี แล๎วน าไปผสมกลับไปยังพันธุ์รับ (recurrent 
parent) ได๎ลูกเป็น BC1F1 ในฤดูที่ 1 และฤดูที่ 2 ได๎มาจากวิทยานิพนธ์ พัชรา (2551) 
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ฤดูปลูกท่ี 3  
 
ปลูก BC1F1 จ านวน 200 ต๎นตํอ คูํผสม ซึ่งประชากรชั่วนี้ จะมีต๎นที่มียีนที่เป็น heterozygous 

dominant (O2O2) และ heterozygous (O2o2) สุํมเลือกต๎น 100 ต๎นตํอคูํผสม เพื่อตัดใบสกัดดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 เลือกต๎นที่เป็น heterozygous (O2o2) แล๎วผสมกลับไปหา 
recurrent parent ลูกที่ได๎เป็น BC2F1  
 
ฤดูปลูกท่ี 4  

 
ปลูกต๎นที่เป็น BC2F1 โดยประชากรชั่วนี้ จะมีต๎นที่เป็น homozygous dominant (O2O2)  และ 

heterozygous (O2o2) ตัดใบสกัดดีเอ็นเอตรวจสอบด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 เลือกต๎นที่เป็น 
heterozygous (O2o2) แล๎วผสมตัวเอง (self) ของต๎นที่เป็น heterozygous ไว๎ ได๎ลูก BC2S1 

 
ฤดูปลูกท่ี 5  

 
น าเมล็ด BC2S1 ที่ท าการผสมตัวเองไว๎ในฤดูที่ผํานมา มาปลูกและผสมตัวเองตํอโดยไมํได๎มี

การคัดเลือกต๎นที่เป็น homozygous recessive (o2o2) เน่ืองจากเกิดปัญหาในการท าอิเล็กโทรโฟรีซิส 
แตํได๎มีการเลือกต๎นให๎มีลักษณะที่สม่ าเสมอมากขึ้น  

 
ฤดูปลูกท่ี 6  

 
ผสมตัวเองในรํุน BC2S2 เพื่อเลือกต๎นให๎มีลักษณะที่ดีและสม่ าเสมอมากขึ้น โดยไมํได๎มีการ

คัดเลือกต๎นที่เป็น homozygous recessive (o2o2) เน่ืองจากเกิดปัญหาในการท าอิเล็กโทรโฟรีซิส เชํน 
เดียวกับฤดูที่ 5 
 
ฤดูปลูกท่ี 7  

 
ผสมตัวเองในรํุน BC2S3โดยประชากรชั่วนี้ จะมีต๎นที่เป็น homozygous dominant (O2O2), 

heterozygous (O2o2) และ homozygous recessive (o2o2) สุํมตัดใบและท าติดฉลากไว๎ที่ต๎น น าไป
ตรวจสอบยีน opaque-2 ด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi112 เพื่อจะเลือกต๎นที่เป็น homozygous 
recessive (o2o2) และการทดสอบต๎นที่เป็น o2o2 ซ้ าด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi 057 เพื่อยืนยันต๎นที่
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เป็น o2o2 หลังจากนั้นท าการผสมข๎ามต๎นที่เป็น o2o2 ระหวํางคูํผสม Agron20 x Pop65C6-46 และ 
Agron29 x Pop65C6-55  
 
ฤดูปลูกท่ี 8  

 
น าลูกผสมเด่ียวที่ได๎ไปปลูกทดสอบผลผลิต  
 

 
 

ภาพท่ี 1 แสดงแผนผังการผสมรํวมกับการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชํวยในการคัดเลือก 
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การปลูกทดสอบผลผลิต (Yield trial) 
 

ปลูกทดสอบผลผลิตระหวํางคูํผสมรํวมกับพันธุ์ตรวจสอบ คือ SW4452 วางแผนการ
ทดลองแบบสุํมในบลอคสมบูรณ์ (randomized complete block design, RCBD) จ านวน 4 ซ้ า ขนาด
แปลงยํอยแถวยาว 5 เมตร จ านวน 4 แถว ระยะปลูก 0.75 x 0.25 เมตร และตรวจสอบปริมาณ
โปรตีน ปริมาณทริปโตแฟนในปริมาณโปรตีน และวิเคราะห์ผลผลิต  
  
  การดูแลแปลงทดลองในทุกฤดูปลูกปฏิบัติตามค าแนะน าของศูนย์วิจัยข๎าวโพดและข๎าวฟ่าง
แหํงชาติ ดังนี้ ปลูก 2 เมล็ดตํอหลุม หลังจากปลูกใช๎สารควบคุมวัชพืชประเภท pre-emergence คือ 
อาทราซีน (atrazine) อัตรา 640 กรัมตํอไรํ สต๏อม (stomp) 640 ซีซีตํอไรํ เมื่อข๎าวโพดอายุได๎
ประมาณ 2 สัปดาห์ถอนแยกให๎เหลือหลุมละ 1 ต๎น ใสํปุ๋ยรองพื้นสูตร 16-20-0 อัตรา 20 กิโลกรัม
ตํอไรํ และใสํปุ๋ยด๎านข๎างต๎น (side dressing) สูตร 46-0-0 ครั้งละ 40 กิโลกรัมตํอไรํ เมื่อข๎าวโพดอายุ 
4 สัปดาห์ มีการให๎น้ าแบบ sprinkler ในชํวงอายุ 1-4 สัปดาห์ หลังจากนั้นจะให๎น้ าแบบปลํอยตาม
รํอง (furrow) 1 คร้ังตํอสัปดาห์ ประมาณ 7-8 คร้ัง ปริมาณน้ าที่ให๎ในแตํละคร้ังประมาณ 40 
มิลลิเมตร 
 
การบันทึกข้อมูล 

 
 1.  ผลผลิต (yield) ชั่งน้ าหนักฝักทั้งหมดในแตํละแปลงยํอยของแตํละคูํผสม เทียบคําเป็น
กิโลกรัมตํอไรํ โดยปรับคําที่ความชื้นของเมล็ด 15 เปอร์เซ็นต์ 

 
ผลผลิตที่ความชื้น 15 % =  น้ าหนักฝักสด x (100 - % ความชื้น) x % กะเทาะ  x        1,600 

                                                            (100 - 15)                                             พื้นที่เก็บเกี่ยว 
 
 2.  เปอร์เซ็นต์กะเทาะ (threshing percentage) ค านวณจาก 

 
เปอร์เซ็นต์กะเทาะ =  น้ าหนักเมล็ด (กก.) x 100 

                                                                              น้ าหนักฝัก (กก.) 
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 3.  ความสูงต๎นและฝัก (plant and ear height) ความสูงต๎นวัดจากระดับพื้นดินถึงข๎อใบธง
และความสูงของต าแหนํงฝักวัดจากระดับพื้นดินถึงข๎อของฝักบนสุด วัดเมื่อดอกตัวผู๎แห๎ง สุํมวัด
แปลงยํอยละ 10 ต๎น แล๎วหาคําเฉลี่ยของความสูง หนํวยเป็นเซนติเมตร 

4. เปอร์เซ็นต์ความชื้นของเมล็ด (seed moisture content) วัดหลังจากกะเทาะเมล็ด โดย 
สุํมเมล็ดของแตํละแปลงยํอย  ชั่งให๎ได๎น้ าหนัก  250 กรัมแล๎ว น าไปวัดด๎วยเคร่ือง moisture tester  

5. วันออกไหมและวันชํอดอกตัวผู๎บาน (day to silking and tasselling) นับตั้งแตํวันที่ 
ได๎รับ น้ าคร้ังแรกจนถึงวันที่ข๎าวโพดออกไหม 50 % ของจ านวนต๎นทั้งหมด สํวนวันที่ชํอดอกตัวผู๎
บานนับจากวันที่ได๎รับน้ าคร้ังแรกจนถึงวันที่ชํอดอกตัวผู๎บานครึ่งชํอ 50 % ของจ านวนต๎นทั้งหมด 

6. จ านวนต๎นทั้งหมด (plant stand) จะนับหลังจากถอนแยกและใสํปุ๋ยคร้ังที่ 2 แล๎ว 
7. คะแนนการเกิดโรคทางใบ (foliar diseases) ให๎คะแนนการเกิดโรคทางใบในชํวงอายุ 

ประมาณ 100 วัน ในชํวงนี้ต๎นข๎าวโพดยังมีใบสีเขียวอยูํ แตํฝักเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลแล๎ว การให๎
คะแนนจะให๎ต้ังแตํ 1 – 5 ต๎นที่ไมํเป็นโรคจะได๎ 1 และต๎นที่เป็นโรคทั้งต๎นจะได๎ 5 

8. จ านวนต๎นหักล๎ม (root and stalk lodging) นับกํอนเก็บผลผลิตเพื่อดูความแข็งแรงของ 
ต๎นและราก 

9. จ านวนฝักดีฝักเสีย (ear count) นับหลังจากเก็บผลผลิตแล๎วโดยนับจ านวนฝักทั้งหมด 
และจ านวนฝักเสีย 

10. จ านวนฝักตํอ 100 ต๎น (ear 100 per plant) น าจ านวนฝักที่ได๎มาค านวณกับจ านวนต๎น 
 
การสกัดดีเอ็นเอ 
 

การสกัดดีเอ็นเอ (DNA) จากใบข๎าวโพดใช๎วิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีการของ           Agrawal 
et al.(1992) มีขั้นตอนการท าดังนี้ 

 
1.  น าใบข๎าวโพดประมาณ 0.2 กรัม (ใช๎ใบอํอนที่โตพอสมควร) ใสํลงในโกรํง เติม

ไนโตรเจนเหลวให๎ทํวม และบดให๎ละเอียด ถํายผงใบลงในหลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 15 มิลลิลิตรที่มี 
2X CTAB ปริมาตร 6 มิลลิลติร และ 2-mercaptoethanol ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ที่อุํนไว๎ที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส 

2.  บํมไว๎ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 60 นาที โดยกลับหลอดไปมา 2-3 ครั้งทุกๆ 
10 นาที 
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3.  น าหลอดมาไว๎ที่อุณหภูมิห๎องประมาณ 5 นาที เพื่อให๎อุณหภูมิลดลง เติม 
chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให๎เป็นเนื้อเดียวกันโดยกลับ
หลอดไปมาเบาๆ นาน 10 นาที 

4.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 2500 rpm นาน 15 นาที เพื่อแยกชั้นน้ า และ Chloroform ออกจากกัน 
5.  ใช๎ไมโครปิเปตต์ดูดสารละลายสํวนบนใสํในหลอดใหมํ จากนั้นเติม linear 

polyacrylamide ปริมาตร 60 ไมโครลิตร เพื่อชํวยในการตกตะกอนดีเอ็นเอ และเติม iso-propanol 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากันเบาๆ ได๎สายดีเอ็นเอ 

6.  เกี่ยวดีเอ็นเอไปแชํใน 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลติร ที่อยูํในหลอดไมโครเซนติฟิวจ์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

7.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 2800 rpm นาน 1 นาที เพื่อให๎ตะกอนนอนก๎น 
8.  เท 70% ethanol ทิ้งแล๎วเติม washing buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เคาะข๎างหลอดเบาๆ 

เพื่อละลายเกลือออกจากโมเลกุลของดีเอ็นเอ 
9.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 2800 rpm นาน 1 นาที เพื่อให๎ดีเอ็นเอนอนก๎น 
10.  เทสํวนน้ าทิ้ง คว่ าหลอดบนกระดาษ ซับให๎แห๎ง หรือน าไปใสํใน incubator ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส 
11.  เติม RNase buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อละลายดีเอ็นเอให๎หมด 
12.  เติม RNase A (10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสข๎ามคืน หรือ

เติม 7 ไมโครลิตร บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
13.  เติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เพื่อสกัด

เอาเอนไซม์ RNase A และโปรตีนที่อาจหลงเหลืออยูํออกไป ผสมให๎เป็นเน้ือเดียวกันโดยกลับ
หลอดไปมา 

14.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12500 rpm นาน 10 นาที 
15.  ดูดสารละลายสํวนใสด๎านบนใสํในหลอดใหมํ สกัดซ้ าด๎วย chloroform:isoamyl 

alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให๎เป็นเนื้อเดียวกันโดยกลับหลอดไปมา 
16.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12500 rpm นาน 10 นาที 
17.  ดูดสารละลายสํวนใสด๎านบนใสํในหลอดใหมํ เติม linear polyacrylamide ปริมาตร 6 

ไมโครลิตร 3 M Sodium acetate ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ absolute ethanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอซ้ า  

18.  น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 2800 rpm นาน 5 นาที 
19.  เทสํวนน้ าทิ้ง ล๎างตะกอนด๎วย 70% ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล๎วน าไปปั่น

เหวี่ยงที่ 2800 rpm นาน 2 นาที 
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20.  เทสํวนน้ าทิ้ง คว่ าหลอดบนกระดาษ ซับให๎แห๎ง หรือปลํอยให๎แห๎งในอากาศ แล๎ว
ละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
จนกวําจะน ามาใช๎ตํอไป 
 
การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

 
วิธีวัดการดูดกลืนแสงอัลตาไวโอเล็ตโดยใช๎ Spectrophotometer เป็นวิธีการตรวจสอบ

คุณภาพ และวัดปริมาณดีเอ็นเอจากการวัดคํา optical density (OD) เน่ืองจากเบสที่เป็นองค์ประกอบ
ของกรดนิวคลีอิกสามารถดูดกลืนแสงได๎สูงสุดที่ชํวงความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ซึง่สารละลายดี
เอ็นเอเข๎มข๎น 50 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร สามารถดูดแสงได๎คํา absorbance ที่ 260 นาโนเมตร 
(OD260) น าสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไว๎มาท าให๎เจือจางลงตามปริมาตรที่ต๎องการแล๎ววัดคํา OD260 
และน าไปหาคําความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอได๎จาก 

 
ความเข๎มข๎นของสารละลายดีเอ็นเอ (µg/ml) = OD260 x 50 µg/ml x dilution factor 

 
การวัดคําการดูดกลืนแสงที่ชํวงความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (OD280) จะใช๎เพื่อค านวณหา

อัตราสํวนความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ (โปรตีนจะดูดแสงได๎ดีที่สุดที่ความยาวคลื่นประมาณ 280 นา
โนเมตร) โดยถ๎าคํา OD260  / OD280 อยูํระหวําง 1.7-1.8 แสดงวําดีเอ็นเอที่สกัดได๎เป็นเกลียวคูํบริสุทธิ์ 
แตํถ๎าอัตราสํวนสูงกวํา 1.8 แสดงวําอาจมีอาร์เอ็นเอปนเปื้อนอยูํ และถ๎าอัตราสํวนต่ ากวํา 1.7 แสดง
วําอาจมีการปนเปื้อนของโปรตีน หรือฟีนอล (สุรินทร์, 2552) 
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องค์ประกอบในการท าพีซีอาร์ (1 reaction; total volume 20 µl) 
 
ตารางท่ี 1  แสดงองค์ประกอบในการท าพีซีอาร์ (1 reaction; total volume 20 µl) 
  

สารเคมี ความเข๎มข๎นในปฏิกิริยา 
ddH2O - 
Primer, F+R (1.0 µM each) 0.25 µM each 
Taq Buffer (10X; Mg-free) 1X 
MgCl2 (50 mM) 2.5 mM 
Glycerol (100%) (optional) 10% 
dNTP Mix (2.5 mM each) 150 µM each 
Taq DNA polyerase (5 U/µl) 1 U 
DNA (10 ng/µl) 50 ng 

 
อุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในการท าพีซีอาร์ 
 
ตารางท่ี 2  แสดงอุณหภูมิและเวลาที่ใช๎ในการท าพีซีอาร์ 
 

1 Cycle: 30 Cycles: 1 Cycle: 
94ºC for 1 min 94ºC for 30 sec 72ºC for 5 min 
 XºC for 1 min (X ranges between 50-68ºC)  
 72ºC for 1 min  

 

การเตรียมกระจกส าหรับเทเจล  
 

1. น าแผํนกระจกส าหรับเตรียมเจลมาล๎างให๎สะอาด  แล๎วเช็ดด๎วยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 
ให๎สะอาดทั้ง 2 แผํน 

2. เช็ดกระจกแผํนหลังด๎วยสารละลาย bind silence (bind silence 1 µl; acetic acid 2.5 µl 
และเอธานอล  95 เปอร์เซ็นต์ 500 µl)  เพื่อให๎เจลเกาะติดกระจก 
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3. เช็ดกระจกแผํนหน๎าที่มีลักษณะเป็นหูกระตํายให๎ทั่วด๎วยสารละลาย repel silence เพื่อ
ไมํให๎เจลเกาะติดกระจก  ปลํอยให๎แห๎งประมาณ 5-10 นาที 

4. น ากระจกทั้งสองแผํนมาประกอบเข๎าชุด  โดยวาง spacer ไว๎ทั้งสองข๎างเพื่อให๎เกิด 
ชํองวํางระหวํางกระจกทั้งสอง  โดยหันด๎านที่ทา bind  silence  และ repel silence  เข๎าหากัน  ใช๎
คลิปหนีบยึดให๎อยูํคงที่  ส าหรับกระจกแผํนขนาด  15 x 17 เซนติเมตรให๎ใช๎เทปกาวติดกระจก 3 
ด๎านเพื่อกันไมํให๎เจลร่ัวซึมออกมา กํอนใช๎คลิปหนีบอีกคร้ังหนึ่ง ถ๎าเป็นกระจกขนาด 20 x 40 
เซนติเมตรไมํต๎องติดเทป spacer จะใช๎ขนาด 0.35 – 0.4 มิลลิเมตร 
 
การเตรียมโพลีอะครีลาไมด์ 
 

ใช๎เจลเข๎มข๎น 5 หรือ 6 เปอร์เซ็นต์ (acrylamide : bisacrylamide = 19:1, 7.5 M urea) โดยมี
สํวนผสมตามตารางที่ 3 

 
ตารางท่ี 3  แสดงสํวนผสมและปริมาณสารที่ใช๎ในการตรียมโพลีอะครีลาไมด์ 
 

 
TBE = 89 mM Tris-borate, 2.5 mM EDTA 
APS = ammonium persulfate 
TEMED = N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine 
 
 
 

สารที่ใช๎ ปริมาณที่ใช๎ส าหรับเตรียมเจลเข๎มข๎น 6% 
ปริมาตรรวม  10 มล. ปริมาตรรวม  40 มล. 

30% acrylamide (19:1) 
5x  TBE 
ยูเรีย 
น้ ากลั่น 
10% APS             เติม 
TEMED            ภายหลัง 

2.0 มิลลิลิตร 
2.0 มิลลิลิตร 
4.5 กรัม 
2.5 มิลลิลิตร 

           100.0 µl 
           10.0 µl 

8.0 มิลลิลิตร 
8.0 มิลลิลิตร 

            18.0 กรัม 
            10.0 มิลลิลิตร 
            400.0 µl 
            20.0 µl 
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การแยกดีเอ็นเอโดย denaturing  polyacrylamide gel 
 
 ส าหรับเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 จะใช๎ polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ใน
การแยกดีเอ็นเอ โดยใช๎ 6% polyacrylamide (19:1) ที่มียูเรียเข๎มข๎น 7.5 โมลาร์  ในการท า 
อิเล็กโทรโฟรีซีส ใช๎กระแสไฟฟ้า 300 - 350 โวลต์ ประมาณ 90-120 นาที และย๎อมเจลด๎วยซิลเวอร์
ไนเตรท 
 
การท าอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 

1. เมื่อเจลแข็งตัวดีแล๎วใช๎น้ าล๎างกระจกด๎านนอกให๎สะอาด  ดึงหวีออก  ถ๎าติดเทปไว๎ตอน 
เตรียมเจลให๎แกะเทปออก  และประกอบกระจกเข๎ากับชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส  เติมบัฟเฟอร์ TBE ลง
ในชํองด๎านบนและด๎านลําง ระวังอยําให๎มีฟองอากาศอยูํใต๎กระจก 

2. ตํอสายไฟเข๎ากับเคร่ือง  ท า pre – run  20 -30 นาที  เจลขนาด 15 x 17 เซนติเมตรให๎ใช๎ 
ความตํางศักย์คงที่  200 โวลต์  สํวนเจลขนาด 20 x 40 เซนติเมตรให๎ใช๎ความตํางศักย์ 1,500-2,000 
โวลต์  หรือใช๎ก าลังไฟฟ้าคงที่ 35-40 วัตต์ 

3. ปิดเคร่ือง  ใช๎เข็มฉีดยาดูดบัฟเฟอร์มาล๎างผิวหน๎าของเจล และล๎างยูเรียที่อยูํในชํองหวีแตํ 
ละชํองให๎หมด 

4. หยอดตัวอยํางดีเอ็นเอที่ได๎จากการท า PCR ผสมกับสี 3-5 ไมโครลิตรลงในแตํละชํอง 
5. เปิดเคร่ืองโดยใช๎ความตํางศักย์เทําเดิมเป็นเวลา 2-3 ชั่วโมง  จนกวําสี xylene cyanol  

(สีที่อยูํด๎านบน) จะเคลื่อนที่ลงมาประมาณ 2 ใน 3 สํวนของเจล 
6. ปิดเคร่ือง  ดูดบัฟเฟอร์จากชํองด๎านบนออก  น ากระจกออกจากเคร่ือง  แยกกระจกทั้ง 2  

แผํนออกจากกัน  เจลจะเกาะติดอยูํกับกระจกแผํนหลังที่เป็นสีเหลี่ยมตรง น าเจลไปย๎อมตํอไป 
 
การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีปลอดรังสี 
 

มีขั้นตอนดังน้ี 
 
1. น าแผํนกระจกที่มีเจลติดอยูํมาแชํในน้ ากลั่นนาน 8 นาที เขยําเบาๆ บนเคร่ืองเขยํา 
2. แชํแผํนเจลในสารละลาย CTAB ความเข๎มข๎น 0.1 เปอร์เซ็นต์ นาน 30 นาที วางบน 

เคร่ืองเขยําตลอดเวลา 
2. น าแผํนเจลใสํในสารละลายแอมโมเนียความเข๎มข๎น 0.3% นาน 15 นาที โดยวางบน 
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เคร่ืองเขยําตลอดเวลา 
4. น าแผํนเจลมาย๎อมในสารละลายซลิเวอร์ที่เตรียมใหมํๆ เป็นเวลา 20 นาที โดยวางบน 

เคร่ืองเขยําตลอดเวลา 
5. น าแผํนเจลมาจุํมลงในน้ ากลั่นอยํางรวดเร็ว ไมํเกิน 5 วินาที  เพราะถ๎าล๎างนานซิลเวอร์ 

จะหลุดหมด  ต๎องย๎อมใหมํ 
6. ย๎ายแผํนเจลมาใสํในสารละลาย developer ที่เตรียมใหมํๆ และแชํเย็นที่อุณหภูมิ 10º C  

วางบนเคร่ืองเขยํา จนกวําจะเห็นแถบดีเอนเอชัดเจน (developer = 2% sodium carbonate, 0.02% 
formaldehyde) 

7. น าแผํนเจลมาจุํมน้ าอยํางรวดเร็ว 
8. หยุดปฏิกิริยาโดยน าแผํนเจลมาใสํในสารละลายกลีเซอรอล 15-30 เปอร์เซ็นต์แล๎วผึ่งให๎ 

แห๎งในอากาศ 
 
การเตรียมตัวอย่างการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและปริมาณทริปโตแฟน 
 
 มีขั้นตอนการเตรียมตัวอยํางดังนี้ 
 

1. สุํมตัวอยํางเมล็ดประมาณ 20-30 เมล็ด แชํน้ ากลั่นประมาณ 10 นาที จากนั้นลอกเพอริ
คาพ (pericarp) และแกะสํวนของเอมบริโอ (embryo) ออก ผึ่งลมให๎แห๎งบดเมล็ดด๎วยเคร่ือง cyclone 
mill ให๎มีขนาด 0.08 มิลลิเมตร  

2. น าแป้งที่ได๎ไปสกัดไขมันด๎วยเคร่ืองสกัดไขมัน SER 148 extraction unit by solvent 
ประมาณ 2 ชั่วโมง โดยใช๎ hexane เป็นตัวท าละลาย ทิ้งไวใ๎ห๎แห๎งเพื่อน าไปใช๎วิเคราะห์โปรตีน และ
วิเคราะห์ทริปโตแฟน 
 
การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
 

เป็นการวิเคราะห์หาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) ด๎วยวิธี Micro-kjeldahl  
(Bailey, 1967) แล๎วน ามาค านวณเป็นปริมาณโปรตีนในเมล็ด (N x 6.25) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

1. ชั่งตัวอยําง 0.2 กรัม ใสํในหลอดส าหรับยํอย จากนั้นเติมผง catalyst 1 กรัม และ 98% 
H2SO4 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (ส าหรับ blank ไมํต๎องใสํตัวอยําง) 
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2. น าไปยํอย (digest) ที่อุณภูมิ 350 องศาเซลเซียส ประมาณ 2 ชั่วโมง หรือจนกระทั่ง
สารละลายตัวอยํางใส ทิ้งไว๎ให๎เย็น แล๎วเจือจางสารละลายที่ได๎จากการยํอยด๎วยน้ ากลั่นจนได๎
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่มีฝาปิด 

3. การกลั่น ท าโดยใสํสารละลายตัวอยํางปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในเคร่ืองกลั่น 
4. วาง flask ที่บรรจุสารละลาย H3BO3-indicator solution (ภาคผนวกที่ 1) ปริมาตร 5 

มิลลิลิตรใต๎ตัวควบแนํน (condenser) โดยให๎ปลายทํอจํุมลงไปในสารละลายภายใน flask 
5. เติม 10 N NaOH ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กลั่นจนได๎ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
6. น าสารละลายที่กลั่นได๎ไปไตเตรทด๎วย standard 0.05018 N H2SO4 จนกระทั่งสีของ

สารละลายใน flask เปลี่ยนเป็นสีเร่ิมต๎น (สีมํวงแดง) บันทึกปริมาตรของ 0.05018 N H2SO4 ที่ใช๎ 
 
7. ค านวณเปอร์เซ็นต์ของไนโตรเจนทั้งหมดได๎จากสูตร 
 
 
 
 
 
 
การวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟน 
 
 วิเคราะห์หาปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนจากการวิเคราะห์หาปริมาณทริปโตแฟนตาม
วิธีการของ Nurit et al. (2009) มีขั้นตอนดังนี้ (แสดงวิธีการเตรียมสารเคมีในภาคผนวกที่ 2) 
 
 1. ชั่งตัวอยํางที่ผํานการสกัดไขมัน ปริมาณ 30 มิลลิกรัม ใสํลงในหลอด Eppendorf ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร แล๎วไฮโดรไลส์ (hydrolyzed) ด๎วยสารละลาย papain (Merck, Germany) ความเข๎มข๎น 
4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (mg/ml) ปริมาตร 1.125 มิลลิลิตร ส าหรับ blank เติมสารละลาย papain เพียง
อยํางเดียว หลังจากเติม papain แล๎วต๎องน าไปผสมด๎วยเคร่ือง (vortex) เพื่อให๎แป้งกระจายตัวสัมผัส
กับสารละลาย papain อยํางทั่วถึง 
 2. น าตัวอยํางไปบํม (incubate) ในตู๎บํม (incubator) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
16 ชั่วโมง เมื่อครบ 1 ชั่วโมงแรก น าตัวอยํางมาเขยําอีกครั้งหนึ่งแล๎วน ากลับไปบํมจนครบ 16 
ชั่วโมง 

(ml std. H2SO4 samples – ml std. H2SO4 blank) x 0.05018 x 0.014 x 50 x 106 
weight (g) x 10 x 10000 

__________________________________________________________ %Total nitrogen = 
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 3. เมื่อไฮโดรไลส์ครบ 16 ชั่วโมง น าตัวอยํางออกมาเขยําอีกหนึ่งครั้ง แล๎วปลํอยให๎อุณหภูมิ
เย็นลงตามอุณหภูมิห๎อง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงด๎วยเคร่ือง centrifuge ที่ความเร็ว 2,500 RPM นาน 
5 นาที 
 4. ดูดสํวนใสด๎านบน ปริมาตร 666 ไมโครลิตร ใสํหลอดทดลองแก๎วขนาด 100 มิลลิลิตร 
เติม reagent D ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเคร่ือง vortex น าไปบํมที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที 
 5. น าตัวอยํางออกจากตู๎บํมแล๎วปลํอยให๎เย็นลงประมาณอุณหภูมิห๎อง ดูดสารละลาย
ตัวอยํางที่ท าปฏิกิริยาสมบูรณ์แล๎ว ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปวัดคําการดูดกลืนแสงด๎วยเคร่ือง 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร (nm) 
  6. สร๎างกราฟมาตรฐานจากการเตรียม DL-tryptophan (Merck, Germany) ที่ความเข๎มข๎น
ระหวําง 0, 10, 15, 20, 25 และ 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (µg/ml)   

7. ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟน (%try) ได๎จากคําสมการดังนี้ 
 
 
                              
 
 
 
 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ (statistical analysis) 
 
 น าข๎อมูลผลผลิตทั้งหมดของลูกผสมที่เกิดจากการผสมของสายพันธุ์ที่เป็น o2o2  มา
วิเคราะห์ผลทางสถิติตามแผนการทดลองแบบสุํมในบลอคสมบูรณ์ (randomized complete block 
design; RCBD) ตามวิธีการของสุรพล (2536) ซึ่งมีตารางวิเคราะห์ความแปรปรวน ดังนี้ (ตารางที่ 4)   
 
 
 
 
 
 
 
 

OD560 
standard curve slope 
_______________ %try = 

hydrolysis volumn 
sample weight 

_____________ x x 100 
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ตารางท่ี 4  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของแผนการทดลองแบบสุํมในบลอคสมบูรณ์ 
 

Source of Variations Degree of Freedom (d.f.) 

Replications r-1 

Treatments t-1 

Error (r-1)(t-1) 

Total  tr-1 

 
r = จ านวนซ้ า 
t = จ านวนสิ่งทดลอง 

 
 

น าข๎อมูลจากการวิเคราะห์ความแปรวนจาก 2 ฤดู มาการวิเคราะห์ความแปรปรวนรวมตาม
วิธีการของชูศักดิ์ (2552) ซึ่งมีตารางวิเคราะห์ความแปรปรวนรวม ดังนี้ (ตารางที่ 5)   

 
ตารางท่ี 5  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของหลายฤดูปลูกของแผนการทดลองแบบสุํมในบลอค    

    สมบูรณ์ 
 

Source of Variations Degree of Freedom (d.f.) 
Environments ( E ) e-1 
Replication / Environments e(r-1) 
Genotypes ( G ) g-1 
E X G (e-1)(r-1) 
Pooled error e(r-1)(g-1) 
Total  egr-1 

 
e = จ านวนสภาพแวดล๎อมหรือฤดูปลูก 
g = จ านวนพันธุ์ที่ปลูก 
 r = จ านวนซ้ า 
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สถานท่ีท าการทดลอง 
 

1. ศูนย์วิจัยข๎าวโพดและข๎าวฟ่างแหํงชาติ  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
2. ศูนย์บริการฉายรังสีแกมมาและวิจัยนิวเคลียร์เทคโนโลยี คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
3. ภาควิชาพืชไรํนา คณะเกษตร ก าแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต 

ก าแพงแสน จ. นครปฐม 
 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 

เร่ิมการทดลองตั้งแตํเดือนเมษายน 2549 สิ้นสุดการทดลองเดือนเมษายน 2552 
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ผลและวิจารณ์ 
 

การตรวจสอบยีน opaque-2 ด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุล 
 

การตรวจสอบด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุลในลูกผสม F1 ระหวํางคูํผสม ของยีน opaque-2 ด๎วย 
เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 พบวําให๎โพลิมอร์ฟิซึมเป็น O2o2 ทั้งสองคูํผสม ซึ่งแสดงให๎เห็นวํา 
ลูกผสมชั่วที่ 1 นี้มียีน opaque-2 รวมอยูํด๎วย ตํอมาเมื่อน าลูกผสมชั่วที่ 1 ผสมกลับ ไปยังพันธุ์แมํ ได๎
ลูกผสม BC1F1  ของทั้งสองคูํผสม ลูกในชั่วนี้จะเลือกเฉพาะต๎นที่เป็นเฮเตอโรไซกัสของยีนใน
ต าแหนํง opaque-2 เทํานั้น น าไปผสมกลับได๎ลูกผสมกลับคร้ังที่ 2 (BC2F1) เมื่อน าลูกผสมกลับ 
BC2F1 ของคูํผสม Agron20 x Pop65C6-46 และในคูํผสม Agron29 x Pop65C6-55 มาตรวจสอบด๎วย
เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 พบวํา เกิดโพลิมอร์ฟิซึม 2 ชนิดคือ O2O2 และ O2o2 เมื่อน าตัวเลขไป
วิเคราะห์ไคสแควร์ (chi-square) เพื่อดูการกระจายตัวของยีน พบวําอัตราสํวนระหวําง O2O2 : O2o2 
ของลูกผสมกลับชั่วที่ 2 (BC2F1) มีสัดสํวนเป็น 1 ตํอ 1 ในคูํผสม Agron20 x Pop65 C6-46 (BC2F1) 
สํวนคูํผสม Agron29 x Pop65 C6-55 (BC2F1) ที่มียีน opaque-2 เป็น homozygous dominant มากวํา 
heterozygous (ตารางที่ 6) ซึ่งไมํเป็นไปตามทฤษฎี สาเหตุมาจากมีการเลือกต๎นที่มีลักษณะทาง
การเกษตรที่ดีแล๎วจึงตัดใบไปตรวจสอบหายีน o2o2 ไมํได๎เป็นการสุํมตัวอยําง 

 
ตารางท่ี 6  แสดงจีโนไทป์ของข๎าวโพดคุณภาพโปรตีนในรํุนลูกผสมกลับชั่วที่ 2 (BC2F1) เมื่อใช๎    

    เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 ในการตรวจสอบ 
 

คูํผสม จน. ต๎น O2O2 O2o2 ไคสแควร์ 

Agron20 x Pop65 C6-46 (BC2F1) 46 21 25 ns 

Agron29 x Pop65 C6-55 (BC2F1) 55 37 18 ** 

 
ns = non significant differences 
** = highly significant differences 

 
จากการคัดเลือกต๎นในรํุน BC2F1 ที่เป็น O2o2 ได๎ท าการผสมตัวเองจ านวน 3 ครั้งเพื่อเลือก

ต๎นที่มีลักษณะทางการเกษตรที่ดีและมีความสม่ าเสมอในสายพันธุ์กํอน แตํไมํได๎เลือกต๎นที่เป็น o2o2 

ออกมาตั้งแตํในรํุน BC2S1  และ BC2S2  เพราะไมํสามารการตรวจสอบยีน o2o2 ด๎วยเคร่ืองหมาย
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โมเลกุลได๎จนกระทั่งได๎รํุน BC2S3 จึงน ามาทดสอบด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi112 เพื่อแยกต๎นที่
เป็น o2o2 ออกมาแล๎วตรวจสอบซ้ าอีกครั้งด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 เพื่อยื่นยันต๎นที่เป็น o2o2 
อีกครั้งหนึ่งผลการทดลองพบวํา ได๎ต๎นที่เป็น homozygous recessive (o2o2) คูํผสมละ 2 ต๎น (ตาราง
ที่ 7) จ านวนสายพันธุ์ที่เป็น homozygous recessive ที่ได๎มีจ านวนน๎อย เนื่องจากผสมตัวเองตํอเนื่อง
จ านวน 3 คร้ัง ท าให๎การตรวจสอบสายพันธุ์คํอนข๎างยากเนื่องจากจ านวนสายพันธุ์มากขึ้น และไมํ
ทราบแนํชัดวําในชั่วกํอนหน๎านั้นมียีน o2 เป็นแบบใด ดังนั้นถ๎าจะคัดเลือกให๎มีประสิทธิภาพดี ควร
จะตรวจสอบยีน opaque-2 ในชั่ว BC2S1 ให๎ชัดเจนเสียกํอน แล๎วคํอยผสมตัวเองเพื่อเพิ่มความคงตัว
ทางพันธุกรรม จะท าให๎ได๎สายพันธุ์ opaque-2 จ านวนมากขึ้น เชํนงานทดลองของ พัชรา (2551) 
 
ตารางท่ี 7  แสดงจีโนไทป์ของข๎าวโพดคุณภาพโปรตีนในรํุนลูกผสมตัวเอง (BC2S3) เมื่อใช๎     
                    เคร่ืองหมายโมเลกุล phi112 และ phi057 ในการตรวจสอบ 

 

คูํผสม No. of plant  O2O2 และ  O2o2  o2o2 

Agron20 x Pop65 C6-46  (BC2S3) 72 70 2 

Agron29 x Pop65 C6-55 (BC2S3) 107 105 2 

 
 

 
 
ภาพท่ี 2  แสดงยีน opaque-2 ในสายพันธุ์ที่ใช๎เป็นแมํและพํอ (Agron และ Pop 65) และข๎าวโพด    
               opaque-2 เปรียบเทียบกับข๎าวโพดที่คัดเลือก (Agron20-1, Agron20-2, Agron29-1 และ   
              Agron29-2) โดยใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 
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การทดสอบผลผลิต 
 

จากข๎าวโพดที่เป็น o2o2 ในรุํนลูกผสมกลับชั่วที่ 2 และผสมตัวเอง 3 คร้ัง (BC2S3) คูํผสมละ 
2 ต๎น ผสมข๎ามระหวํางคูํและสลับพํอแมํ ได๎ลูกผสมชั่วแรก 8 คูํผสม น าคูํผสมที่ได๎ไปปลูกทดสอบ
ผลผลิตใน 2 ฤดูปลูก ซึ่งคูํผสมที่ได๎จะเรียกวํา ลูกผสม QPM (ตารางที่ 8) 

 
ตารางท่ี 8  แสดงการผสมระหวํางสายพันธุ์ที่เป็น o2o2 ในรุํน BC2S3 และลูกผสม QPM ที่ได๎ทั้ง 8  

    คูํผสม 
 

คูํผสมที่ สายพันธุ ์ ลูกผสม 

1 Agron20-1 x Agron29-1 QPM 1 

2 Agron20-1 x Agron29-2 QPM 2 

3 Agron20-2 x Agron29-1 QPM 3 

4 Agron20-2 x Agron29-2 QPM 4 

5 Agron29-1 x Agron20-1 QPM 5 

6 Agron29-1 x Agron20-2 QPM 6 

7 Agron29-2 x Agron20-1 QPM 7 

8 Agron29-2 x Agron20-2 QPM 8 

 
ฤดูที่ 1  

ผลผลิตเฉลี่ยของลูกผสมมีคําเทํากับ 1,135 กิโลกรัมตํอไรํ โดยมีผลผลิตอยูํระหวําง 891-
1,309 กิโลกรัมตํอไรํ สํวนพันธุ์ตรวจสอบ (SW 4452) มีผลผลิตเฉลี่ย 1,181 กิโลกรัมตํอไรํ (ตารางที่ 
9) คูํผสมที่ให๎ผลผลิตสูงที่สุด คือ QPM 5 ได๎ผลผลิตเฉลี่ย 1,309 กิโลกรัมตํอไรํ เมื่อเปรียบเทียบ
ระหวํางลูกผสม QPM กับ SW 4452  จะไมํแตกตํางกันที่ระดับความเชื่อมั่น  99 เปอร์เซ็นต์ แตํจะมี 
QPM 8 (891 กิโลกรัมตํอไรํ) เพียงพันธุ์เดียวที่มีผลผลิตเฉลี่ยต่ ากวํา SW 4452  

 
อายุวันออกไหมในฤดูที่ 1 มีคําเฉลี่ย 74 วัน วันออกดอกของลูกผสมทั้งหมดมีจ านวนวัน

ตั้งแตํ 73 – 74 วัน (ตารางที่ 9) สาเหตุที่ข๎าวโพดออกไหมช๎าเป็นผลมาจากชํวงแรกในการเจริญมี
สภาพอากาศที่เย็นจัด คําเฉลี่ยของอุณหภูมิต่ าสุดในแตํละวัน 17.0 องศาเซลเซียส อุณหภูมิต่ าสุดใน
เดือนแรก 13.2 องศาเซลเซียส จึงมีผลท าให๎วันออกไหมเลื่อนออกไป 
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ความสูงต๎นและความสูงฝัก จากการวิเคราะห์ข๎อมูล พบวํามีคําเฉลี่ยที่แตกตํางกันอยํางมี

นัยส าคัญยิ่งทั้งสองลักษณะ โดยพันธุ์ SW 4452 มีความสูงต๎นมากที่สุดคือ 223.25เซนติเมตร ซึ่ง
แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญยิ่งกับลูกผสม QPM  ลูกผสม QPM ที่มีความสูงต๎นมากที่สุดคือ QPM 5 
(202.50 เซนติเมตร) QPM ที่มีความสูงต๎นน๎อยที่สุดคือ QPM 4 (186.25 เซนติเมตร)(ตารางที่ 9) 
ความสูงฝักก็เป็นไปเชํนเดียวกันคือ SW 4452 มีความสูงฝักมากที่สุดคือ 126.50 เซนติเมตร ซึ่ง
แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญยิ่งกับลูกผสม QPM ลูกผสม QPM ที่มีความสูงฝักมากที่สุดคือ QPM 6   
(99 เซนติเมตร) QPM ที่มีความสูงฝักน๎อยที่สุดคือ QPM 4 (85 เซนติเมตร) จากคําเฉลี่ยของความสูง
ต๎นและความสูงฝัก ลูกผสม QPM มีต๎นที่ไมํสูงและต าแหนํงฝักที่ไมํสูง ซึ่งนําจะสํงผลไปถึงการ
ทนทานตํอการหักล๎มที่ดีได๎ 
 
 จ านวนฝักตํอ 100 ต๎น จากการวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติ พบวํามีคําเฉลี่ยที่แตกตํางกันอยํางมี
นัยส าคัญ คําเฉลี่ยของจ านวนฝักตํอ 100 ต๎นอยูํที่ 96 ฝัก QPM 1 มีจ าคําเฉลี่ยมากที่สุดคือ 103 ฝักตํอ 
100 ต๎น แตํลูกผสมทุกพันธุ์กม็ีคําเฉลี่ยที่ไมํแตกตํางกันกับ SW 4452 (101 ฝักตํอ 100 ต๎น)  
(ตารางที่ 9) จากคําเฉลี่ยของจ านวนฝักตํอ 100 ต๎นจะเห็นได๎วํา SW 4452   มีจ านวนฝักที่สม่ าเสมอ
กวําลูกผสม QPM  
 
 เปอร์เซ็นต์ความชื้นข๎าวโพดที่เก็บได๎มีความชื้นอยูํระหวําง 16.20 –17.68 เปอร์เซ็นต์โดยมี
คําเฉลี่ย 16.89 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติเปรียบเทียบกับพันธุ์ SW4452 (17.18) ให๎คํา
แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (ตารางที่ 9) อยํางไรก็ตามคําความชื้นในขณะเก็บเกี่ยวก็ไมํได๎
สูงมากนัก ซึ่งมีคําใกล๎เคียงกนั ซึ่งแสดงให๎เห็นวําลูกผสมเหลํานี้ไมํมีปัญหาเร่ืองความชื้นสูงในขณะ
เก็บเกี่ยว 
 
 เปอร์เซ็นต์กะเทาะที่ได๎จากการสีข๎าวโพดพบวํามีคําอยูํระหวําง 81.45 - 85.76 เปอร์เซ็นต์ 
โดยมีคําเฉลี่ย 83.36 เปอร์เซ็นต์  คูํผสมที่ให๎เปอร์เซ็นต์กะเทาะมากที่สุดคือ QPM 1 (85.76 
เปอร์เซ็นต์) ในขณะที่คูํผสม QPM 8 มีคําเปอร์เซ็นต์กะเทาะต่ าสุด (81.45 เปอร์เซ็นต์) เมื่อวิเคราะห์
ผลทางสถิติภายในกลุํมพันธุท์ดสอบพบวํามีนัยส าคัญทางสถิติ แตํเมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์ SW4452 
ซึ่งให๎คําเฉลี่ย (81.87 เปอร์เซ็นต์) ไมํพบความแตกตํางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์ QPM 8 ที่มี
คําเปอร์เซ็นต์กะเทาะต่ าสุด (81.45 เปอร์เซ็นต์) (ตารางที่ 9) 
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ตารางท่ี 9  คําเฉลี่ยของผลผลิต อายุวันออกไหม ความสูงต๎นความสูงฝัก จ านวนฝักตํอ 100 ต๎นเปอร์เซ็นต์ความชื้น และเปอร์เซ็นต์กะเทาะของข๎าวโพดลูกผสม    
                   QPM และพันธุ์ตรวจสอบ (SW4452) ในฤดูปลูกที่ 1 
 

สายพันธุ ์ ผลผลิตเมล็ด อายุวัน ความสูง จ านวนฝัก ความชื้น เปอร์เซ็นต์ 
ที่ความชื้น 15% ออกไหม ต๎น ฝัก ฝัก/ 100 ต๎น กะเทาะ 

 (กก/ไรํ) (วัน) (ซม.) (ซม.) (ฝัก) (%) (%) 
QPM 1 1,286.34 74 201.50 97.50 104 16.33 85.76 
QPM 2 1,194.56 74 187.33 74.00 97 16.20 83.65 
QPM 3 963.12 73 190.50 98.00 95 17.68 83.10 
QPM 4 985.17 74 186.25 85.00 90 17.20 83.14 
QPM 5 1,309.30 73 202.50 96.00 103 16.37 85.39 
QPM 6 1,208.59 73 196.25 99.00 103 17.58 82.52 
QPM 7 1,198.52 73 196.25 86.25 90 16.38 83.38 
QPM 8 891.59 74 197.50 94.75 84 17.18 81.45 

SW 4452 1,181.12 74 223.25 126.50 101 17.13 81.87 
MEAN 1,135.37 74 197.93 95.22 96 16.89 83.36 

CV 17.26 0.76 4.02 7.03 12.98 2.95 2.25 
F-test ** * ** ** * ** ** 

LSD 0.01 387.50 - 15.72 13.24 - 0.98 3.70 
LSD 0.05 285.94 0.81 11.60 9.77 18.22 0.73 2.73 

 

* = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, ** = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน 99%, - = ไมํได๎วิเคราะห์
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ฤดูปลูกท่ี 2  
 
ผลผลิตเฉลี่ยของลูกผสมอยูํระหวําง 684.81 – 1,162.82 กิโลกรมัตํอไรํ พันธุ์ที่ให๎ผลผลิตที่สูง

ที่สุดคือ SW 4452 มีผลผลิตเฉลี่ย 1,162.82 กิโลกรัมตํอไรํ (ตารางที่ 10) แตํไมํพบความแตกตํางกับ 
QPM 7 (1,139.20), QPM 5 (1,113.75), QPM 1 (1,057.72), QPM 6 (907.00) และ QPM (844.15) แตํ
ลูกผสม QPM 2, 3 และ 8 มีผลผลิตที่ต่ ากวําพันธุ์ SW 4452 จะเห็นได๎วําลูกผสม QPM ที่มีผลผลิตสูง
บางพันธุ์เชํน QPM 7 และ QPM 5 ให๎ผลผลิตสูงเชํนเดี่ยวกับพันธุ์ตรวจสอบ  
(SW 4452 )  

 
อายุวันออกไหมในฤดูที่ 2 มีคําเฉลี่ย 64 วัน วันออกดอกของลูกผสมทั้งหมดมีจ านวนวัน

ตั้งแตํ 64 – 65 วัน (ตารางที่ 10) แตกตํางกันอยูํ 1 คูํ คือ QPM 6 (65 วัน) กับ QPM 8 (64 วัน) ซึง
ตํางกันอยูํแคํ 1 วัน 

 
ความสูงต๎นและความสูงฝัก จากการวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติ พบวํามีคําเฉลี่ยที่แตกตํางกัน

อยํางมีนัยส าคัญยิ่งทั้งสองลักษณะ โดยพันธุ์ SW 4452 มีความสูงต๎นมากที่สุดคือ 223.75 เซนติเมตร 
ซึ่งแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญยิ่งกับลูกผสม QPM ลูกผสม QPM ที่มีความสูงต๎นมากที่สุดคือ QPM 1 
(197.00 เซนติเมตร) QPM ที่มีความสูงต๎นน๎อยที่สุดคือ QPM 3 (176.50 เซนติเมตร)(ตารางที่ 10)  
ความสูงฝักก็เป็นไปท านองเดียวกันคือ SW 4452 มีความสูงฝักมากที่สุดคือ 136.50 เซนติเมตร ซึ่ง
แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญยิ่งกับลูกผสม QPM ลูกผสม QPM ที่มีความสูงฝักมากที่สุดคือ QPM 1 
(105.25 เซนติเมตร) QPM ที่มีความสูงฝักน๎อยที่สุดคือ QPM 2 (86.33 เซนติเมตร)  
 
 จ านวนฝักตํอ 100 ต๎น จากการวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติแล๎ว พบวํามีคําเฉลี่ยที่แตกตํางกัน
อยํางมีนัยส าคัญ คําเฉลี่ยของจ านวนฝักตํอ 100 ต๎นเฉลี่ย 107 ฝัก QPM 3 มีคําเฉลี่ยมากที่สุดคือ 145 
ฝักตํอ 100 ต๎น ซึ่งแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญส าคัญกับ SW 4452 (97 ฝักตํอ 100 ต๎น) (ตารางที่ 10)  
จากคําเฉลี่ยของจ านวนฝักตํอ 100 ต๎นในฤดูที่ 2 นี้ ข๎าวโพด QPM จะมีฝักขนาดเล็กกวํา SW 4452   
นอกจากนี้ SW 4452 มีฝักที่สม่ าเสมอมากกวําลูกผสม QPM  
 
 เปอร์เซ็นต์ความชื้นข๎าวโพดที่เก็บได๎มีความชื้นอยูํระหวําง 18.08 – 21.15 เปอร์เซ็นต์โดยมี
คําเฉลี่ย 19.51 เปอร์เซ็นต์ พันธุ์ SW4452 (20.95) (ตารางที่ 10) ในฤดูที่ 2 คําความชื้นในขณะเก็บ
เกี่ยวคํอนข๎างสูง แตํก็ไมํได๎สูงมากนัก ซึ่งมีคําใกล๎เคียงกัน ซึ่งแสดงให๎เห็นวําลูกผสมเหลํานี้ไมํมี
ปัญหาเรื่องความชื้นสูงในขณะเก็บเกี่ยว 
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 เปอร์เซ็นต์กะเทาะที่ได๎จากการสีข๎าวโพดพบวํามีคําอยูํระหวําง 81.13 - 85.40  เปอร์เซ็นต์ 
โดยมีคําเฉลี่ย 82.74 เปอร์เซ็นต์  คูํผสมที่ให๎เปอร์เซ็นต์กะเทาะมากที่สุดคือ QPM 1 (85.40 
เปอร์เซ็นต์) ในขณะที่ SW4452 มีคําเปอร์เซ็นต์กะเทาะต่ าสุด (81.13 เปอร์เซ็นต์) 
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ตารางท่ี 10  คําเฉลี่ยของผลผลิต อายุวันออกไหม ความสูงต๎นความสูงฝัก จ านวนฝักตํอ 100 ต๎นเปอร์เซ็นต์ความชื้นและเปอร์เซ็นต์กะเทาะของข๎าวโพดลูกผสม    
                     QPM และพันธุ์ตรวจสอบ (SW4452) ในฤดูกาลที่ 2 
 

สายพันธุ ์ ผลผลิตเมล็ด อายุวัน ความสูง จ านวนฝัก ความชื้น เปอร์เซ็นต์ 
ที่ความชื้น 15% ออกไหม ต๎น ฝัก ตํอ 100 ต๎น กะเทาะ 

 (กก/ไรํ) (วัน) (ซม.) (ซม.) (ฝัก) (%) (%) 
QPM 1 1,057.72 64 197.00 105.25 113 18.08 85.40 
QPM 2 741.96 64 177.33 86.33 68 19.03 83.44 
QPM 3 689.16 64 176.50 92.75 145 20.15 80.66 
QPM 4 844.15 64 184.75 92.75 126 19.20 81.95 
QPM 5 1,113.80 64 193.50 103.75 107 18.85 83.61 
QPM 6 906.99 65 179.00 94.25 98 21.15 83.63 
QPM 7 1,139.21 65 191.00 97.00 106 18.55 83.44 
QPM 8 684.81 64 189.25 94.00 103 19.60 81.42 

SW 4452 1,162.82 64 223.75 136.50 97 20.95 81.13 
MEAN 926.73 64 190.23 100.29 107 19.51 82.74 
CV 24.56 0.76 6.97 11.10 25.75 2.86 2.62 
F-test ** ** ** ** ** ** ** 
LSD 0.01 450.26 0.97 26.21 22.02 54.50 1.10 4.29 
LSD 0.05 332.26 0.71 19.34 16.25 40.22 0.81 3.17 

 

ns = ไมํแตกตํางทางสถิต,ิ * = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, ** = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน 99%, - = ไมํได๎วเิคราะห์
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การวิเคราะห์ความแปรปรวนรวม 2 ฤดูปลูก  
 
ผลผลิตของข๎าวโพดอยูํระหวําง 788.20 – 1,211.55 กิโลกรัมตํอไรํ คําเฉลี่ยของการทดลอง

อยูํที่ 1,031.05 กิโลกรัมตํอไรํ พันธุ์ที่ไห๎ผลผลิตมากที่สุดคือ QPM 5 (1,211.55 กิโลกรัมตํอไรํ), 
QPM 1 (1,172.03 กิโลกรัมตํอไรํ), QPM 7 (1,168.86 กิโลกรัมตํอไรํ), QPM 6 (1,057.80 กิโลกรัม
ตํอไรํ) และ QPM 2 (968.27 กิโลกรัมตํอไรํ) ให๎ผลผลิตเฉลี่ยที่ไมํแตกตํางกันกับ SW 4452 
(1,171.97 กิโลกรัมตํอไรํ) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 11) แสดงให๎เห็นวํา 
ศักยภาพของผลผลิตข๎าวโพดที่มียีน opaque-2 รํวมอยูํด๎วยให๎ผลผลิตไมํแตกตํางจากพันธุ์การค๎าใน
ขณะที่มีคุณภาพโปรตีนดีกวํา เชํนเดียวกับรายงานของ CIMMYT (1999) พันธุ์ที่ไห๎ผลผลิตมาก
ที่สุดคือ QPM 5 ล าดับตํอมาคือ QPM 1 ทั้งสองพันธุ์นี้มาจากคูํผสมเดียวกันแตํสลับพํอแมํ จึงเป็น
คูํผสมที่นําสนใจ และยังแสดงให๎เห็นวํา การผสมสลับพํอแมํไมํมีผลตํอผลผลิต 
 

 จ านวนวันออกดอกของลูกผสมประมาณ 69 วัน แตํจ านวนวันที่มากเป็นเพราะฤดูที่ 1 
ได๎รับอุณหภูมิต่ าในชํวงก าลังงอก แตํในฤดูที่ 2 อายุวันออกดอกก็ปกติ  
 
 ความสูงต๎นระหวํางลูกผสม QPM และพันธุ์ตรวจสอบพบวํามีความแตกตํางกันทางสถิติ 
โดยลูกผสม QPM มีคําความสูงต๎นอยูํระหวําง 182.33 – 199.25 เซนตเิมตร (ตารางที่ 11) โดย
ลูกผสมที่ให๎คําความสูงต๎นสูงสุดคือ QPM 1 (199.25 เซนติเมตร) และลูกผสมที่ให๎คําต่ าสุดคือ 
QPM 2 (182.33 เซนติเมตร) ในขณะที่พันธุ์ SW4452 ให๎คําเฉลี่ย 223.50 เซนติเมตร และความสูงฝัก
ก็มีความแตกตํางกันทางสถิติระหวางลูกผสม QPM กับ SW4452 โดยลูกผสม QPM มีคําความสูง
ฝักอยูํระหวําง 80.17 – 101.38 เซนตเิมตร โดยลูกผสม QPM ที่ให๎คําความสูงฝักสูงสุดคือ QPM 1 
(101.38 เซนติเมตร) และลูกผสมที่ให๎คําต่ าสุดคือ QPM 2 (80.17 เซนติเมตร)  ในขณะที่พันธุ์ 
SW4452 ให๎คําเฉลี่ย 131.50 เซนติเมตร 
 
 จ านวนฝักตํอ 100 ต๎นเมื่อน าข๎อมูลทั้ง 2 ฤดูมาวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติแล๎ว พบวําไมํมีความ
แตกตํางทางสถิติ คําเฉลี่ยของจ านวนฝักตํอ 100 ต๎นอยูํที่ 83 – 120 ฝัก จ านวนฝักที่ไมํแตกตํางกัน
ในทางสถิติที่พบเน่ืองจากคํา cv ของจ านวนฝักตํอ 100 ต๎น คํอนข๎างสูง QPM 3 มีจ าคําเฉลี่ยมาก
ที่สุดคือ 120 ฝักตํอ 100 ต๎น พันธุ์ SW 4452 ได๎ 99 ฝักตํอ 100 ต๎น (ตารางที่ 11) จากคําเฉลี่ยของ
จ านวนฝักตํอ 100 ต๎นใน 2 ฤดูนี้จะเห็นได๎วํา SW 4452 มีจ านวนฝักกับจ านวนต๎นที่สม่ าเสมอกวํา
ลูกผสม QPM  
 



    44 

 เปอร์เซ็นต์ความชื้นข๎าวโพดที่เก็บได๎มีความชื้นอยูํระหวําง  17.20 – 19.36 เปอร์เซ็นต์โดย
มีคําเฉลี่ย 18.20 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติเปรียบเทียบกับพันธุ์ SW4452 (19.04) ให๎คํา
แตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ    อยํางไรก็ตามคําความชื้นในขณะเก็บเกี่ยวก็ไมํได๎สูงมากนัก ซึ่ง
มีทั้งที่ใกล๎เคียงและต่ ากวําพันธุ์ SW4452 (ตารางที่ 11) ซึ่งแสดงให๎เห็นวําลูกผสม QPM เหลํานี้ไมํมี
ปัญหาเรื่องความชื้นสูงในขณะเก็บเกี่ยว 
 
 เปอร์เซ็นต์กะเทาะที่ได๎จากการสีข๎าวโพดพบวํามีคําอยูํระหวําง 81.43 – 85.58 เปอร์เซ็นต์ 
โดยมีคําเฉลี่ย 83.05 เปอร์เซ็นต์  ลูกผสมที่ให๎เปอร์เซ็นต์กะเทาะมากที่สุดคือ QPM 1 (85.58 
เปอร์เซ็นต์) แสดงวําลูกผสมที่ได๎มีน้ าหนักเมล็ดมากหรือเมล็ดมีขนาดใหญํเมล็ดลึกและมีซังขนาด
เล็กหรือน้ าหนักเบาและเป็นพันธุ์ที่มีความชื้นต่ าที่สุดในชํวงเก็บเกี่ยว เมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติ
ภายในกลุํมพันธุ์ทดสอบพบวํามีนัยส าคัญทางสถิติ   เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์ SW4452  ซึ่งให๎
คําเฉลี่ย (81.50 เปอร์เซ็นต์) มีคําต่ ากวําลูกผสม QPM เป็นเพราะ SW4452 มีลักษณะของแกนซัง
ใหญํ เมล็ดตื้นแตํจะมีจุดเดํนที่เมล็ดสีส๎มกึ่งหัวแข็ง แตํ ลูกผสม QPM เมล็ดจะมีสีเหลืองหัวบุบ 
(ตารางที่ 11 และรูปภาพในภาพผนวกที่ 1 และ 2) 
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ตารางท่ี 11  คําเฉลี่ยของผลผลิต อายุวันออกไหม ความสูงต๎นความสูงฝัก จ านวนฝักตํอ 100 ต๎นเปอร์เซ็นต์ความชื้นและเปอร์เซ็นต์กะเทาะของข๎าวโพดลูกผสม    
       QPM และพันธุ์ตรวจสอบ (SW4452) ในการวิเคราะห์ความแปรปรวนรวม 2 ฤดูปลูก  

 

สายพันธุ ์ ผลผลิตเมล็ด อายุวัน ความสูง จ านวนฝัก ความชื้น เปอร์เซ็นต์ 
ที่ความชื้น 15% ออกไหม ต๎น ฝัก ตํอ 100 ต๎น กะเทาะ 

 (กก/ไรํ) (วัน) (ซม.) (ซม.) (ฝัก) (%) (%) 
QPM 1 1,172.03 69 199.25 101.38 108 17.2 85.58 
QPM 2 968.26 69 182.33 80.17 83 17.62 83.55 
QPM 3 826.14 69 183.5 95.38 120 18.91 81.88 
QPM 4 914.66 69 185.5 88.88 108 18.2 82.54 
QPM 5 1,211.55 69 198 99.88 105 17.61 84.5 
QPM 6 1,057.79 69 187.63 96.63 101 19.36 83.07 
QPM 7 1,168.86 69 193.63 91.63 98 17.46 83.41 
QPM 8 788.2 69 193.38 94.38 94 18.39 81.43 

SW 4452 1,171.97 69 223.5 131.5 99 19.04 81.5 
MEAN 1,031.05 69 194.08 97.75 102 18.2 83.05 

CV 17.89 1.26 4.15 9.81 32.28 5.37 1.81 
F-test ** ns ** ** ns ** ** 

LSD 0.01 309.48 - 13.53 16.08 - 1.64 2.52 
LSD 0.05 212.69 - 9.3 11.05 - 1.13 1.73 

 

ns = ไมํแตกตํางทางสถิต,ิ * = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, ** = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน 99%, - = ไมํได๎วิเคระห์ 
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ความยาวฝักของลูกผสม QPM และ SW 4452  อยูํระหวําง 16.16 – 21.10 เซนติเมตร พันธุ์ 
SW 4452  มีความยาวมากที่สุดและลูกผสม QPM 4 มีความยาวฝักน๎อยที่สุด (ตารางที่ 12 และ
รูปภาพในภาพผนวกที่1 และ 2) คําเฉลี่ยของความยาวฝักอยูํที่ 17.69 เซนติเมตร เมื่อวิเคราะห์ผลทาง
สถิติพบวํา SW 4452  มีความยาวฝักที่แตกตํางกับลูกผสม QPM 

 
ความยาวติดเมล็ดมีคําอยูํระหวําง 16.02 – 20.10 เซนติเมตร พันธุ์ SW 4452 มีความยาวมาก

ที่สุดและลูกผสม QPM 4 มีความยาวติดเมล็ดน๎อยที่สุด คําเฉลี่ยของความยาวติดเมล็ดอยูํที่ 17.18 
เซนติเมตร (ตารางที่ 12 และรูปภาพในภาพผนวกที่1 และ 2) เมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติพบวํา SW 
4452 มีความยาวฝักที่แตกตํางกับลูกผสม QPM 

 
จ านวนแถวของเมล็ดโดยเฉลี่ยแล๎วมีประมาณ 16 แถว ทั้งลูกผสม QPM และ SW 4452 จะ

มี จ านวนแถวของเมล็ดทั้ง 16 และ 18 แถว แตํสํวนใหญํจะเป็น 16 แถว 
 
ความกว๎างฝัก มีคําอยูํระหวําง 4.52 – 5.11 เซนติเมตร พันธุ์ที่มีความกว๎างฝักมากที่สุดคือ

ลูกผสม QPM 7 พันธุ์ที่มีความกว๎างฝักน๎อยที่สุดคือลูกผสม QPM 8 พันธุ์ SW 4452 มีความกว๎างฝัก 
5.06 เซนติเมตร (ตารางที่ 12 และรูปภาพในภาพผนวกที่ 1 และ 2) เมื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติพบวํา 
คําความกว๎างฝักถูกแบํงเป็น 2 กลุํมคือ กว๎างมากกวํา 4.94 เซนติเมตรและน๎อยกวํา 4.67 เซนติเมตร  

 
ลักษณะสีเมล็ดมีความแตกตํางกันอยํางชัดเจนระหวํางลูกผสม QPM กับ SW 4452 โดย

ลูกผสม QPM จะมีเมล็ดสีเหลืองหัวบุบเป็นสํวนใหญํ มีเพียงลูกผสม QPM 4 กับลูกผสม QPM 8 ที่
มีลักษณะของเมล็ดแบบกึ่งหัวบุบ สํวน SW 4452 (ตารางที่ 12 และรูปภาพในภาพผนวกที่ 1 และ 2) 
มีเมล็ดสีส๎มเหลืองเมล็ดเป็นแบบกึ่งหัวแข็ง ซึ่งเป็นลักษณะที่เกษตรกรในประเทศชอบมากกวํา 
สํวนข๎าวโพด QPM มีลักษณะเมล็ดสีเหลืองหัวบุบจะได๎เปรียบที่เมล็ดยาวกวําและจะมีจ านวนแถว
มากกวํา 
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ตารางท่ี 12  คําเฉลี่ยของความยาวฝัก ความยาวติดเมล็ด จ านวนแถว ความกว๎างฝัก ความกว๎างซัง ความกว๎างแกนซังและลักษณะเมล็ดของข๎าวโพดลูกผสม    
      QPM และพันธุ์ตรวจสอบ (SW4452) ในการวิเคราะห์ความแปรปรวนรวม 2 ฤดูปลูก  
 

สายพันธุ ์ ความยาวฝัก ความยาว         จ านวนแถว เส๎นผํานศูนย์กลาง 
เส๎นผําน 
เส๎นผําน 

ลักษณะเมล็ด 
ติดเมล็ด ฝัก ซัง แกนซัง 

QPM 1 18.26 17.72 16 5.08 2.86 1.87 OYD 
QPM 2 17.54 16.56 16 4.94 2.75 1.71 OYD 
QPM 3 17.17 16.89 16 4.60 2.46 1.51 OYD 
QPM 4 16.15 16.02 16 4.59 2.47 1.44 OYSD 
QPM 5 18.57 17.85 16 5.10 2.88 1.79 OYD 
QPM 6 17.00 16.72 16 4.67 2.55 1.51 OYD 
QPM 7 17.15 16.65 16 5.11 2.84 1.75 OYD 
QPM 8 16.35 16.13 16 4.52 2.56 1.42 OYSD 

SW 4452 21.08 20.10 16 5.06 2.88 1.83 OYSF 
MEAN 17.69 17.18 16 4.85 2.69 1.65   
CV 4.30 4.58 - 3.31 3.70 4.96  
F-test ** ** - ** ** **  
LSD 0.01 1.28 1.32 - 0.27 0.17 0.14  
LSD 0.05 0.88 0.91 - 0.18 0.11 0.09   

 

ns = ไมํแตกตํางทางสถิต,ิ * = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, ** = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน 99%
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การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ทริปโตแฟน 
 

ปริมาณโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของสายพันธุ์ที่คัดเลือกไว๎ (Agron 20-1, Agron 20-2, 
Agron 29-1, Agron 29-2) มีคําระหวําง 7.24 – 7.87 เปอร์เซ็นต์ และมีคําเฉลี่ย 7.60 เปอร์เซ็นต์ 
ขณะที่พันธุ์ opaque-2 มีคํา 7.76  เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 13) 

 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนของสายพันธุ์ที่คัดเลือก (Agron 20-1, Agron 20-2, 

Agron 29-1, Agron 29-2) มีปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนอยูํระหวําง 0.88 – 1.84  เปอร์เซ็นต์ มี
คําเฉลี่ย 1.28 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับพันธุ์ opaque-2 ผลการวิเคราะห์มีปริมาณทริปโตแฟนใน
โปรตีน 1.03 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองนี้ชี้ให๎เห็นวําสายพันธุ์ที่คัดเลือกไว๎ยังมีความผันแปร แตํ
ถ๎าพิจารณาตามเกณฑ์ของ CIMMYT กลําวคือพันธุ์ใดก็ตามถ๎ามีปริมาณทริปโตแฟนต้ังแตํ 0.70 
เปอร์เซ็นต์ ให๎เรียกวําข๎าวโพดคุณภาพโปรตีน (QPM) (Nurit et al., 2009)  
  
ตารางท่ี 13 แสดงคําเฉลี่ยของ ปริมาณโปรตีน  ปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนของสายพันธุ์พํอแมํ    
                    และ opaqu -2 
 

สายพันธุ ์

ปริมาณ 

โปรตีนทั้งหมด (%) ทริปโตแฟนในโปรตีน (%) 

Agron20-1 7.87 1.17 

Agron20-2 7.80 0.88 

Agron29-1 7.50 1.84 

Agron29-2 7.24 1.46 

opaque-2 7.76 1.03 

คําเฉลี่ย 7.63 1.28 
 

ปริมาณโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของลูกผสม QPM มีคําระหวําง 5.79 – 8.63 เปอร์เซ็นต์ 
และมีคําเฉลี่ย 7.05 เปอร์เซ็นต ์ขณะที่พันธุ์ SW4452 มีคํา 6.82 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 14 ) อยํางไรก็
ตาม ไมํพบความแตกตํางทางสถิติระหวํางพันธุ์ SW4452 กับลูกผสม QPM สอดคล๎องกับการ
ทดลองของ Vasal (1994) และ Jompuk (2007) ที่พบวําปริมาณโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของ
ข๎าวโพดปกติและข๎าวโพด opaque-2 มีปริมาณที่ไมํแตกตํางกัน 
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 จากการวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนของลูกผสม QPM เปรียบเทียบกับพันธุ์ SW4452 
ซึ่งเป็นพันธุ์ที่มีและไมํมียีน opaque-2 ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์พบวํา ลูกผสม QPM มี
ปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนอยูํระหวําง 1.04 – 1.41 เปอร์เซ็นต์ มีคําเฉลี่ย 1.20 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่
พันธุ์ SW4452 มีปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน 0.67 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองนี้ชี้ให๎เห็นวํา
ลูกผสม QPM มีปริมาณทริปโตแฟนสูงกวําพันธุ์ข๎าวโพดปกติ (SW4452) ตารางที่ 14 ผลการ
ทดลองนี้ สอดคล๎องกับรายงานของ Vasal (1994) 
  

ข๎าวโพดคุณภาพโปรตีนนอกจากมีทริปโตแฟนที่สูงแล๎ว ยังมีไลซีนเป็นองค์ประกอบที่
เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับข๎าวโพดปกติ ในการทดลองนี้ไมํได๎วิเคราะห์ไลซีน เนื่องจากวิธีวิเคราะห์
ยุํงยากและคํอนข๎างแพงแตํมีรายงานกลําววํา ข๎าวโพดที่ควบคุมด๎วยยีน opaque-2 ปริมาณไลซีน 
และทริปโตแฟนนั้น มีความสัมพันธ์ใกล๎ชิดกันมาก โดยถ๎าคําปริมาณของทริปโตแฟนในโปรตีนมี
คําสูงจะพบวําปริมาณไลซีนสูงเชํนเดียวกัน มีสัดสํวนประมาณ 1 : 4  ของทริปโตแฟน : ไลซีน 
(Hernandez and Bates, 1969; Prasanna et al., 2001) 
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ตารางท่ี 14  แสดงคําเฉลี่ยของผลผลิต ปริมาณโปรตีน  ปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนของ
ข๎าวโพดลูกผสม QPM กับพันธุ์ตรวจสอบ 

 

สายพันธุ ์
ปริมาณ 

โปรตีน (%) ทริปโตแฟนในโปรตีน (%) 
QPM 1 6.59 1.16 
QPM 2 6.27 1.30 
QPM 3 7.57 1.13 
QPM 4 8.63 1.41 
QPM 5 7.61 1.08 
QPM 6 5.79 1.21 
QPM 7 7.30 1.04 
QPM 8 6.60 1.29 

SW 4452 6.82 0.67 
MEAN 7.02 1.14 
CV 12.70 18.64 
F-test ** ** 
LSD 0.01 2.13 0.51 
LSD 0.05 1.54 0.37 

** = แตกตํางทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน 99% 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

การพัฒนาสายพันธุ์อินเบรดจากข๎าวโพดไรํปกติให๎มีปริมาณทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์ม
สูงขึ้น โดยการผสมพันธุ์กันระหวํางสายพันธุ์อินเบรดข๎าวโพดไรํ ได๎แกํ Agron20 และ Agron29 กับ 
พันธุ์ข๎าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง คือ Pop65C6-46 QPM และ Pop65C6-55 QPM ได๎ 2 คูํผสม แล๎ว
ผสมกลับมาหาข๎าวโพดไรํอีก 2 ครั้ง คัดเลือกสายพันธุ์ที่เป็น opaque-2 ได๎คูํละ 2 ต๎น ผสมข๎าม
ระหวํางคูํและสลับพํอแมํ ได๎ลูกผสมชั่วแรก 8 คูํผสม น าลูกผสมที่ได๎ไปปลูกทดสอบผลผลิต พบวํา
ลูกผสมสํวนใหญํให๎ผลผลิตที่ไมํตํางจาก SW 4452 แตํจะมีลักษณะที่ดีกวําคือ ต๎นไมํสูง ต าแหนํงฝัก
ไมํสูง เปอร์เซ็นต์กะเทาะดีกวํา แตํอยํางไรก็ตามยังมีลักษณะที่ต๎องปรับปรุงคือ สีและลักษณะของ
เมล็ดที่เป็นสีเหลืองหัวบุบที่เกษตรกรยังไมํนิยมปลูก สํวนการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของข๎าวโพด
ทุกสายพันธุ์ที่ตรวจสอบให๎คําเฉลี่ยไมํแตกตํางกัน โดยสายพันธุ์พํอแมํมีคําปริมาณโปรตีนเฉลี่ยอยูํ
ระหวําง 7.24 – 7.87 เปอร์เซ็นต์  พันธุ์ SW4452 มีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 6.82 เปอร์เซ็นต์ ลูกผสม 
QPM มีคําปริมาณโปรตีนเฉลี่ยอยูํระหวําง 5.79 – 8.63 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ปริมาณทริปโตแฟนใน
โปรตีนของสายพันธุ์พํอแมํมีคําเฉลี่ยอยูํระหวําง 0.88 – 1.81 เปอร์เซ็นต์  พันธุ์ SW4452 มีปริมาณ 
ทริปโตแฟนในโปรตีน 0.67 เปอร์เซ็นต์ ลูกผสม QPM มีคําปริมาณทริปโตแฟนในโปตีนอยูํ
ระหวําง 1.04 – 1.41 เปอร์เซ็นต์ จากผลของการทดสอบในลูกผสมชี้ให๎เห็นวําสายพันธุ์พํอแมํ 
Agron20-1, Agron20-2,  Agron29-1และ Agron29-2 มีความสามารถที่จะพัฒนาไปเป็นสายพันธุ์แท๎ 
opaque-2 ที่ดีในอนาคตได๎ สํวนคูํผสมที่นําสนใจที่จะน าไปพัฒนาเป็นลูกผสม QPM คือ Agron20-1 
กับ Agron29-1 
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ข้อเสนอแนะ 
 

ในการคัดเลือกยีน opaque-2 สามารถใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล phi112 ในการคัดเลือก o2o2 
บนแผํนอะกาโรสเจลได๎ แตํจะให๎ได๎ผลจัดเจนนั้นจะต๎องใช๎ phi057 บน polyacrylamide gel แตํสิ่ง
หนึ่งที่มีความส าคัญเชํนกัน คือ modifying gene ซึ่งมีสํวนส าคัญที่ท าให๎เมล็ดข๎าวโพดใสและแข็ง 
ดังนั้นในการคัดเลือกควรที่จะน าสํวนน้ีเข๎าไปพิจารณาในการคัดเลือกสายพันธุ์อินเบรด QPM ด๎วย 
ทั้งนี้เน่ืองจาก เมื่อพันธุกรรมพื้นฐานตํางกัน modifying gene จะแสดงออกแตกตํางกัน โดยสังเกตุ
ได๎จากเมล็ดจากตํางคูํผสมกันจะมีความใสและแข็งของเมล็ดแตกตํางกันด๎วย 
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ภาคผนวกท่ี 1  การเตรียม Boric acid indicator solution 
 
 1. การเตรียม indicator โดยชั่ง Bromocresol green 0.066 กรัม และ Methyl red 0.033 กรัม 
ละลายใน 95% ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 2. การเตรียม Boric acid indicator solution โดยชั่ง Boric acid จ านวน 20 กรัม ละลายในน้ า
ร๎อน 400 มิลลิลิตร เมื่อสารละลายเย็นเติม indicator 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด๎วยน้ ากลั่นจนมี
ปริมาตร 1 ลิตร และหยด 0.1N NaOH จ านวน 3 หยด จะได๎สารละลายสีมํวงแดง 
 

ภาคผนวกท่ี 2  การเตรียมสารเคมีที่ใช๎ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟน 
 
 Papain solution (1 mg/ml): ชั่ง Papain 40 มิลลิกรัม ละลายใน 0.165 M Sodium acetate 
(pH 7) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ที่อุณภูมิห๎อง 

DL-Tryptophan stock solution (100 µg/ml): ชั่ง DL-Tryptophan 10 มิลลิกรัม ละลายใน 
0.165 M Sodium acetate (pH 7) ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณภูมิห๎อง 

Reagent A: (0.1 M glyoxylic acid) ชั่ง glyoxylic acid (Merck, Germany) จ านวน 0.9205 
กรัม (g) แล๎วละลายใน 7 N sulfuric acid ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ml)   

Reagent B: (1.8 mM FeCl3-6H2O) ใช๎ FeCl3-6H2O (Ajax Finechem, Australia) ปริมาตร 
0.05 กรัม แล๎วละลายใน Reagent A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

Reagent C: (30 N sulfuric acid) ใช๎ sulfuric acid 96% (Merck, Germany) ปริมาตร 833.3  
มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากลั่น 166.7 มิลลิลิตร วางขวดผสมบนน้ าแข็ง ใน volumetric flask ที่แชํใน
น้ าแข็งและใช๎ magnetic ในการผสมให๎เข๎ากัน 

 Reagent D:  เตรียมประมาณ 1 ชั่วโมงกํอนใช๎ โดยผสมระหวําง Reagent A และ Reagent B 
 เข๎าด๎วยกันในขวดสีน้ าตาล (brown glass) เพื่อป้องกันแสง  
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Agron 29-2Agron 29-1

Agron 20-2Agron 20-1

Agron 29-2Agron 29-1

Agron 20-2Agron 20-1

 
 
ภาพผนวกท่ี 1  แสดงรูปฝักข๎าวโพดที่ใช๎เป็นสายพันธุ์พํอแมํ 

 

SW 4452SW 4452  

ภาพผนวกท่ี 2  แสดงรูปฝักข๎าวโพดพันธุ์ SW4452 ซึ่งใช๎เป็นพันธุ์เปรียบเทียบ     

SW4452 

Agron 20-1 

Agron 29-1 Agron 29-2 

Agron 20-2 
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QPM 4QPM 3

QPM 2QPM 1

QPM 4QPM 3

QPM 2QPM 1

 
ภาพผนวกท่ี 3  แสดงรูปฝักข๎าวโพลูกผสม QPM 1 – QPM 8 
 
 

QPM 1 QPM 2 

QPM4
 

QPM 1  

QPM 3 
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QPM 8QPM 7

QPM 6QPM 5

QPM 8QPM 7

QPM 6QPM 5

 
ภาพผนวกท่ี 3  แสดงรูปฝักข๎าวโพลูกผสม QPM 1 – QPM 8 (ตํอ) 
 

QPM 5 QPM 6 

QPM 7 QPM 8 
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