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บทคัดย่อ 

ชูศักด์ิ จอมพุก1 สุจินต์ เจนวีรวัฒน์2 นายบุญฤทธ์ิ สินค้างาม3 พีรนุช จอมพุก4  
กิตติ บุญเลิศนิรันดร์5 สกล ฉายศรี6 และสุรพล  เช้าฉ้อง7 

 
ข้าวโพดข้าวเหนียวเป็นข้าวโพดรับประทานฝักสดของประชากร ที่อาศัยอยู่ในเขตเอเซียตะวันตกเฉียง

ใต้ และเอเซยีตะวันออก แต่ข้าวโพดข้าวเหนียวจะมีคุณภาพโปรตีนตํ่า เน่ืองจากมีปริมาณทรปิโตแฟนใน
โปรตีนตํ่า อย่างไรก็ตาม ถ้าข้าวโพดข้าวเหนียวมียีนโอเปกทู (opaque-2) ในสภาพ homozygous recessive 
(o2o2) จะทําให้คุณภาพโปรตีนดีขึ้น เน่ืองจากมีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีนเพ่ิมขึ้นกว่าเดิมเกือบ 2 เท่า 
การทดลองน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือเพ่ิมปริมาณทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มของข้าวโพดข้าวเหนียว และข้าวโพด
เทียนด้วยยีนโอเปกทูและใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) มาช่วยในการคัดเลือกข้าวโพดข้าวเหนียว
และข้าวโพดเทียนที่มียีนโอเปกทูในรุ่นลูกช่ัวต่างๆ วิธีการทดลองใช้สายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทูผสม
ตัวเองช่ัวที่ 4 (S4) จากโครงการปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวโดยใช้เทคนิคการกลายพันธ์ุร่วมกับการใช้
โมเลกุลเครื่องหมายในการคัดเลือก ซึ่งตรวจสอบยีน waxy และ ยีน opaque-2 ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 
phi022 และ phi057 ตามลาํดับ เป็นพันธุกรรมพ้ืนฐานสาํหรับการคัดเลือกสายพันธ์ุ และใช้เป็นสายพันธ์ุพ่อ
สําหรับสร้างลกูผสมใหม ่ โดยใช้ข้าวโพดข้าวเหนียว 3 พันธ์ุ และข้าวโพดเทียน 2 พันธ์ุ เป็นพันธ์ุแม่ ในการ
คัดเลือกสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) และสายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที ่ 1 (BC1F1) จะใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
phi057 ตรวจสอบยีนโอเปกทู ส่วนสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 4 (S4), 5 (S5)  และ 6 (S6)  ตรวจสอบ
เปอร์เซ็นต์ทริฟโตแฟนในโปรตีน และเปอร์เซ็นต์อมิโลเปกตินในเอนโดสเปิร์ม แล้วคดัเลือกสายพันธ์ุผสมตัวเอง
ช่ัวที่ 6 ที่แข็งแรงและมีลกัษณะการเกษตรที่ดีจํานวน 10 สายพันธ์ุไปผสมพันธ์ุแบบพบกันหมด (diallel 
cross) ตามวิธี Griffing’s method 4 ได้ลูกผสมแบบพบกันหมดจํานวน 45 คูผ่สม สายพันธ์ุข้าวโพดข้าว
เหนียวโอเปกทูผสมตัวเองช่ัวที่ 6 ที่คัดเลอืกไว้ 10 สายพันธ์ุ มีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีนอยู่ระหว่าง 
0.66-1.21% มีค่าเฉล่ีย 0.94% มีเปอร์เซน็ต์อมิโลเปกตินเฉลี่ย 92.69% ขณะที่ข้าวโพดข้าวเหนียวพันธ์ุการค้า
มีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีนเฉลี่ย 0.47% สําหรบัการคัดเลือกสายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทูจาก
การผสมพันธ์ุใหม่ของทั้ง 5 คู่ผสม พบว่าสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) ของทั้ง 5 คู่ผสม เมื่อใช้เครื่องหมายดี
เอ็นเอ phi057 คัดเลือก ได้ต้นที่มียีนโอเปกทูเป็น homozygous recessive (o2o2) ทั้งหมด 166 สายพันธ์ุ  
และสายพันธ์ุเหล่าน้ีได้ผสมตัวเองเป็น S2 สําหรับการคัดเลือกต่อไป ในส่วนของการผสมกลับ (backcross) 
เพ่ือเพ่ิมระดับพันธุกรรมของพันธ์ุรับ (recurrent parent) ได้สายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที่ 1 (BC1F1) ที่มียีนโอเปกทู
เป็นเฮเทอโรไซกัส (O2o2) จากทั้ง 5 คูผ่สม จํานวน 37 สายพันธ์ุ และผสมตัวเองได้เมล็ด BC1S1 ทุกสายพันธ์ุ  
ซึ่งแต่ละสายพันธ์ุสามารถปลกูเป็นต้น BC1S1 มากกว่า 100 ต้น/สายพันธ์ุ สําหรับคัดเลือกยีนโอเปกทูที่เป็น 
homozygous recessive (o2o2) ต่อไป  
1 ภาควิชาพืชไร่นา คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม    73140 
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Abstract 
Choosak Jompuk1 Sujin Jenweerawat2 Bunyarit Sinkangam3 Peeranuch Jompuk4  

Kitti Boonlertnirun5 Sakol Chaisri6 Surapol Chowchong7 
 
Waxy corn is an important food and vegetable in Southeast and East Asia. It has low 

quality protein which is low tryptophan content in protein. However, its insufficient protein 
quality could be remedied by the opaque-2 gene (o2o2) increasing 2 time of normal waxy 
corn. The objectives of this study were to increase the tryptophan content in endosperm of 
waxy and tein corns by opaque-2 gene and to apply DNA marker as marker-assisted 
selection for opaque-2 gene in progeny. The S4 of waxy-opaque-2 lines from the 
Improvement of quality protein of waxy corn (Zea mays ceratina) by mutation techniques 
and marker-assisted selection project were used as genetic source for waxy and opaque-2 
genes. These genes were detected by DNA-markers, phi022 and phi057, respectively. The 
selection of waxy-opaque-2 inbred lines was directly obtained from the S4 plants or progeny 
of new cross.  Five crosses between normal waxy (3 waxy and 2 tein corns) and S4 of waxy-
opaque-2 lines were made. In S1 and BC1F1 progenies, DNA from leaf of each plant was 
tested by phi057 as marker-assisted selection to detect the opaque-2 gene. Moreover, the 
percentage of tryptophan content in protein and amylopectin content from endosperm 
were analysed in S4, S5 and S6 generations. Ten waxy-opaque-2 lines (S6) with healthy and 
good agronomic characters were selected to make a diallel cross by Griffing’s method 4 
obtaining forty-five single cross hybrids. The percentage of tryptophan in protein from the 
endosperm of ten S6 lines ranged from 0.66 to 1.21% with an average about 0.94%. The 
average percentage of amylopectin was about 92.69% in selected S6 inbred lines. But, an 
average percentage of tryptophan in protein of normal waxy corn was about 0.47%. For 
selection of waxy-opaque-2 plant from new five crosses, one hundred and sixty-six lines 
with homozygous recessive (o2o2) genes were obtained by marker phi057. Then, these 
selected plants were self-pollinated to get S2 line for the next cycle of selection. On the 
other hand, backcross method was used to increase the genetic background of recurrent 
parent. In BC1F1 plant from 5 crosses, the heterozygous of opaque-2 gene were obtained 
about 37 lines. Then, the selected lines were self-pollinated to get BC1S1 seed. The seed in 
each cross can be grown over 100 plants for selecting homozygous recessive (o2o2)  plant in 
the next generation. 
1 Dept. of Agronomy, Faculty of Agriculture at Kamphaeng Saen, Kasetsart University, Nakhonpathom  
2 Dept. of Agronomy, Faculty of Agriculture, Kasetsart University, Bangkok, 10900 
3 Dept. of Agriculture, School of Agriculture and Natural Resources, University of Phayao, Phayao 

4 Dept. of Applied Radiation and Isotopes, Faculty of Science, Kasetsart University, Bangkok 10900 
5 Dept.  plant science, Rajamangala University of Technology Suvarnabhumi 
6 Lopbuir research station, Kasetsart University, Lopburi 
7 National Corn and Sorghum Research Center, Kasetsart University, Nakonracha Srima  
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บทนํา 
ข้าวโพดเป็นธัญพืชที่ใช้ประโยชน์เป็นอาหารมนุษย์และสตัว์ ผลผลิตประมาณครึ่งหน่ึงใช้เป็นอาหาร

มนุษย์ อีกส่วนหน่ึงเป็นอาหารสัตว์ ประเทศไทยมีการปลูกข้าวโพดหลายชนิดเพ่ือการค้า ได้แก่ ขา้วโพดเลี้ยง
สัตว์ ข้าวโพดหวาน ข้าวโพดฝักอ่อน และข้าวโพดข้าวเหนียว เป็นต้น ซึ่งสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรมากกว่า
สามแสนครอบครัว ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์เป็นข้าวโพดส่วนใหญ่ที่เกษตรกรปลูกและใช้ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์
ภายในประเทศ นอกจากน้ี ข้าวโพดยังนําไปใช้ในอุตสาหกรรมแป้ง นํ้ามัน นํ้าตาล และผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ อีกด้วย 
ดังน้ันการปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดเพ่ือเพ่ิมคุณค่าทางอาหารจึงเป็นงานวิจัยที่น่าสนใจ ปกติแล้วโปรตีนในข้าวโพด
จะมีคุณภาพตํ่า เน่ืองจากมีปริมาณกรดอะมิโนที่มีความจําเป็นต่อการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตตํ่า ได้แก่ ทริป
โตแฟน (tryptophan) และไลซีน (lysine) ส่วนกรดอะมิโนตัวอ่ืนๆ มีอยู่ในปริมาณปกติ อย่างไรก็ตาม ในช่วง
ทศวรรษ 1960 นักวิทยาศาสตร์ จากมหาวิทยาลัยเปอร์ดู (Purdue University) ได้ค้นพบยีนโอเปกทู 
(opaque-2) ในข้าวโพดกลายพันธ์ุ (mutant) ซึ่งทําให้เมล็ดข้าวโพดมีปริมาณกรดอะมิโนทริปโตแฟนและไลซี
นสูงขึ้นประมาณสองเท่าจากข้าวโพดปกติ (normal maize) ซึ่งเป็นจุดเริ่มต้นการปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดโอเปก
ทู ปัจจุบันพันธ์ุข้าวโพดโอเปกทู หรือเป็นทีรู่้จักกันในช่ือ quality protein maize (QPM) ที่ปรับปรุงพันธ์ุโดย
ศูนย์วิจัยข้าวโพดและข้าวสาลีนานาชาติ (CIMMYT) เป็นพันธ์ุข้าวโพดท่ีเป็นที่ยอมรับของหลายๆ ประเทศทั่ว
โลก โดยเฉพาะอย่างย่ิงในกลุ่มประเทศทีใ่ช้ข้าวโพดเป็นอาหารมนุษย์โดยตรง ข้าวโพดชนิดน้ีจะปลูกร่วมกับ
ข้าวโพดชนิดอ่ืนๆ ไม่ได้ เน่ืองจากยีนที่ควบคุมลักษณะน้ีเป็น recessive gene ถ้าได้รับละอองเกสรจาก
ข้าวโพดปกติทั่วๆ ไปมาผสมพันธ์ุ ข้าวโพดจะแสดงออกเป็นข้าวโพดปกติ เน่ืองจากอิทธิพลของฝ่ายพ่อ (Xenia 
effect) นอกจากน้ีการรับซือ้ข้าวโพดไร่ (ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์) ในประเทศไทยยังใช้เกณฑ์ด้านปริมาณเป็นหลัก 
ดังน้ันประเทศไทยจึงยังไม่มีการปลูกข้าวโพดชนิดน้ีเป็นการค้า 

อย่างไรกต็าม สําหรับข้าวโพดชนิดอ่ืนๆ ซึ่งต้องปลูกแยกตามชนิดของข้าวโพดเพ่ือป้องกันการผสมข้าม
ของละอองเกสรข้ามชนิดพันธ์ุ จึงมีความเป็นไปได้ในการปลูกเป็นการค้า เช่น ข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพด
เทียน (waxy corn) ซึ่งเป็นข้าวโพดที่ปลูกและบริโภคฝักสดกันอย่างแพร่หลายในประเทศไทย และเป็นสินค้าที่
กําลังเป็นที่ต้องการสูงทั้งในประเทศและต่างประเทศในแถบเอเชีย เช่น จีน เวียดนาม ไต้หวัน และเกาหลีใต้ 
คาดว่ามีชาวเอเชียบริโภคข้าวโพดทั้งสองชนิดน้ีไม่ตํ่ากว่าปีละ 300-600 ล้านคน ดังน้ัน บริษัทผู้ค้าเมล็ดพันธ์ุ
นานาชาติ ไม่ว่าในประเทศจีน เวียดนาม อินเดีย ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย รวมทั้งไทย สนใจเร่งพัฒนาปรับปรุง
สายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวกันอย่างเต็มที่ โดยปัจจุบันไทยมียอดส่งออกเมล็ดพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวไม่ตํ่า
กว่าปีละ 70-80 ล้านบาท 

ดังน้ัน การปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียน เพ่ือเพ่ิมปริมาณทริปโตแฟนและไลซีนใน
เอนโดสเปิร์มของข้าวโพดด้วยยีน opaque-2 จะเป็นประโยชน์โดยตรงต่อผู้บริโภคข้าวโพดฝักสด เป็นการเพ่ิม
คุณค่าทางอาหารจากพืชโดยตรง  ปัจจุบัน งานวิจัยที่เก่ียวข้องกับการเพ่ิมปริมาณทริปโตแฟนในข้าวโพดฝักสด
ยังมีน้อยมาก เพราะนักวิจัยส่วนใหญ่ยังให้ความสําคัญเก่ียวกับคุณภาพการบริโภคด้านอ่ืนๆ เช่น ความนุ่ม 
ความเหนียว กลิ่น และผลผลิต แต่คุณคา่ทางโภชนาการยังให้ความสําคัญน้อยมาก ดังน้ันงานวิจัยน้ี จะเพ่ิม
คุณค่าทางโภชนาการของข้าวโพดข้าวเหนียวโดยจะนํายีนโอเปกทู ซึ่งเป็นยีน recessive (o2o2) จํานวน 1 ยีน 
ที่ปกติมีอยู่ในขา้วโพดไร่คุณภาพโปรตีน (QPM) มาใสใ่นขา้วโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียนโดยการผสมข้าม
พันธ์ุ แล้วคดัเลือกข้าวโพดที่มีปริมาณทริปโตแฟนสูงและยังคงลักษณะข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียน
ดังเดิม โดยในช่วงแรกของการคัดเลือกยีนโอเปกทูจะใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) มาช่วยในการ
คัดเลือก เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพการคัดเลือกพืชที่มียีนชนิดน้ีในรุ่นลูกช่ัวต่างๆ ซึ่งปกติแล้วจะต้องรอจนเก็บ
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เก่ียวผลผลิตแล้วนําเมล็ดไปวิเคราะห์ทางเคมีจึงจะรู้ผลว่าต้นใดควบคุมด้วยยีนโอเปกทู แต่ถ้ายีนโอเปกทูอยู่ใน
สภาพเฮเทอโรไซกัส ก็จะต้องผสมตัวเองแล้วคัดเลือกรุ่นลูก ซึ่งทําให้เสียเวลาและจะต้องวิเคราะห์ตัวอย่างทาง
เคมีจํานวนมาก ดังน้ันเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ จะช่วยให้นักปรับปรุงพันธ์ุสามารถเลือกพืชในระดับยีนที่ต้องการได้ 
หลังจากคัดเลือกข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียนที่มียีนดังกล่าวได้แล้ว จึงใช้การปรับปรุงพันธ์ุพืชโดยวิธี
ปกติ 

 

ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคดิของการวิจัย 
 
ข้าวโพดข้าวเหนียวผลิตแป้งอมิโลเปกตินที่เป็นองค์ประกอบในเอนโดสเปิร์มมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ มี

ยีนควบคุมเป็น recessive 1 คู่ (wxwx)  อยู่บนโครโมโซมที่ 9 อย่างไรก็ตาม เมื่อวัดปริมาณเปอร์เซ็นต์ทริปโต
แฟนในโปรตีนพบว่ามีค่าตํ่าประมาณ 0.45 เปอร์เซ็นต์  ส่วนข้าวโพดโอเปกทู (opaque-2 corn) มียีน 
opaque-2 (o2o2) ควบคุมเป็น recessive 1 คู่ อยู่บนโครโมโซมที ่7 มีผลทําให้ปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน
มีประมาณ 0.86 เปอร์เซ็นต์ เมื่อผสมพันธ์ุข้ามระหว่างข้าวโพดทั้งสองชนิด (พันธ์ุ) จะทําให้ยีนทั้งสองตําแหน่ง 
(loci) เป็นเฮเทอโรไซกัส (heterozygous; WxwxO2o2) ลูกในช่ัวน้ีจะมีปริมาณอมิโลเปกตินและทริปโตแฟน
ตํ่า แต่ทั้งสองลักษณะน้ีจะสงูขึ้นเมื่อยีนทั้งสองตําแหน่งน้ีอยู่ในสภาพ homozygous recessive (wxwxo2o2) 
การทดลองน้ีมีสมมติฐานว่า ถ้ายีน waxy และ opaque-2 มาอยู่รวมกันจะทําใหข้้าวโพดมีความเหนียวนุ่ม 
เน่ืองจากมีปริมาณอมิโลเปกตินไม่น้อยกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ และมีปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนไม่น้อยกว่า 
0.80 เปอร์เซน็ต์ ของฝักที่เก็บมาต้มสําหรบัรับประทานฝักสด (อายุประมาณ 20-23 วันหลังการผสมเกสร) 
ปกติผลของยีน waxy และ opaque-2 จะแสดงออกที่เมล็ด โดยตรวจสอบจากปริมาณแป้งอมิโลเปกติน
และทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์ม ตามลาํดับ ถ้าพ่อและแม่มียีนในแต่ละตําแหน่งเป็นเฮเทอโรไซกัส 
(WxwxO2o2) ลูกในช่ัวที่ 2 (F2) หรือสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) จะมีจีโนไทป์เป็น 9:3:3:1 ถ้าการกระจาย
ตัวเป็นไปตามทฤษฎี ข้าวโพดช่ัวที่ 2 จํานวน 16 ต้น จะมีเพียง 1 ต้นเท่าน้ันที่มียีนที่ต้องการ (wxwxo2o2)    
ถ้าปรับปรุงพันธ์ุโดยวิธีปกติจะต้องรอจนข้าวโพดติดเมล็ดและสุกแก่ แลว้เก็บเมล็ดนําไปวิเคราะห์ปริมาณอมิโล
เปกตินและทริปโตแฟน ด้วยวิธีดังกล่าวน้ี ต้องใช้เวลา แรงงาน และการวิเคราะห์ตัวอย่างทางเคมีเป็นจํานวน
มาก ถึงจะทราบว่าพืชต้นใดมีจีโนไทป์ในลกัษณะที่ต้องการ แต่ด้วยเทคโนโลยีเครื่องหมายดีเอ็นเอ จะสามารถ
ทําให้เลือกข้าวโพดที่มียีน waxy และ opaque-2 ได้โดยตรงต้ังแต่ข้าวโพดยังเป็นต้นเล็กๆ โดยสกัดดีเอ็นเอ 
(DNA) แล้วใช้เครื่องหมายโมเลกุล phi057 (สําหรับยีน opaque-2) (Jompuk et al., 2006 and 2007) 
และ phi022 (สําหรับ ยีน waxy) (วรรษมน และคณะ, 2553) ช่วยในการคัดเลือกรุ่นลูกที่มีการกระจายตัว
ของยีนทั้งสองน้ี ทําให้สามารถคัดเลือกต้นพืชที่มียีนที่ต้องการได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยไม่ต้องรอจนเก็บ
เก่ียวเมล็ด แล้วจึงคัดเลือกพืชที่มียีนที่ต้องการ เมื่อได้พืชที่มียีนที่ต้องการแล้วจึงใช้การปรับปรุงพันธ์ุโดยวิธี
ปกติ (conventional breeding) โดยผสมตัวเอง (selfing) แล้วคัดเลือกลักษณะทางเกษตรที่ดี หรือมี
สมรรถนะการผสมที่ดี ในการผสมพันธ์ุ อาจต้องใช้วิธีการผสมกลับ (backcross) เข้ามาใช้ในวิธีการปรับปรุง
พันธ์ุด้วย เพ่ือช่วยเพ่ิมพันธุกรรมพ้ืนฐานของข้าวโพดข้าวเหนียวพันธ์ุแม่ (recurrent parent) โดยคัดเลือกต้น
ที่ดีผสมกลับไปยังข้าวโพดข้าวเหนียวอีก 1-2 ครั้ง ปัจจุบันการวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนตามวิธีการของ 
Nurit et al. (2009) ทําได้อย่างมีประสิทธิภาพ และราคาถูกกว่าการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC และมีความ
น่าเช่ือถือไม่แตกต่างจากการวิเคราะห์ทริปโตแฟนด้วยเครื่อง HPLC สายพันธ์ุผสมตัวเองที่ได้คัดเลือกไว้ 
สามารถนําไปสร้างเป็นข้าวโพดข้าวเหนียวลูกผสมคุณภาพโปรตีนสูง หรือสรา้งเป็นพันธ์ุสังเคราะห์เพ่ือให้
เกษตรกรสามารถเก็บเมล็ดไว้ปลูกต่อไปได้ ส่วนงานวิจัยในข้าวโพดเทียนจะทําในรูปแบบเดียวกัน จะคัดเลือก
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ข้าวโพดเทียนที่มีจํานวนแถวประมาณ 8 แถว เหมือนกับพันธ์ุแม่ที่นํามาใช้ในการปรับปรุงพันธ์ุ อย่างไรก็ตาม 
พันธุกรรมข้าวโพดเทียนยังต้องปรับปรุงอีกมาก ดังน้ัน การปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดเทียนจะทําทั้งการปรับปรุง
เพ่ือเพ่ิมคุณภาพโปรตีน และยังมีอีกหน่ึงโครงการวิจัยที่ปรับปรุงพันธุกรรมข้าวโพดเทียนเพ่ือสร้างพันธ์ุ
สังเคราะห์ ซึ่งสามารถนําไปใช้ประโยชน์เป็นพันธ์ุโดยตรง หรือใช้เป็นแหล่งพันธุกรรมสําหรับปรับปรุงพันธ์ุ
ข้าวโพดเทียนโอเปกทู ในอนาคตต่อไป 

การทบทวนวรรณกรรม 

ข้าวโพด (Zea mays L.) เป็นแหล่งอาหารที่สําคัญของท้ังมนุษย์และสัตว์ โดยเฉพาะในประเทศที่
กําลังพัฒนา แต่ข้าวโพดเป็นแหล่งอาหารโปรตีนที่มีคุณภาพตํ่า เน่ืองจากภายในเอนโดสเปิร์มข้าวโพดมีกรดอะ
มิโนที่จําเป็นต่อการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต (essential amino acid) และสิ่งมีชีวิตไม่สามารถสังเคราะห์เอง
ได้ คือ ไลซีน (lysine) และ ทริปโตแฟน (tryptophan) อยู่ในปริมาณท่ีตํ่า (Food and Agriculture 
Organization [FAO], 1992) จนกระทั่ง Mertz et al. (1964) และ Nelson et al. (1965) ได้ค้นพบยีน
โอเปกทู (opaque-2) ซึ่งเป็นrecessive gene และยีน floury-2 (semi-dorminant gene) ในข้าวโพดกลาย
พันธ์ุ ซึ่งยีนทั้ง 2 น้ี ส่งผลให้เอนโดสเปิร์มข้าวโพดมีปริมาณของไลซีน และทริปโตแฟน สูงกว่าข้าวโพดทั่วไป 
ทําให้ข้าวโพดมีคุณภาพโปรตีนและคุณค่าทางโภชนาการ สําหรับมนุษย์และสัตว์เพ่ิมมากข้ึน อย่างไรก็ตาม ยัง
พบปัญหาของข้าวโพดชนิดน้ี คือ ภายในเมล็ดประกอบด้วยแป้งอ่อน (soft endosperm) จํานวนมาก ซึ่งจะ
ทําให้แมลงเข้าทําลายได้ง่าย โดยเฉพาะในช่วงของการเก็บรักษา นอกจากน้ียังอ่อนแอต่อโรคฝักเน่า (ear rot) 
โดยจะส่งผลให้ผลผลิตลดลงกว่า 10-15%  จากข้อจํากัดเหล่าน้ีทําให้ในระยะแรกข้าวโพดโอเปกทู ไม่เป็นที่
ต้องการของตลาดและเกษตรกร (Villegas, 1994) แต่ปัจจุบัน ผลผลิตของข้าวโพดเหล่าน้ีไม่แตกต่างไปจาก
ข้าวโพดที่ปลูกกันทั่วๆ ไป (CIMMYT, 1999) เน่ืองจากศูนย์วิจัยข้าวโพดและข้าวสาลีนานาชาติ (CIMMYT) ได้
พบ modifying genes ที่มีผลทําให้เมล็ดข้าวโพดมีลักษณะแข็งใส (vitreousness) เหมือนกับข้าวโพดไร่ทั่วไป 
(Vasal, 1994; Lopes and Larkins, 1994) ซึ่งข้าวโพดพันธ์ุดังกล่าวน้ีจะรู้จักกันในช่ือ Quality Protein 
Maize (QPM) สําหรับการปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพด QPM ด้วยวิธีด้ังเดิมน้ัน  นักปรับปรุงพันธ์ุจะมุ่งเน้นการถ่าย
ยีน opaque-2 และ modifying genes ไปสู่พันธ์ุที่ดีต่างๆ โดยจะใช้การปรับปรุงพันธ์ุด้วยวิธีการผสมกลับ 
(backcross)  
 
กรดอะมิโนที่รา่งกายต้องการ 

ความต้องการกรดอะมิโนของมนุษย์แบ่งได้ 2 ประเภทคือ กรดอะมิโนชนิดจําเป็น (essential amino 
acid) เป็นกรดอะมิโนที่ร่างกายไม่สามารถสร้างขึ้นได้ จึงจําเป็นต้องได้รับจากอาหารให้เพียงพอ ส่วนกรดอะมิ
โนที่ไม่จําเป็น (non-essential amino acid) เป็นกรดอะมิโนที่ร่างกายสร้างขึ้นเองได้ ทั้งกรดอะมิโนจําเป็น
และกรดอะมิโนไม่จําเป็น มคีวามสําคัญต่อร่างกายเช่นเดียวกัน หากเกิดภาวะขาดกรดอะมิโนชนิดใดชนิดหน่ึง 
จะทําให้เกิดสภาวะที่ก่อให้เกิดโรค กรดอะมิโนที่จําเป็นมี 9 ชนิดได้แก่ ฮิสติดีน ไอโซลิวซีน ลิวซีน ไลซีน เมไท
โอนีน ทรีโอนีน ฟีนิลอะลานีน ทริปโตแฟน และวาลนี โดยทริปโตแฟน มีบทบาทสําคัญ ช่วยในการสร้าง
วิตามินบี 3 สร้างสารสื่อประสาท และต่อต้านอาการซึมเศร้า ถ้าร่างกายขาดจะทําให้นอนไม่หลับ และมีอาการ
ซึมเศร้า ส่วนไลซีน ช่วยสร้างสายใยคอลลาเจน ซึ่งป้องกันการเกิดริ้วรอยก่อนวัย ช่วยเพ่ิมความแข็งแรงของผม
และเล็บ ถ้าขาดจะทําให้ร่างกายอ่อนเพลีย ขาดสมาธิในการทํางาน เกิดโรคโลหิตจาง ความต้องการกรดอะมิ
โนของมนุษย์แสดงใน ตารางที่ 2-1 (FAO, 2002) 
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ข้าวโพดคณุภาพโปรตีน (Quality Protein Maize) 

 คุณค่าทางอาหารของข้าวโพดคุณภาพโปรตีน (ควบคุมด้วยยีน opaque-2) จะมีปริมาณโปรตีนรวม 
(total protein) ที่ใกล้เคียงกับข้าวโพดไร่ทั่วไป คือ 9-10 เปอร์เซ็นต์ แต่จะมีคุณภาพโปรตีนที่สูงกว่าข้าวโพด
ไร่ สําหรับคุณภาพโปรตีนในข้าวโพด จะพิจารณาจากปริมาณของกรดอะมิโนที่จําเป็นต่อการเจริญเติบโตของ
สิ่งมีชีวิต 2 ชนิด คือไลซีนและทริปโตแฟน โดยในข้าวโพดปกติจะมีปริมาณของไลซีน ประมาณ 2.6 เปอร์เซ็นต์ 
และปริมาณของทริปโตแฟน ประมาณ 0.6 เปอร์เซ็นต์ ส่วนในข้าวโพดโอเปกทู (opaque-2 corn) มีปริมาณ
ของไลซีนและ ทริปโตแฟน ประมาณ 4 และ 1.3 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (Mertz et al., 1964)  

 
ตารางที่ 2-1 ความต้องการกรดอะมิโนในมนุษย์ 

กรดอะมิโน mg/kg per day mg/g protein 
Histidine 10 15 
Isoleucine 20 30 
Leucine 39 59 
Lysine 30 45 
Methionine 10 16 
Cystine 4 6 
Methionine + cysteine 15 22 
Phenylalanine + tyrosine 25 30 
Threonine 15 23 
Tryptophan 4 6 
Valine 26 26 39 

ที่มา: FAO/WHO/UNU (2002)   
 

ส่วนการศึกษาของ Prasana et al. (2001) เก่ียวกับปริมาณกรดอะมิโนที่จําเป็นในขา้วโพดคุณภาพ
โปรตีน พบว่า ปริมาณทริปโตแฟนและไลซีนสูงกว่าข้าวโพดปกติประมาณ  55% และ 30% ตามลําดับ 
นอกจากน้ีBressani  (1966) รายงานการทดลองการใช้ข้าวโพดโอเปกทูเป็นอาหารกับเด็ก จํานวน 6 คน ที่มี
อายุต้ังแต่ 24-75 เดือน และมีนํ้าหนักตัว 10.82–19.05 กิโลกรัม พบว่าเด็กเหล่าน้ีบริโภคโปรตีน 1.8-15 กรัม 
ต่อนํ้าหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน ค่าดัชนีของสภาพสมดุลของไนโตรเจน (nitrogen balance index) สําหรับ
นมเท่ากับ 0.80 ข้าวโพดโอเปกทูเท่ากับ 0.72 และข้าวโพดปกติเท่ากับ 0.31 แสดงให้เห็นว่า ข้าวโพดโอเปกทู
มีคุณค่าของโปรตีนเท่ากับ 90 เปอร์เซ็นต์ของนม เด็กในประเทศโคลัมเบีย (Colombia) ที่เป็นโรคขาด
สารอาหาร สามารถมีสุขภาพเป็นปกติได้เมื่อใช้ข้าวโพดโอเปกทูเป็นแหล่งของโปรตีน (Clark et al., 1977) 
ส่วน Bressani and Elias (1979) รายงานการทดลองใช้ข้าวโพดปกติ ข้าวโพดโอเปกทู และนม ในเด็กอายุ 4-
5 เดือน จากสมการรีเกสช่ันเส้นตรง (linear regression) ของ nitrogen absorbed กับ nitrogen balance 
พบว่า คุณค่าทางอาหารของข้าวโพดโอเปกทู เท่ากับนม ซึ่งมากกว่าข้าวโพดปกติสองเท่า นอกจากน้ี มีการ
ทดลองที่นําข้าวโพดโอเปกทูไปใช้เลี้ยงสัตว์ ได้แก่ สุกร โดย Maner (1975) ใช้ข้าวโพดโอเปกทูเลี้ยงสุกร ผล
การทดลอง พบว่า มีอัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมขึ้นเป็น 3.6 เท่า เมื่อเปรยีบเทียบกับการใช้ข้าวโพดปกติ สุกรที่
เลี้ยงด้วยข้าวโพดปกติร่วมกับกากถั่วเหลือง จะมีอัตราการเจริญเติบโตไม่แตกต่างจากสุกรที่เลี้ยงด้วยข้าวโพด
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โอเปกทู ส่วนการทดลองของ Knabe et al. (1992) พบว่าอัตราการเจริญเติบโตของสุกรที่เลี้ยงด้วยข้าวโพด
คุณภาพโปรตีน (QPM) จะสงูกว่าการเลี้ยงด้วยข้าวโพดปกติ นอกจากน้ี Lopez-Pereira (1992) ได้ศึกษาการ
ใช้ข้าวโพดคุณภาพโปรตีนเป็นส่วนผสมของอาหารสุกรในประเทศบราซลิและเอลสวาดอร์  พบว่าราคาอาหาร
ของสุกรจะลดลง เมื่อใช้ข้าวโพดคุณภาพโปรตีน เป็นส่วนผสม การนําข้าวโพดโอเปกทูไปใช้เป็นอาหารเลี้ยงไก่ 
ทําให้ไก่เจริญเติบโตเร็วและใช้ปริมาณอาหารต่อหน่วยน้อยกว่าข้าวโพดปกติ (Cromwell et al., 1983)  
พันธุกรรม 

 นอกจากการค้นพบยีน opaque-2 (o2o2) (Mertz  et al., 1964) และ ยีน floury-2 (fl2) (Nelson  
et al., 1965) ในข้าวโพดกลายพันธ์ุ ซึ่งเป็นจุดเร่ิมต้นของการพัฒนาคุณภาพโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของเมล็ด
ข้าวโพด คือ ไลซีน และทริปโตแฟน ยังได้มีการค้นพบยีนอ่ืนๆ อีกอย่างต่อเน่ือง ซึ่งเป็นยีนที่เก่ียวกับการ
ปรับปรุงคุณภาพโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของเมล็ดข้าวโพด เช่น opaque-7 (o7), opaque-6 (o6) และ 
floury-3 (fl3) (Mertz, 1994) ตําแหน่งของยีน opaque-2 จะอยู่บนโครโมโซมที่ 7 ยีน floury-2 อยู่บน
โครโมโซมที่ 4 ยีน opaque-7 อยู่บนโครโมโซมที่ 10 และยีน floury-3 อยู่บนโครโมโซมที่ 8 โดยยีน o2 , o6 

และ o7 จะแสดงลักษณะทางชีวเคมีที่เป็นผลมาจากการสังเคราะห์ zein เมื่อยีนอยู่ในสภาพที่เป็น 
homozygous recessive เท่าน้ัน ส่วนยีน fl2 และ fl3 ซึ่งเป็นยีนชนิด semi- dominant จะแสดงออกใน
ลักษณะของการทึบแสงของเมล็ด (kernel) และคุณภาพของโปรตีน  

 ปัจจุบันแหล่งพันธุกรรมของยีน opaque-2 ที่ได้มาจาก CIMMYT มแีป้งอ่อนประกอบอยู่เพียง
เล็กน้อย เน่ืองจาก CIMMYT ได้ให้ความสําคัญกับการพัฒนาข้าวโพดโอเปกทูที่มีเอนโดสเปิร์มเป็นแป้งแข็งมา
โดยตลอด ตัวอย่างประชากรข้าวโพดโอเปกทู ที่เป็นแป้งอ่อนที่น่าสนใจ เช่น Tuxpeno opaque-2 
(Population 37), CIMMYT opaque-2 composite, Composite1 (ปรับตัวได้ในเขต highland), 
Composite K (ปรับตัวได้ในเขต tropical) และ Puebla opaque-2 composite (Vasal, 1994) 
มหาวิทยาลัยอิลินอยส์ (Illinois) ได้พัฒนาพันธ์ุสังเคราะห์ด้วยวิธีการคัดเลือกแบบวงจร (recurrent 
selection) เช่น  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 ในประเทศอินเดียได้มีการปรับปรุงพันธ์ุและนําออกมาเผยแพร่ 3 ประชากร คือ 
Shakti, Rattan และ Proteina ในปี 1971 สําหรับในประเทศไทย ศูนย์วิจัยข้าวโพดข้าวฟ่างแห่งชาติ มีแหล่ง
พันธุกรรมยีน opaque-2 คือ Thai opaque-2 composite ต่อมามีการปรับปรุงพันธ์ุที่เน้นให้มีลักษณะแป้ง
แข็งและต้านทานโรครานํ้าค้างร่วมด้วย จนได้เป็น Thai opaque-2 composite # 3 (Sriwatanapongse et 
al., 1974) นอกจากน้ี ที่ศนูย์วิจัยข้าวโพดและข้าวสาลนีานาชาติ (CIMMYT) ได้มีการเก็บรักษาพันธ์ุขา้วโพด 
modified opaque-2 ไว้มาก ซึ่งส่วนใหญพั่นธ์ุข้าวโพดที่เก็บไว้ ได้มาจากการพัฒนาและปรับปรุงมามากกว่า 
20 ปี โดยประชากรเหล่าน้ี จะมีความแตกต่างกัน ทั้งเรื่องการปรับตัวต่อสภาพแวดล้อม ระยะการสุกแก่ สขีอง
เมล็ดและลกัษณะของเอนโดสปิร์ม (Vasal, 1994)  
 

การปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง 

 ถึงแม้ว่าคุณค่าทางอาหารของข้าวโพดโอเปกทูจะเป็นที่ยอมรับของนักวิชาการโดยทั่วไป แต่ก็ยังพบ
ข้อจํากัดที่เก่ียวกับข้าวโพดชนิดน้ีอีกมาก สุทัศน์ (2514 และ 2515) พบว่า เมื่อมีการถ่ายทอดยีน opaque-2 
เข้าไปในข้าวโพดปกติ แม้จะทําให้คุณภาพโปรตีนเพ่ิมมากขึ้น แต่ปัญหาที่พบก็คือ เมล็ดมีลักษณะแป้งอ่อน 
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(soft endosperm) สีเหลืองซีดหรือสีขาวขุ่น  ซึ่งลักษณะดังกล่าว จะก่อให้เกิดปัญหาในช่วงของการเก็บรักษา
เมล็ดไว้เป็นระยะเวลานาน เน่ืองจากมีการเข้าทําลายของแมลง คุณภาพแป้งข้าวโพดที่ใช้เป็นอาหารของมนุษย์
ลดลง นํ้าหนักเมล็ดเบากว่าข้าวโพดธรรมดา และเกิดโรคฝักเน่าได้ง่าย ส่งผลให้ผลผลิตต่อไร่ตํ่ากว่าข้าวโพด
ทั่วไป จึงทําให้ข้าวโพดโอเปกทู ไม่เป็นที่ยอมรับของเกษตรกรและตลาด  

 เทคนิคที่ใช้ในการปรับปรุงสายพันธ์ุข้าวโพดโอเปกทู และการแก้ไขข้อบกพร่องในลักษณะที่ไม่ต้องการ
น้ัน นักปรับปรุงพันธ์ุส่วนใหญ่จะใช้วิธีการผสมกลับ (backcross) คือ การนําเอาลูกผสมที่ได้ผสมกลับไปยังพ่อ
หรือแม่ เพ่ือเสริมลักษณะใดลักษณะหน่ึงเพียงไม่ก่ีลักษณะเข้าไปยังพันธ์ุพืชที่เห็นว่าดีอยู่แล้ว แต่ขาดลักษณะที่
ต้องการบางลักษณะ ซึ่งเป็นการถ่ายทอดยีนจากสายพันธ์ุหน่ึงไปยังอีกสายพันธ์ุหน่ึง (Allard, 1960) 
นอกจากน้ี Martin  et al. (1982) เสนอว่า การปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดโอเปกทู ขึ้นอยู่กับลักษณะต่างๆ ทาง
การเกษตร และลักษณะคุณภาพในการคัดเลือก การศึกษาพันธุกรรมในข้าวโพดโอเปกทู โดยใช้วิธีการคัดเลือก
แบบวงจร (recurrent selection) ผลผลิตจะเป็นเพียงลักษณะเดียวที่เป็นตัวช้ีคุณค่าทางเศรษฐกิจ ลักษณะ
สําคัญที่ได้รับความสําเร็จในการคัดเลือก คือ ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความช้ืน ลักษณะความแข็งของเมล็ด (kernel 
hardness) ปริมาณไลซีน นํ้าหนักเมล็ด และระดับความโปร่งแสงของเมล็ด (degree of light transmission) 
ประสิทธิภาพของการปรับปรุงพันธ์ุเพ่ือรวมลักษณะต่างๆ โดยใช้วิธีการคัดเลือกแบบวงจร และทําการทดสอบ
ในรุ่นลูกทั้งแบบ S2 และแบบ full sib เป็นการทดสอบที่มีประสิทธิภาพสูง 

Vasal (1994) กล่าวถึงลักษณะเด่นของการใช้วิธีการผสมกลับ (backcross method) ร่วมกับการ
คัดเลือกแบบวงจร (recurrent selection) โดยมีวิธีการดําเนินการ คือ 1) ใช้วิธีการคัดเลือกแบบวงจรในสาย
พันธ์ุพ่อแม่ในทุกรอบการคัดเลือก 2) ประเมินคุณภาพของ kernel modified หลังจากทํา การผสมกลับ 3) 
วิธีการคัดเลือกน้ีสนับสนุนการสร้างสายพันธ์ุอินเบรดของ opaque-2 และ 4) ป้องกันการลดการสะสมของ 
modifiers ซึ่งประชากรข้าวโพด QPM ของ CIMMYT ได้มาจากการใช้สองวิธีดังกล่าวร่วมกัน    
 
การปรับปรุงข้าวโพดคุณภาพโปรตีนด้วยวิธีด้ังเดิม (conventional breeding) 

 การปรับปรุงคุณภาพโปรตีนในข้าวโพดด้วยวิธีด้ังเดิมจะมีข้อจํากัดในเรื่องการตรวจสอบปริมาณ ไลซีน 
และทริปโตแฟน กล่าวคือ ในช่วงแรกของการเจริญเติบโตของข้าวโพด นักปรับปรุงพันธ์ุไม่สามารถบอกได้ว่า
ข้าวโพดต้นใด จะให้ผลผลิตที่มีปริมาณของไลซีนและทริปโตแฟนสูง จนกว่าจะสิ้นสุดฤดูกาล ซึ่งจะทําให้การ
ผสมพันธ์ุต้องทําทั้งประชากร เน่ืองจากบอกไม่ได้ว่าต้นใดที่มีอัลลีล (allele) ของยีนโอเปกทู (opaque-2) อยู่ 
สําหรับการจําแนกข้าวโพด QPM ที่น่าเช่ือถือจะต้องส่งตัวอย่างเมล็ดข้าวโพดไปวิเคราะห์ที่ห้องปฏิบัติการ  ใน
ขั้นตอนแรกจะวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน เพ่ือนําไปหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด และปริมาณทริปโตแฟน ที่มีอยู่
ในส่วนของเอนโดสเปิร์มในเมล็ด ขั้นตอนที่สองเป็นการหาปริมาณความเข้มข้นของโปรตีน EF1A ซึ่งมี
ความสัมพันธ์สูงกับปริมาณของไลซีนในเอนโดสเปิร์มภายในเมล็ด นอกจากน้ียังพบว่าอัตราส่วนของ ไลซีน : 
ทริปโตแฟน จะเท่ากับ 4: 1 ในข้าวโพดคุณภาพโปรตีน ดังน้ันการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนตัวใดตัวหน่ึงก็
จะสามารถบอกลักษณะของยีนที่ควบคุมอยู่ในพืชต้นน้ันๆ  นอกจากน้ี ยังมีข้อจํากัดของยีนโอเปกทู ซึ่งเป็น 
recessive ทําให้ต้นข้าวโพดที่มียีนเป็น heterozygous คือมีจีโนไทป์เป็น O2o2 แสดงออกเหมือนกับ 
homozygous dominant (O2O2) ซึ่งในการจําแนกความแตกต่างของจีโนไทป์ 2 ชนิดน้ี ทําโดยผสมตัวเอง
ของข้าวโพดทุกต้น แล้วนําเมล็ดที่ได้ไปปลูกในฤดูถัดไป เพ่ือพิจารณาเฉพาะต้นที่มีการแสดงออกเป็น QPM 
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โดยการวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนในเอนโดสเปิร์ม ซึ่งวิธีการดังกล่าวน้ี ค่อนข้างสิ้นเปลืองแรงงาน ค่าใช้จ่าย 
และเสียเวลาค่อนข้างมาก (Dreher et al., 2000) 

 
การใชเ้ครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง 

 ในปัจจุบันมีการนําเอาเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ (biotechnology) เข้ามามีส่วนช่วยเร่ง
กระบวนการปรับปรุงพันธ์ุให้เร็วขึ้น โดยเฉพาะอย่างย่ิงการใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในกระบวนการคัดเลือก
พันธ์ุพืช อย่างไรก็ตาม ก่อนที่จะได้มาซึ่งเคร่ืองหมายโมเลกุล จะต้องมีการศึกษาตําแหน่งของยีนควบคุม
ลักษณะที่ศึกษาก่อน ซึ่งอาจเป็นการศึกษาของลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative trait loci; QTL) หรือ
ลักษณะคุณภาพ (qualitative trait) โดยเคร่ืองหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้ยีนมากที่สุด สามารถเข้ามามบีทบาทที่
สําคัญในการเพ่ิมความแม่นยําในการคัดเลือก ลดระยะเวลาในการดําเนินการ ประหยัดงบประมาณ โดย
สามารถทดแทนการทดสอบในสภาพจริงในบางขั้นตอน ซึ่งกระทําได้ยากในบางลักษณะ ดังน้ันประสิทธิภาพ
ของการใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกจึงขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น 1) ความถูกต้องแม่นยําในการวาง
ตําแหน่งยีน โดยการใช้หลักการวิเคราะห์ตําแหน่งของยีนควบคุมลักษณะปริมาณ 2) ระยะห่างระหว่าง
เครื่องหมายโมเลกุลและยีนทีท่ําการถ่ายทอด และ 3) พ้ืนฐานทางพันธุกรรมของพันธ์ุที่จะได้รับการถ่ายทอด
ยีน ความไม่ต่อเน่ืองในการพัฒนาไปสู่สายพันธ์ุแท้ที่ดี สําหรับยีน opaque-2 ร่วมกับ modifying genes น้ัน 
เป็นผลมาจาก 3 สาเหตุ คอื 1) การปรบัปรุงพันธ์ุด้วยวิธีผสมกลับแบบด้ังเดิมในแต่ละรุ่นต้องผสมตัวเองเพ่ือ
แยกยีนโอเปกทู และต้องผสมกลับอย่างน้อย 6 ช่ัว เพ่ือให้ระดับของการถ่ายทอดลักษณะต่างๆ เป็นที่น่าพอใจ 
2) การรักษา homozygous opaque-2 และ multiple modifier ต้องมีการคัดเลือก และ 3) กระบวนการ
ทางชีวเคมี ในการตรวจสอบปริมาณไลซีน และทริปโตแฟนท่ีทําในแต่ละช่ัว เป็นการใช้ตัวอย่างในการวิเคราะห์
มาก รวมท้ังแรงงานและเวลาด้วย การปรับปรุงพันธ์ุแบบด้ังเดิมจนกระทั่งได้เป็นพันธ์ุการค้านอกจากใช้
เวลานานแล้ว การตรวจสอบลักษณะที่ต้องการต่างๆ ก็ทําได้โดยการพิจารณาถึงลักษณะฟีโนไทป์ 
(phenotype) ซึ่งไม่สามารถบอกจีโนไทป์ (genotype) ที่แท้จริงของพืชต้นน้ันได้ แต่การใช้เทคนิคทาง
เครื่องหมายโมเลกุล หรือ DNA marker-assisted selection (MAS) สามารถตรวจสอบได้ว่าพืชต้นน้ันมีอัล
ลีลที่ต้องการอยู่หรือไม่โดยไม่ต้องรอประเมินจากลักษณะฟีโนไทป์ ข้อแตกต่างที่ชัดเจนของวิธีการคัดเลือกด้วย
เครื่องหมายโมเลกุลกับวิธีการปรับปรุงพันธ์ุแบบด้ังเดิมในยีนโอเปกทู คือ 1) การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลในการ
คัดเลือกยีนโอเปกทู ซึ่งเป็น receesive gene จะใช้เพียงใบบางส่วนของต้นที่มีขนาดเล็ก ไปสกัดดีเอ็นเอ ทํา
ให้สามารถวิเคราะห์ลักษณะของพืชต้นน้ันได้ต้ังแต่ช่วงแรกของการปรับปรุงพันธ์ุ ซึ่งนักปรับปรุงพันธ์ุจะ
คัดเลือกต้นที่ไม่มียีนโอเปกทูออกก่อนทําการผสมพันธ์ุ น่ันหมายถึงขนาดของประชากรท่ีจะต้องผสมพันธ์ุจะ
ลดลง เป็นการประหยัดทั้งเวลาและแรงงาน 2) เครื่องหมายโมเลกุลสามารถแยกพืชต้นที่มีจีโนไทป์เป็น 
homozygous recessive (o2o2) และ heterozygous ที่มีอัลลลีของ o2 เพียงอัลลีลเดียวออกจากกันได้ 
(Ribaut and Hoisington, 1998; Jompuk et al., 2006; Jompuk et al., 2009) 

Hamada et al. (1982) กล่าวว่าดีเอ็นเอที่มีลักษณะเป็นลําดับเบสซ้ําขนาดสั้นๆ เพียง 1-4 คู่เบส แต่
ไม่เกิน 10 คู่เบส ที่พบอยู่ภายในดีเอ็นเอของยูคาริโอท มีช่ือเรียกว่า simple sequence repeat (SSR) หรือ 
microsatellite DNA โดยได้มีการนําไปใช้ในการศึกษาแผนที่จีโนม การแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตโดย
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ และการประเมินระดับของการกระจายตัวของพันธุกรรม (Yang et al., 1994; 
Choukan and Warburton, 2005) SSR สามารถบอกได้ว่ามียีนที่ต้องการอยู่ในพืชต้นน้ันหรือไม่ โดยการ
สังเคราะห์ primer ขึ้นมาซึ่งเป็นส่วนหน่ึงของ SSR ของยีน opaque-2 มาเพ่ิมจํานวนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 
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(polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1988) แล้วนําไปทําอิเล็กโทรโฟรีซีส (eletrophoresis) 
เพ่ือแยก amplified DNA บนเจลชนิดต่างๆ จะทราบได้ว่า พืชต้นน้ันมีอัลลีลของ opaque-2 ทั้ง 2 alleles 
หรือมีเพียงอย่างละ 1 allele (Jompuk et al., 2006 and Jompuk, 2007) SSR ยังพบอยู่ในจีโนมของพืช
หลายๆ ชนิด เช่น ข้าวโพด (Senior and Heun, 1993) ข้าว (Oryza sativa L.) (Wu and Tanksley, 
1993) ถั่วเหลือง (Glycine max L.) เป็นต้น Saghai-Maroof et al. (1994) และ Rongwen et al. (1995) 
รายงานการเกิด polymorphism ของ SSR จะดีกว่าใน RFLPs สําหรับพืชหลายๆ ชนิด เช่น ถั่วเหลือง เป็น
ต้น  

ในปี 2001 ได้มีการเผยแพร่ primer 3 ตัวซึ่งเป็น SSR marker คือ phi112, umc1066 และ 
phi057 ที่มีความจําเพาะกับยีน opaque-2 ใน www.agron.missouri.edu ซึ่งเป็นการง่ายต่อการศึกษาและ
การใช้ประโยชน์อย่างมาก โดย phi112 อยู่ระหว่าง G box และ 3 upstream open reading frames 
(uORFs) ส่วน umc1066 และ phi057 จะอยู่บน exon 1 และ exon 6 ตามลําดับ อย่างไรก็ตาม 
polymorphism ของ primer ทั้ง 3 มีความแตกต่างกัน คือ phi112 เป็น dominant  marker ซึ่งเป็น
ข้อจํากัดในการแยกจีโนไทป์ของ opaque-2 ออกเป็น 3 จีโนไทป์ แต่เป็นประโยชน์ด้านการตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิของสายพันธ์ุในช่วงรักษา (maintain) สายพันธ์ุอินเบรด QPM สําหรับ phi057 และ umc1066 เป็น 
co-dominant marker ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างระหว่าง homozygous กับ heterozygous ได้ การ
แยก heterozygous ในช่วงก่อนผสมพันธ์ุจะเป็นการลดประชากรท่ีไม่ต้องการเป็นการประหยัดแรงงานและ
เวลาลงได้มาก (Babu et al., 2005; Jompuk et al., 2006; Jompuk et al., 2009) 

Bentte and Prasanna (2003) ได้ศึกษา SSR marker ดังน้ี bnlg439, phi057, blng125, 
dupssr34 และ bnlg105 ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ให้ความแตกต่างของ polymorphism สูงในการ
คัดเลือกข้าวโพดที่มีพันธุกรรมเป็น QPM พบว่าเคร่ืองหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับยีนโอเปกทู คือ phi057 ซึ่ง
เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลทีส่ามารถแยกความแตกต่างของยีโนไทป์ของยีนโอเปกทูได้ดี ในประชากรท่ีใช้ศึกษา 

 

ข้าวโพดขา้วเหนียว 

ข้าวโพดข้าวเหนียว (waxy corn) เป็นข้าวโพดที่ค้นพบในประเทศจีน ต้ังแต่ช่วงต้นๆ ของปี ค.ศ. 
1900s โดยลักษณะของเอนโดสเปิร์มจะขุ่น (dull) และเป็น waxy-like appearance ซึ่งเป็นผลมาจาก 
recessive gene 1 คู่ ที่อยู่บนโครโมโซมที่ 9 หรือกําหนดสัญลักษณ์ของยีนตําแหน่งน้ีเป็น waxy (wxwx) 
ข้าวโพดที่เป็น  homozygous ของยีน waxy (wxwx) จะผลิตแป้งที่เป็นอมิโลเปกติน (amylopectin) เท่าน้ัน 
เมื่อแป้งชนิดน้ีทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีน (dilute solution of  iodine) จะสร้างสารประกอบ 
iodine-starch complex ซึ่งจะทําให้ได้สีนํ้าตาลแดง (reddish-brown stain) (Weatherwax, 1922) 
ข้าวโพดชนิดน้ี นิยมปลูกและรับประทานฝักสด ดังน้ันการเพ่ิมคุณค่าทางอาหารจะเป็นประโยชน์แก่ผู้บริโภค
โดยตรง การใช้ยีนโอเปกทู (o2o2) ซึ่งเป็นยีนที่เกิดจากการกลายพันธ์ุ (mutant gene) อยู่บนโครโมโซมที ่7 มี
ผลทําให้เอนโดสเปิร์มของข้าวโพด มีปริมาณทริปโตแฟนและไลซีนเพ่ิมขึ้น (Mertz et al., 1964) ซึ่งปัจจุบัน
ใช้กันอย่างแพร่หลายในข้าวโพดไร่โดยเฉพาะในเขตที่ปลูกข้าวโพดไร่เป็นอาหารมนุษย์โดยตรง (CIMMYT, 
1999)  แต่การนํายีนดังกล่าวมาไว้ในข้าวโพดข้าวเหนียวซึ่งเป็นข้าวโพดที่ใช้บริโภคฝักสดในประเทศไทยยังมี
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น้อย (วรรษมน และคณะ 2553; Sinkangam et al., 2011) และยังไม่มีพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวพันธ์ุการค้าที่
มีปริมาณทริปโตแฟนสูงกว่าพันธ์ุปกติเน่ืองจากยีนโอเปกทู 

แหล่งพันธุกรรมของยีนโอเปกทูมีทั้งส่วนที่เป็นประชากร (population) และสายพันธ์ุอินเบรด 
(inbred) ที่ปรบัปรุงพันธ์ุโดยศูนย์วิจัยข้าวโพดและข้าวสาลีนานาชาติ (CIMMYT) (Vasal, 1994) อย่างไรก็ตาม 
การนํายีนโอเปกทูมาใส่ไว้ในขา้วโพดข้าวเหนียว จะเป็นประโยชน์โดยตรงต่อผู้บริโภคเมื่อคํานึงถึงคุณภาพของ
โปรตีนที่จะได้รับ เน่ืองจากพันธ์ุข้าวโพดโอเปกทูควบคุมด้วย recessive gene และมีผลต่อการเพ่ิมขึ้นของ 
ทริปโตแฟนในเมล็ดข้าวโพด ดังน้ันการนําประชากรของข้าวโพดเหล่าน้ีมาใช้เป็นแหล่งพันธุกรรม จึงเป็น
แนวทางหน่ึงที่สามารถทําได้ การตรวจสอบยีนโอเปกทูสามารถทําได้โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล (molecular 
marker, phi057, umc1066 และ phi112) ซึ่งมีความจําเพาะกับยีนโอเปกทู (Chin et al., 1996) โดยใช้
เทคนิค Simple Sequence Repeat (SSR) ซึ่งทําให้การตรวจสอบข้าวโพดข้าวเหนียวที่มียีนกลาย หรือยีน
โอเปกทูทําได้ง่ายขึ้น โดยไม่ต้องรอจนถึงระยะเก็บเก่ียว โดยเฉพาะอย่างย่ิงในขั้นตอนของการผสมกลับเพ่ือ
เพ่ิมคุณภาพของการรับประทานของข้าวโพดข้าวเหนียวที่มีทริปโตแฟนสูง  

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ิมปริมาณทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มของข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียนด้วยยีนโอเปกทู 
(opaque-2) 

2. ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) มาช่วยในการคัดเลือกข้าวโพดข้าวเหนียว (waxy) และขา้วโพด
เทียนที่มียีนโอเปกทูในรุ่นลูกช่ัวต่างๆ 
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ระเบยีบวิธีดําเนนิการวิจัย 

1. การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวชั่วที่ 4 ที่มียีน waxy และ opaque-2 (wxwxo2o2) 

ฤดูปลูกที่ 1 
ปลูกสายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู (waxy-opaque-2) สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 4  (S4) ที่มี

แหล่งพันธุกรรมของยีน waxy และยีน opaque-2 (wxwxo2o2) ที่ได้จากโครงการวิจัย ‘การปรับปรุงคุณภาพ
โปรตีนของข้าวโพดข้าวเหนียวโดยใช้เทคนิคการกลายพันธ์ุร่วมกับการใช้โมเลกุลเคร่ืองหมายในการคัดเลือก’ 
โครงการวิจัยปีงบประมาณ 2550-2552 จํานวน 15 สายพันธ์ุ เพ่ือตรวจสอบยีน waxy (wxwx) และ 
opaque-2 (o2o2) ด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 และ phi057 ตามลําดับ เน่ืองจากยีนทั้ง 2 เป็น 
recessive ถึงจะแสดงออกเป็นข้าวโพดข้าวเหนียวและมีปริมาณทริปโตแฟนสูง แต่ถ้ามีละอองเกสรจาก
ข้าวโพดชนิดอ่ืนๆ มาปนในช่วงการผสมเกสรจะทําให้ลักษณะ waxy และ opaque-2 เสียไป ดังน้ันจึง
จําเป็นต้องตรวจสอบสายพันธ์ุเพ่ือความแน่ใจในพันธุกรรมที่จะนํามาใช้ผสมพันธ์ุสําหรับถ่ายทอดพันธุกรรม 
ให้แก่ข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียนพันธ์ุอ่ืนๆ  เน่ืองจากเครื่องหมายโมเลกุล phi022 และ phi057 
เป็น simple sequence repeat marker (SSR-marker) และเป็น co-dominant marker ซึ่งสามารถแยกยี
โนไทป์ที่เป็นเฮเทอโรไซกัส และโฮโมไซกัสทั้ง dominant และ recessive ได้  

เมื่อถึงระยะเก็บฝักสดที่อายุ 21 วันหลังการผสมเกสร เก็บเมล็ดมาตรวจสอบปริมาณอมิโลเปกติน 
โปรตีน ความหวาน และทริปโตแฟน เพ่ือเป็นการยืนยันผลของเครื่องหมายดีเอ็นเอ กับลักษณะทางคุณภาพ
ของยีนที่ควบคุม  โดยท่ีระยะออกดอกจะผสมตัวเองเพ่ิมระดับความคงตัวทางพันธ์ุกรรม แล้ววิเคราะห์เมล็ด
อีกคร้ังหน่ึงในเมล็ดที่อายุสุกแก่ (อายุประมาณ 35 วันหลังการผสมเกสร) เพ่ือดูปริมาณสารต่างๆ ที่วิเคราะห์ที่
อายุ 21 วัน และที่ 35 วันหลังการผสมเกสร มีความสัมพันธ์ (correlation) กันอย่างไร 

ในช่วงของการออกดอก ได้คัดเลือกบางสายพันธ์ุที่มีลักษณะทางการเกษตรที่ดี และแข็งแรง จํานวน 
10 สายพันธ์ุ แล้วผสมตัวเองได้เมล็ดผสมตัวเองช่ัวที่ 5 (S5) โดยผสมตัวเองไว้ประมาณ 10 ฝัก/สายพันธ์ุ 

 
ฤดูปลูกที่ 2 

ปลูกข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู (waxy-opaque-2) สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 5 (S5) จํานวน 70 สาย
พันธ์ุ ที่คัดเลือกมาจากฤดูปลูกที่ 1 โดยนําเมล็ดบางส่วนของแต่ละสายพันธ์ุไปวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟน 
โปรตีนและอมิโลส เพ่ือคัดเลือกสายพันธ์ุที่มีลักษณะทางการเกษตรที่ดี และมีปริมาณทริปโตแฟนสูง แล้วเพ่ิม
ระดับของความคงตัวทางพันธุกรรมโดยการผสมตัวเองได้สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 6 (S6)  
 
ฤดูปลูกที่ 3 

ปลูกสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 6 (S6) ที่คัดเลือกแล้วว่ามีปริมาณทริปโตแฟนสูง จํานวน 10 สายพันธ์ุ 
เพ่ือผสมพันธ์ุแบบพบกันหมด (diallel cross) โดยใช้ Griffing’s method 4 เพ่ือสร้างลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1-
hybrid) จํานวน 45 คู่ผสม 

 
2. การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวเพื่อเพิ่มปริมาณทริปโตแฟนด้วยยีนโอเปกทู opaque-2 (o2o2) 

ฤดูปลูกที่ 1 
ปลูกข้าวโพดข้าวเหนียวที่มีคุณภาพรับประทานฝักสดที่ดีเป็นพันธ์ุแม่ จํานวน 3 พันธ์ุ คือ พันธ์ุรัชตะ 

(จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์) เหนียวสวรรค์ และพันธ์ุบ๊ิกไวท์ (Big white) จากบริษัทเอกชน และข้าวโพด
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เทียน 2 พันธ์ุ คือ เทียนหันตรา จ. อยุธยา (พันธ์ุพ้ืนบ้าน) และเทียนสุโขทัย และใช้สายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียว
สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 4 (S4) เป็นพันธ์ุพ่อ จํานวน 5 สายพันธ์ุ ได้แก่  

1. (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 
2. (Kwi9 x Q53)-S4-13-73-4-1 
3. (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-2-2-5-1 
4. (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 
5. (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 

 
สร้างลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) จํานวน 8 คู่ผสม ในการผสมข้ามพันธ์ุน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือถ่ายทอดยีนโอเปกทู

(opaque-2) จากพันธ์ุพ่อ มาไว้ในลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) ทําให้ยีนในตําแหน่งโอเปกทูของลูกผสมช่ัวที่ 1 อยู่ใน
สภาพเฮเทอโรไซกัส (heterozygous) (O2o2) ส่วนยีนในตําแหน่ง waxy จะเป็น homozygous recessive 
(wxwx) เน่ืองจากผสมข้ามระหว่างข้าวโพดข้าวเหนียวด้วยกัน ดังน้ัน ลูกช่ัวที่ 1 (F1) จะแสดงลักษณะเป็น
ข้าวโพดข้าวเหนียว แต่มีปริมาณทริปโตแฟนตํ่าเน่ืองจากยีนโอเปกทู ยังไม่แสดงลักษณะเพราะถูกข่มอยู่ 
(O2o2)   

 
ฤดูปลูกที่ 2 

ปลูกลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) ที่ได้จากการผสมข้ามระหว่างข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียน กับข้าวโพด
ข้าวเหนียวโอเปกทู ของทั้ง 8 คู่ผสมจากฤดูปลูกที่ 1 จากนั้นเลือกคู่ผสมท่ีมีลักษณะเกษตรดี มีความแข็งแรง
เพ่ือใช้ปรับปรุงพันธ์ุต่อ จํานวน 5 คู่ผสม คู่ผสมเหล่าน้ี เมื่อถึงระยะออกดอก จะแยกดําเนินงานเป็น 2 ส่วน 
คือ 

1. ผสมตัวเอง (self) ได้สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) หรือบางคร้ังเรียกลูกช่ัวที่ 2 (F2) ของทั้ง 5 
คู่ผสม 

2. ผสมกลับ (backcross) ไปยังข้าวโพดพันธ์ุแม่ (recurrent parent) ของแต่ละคู่ผสมได้สายพันธ์ุผสม
กลับช่ัวที่ 1 (BC1F1) ของทั้ง 5 คู่ผสม 

 
ฤดูปลูกที่ 3  
 1. สายพันธุ์ผสมตัวเอง   

1.1 ปลูกสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) จํานวนคู่ผสมละ 100-200 ต้น เพ่ือคัดเลือกต้นที่มียีน
โอเปกทูในสภาพโฮโมไซกัส (homozygous recessive, o2o2) ของแต่ละคู่ผสม โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
(phi057) เป็นเคร่ืองมือช่วยในการคัดเลือก โดยเคร่ืองหมายโมเลกุลน้ี สามารถจําแนกข้าวโพดได้ทั้ง 3 ยีโน
ไทป์ กล่าวคือ homozygous dominant (O2O2), heterozygous (O2o2) และ homozygous recessive 
(o2o2) 

1.2 ต้นข้าวโพดที่เป็น homozygous recessive (o2o2) ของยีนโอเปกทู จะดูแลต่อไปจนถึงระยะ
ออกดอก จึงผสมตัวเองเป็นสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 2 (S2) ทุกต้น จากน้ันรอจนแก่จึงเก็บเก่ียวแล้วคัดเลือกฝัก
ที่ดี เพ่ือปลูกในฤดูต่อไป ขั้นตอนการผสมพันธ์ุและการคัดเลือกสายพันธ์ุแสดงดังภาพที่ 2-1  
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2. สายพันธุ์ผสมกลับชั่วที่ 1 (BC1F1)  
ปลูกสายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที่ 1 (BC1F1) คู่ผสมละประมาณ 10- 30 ต้น เพ่ือใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ 

(phi057) ช่วยในการคัดเลือกต้นที่เป็นเฮเทอโรไซกัสของยีนโอเปกทู (O2o2) ทั้งน้ีเน่ืองจาก ข้าวโพดสายพันธ์ุ
ผสมกลับช่ัวที่ 1 มียีโนไทป์ของยีนโอเปกทูอยู่ 2 ประเภท คือ O2O2 และ O2o2 ดังน้ันจะเลือกเฉพาะต้นที่เป็น
เฮเทอโรไรไซกัส (O2o2) เทา่น้ัน ผสมตัวเองเป็น BC1S1 สําหรับใช้ปลกูและคัดเลือกสายพันธ์ุผสมกลับที่มียีน
โอเปกทูอยู่ในสภาพโฮโมไซกัส เช่นเดียวกับการคัดเลือกในสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) โดยจะดําเนินงานใน
โครงการปีต่อไป  

 
ปีที่ 1 
 ฤดูที่ 1 

   สายพนัธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทชูัว่ท่ี S4  
ท่ีมียีน waxy และ opaque-2 (wxwxo2o2) 

ตรวจสอบ waxy และ opaque-2ด้วยเคร่ืองหมายดีเอนเอ 
 phi022 และ phi057 

  

  Waxy 
corn 

x S4 (Waxy- 
Opaque-2) 

          

      ผสมตวัเอง 
ฤดูที่ 2  (wxwxO2O2)  (wxwxo2o2)   
 Waxy corn     x          F1   S5     วิเคราะห์โปรตีน 
 (O2O2)                (O2o2)  ทริปโตแฟน และ  
    ผสมตวัเอง (self) อมิโลเปกติน 
ฤดูที่ 3  BC1F1  S1   S6 
 1O2O2 : 1 O2o2  (1O2O2 : 2 O2o2 :1o2o2) Diallel cross 

Phi057 เลือก O2o2 แล้ว self    ใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ phi057  
ได้เมลด็ BC1S1  S2 ช่วยคดัเลือกเฉพาะ o2o2 

  (o2o2)  

ภาพท่ี 2-1  แผนการดําเนินการผสมและคดัเลือกพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวเพ่ือเพ่ิมปริมาณทริปโตแฟนด้วยยีน   
โอเปกทู 

 
 3 การวิเคราะห์ทางเคมีและดีเอ็นเอ 

3.1 การวิเคราะห์ปริมาณแป้ง (amylopectin) 
 บดตัวอย่างเมล็ดจนได้ผงแป้งละเอียด จากน้ันช่ังผงแป้ง 0.1 กรัม ใส่หลอดทดลองพร้อมกับเติมเอธิล
แอลกอฮอล์  (95% ethyl alcohol) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  และโซเดียมไอดรอกไซด์ (NaOH) ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ต้ังทิ้งที่อุณหภูมิห้อง 24 ช่ัวโมง ปรับปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นเป็น 100 มิลลิลิตร ดูด
สารละลาย 5 มิลลิลิตร ลงในขวดปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปหาปริมาณอะมิโลส (amylose) ตามวิธีการ
ของจูลิโน (Juliano, 1971) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 620 นาโนเมตร เทียบกับสารละลายมาตรฐานอะมิโลส 
แล้วแปลงค่าเป็นอะมิโลเปกติน โดยคํานวณจาก 100 – อะมิโลส ก็จะได้ปริมาณอะมิโลเปกติน 
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3.2 การวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์ม 
การวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนใช้วิธีของ Nurit et al. (2009) ซึ่งการวิเคราะห์ดัดแปลงมาจากวิธี

ของ Villegas and Mertz (1971) 
การเตรียมตัวอย่าง 
เก็บเมล็ดสายพันธ์ุตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟน ตามวิธีของ Nurit et al. (2009) โดยสุ่ม

ตัวอย่างเมล็ดประมาณ 20-30 เมล็ด แช่นํ้ากลั่นประมาณ 30 นาท ีหลังจากน้ันลอกเพอริคาบ (pericarp) และ
แกะส่วนของเอมบริโอ (embryo) ออก ผึง่ลมให้แห้ง แล้วนําเอนโดสเปิร์มไปบดด้วยเครื่อง cyclone mill ให้
มีขนาด 0.08 มิลลิเมตร นําแป้งที่ได้ไปสกัดไขมันด้วยเครื่องสกัดไขมัน โดยใช้เฮกเซน (hexane) เป็นตัวทํา
ละลาย นานประมาณ 2 ช่ัวโมง นําตัวอย่างไปผึ่งให้แห้ง แล้วนําไปวิเคราะห์ทริปโตแฟน ดังน้ี 

1.  ช่ังตัวอย่างที่ผ่านการสกัดไขมัน ปริมาณ 30 มิลลิกรัม (mg) ใส่ลงในหลอด Eppendorf ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร (ml) แล้วไฮโดรไลส์ (hydrolyzed) ด้วยสารละลาย papain (Merck, Germany) ความเข้มข้น 
4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (mg/ml) ปริมาตร 1.125 มิลลิลิตร (ml) สําหรับ blank เติมสารละลาย papain เพียง
อย่างเดียว หลังจากเติม papain แล้วนําไปเขย่าด้วยเคร่ือง (vortex) เพ่ือให้แป้งกระจายตัวสัมผัสกับ
สารละลาย papain อย่างทั่วถึง 
 2.  นําตัวอย่างไปบ่ม (incubate) ในตู้บ่มอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง เมื่อครบ 1 
ช่ัวโมงแรก นําตัวอย่างมาเขย่าอีกคร้ังหน่ึงแล้วนํากลับไปบ่มจนครบ 16 ช่ัวโมง 
 3.  เมื่อไฮโดรไลส์ครบ 16 ช่ัวโมง นําตัวอย่างออกมาเขย่าอีกหน่ึงครั้ง แล้วปล่อยให้เย็นลงในสภาพ
อุณหภูมิห้อง จากน้ันนําไปป่ันเหว่ียงด้วยเครื่อง (centrifuge) ที่ความเร็ว 2,500 รอบ/นาที (rpm) นาน 5 
นาที 
 4.  ดูดส่วนใสด้านบน ปริมาตร 666 ไมโครลิตร (μL) ใส่หลอดทดลองแก้วขนาด 100 มิลลิลิตร (ml) 
เติม reagent D ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง (vortex) นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที 
 5.  นําตัวอย่างออกจากตู้บ่มแล้วปล่อยให้เย็นลงประมาณอุณหภูมิห้อง ดูดสารละลายตัวอย่างที่ทํา
ปฏิกิริยาสมบูรณ์แล้ว ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
(spectrophotometer) ที่ ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร (nm)  
 6.  สร้างกราฟมาตรฐานจากการเตรียม DL-tryptophan (Merck, Germany) ที่ความเข้มข้น
ระหว่าง 0 10, 15, 20, 25 และ 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (μg/ml)   
 7. คํานวณหาเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟน (%try) ได้จากค่าสมการดังน้ี 

560OD hydrolysis volumn
% try  x x 100 %

slope of standard curve sample weight 
  

 
การเตรียมสารละลายสําหรับวิเคราะห์ทริปโตแฟน 
 
Reagent A: (0.1 M glyoxylic acid) ช่ัง glyoxylic acid (Merck, Germany) จํานวน 0.9205 กรัม (g) แล้ว

ละลายใน 7 N sulfuric acid ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ml)   
Reagent B: (1.8 mM FeCl3-6H2O) ใช้ FeCl3-6H2O (Ajax Finechem, Australia) ปริมาณ 0.05 กรัม แล้ว

ละลายใน Reagent A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
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Reagent C: (30 N sulfuric acid) ใช้ sulfuric acid 96% (Merck, Germany) ปริมาตร 833.3 มิลลิลิตร 
ผสมกับนํ้ากลั่น 166.7 มิลลิลิตร วางขวดผสมบนนํ้าแข็ง ใน volumetric flask ที่แช่ในนํ้าแข็ง
และใช้ magnetic ในการผสมให้เข้ากัน 

Reagent D: เตรียมประมาณ 1 ช่ัวโมงก่อนใช้ โดยผสมระหว่าง Reagent B และ Reagent C เข้าด้วยกันใน
ขวดสีนํ้าตาล (brown glass) เพ่ือป้องกันแสง  

3.3 การวิเคราะห์โปรตีน 
การวิเคราะห์โปรตีนใช้การวิเคราะห์หาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen, N) ด้วยวิธี 

Micro-kjeldahl  (Bailey, 1967) แล้วนํามาคํานวณเป็นเปอร์เซ็นต์โปรตีนในเมล็ด (N x  6.25)  

3.4 การวิเคราะห์ Total sugar  

วิเคราะห์ปริมาณ Total Sugar ทําตามวิธีการของ Nelson (1944) มีขัน้ตอนการทําดังน้ี  

การเตรียมตัวอย่างข้าวโพด 

1.  เก็บตัวอย่างข้าวโพดที่มีอายุประมาณ 18–20 วัน นับจากวันที่ทําการผสม (days after crossing) 
2.  ฝานตัวอย่างเมล็ดข้าวโพดใส่ภาชนะที่เตรียมไว้ ช่ังนํ้าหนักตัวอย่าง 20–25 กรัม  
3.  บดเมล็ดข้าวโพดโดยใช้ blender ให้ละเอียดที่สุด พร้อมกับเติมนํ้ากลั่นปริมาตรเท่ากับนํ้าหนัก

ของตัวอย่างที่ช่ัง ตัวอย่างที่บดนําไปกรองด้วยผ้าขาวบางเพ่ือต้องการสารแขวนลอยนําไปใส่ในหลอดเซนตริ
ฟิวจ์ (ขนาดขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของเคร่ือง centrifuge) 

4.  ทําการ balancing ตัวอย่างก่อนป่ันเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ที ่10,000 rpm นาน 20 
นาที 

5.  กรองด้วยกระดาษกรองใส่หลอดทดลอง 
6.  เตรียมสารละลายเพ่ือวัด Total Sugar โดยการดูดสารละลาย 100 ไมโครลิตร และเติมนํ้ากลั่น 

7.45 มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดทดลองใหม่ 
  

การวิเคราะห์ Total Sugar  
 1.  ดูดสารละลายจากข้อ 6 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม 0.1 N HCl 0.5 มิลลิลิตร นําไปต้มใน water 
bath อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วนําหลอดทดลองมาแช่นํ้าเย็น หรือทิ้งไว้ให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง 

2.  เติม 0.1 N NaOH ปริมาตร 0.5 มิลลิลติร จากน้ันดูดสารละลาย 1 มิลลลิิตร นําไปหาน้ําตาลตาม
วิธีการของ Nelson,s reducing sugar (Nelson, 1944) 

 
3.5 การวิเคราะห์หายีน opaque-2 และยีน waxy ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 

สกัดดีเอ็นเอจากใบข้าวโพดสด (young leave) ตามวิธีการของ Agrawal et al. (1992) จํานวน 
150-250 มิลลิกรัม (mg) ใช้เครื่องหมายโมเลกุล phi057 (Chin et al., 1996) ซึ่งเป็น simple sequence 
repeat (SSR) เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลสําหรับการคัดเลือกต้นข้าวโพดที่มียีน o2o2 และใช้เครื่องหมายโมเลกุล 
phi022 (Senior et al., 1998) คัดเลือกต้นที่มียีน waxy (wxwx) จากปฏิกิริยาลูกโซ่ (PCR) เพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอ 1X reaction ประกอบด้วย: 10% glycerol, MgCl2 2.5 mM, mixed dNTP 150 μl, primer 0.3 
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μM, Taq DNA polymerase 1 U และ DNA 50 ng การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เครื่อง thermal cycler 
(MJ Research) มีรอบการทาํงาน ดังน้ี 1) first denaturation ที่ 94๐C นาน 1 นาที  2) denaturation  ที่ 
94๐C นาน 30 นาที  3) annealing ที่ 58-60 ๐C นาน 1 นาท ี4) extension ที่ 72 ๐C นาน 1 นาที และ 5) 
final extension 72 ๐C นาน 5 นาที  ตรวจผลดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องอิเล็กโตโฟรีซีส โดยเครื่องหมายดีเอนเอ 
phi057 แยกด้วย 6% ของ polyacrylamide denaturing gel และย้อมด้วย silver-stained ส่วน
เครื่องหมายดีเอนเอ phi022 ใช้ 3% ของ agarose gel และย้อมด้วย ethidium bromide  
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ผลการวิจัย 
 

1. การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวชั่วที่ 4 ที่มียีน waxy และ opaque-2 (wxwxo2o2) 
 
ฤดูปลูกที่ 1 

จากการตรวจสอบด้วยเครื่องหมาย phi057 และ phi022 พบว่า สายพันธ์ุช่ัวที่ 4 จากโครงการเดิมให้
ยีโนไทป์ที่เป็นข้าวโพดข้าวเหนียวที่มียีนโอเปกทูเป็น recessive ทั้ง 15 สายพันธ์ุ (กลุ่มสายพันธ์ุ) โดย
เปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีนของเมล็ดที่อายุ 21 วันหลังผสมเกสร มีค่าอยู่ระหว่าง 0.61-1.24% ส่วนพันธ์ุ
ที่ยีนโอเปกทูเป็น dominant คือพันธ์ุ Kwi1 และ บ๊ิกไวท์ มีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีน 0.45% และ 
0.49% ตามลําดับ ขณะที่พันธ์ุข้าวโพดไร่โอเปก (AgQ53) มีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีน 0.87% (ตารางที่ 
2-2) ส่วนเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีนของเมล็ดที่อายุ 35 วันหลังผสมเกสร มีค่าอยู่ระหว่าง 0.60-1.18% 
เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ (correlation) ของข้อมูลโดยรวม จะเห็นว่าเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนที่อายุ 21 และ 
35 วันหลังผสมเกสร มีปริมาณที่ใกล้เคียงกัน และมีค่าสหสัมพันธ์กันสูง (r=0.88**) ดังน้ัน การวิเคราะห์
ปริมาณทริปโตแฟนสามารถวิเคราะห์ที่อายุ 21 วัน หรือ ที่ 35 วันหลังการผสมเกสรก็ได้ แต่ในทางปฏิบัติการ
วิเคราะห์ทริปโตแฟนที่อายุ 35 วันหลังการผสมเกสร สามารถทําได้ค่อนข้างสะดวกกว่า และจากการทดลองน้ี 
พบว่าค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (C.V.)  ของการวิเคราะห์ทริปโตแฟนที่อายุ 35 วัน ตํ่ากว่าการวิเคราะห์ที่
อายุ 21 วันหลังผสมเกสร 

เปอร์เซ็นต์อมิโลเปกติน ข้าวโพดที่มีจีโนไทป์เป็นข้าวโพดข้าวเหนียวมีค่าอยู่ระหว่าง 96.2-98.0% 
ส่วนข้าวโพดไร่มีค่าประมาณ 70% โดยที่เมล็ดข้าวโพดอายุ 21 และ 35 วัน มีปริมาณใกล้เคียงกัน และมี
สหสัมพันธ์ปานกลาง (r=0.67**) 

ความหวาน ซึ่งวัดเป็นเปอร์เซ็นต์นํ้าตาลรวมในเมล็ดที่เก็บที่อายุ 21 วันหลังผสมเกสร พบว่า ข้าวโพด
ข้าวเหนียวมีนํ้าตาลรวมค่อนข้างแปรปรวนในแต่ละสายพันธ์ุ โดยมีค่าระหว่าง 58-88% อย่างไรก็ตามข้าวโพด
ข้าวเหนียวเหล่าน้ีมีเปอร์เซ็นต์นํ้าตาลรวมมากกว่าข้าวโพดไร่ ซึ่งมี 32% 

ในช่วงของการออกดอก ได้คัดเลือกบางสายพันธ์ุที่มีลักษณะเกษตรท่ีดีและแข็งแรง จํานวน 5 สาย
พันธ์ุ ต่อกลุ่มสายพันธ์ุ แล้วผสมตัวเองได้เมล็ดช่ัวที่ 5 (S5) จํานวน 75 สายพันธ์ุ (15 สายพันธ์ุ x 5 ฝัก/สาย
พันธ์ุ) 
 
ฤดูปลูกที่ 2 

ปลูกข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู (waxy-opaque2) ช่ัวที่ 5 (S5) จํานวน 75 สายพันธ์ุ จาก 15 กลุ่ม
สายพันธ์ุที่คัดเลือกมาจากฤดูปลูกที่ 1 จากการประเมินด้วยสายตาได้คัดเลือกกลุ่มสายพันธ์ุที่มีความแข็งแรง
และมีลักษณะเกษตรท่ีดีไว้ 10 กลุม่สายพันธ์ุ โดยแต่ละสายพันธ์ุจะยังคงเลือกและผสมตัวเองไว้ 5 สายพันธ์ุ 
รวมทั้งหมด 50 สายพันธ์ุ หลังการเก็บเก่ียวได้นําเมล็ดบางส่วน (จํานวน 4 สายพันธ์ุ/กลุ่มสายพันธ์ุ) ของแต่ละ
สายพันธ์ุไปวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน และอมิโลเปกติน ทีอ่ายุ 35 วันหลังการผสมเกสร (ตารางที่ 
2-3) เพ่ือคัดเลือกสายพันธ์ุที่มีลักษณะเกษตรท่ีดี และมีปริมาณทริปโตแฟนสูง ไว้จาํนวน 10 สายพันธ์ุ (โดย
เลือก 1 สายพันธ์ุ ที่มีทริปโตแฟนสูงที่สุดจากแต่ละกลุ่มสายพันธ์ุ) แลว้นําเมล็ด S5 ไปปลูกเพ่ือเพ่ิมระดับของ
ความคงตัวทางพันธุกรรมโดยการผสมตัวเองได้ลูกผสมตัวเองช่ัวที่ 6  (S6) ลูกในช่ัวน้ี ได้วิเคราะห์ 
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ตารางที่ 2-2 แสดงยีโนไทป์ของสายพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทูในชั่ว S4 ที่ตรวจสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ เปอร์เซ็นต์อมิโลเปกติน เปอร์เซ็นต์ของทริปโตแฟนในโปรตีน และเปอร์เซ็นต์
น้ําตาล ในเมล็ดที่อายุ 21 และ 35 วันหลังการผสมเกสร 

Lines Pedigree 
 

Genotypes Tryptophan in protein (%) amylopectin (%) Total sugar (%) 

waxy opaque 21 d 35 d 21 d 25 d fresh 
Ab-1 (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-8-3-2-1 wxwx o2o2 1.24 1.03 96.7 96.4 59.00 
Ab-2 (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-2-2-5-1 wxwx o2o2 1.18 1.10 97.6 97.1 85.27 
Ab-3 (Kwi9 x Q53)-BC1S4-1-5-2-2-2 wxwx o2o2 1.06 1.02 98.0 97.4 71.23 
Ab-4 (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-7-3-1-2 wxwx o2o2 1.02 1.12 97.0 97.2 77.36 
Ab-5 (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-3-2-1-1 wxwx o2o2 1.11 1.18 96.0 97.6 88.33 
Ab-6 (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 wxwx o2o2 0.61 0.60 96.7 96.1 65.36 
As-7 (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-1 wxwx o2o2 0.72 0.77 96.9 97.1 58.33 
As-8 (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-1 wxwx o2o2 0.98 0.92 96.3 97.6 76.05 
As-9 (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 wxwx o2o2 0.93 0.89 97.7 97.1 68.50 
As-10 (Kwi1 x Q53)-S4-2-9-1-1 wxwx o2o2 0.78 1.09 96.3 97.2 69.10 
As-11 (Kwi1 x Q53)-S4-5-2-1-1 wxwx o2o2 1.12 1.02 96.6 97.1 71.10 
As-12 (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 wxwx o2o2 1.01 1.10 96.2 96.1 76.2 
As-13 (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-7 wxwx o2o2 0.98 0.96 94.3 65.2 77.4 
As-14 (Kwi9 x Q53)-S4-13-73-4-1 wxwx o2o2 0.87 0.85 96.1 96.4 80.2 
As-15 (Kwi9 x Q53)-S4-13-73-4-2 wxwx o2o2 0.88 0.87 95.4 95.7 79.6 
Kwi1  wxwx O2O2 0.45 0.55 97.6 97.5 68.10 

Big-white  wxwx      O2O2 0.49 0.50 96.2 96.8 73.49 
AgQ53  WxWx o2o2 0.87 0.86 70.1 71.2 32.0 
F-test    ** ** ** ** ** 
LSD0.05    0.39 0.28 1.15 0.60 23.98 
CV (%)    22.14 14.39 7.0 2.9 15.67 

correlation (r)1/    0.88** 0.67**  

** = significant at the 0.01 level, 21 d = 21 days after pollination, 35 d = 35 days after pollination 
1/= correlation (r) between 21 d and 35 d samples
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ปริมาณโปรตีน ทริปโตแฟนในโปรตีน ปริมาณอมิโลเปกติน และเก็บข้อมูลพ้ืนฐานทางด้านเกษตร ดังแสดง
ในตารางที่ 2-4  
ตารางที่ 2-3 แสดงเปอร์เซ็นต์ของทริปโตแฟนในโปรตีน และเปอร์เซ็นต์อมิโลเปกติน สายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียว

โอเปกทูช่ัวที่ 5 (S5) ที่อายุ 35 วันหลังผสมเกสร 

Lines Original Tryptophan in 
protein (%) 

Amylopection 
(%) 

R1 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-8-3-2-1-1 0.815 92.83 
R2 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-8-3-2-1-2 1.113 93.39 
R3 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-8-3-2-1-3 0.887 92.55 
R5 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-8-3-2-1-4 0.917 93.84 
R6 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-2-2-5-1-1 0.917 93.84 
R7 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-2-2-5-1-2 0.890 93.17 
R8 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-2-2-5-1-3 0.950 93.73 
R9 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-2-2-5-1-4 0.918 93.68 
R9 (Kwi9 x Q53)-BC1S5-1-5-2-2-2-1 0.929 93.10 
R10 (Kwi9 x Q53)-BC1S5-1-5-2-2-2-2 0.933 93.51 
R11 (Kwi9 x Q53)-BC1S5-1-5-2-2-2-3 0.986 93.43 
R12 (Kwi9 x Q53)-BC1S5-1-5-2-2-2-4 0.831 92.87 
R13 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-7-3-1-2-1 0.711 93.40 
R14 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-7-3-1-2-2 1.036 94.18 
R15 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-7-3-1-2-3 0.972 92.49 
R16 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-7-3-1-2-4 0.955 93.76 
R26 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-3-2-1-1-1 1.012 93.24 
R27 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-3-2-1-1-2 1.055 92.27 
R29 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-3-2-1-1-3 1.124 92.11 
R30 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-3-2-1-1-4 0.968 93.31 
R31 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-6-2-3-2-1 0.750 93.71 
R32 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-6-2-3-2-2 1.209 91.80 
R34 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-6-2-3-2-3 0.828 93.09 
R35 (Kwi1 x Q53)-BC1S5-1-6-2-3-2-4 0.729 91.99 
R36 (Kwi1 x Q53)-S5-2-8-1-2-1 0.760 92.87 
R37 (Kwi1 x Q53)-S5-2-8-1-2-2 0.852 92.47 
R38 (Kwi1 x Q53)-S5-2-8-1-2-3 0.937 92.42 
R40 (Kwi1 x Q53)-S5-2-8-1-2-4 0.716 91.86 
R41 (Kwi1 x Q53)-S5-5-2-1-1-1 1.068 93.03 
R43 (Kwi1 x Q53)-S5-5-2-1-1-2 0.778 93.57 
R45 (Kwi1 x Q53)-S5-5-2-1-1-3 0.661 92.77 
R46 (Kwi1 x Q53)-S5-5-2-1-1-4 1.131 92.74 
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ตารางที่ 2‐3 (ต่อ) 

Lines 
 

Original Tryptophan in 
protein (%) 

Amylopection 
(%) 

R47 (Kwi1 x Q53)-S5-4-3-2-6-1 0.722 92.38 
R48 (Kwi1 x Q53)-S5-4-3-2-6-2 0.791 94.24 
R49 (Kwi1 x Q53)-S5-4-3-2-6-3 0.908 94.33 
R50 (Kwi1 x Q53)-S5-4-3-2-6-4 0.672 95.14 
R54 (Kwi9 x Q53)-S5-13-73-4-1-1 0.715 93.42 
R55 (Kwi9 x Q53)-S5-13-73-4-1-2 0.622 93.19 
R56 (Kwi9 x Q53)-S5-13-73-4-1-3 0.674 93.82 
R57 (Kwi9 x Q53)-S5-13-73-4-1-4 0.981 92.77 

AgQ53  0.871 64.48 
Big-white  0.423 93.45 

F-test  ** ** 
LSD0.05  0.32 1.08 
CV (%)  17.97 0.55 

** = significant at the 0.01 level 
 

 
ฤดูปลูกที่ 3 

ปลูกสายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู ผสมตัวเองช่ัวที่ 6 (S6) จํานวน 10 สายพันธ์ุ ที่คัดเลือกจากฤดู
ปลูกที่ 2 (ภาพที่ 2-2) ผสมพันธ์ุข้ามระหว่างสายพันธ์ุแบบพบกันหมด ตาม Griffing’s method 4 ได้ลูกผสมช่ัวที่ 
1 ทั้งหมด 45 คู่ผสม ลูกผสมเหล่าน้ี จะปลูกทดสอบสมรรถนะการผสมทั่วไป (General combining ability, 
GCA) และสมรรถนะการผสมเฉพาะ (Specific combining ability, SCA) ของลักษณะผลผลิต ในปีต่อไป จาก
การตรวจสอบยีนโอเปกทูด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ พบว่าทั้ง 10 สายพันธ์ุมียีนโอเปกทูอยู่ในสภาพ homozygous 
recessive (o2o2) ทุกสายพันธ์ุ (ภาพที่ 2-3) กล่าวคือ หลายเลข 1-10 เป็นพันธ์ุที่คัดเลือกไว้ทั้ง 10 สายพันธ์ุ มีโพ
ลิมอร์ฟิซึมอยู่ในแนวเดียวกันกับข้าวโพดโอเปกทู (AgQ53) ในขณะที่ข้าวโพดเทียนหันตรา (TH) ข้าวโพดเทียน
สุโขทัย (TS) และข้าวโพดข้าวเหนียวพันธ์ุบ๊ิกไวท์ (BW) มีโพลิมอร์ฟิซึมที่เป็น homozygous dominant (O2O2) 
และโพลิมอร์ฟิซึมจะอยู่ในระดับที่ตํ่ากว่า homozygous recessive (o2o2) 
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ตารางที่ 2-4 แสดงปริมาณโปรตีน (Total protein) เปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีน (%Tryp. in protein) เปอร์เซ็นต์อมิโลเปกติน (%AP) และลักษณะเกษตรต่างๆ 
ของสายพันธุ์อินเบรดชั่วที่ 6 (S6) ข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู ที่คัดเลือกไว้สําหรับผสมพันธุ์แบบพบกันหมด 

Code Pedigree 
Total 
pro. 

%Tryp. 
in 

protein 
%AP 

Height (cm) Flowering (d) 
No. of 
rows 

Ear 
length 
(cm)  

Kernel  
ear 

length 
(cm) 

Ear 
width 
(cm) ear 

 
plant 

 
Male 

 
Female 

 
AgWB 1 (Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-8-3-2-1-2-1 8.71 0.97 92.85 87 147 54 54 10 8.6 8.0 3.1 

AgWB 2 (Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-2-2-5-1-3-1 10.43 0.95 93.76 85 130 51 53 12 13.4 11.2 3.7 

AgWB 3 (Kwi9 x Q53)-BC1S6-1-5-2-2-2-3-1 8.78 1.21 91.80 85 137 54 53 12 11.0 9.9 2.9 

AgWS 4 (Kwi1 x Q53)-S6-2-8-1-2-3-1 7.13 0.98 92.77 53 115 54 55 12 10.5 9.8 3.0 

AgWS 5 (Kwi1 x Q53)-S6-5-2-1-1-4-1 8.78 0.72 92.38 52 123 52 55 12 9.2 8.5 3.0 

AgWS 6 (Kwi1 x Q53)-S6-4-3-2-6-3-1 9.33 1.07 93.03 42 102 52 54 12 8.3 7.4 3.4 

AgWB 7 (Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-7-3-1-2-2-1 6.59 1.01 93.24 58 118 54 55 10 9.9 9.0 2.9 

AgWS 8 (Kwi9 x Q53)-S6-13-73-4-1-4-1 9.60 0.66 92.77 67 142 53 53 12 10.6 9.8 3.4 
AgWB 9 (Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-3-2-1-1-3-1 6.86 0.90 93.48 50 105 50 49 12 10.5 10.5 3.3 

AgWB 10 (Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-6-2-3-2-2-1 10.15 0.90 93.51 70 123 52 54 12 11.0 9.2 3.3 

Mean 8.64 0.94 92.96 64.9 124 53 54 12.6 10.3 9.33 3.2 
 

เมื่อ Total pro. = Total protein, %Tryp. in protein = percentage of tryptophan in protein, %AP = percentage of amylopectin 
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ภาพท่ี 2-2 แสดงฝักของสายพันธ์ุอินเบรดช่ัวที่ 6 (S6) ที่คัดเลือกไว้และใช้เป็นพันธ์ุพ่อแม่ของการผสมพันธ์ุแบบ

พบกันหมด 

  

(Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-8-3-2-1-2-1  (Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-2-2-5-1-3-1 

 

(Kwi9 x Q53)-BC1S6-1-5-2-2-2-3-1  (Kwi1 x Q53)-S6-2-8-1-2-3-1 

 

(Kwi1 x Q53)-S6-5-2-1-1-4-1  (Kwi1 x Q53)-S6-4-3-2-6-3-1 

 

(Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-7-3-1-2-2-1 (Kwi9 x Q53)-S6-13-73-4-1-4-1 

 

(Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-3-2-1-1-3-1  (Kwi1 x Q53)-BC1S6-1-6-2-3-2-2-1 
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     AgQ53   1      2      3      4      5     6      7      8      9     10   TH   TS    BW         

ภาพท่ี 2-3 แสดงโพลิมอร์ฟิซึม (polymorphism) ของสายพันธ์ุอินเบรดช่ัวที่ 6 (S6) ทั้ง 10 สายพันธ์ุ (1-10) ที่
เหมือนกับข้าวโพด AgQ53 ซึ่งมียีน opaque-2 เป็น homozygous recessive (o2o2), ในขณะที่ 
TH=ข้าวโพดเทียนหันตรา, TS=ข้าวโพดเทียนสุโขทัย และ BW=ข้าวโพดข้าวเหนียวพันธ์ุบ๊ิกไวท์ ซึ่งมี
ยีน opaque-2 เป็น homozygous dominant (O2O2) 

2. การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวเพื่อเพิ่มปริมาณทริปโตแฟนด้วยยีนโอเปกทู opaque-2 (o2o2) 

ฤดูปลูกที่ 1 
จากการตรวจสอบยีน waxy ของข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู (waxy-opaque-2) สายพันธ์ุผสมตัวเอง

ช่ัว 4 (S4) ที่ใช้เป็นพันธ์ุพ่อ ทั้ง 5 สายพันธ์ุ ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล phi022 พบว่ามียีน waxy ในทุกสายพันธ์ุ 
(ภาพที่ 2-4) แล้วผสมพันธ์ุระหว่างข้าวโพดเทียน (เทียนหันตรา (TH) และเทียนสุโขทัย (TS)) กับข้าวโพดข้าว
เหนียวโอเปกทูได้จํานวน 5 คู่ผสม นอกจากนี้ ได้ผสมข้ามระหว่างข้าวโพดข้าวเหนียวพันธ์ุการค้าอีก 3 พันธ์ุ ได้แก่ 
เหนียวสวรรค์ (NS) บ๊ิกไวท์ (BW) และรัชตะ (RT) กับข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทูได้จํานวน 3 คู่ผสม (ตารางที่ 2-
5) เก็บเมล็ดช่ัวที่ 1 ไปปลูก เพ่ือผสมตัวเอง และผสมกลับไปยังพันธ์ุแม่ในฤดูปลูกที่ 2  

 

 

 

 1Kb     รัชตะ  Abw1 AgQ53   F1     F1       1       2      3       4      5    1Kb     
ภาพท่ี 2-4 แสดงโพลิมอร์ฟิซึมของยีน waxy เมื่อตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi022  เมื่อ

ข้าวโพดข้าวเหนียวรัชตะ ข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู (Abw1) และสายพันธ์ุพ่อ (1-5) มีโพลิมอร์ฟิซึม
อยู่ด้านล่าง ขณะที่พันธ์ุข้าวโพดไร่โอเปก (AgQ53) มีโพลิมอร์ฟิซึมอยู่ด้านบน และลูกผสมช่ัวแรก (F1) 
Abw1 x AgQ53 เป็น heterozygous 
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ตารางที่ 2-5 แสดงคู่ผสมข้ามพันธ์ุระหว่างข้าวโพดข้าวเหนียว ข้าวโพดเทียน ซึ่งใช้เป็นต้นแม่ ผสมกับข้าวโพดข้าว
เหนียวโอเปกทู 

แม ่(waxy)  พ่อ (waxy-opaque-2) 
1. เทียนหันตรา (TH) x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 
2. เทียนหันตรา (TH) x (Kwi9 x Q53)-S4-13-73-4-1 
3. เทียนหันตรา (TH) x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-2-2-5-1 
4. เทียนสุโขทัย (TS) x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 
5. เทียนสุโขทัย (TS) x (Kwi9 x Q53)-S4-13-73-4-1 
6. เหนียวสวรรค์ (NS) x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 
7. บ๊ิกไวท์ (BW) x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 
8. รัชตะ (RT) x (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 

 
ฤดูปลูกที่ 2 

ปลูกลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) ที่ได้จากการผสมข้ามระหว่างข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียน กับข้าวโพดข้าว
เหนียวโอเปกทู ของทั้ง 8 คู่ผสม จากน้ันเลือกคู่ผสมที่มีลักษณะทางการเกษตรดี มีความแข็งแรงไว้ จํานวน 5 
คู่ผสม (ตารางที่ 2-6) กล่าวคือ ข้าวโพดเทียน จํานวน 2 คู่ผสม ได้แก่ เทียนหัตรา × (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 
และ เทียนสุโขทัย × (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 ส่วนข้าวโพดข้าวเหนียว จํานวน 3 คู่ผสม ได้แก่ เหนียวสวรรค์ × 
(Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2, บ๊ิกไวท์ × (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 และ รัชตะ × (Kwi1 x Q53)-
BC1S4-1-6-2-3-2 คู่ผสมเหล่าน้ี เมื่อถึงระยะออกดอก จะแยกดําเนินงานเป็น 2 ส่วน คือ ผสมตัวเอง (selfing) 
และผสมกลับ (backcrossing) 

ตารางที่ 2-6 แสดงคู่ผสมที่คัดเลือกไว้สําหรับผสมตัวเอง (self) และผสมกลับ (backcross) 

   Crosses No. of plants 
selfing (S1) backcrossing (BC1F1) 

1. เทียนหันตรา x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 10 4 
2. เทียนสุโขทัย x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 10 4 
3. เหนียวสวรรค์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 10 5 
4. บ๊ิกไวท์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 10 5 
5. รัชตะ x (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 10 3 

 
ฤดูปลูกที่ 3  
 1. สายพันธุ์ผสมตัวเอง  

ปลูกสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) จํานวนคู่ผสมละ 100-200 ต้น เพ่ือคัดเลือกต้นที่มียีนโอเปกทู 
(opaque-2) ในสภาพ homozygous recessive (o2o2) ของแต่ละคู่ผสม โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ phi057 
เป็นเคร่ืองมือช่วยในการคัดเลือก โดยแต่ละคู่ผสมจะมีการกระจายตัวของยีโนไทป์โอเปกทั้ง 3 แบบ กล่าวคือ 1) 
homozygous dominant (O2O2) 2) heterozygous และ 3) homozygous recessive (o2o2) (ภาพที่ 2-5)  
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ภาพท่ี 2-5 แสดงโพลิมอร์ฟิซึมของสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) ที่มีการกระจายตัว ยีโนไทป์ทั้ง 3 แบบ 1) D = 

homozygous dominant (O2O2), 2) H = heterozygote และ 3) r = homozygous recessive 
(o2o2) 

ในคู่ผสมเทียนหันตรา การปลูกสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) จะเลือกเฉพาะเมล็ดสีเหลืองปลูก (ในฝัก
เดียวกันมีทั้งเมล็ดสีเหลืองและเมล็ดสีขาว) จํานวน 191 ต้น เมื่อใช้เครื่องหลายดีเอ็นเอ phi057 คัดเลือก ได้ต้นที่
เป็น homozygous dominance (O2O2) จํานวน 56 ต้น เฮเทอโรไซกัส (heterozygous) จํานวน 73 ต้น และ 
homozygous recessive จํานวน 17 ต้น (ตารางที่ 2-7) และคู่ผสมอ่ืนๆ อีก 4 คู่ผสม จะสุม่เมล็ดมาปลูก 
เน่ืองจากท้ัง 4 คู่ผสมน้ีเป็นขา้วโพดสีขาวทั้งหมด จะสังเกตได้ว่าการกระจายตัวของยีนโอเปกทู มีอัตราส่วน 1O2O2 
: 2 O2o2 : 1o2o2  ยกเว้นคู่ผสม บ๊ิกไวท ์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 ซึ่งมจีํานวนต้น homozygous 
recessive ตํ่ากว่า homozygous dominant และ คู่ผสมเทียนหันตราที่คัดเลือกเฉพาะเมล็ดสีเหลืองมาปลูก
เท่าน้ัน ทําให้การกระจายตัวแตกต่างจากอีก 3 คู่ผสมที่เหลือ จากทั้ง 5 คู่ผสม ข้าวโพดที่นํามาสกัดดีเอ็นเอจํานวน 
889 ต้นสามารถคัดเลือกข้าวโพดข้าวเหนียวที่มียีนโอเปกทูในสภาพ homozygous recessive ได้ทั้งหมด 166 
ต้น ข้าวโพดที่คัดเลือกไว้ทั้งหมดน้ี เมื่อถึงระยะออกดอกได้ผสมตัวเองเป็น S2 เพ่ือนําเมล็ดไปปลูกในฤดูต่อไป  

ตารางที่ 2-7 แสดงยีโนไทป์ของยีนโอเปกทู (opaque-2) ในสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) ของ 5 คู่ผสม ที่
คัดเลือกไว้ 

 
Crosses 

No. of plants  

X2 

 

Total Homozygous 
Dominance 

Heterozy
gote 

Homozygous 
recessive 

1. เทียนหันตรา x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 56 73 17 ** 191 

2. เทียนสุโขทัย x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 54 97 50 ns 201 

3. เหนียวสวรรค์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 52 100 50 ns  202 

4. บ๊ิกไวท์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 52 103 31 *  185 

5. รัชตะ x (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 30 62 18 ns  110 

Total 244 435 166  889 

ns = non-significant different (P>0.05) , * = significant different (P<0.05), ** = highly significant different (P<0.01) 



2‐29 
 

ข้าวโพดที่คัดเลือกไว้เมื่อผสมตัวเองเป็น S2 เมล็ดมีสีขาว 4 คู่ผสม คือ คู่ผสม เทียนสุโขทัย x (Kwi1 x 
Q53)-S4-2-8-1-2, เหนียวสวรรค์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2, บ๊ิกไวท์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 
และ รัชตะ x (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 ส่วนคู่ผสมเทียนหันตรา x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 เมล็ดจะมีทั้งสีขาว
และสีเหลือง (ภาพที่ 2-6)  

  
ก ข 

ภาพที่ 2-6 แสดงฝักของคู่ผสม เทียนหันตรา x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 ซึ่งปลูกจากเมล็ดสีเหลืองในช่ัว S1 เมื่อ
ผสมตัวเองเป็นเมล็ด S2 ได้ฝักเป็น 2 แบบ คือ ก) เมล็ดในฝักยังมีการกระจายตัวของสีเมล็ดมีทั้งสี
เหลืองและสีขาว และ ข) เมล็ดทั้งฝักเป็นสีขาว 

 2. สายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที่ 1 (BC1F1)  
ปลูกสายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที่ 1 ปลูก 1 ฝักต่อคู่ผสม เพ่ือใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ phi057 ช่วยในการ

คัดเลือกต้นที่เป็นเฮเทอโรไซกัสของยีนโอเปก (O2o2) ทัง้น้ีเน่ืองจาก ข้าวโพดสายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที ่ 1 มียีโนไทป์
ของยีนโอเปกอยู่ 2 ประเภท คือ O2O2 และ O2o2 (ภาพท่ี 2-7) จากการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ phi057 ช่วยใน
การคัดเลือกได้ต้นที่เป็นเฮเทอโรไซกัส (heterozygous) จํานวน 6, 2, 18, 6 และ 5 ต้น ในคู่ผสม เทยีนหันตรา x 
(Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2, เทียนสุโขทัย x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2, เหนียวสวรรค์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-
6-2-3-2, บ๊ิกไวท์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 และ รัชตะ x (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 ตามลําดับ (ตาราง
ที่ 2-8) รวมแล้วได้ต้น heterozygous ทั้งหมดจํานวน 37 ต้น เมื่อถึงระยะออกดอกได้ผสมตัวเองเฉพาะต้นที่เป็น 
heterozygous เป็น BC1S1 จํานวน 37 สายพันธ์ุ และปลูก BC1S1 ได้ต้นข้าวโพดข้าวเหนียวคู่ผสมละประมาณ 80
ต้น สําหรับคัดเลือกลูกผสมกลับที่มียีนโอเปกอยู่ในสภาพ homozygous recessive ในปีต่อไป  
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          H           H           H          D           H           D           H          H          D        H 

ภาพท่ี 2-7 แสดงการกระจายตัวของยีโนไทป์โอเปกทูเมื่อตรวจสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ phi057 ในสายพันธ์ุ
ผสมกลับช่ัวที่ 1 (BC1F1) ของคู่ผสม เหนียวสวรรค์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 เมื่อ 1) D = 
homozygous dominant  (O2O2) และ 2) H = heterozygous (O2o2) 

ตารางที่ 2-8 แสดงยีโนไทป์ของยีนโอเปกทู (opaque2) ในสายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที่ 1 (BC1F1) ของทั้ง 5 คู่ผสม  

 
Crosses 

No. of plants (BC1F1)  
X2 

Total 
Homozygous 
dominance 
(O2O2) 

Heterozygote 
(O2o2) 

1. เทียนหันตรา x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 4 6 ns 10 
2. เทียนสุโขทัย x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 4 2 ns 6 
3. เหนียวสวรรค์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 16 18 ns 34 
4. บ๊ิกไวท์ x (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 4 6 ns 10 
5. รัชตะ x (Kwi1 x Q53)-S4-4-3-2-6 5 5 ns 10 

Total 33 37  70 

ns = non-significant different (P>0.05) , * = significant different (P<0.05) 

** = highly significant different (P<0.01) 
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วิจารณผ์ลการทดลอง 
 
1. การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวผสมตัวเองชั่วที่ 4 (S4) ที่มียีน waxy และ opaque-2 

(wxwxo2o2) 
ข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู (waxy-opaque-2, wxwxo2o2) ซึ่งมียีน waxy และยีน opaque-2 อยู่ใน

สภาพ homozygous recessive ที่ได้จากการทดลองมีปริมาณอมิโลเปกติน (amylopectin) สูงมากกว่า 96 
เปอร์เซ็นต์ และมีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีนอยู่ระหว่าง 0.61-1.24% ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการ
ทดลองของ Sinkangam et al. (2011) นอกจากน้ี ยังได้รายงานการเพ่ิมขึ้นของเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีน
ด้วยยีนโอเปกทูมีผลทําให้ปรมิาณกรดอะมิโนไลซีน (lysine) เพ่ิมขึ้นด้วยเช่นเดียวกัน ในการศึกษาครั้งน้ี ไม่ได้
วิเคราะห์ปริมาณไลซีน ทั้งน้ีเน่ืองจากอัตราส่วนระหว่างปริมาณไลซีนและทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มข้าวโพดจะ
เท่ากับ 4:1 (Hernandez and Bates, 1969) การตรวจสอบยีน waxy ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล phi022 อาจใช้
การตรวจสอบละอองเกสรด้วยสายละลาย I2-KI แทนได้ แต่วิธีดังกล่าวน้ี จะต้องรอจนกว่าข้าวโพดที่ต้องการ
ทดสอบยีน waxy ออกดอก โดยผลการทดสอบจะสอดคล้องกับผลของการตรวจสอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 
phi022 (Sinkangam et al., 2011) นอกจากน้ี เปอร์เซน็ต์ทริปโตแฟนในโปรตีนของเมล็ดที่อายุ 21 และ 35 วัน
หลังการผสมเกสรมีความสอดคล้องกัน ดังน้ันจะวิเคราะห์ที่อายุใดก็ได้ (Sinkangam, 2012) แต่จากการทดลองน้ี 
การวิเคราะห์เมล็ดที่อายุ 35 วันจะมีค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (C.V.) ตํ่ากว่าการวิเคราะห์ที่อายุ 21 วันหลัง
การผสมเกสร อย่างไรก็ตาม สายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทูที่คัดเลือกไว้ยังต้องรอการประเมินสมรรถนะการ
ผสม จากลกูผสมแบบพบกันหมด จํานวน 45 คูผ่สม ในฤดูต่อไป นอกจากน้ีแล้ว สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 6 (S6) ที่
คัดเลือกไว้ยังมีผลผลิตค่อนข้างตํ่า ดังน้ันจึงมีความจําเป็นอย่างย่ิงที่จะต้องพัฒนาสายพันธ์ุอินเบรดให้มีผลผลิต
สูงขึ้น ซึ่งสามารถทําได้โดยการคัดเลือกลูกผสมเด่ียวที่ใหผ้ลผลิตสูง แลว้ผสมตัวเองเพ่ือคัดเลือกอินเบรดใหม่ ซึ่งจะ
ทําให้อินเบรดใหม่ที่คัดเลือกมผีลผลิตที่ดีกว่าเดิมได้ 

2. การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวเพื่อเพิ่มปริมาณทริปโตแฟนด้วยยีนโอเปกทูโอเปกทู (o2o2) 
การผสมพันธ์ุระหว่างข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียน (wxwxO2O2)  กับข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู 

(wxwxo2o2) ลูกผสมช่ัวแรก (F1) จะมียีโนไทป์เป็น wxwxO2o2 ยีนในตําแหน่ง waxy จะเป็น homozygous 
recessive (wxwx) ดังน้ันข้าวโพดลูกผสมช่ัวที่ 1 จึงเป็นขา้วโพดข้าวเหนียว (เหมือนข้าวโพดข้าวเหนียวปกติทั่วไป) 
ยีนโอเปกทูจะอยู่ในสภาพเฮเทอโรไซกัส ดังน้ันปริมาณทริปโตแฟนจึงตํ่าเหมือนข้าวโพดพันธ์ุปกติทั่วไป (Jompuk 
et al., 2012) แต่เมื่อผสมตัวเอง 1 ครั้ง ได้สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) เมื่อนําเมล็ด S1 ไปปลูกและตรวจสอบ
ยีนโอเปกทูด้วยเครื่องหมายโมเลกุล phi057 โดยทางทฤษฎีแล้ว การกระจายตัวของยีโนไทป์ในรุ่นลูกจะเป็น 
1O2O2 : 2O2o2 : 1o2o2 ซึ่งในคู่ผสมจากงานทดลองมีการกระจายตัวเป็นไปตามทฤษฎี 3 คู่ผสม ยกเว้นคู่ผสม 
เทียนหันตรา x (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 ทั้งน้ีเน่ืองจากได้มีการคัดเลือกเมล็ดที่มสีีเหลืองเท่าน้ันมาปลูก (ไม่เลือก
เมล็ดสีขาว) ดังน้ันในรุ่นลูกจงึเปรียบเสมือนไม่ใช่การสุ่ม (randomization) ลูกที่ได้จึงมีการกระจายตัวที่แตกต่าง
ไปจากทฤษฎี ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ วรรษมน และคณะ (2553) นอกจากน้ีคู่ผสม บ๊ิกไวท ์x (Kwi1 x Q53)-
BC1S4-1-6-2-3-2 ก็แตกต่างจากสัดส่วนที่ควรจะเป็น เน่ืองจากในช่วงปลูกมีเมล็ดไมง่อกสูงถึง 55 สายพันธ์ุ จาก
การปลูกทั้งหมด 240 สายพันธ์ุ งอกจํานวน 185 สายพันธ์ุ ส่วนอีก 3 คู่ผสม การงอกดีมาก อย่างไรก็ตาม ในการ
คัดเลือกสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) น้ี ในแต่ละคูผ่สมมีลกูที่เป็นขา้วโพดข้าวเหนียวโอเปกทูต้ังแต่ 17 – 50 
สายพันธ์ุ เมื่อรวมกันแล้วได้จํานวน 166 สายพันธ์ุ ซึ่งมากพอทีจ่ะคัดเลือกความหลากหลายทางพันธุกรรม 
เพ่ือที่จะใช้เป็นสายพันธ์ุอินเบรดที่ดีสําหรับการสร้างลูกผสมต่อไป สายพันธ์ุ S2 ที่คัดเลือกไว้จะเป็นสีขาว ทั้งน้ี
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เน่ืองจากท้ังพันธ์ุพ่อและพันธ์ุแม่เป็นสีขาว ยกเว้นเฉพาะคู่ผสมเทียนหนัตราที่เมล็ดเป็นสีเหลือง สําหรับในคู่ผสม
ดังกล่าวน้ี จะเลือกเมล็ดสีเหลืองเป็นหลักซึ่งมีสารพวกแคโรทีนอยด์ (carotenoid)  เป็นการเพ่ิมคุณค่าทาง
โภชนาการอีกวิธีหน่ึง 

 
ในสายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที่ 1 (BC1F1) ข้าวโพดข้าวเหนียวจะมียีโนไทป์เป็น wxwxO2O2 และ wxwxO2o2 

สายพันธ์ุในช่ัวน้ี ได้ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ phi057 ช่วยในการคัดเลือกยีนโอเปกทู ซึ่งในทางทฤษฎีแล้วจะมี
สัดส่วนเป็น 1:1 ซึ่งผลจากการทดลองน้ี สอดคล้องกับทฤษฎี ซึ่งแตกต่างจากงานทดลองของ อังคณา และคณะ 
(2553) ที่พบว่า มีบางคู่ผสมของสายพันธ์ุผสมกลับช่ัวที่ 1 มีสัดส่วนของยีโนไทป์แตกต่างจากทฤษฎี จากน้ันจงึ
เลือกเฉพาะต้นที่เป็นเฮเทอโรไซกัสเท่าน้ันผสมตัวเองเป็น BC1S1 ซึ่งจะมีเปอร์เซ็นต์ของพันธ์ุ recurrent parent 
เพ่ิมขึ้นเป็น 75 เปอร์เซ็นต์ การคัดเลือกต่อจากน้ี จะทําเช่นเดียวกันกับการคัดเลือกในสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 
(S1) และจะคัดเลือกต้นที่มีลักษณะคล้ายพันธ์ุ recurrent parent ให้มากที่สุด 
 
 

  



2‐33 
 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 
สรุปผลงานวิจัย 

 1. การคัดเลือกข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู (waxy-opaque-2) จากสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 4 (S4) ด้วย
เครื่องหมายดีเอ็นเอ phi057 สําหรับยีนโอเปกทู (opaque-2) และ phi022 สําหรับยีน waxy พบว่า สายพันธ์ุ
เหล่าน้ีมีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนในโปรตีนระหว่าง 0.61-1.24% ในขณะที่ข้าวโพดที่ไม่มียีนโอเปกทูมีเปอร์เซ็นต์ท
ริปโตแฟนในโปรตีนระหว่าง 0.45-0.49% ขณะที่พันธ์ุขา้วโพดไร่โอเปกทู (AgQ53) มีเปอร์เซ็นต์ทริปโตแฟนใน
โปรตีน 0.87% 

2. การคัดเลือกข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 6 (S6) ที่มีความแข็งแรงและลักษณะ
เกษตรต่างๆ ดี ไว้จํานวน 10 สายพันธ์ุ มีปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนอยู่ระหว่าง 0.66-1.21% มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 
0.94% มีเปอร์เซ็นต์อมิโลเปกตินเฉลี่ย 92.96% และได้ผสมพันธ์ุระหว่าง 10 สายพันธ์ุแบบพบกันหมดได้เมล็ด
ลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) จํานวน 45 คูผ่สม สาํหรับปลูกทดสอบผลผลิตและหาสมรรถนะการผสมทั่วไป (GCA) และ
สมรรถนะการผสมเฉพาะ (SCA) ในปีต่อไป 

3. การผสมข้ามระหว่างข้าวโพดข้าวเหนียวและข้าวโพดเทียนกับข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทูได้ลูกผสม
ใหม่ที่ดี 5 คู่ผสม เป็นคูผ่สมข้าวโพดเทียน 2 คู่ผสม คือ เทียนหัตรา × (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 และ เทียน
สุโขทัย × (Kwi1 x Q53)-S4-2-8-1-2 และเป็นคู่ผสมข้าวโพดข้าวเหนียว 3 คู่ผสม ได้แก่ เหนียวสวรรค์ × (Kwi1 x 
Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2, บ๊ิกไวท์ × (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-3-2 และ รัชตะ × (Kwi1 x Q53)-BC1S4-1-6-2-
3-2 ลูกผสมเหล่าน้ีผสมตัวเองเป็นสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 (S1) และได้ใช้เครื่องหมายโมเลกุล phi057 คัดเลือก
ยีนโอเปกทูของสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 ที่อยู่ในสภาพ homozygous recessive (o2o2) ได้รวม 166 สายพันธ์ุ 

4. ในการผสมกลับครั้งที่ 1 (BC1F1) ไปยัง recurrent parent ของทั้ง 5 คูผ่สม ได้ใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล 
phi057 คัดเลอืกต้นที่เป็นเฮเทอโรไซกัสของยีนโอเปกทูไว้รวม 37 ต้น (สายพันธ์ุ) แลว้ผสมตัวเองเป็น BC1S1 ทุก
ต้น ซึ่งสามารถปลูกต้น BC1S1 ได้อย่างน้อยสายพันธ์ุละ 100 ต้น เพ่ือคัดเลือกต้นที่มียีนโอเปกทูในสภาพ 
homozygous recessive ต่อไป เช่นเดียวกับการคัดเลือกสายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 1 

 

ข้อเสนอแนะ 

 1. ข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทู สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 6 (S6) ที่คัดเลอืกไว้ 10 สายพันธ์ุ และได้นําไป
ผสมพันธ์ุแบบพบกันหมดได้ 45 คูผ่สม จะต้องมีการทดสอบสมรรถนะการผสม (combining ablility) เพ่ือ
ต้องการหาสายพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวโอเปกทูไปพัฒนาเป็นพันธ์ุลูกผสมต่อไป แต่ในบางกรณีที่สายพันธ์ุ S6 ให้
ลูกผสมที่ดี แต่ผลผลิตของตัวเองไม่ดี (สายพันธ์ุอินเบรดมีผลผลิตค่อนข้างตํ่า) ซึ่งจะมีผลต่อการผลิตเมล็ดพันธ์ุ
ลูกผสม ก็สามารถนําไปปรับปรุงผลผลิตของสายพันธ์ุอินเบรดใหม่ได้ ตามวิธีการสกัดสายพันธ์ุอินเบรดตามวิธีปกติ 
โดยการผสมตัวเองของลูกผสมเด่ียวที่ให้ผลผลิตสูง คณุภาพการรับประทานดี และมีปรมิาณทริปโตแฟนสูง 
คัดเลือกสายพันธ์ุอินเบรดปกติ 

2. สายพันธ์ุผสมตัวเองช่ัวที่ 2 (S2) ที่ได้จากการผสมพันธ์ุใหม่ของทั้ง 5 คู่ผสม ที่มียีนโอเปกทูอยู่ในสภาพ 
homozygous recessive (o2o2) ทั้ง 166 สายพันธ์ุ จะต้องปลูกและคัดเลือกลักษณะทางการเกษตรที่ดี และต้อง
ทดสอบสมรรถนะการผสม เพ่ือจะคัดเลือกสายพันธ์ุที่ดีต่อไป   
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