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ขา้วโพดขา้วเหนียวมีคุณภาพโปรตีนต ่าเช่นเดียวกบัขา้วโพดทัว่ไป เน่ืองจากมีปริมาณกรด        
อะมิโน คือ ไลซีนและทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มต ่า อยา่งไรก็ตาม ปัญหาน้ีสามารถแกด้ว้ยการใชย้ีน 
opaque-2 ซ่ึงท าให้มีกรดอะมิโนดงักล่าวเพ่ิมข้ึนจากเดิมประมาณ 2 เท่า การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือ
ถ่ายยีน opaque-2 จากสายพนัธ์ุขา้วโพดคุณภาพโปรตีน (QPM ) มายงัสายพนัธ์ุขา้วโพดขา้วเหนียวดว้ย
วิธีการผสมพนัธ์ุ โดยใชส้ายพนัธ์ุอินเบรดขา้วโพดขา้วเหนียว 2 สายพนัธ์ุ คือ Kwi1 และ Kwi9 เป็นพนัธ์ุ
แม่ และสายพนัธ์ุอินเบรดขา้วโพดคุณภาพโปรตีน คือ Q53 (PopII#53) เป็นพนัธ์ุพ่อ แลว้ใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุลชนิด Simple Sequence Repeat (SSR ) ในการตรวจสอบยีน opaque-2 และยีน waxy ในประชากร
รุ่นต่างๆ (BC1F1, BC1S1, BC1S2 และ BC1S3) โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล phi057 และ phi022 ในการ
ตรวจสอบยีน opaque-2 และยีน waxy ตามล าดบั โดยในประชากรลูกผสมกลบัชัว่ท่ี 1 (BC1F1) มีการ
กระจายตวัเป็น O2O2 และ O2o2 ของยีน opaque-2 ซ่ึงในขั้นตอนน้ีจะใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล phi057 
คดัเลือกพืชท่ีเป็นเฮเทอโรไซกสัของยีน opaque-2 (O2o2) เพ่ือผสมตวัเองไดลู้ก (BC1S1) ปลูกลูกในชัว่น้ี
เพ่ือคดัเลือกตน้ท่ีเป็นโฮโมไซกสัของทั้งสองยีน (o2o2wxwx) ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล (phi057 และ 
phi022) แลว้ผสมตวัเองจนถึงชัว่ท่ี BC1S3 และคดัเลือกไดท้ั้งหมดจ านวน 5 สายพนัธ์ุ เก็บฝักขา้วโพดท่ีมี
อาย ุ21 วนัหลงัจากการผสมมาตรวจสอบคุณสมบติัทางเคมี พบว่ามีปริมาณอะมิโลเปคตินในเอนโด
สเปิร์ม อยูร่ะหว่าง 95.55-97.54% และปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนอยูร่ะหว่าง 0.82-1.31%. นอกจากน้ี
ปริมาณโปรตีนรวมอยูร่ะหว่าง 7.98-10.41% ผลการทดลองช้ีให้เห็นว่าสายพนัธ์ุท่ีมียีน waxy-opaque- 2 น้ี
มีปริมาณทริปโตแฟนสูงเช่นเดียวกบั ขา้วโพด opaque-2 และมีปริมาณอะมิโลเปคตินสูงเช่นเดียวกบั
ขา้วโพดขา้วเหนียว ในท านองเดียวกนั ลูกผสมชัว่ท่ี 1 (F1) ของการผสมพนัธ์ุแบบพบกนัหมด (diallel 
cross) ของสายพนัธ์ุ BC1S3 มีปริมาณอะมิโลเปคตินและปริมาณทริปโตแฟนสูงดว้ยเช่นกนั สายพนัธ์ุ A1 มี
สมรรถนะในการผสมทัว่ไปท่ีดีท่ีสุด คู่ผสม A1 x A3 ให้ผลผลิตทั้งเปลือก (2,251 กก./ไร่) และปอกเปลือก 
(1,702 กก./ไร่) สูงท่ีสุด จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ยีน waxy และยีน opaque-2 ท าหนา้ท่ีอิสระจาก
กนั เม่ืออยูร่่วมกนัในขา้วโพดขา้วเหนียวจะมีปริมาณทริปโตแฟนและอะมิโลเปคตินสูง 
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The waxy corn has in a low quality protein which is deficient in essential amino acids, lysine 
and tryptophan as compared to that of normal corn. However, this problem can be solved by 
incorperating the opaque-2 mutant gene causing higher lysine and tryptophan in the endosperm about 
two times. The purpose of this study was to transfer the opaque-2 gene from the quality protein maize 
(QPM) inbred line to the waxy inbred lines by crossing. The waxy lines, Kwi1 and Kwi9 was used as a 
female and QPM line, Q53 (PopII#53) was used as male. Moreover, simple sequence repeat markers 
(SSR markers) was applied to detect the opaque-2 and waxy genes in the segregating population (BC1F1, 
BC1S1, BC1S2 and BC1S3) where the phi057 and phi022 detected the opaque-2 and waxy genes, 
respectively. In the BC1F1 generation, plants segregated into homozygous dominance and heterozygous 
of these two genes. Only heterozygous plant of these genes was used to make backcross to its recurrent 
parent. In BC1F1 plant, phi057 was applied to detect the heterozygous of opaque-2 plants (O2o2) and 
these plants were self-pollinated to achieve the BC1S1. Then, advanced generations were done by selfing 
the selected plants into BC1S3. In this generation five homozygous recessive of both opaque 2 and waxy 
genes (wxwxo2o2) were detected by phi057 and phi022, respectively. At 21 after pollination, 
amylopectin in endosperm of these lines ranged from 95.55-97.54% while tryptophan content in protein 
ranged from 0.82-1.31%. Moreover, protein content ranged from 7.98 to 10.41%. These results 
indicated that waxy-opaque-2 inbred lines gave high tryptophan content as opaque-2 corn and high 
amylopectin as waxy corn. Likewise, ten F1 hybrids from the diallel cross of BC1S3 inbred lines showed 
not only high amylopectin but also high tryptophan content in endosperm. For combining ability, A1 
line had the best general combining ability (GCA). The cross of A1 x A3 gave the highest green ear 
weight (2,251 kg/rai) and white ear weight (1,702 kg/rai). These results indicated that waxy and  
opaque-2 genes can be combined in a plant whereas tryptophan content and amylopectin can be 
expressed as a normal function of those genes separately. 
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    10 ค่าเฉล่ียของลกัษณะทางการเกษตรของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 จ านวน 
10 คู่ผสม และพนัธุเ์ปรียบเทียบ          44 

    11 ค่าผลผลิตเฉล่ียทั้งเปลือกเป็นกิโลกรัมต่อไร่ของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 
ลูกผสม 10 คู่ผสม (ใตเ้สน้ทแยงมุม) ค่าประมาณสมรรถนะในการผสมทัว่ไป (แนว 
เสน้ทแยงมุม) และสมรรถนะการผสมเฉพาะ (เหนือเสน้ทแยงมุม)      45 
 
 
 
 



 

 

(3) 

3 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางที่ หน้า 
  
    12 ค่าผลผลิตเฉล่ียปอกเปลือกเป็นกิโลกรัมต่อไร่ของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี  

opaque-2 ลูกผสม 10 คู่ผสม (ใตเ้สน้ทแยงมุม) ค่าประมาณสมรรถนะในการผสม 
ทัว่ไป (แนวเสน้ทแยงมุม) และสมรรถนะการผสมเฉพาะ (เหนือเสน้ทแยงมุม)    46 

    13 ผลผลิตฝักสดและลกัษณะเกษตรที่ส าคญัของสายพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี 
 opaque-2 จ านวน 5 สายพนัธุ ์และสายพนัธุเ์ปรียบเทียบ       49 

    14 ผลผลิตฝักสดและลกัษณะเกษตรที่ส าคญัของพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวลูกผสมชัว่ที่ 1  
(F1 hybrid) ที่มียนี opaque-2 จ านวน10 คู่ผสม และพนัธุเ์ปรียบเทียบ      50 

 
ตารางผนวกที่  

  
   ข1 ค่าสหสมัพนัธร์ะหวา่งลกัษณะทางชีวเคมีและคุณภาพของขา้วโพดขา้วเหนียวฝักแหง้ 

ที่มียนี opaque-2 จ านวน 10 คู่ผสม         67 
   ข2 ค่าสหสมัพนัธร์ะหวา่งลกัษณะทางชีวเคมีและคุณภาพของขา้วโพดขา้วเหนียวฝักสด 

ที่มียนี opaque-2 จ านวน 10 คู่ผสม         68 
 



 

 

(4) 

4 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่ หน้า 
  
    1 ลกัษณะเมล็ดของขา้วโพดขา้วเหนียวไดลู้กผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1)      34 

    2 ลกัษณะละอองเกสร ที่ยอ้มดว้ยสารละลาย I2KI ขา้วโพดขา้วเหนียว (Kwi1) ขา้วโพด 
ขา้วเหนียว (Kwi9) ขา้วโพด QPM (Q53) และ ขา้วโพดขา้วเหนียวผสมกบัขา้วโพด  
QPM (F1)            35 

    3 ผลการตรวจสอบขา้วโพด QPM (Q53) และสายพนัธุ ์ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 
 เพือ่ตรวจสอบยนี opaque-2 ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S1)      36 

    4 ผลการตรวจสอบขา้วโพด QPM (Q53) และสายพนัธุ ์ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi022  
เพือ่ตรวจสอบยนี waxy ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S1)       38 

    5 แถบดีเอ็นเอของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 รุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S2)  
ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 เพือ่ตรวจสอบยนี opaque-2       39 

    6 แถบดีเอ็นเอของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 รุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S2)  
ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 เพือ่ตรวจสอบยนี waxy       39 

 
ภาพผนวกที่  

  
    ค1 แสดงรูปฝักขา้วโพดขา้วเหนียวสายพนัธุ์ A1 ที่มีสมรรถนะการผสมทัว่ไป (GCA)  

ดีที่สุด             70 

    ค2 แสดงรูปฝักขา้วโพดขา้วเหนียวของคู่ผสม A1 x A3 ที่ใหน้ ้ าหนกัผลผลิตดีที่สุด    70 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

CIMMYT Centro Internacional de Mejorameinto de Maize y Trigo (The International 
Maize and Wheat Improvement Center) 

CV  coefficient of variation 
ddH2O  double-distilled water 
DNA  deoxyribose nucleic acid 
dNTP  deoxynucleotide triphosphate 
GCA  general combining ability 
LSD  least significant difference 
MAS  marker assisted selection 
mM  millimolar 
ng  nanogram 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PCR   polymerase chain reaction 
QPM  quality Protein Maize 
RCBD  randomezed completely block design 
SCA  specific combining ability 
SSR  simple sequence repeat 
U  unit(s) of enzyme 
µM  micromolar 
ºC  degree Celsius 
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การปรับปรุงพนัธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียวให้มคุีณภาพโปรตีนสูงโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ

ในการคดัเลอืกยนี opaque-2 และ waxy 
 

Waxy Corn Improvement for High Quality Protein Using Marker-Assisted 

Selection of Opaque-2 and Waxy Genes  
 

ค าน า 
 

ขา้วโพดเป็นธญัพชืที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจของโลกชนิดหน่ึง ทั้งการบริโภคฝักสด
และดา้นอุตสาหกรรม ขา้วโพดที่ใชใ้นการบริโภคฝักสดนั้นไดแ้ก่ ขา้วโพดขา้วเหนียว ขา้วโพด
หวาน และขา้วโพดฝักอ่อน เป็นตน้ ในส่วนของขา้วโพดขา้วเหนียวนั้น ในปัจจุบนัมีความนิยม
น ามารับประทานกนัมากขึ้นเป็นล าดบั เน่ืองจากมีรสชาติดีและมีความเหนียวนุ่มเหมือนขา้วเหนียว 
ลกัษณะแป้งในเมล็ดจดัเป็นแป้งอ่อน (soft starch) มีเน้ือแป้งน่ิม เหนียวนุ่ม เน่ืองจากแป้งส่วนใหญ่
มีปริมาณของอะมิโลเปคตินสูง ลกัษณะดงักล่าวน้ีควบคุมดว้ยยนี waxy ซ่ึงเป็น recessive gene 
(wxwx) และสามารถตรวจสอบยนี waxy ไดโ้ดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล (phi022) ดว้ยเทคนิค 
Simple Sequence Repeat (SSR ) (Coe and Neuffer, 1988) อยา่งไรก็ตาม ขา้วโพดขา้วเหนียวก็ยงัมี
คุณภาพโปรตีนต ่า เหมือนขา้วโพดไร่ทัว่ไป เน่ืองจากมีปริมาณกรดอะมิโน คือ ไลซีน (lysine) 
และทริปโตแฟน (tryptophan) ในโปรตีนปริมาณต ่า (FAO, 1992) แต่ปัญหาน้ีสามารถแกไ้ขไดเ้ม่ือ
นกัวจิยัจากมหาวทิยาลยั Purdue คน้พบยนี opaque-2 (o2o2) ในขา้วโพดซ่ึงเป็นยนีที่เกิดจากการ
กลายพนัธุ ์(mutant gene) ส่งผลใหป้ริมาณไลซีนและทริปโตแฟนสูงขึ้นประมาณ 2 เท่าของ
ขา้วโพดทัว่ไป ในขณะเดียวกนัก็พบวา่ยนีน้ีมีผลท าใหเ้กิดแป้งอ่อน (soft chalky dull) ในเมล็ด และ
เกิดโรคฝักเน่า (ear rot)ไดง่้าย ซ่ึงก่อใหเ้กิดปัญหากบัผลผลิต จึงท าใหไ้ม่เป็นที่ยอมรับของเกษตรกร 
(Villegas, 1994) การพฒันาพนัธุข์า้วโพดเพือ่เพิม่ปริมาณไลซีนและทริปโตแฟน จึงเร่ิมขึ้นตั้งแต่ 
ค.ศ.1994 เป็นตน้มา แต่จะท าในขา้วโพดไร่เป็นส่วนใหญ่ และต่อมาประสบความส าเร็จเม่ือ 
ศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้วสาลีนานาชาติ (CIMMYT) คน้พบ modifying genes ที่มีผลท าใหข้า้วโพด
ที่มียนี opaque-2 มีเมล็ดใส (vitreusness) และแขง็ (kernel hardness) เหมือนขา้วโพดปกติ (Vasal, 
1994; Lopes and Lawkin, 1994) และที่ส าคญัมีผลผลิตไม่นอ้ยกวา่ขา้วโพดที่ปลูกเป็นการคา้ใน
ปัจจุบนั เรียกขา้วโพดชนิดน้ีวา่ ขา้วโพดคุณภาพโปรตีน (Quality Protein Maize, QPM) 
(CIMMYT, 1999) ขา้วโพดคุณภาพโปรตีน ควบคุมดว้ยยนี opaque-2 ซ่ึงเป็น recessive gene (o2o2) 



 

 

2 

2 

และสามารถตรวจสอบ ยนี opaque-2 ไดโ้ดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล (phi057 ) ดว้ยเทคนิค Simple 
Sequence Repeat (SSR ) (Chin et al., 1996)  

 
จากลกัษณะที่กล่าวมาจึงมีแนวคิดที่จะพฒันาสายพนัธุข์า้วโพดคุณภาพโปรตีนในขา้วโพด

ขา้วเหนียว ซ่ึงสามารถน าลกัษณะของยนี opaque-2 ในขา้วโพดไร่มาใชใ้นการปรับปรุงพนัธุ์
ขา้วโพดขา้วเหนียวใหมี้ปริมาณทริปโตแฟนใหสู้งขึ้น ซ่ึงเป็นอีกวธีิการหน่ึงที่จะเพิม่คุณภาพ
โปรตีนใหแ้ก่ขา้วโพด และจะเป็นประโยชน์แก่ผูบ้ริโภคขา้วโพดขา้วเหนียว ในการใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุล (DNA marker) ซ่ึงสามารถแยกขา้วโพดที่เป็นเฮเทอโรไซโกท (heterozygote) และโฮโมไซ
โกท (homozygote) ของยนีทั้ง waxy และ opaque-2 โดยไม่ตอ้งรอการทดสอบรุ่นลูก (progeny test) 
จะช่วยท าใหก้ารปรับปรุงพนัธุข์า้วโพดลดระยะเวลาของการคดัเลือกใหร้วดเร็ว และมีประสิทธิภาพ
มากกวา่การปรับปรุงพนัธุโ์ดยใชว้ธีิปกติเพยีงอยา่งเดียว  
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วตัถุประสงค์ 
 

1. เพือ่ปรับปรุงพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวใหมี้คุณภาพโปรตีนสูงเน่ืองจากยนี opaque-2  
 

2. ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล phi057 และ phi022 ในการคดัเลือกยนี opaque-2 และยนีwaxy 
ในประชากรลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (backcross) และลูกผสมตวัเองในชัว่ต่างๆ  
 

3. ทดสอบผลผลิตและประเมินสมรรถนะการผสมของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี   
opaque-2 
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การตรวจเอกสาร 
 

ความส าคญัของข้าวโพดข้าวเหนียว 
 

ขา้วโพดขา้วเหนียว (waxy corn) มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Zea mays ceratina เป็นขา้วโพด
บริโภคฝักสดที่ไดรั้บความนิยมบริโภคมากชนิดหน่ึง ลกัษณะที่ส าคญัทางพนัธุกรรมของขา้วโพด
ขา้วเหนียวนั้นเป็นขา้วโพดที่เกิดจากการกลายพนัธุข์องยนี waxy ที่อยูบ่นโครโมโซมที่ 9 ต าแหน่งที่ 
59 โดยการเปล่ียนแปลงจากยนี Wx (dominance gene) ไปเป็นยนี wx (recessive gene) ซ่ึงมีผลท าให้
ปริมาณอะมิโลเปคติน ซ่ึงเป็นแป้งโมเลกุลที่ใหญ่ และมีก่ิงกา้นของโมเลกุลสูงแทนทีอ่ะมิโลส ใน
เอนโดสเปิร์มและละอองเกสร (Coe and Neuffer, 1988) ในอตัราส่วน 73 : 27 เปอร์เซ็นต ์การ
แสดงออกของคุณสมบตัิทางเคมีและทางกายภาพของเอนโดสเปิร์ม ท าใหเ้มล็ดมีลกัษณะขุ่น และ
ทึบแสง (Fergason, 1994) แป้งในเมล็ดขา้วโพดขา้วเหนียวจดัเป็นแป้งอ่อน (soft starch) มีเน้ือแป้ง
เหนียวนุ่มเหมือนขา้วเหนียว เน่ืองจากมีปริมาณอะมิโลเปคตินสูง อยา่งไรก็ตามขา้วโพดขา้วเหนียว
แต่ละพนัธุมี์ปริมาณอะมิโลเปคตินแตกต่างกนัออกไปซ่ึงอาจเป็นสาเหตุท าใหร้สชาติแตกต่างกนั 
(ประภา และคณะ, 2535) ส าหรับโครงการปรับปรุงพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวในประเทศไทยนั้น มี
นกัปรับปรุงพนัธุใ์หค้วามสนใจก่อนหนา้น้ีไม่มากเท่าที่ควร จากอดีตถึงปัจจุบนัการใชเ้มล็ดพนัธุ์
ขา้วโพดขา้วเหนียวที่ผา่นมา เมล็ดพนัธุท์ี่ใชส่้วนใหญ่เป็นพนัธุผ์สมเปิด (open pollinated variety) 
แต่หลงัจากที่ความนิยมในการบริโภคขา้วโพดฝักสดมีมากขึ้นจึงไดมี้การพฒันาพนัธุเ์ป็นพนัธุ์
ลูกผสมเด่ียว (single cross variety) มากขึ้นส่งผลต่อคุณภาพในการบริโภคที่ดีขึ้น ลกัษณะทาง
การเกษตรต่างๆดีขึ้น และผลผลิตต่อไร่สูงขึ้น มีผูบ้ริโภคมากขึ้นท าใหก้ารปลูกขา้วโพดขา้วเหนียว
ไดรั้บความนิยมเพิม่มากขึ้น พร้อมๆกบัการพฒันาสายพนัธุอ์อกมาอยา่งต่อเน่ืองทั้งจากหน่วยงาน
ราชการและเอกชน อยา่งไรก็ตามการพฒันาอุตสาหกรรมขา้วโพดขา้วเหนียวก็ยงัมีขนาดเล็ก เม่ือ
เปรียบเทียบกบัขา้วโพดฝักอ่อนและขา้วโพดหวาน 

 
ลักษณะทางพันธุกรรมของข้าวโพดข้าวเหนียว 
 

ลกัษณะพเิศษของอะมิโลเปคตินที่ท  าใหข้า้วโพดขา้วเหนียวไม่เหมือนขา้วโพดชนิดอ่ืน คือ 
เม่ือยอ้มเอนโดสเปิร์มหรือละอองเกสรดว้ยสารละลายไอโอดีนในสารละลายโพแทสเซียม           
ไอโอไดด ์(I2KI) จะใหสี้น ้ าตาลแดง ขณะที่ขา้วโพดชนิดอ่ืนซ่ึงมีปริมาณอะมิโลสสูงจะใหสี้น ้ าเงิน
เขม้ถึงด า (Weatherwax, 1922) ท าใหก้ารตรวจสอบยนี wx โดยใชส้ารละลายโพแทสเซียม            
ไอโอไดดส์ามารถแยกพนัธุกรรม Wx/Wx, Wx/wx และ wx/wx ออกไดอ้ยา่งชดัเจน โดยละอองเกสร
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ของพวก Wx/Wx จะใหสี้น ้ าเงินเขม้ถึงด า ส่วน wx/wx จะใหสี้น ้ าตาลแดง และ Wx/wx จะใหท้ั้ง 2 สี
คละกนั เน่ืองจากละอองเกสรมีลกัษณะเป็นแฮพลอยด ์( haploid) ถา้หากยอ้มสีที่เมล็ดจะแยกได้
เพยีง 2 กลุ่ม คือ ใหสี้น ้ าเงิน (Wx/Wx และ Wx/wx) และ สีน ้ าตาลแดง (wx/wx) (กฤษฎา, 2546) 
นอกจากน้ี Fergason (1994) ยงักล่าววา่ การยอ้มสีที่ละอองเกสรช่วยใหส้ะดวกในการคดัเลือกยนี 
wx ที่ตอ้งการก่อนที่จะท าการผสมเกสร ซ่ึงเป็นเทคนิคพเิศษที่สามารถน ามาใชใ้นการผสมเกสรเพือ่
การถ่ายทอดยนี wx หรือ เพือ่ตรวจสอบสายพนัธุอิ์นเบรดในโครงการผลิตสายพนัธุอิ์นเบรด
ขา้วโพดขา้วเหนียว 
 
การปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดข้าวเหนียว 
 

คมสนั และคณะ (2541) ไดศึ้กษาถึงการสร้างลูกผสมระหวา่งประชากร(varietal crosses)
ของขา้วโพดขา้วเหนียวพนัธุพ์ื้นเมือง 7 พนัธุ ์คือ สุโขทยั1 สุโขทยั2 อยธุยา บางพระ พษิณุโลก   
ขาวนครศรี และขาวสุโขทยั ผสมแบบพบกนัหมด (diallel crossing) แลว้น าลูกผสมที่ไดม้าปลูก
ทดสอบ พบวา่ลกัษณะทางการเกษตรทุกลกัษณะที่ศึกษามีความแตกต่างกนัระหวา่งลูกผสมอยา่งมี
นยัส าคญั นอกจากน้ี ยงัพบวา่ลกัษณะที่ส าคญัๆในหลายลกัษณะของลูกผสมที่ไดดี้กวา่พอ่แม่พนัธุ์
ในระดบัที่สูงกวา่พนัธุพ์ื้นเมืองบางพนัธุ ์แสดงสมรรถนะในการผสมทัว่ไป (GCA) และสมรรถนะ
ในการผสมเฉพาะ (SCA) แสดงวา่สามารถใชป้ระชากรผสมเปิดขา้วโพดขา้วเหนียวพนัธุพ์ื้นเมือง
เป็นพอ่แม่พนัธุใ์นการผลิตลูกผสมระหวา่งพนัธุไ์ด ้

 
ในขณะเดียวกนัลกัษณะทางการเกษตรของขา้วโพดขา้วเหนียว ในโครงการปรับปรุงพนัธุ์

ต่างๆก็เป็นส่ิงส าคญัอยา่งยิง่ที่จะตอ้งใหค้วามส าคญัควบคู่กนัไป จากรายงานของศูนยว์จิยัพชืไร่
เชียงใหม่ (2534) ไดพ้ฒันาและปรับปรุงพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียว SSR TW 8801 โดยการน า
ขา้วโพดขา้วเหนียวพนัธุ์เทียนหวัรอ ซ่ึงเป็นพนัธุพ์ื้นเมืองในแถบจงัหวดัอยธุยามาปรับปรุงพนัธุโ์ดย
วธีิ S1 selection จ านวน 1 รอบการคดัเลือก หลงัจากนั้นคดัเลือกแบบ modified mass selection อีก 1 
รอบการคดัเลือก จนไดข้า้วโพดขา้วเหนียวที่มีลกัษณะทางการเกษตรและคุณภาพในการบริโภคที่ดี
ขึ้น คือ มีล าตน้ทีแ่ขง็แรง สม ่าเสมอ ใหผ้ลผลิตสูง จ  านวนฝักเฉล่ีย 3 ฝักต่อตน้ ขนาดฝักสม ่าเสมอ 
การเรียงแถวเมล็ดตรง มีรสหวาน หอม มีความเหนียวนุ่ม ไม่ติดฟันและเป็นที่ยอมรับของเกษตรกร 
 

นอกจากน้ี ยงัมีการน าสายพนัธุจ์ากต่างประเทศ (exotic varieties) มาเป็นแหล่งเช้ือ
พนัธุกรรมในการปรับปรุงพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียว เน่ืองจากสายพนัธุจ์ากต่างประเทศมกัจะมี
ลกัษณะทางการเกษตรที่ดีอยูม่ากโดยเฉพาะผลผลิตสูง แต่ส่ิงหน่ึงที่เป็นจุดดอ้ยเม่ือน าสายพนัธุ์
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เหล่าน้ีเขา้มาพฒันาพนัธุข์า้วโพดในประเทศไทย คือ การปรับตวัไม่ค่อยดีนกั ทั้งช่วงแสง การง่ายต่อ
การเขา้ท  าลายของโรคและแมลง ดงันั้นการปรับปรุงพนัธุใ์นปัจจุบนัจึงพยายามที่จะแกปั้ญหา
เหล่าน้ี โดยน าเช้ือพนัธุกรรมจากต่างประเทศมาผสมกบัขา้วโพดในประเทศไทยซ่ึงมีความสามารถ
ในการปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มดีอยูแ่ลว้ ดงัรายงานของ โชคชยัและคณะ (2544) ไดพ้ฒันาพนัธุ์
ขา้วโพดขา้วเหนียวจากต่างประเทศใหส้ามารถปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มของประเทศไทยไดดี้
ขึ้นและเพิม่ลกัษณะทางการเกษตรที่ดี โดยใชเ้ช้ือพนัธุกรรมจากขา้วโพดไร่ โดยการน าขา้วโพดขา้ว
เหนียวพนัธุผ์สมเปิดเมล็ดสีขาวจากประเทศฟิลิปปินส์  จ านวน 2 พนัธุ ์ไดแ้ก่ IRRI และ 

PHILIPPINE GLUTINOUS SYN # 20 ผสมกบัขา้วโพดไร่พนัธุสุ์วรรณ 3 แลว้สกดัสายพนัธุ ์    

อินเบรดจากทั้งสองประชากร คือ กลุ่ม A (SUWAN 3/ PHILIPPINE GLUTINOUS SYN # 20)–F4–
S4 จ านวน 6 สายพนัธุ ์และ กลุ่ม B (SUWAN 3/IRRI)–F4 –S4  จ านวน 4 สายพนัธุ ์โดยการน า          

สายพนัธุอิ์นเบรดจากทั้งสองประชากรมาผสมแบบพบกนัหมดระหวา่งกลุ่ม (factorial cross)ได้
ลูกผสม จ านวน 24 ลูกผสม ปลูกทดสอบผลผลิต พบวา่ สายพนัธุ ์A–182–4–6 และ สายพนัธุ ์          

B–143–3–2 ใหน้ ้ าหนกัฝักสดทั้งเปลือก น ้ าหนกัสดปอกเปลือก และจ านวนฝักสดปอกเปลือกที่ดี 

อีกทั้งยงัใหค้ะแนนรสชาติสูงเป็นอนัดบัหน่ึง และสองตามล าดบั ลูกผสมที่ไดจ้ากสายพนัธุด์งักล่าว 

(A–182–4–6/B–143–3–2) ใหน้ ้ าหนกัฝักสดทั้งเปลือก น ้ าหนกัฝักสดปอกเปลือกรวม น ้ าหนกัฝักสด
ปอกเปลือกที่ดีที่สุด คือ 2,783, 1,727 และ 1,585 กิโลกรัม/ไร่ ตามล าดบั และใหจ้  านวนฝัก/ไร่สูงสุด 

11,784 ฝัก/ไร่ รวมทั้งมีคุณภาพในการรับประทานดีที่สุด นอกจากน้ียงัมีลกัษณะทางพชืไร่บางอยา่ง
ที่ดี ไดแ้ก่ ตา้นทานโรคทางใบและมีเปลือกหุม้ฝักมิด 
 

อยา่งไรก็ตาม การปรับปรุงประชากรขา้วโพดขา้วเหนียวที่ผสมดว้ยพนัธุข์า้วโพดไร่ และ
การพฒันาสายพนัธุจ์ากประชากรดงักล่าว รวมทั้งการทดสอบผลผลิตลูกผสมที่ไดต้อ้งระมดัระวงั
และใหค้วามส าคญัในการคดัเลือกดา้นคุณภาพ ไดแ้ก่ รสชาติ ความนุ่ม กล่ิน และสี เพราะขา้วโพด
ไร่มีคุณภาพเหล่าน้ีดอ้ยกวา่ขา้วโพดขา้วเหนียว 
 
ความส าคญัของข้าวโพด opaque-2 
 

ขา้วโพดเล้ียงสตัว ์(field corn) นบัไดว้า่เป็นแหล่งอาหารคาร์โบไฮเดรตที่ดีแต่เป็นแหล่ง
โปรตีนที่มีคุณภาพต ่า เพราะมีปริมาณกรดอะมิโนที่จ  าเป็น คือ ไลซีน (lysine) และทริปโตแฟน 
(tryptophan) ปริมาณต ่า จนกระทัง่มีการคน้พบขา้วโพดที่มีความผดิปกติทางพนัธุกรรมซ่ึงมี
ปริมาณทริปโตแฟนสูงกวา่ปกติ โดย Mertz et al. (1964) และ Nelson et al. (1965) ไดค้น้พบยนี 
opaque-2 บนโครโมโซมคู่ที่ 7 ซ่ึงเป็น recessive gene และพบยนี floury-2 บนโครโมโซมคู่ที่ 4 
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โดยยนี opaque-2 จะมีปริมาณไลซีนและทริปโตแฟนสูงกวา่ขา้วโพดปกติ ท  าใหมี้คุณค่าทางอาหาร
ส าหรับมนุษยแ์ละสตัวสู์งดว้ย ขา้วโพดที่มียนี opaque-2 ถูกเรียกวา่ขา้วโพดโอเปกหรือขา้วโพด
คุณภาพโปรตีน โดยปกติแลว้โปรตีนที่สะสมในเมล็ดขา้วโพดเป็นโปรตีนประเภท alcohol-soluble 
protein หรือเรียกไดว้า่ prolamines (zein) ซ่ึงจะมีปริมาณไลซีนและทริปโตแฟนในปริมาณต ่า งาน
พฒันาสายพนัธุข์า้วโพดส าหรับยนี opaque-2 และ floury-2 มีการทดลองอยา่งต่อเน่ือง โดย
เฉพาะงานทางดา้นการปรับปรุงพนัธุป์กติ (conventional breeding) ในระยะต่อมาจึงไดเ้ร่ิมมี
การศึกษาลงไปถึงระดบัโมเลกุล ดงัรายงานของ Prasanna et al. (2001) ไดมี้ความพยายามที่จะ
พฒันาสายพนัธุข์า้วโพดคุณภาพโปรตีนโดยใชเ้ทคโนโลยทีางด้านโมเลกุลเคร่ืองหมายเขา้มาช่วย
ในการเขา้ใจถึงพนัธุกรรม พื้นฐานระดบัโมเลกุล พื้นฐานทางชีวเคมี พร้อมๆ กบัการพฒันาสาย
พนัธุข์า้วโพดให้คุณภาพโปรตีนสูงตามไปดว้ย 
 
คุณภาพของข้าวโพด opaque-2 
 

ขา้วโพด opaque-2 มีระดบัโปรตีนใกลเ้คียงกบัขา้วโพดทัว่ไป คือ มีโปรตีนประมาณ 9–10 
เปอร์เซ็นต ์และยงัมีคุณภาพโปรตีนสูงกวา่ขา้วโพดทัว่ไป ซ่ึงคุณภาพโปรตีนน้ีวดัไดโ้ดยใชร้ะดบั
ของกรดอะมิโนที่จ  าเป็นต่อการเจริญเติบโตของส่ิงมีชีวติ 2 ชนิด คือไลซีนและทริปโตแฟนใน
โปรตีน โดยในขา้วโพดทัว่ไปมีไลซีนประมาณ 2.6 เปอร์เซ็นต ์ส่วนขา้วโพด opaque-2 มีประมาณ 
4 เปอร์เซ็นต ์และขา้วโพดทัว่ไปจะมีทริปโตแฟน ประมาณ 0.6 เปอร์เซ็นต ์ในขณะที่ขา้วโพด 
opaque-2 มีประมาณ 1.3 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (Mertz et al., 1964) 

 
Bressani (1966) รายงานการทดลองใชข้า้วโพด opaque-2 เป็นอาหารกบัเด็กจ านวน 6 คน 

ซ่ึงมีอายตุั้งแต่ 24-75 เดือน น ้ าหนกั 10.82-19.05 กิโลกรัม พบวา่ เด็กเหล่าน้ีบริโภคโปรตีน 1.8–15 
กรัมต่อน ้ าหนกัเด็ก 1 กิโลกรัมต่อวนั มีปริมาณไนโตรเจนโดยเฉล่ียวดัเป็นเปอร์เซ็นตข์องนมที่
บริโภคเท่ากบั 26.4 และ 30.8 เปอร์เซ็นต ์แต่ขา้วโพด opaque-2 จะเท่ากบั 28.1 และ 26.1 
เปอร์เซ็นต ์ค่าดชันีของสภาพสมดุลของไนโตรเจน (nitrogen balance index) ส าหรับนมเท่ากบั 0.8 
ขา้วโพด opaque-2 เท่ากบั 0.72 และขา้วโพดทัว่ไปเท่ากบั 0.31 แสดงใหเ้ห็นวา่ขา้วโพด opaque-2 
มีคุณภาพโปรตีนเป็น 90 เปอร์เซ็นตข์องนม เด็กๆ ในประเทศโคลมัเบีย ที่เป็นโรคขาดสารอาหาร
สามารถมีสุขภาพเป็นปกติไดเ้ม่ือใชข้า้วโพด opaque-2 เป็นแหล่งของโปรตีน (Clark et al., 1977) 
Bressani and Elias (1979) รายงานการใชข้า้วโพดธรรมดา ขา้วโพด opaque-2 และนม ในอายเุด็ก 
4-5 เดือน จากสมการรีเกรสชัน่เสน้ตรง (linear regression) ของ nitrogen absorbed กบั nitrogen 
balance พบวา่คุณค่าทางอาหารของขา้วโพด opaque-2 เท่ากบันมซ่ึงมากกวา่ขา้วโพดปกติสองเท่า 
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Lopez-Pereira (1992) ศึกษาบทบาทของการใชข้า้วโพด QPM เป็นส่วนผสมของอาหาร
สุกรในประเทศบราซิลและเอลสวาดอร์ พบวา่ราคาอาหารสุกรจะลดลง เม่ือใชข้า้วโพด QPM เป็น
ส่วนผสม การน าขา้วโพด opaque-2 ไปใชเ้ป็นอาหารเล้ียงไก่จะท าใหไ้ก่เจริญเติบโตเร็วและใช้
ปริมาณอาหารต่อหน่วยนอ้ยกวา่ขา้วโพดธรรมดา 

 
Bantte and Prasanna (2003) ไดท้  าการศึกษาถึงการเปล่ียนแปลงคุณสมบตัิของโปรตีนใน

เอนโดสเปิร์มของขา้วโพดอินเบรดโปรตีนสูงที่ไดม้าจาก 2 แหล่ง คือ อินเดีย และ CIMMYT โดย
ท าการเปรียบเทียบกบัขา้วโพดทัว่ไป (normal maize) พบวา่ ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) 
มีความแตกตางกนัทางสถิติ นอกจากน้ียงัพบวา่ปริมาณทริปโตแฟนยงัมีค่าสูงกวา่ขา้วโพดทัว่ไปอีก
ดว้ย 
 
การปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพดคุณภาพโปรตีนสูง 
 

ถึงแมว้า่คุณค่าทางอาหารของขา้วโพด opaque-2 เป็นที่ยอมรับอยา่งกวา้งขวาง แต่ปัญหา
เก่ียวกบัขา้วโพดชนิดน้ียงัมีอีกมาก สุทศัน์ (2514 และ 2515) เม่ือมีการถ่ายทอดยนี opaque-2 เขา้ไป
ยงัขา้วโพดทัว่ไปจะท าใหคุ้ณภาพโปรตีนเพิม่ขึ้น ปัญหาที่ส าคญั คือ เมล็ดมีลกัษณะแป้งอ่อน    
(soft endosperm) สีเหลืองซีดหรือขาวขุ่น ลกัษณะแป้งอ่อนในเอนโดสเปิร์ม ท าใหแ้มลงเจาะเขา้
ท าลายไดง่้าย ก่อใหเ้กิดปัญหาเร่ืองการเก็บรักษาเมล็ดไวน้านๆ คุณภาพของแป้งขา้วโพดใชเ้ป็น
อาหารมนุษยล์ดลง น ้ าหนกัเมลด็เบากวา่ขา้วโพดทัว่ไปท าใหผ้ลผลิตต่อไร่ต ่าไม่เป็นที่ยอมรับของ
เกษตรกร 

 
ดงันั้นนกัปรับปรุงพนัธุพ์ชืจึงพยายามแกไ้ขปรับปรุงลกัษณะดอ้ยต่างๆ Paez et al. (1969) 

พบวา่ สายพนัธุพ์อ่แม่บางสายพนัธุท์ี่เป็น homozygous opaque-2 จะใหลู้กที่มีลกัษณะเป็นเมล็ดสอง
ชนิด คือ ลกัษณะเมล็ด opaque ทั้งเมล็ด (แป้งอ่อน, สีซีด, ทึบแสง) และลกัษณะ modified opaque 
(คร่ึงเมล็ดเป็นแป้งอ่อนและคร่ึงเมลด็เป็นแป้งแขง็) จากการวเิคราะห์ทางเคมี พบวา่ ลกัษณะเมล็ดที่
เป็น modified opaque มีปริมาณไลซีน และทริปโตแฟนสูงพอๆ กบัเมล็ดที่เป็น opaque แท้ๆ ในฝัก
เดียวกนั โดยผลที่ไดเ้ป็นผลจาก modified genes complex ซ่ึงท าใหย้นี opaque-2 แสดงออกแตกต่าง
จากเดิมในลกัษณะของเอนโดสเปิร์ม ขณะที่ Vasal and Halluaer (1994) พบวา่ ลกัษณะเมล็ด 
modified opaque จะผนัแปรตามสดัส่วนของ translucent ต่อ opaque นอกจากน้ียงัไดใ้หข้อ้สงัเกต
วา่อิทธิพลดงักล่าวมีความแตกต่างเม่ือท าการผสมแบบผสมสลบั (reciprocal cross) ซ่ึงเป็นผลมา
จากอิทธิพลทางแม่ (maternal effect) และแสดงออกทางลกัษณะของเมล็ดที่เกิดขึ้น 
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Lodha et al. (1976) ศึกษาเก่ียวกบัลกัษณะ modified endosperm และ vitreous endosperm 
ของขา้วโพด opaque-2 พบวา่เอนโดสเปิร์มของขา้วโพด opaque-2 จะมีค่าเฉล่ียโปรตีน 8.08 
เปอร์เซนต ์และปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน 0.94 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเอนโดสเปิร์มของขา้วโพด 
modified opaque-2 มีค่าเฉล่ียโปรตีนประมาณ 9.36 เปอร์เซ็นต ์และปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน 
0.84 เปอร์เซ็นต ์เม่ือมีการเพิม่ลกัษณะเมล็ดขา้วโพด opaque-2 ใหโ้ปร่งใสขึ้นใกลเ้คียงกบัขา้วโพด
ทัว่ไป จะท าใหป้ริมาณโปรตีนเพิม่ขึ้นจาก 9.4 เปอร์เซ็นต ์ถึง 12.6 เปอร์เซ็นต ์และปริมาณไลซีน 
จะลดลงจาก 3.6 เปอร์เซ็นต ์เป็น 1.6 เปอร์เซ็นต ์และปริมาณทริปโตแฟนจะลดลงจาก 0.96 
เปอร์เซ็นต ์เป็น 0.34 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงผลการทดลองน้ีขดัแยง้กบัการรายงานของ Vasal (1994) ที่
ปรับปรุงขา้วโพดคุณภาพโปรตีน (QPM) โดยใชย้นี opaque-2 ร่วมกบั modifying gene ที่ท  าให้
เมล็ดแขง็และใส (vitreousness) ในขณะเดียวกนัปริมาณโปรตีนมีปริมาณปกติแต่ปริมาณทริปโต
แฟนและไลซีนสูงขึ้นเป็นสองเท่าของขา้วโพดทัว่ไป 

 
Navarro and Domingo (1977) รายงานวา่ สภาพแวดลอ้มของสถานที่ มีอิทธิพลอยา่งมาก

ต่อ modified kernel ทั้ง น ้ าหนกัเมล็ด ปริมาตรเมล็ด และปริมาณไลซีน มีค่าสูงกวา่ในสภาพสถานที่ 
ที่มีอุณหภูมิต  ่า ส าหรับการคดัเลือกปริมาณไลซีนสูงใหมี้ประสิทธิภาพ จะตอ้งค านึงถึงการผสมขา้ม
กนัอยา่งอิสระ (random mating) ในการคดัเลือกปริมาณ modification สูงขึ้นจะท าใหเ้ปอร์เซ็นต ์
modification kernel เพิม่ขึ้นแต่ปริมาตรเมล็ดลดลง การเพิม่ปริมาณโปรตีน และน ้ าหนกัเมล็ดลดลง 
ขึ้นอยูก่บัการคดัเลือกปริมาณไลซีนในโปรตีน แต่ผลจะแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบัอุณหภูมิ และ
นอกจากน้ียงัไดท้  าการทดลองน าลกัษณะ opaque-2 รวมกบัยนี sugary-2 เป็นแบบ double recessive 
พบวา่ ยนีทั้งสองอลัลีล ใหผ้ลบวกทาง additive คือ ท าใหป้ริมาณไลซีน สูงกวา่ขา้วโพด opaque-2 
ธรรมดา ในขณะที่ลกัษณะแป้ง, เปลือกหุม้เมล็ด และผลผลิตสูงกวา่ขา้วโพดลูกผสม opaque-2 และ
ขา้วโพดลูกผสมทัว่ไป 
 
การปรับปรุงข้าวโพดคุณภาพโปรตีนด้วยวิธีปกติ (conventional breeding)  
 

การปรับปรุงคุณภาพโปรตีนในขา้วโพดดว้ยวธีิปกตมีิขอ้จ ากดัในเร่ืองของการตรวจสอบ
ปริมาณของไลซีนและทริปโตแฟนในช่วงแรกของการเจริญเติบโตของขา้วโพด นกัปรับปรุงพนัธุ์
จะไม่สามารถบอกไดว้า่ตน้ใดที่มีอลัลีลของยนี opaque-2 ที่จะส่งผลใหไ้ดผ้ลผลิตที่มีปริมาณของ 
ไลซีนและทริปโตแฟนสูงจนกวา่จะส้ินสุดฤดูกาล ท าใหก้ารผสมพนัธุต์อ้งท าทั้งประชากร การ
จ าแนกขา้วโพด QPM ที่น่าเช่ือถือจะตอ้งส่งตวัอยา่งเมล็ดขา้วโพดไปวเิคราะห์ที่หอ้งปฏิบติัการ โดย
ในขั้นตอนแรกจะวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนเพือ่น าไปหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด และวเิคราะห์
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ปริมาณทริปโตแฟนที่มีในส่วนของเอนโดสเปิร์ม และขั้นตอนที่สองเป็นการหาปริมาณความ
เขม้ขน้ของโปรตีน EF-1A ซ่ึงมีความสมัพนัธสู์งกบัปริมาณของ lysine ในเอนโดสเปิร์ม     
(Habben et al., 1995) ขา้วโพด QPM โดยทัว่ไปจะมีอตัราส่วนของปริมาณ lysine:tryptophan ใน
สดัส่วน 4:1 ดงันั้นการวเิคราะห์กรดอะมิโนตวัใดตวัหน่ึงจะสามารถบอกลกัษณะของยนี opaque-2 
ที่ควบคุมอยูใ่นพชืตน้นั้นๆ ได ้นอกจากน้ีขอ้จ ากดัของยนี opaque-2 ซ่ึงเป็น recessive gene ท าให้
ขา้วโพดที่มี genotype เป็น heterozygous (O2o2) แสดงออกเหมือนกบั homozygous dominant 
(O2O2) ท าใหก้ารจ าแนกความแตกต่างของทั้งสองยโีนไทป์น้ีตอ้งท าการผสมตวัเองก่อนแลว้น า
เมล็ดที่ไดไ้ปปลูกในฤดูถดัไปเพือ่พจิารณาเฉพาะตน้ที่มีการแสดงออกเป็นขา้วโพด QPM และ
วเิคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนในเอนโดสเปิร์ม วธีิการดงักล่าวน้ีท าใหค้่อนขา้งเสียเวลาค่อนขา้งมาก 
(Dreher et al., 2002) 
 
การปรับปรุงโดยวิธีการผสมกลับ 
 

การผสมกลบั (backcrossing) คือ การน าเอาลูกผสมที่ไดผ้สมกลบัไปยงัพอ่หรือแม่ เพือ่
เสริมลกัษณะใดลกัษณะหน่ึงเพยีงไม่ก่ีลกัษณะเขา้ไปยงัพนัธุพ์ชืที่เห็นวา่ดีอยูแ่ลว้ แต่ขาดลกัษณะที่
ตอ้งการบางลกัษณะ ซ่ึงเป็นการถ่ายทอดยนีจากสายพนัธุห์น่ึงไปยงัสายพนัธุห์น่ึง (Allard, 1960) 

 
การผสมกลบั ประกอบดว้ย สายพนัธุใ์หย้นี (donor parent) คือสายพนัธุท์ี่มียนีที่ตอ้งการ

บางยนีถ่ายไปยงัสายพนัธุรั์บ (recipient parent) และสายพนัธุรั์บยนี คือ สายพนัธุดี์ที่จะตอ้งน า
ลูกผสมที่เกิดขึ้นผสมกลบัไปหาอยา่งต่อเน่ือง จึงมีช่ือเรียกอีกอยา่งวา่ recurrent parent ลูกผสมที่
เกิดขึ้นจึงเป็นลูกผสมกลบั (backcross hybrid) ถา้ผสมกลบัคร้ังที่ 1 เรียกวา่ลูกผสมกลบัคร้ังที่ 1 
(BC1) วธีิการผสมกลบัเป็นวธีิการมีประสิทธิภาพในการถ่ายทอดลกัษณะคุณภาพ การปรับปรุงพนัธุ์
โดยวธีิการผสมกลบัอาจท าไดอ้ยา่งตรงไปตรงมาตามขั้นตอนมาตรฐาน หรืออาจซบัซอ้นขึ้นอยูก่บั
ความยากง่ายในการถ่ายทอดลกัษณะ และปฏิสมัพนัธร์ะหวา่งสายพนัธุท์ี่ใช ้(กฤษฎา, 2546) 
 
การใช้เคร่ืองหมายทางโมเลกลุช่วยในการปรับปรุงพันธ์ุข้าวโพด 
 

ในปัจจุบนัไดมี้การน าเอาเทคนิคทางเทคโนโลยชีีวภาพ (biotechnology) เขา้มามีส่วนช่วย
เร่งกระบวนการปรับปรุงพนัธุข์า้วโพด คือ การใชเ้ป็นเคร่ืองมือช่วยในการคดัเลือกพนัธุอ์ยา่งมี
ประสิทธิภาพ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในการถ่ายยนีที่ส าคญัทางเศรษฐกิจจากพนัธุห์น่ึงไปสู่อีกพนัธุห์น่ึง 
โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลที่อยูใ่กล ้หรือ อยูบ่นยนีที่ตอ้งการถ่ายทอดนั้น สามารถเขา้มามีบทบาทที่
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ส าคญัในการเพิม่ความแม่นย  าในการคดัเลือก ลดระยะเวลาในการด าเนินการ ในการเลือกใช้
โมเลกุลเคร่ืองหมาย (molecular marker) โมเลกุลเคร่ืองหมายที่อยูใ่กลย้นีมากที่สุดสามารถน ามาใช้
ช่วยในการคดัเลือกนั้นขึ้นอยูก่บัปัจจยัหลายประการดงัน้ี 1) ความถูกตอ้งแม่นย  าในการวางต าแหน่ง
ยนี โดยการใชห้ลกัการวเิคราะห์ต าแหน่งของยนีควบคุมลกัษณะปริมาณ 2) ระยะห่างระหวา่ง
โมเลกุลเคร่ืองหมายและยนีที่ท  าการถ่ายทอด และ 3) พื้นฐานทางพนัธุกรรมของพนัธุท์ี่จะไดรั้บการ
ถ่ายทอดยนี 
 

ประสิทธิภาพของการใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือก (marker-assisted 
selection, MAS) เม่ือเปรียบเทียบกบัการคดัเลือกแบบปกตินั้น ยงัขึ้นอยูก่บัตน้ทุนการทดสอบ
โมเลกุลเคร่ืองหมาย ตน้ทุนในการวดัลกัษณะขนาดของประชากรที่ใช ้จ  านวนซ ้ าและค่า heritability 
ของลกัษณะ การใช ้MAS จะมีประสิทธิภาพ และคุม้ค่ามากเม่ือลกัษณะที่จะตรวจสอบมีค่า 
heritability ต ่ามีค่าใชจ่้ายในการวดัลกัษณะสูงและมีจ านวนตวัอยา่งในการวดัมาก 
  

Bentte and Prasanna (2003) ศึกษา SSR marker ดงัน้ี bnlg439, phi057, blng125, dupssr34 
และ bnlg105 ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ใหค้วามแตกต่างของ polymorphism สูงในการคดัเลือก
ขา้วโพดที่มีพนัธุกรรมเป็น QPM อยา่งไรก็ตาม จากรายงานของ Chin et al. (1996) พบวา่
เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถแยกความแตกต่างของยโีนไทป์
ของยนี opaque-2 ไดเ้ช่นกนั 
 

นอกจากน้ี เคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 สามารถแยกความแตกต่างของยโีนไทป์ของยนี 
waxy ได ้(Senior et al., 1996) แต่อยา่งไรก็ตาม ยงัไม่มีรายงานของการปรับปรุงพนัธุข์า้วโพด     
ขา้วเหนียวโดยใชย้นี opaque-2 ผา่นวธีิการผสมพนัธุแ์ละใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลช่วยในการคดัเลือก
พนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 
 
สมรรถนะการผสม (Combining ability) 
 

หลกัการสร้างลูกผสมที่ดี คือ การสร้างสายพนัธุแ์ท ้และหาลูกผสมที่ดีจากสายพนัธุแ์ทท้ี่
สร้างขึ้น (พรีะศกัด์ิ และเจริญศกัด์ิ, 2529) โดยส่ิงที่ควรพจิารณาในการท าลูกผสม คือ สมรรถนะ
การผสมของพอ่แม่ เป็นค่าที่แสดงถึงความสามารถของพชืที่จะใหลู้กผสมที่ดีหรือเลว แบ่งได ้2 
พวก คือ สมรรถนะการผสมทัว่ไป (general combining ability, GCA) การที่พชืพนัธุพ์ชืหน่ึง
สามารถผสมพนัธุก์บัพนัธุอ่ื์นๆ หลายพนัธุแ์ลว้ใหค้่าเฉล่ียของลูกผสมทั้งหมดอยูใ่นเกณฑดี์ 
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สมรรถนะการผสมเฉพาะ (specific combining ability, SCA) การที่พนัธุห์น่ึงผสมกบัอีกพนัธุห์น่ึง
แลว้ใหค้่าเฉล่ียของลูกผสมที่ดีเท่านั้น (รังสฤษด์ิ, 2539) ในการทดสอบสมรรถนะในการผสม วธีิที่
นิยมมากวธีิหน่ึงคือ การทดสอบคู่ผสมแบบพบกนัหมด (diallel cross) เป็นวธีิที่ตรงไปตรงมา แต่จะ
ขาดประสิทธิภาพ ถา้มีสายพนัธุจ์  านวนมาก วธีิน้ีจึงเหมาะในการใชก้บัสายพนัธุ์ที่ผา่นการคดัเลือก
มาแลว้เป็นอยา่งดี และไม่ควรใชเ้กิน 10 สายพนัธุ ์(กฤษฎา, 2551) ซ่ึงรายงานเก่ียวกบัทฤษฎีและวธีิ
วเิคราะห์ การผสมแบบพบกนัหมดไดห้ลายวธีิ เช่น Hayman (1954 a, b; 1957; 1960), Griffing 
(1956) และ Gardner and Eberhart (1966)  
 

Bjarnason and Klein (1976) ศึกษาการผสมแบบพบกนัหมดในขา้วโพด opaque-2 
ขา้วโพดธรรมดา จากการวเิคราะห์สมรรถนะการผสมในลกัษณะเมล็ด พบวา่อตัราส่วนของความ
แปรปรวน GCA ต่อ SCA มีค่าเท่ากบั 17 ต่อ 1 สายพนัธุข์า้วโพด opaque-2 จะมีค่า GCA สูงที่สุด 
Bjarnasan et al., (1977) ท าการศึกษาการผสมแบบพบกนัหมดของขา้วโพดสายพนัธุอิ์นเบรด 
opaque-2 ขา้วโพดที่เป็น hard endosperm ขา้วโพดลูกผสมสลบั และขา้วโพดธรรมดา พบวา่ จาก
การวเิคราะห์ ไลซีนจากฝักที่มีการกระจายตวัของลูกผสมที่ผสมตวัเองจากขา้วโพดธรรมดา 2.6 
เปอร์เซ็นต ์แต่ฝัก modified opaque-2 และฝัก opaque-2 จะมีปริมาณไลซีนอยูร่ะหวา่ง 3.6-3.9 
เปอร์เซ็นต ์ส าหรับ modifying gene จะมีอิทธิพลอยา่งมากกบัลกัษณะของเอนโดสเปิร์ม แต่จะมี
เพยีงเล็กนอ้ยในเร่ืองของปริมาณโปรตีน 
 
ลักษณะคุณภาพส าหรับการบริโภค 
 

กล่ินรส (flavor) ความหวานเป็นองคป์ระกอบหลกัของคุณภาพการบริโภคขา้วโพดฝักสด
นัน่ หมายถึง กล่ินหอมและรสชาติดี ซ่ึงกล่ินของขา้วโพดเป็นความหอมเฉพาะตวัที่เกิดขึ้นเม่ือน า
ขา้วโพดมาท าใหสุ้ก (Flora and Wiley, 1974) ส าหรับรสชาติหมายถึงความนุ่ม และส่วนประกอบ
ของเน้ือขา้วโพด ทั้งรสชาติและกล่ิน สามารถคดัเลือกโดยทดสอบดว้ยการกดัชิมระหวา่งการ
ปรับปรุงพนัธุ์ 

 
ความนุ่ม (tenderness) หมายถึง ลกัษณะเมล็ดขา้วโพดและความหนาของเปลือกหุม้เมล็ด

คุณภาพความนุ่มของเมล็ดขา้วโพดมีความสมัพนัธต์รงกนัขา้มกบัความหนาของเปลือกหุม้เมล็ด ถา้
เปลือกหุม้เมล็ดหนาความนุ่มจะมีนอ้ย เปลือกหุม้เมล็ดไดม้าจากเน้ือเยือ่ตน้แม่ ความหนาของ
เปลือกหุม้เมล็ดจึงเป็นผลมาจากชนิดเอนโดสเปิร์ม ซ่ึงขึ้นอยูก่บัแหล่งพนัธุกรรมที่ใชใ้นการพฒันา
สายพนัธุอิ์นเบรด (Tracy, 2001) 
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การวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์ม 
 

การวเิคราะห์ปริมาณของโปรตีนและทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มของเมล็ดจากแปลง
ทดสอบผลผลิตลูกผสม จากการผสมแบบพบกนัหมด และประชากรพอ่แม่ ตามวธีิของ Villegas 
และ Mertz (1971) ซ่ึงมีขั้นตอนการเตรียมเมล็ด ดงัน้ี 1) สุ่มตวัอยา่งเมล็ดประมาณ 20-30 เมล็ด แช่
น ้ ากลัน่ประมาณ 30 นาที หลงัจากนั้นลอกเอา pericarp และแกะส่วนของ germ ออก ผึ่งลมใหแ้หง้ 
2) บดเอนโดสเปิร์มใหมี้ขนาด 0.08 มิลลิเมตรดว้ย cyclone mill ห่อดว้ยกระดาษกรอง และ 3)สกดั
ไขมนัดว้ยเคร่ืองสกดัไขมนั โดยใช ้hexane เป็นตวัท าละลาย ทิ้งไวใ้หแ้หง้ จากนั้นน าไปวเิคราะห์
โปรตีนในเมล็ด ซ่ึงเป็นการวเิคราะห์ nitrogen content และน ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนใน
เมล็ด โดยการคูณดว้ยค่าคงที่ 6.25 ตามวธีิ Micro-kjedahl method  
 

ส าหรับการวเิคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนในเมล็ดนั้น จากการศึกษาของ Hernandez and 
Bates (1969) พบวา่กรดอะมิโนที่จ  าเป็น ไลซีนและทริปโตแฟนนั้น มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกนัมาก
ใน endosperm ของขา้วโพด opaque-2 โดยถา้ค่าปริมาณของทริปโตแฟนในโปรตีนมีค่าสูงจะพบวา่
ค่าปริมาณไลซีนในโปรตีนจะมีค่าสูงดว้ย (ประมาณ 1:4) ดงันั้นการวเิคราะห์กรดอะมิโน          
ทริปโตแฟนเพยีงอยา่งเดียวก็สามารถประเมินปริมาณไลซีนได ้ 
 

การวเิคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มขา้วโพดตามวธีิของ Villegas และ Mertz 
(1971) ตอ้งค านึงถึงคุณภาพของกรดซลัฟุลริก (H2SO4) เพราะมีผลถึงปริมาณทริปโตแฟนที่วดัได ้
จากขอ้จ ากดัของวธีิดงักล่าวน้ี Nurit et al. (2009) ไดใ้ชก้รดไกลออกซาลิก (glyoxaric acid) เพิม่เติม
ขึ้นมาจากวธีิของ Villegas และ Mertz ท าใหก้ารวเิคราะห์ผลไดแ้ม่นย  า่ยิง่ขึ้น และใหผ้ลเหมือนกบั
การวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. พนัธุข์า้วโพด 
1.1 สายพนัธุ์ อินเบรด ขา้วโพดขา้วเหนียว (inbred line) จากโครงการปรับปรุง พนัธุ์

ขา้วโพดของศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คือ 

1.1.1 Kwi1  

1.1.2 Kwi9 

1.2 สายพนัธุอิ์นเบรดขา้วโพดไร่คุณภาพโปรตีน (quality protein maize; QPM) คือ  

Q53 ซ่ึงไดม้าจากโครงการปรับปรุงพนัธุข์องมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ โดยสายพนัธุด์งักล่าวมา

จากประชากรคุณภาพโปรตีนของ CIMMYT (PopII#53) 

1.3 ขา้วโพดขา้วเหนียวพนัธุผ์ สมเปิด (open-pollinated variety) คือ พนัธุรั์ชตะ  และ

ขา้วโพดขา้วเหนียวลูกผสมเด่ียว (single cross hybrid ) พนัธุบ์ิ๊กไวท ์โดยสองพนัธุน้ี์ใชเ้ป็นพนัธุ์

ตรวจสอบ (check variety) 

 

2. สารเคมี 

2.1 สารเคมีที่ใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอ 

2.1.1 ไนโตรเจนเหลว 

2.1.2 2X CTAB (Cethyl trimethyl ammonium bromide) 

2.1.3 TE buffer 

2.1.4 Linear polyacrylamide 

2.1.5 Washing buffer 

2.1.6 2-Mercaptoethanol 

2.1.7 Chloroform 

2.1.8 Isoamyl alcohol 

2.1.9 70% Ethanol 
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2.1.10 Phenol 

2.1.11 RNase buffer 

2.1.12 Iso-propanol 

2.1.13 3M Sodium acetate 

2.1.14 RNase A 

2.2 สารเคมีที่ใชส้ าหรับการท า PCR 

2.2.1 Ultra pure water (ddH2O) 

2.2.2 Mgcl2 

2.2.3 dNTP 

2.2.4 Taq DNA polymerase 

2.2.5 glyceraol 

2.2.6 Tag buffer (10x; Mg-free) 

2.2.7 Primer phi057 

forward; 5’- CTCATCAGTGCCGTCGTTCCAT – 3’ 
reverse; 5’- CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC – 3’  
 

2.2.8 Primer phi022 
 
forward; 5’-TGCGCACCAGCGACTGACC-3’ 
reverse; 5’-GCGGGCGACGCTTCCAAAC-3’ 
 

2.3 สารเคมีใชใ้นการท า polyacrylamide gel electrophoresis และการยอ้มแถบดีเอ็นเอ 
2.3.1 Bind silane 
2.3.2 Repel silane 
2.3.3 Glacial acetic acid 
2.3.4 Acrylamide 
2.3.5 Bis-acrylamide 

2.3.6 95% Ethanol 
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2.3.7 Urea 

2.3.8 5X TBE, 1X TBE 

2.3.9 AFLP loading dry 

2.3.10 Ammonia 

2.3.11 Sliver nitrate 

2.3.12 3M Sodium hydroxide 

2.3.13 Sodium carbonate 

2.3.14 40% Formaldehyde 

2.3.15 Molecular weight standard (100bp) 

2.4 สารเคมีที่ใชท้  า agarose gel electrophoresis และการยอ้มแถบดีเอ็นเอ 

2.4.1 Agarose 

2.4.2 1X TBE 

2.4.3 AFLP loading dry 

2.4.4 Ethidium bromide 

2.4.5 Molecular weight standard (1 kb) 

2.5 สารเคมีที่ใชย้อ้มละอองเกสร 

2.5.1 0.3% Iodine 

2.5.2 1.0% Potassium iodide 

2.6 สารเคมีที่ใชใ้นการวเิคราะห์ปริมาณทริปโตแฟน 

2.6.1 Haxane 

2.6.2 0.165 M Sodium acetate (pH 7) 

2.6.3 Papain 

2.6.4 30 N Sulfuric acid, 7 N Sulfuric acid 

2.6.5 0.1 M Glyoxilic acid 

2.6.6 1.8 M Ferric chloride 

2.6.7 DL-Tryptophan 

2.7 สารเคมีที่ใชว้เิคราะห์ปริมาณอะมิโลส 
2.7.1 1 N NaOH 
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2.7.2 Potato amylase, 100% purity 
2.7.3 95%Ethyl alcohol  
2.7.4 Glacial acetic acid 
2.7.5 Iodine  

2.8 สารเคมีที่ใชว้เิคราะห์ปริมาณ Total sugar และ Reducing sugar 
2.8.1 0.1 N NaOH 
2.8.2 0.1 N HCl 
2.8.3 D-glucose anhydrous 
2.8.4 Alkalic copper reagent  
2.8.5 Arsenomolybdic reagent 

2.9 สารเคมีที่ใชว้เิคราะห์ปริมาณโปรตีน 

2.9.1 Hexane 

2.9.2 98% Sulfuric acid, 0.05018 N Sulfuric acid 

2.9.3 Catalyst (Na2SO4 100g: Se 1g) 

2.9.4 10N Sodium hydroxide, 0.1 N Sodium hydroxide 

2.9.5 Boric acid 

2.9.6 95% Ethyl alcohol  
 
3. อุปกรณ์ 

3.1 โกร่งบดตวัอยา่ง 
3.2 หลอดทดลอง 
3.3 อ่างควบคุมอุณหภูมิ 
3.4 เคร่ืองชัง่สารทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
3.5 เคร่ืองเซนติฟิวจ ์
3.6 ไมโครปิเปตชนิดปรับปริมาตรได ้
3.7 ชุด sequencing gels 
3.8 เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า 
3.9 เคร่ืองฉายแสง ultraviolet 
3.10 เคร่ืองถ่ายภาพดีเอ็นเอ 
3.11 เคร่ืองสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ (PCR) 
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3.12 Spectrophotometer 
3.13 เคร่ือง eletroporesis ส าหรับ acrylamide gels 
3.14 เคร่ืองบดเมล็ด (Extraction Unit 13-811) 
3.15 เคร่ืองแกว้ 
3.16 pH meter 
3.17 Shaker, Vortex-Genie2 
3.18 เคร่ืองสกดัไขมนั (SER 148 extraction unit by solvent) 
3.19 กระดาษกรอง 
3.20 Incubator 
3.21 Cyclone mill 
3.22 หลอดไมโครเซนติฟิวจ ์

 
วิธีการ 

 
น าสายพนัธุอิ์นเบรดขา้วโพดขา้วเหนียว (O2O2wxwx) จากศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้วฟ่าง

แห่งชาติจ านวน 2 สายพนัธุ ์คือ Kwi1 และ Kwi9 ผสมกบัขา้วโพดไร่ QPM ที่มียนี opaque-2 
(o2o2WxWx) คือ Q53 จากโครงการปรับปรุงพนัธุข์า้วโพดคุณภาพโปรตีน (ศ.4.48) ของ
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ซ่ึงสกดัมาจากขา้วโพดพนัธุผ์สมเปิด ของศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้วสาลี
นานาชาติ (CIMMYT) ซ่ีงเป็นพนัธุท์ี่มีคุณภาพโปรตีนสูง ไดลู้กผสมชัว่แรก (F1) สองคู่ผสมคือ  
Kwi1 x Q53 และ Kwi9 x Q53 เพือ่เพิม่ลกัษณะทางพนัธุกรรมของขา้วโพดขา้วเหนียวใหม้ากขึ้นจึง
ใชว้ธีิการปรับปรุงพนัธุแ์บบผสมกลบั (backcross) ไปยงัสายพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวไดลู้กผสมกลบั
ชัว่ที่ 1 (BC1F1) ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 จะคดัเลือกยโีนไทป์ของยนีต าแหน่ง waxy (wxwx) ดว้ยการ
ยอ้มละอองเกสร และคดัเลือกยนี opaque-2 (o2o2) ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 ซ่ึงเป็น simple 
sequence repeat (SSR) (Chin et al., 1996) ต่อมาในรุ่น BC1S1 ตรวจสอบยนี opaque-2 (o2o2) และยนี 
waxy ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 และ phi022 (SSR) ตามล าดบั เลือกเฉพาะตน้ที่มียโีนไทป์เป็น 
double homozygous recessive (o2o2wxwx) ของทั้งสองยนีผสมตวัเองอีกสองคร้ังเพือ่เพิม่ความคงตวั
ทางพนัธุกรรม เป็นลูกรุ่น BC1S3 แลว้ตรวจสอบยนี opaque-2 (o2o2) และยนี waxy อีกคร้ังในลูกชัว่น้ี 
ในฤดูถดัไปปลูกเพือ่ผสมแบบพบกนัหมด และปลูกทดสอบผลผลิตของลูกผสมเด่ียวในฤดูต่อมา โดย
มีรายละเอียดดงัน้ี 
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Kwi1, Kwi9 (O2O2wxwx) x Q53 (o2o2WxWx) 
 
 

 
ฤดูปลูกที่ 1        Kwi1, Kwi9 (O2O2wxwx) x F1 (O2o2Wxwx) 
 
 
 
ฤดูปลูกที่ 2  BC1F1 (O2O2Wxwx : O2o2Wxwx : O2O2wxwx : O2o2wxwx) 

phi057 
I2KI 
 

ฤดูปลูกที่ 3   BC1S1  (3 O2_wxwx: 1 o2o2wxwx) 
phi057 และ phi022 
I2KI 
 

ฤดูปลูกที่ 4    BC1S2 (o2o2wxwx) 
phi057 และ phi022 
I2KI 
 

ฤดูปลูกที่ 5  BC1S3 (o2o2wxwx) การผสมแบบพบกนัหมด (diallel cross) 
phi057 และ phi022 
I2KI 
 

ฤดูปลูกที่ 6            ทดสอบผลผลิต (yield trial) 
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ฤดูปลูกที่ 1 (พฤษภาคม 2550 – สิงหาคม 2550) 
 
ปลูกลูกผสมชัว่ที่ 1 (F1) ทั้งสองคู่ผสม และสายพนัธุแ์ม่ที่เป็นขา้วโพดขา้วเหนียว จากนั้น

ผสมกลบัไปยงัสายพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียว (recurrent parent) ไดลู้กผสมกลบัชัว่ที ่1 (BC1F1) 
 
ฤดูปลูกที่ 2 (ธันวาคม 2550 – มีนาคม 2551) 

 
ปลูกลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1) ขณะที่ขา้วโพดยงัมีขนาดเล็กอยู ่เก็บใบมาเพือ่สกดัดีเอ็น

เอ (DNA) แลว้ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล phi057 ช่วยคดัเลือกตน้ที่มียนี opaque-2 ส่วนยนี waxy ในชัว่
น้ีจะตรวจสอบละอองเกสรดว้ยสารละลายโพแตสเซียมไอโอไดล ์(KI) เพือ่ช่วยลดงานส าหรับการ
ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล phi022 ในขั้นตอนแรกก่อน เม่ือส้ินสุดการคดัเลือกในชัว่น้ีจะไดข้า้วโพดที่
มีพนัธุกรรมในต าแหน่งที่สนใจเป็น wxwxO2o2 แลว้ผสมตวัเองเป็น BC1S1 
 
ฤดูปลูกที่ 3 (มิถุนายน 2551 – กันยายน 2551) 

 
ปลูกลูกผสมกลบัที่ผสมตวัเองหน่ึงคร้ัง (BC1S1) ตรวจสอบละอองเกสรดว้ยสารละลาย

โพแตสเซียมไอโอไดด ์เก็บใบขา้วโพดเม่ือขา้วโพดอายปุระมาณ 30 วนั เพือ่สกดัดีเอ็นเอ และใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุลเลือกขา้วโพดที่มีพนัธุกรรมของยนีทั้งสองเป็น double homozygous recessive 
(wxwxo2o2) แลว้ผสมตวัเองเป็น BC1S2 
 
 ฤดูปลูกที่ 4 (ธันวาคม 2551 – มีนาคม 2552) 

 
ปลูกลูกผสมกลบัที่ผสมตวัเองหน่ึงคร้ัง (BC1S2) ตรวจสอบละอองเกสรดว้ยสารละลาย

โพแตสเซียมไอโอไดด ์เก็บใบขา้วโพดเม่ือขา้วโพดอายปุระมาณ 30 วนั เพือ่สกดัดีเอ็นเอ แลว้ใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุลเลือกขา้วโพดที่มีพนัธุกรรมของยนีทั้งสองเป็น double homozygous recessive 
(wxwxo2o2) แลว้ผสมตวัเองเป็น BC1S3 
 
ฤดูปลูกที่ 5 (เมษายน 2552 – กรกฎาคม 2552) 
 

ปลูกลูกผสมกลบัที่ผสมตวัเองหน่ึงคร้ัง (BC1S3) ตรวจสอบละอองเกสรดว้ยสารละลาย
โพแตสเซียมไอโอไดดแ์ลว้เก็บใบขา้วโพดเม่ือขา้วโพดอายปุระมาณ 30 วนั แลว้ใชเ้คร่ืองหมาย
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โมเลกุลเลือกขา้วโพดที่มีพนัธุกรรมของยนีทั้งสองเป็น double homozygous recessive ปลูกสาย
พนัธุอิ์นเบรดที่เป็น double homozygous recessive ของทั้งสองยนีทั้งหมด 5 สายพนัธุ ์คือ 

 
1) A1; kwi1/Q53//BC1-2-3-1-3 
2) A2; kwi1/Q53//BC1-6-2-3-2 
3) A3; kwi1/Q53//BC1-7-3-1-2 
4) A4; kwi1/Q53//BC1-8-3-2-1 
5) A5; kwi9Q53//BC1-5-2-2-2 
 
เพือ่ผสมแบบพบกนัหมด (diallel cross) ตามวธีิการของ Griffing (Griffing, 1956) ได้

ลูกผสมจ านวน 10 คู่ผสม และขณะเดียวกนัก็ผสมตวัเองของสายพนัธุอิ์นเบรดชัว่ที่ BC1S3 เป็น 
BC1S4 เพือ่เพิม่ความคงตวัทางพนัธุกรรมของยนีในต าแหน่งอ่ืนๆ 
 
ฤดูปลูกที่ 6 (ตุลาคม 2552 – มกราคม 2553) 

 
ปลูกทดสอบผลผลิตลูกผสม 10 คู่ผสม วางแผนการทดลองแบบสุ่มในบอลคสมบูรณ์ 

(randomized complete block design, RCBD) จ านวน 4 ซ ้ า ขนาดแปลงยอ่ย (plot size) แถว
ยาว 5 เมตร จ านวน 4 แถว ระยะปลูก 0.75×0.25 เมตร 

 
การบันทึกข้อมูล 
 

1. ผลผลิตฝักสดทั้งปลือก (green weight) ชัง่น ้ าหนกัฝักสดทั้งเปลือกหลงัจากเก็บเก่ียว
ของแต่ละแปลงยอ่ยเทียบค่าเป็นกิโลกรัมต่อไร่ โดยค านวณจากสูตร 

 

ผลผลิตต่อไร่ (กก./ไร่) =  น ้ าหนกัฝักสดทั้งเปลือก x 1,600 
 พื้นที่เก็บเก่ียว (ตร.ม.) 

 
2. ผลผลิตฝักสดปอกปลือก (white weight) ชัง่น ้ าหนกัฝักสดที่ผา่นการปอกเปลือก แลว้

ของแต่ละแปลงยอ่ยเทียบค่าเป็นกิโลกรัมต่อไร่ โดยค านวณจากสูตร 
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ผลผลิตต่อไร่ (กก./ไร่) =  น ้ าหนกัฝักสดปอกเปลือก x 1,600 
 พื้นที่เก็บเก่ียว (ตร.ม.) 

 
3. อตัราแลกฝัก โดยการคดัเลือกฝักสดทั้งเปลือกที่ดี ชัง่น ้ าหนกับนัทึกค านวณเปอร์เซ็นต์

แลกฝักดงัน้ี 
 

อตัราแลกฝัก (% shelling) =  น ้ าหนกัฝักสดทั้งเปลือก x 100 
 น ้ าหนกัสดปอกเปลือก 

 

4. อตัราฝาน โดยการคดัเลือกฝักสดปอกเปลือกที่ดี ชัง่น ้ าหนกับนัทึกแลว้ฝานเอาแต่เน้ือ
เมล็ด ชัง่น ้ าหนกัเมล็ดที่ฝานได ้ค  านวณเปอร์เซนตฝ์านดงัน้ี 

 
อตัราฝาน (% cutting) =  น ้ าหนกัเมล็ดที่ฝานได ้x 100 
 น ้ าหนกัสดปอกเปลือก 

 
4. ความแขง็แรงของตน้ (plant vigor) ใหค้ะแนน 1–5 โดยนบัจ านวนตน้ที่อ่อนแอ 

เปรียบเทียบกบัตน้ที่แขง็แรงในแต่ละแปลงยอ่ยแลว้เปรียบเทียบเป็นเปอร์เซ็นต ์ดงัน้ี  
 
1 = ตน้แขง็แรงดี 100 เปอร์เซ็นต ์ไม่มีตน้อ่อนแอ เป็นโรคทางใบ ตน้โตปกติ 
2 = ตน้แขง็แรงดี มีจ  านวนตน้อ่อนแอไม่เกิน 20 เปอร์เซ็นต ์
3 = ตน้แขง็แรงปานกลาง มีจ  านวนตน้อ่อนแอในช่วง 21–35 เปอร์เซ็นต ์
4 = ตน้อ่อนแอ มีจ  านวนตน้อ่อนแอในช่วง 36–49 เปอร์เซ็นต ์
5 = ตน้อ่อนแอมาก มีจ  านวนตน้อ่อนแอมากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์

 
5. วนัออกไหม (day to 50% silking) นบัจ านวนวนัจากวนัใหน้ ้ าถึงวนัที่จ  านวนตน้ 50 

เปอร์เซ็นตข์องตน้ทั้งหมดในแปลงยอ่ยออกไหมยาว 2–3 เซ็นติเมตร 
 
6. วนัออกดอกตวัผู ้(day to 50% tasseling) นบัจ านวนวนั จากวนัที่ใหน้ ้ าถึงวนัที่ 50 

เปอร์เซ็นตข์องตน้ทั้งหมดในแปลงยอ่ยออกดอกคร่ึงหน่ึงของช่อดอก 
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7. โรคทางใบ (foliar diseases) ใหค้ะแนนตน้ที่เป็นโรคทางใบในช่วงก่อนถึงวนัเก็บเก่ียว 
ผลผลิตฝักสดประมาณ 7–14 วนั หรือ ตอนไหมแหง้ หรือช่อดอกตวัผูแ้หง้ โรคที่ตรวจสอบ ไดแ้ก่ 
โรคใบไหม ้(leaf blight) โรคใบจุด (leaf spot) โรคราสนิม (rust) และโรคราน ้ าคา้ง (downey 

mildew) ใหค้ะแนนการเป็นโรค 1–5 โดยการนบัจ านวนตน้ที่เป็นโรคเปรียบเทียบกบัตน้ที่ไม่เป็น
โรคในแต่ละแปลงยอ่ย แลว้เปรียบเทียบเป็นเปอร์เซ็นต ์ดงัน้ี 

 
1 = เป็นโรคนอ้ยมาก มีจ  านวนตน้อ่อนแอไม่เกิน 5 เปอร์เซ็นต ์
2 = เป็นโรคนอ้ย มีจ  านวนตน้อ่อนแออยูใ่นช่วง 6–20 เปอร์เซ็นต ์
3 = เป็นโรคปานกลาง มีจ  านวนตน้อ่อนแออยูใ่นช่วง 21–35 เปอร์เซ็นต ์
4 = เป็นโรคมาก ตน้อ่อนแอมีจ านวนตน้อ่อนแออยูใ่นช่วง 36–49 เปอร์เซ็นต ์
5 = เป็นโรคมากที่สุด ตน้อ่อนแอมากมีจ านวนตน้เป็นโรคมากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์

 
8. จ านวนตน้ (plant number) นบัจ านวนตน้คร้ังแรกเม่ือถอนแยก โดยถอนแยกใหเ้หลือ

หลุมละ 1 ตน้ (ระยะปลูก 25x75 เซ็นติเมตร) 
 
9. จ านวนฝัก (ear number) นบัจ านวนฝักในแต่ละแปลงยอ่ยที่ระยะเก็บเก่ียว 
 
10. ความสูงตน้ (plant height) วดัจากพื้นดินถึงโคนใบธง (ขอ้ใบบนสุดของล าตน้) วดั

เม่ือดอกตวัผูแ้หง้มีหน่วยเป็นเซ็นติเมตร 
 
11. ความสูงฝัก (ear height) วดัจากพื้นดินถึงขอ้ของฝักบนสุด วดัพร้อมกบัความสูงตน้มี

หน่วยเป็นเซ็นติเมตร 
 
12. ลกัษณะตน้ (plant aspect) สงัเกตและบนัทึกความสม ่าเสมอของทรงตน้ เช่นลกัษณะ

ล าตน้ตั้งตรง ความแขง็แรงของตน้ ระบบราก ความสูงฝักและตน้ การตา้นทานโรคและแมลงให้
คะแนน 1–5 โดยเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตด์งัน้ี 

 
1 = มีความสม ่าเสมอมากที่สุด มากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต ์
2 = มีความสม ่าเสมอมาก อยูใ่นช่วง 80 – 90 เปอร์เซ็นต ์
3 = มีความสม ่าเสมอปานกลาง อยูใ่นช่วง 70 – 80 เปอร์เซ็นต ์
4 = มีความสม ่าเสมอนอ้ย อยูใ่นช่วง 60 – 70 เปอร์เซ็นต ์
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5 = มีความสม ่าเสมอนอ้ยที่สุด นอ้ยกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์
 
 13. ความยาวฝัก (ear length) สุ่มวดัจากตน้สุ่มมีหน่วยเป็นเซ็นติเมตร ดงัน้ี 

13.1 ความยาวทั้งฝัก วดัจากส่วนทา้ยฝักถึงปลายฝักที่ยาวที่สุด 
13.2 ความยาวติดเมล็ด วดัจากส่วนทา้ยฝักถึงส่วนปลายฝักที่มีเมล็ดติดสุด 
13.3 ความยาวของส่วนปลายฝักที่ไม่ติดเมล็ด 

 
14. เสน้ผา่นศูนยก์ลางฝัก (ear diameter) และ ความลึกเมล็ด (kernel length) ท าการวดั

ไปพร้อมกบัการวดัความยาวฝักใชฝั้กเดียวกบัที่สุ่มมา ดงัน้ี 
14.1 ความกวา้งฝัก วดัโดยการหกัฝักขา้วโพดบริเวณกลางฝักท าการวดัเสน้ผา่น

ศูนยก์ลางฝัก 
14.2 ความลึกเมล็ด โดยวดัจากบริเวณของดา้นนอกสุดของเมล็ดเขา้มาดา้นในบริเวณที่

ติดกบัซงัขา้วโพด 
 
15. การทดสอบการกดัชิม (bite test) โดยใชผู้ท้ดสอบ 3 คนทดสอบการกดัชิมขา้วโพดที่

สุ่ม เพือ่บอกคุณภาพในการบริโภค แบ่งออกเป็น 3 ประเภท คือ 1) ความนุ่มเหนียวของเน้ือ 2) 
รสชาติ (รวมทั้งรสและกล่ิน) 3) ความหนาบางเปลือกหุม้เมล็ด โดยใหค้ะแนน 1–5 คะแนน ดงัน้ี  

 
1 = มีความนุ่มเหนียวมากที่สุดรสชาติดีเยีย่มและเปลือกเมล็ดบางมากไม่ติดฟัน 
2 = มีความนุ่มเหนียมมาก รสชาติดี และเปลือกเมลด็บางไม่ติดฟัน 
3 = มีความนุ่มเหนียวปานกลางรสชาติดีพอใชเ้ปลือกเมล็ดค่อนขา้งบางและติดฟัน 
4 = มีความเหนียวนุ่มเล็กนอ้ย รสชาติไม่ดี เปลือกเมล็ดหนา ติดฟันมาก 
5 =ไม่มีความเหนียวนุ่ม รสชาติแยม่าก และเปลือกเมล็ดหนามาก ไม่เป็นที่ตอ้งการ 

 
การสกัดดีเอ็นเอ  
 

การสกดัดีเอ็นเอจากใบขา้วโพดใชว้ธีิการที่ดดัแปลงจากวธีิการของ Agrawal et al. (1992) 
มีขั้นตอนดงัน้ี 

 
1. น าใบขา้วโพดประมาณ 0.2 กรัม (ใชใ้บอ่อนที่โตพอสมควร) ใส่ลงในโกร่ง เติม

ไนโตรเจนเหลวใหท้่วม และบดใหล้ะเอียด แลว้จึงถ่ายผงใบลงในหลอดเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 
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มิลลิลิตรที่มี 2X CTAB 6 มิลลิลิตร และ 2-mercaptoethanol 15 ไมโครลิตร ที่อุ่นไวท้ี่อุณหภูมิ       
60 ºC 

2. บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 60 ºC เป็นเวลา 60 นาที โดยกลบัหลอดไปมา 2-3 คร้ังทุกๆ 10 นาที 
3. น าหลอดมาไวท้ี่อุณหภูมิหอ้งประมาณ 5 นาที เพือ่ใหอุ้ณหภูมิลดลง เติมคลอโรฟอร์ม:

ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์(24 :1) 5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยกลบัหลอดไปมาเบาๆ 
4. น าไปป่ันเหวีย่งที่ 2500 rpm นาน 15 นาที เพือ่แยกชั้นน ้ า และคลอโรฟอร์มออกจากกนั 
5. ใชไ้มโครปิเปตตดู์ดสารละลายส่วนบนใส่ในหลอดใหม่ เติม linear polyacrylamide 60 

ไมโครลิตร เพือ่ช่วยในการตกตะกอนดีเอ็นเอ และเติมไอโซโพรพานอล 400 ไมโครลิตร ผสมให้
เขา้กนัเบาๆ  

6. เก่ียว DNA ไปแช่ใน แอลกอฮอล ์70% 1 มิลลิลิตร ที่อยูใ่น Eppendorf ขนาด 1.5 ml 
7. น าไปป่ันเหวีย่งที่ 2800 rpm นาน 1 นาที เพือ่ใหต้ะกอนนอนกน้ 
8. เทแอลกอฮอลท์ิ้ง แลว้เติม washing buffer 1 มิลลิลิตร เคาะขา้งหลอดเบาๆ เพือ่ละลาย

เกลือออกจากโมเลกุลของ DNA 
9. น าป่ันเหวีย่งที่ 2800 rpm นาน 1 นาที เพือ่ให ้DNA นอนกน้ 
10. เทส่วนน ้ าทิ้ง คว  ่าหลอดบนกระดาษซบัใหแ้หง้ในอากาศ หรือน าไปใส่ใน incubator ที่    

37 ºC 
11. เติม RNase buffer 500 ไมโครลิตร เพือ่ละลาย DNA ใหห้มด 
12. เติม RNase A (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC ขา้มคืน 
13. สกดัเอนไซม ์RNase A และโปรตีนที่อาจหลงเหลืออยูอ่อกไปดว้ย ฟีนอล:

คลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์(25:24:1) 400 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยกลบั
หลอดไปมา 

14. น าไปป่ันเหวีย่งที่ 12500 rpm นาน 10 นาที 
15 ดูดสารละลายใสส่วนบนใส่ในหลอดใหม่ สกดัซ ้ าดว้ย คลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล ์(24:1) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัโดยกลบัหลอดไปมา 
16. น าไปป่ันเหวีย่งที่ 12500 rpm นาน 10 นาที 
17. ดูดสารละลายใสส่วนบนใส่ในหลอดใหม่ เติม linear polyacrylamide 6 ไมโครลิตร 

โซเดียมอะซิเตรทเขม้ขน้ 3 โมลาร์ 30 ไมโครลิตร และ absolute ethanol 500 ไมโครลิตร เพือ่
ตกตะกอน DNA ซ ้ า 

18 น าไปป่ันเหวีย่งที่ 2800 rpm นาน 5 นาที 
19 เทส่วนน ้ าทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ย ethanol 70% 500 ไมโครลิตร แลว้น าไปป่ันเหวีย่งที่       

2800 rpm นาน 2 นาที 
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20. เทส่วนน ้ าทิ้ง คว  ่าหลอดบนกระดาษซบัใหแ้หง้หรือปล่อยใหแ้หง้ในอากาศ แลว้ละลาย
ตะกอน DNAใน TE buffer 50 ไมโครลิตร เก็บไวท้ี่อุณหภูมิ -20 ºC จนกวา่จะใชต่้อไป 
 
การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

 
1. วธีิวดัการดูดกลืนแสงโดย spectrophotometer เป็นวธีิการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ และ

วดัปริมาณ DNA จากการวดัค่า optical density (OD) ซ่ึงเป็นค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคล่ืน 
260 นาโนเมตร (OD260) โดยน าสารละลาย DNA ที่เตรียมไวม้าท าใหเ้จือจางลงตามปริมาตรที่
ตอ้งการแลว้วดัค่า OD260 และน าไปหาค่าความเขม้ขน้ของ DNA ไดจ้าก 

 
ความเขม้ขน้องสารละลาย DNA (ng/ml) = OD260 x 50 ng/ml x dilution factor 

 
ส าหรับการวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร (OD280) จะใชเ้พือ่

ค  านวณหาอตัราส่วนความบริสุทธ์ิของ DNA โดยถา้ค่า OD260/ OD280 อยูร่ะหวา่ง 1.7-1.8 แสดงวา่ 
DNA ที่สกดัไดเ้ป็นเกลียวคู่บริสุทธ์ิ แต่ถา้อตัราส่วนสูงกวา่ 1.8 แสดงวา่อาจมี RNA ปนเป้ือนอยู ่
และถา้อตัราส่วนต ่ากวา่ 1.7 แสดงวา่อาจมีการปนเป้ือนของโปรตีน หรือฟีนอล 

 
2. วธีิวดัการเรืองแสงร่วมกบัเอธิเดียมโบรไมดท์ี่จบัตวักบัดีเอ็นเอหลงัจากขนาดดีเอ็นเอ

โดยวธีิการอิเล็กโทรโฟรีซีส ท าโดยหยอดดีเอ็นเอที่เตรียมไดป้ริมาตรที่แน่นอนลงในแผน่อะกาโรส
เจลเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบขนาดและปริมาณ
หลายๆความเขม้ขน้ เม่ือส้ินสุดการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสแลว้ จึงยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมดเ์ขม้ขน้ 
0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าส่องผา่นดว้ยแสงอลัตราไวโอเลตและเปรียบเทียบการเรืองแสงของดี
เอ็นเอมาตรฐาน โดยความเขม้แสงเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปริมาณดีเอ็นเอและปริมาณที่ตรวจสอบ
ไดเ้ป็นระดบันาโนกรัม นอกจากน้ียงัสามารถบอกคุณภาพดีเอ็นเอไดด้ว้ยวา่มีการปนเป้ือนจาก   
อาร์เอ็นเอ ซ่ึงจะเห็นเป็นป้ืนเคล่ือนที่เร็วกวา่ดีเอ็นเอ 
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องค์ประกอบในการท า PCR (1 reaction; total volume 20 µl) 
 

สารเคม ี ความเข้มข้นในปฏิกิริยา 

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%) (optinal) 10% 
dNTP mix (2.5 mM each) 150 µM each 
Taq Enzyme (5U/µl) 1 U 
DNA (10 ng/µl) 50 ng 

 

อุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในการท าพซีีอาร์ 

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

 
การแยกขนาดดีเอ็นเอ 
 

ส าหรับเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 จะใช ้polyacrylamide gel electrophoresis 

(PAGE) ในการแยกดีเอ็นเอ โดยใช ้6% polyacrylamide gel (19:1) ที่มียเูรียเขม้ขน้ 7.5 โมลาร์
ในการท าอิเล็กโทรโฟรีซิส ใชก้ระแสไฟฟ้า 300-350 โวลล ์ประมาณ 90-120 นาที และยอ้มเจลดว้ย
ซิลเวอร์ไนเตรท 
 

ส าหรับเคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 จะใช ้agarose gel electrophoresis ในการแยกดีเอ็น
เอ โดยใช ้4% agarose gel ในการท าอิเล็กโทรโฟรีซิส ใชก้ระแสไฟฟ้า 135โวลล ์ประมาณ 40-45 
นาที และยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ 
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การวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟนและโปรตีนในเอนโดสเปิร์ม 
 

วเิคราะห์ปริมาณของโปรตีนและทริปโตแฟนในเอนโดสเปิร์มของเมล็ดของสายพนัธุ ์    
อินเบรดที่คดัเลือกไว ้ตามวธีิการของ Nurit et al. (2009) โดยมีขั้นตอนการเตรียมเมล็ด ดงัน้ี 

 
1. สุ่มตวัอยา่งเมล็ดประมาณ 20-30 เมล็ด แช่น ้ ากลัน่ประมาณ 30 นาที หลงัจากนั้นลอกเอา 

เพอริคาบ (pericarp) และแกะส่วนของเอมบริโอ (embryo) ออก ผึ่งลมใหแ้หง้ 
2. บดเอนโดสเปิร์ม (embryo) ที่ 0.08 มิลลิเมตรดว้ยเคร่ือง Cyclone mill  
3. สกดัไขมนัดว้ยเคร่ืองสกดัไขมนัดว้ยเคร่ือง Extraction Unit 13-811โดยใช ้hexane เป็น

ตวัท าละลาย ทิ้งไวใ้หแ้หง้ เพือ่น าไปใชว้เิคราะห์โปรตีนและวเิคราะห์ทริปโตแฟนต่อไป 
 
การวเิคราะห์โปรตีนในเมล็ด เป็นการวเิคราะห์หาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total 

nitrogen) ดว้ยวธีิ Micro-kjedahl (Bailey, 1967) แลว้น ามาค  านวณเป็นเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนในเมล็ด 
(N x 6.25) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี (แสดงวธีิการเตรียมสารเคมีในภาคผนวกที่ ก1) 
 

1. ชัง่ตวัอยา่ง 20 มิลลิกรัมใส่ในหลอดส าหรับ digest เติมผง catalyst 1 กรัม และกรด
ซลัฟิวริกเขม้ขน้ 10 มิลลิลิตร 

2. น าไปยอ่ย (digest) ประมาณ 2 ชัว่โมงที่อุณหภูมิ 350 ˚C ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ แลว้เจือจาง
สารละลายที่ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยน ้ ากลัน่จนไดป้ริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่มีฝาปิด 

3. ใส่สารละลายตวัอยา่งปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในเคร่ืองกลัน่ 
4. วาง flask ที่บรรจุสารละลาย boric acid ปริมาตร 5 มิลลิลิตรผสมกบั indicator 2-3 หยด 

ใตต้วัควบแน่น (condenser) โดยใหป้ลายท่อจุ่มลงไปในสารละลายภายใน flask 
5. เติมโซเดียมไฮดรอกไซด ์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร กลัน่จนไดป้ริมาตร 40 มิลลิลิตร 
6. ไตเตรทดว้ย H2SO4จนกระทัง่สีของสารละลายใน flask เปล่ียนเป็นสีเร่ิมตน้ บนัทึก

ปริมาตรของ H2SO4ที่ใช ้
 
7. ค านวณเปอร์เซ็นตข์องไนโตรเจนไดจ้าก 
 

 
 
 

(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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การวเิคราะห์ทริปโตแฟนท าตามวธีิการของ Nurit et al.(2009) ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี (แสดง
ขั้นตอนการเตรียมสารเคมีในภาคผนวกที่ ก2 ) 
 

1. ชัง่ตวัอยา่ง 30 มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอด Eppendorf เติมสารละลาย papain ปริมาตร 
1.125 มิลลิลิตร (ส าหรับ blank เติมสารละลาย papain เพยีงอยา่งเดียว) 

2. บ่มตวัอยา่งไวข้า้มคืน (16 ชัว่โมง) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เม่ือครบ 1 ชัว่โมงแรก
น าตวัอยา่งมาเขยา่ 

3. เม่ือบ่มตวัอยา่งครบ 16 ชัว่โมง น าตวัอยา่งออกมาเขยา่อีกคร้ัง แลว้น าไปป่ันเหวีย่ง   
3600 rpm 5 นาที 

4. ดูดส่วนใสดา้นบน ปริมาตร 666 ไมโครลิตรใส่หลอดทดลองใหม่ เติม reagent D 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

5. น าตวัอยา่งที่เยน็แลว้ ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตร 
6. กราฟมาตรฐานเตรียมไดจ้าก DL-tryptophan ที่ความเขม้ขน้ระหวา่ง 0, 10, 15, 20, 25 

และ 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
7. ค านวณหาเปอร์เซนตท์ริปโตแฟนไดจ้าก 

 
 
 
 
การวิเคราะห์ปริมาณของอะมิโลเปคติน 
 

การตรวจสอบปริมาณแป้งในแต่ละประชากรประกอบดว้ย อะมิโลสและอะมิโลเปคติน 

ตามวธีิของ Juliano (1971) โดยมีขั้นตอน ดงัน้ี (แสดงขั้นตอนการเตรียมสารเคมีในภาคผนวกที่  
ก3 ) 
 

1.ตวัอยา่งเมล็ดขา้วโพดลอก pericarp ออก จากนั้นท าการบดเมล็ดโดยใชโ้กร่งบดให้
ละเอียดจนไดต้วัอยา่งอยา่งนอ้ย 0.1 กรัม 

2. เตรียมสารละลายมาตราฐานอะมิโลส 0.04 กรัม ใส่ขวดปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติม       
เอทานอล 95% 1 มิลลิลิตร เขยา่เบาๆ เติมโซเดียมไฮดรอกไซด ์1N 9 มิลลิลิตร ทิ้งไวข้า้มคืน สงัเกต
การเกิดเจลาติไนเซชัน่ จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร เขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนัดี 

3.การเตรียมตวัอยา่งท าเช่นเดียวกบัการเตรียมสารละลายมาตราฐานโดยชัง่ตวัอยา่ง 0.1กรัม 

% try = 
OD560 x 

 hydrolysis volumn 
x 100% 

Standard curve slope sample weight 
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4. การวเิคราะห์ตวัอยา่ง ดูดสารละลายจากขอ้ 3 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวดปริมาตร 
100 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่70 มิลลิลิตร ดูดสารละลายกรดอะซิติก 1N 1 มิลลิลิตร และดูดสารละลาย
ไอโอดีน 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั และท าเช่นเดียวกนัอีก
แต่ไม่ใส่ตวัอยา่งเพือ่ใชเ้ป็น blank 

5. การเตรียม standard graph ดูดสารละลายมาตราฐานจากขอ้ 2 ปริมาตร 1, 2, 3, 4, และ 
5 มิลลิลิตร ใส่ขวดปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตามล าดบั เติมน ้ ากลัน่ประมาณ 70 มิลลิลิตร ดูด
สารละลายกรดอะซิติก 1N ปริมาตร 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแกว้ที่มี
สารละลายมาตราฐานตามล าดบั และดูดสารละลายไอโอดีน 2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 
100 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

6. วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตราฐานที่ความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร และ
เขียนกราฟระหวา่ง อะมิโลส (กรัม/แป้ง 100 กรัม หรือคิดเป็นร้อยละ 8, 16, 24, 32 และ 40) กบัค่า
การดูดกลืนแสง 

7. การเปล่ียนค่าดูดกลืนแสงเป็นปริมาณอะมิโลส น าค่าการดูดกลืนแสงที่ปริมาณตวัอยา่ง 
0.1 กรัม ของแต่ละตวัอยา่ง เทียบกบักราฟมาตราฐานแลว้อ่านค่าเป็นร้อยละของอะมิโลสต่อแป้ง 
100 กรัม 
 
การวิเคราะห์ Total Sugar and Reducing Sugar 
 

โดยการตรวจสอบคุณภาพในแต่ละประชากรประกอบดว้ยปริมาณน ้ าตาล ไดแ้ก่ reducing 
sugar, non-reducing sugar และ total sugar ตามวธีิของ Nelson (1944) มีขั้นตอนดงัน้ี              
(แสดงขั้นตอนการเตรียมสารเคมีในภาคผนวกที่ ก4 ) 
 

1. เก็บตวัอยา่งขา้วโพดที่มีอายปุระมาณ 18–20 วนั นบัจากวนัที่ท  าการผสมเกสร 
2. ฝานตวัอยา่งเมล็ดขา้วโพดใส่ภาชนะที่เตรียมไว ้ชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่ง 20–25 กรัม 
3. ท าการบดเมล็ดขา้วโพดโดยใช ้blender ใหล้ะเอียดที่สุด พร้อมกบัเติมน ้ ากลัน่ปริมาตร

เท่ากบัน ้ าหนกัของตวัอยา่งที่ชัง่ น าตวัอยา่งที่บดกรองดว้ยผา้ขาวบางเพือ่ตอ้งการสารแขวนลอย
น าไปใส่ centrifuge tube (ขนาดขึ้นอยูก่บัคุณสมบติัของเคร่ือง centrifuge) 

4. ท าการ balancing ตวัอยา่งก่อนป่ันเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4๐C ความเร็ว 10000 rpm. เวลา 20 
นาที 

5. เม่ือป่ันเหวีย่งเพือ่แยกส่วนของสารแขวนลอยเรียบร้อยแลว้ กรองดว้ยกระดาษกรองใส่
หลอดทดลองจนไดส้ารละลายในที่สุด 
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6. เตรียมสารละลายเพือ่ท  าการวดั Total Sugar และ Reducing Sugar โดยการดูดสารละลาย 
100 µl และเติมน ้ ากลัน่ 7.45 ml. ใส่ในหลอดทดลองใหม่ 
 

การวเิคราะห์ Total Sugar  
 

1. ดูดสารละลายที่สกดัเจือจาง 1 มิลลิลิตร เติม 0.1N HCl 0.5 มิลลิลิตร น าไปตม้ใน     
water bath อุณหภูมิ 100 ๐C เป็นเวลา 15 นาที แลว้น าหลอดทดลองมาแช่น ้ าเยน็หรือทิ้งไวใ้หเ้ยน็ที่
อุณหภูมิหอ้ง 

2. เติม 0.1N NaOH 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นดูดสารละลาย 1 มิลลิลิตร น าไปหาน ้ าตาลตามวธีิ
ของ Nelson,s reducing sugar 
 

การวเิคราะห์ Reducing Sugar 
 

1. ดูดสารละลายที่สกดัเจือจาง 1 มิลลิลิตร น าไปหาน ้ าตาลตามวธีิของ Nelson,s reducing 
sugar 

 
Nelson,s reducing sugar 

 
1. ดูดสารละลายตวัอยา่งเติม alkalic copper reagent 1 มิลลิลิตร น าไปตม้ใน water bath 

อุณหภูมิ100 ๐C 15 นาที แลว้น าหลอดทดลองมาแช่น ้ าเยน็หรือทิ้งไวใ้หเ้ยน็ที่อุณหภูมิหอ้ง 
2. เติม arsenomolybdic reagent 1 มิลลิลิตร (Nelson,s reagent) เติมน ้ ากลัน่เพือ่ปรับ

ปริมาตรเป็น 12.5 มิลลิลิตร วเิคราะห์โดยการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ที่ 500     
นาโนเมตร 

 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 
การวเิคราะห์สดัส่วนของยโีนไทป์ที่ไดจ้ากการตรวจสอบตน้ขา้วโพดดว้ยดีเอ็นเอในแต่ละ

ชัว่โดยใช ้R-program ดว้ยวธีิการวเิคราะห์ Chi-square ส่วนการวเิคราะห์ความแปรปรวนเพือ่ดู
ความแตกต่างของแป้ง โปรตีน และปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีน วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
อยา่งสมบูรณ์ (complete block design, CRD) (ตารางที่ 1) ท าจ  านวน 2 ซ ้ าในแต่และยโีนไทป์ที่
ทดสอบ 
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ตารางที่ 1  แสดงแหล่งความแปรปรวนของแผนการทดลองแบบสุ่มอยา่งสมบูรณ์ 
 

Source of variation Degree of freedom 

Treatments t–1 
Error t(r-1) 
Total tr-1 

 
หมายเหตุ  r = จ านวนซ ้ า, t = จ านวนส่ิงทดลอง 
 

การวเิคราะห์ขอ้มูลผลผลิตทั้งหมดของลูกผสมที่เกิดจากการผสมแบบพบกนัหมด    
(diallel cross) ของสายพนัธุอิ์นเบรดของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 (o2o2wxwx) ตาม
วธีิการของ Griffing’s Method IV (Griffing, 1956) ปลูกทดสอบผลผลิต วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มในบลอคสมบูรณ์ (randomized complete block design, RCBD) (ตารางที่ 2) จ านวน 4 ซ ้ า    
ขนาดแปลงยอ่ย (plot size) แถวยาว 5 เมตร จ านวน 4 แถว ระยะปลูก 0.75 x 0.25 เมตร วเิคราะห์
สมรรถนะการผสมทัว่ไป (GCA) และสมรรถนะการผสมเฉพาะ (SCA) โดยใช ้R-program    
(ตารางที่ 3) 
 
ตารางที่ 2  แสดงแหล่งความแปรปรวนของแผนการทดลองแบบสุ่มในบลอคสมบูรณ์  
 

Source of variation Degree of freedom 

Replications r – 1 

Treatments t – 1 
Error (r – 1)(t – 1) 
Total tr - 1 

 
หมายเหตุ  r = จ านวนซ ้ า, t = จ านวนส่ิงทดลอง 
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ตารางที่ 3  แสดงแหล่งความแปรปรวนของการวเิคราะห์สมรรถนะการผสมโดยวธีิของ Griffing’s 
method IV ดว้ย R-program 

 
Source of variation d.f. MS 

Replication r-1  
Treatment t-1 MSt 
GCA p-1 MSg 
SCA p(p-3)/2 MSs 
Error (r-1)(t-1) Mse 
Total rt-1  

 
หมายเหตุ  r = จ านวนซ ้ า, t = จ านวนขอส่ิงทดลอง, p = จ านวนสายพนัธุพ์อ่แม่ 
 
สถานที่ท าการทดลอง 
 

1. ศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ อ าเภอปากช่อง จงัหวดันครราชสีมา 
2. ศูนยบ์ริการฉายรังสีแกมมาและวจิยันิวเคลียร์เทคโนโลยี มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
3. ภาควชิาพชืไร่นา วทิยาเขตก าแพงแสนและบางเขน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 

เร่ิมการทดลองตั้งแต่เดือนพฤษภาคม 2550 ส้ินสุดการทดลองเดือนมกราคม 2553 
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ผลและวจิารณ์ 
 

หลงัจากน าสายพนัธุอิ์นเบรดขา้วโพดขา้วเหนียว (O2O2wxwx) ผสมกบัขา้วโพดไร่ QPM ที่
มียนี opaque-2 (o2o2WxWx) ไดลู้กผสมชัว่แรก (F1) แลว้เพือ่เพิม่ลกัษณะทางพนัธุกรรมของขา้วโพด
ขา้วเหนียวใหม้ากขึ้นจึงใชว้ธีิการปรับปรุงพนัธุแ์บบผสมกลบั (backcross) ไปยงัพนัธุข์า้วโพด   
ขา้วเหนียวไดลู้กผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1) พบวา่ เมล็ดมีลกัษณะคลา้ยขา้วโพดไร่และขา้วโพดขา้ว
เหนียวปนกนัอยูใ่นฝักเดียวกนั (ภาพที่ 1) เน่ืองจาก xenia effect คือ เม่ือไข่และละอองเกสรที่เป็น 
waxy ผสมกนัจะแสดงลกัษณะเป็นขา้วโพดขา้วเหนียวส่วนที่เหลือเป็นขา้วโพดไร่ (กฤษฎา, 2544) 
เม่ือน าเอาละอองเกสรไปตรวจสอบดว้ยสารละลาย I2KI พบวา่ ขา้วโพดไร่ opaque-2 (Q53) ละออง
เกสรติดสีน ้ าเงิน ส่วนขา้วโพดขา้วเหนียวละอองเกสรติดสีน ้ าตาลแดง ขณะที่ในรุ่นลูก กล่าวคือ ถา้
เป็นตน้ที่มียโีนไทป์เป็น Wxwx จะใหล้ะอองเกสรทั้งสองประเภท แต่ถา้มียโีนไทป์เป็น wxwx ก็จะ
ใหล้ะอองเกสรสีน ้ าตาลแดงทั้งหมด (ภาพที ่2) ดงันั้นการตรวจสอบละอองเกสรดว้ย I2KI ก็เป็นอีก
วธีิหน่ึงที่ง่ายและรวดเร็วในการตรวจสอบการแสดงออกของยนี waxy ซ่ึงปกติจะแสดงออกทั้งที่
ละอองเกสรและเมล็ด (Brink and MacGillivray, 1924) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 ลกัษณะเมล็ดของขา้วโพดขา้วเหนียวไดลู้กผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1) 
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ภาพที่ 2  ลกัษณะละอองเกสร ในสารละลาย I2KI (a) ขา้วโพดขา้วเหนียว  (Kwi1), (b) ขา้วโพดขา้ว

เหนียว (Kwi9), (c) ขา้วโพด  QPM (Q53) และ (d) ขา้วโพดขา้วเหนียวผสมกบัขา้วโพด 
QPM (F1) 

 
การตรวจสอบยีนด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุ 
 

การตรวจสอบยนี opaque-2 ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 ในลูกผสมชัว่ที่ 1 (F1) พบวา่ 
ยนีที่ต  าแหน่ง opaque-2 เป็นเฮเทอโรไซโกท (O2o2) แสดงวา่ลูกชัว่แรกเกิดจากการผสมขา้ม
ระหวา่งขา้วโพดขา้วเหนียวซ่ึงใชเ้ป็นสายพนัธุแ์ม่ กบัขา้วโพดไร่ QPM อยา่งถูกตอ้ง จากนั้นน า
ลูกผสมชัว่ที่ 1 น้ีผสมกลบัไปยงัสายพนัธุแ์ม่พนัธุเ์ดิมของแต่ละคู่ผสม และเม่ือน าลูกมาปลูก ซ่ึง
เรียกวา่ลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1) ในคู่ผสม Kwi1 x Q53 (BC1F1) ตรวจสอบขา้วโพดจ านวน 37 
ตน้ ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 พบวา่เกิดโพลิมอร์ฟิซึมแบบ homozygous dominant (O2O2) 
จ านวน 15 ตน้ และ heterozygote (O2o2) จ านวน 22 ตน้ ส่วนคู่ผสม Kwi9 x Q53 (BC1F1) 
ตรวจสอบขา้วโพดจ านวน 56 ตน้ ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุลเดียวกนั พบวา่เกิดโพลิมอร์ฟิซึมแบบ 
homozygous dominant (O2O2) จ านวน 25 ตน้ และ heterozygote (O2o2) จ านวน 31 ตน้ (ตารางที่ 4) 
จากการวเิคราะห์ไคสแควร์ (chi-square) พบวา่อตัราส่วนระหวา่ง O2O2: O2o2 ของลูกผสมกลบั     

(a) (b) 

(c) (d) 
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ชัว่ที่ 1 (BC1F1) ของทั้งสองคู่ผสมเป็นอตัราส่วน 1 : 1 ซ่ึงเป็นไปตามหลกัการทางพนัธุศาสตร์ของ
การผสมกลบัส าหรับยนีหน่ึงต าแหน่ง (ภาพที่ 3) 

 

ตารางที่ 4  ยโีนไทป์ของขา้วโพดที่มียนี opaque-2 ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1) เม่ือตรวจสอบ
ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 

 

คู่ผสม จ านวน Homozygous Heterozygous Chi- square test 

 ตน้ dominant (O2O2) (O2o2) (1O2O2 : 1O2o2) 

Kwi1xQ53 37 15 (40.5%) 22 (59.5%) ns 

Kwi9xQ53 56 25 (46.4%) 31 (55.4%) ns 

 

หมายเหตุ  ns = ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

 

 

 

 

100 bp ----------------------------------------------- BC1S1---------------------------------------------------- 

 

ภาพที ่3  ผลการตรวจสอบขา้วโพด QPM (Q53) และสายพนัธุ ์ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 
เพือ่ตรวจสอบยนี opaque-2 ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S1) 

 

จากนั้นคดัเลือกตน้ลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1) เฉพาะตน้ที่เป็น heterozygous (O2o2) แลว้
น ามาผสมตวัเองไดรุ่้นลูกเรียกวา่ BC1S1 ในทางทฤษฎีแลว้ ลูกในชัว่น้ีจะมีการกระจายตวัของยนีที่
ต  าแหน่งของยนี opaque-2 เป็น 1O2O2 : 2O2o2 : 1o2o2 ดงันั้น ในฤดูปลูกถดัมาปลูก BC1S1 สุ่มตน้
ขา้วโพดและตดัใบมาสกดัดีเอ็นเอแลว้คดัเลือกตน้ขา้วโพดดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกลุ phi057 โดย
คู่ผสม Kwi1 x Q53 (BC1S1) สุ่มเลือกตน้ขา้วโพดที่มาลกัษณะค่อนมาทางขา้วโพดขา้วเหนียว มา
จ านวน 36 ตน้ ผลการทดลองพบวา่ ตน้ที่เป็น homozygous dominant จ านวน 16 ตน้ ที่เป็น 
heterozygous จ านวน 15 ตน้ และตน้ที่เป็น homozygous recessive จ านวน 5 ตน้ (ตารางที่ 5)      
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ส่วนในคู่ผสม Kwi9 x Q53 สุ่มเลือกมาจ านวน 74 ตน้ พบวา่ ตน้ที่เป็น homozygous dominant 
จ านวน 31 ตน้ ที่เป็น heterozygous จ านวน 36 ตน้ และตน้ที่เป็น homozygous recessive จ านวน 7 
ตน้ เม่ือน ามาทดสอบไคสแควร์ พบวา่การกระจายตวัของยโีนไทป์ที่ทดสอบแตกต่างกนัออกไปจาก
สดัส่วนที่กล่าวไวใ้นทฤษฎี กล่าวคือ 1O2O2 : 2O2o2 : 1o2o2 (ตารางที ่5) สดัส่วนที่ไดไ้ม่เป็นไปตาม
ทฤษฎี ทั้งน้ีอาจมาจากตวัอยา่งที่เก็บมา เกิดจากการคดัเลือกตน้ที่มีลกัษณะค่อนไปทางขา้วโพด   
ขา้วเหนียว ซ่ึงไม่ไดม้าจากการสุ่มที่แทจ้ริง ทั้งน้ีเน่ืองจากตอ้งการขา้วโพดที่มีลกัษณะของขา้วโพด
ขา้วเหนียวและมียนี opaque-2 จึงคดัเลือกลกัษณะฟีโนไทป์ก่อน จากทั้งสองคู่ผสมไดข้า้วโพดที่
เป็น homozygous recessive ทั้ง 12 ตน้ แลว้ผสมตวัเอง (self) จากนั้นจะตอ้งน าไปตรวจสอบวา่
ขา้วโพดขา้วเหนียวที่ควบคุมดว้ยยนี wxwx อีกคร้ังหน่ึง เพือ่หาตน้ที่เป็นที่เป็น homozygous 
recessive ของทั้งสองยนี 

 

ตารางที่ 5   ยโีนไทป์ของขา้วโพดที่มียนี opaque-2 ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ BC1S1 เม่ือตรวจสอบ
ดว้ย เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 

 

คู่ผสม จ านวนตน้ 
Homozygous 

Dominant 
(O2O2) 

Heterozygous 
 

(O2o2) 

Homozygous 
recessive     

(o2o2) 

Chi-square test 
1O2O2 :2O2o2:1o2o2 

Kwi1xQ53 36 16 (44.4%) 15 (41.7%) 5 (13.9%) * 

Kwi9xQ53 74 31 (41.9%) 36 (48.6%) 7 (9.5%) ** 

Total 110 47 (42.7%) 51 (46.4%) 12 (10.9%) ** 

 
หมายเหตุ   * มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95%  

** มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมัน่ 99% 
 

เม่ือน าลูกที่เป็น homozygous recessive ของยนี opaque-2 ในชัว่ BC1S1 มาตรวจสอบยนี 
waxy ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 (ภาพที4่) พบวา่มีการกระจายตวัของยโีนไทป์ดงัแสดงใน 
ตารางที่ 6 เม่ือตรวจสอบการกระจายตวัของยนีพบวา่ การกระจายของยนี waxy ไม่ป็นไปตามทฤษฎี 
ทั้งน้ีเน่ืองจากไดมี้การคดัเลือกพชืที่มีเฉพาะยนี opaque-2 ก่อน และประชากรมีขนาดเล็ก ซ่ึงอาจ
เป็นสาเหตุหลกัท าใหก้ารกระจายตวัของยนีต่างไปจากทฤษฎี อยา่งไรก็ตาม การวจิยัน้ีตอ้งการ
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ขา้วโพดที่มียนีทั้ง opaque-2 และ waxy ในตน้เดียวกนัที่เป็น recessive gene ทั้งคู่ ซ่ึงจากการทดลอง
คร้ังน้ีไดต้น้ที่เป็น homozygous recessive ของยนีทั้งสองจ านวน 4 และ 1 ตน้ ในคู่ผสม            
Kwi1 x Q53 และ Kwi9 x Q53 ตามล าดบั (ตารางที ่6) แลว้พนัธุแ์บบผสมตวัเองเพือ่เพิม่ความคงตงั
ทางพนัธุกรรม ในฤดูปลูกถดัมาน าลูกที่เป็น homozygous recessive ของยนี opaque-2 ในชัว่ BC1S2  
มาตรวจสอบยนี opaque-2 และ waxy อีกคร้ังหน่ึงดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 และ phi022 
ตามล าดบั จากคู่ผสม Kwi1 x Q53 จ านวน 4 ตน้ และ Kwi9 x Q53 จ านวน 1 ตน้ (ภาพที ่5 และ 6) 

 

 

 

 

1 kb ---------------------------------------------- BC1S1 -------------------------------------------------------- 

 

ภาพที่ 4  ผลการตรวจสอบขา้วโพด QPM (Q53) และสายพนัธุ ์ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 
เพือ่ตรวจสอบยนี waxy ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S1) 

 

ตารางที่ 6  ยโีนไทป์ของขา้วโพดที่มียนี waxy ในรุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ BC1S1 เม่ือตรวจสอบดว้ย
เคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 

 

คู่ผสม 
จ านวน
ตน้ 

Homozygous 

doinant 
(WxWx) 

Heterozygous 

 

(Wxwx) 

Homozygous 
recessive 
(wxwx) 

Chi-square test 

(1WxWx:2Wxwx:1 
wxwx) 

Kwi1×Q53 4 - - 4 (100%) ** 

Kwi9×Q53 7 4 (57.1%) 2 (28.6%) 1 (14.3%) ** 

Total 11 4 (36.4%) 2 (18.2%) 5 (45.5%) ** 

 

หมายเหตุ ** มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติทีร่ะดบัความเช่ือมัน่ 99% 
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             Q53                   Kwi1          Kwi1x Q53       Kwi9xQ53             A1                   A2                   A3                    A4                  A5             100 bp    
 

ภาพที่ 5  แถบดีเอ็นเอของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 รุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S2) ดว้ย
เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 เพือ่ตรวจสอบยนี opaque-2 

 
  
 
 
 
                 Kwi1            Kwi9            Q53         Kwi1xQ53   Kwi9xQ53          A1                A2                  A3               A4                   A5              1 kb 
 
ภาพที่ 6  แถบดีเอ็นเอของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 รุ่นลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1S2) ดว้ย

เคร่ืองหมายโมเลกุล phi022 เพือ่ตรวจสอบยนี waxy 
 
การพัฒนาสายพันธ์ุอินเบรดข้าวโพดข้าวเหนียวที่มีปริมาณทริปโตแฟนสูง 
 

ขา้วโพดในรุ่นลูกผสมกลบั (BC1F1) คดัเลือกเฉพาะตน้ที่ใหโ้พลีมอร์ฟิซึมเป็น 
heterozygous (O2o2) ดว้ย phi057 ซ่ึงเป็น co-dominant marker แยกความแตกต่างของขา้วโพดที่เป็น 
homozygous dominant (O2O2), heterozygous (O2o2)และ homozygous recessive (o2o2) ที่ต  าแหน่ง 
140-160 bp (Chin et al., 1996) เคร่ืองหมายโมเลกุล phi057 จะท าใหเ้กิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
160 bp ส าหรับอลัลีล O2 และ 170 bp ส าหรับอลัลีล o2 (Babu et al., 2005) จากลกัษณะดงักล่าวจึง
ไดมี้การใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลในการคดัเลือกอลัลีล o2 (Ribaut and Hoisington, 1998) เช่นเดียวกบั
ในการทดลองของ Jompuk et al., (2006 and 2007) จากนั้นผสมตวัเองอีก 1 คร้ัง ไดลู้กผสมกลบั 
(BC1S1) และ ผสมตวัเองจนกระทัง่ (BC1S2) คดัเลือกเฉพาะตน้ที่เป็น double homozygous recessive 
ดว้ย phi057 (o2o2) และ phi022 (wxwx) โดยที่ phi022 ซ่ึงเป็น co-dominant marker แยกความ
แตกต่างของขา้วโพดที่เป็น WxWx, Wxwx และ wxwx ที่ต  าแหน่ง 124-148 bp (Yuan et al., 2002) 
จากนั้นผสมตวัเองเพือ่พฒันาสายพนัธุพ์ร้อมกบัคดัเลือกลกัษณะทางคุณภาพ จ านวน 5 สายพนัธุ ์
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(ตารางที่ 7) พบวา่ ลกัษณะทางคุณภาพ (biochemical traits) ไดแ้ก่ ทริปโตแฟน (%) อะมิโลเปคติน 
(%) โปรตีน (%) และ น ้ าตาล (mg/g) มีความแตกต่างทางสถิติ และขณะที่ปริมาณทริปโตแฟน (%) 
ทั้ง 5 สายพนัธุ์ เปรียบเทียบกบั สายพนัธุ ์Kwi1 และ Kwi9 ซ่ึงเป็นพนัธุท์ี่ไม่มียนี o2o2 พบวา่ สาย
พนัธุท์ี่คดัเลือกไวท้ั้ง 5 สายพนัธุ์ ที่มียนี o2o2 มีปริมาณทริปโตแฟนในโปรตีนในเมล็ดสดระหวา่ง 
0.82-1.31% และในเมล็ดแหง้ 0.87-1.10% ซ่ึงสูงกวา่สายพนัธุเ์ปรียบเทียบทั้งสองพนัธุ ์และยงัแสดง
ใหเ้ห็นวา่การเก็บขา้วโพดฝักสดที่อาย ุ21 วนัหลงัจากการผสม ปริมาณของทริปโตแฟนไดส้ะสม
เตม็ที่แลว้ เช่นเดียวกบัเมล็ดที่สุกแก่เตม็ที่ ในการวจิยัน้ีสามารถวเิคราะห์ทริปโตแฟนเพยีงอยา่ง
อยา่งเดียว ไม่ไดว้เิคราะห์ปริมาณไลซีนทั้งน้ีเน่ืองจากไลซีน และทริปโตแฟน มีความสมัพนัธ์
ใกลชิ้ดกนัมากโดยในเอนโดสเปิร์มของขา้วโพด opaque-2 ถา้ค่าปริมาณของ        ทริปโตแฟนใน
โปรตีนมีค่าสูงจะพบวา่ค่าปริมาณของไลซีนสูงเช่นเดียวกนั โดยมีสดัส่วนประมาณ 1:4 ของทริปโต
แฟน : ไลซีน (Hernandez and Bates, 1969; Prasanna et al., 2001)  

 
ส าหรับปริมาณโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของสายพนัธุอิ์นเบรดเมล็ดสดมีค่าระหวา่ง 7.98-

10.41% ในขณะที่สายพนัธุ ์Kwi1 และ Kwi9 มีค่า 8.49 และ 10.88 ตามล าดบั และสายพนัธุอิ์นเบรด
เมล็ดแหง้มีค่าระหวา่ง 8.09-11.50% ในขณะที่สายพนัธุ ์Kwi1 และ Kwi9 มีค่า 7.65 และ 11.08 
ตามล าดบั อยา่งไรก็ตาม พบวา่ ปริมาณโปรตีนของสายพนัธุข์า้วโพดทั้งหมดไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติ (ตารางที่ 7) จากผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Vasal (1994) และ Jompuk et al. 
(2007) ที่พบวา่ปริมาณโปรตีนในเอนโดสเปิร์มของขา้วโพดปกติและขา้วโพด opaque-2 มีปริมาณ
ใกลเ้คียงกนั 

 
ลกัษณะทางการเกษตรของสายพนัธุอิ์นเบรดที่แสดงในตารางที่ 8 พบวา่ วนัออกไหม 50 

เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นช่วง 50-54 วนั ส่วนวนัออกดอกตวัผู ้50 เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นช่วง 51-54 วนั ขณะที่
พนัธุเ์ปรียบเทียบ วนัออกไหมและ วนัออกดอกตวัผู ้50 เปอร์เซนต ์อยูใ่นช่วง 56-57 วนัและ อยูท่ี่ 
56 วนั ตามล าดบั เม่ือพจิารณาพบวา่ มีวนัออกไหมสายพนัธุอิ์นเบรดออกดอกเร็วกวา่พนัธุ์
เปรียบเทียบ 2-6 วนั และวนัออกดอกตวัผู ้50 เปอร์เซ็นต ์เร็วกวา่พนัธุเ์ปรียบเทียบ ประมาณ 2-5 วนั 
อยา่งไรก็ตาม วนัออกไหม และวนัออกดอกตวัผู ้50 เปอร์เซ็นต ์พร้อมกนัหรือต่างกนั 1 วนั จึง
เหมาะแก่การน าไปใชผ้ลิตลูกผสมทางการคา้  

 
 
 
 



 

 

41 

41 

ตารางที่ 7  ค่าเฉล่ียของลกัษณะคุณภาพของสายพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 จ านวน 5 
สายพนัธุแ์ละสายพนัธุเ์ปรียบเทียบ 2 สายพนัธุ์ 

 

สายพนัธ์ุ 
%ทริปโตแฟน % อะมิโลเปกติน % โปรตีน น ้าตาล (mg/g) 

เมลด็สด เมลด็แห้ง เมลด็สด เมลด็แห้ง เมลด็สด เมลด็แห้ง TS/1 non-RS/2 

A1 0.82 0.87 95.60 96.15 8.78 9.50 76.34 40.13 

A2 1.09 1.10 97.54 97.10 9.75 9.04 82.73 41.25 
A3 1.31 0.96 95.56 97.60 7.98 11.50 49.19 13.10 
A4 0.98 0.92 95.86 95.38 9.91 8.60 108.48 61.92 
A5 0.94 0.89 95.55 94.97 10.41 8.09 51.32 14.14 

Kwi1 0.62 0.53 95.94 95.80 8.49 7.65 43.87 12.59 
Kwi9 0.71 0.52 95.72 96.06 10.88 11.08 70.76 33.78 
F-test ** ** ** * ns ns ** ** 

LSD.05 0.25 0.27 1.02 1.50 - - 21.86 14.58 
%CV 17.13 13.56 0.73 0.66 14.26 13.90 21.56 31.99 

 
หมายเหตุ   1/TS = total sugar, 2/ non-RS = non-reducing sugar, ns = non significant differences,      

*, ** = significant difference at 0.05 and 0.01 levels, respectively 
 
ความสูงตน้เฉล่ียอยูร่ะหวา่ง 99-132 เซนติเมตร โดยที่พนัธุ์เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ ์Kwi1 

และ Kwi9 มีความสูง 90 และ 104 เซนติเมตร ตามล าดบัความสูงฝักเฉล่ียอยูร่ะหวา่ง 54-71 
เซนติเมตร ซ่ึงสูงเท่าค่าเฉล่ียของพนัธุเ์ปรียบเทียบซ่ึงอยูร่ะหวา่ง 48-58 เซนติเมตร 

 
น ้ าหนกัผลผลิตทั้งเปลือกและปอกเปลือกมีความแตกต่างทางสถิติ โดยที่สายพนัธุ์ A1 ให้

ผลผลิตสูงที่สุด โดยมีผลผลิต 1,383 กิโลกรัมต่อไร่ และ 892 กิโลกรัมต่อไร่ ตามล าดบั ส่วน 
Shelling (%) และ Cutting (%) พบวา่มีความแตกต่างทางสถิติเช่นเดียวกนั โดยที่ Kw1 ซ่ึงเป็นสาย
พนัธุเ์ปรียบเทียบใหค้่าสูงที่สุดโดย Shelling (%) เท่ากบั 76.90% ส่วนสายพนัธุ ์A3 ให ้Shelling (%) 
และ Cutting (%) สูงที่สุด  
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ตารางที่ 8  ค่าเฉล่ียของลกัษณะทางการเกษตรของสายพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 
จ านวน 5 สายพนัธุแ์ละสายพนัธุเ์ปรียบเทียบ 2 สายพนัธุ์ 

 

สายพนัธ์ุ 
วนัออกดอก(50%) ความสูง(cm.) 

น ้าหนกั   
ทั้งเปลือก 

น ้าหนกั 
ปอกเปลือก 

Shelling Cutting 

ดอก ไหม ตน้ ฝัก (กก./ไร่) (กก./ไร่) (%) (%) 

A1 54.00 50.00 107.5 56.25 1383.36 891.6 32.25 39.13 

A2 53.00 53.00 115.83 58.33 818.56 396.97 48.36 52.07 
A3 51.00 52.00 99.38 54.38 969.32 600.41 62.11 53.97 
A4 54.00 54.00 131.88 70.63 1027.06 543.77 53.03 46.31 
A5 54.00 54.00 116.88 63.13 778.16 251.26 34.97 29.00 

Kwi1 56.00 57.00 90.00 48.13 1152.49 768.25 76.90 48.74 
Kwi9 56.00 59.00 104.38 57.5 755.96 429.34 55.58 40.96 
F-test ** ** ** * ** ** ** * 

LSD.05 3.03 3.89 18.10 13.41 329.93 228.77 12.98 11.19 
%CV 3.16 4.03 10.07 13.94 19.27 26.14 15.53 17.00 

 
หมายเหตุ   1/TS = total sugar, 2/ non-RS = non-reducing sugar, ns = non significant differences,   

*, ** = significant difference at 0.05 and 0.01 levels, respectively 
 

ลักษณะคุณภาพและลักษณะทางการเกษตรสายพันธ์ุลูกผสม 
 
จากการผสมแบบพบกนัหมดของสายพนัธุผ์สมกลบั 5 สายพนัธุ์ ไดลู้กผสม 10 คู่ผสม เม่ือ

น ามาปลูกประเมินสายพนัธุ ์(yield trial) (ตารางที่ 9) พบวา่ลกัษณะคุณภาพ (biochemical traits) มี
ความแตกต่างทางสถิติโดยเฉพาะ ปริมาณทริปโตแฟน (%) ในตวัอยา่งเมล็ดสด (freshed) ใหค้่าสูง
กวา่สายพนัธุ ์บิ๊กไวท ์(BW) และรัชตะ (RAT) ซ่ึงเป็นพนัธุท์ี่ไม่มียนี o2o2 เช่นเดียวกบัตวัอยา่งเมล็ด
แหง้ (dried) ส่วนปริมาณอะมิโลเปคติน (%) ในตวัอยา่งเมล็ดสด (freshed) และ ตวัอยา่งเมล็ดแหง้ 
(dried) พบวา่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ โดยสายพนัธุลู์กผสมมีปริมาณอะมิโลเปคติน อยูใ่นช่วง
ระหวา่ง 95-99% เม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธุ์เปรียบเทียบ 2 พนัธุ ์ซ่ึงสายพนัธุลู์กผสมมีค่าใกลเ้คียงกบั
พนัธุเ์ปรียบเทียบ โดยมีปริมาณอะมิโลเปคติน อยูใ่นช่วงระหวา่ง 95-96% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการ
รายงานของ Boyer and Hannah (2001) กล่าววา่ยนี waxy ในขา้วโพดขา้วเหนียวจะสะสมแป้ง      
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อะมิโลเปคตินเกือบ 100% ส่วนปริมาณน ้ าตาล (mg/g) มีความแตกต่างทางสถิติ พบวา่ปริมาณ
น ้ าตาล (mg/g) ในพนัธุเ์ปรียบเทียบ 2 พนัธุใ์หค้่าสูงกวา่สายพนัธุลู์กผสมที่ท  าการทดสอบทั้งใน 
total sugar และ non-reducing sugar  
 
ตารางที่ 9  ค่าเฉล่ียของลกัษณะคุณภาพของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 จ านวน10 คู่ผสม

และพนัธุเ์ปรียบเทียบ 

 

สายพนัธ์ุ 
%ทริปโตแฟน % อะมิโลเปกติน น ้าตาล (mg/g) 

เมลด็สด เมลด็แห้ง เมลด็สด เมลด็แห้ง TS/1 non-RS/2 

A1 x A4 1.12 1.25 95.62 97.67 76.87 36.57 

A2 x A4 0.83 0.91 96.22 96.46 67.02 19.14 
A3 x A4 0.99 0.99 95.88 95.38 53.36 24.77 
A5 x A4 0.62 0.95 95.00 93.97 46.81 19.86 
A1 x A3 0.94 0.83 95.58 97.19 60.85 27.49 
A2 x A3 0.95 0.79 95.83 98.10 38.26 13.42 
A5 x A3 1.03 1.00 96.46 96.07 43.18 11.64 
A2 x A1 0.82 1.02 95.87 99.41 31.15 12.28 
A5 x A1 1.29 0.53 95.21 95.94 45.21 10.45 
A5 x A2 1.16 0.79 95.41 97.88 39.00 11.69 

BW 0.53 0.50 95.22 96.36 85.91 39.95 
RAT 0.50 0.56 95.92 94.82 81.13 24.17 
F-test ** ** ns ns ** ** 

LSD.05 0.34 0.32 - - 16.64 10.83 
%CV 26.10 17.26 0.66 1.42 20.82 36.02 

 
หมายเหตุ   1/TS = total sugar, 2/ non-RS = non-reducing sugar, ns = non significant differences, *, 

** = significant difference at 0.05 and 0.01 levels, respectively 
 

ลกัษณะทางการเกษตรของลูกผสมที่แสดงใน ตารางที่ 10 วนัออกไหม และวนัออกดอกตวั
ผู ้50 เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นช่วง 55-59 วนั ขณะที่พนัธุเ์ปรียบเทียบ มีวนัออกไหมและวนัออกดอกตวัผู ้
50 เปอร์เซนต ์อยูใ่นช่วง 50-51 วนั เม่ือพจิารณาพบวา่ มีวนัออกไหม และวนัออกดอกตวัผู ้50 
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เปอร์เซ็นต ์ชา้กวา่พนัธุเ์ปรียบเทียบ ประมาณ 5-8 วนั ส่วนความสูงตน้ อยูร่ะหวา่ง 139-174 
เซนติเมตร เม่ือเปรียบเทียบกับพนัธุบ์ิ๊กไวทซ่ึ์งเป็นพนัธุลู์กผสมเด่ียวทางการคา้ มีความสูง 131 
เซนติเมตร และเม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธุ์รัชตะ ซ่ึงเป็นพนัธุผ์สมเปิด มีความสูง 166 เซนติเมตร ส่วน
ความสูงฝัก อยูร่ะหวา่ง 79-98 เซนติเมตร และพนัธุเ์ปรียบเทียบ มีความสูงฝักอยูอ่ยูร่ะหวา่ง 69-93 
เซนติเมตร  
 
ตารางที่ 10  ค่าเฉล่ียของลกัษณะทางการกษตรของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 จ านวน10 

คู่ผสมและพนัธุเ์ปรียบเทียบ 

 

สายพนัธ์ุ 
วนัออกดอก(50%) ความสูง(cm.) 

น ้าหนกั      
ทั้งเปลือก 

น ้าหนกั  
ปอกเปลือก 

Shelling Cutting 

ดอกตวัผู ้ ไหม ตน้ ฝัก (กก./ไร่) (กก./ไร่) (%) (%) 

A1 x A4 56.00 56.00 155.00 87.00 1721.00 1155.00 67.62 47.44 

A2 x A4 57.00 55.00 166.00 92.00 1927.00 1524.00 79.41 47.63 
A3 x A4 55.00 56.00 173.00 98.00 2128.00 1545.00 72.70 61.28 
A5 x A4 56.00 58.00 168.00 93.00 1907.00 1268.00 66.71 55.53 
A1 x A3 55.00 55.00 165.00 92.00 2251.00 1702.00 75.10 47.28 
A2 x A3 56.00 58.00 167.00 96.00 1660.00 1162.00 70.12 55.21 
A5 x A3 56.00 59.00 148.00 81.00 1467.00 1025.00 70.22 57.14 
A2 x A1 56.00 58.00 174.00 98.00 1895.00 1362.00 71.31 51.39 
A5 x A1 57.00 56.00 139.00 79.00 2048.00 1479.00 74.83 48.44 
A5 x A2 57.00 59.00 170.00 95.00 1383.00 953.00 71.21 48.42 

BW 50.00 51.00 131.00 69.00 1543.00 1085.00 70.30 36.28 
RAT 50.00 51.00 166.00 93.00 1759.00 1210.00 68.82 39.54 
F-test ** ** ns ns ** ** ns ** 

LSD.05 1.24 1.95 - - 414.21 326.18 - 9.70 
%CV 1.54 2.39 13.86 14.23 15.93 17.59 12.29 13.52 

 
หมายเหตุ   1/TS = total sugar, 2/ non-RS = non-reducing sugar, ns = non significant differences,   

*, ** = significant difference at 0.05 and 0.01 levels, respectivel 
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ผลผลิตทั้งเปลือก (กิโลกรัม/ไร่) พบวา่ คู่ผสม A1 x A3 ใหค้่าสูงที่สุดเท่ากบั 2,251 
กิโลกรัม/ไร่ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลผลิตปอกเปลือก (กก./ไร่) ที่ใหค้่าสูงที่สุดเช่นกนัเท่ากบั 1,702 
กิโลกรัม/ไร่ ขณะที่ Shelling (%) พบวา่คู่ผสม A2 x A4 ใหค้่าสูงที่สุดเท่ากบั 79.41% ส าหรับ 
Cutting (%) พบวา่คู่ผสม A3 x A4 ใหค้่าสูงที่สุดเท่ากบั 61.28%  
 
การวิเคราะห์สมรรถนะการผสม (combining ability analysis) 
 

จากการผสมแบบพบกนัหมดของสายพนัธุอิ์นเบรดทั้ง 5 สายพนัธุ ์ตามวธีิของ Griffing’s 
method IV จะไดลู้กผสมชัว่แรก 10 คู่ผสม เม่ือวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มี
ยนี opaque-2 อิทธิพลของสมรรถนะการรวมตวัทัว่ไป (GCA) และสมรรถนะการรวมตวัเฉพาะ 
(SCA) ซ่ึงมีรายงานวา่ทั้ง GCA และ SCA นั้นมีความส าคญัในทุกลกัษณะที่ศึกษา โดยอิทธิพลของ
สมรรถนะการรวมตวัทัว่ไป (GCA) มีความส าคญัมากกวา่อิทธิพลสมรรถนะการรวมตวัเฉพาะ 
(SCA) (Vasal, 1994) จากการทดลองพบวา่ลกัษณะของผลผลิตทั้งเปลือก (ตารางที่ 11) สายพนัธุ์
อินเบรดที่ใหผ้ลผลิตดีเม่ือน าไปผสมกบัสายพนัธุอ่ื์น (GCA) คือ สายพนัธุ ์A1 นอกจากน้ี ยงัมีสาย
พนัธุอิ์นเบรดที่ใหค้่าสมรรถนะการผสมทัว่ไปเป็นบวกอีก คือ A4 และ A3 คู่ผสมที่ใหส้มรรถนะ
การผสมเฉพาะสูงที่สุด คือ A5 x A1 นอกจากน้ียงัมีอีก 4 คู่ผสมที่ใหค้่าสมรรถนะการผสมเฉพาะ
เป็นบวกอีก คือ A2 x A1, A1 x A3, A5 x A4 และ A2 x A4 
 
ตารางที ่11  ค่าผลผลิตเฉล่ียทั้งเปลือกเป็นกิโลกรัมต่อไร่ของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 

ลูกผสม 10 คู่ผสม (ใตเ้สน้ทแยงมุม), ค่าประมาณสมรรถนะในการผสมทัว่ไป      
(แนวเสน้ทแยงมุม), และสมรรถนะการผสมเฉพาะ (เหนือเสน้ทแยงมุม) 

 
ประชากร
พนัธุแ์ม่ 

ประชากรพนัธุพ์อ่ 
A5 A2 A1 A3 A4 

A5 -183.28 -109.18 206.18 -239.44 142.44 
A2 1382.75 -163.13 32.68 -65.54 142.04 
A1 2048.00 1894.75 186.61 175.30 -414.16 
A3 1466.50 1660.25 2250.50 50.37 129.68 
A4 1907.00 1926.75 1720.50 2128.00 109.44 
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ส่วนการวเิคราะห์สมรรถนะการรวมตวัในลกัษณะผลผลิตปอกเปลือก (white weight) ใน
ตารางที่ 12 พบวา่ สายพนัธุอิ์นเบรดที่ใหผ้ลผลิตดีเม่ือน าไปผสมกบัสายพนัธุอ่ื์น (GCA) คือ สาย
พนัธุ ์A1 นอกจากน้ี ยงัมีสายพนัธุอิ์นเบรดที่ใหค้่าสมรรถนะการผสมทัว่ไปเป็นบวกอีก คือ A4 และ 
A3 ส่วนสายพนัธุ ์ซ่ึงใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการวเิคราะห์สมรรถนะการรวมตวัทัว่ไปในลกัษณะ
ผลผลิตทั้งเปลือก ส่วนสมรรถนะการผสมเฉพาะ (SCA) ของผลผลิตปอกเปลือกดีที่สุด คือ คู่ผสม
ระหวา่ง   A2 x A4 นอกจากน้ียงัมีอีก 3 คู่ผสมที่ใหค้่าสมรรถนะการผสมเฉพาะเป็นบวกอีก คือ A5 
x A1,    A1 x A3 และ A5 x A4 
 
ตารางที ่12  ค่าผลผลิตเฉล่ียปอกเปลือกเป็นกิโลกรัมต่อไร่ของขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 

ลูกผสม10 คู่ผสม (ใตเ้สน้ทแยงมุม), ค่าประมาณสมรรถนะในการผสมทัว่ไป (แนว
เสน้ทแยงมุม), และสมรรถนะการผสมเฉพาะ (เหนือเสน้ทแยงมุม) 

 
ประชากร
พนัธุแ์ม่ 

ประชากรพนัธุพ์อ่ 
A5 A2 A1 A3 A4 

A5 -181.48 -93.45 200.56 -165.46 58.35 
A2 952.74 -89.83 -8.65 -120.13 222.23 
A1 1479.32 1361.77 142.75 187.13 -379.03 
A3 1025.15 1162.13 1701.97 54.59 98.46 
A4 1268.34 1523.86 1155.18 1544.51 73.97 

 
ลักษณะทางพืชไร่ของสายพันธ์ุอินเบรด 
 

สายพนัธุอิ์นเบรดที่สกดัไดมี้อายกุารเก็บเก่ียวฝักสดอยูใ่นช่วง 79-82 วนั เม่ือเปรียบเทียบ
กบัสายพนัธุเ์ปรียบเทียบพบวา่สายพนัธุ ์Kwi1 มีอายกุารเก็บเก่ียวฝักสดที่ 76 วนัซ่ึงมีอายกุารเก็บ
เก่ียวฝักสดที่สั้นกวา่ ส่วนสายพนัธุ ์Kwi9 มีอายกุารเก็บเก่ียวฝักสดที่ 79 วนั ซ่ึงอยูใ่นช่วงวนั
ใกลเ้คียงกบัสายพนัธุอิ์นเบรดที่สกดัไดใ้หม่ เม่ือพจิารณาความแขง็แรงของตน้และความตา้นทาน
โรคทางใบ พบวา่สายพนัธุอิ์นเบรดที่สกดัใหม่ได ้มีความแขง็แรงกวา่สายพนัธุอิ์นเบรดเร่ิมตน้ที่
น ามาใชเ้ป็นแม่พนัธุ ์ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานทดลองของโชคชยัและคณะ (2544) ที่พบวา่ การน า
ขา้วโพดไร่ผสมกบัขา้วโพดขา้วเหนียว สายพนัธุอิ์นเบรดที่ไดจ้ากการคดัเลือกจะมีผลผลิตสูงขึ้น 
ความแขง็แรงและความตา้นทานโรคทางใบเพิม่ขึ้น  
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ลกัษณะทรงตน้ของสายพนัธุท์ี่คดัเลือกไว ้มีทรงตน้ที่ค่อนขา้งดีอยูใ่นเกณฑเ์ดียวกบั      
สายพนัธุเ์ปรียบเทียบ ซ่ึงทั้งหมดอยูใ่นช่วง 2-3 คะแนน จดัวา่สายพนัธุอิ์นเบรดเหล่าน้ีมีความ
สม ่าเสมอของทรงตน้ค่อนขา้งสม ่าเสมอ ส่วนคะแนนการกดัชิมของสายพนัธุอิ์นเบรด พบวา่ สาย
พนัธุ ์A2 มีคะแนนการกดัชิมดีที่สุด คือ ความเหนียวนุ่มและความชอบดีกวา่สายพนัธุอ่ื์นๆ 

 
ลกัษณะฝักสดของสายพนัธุอิ์นเบรดแสดงในตารางที่ 10 เม่ือพจิารณาภาพรวม คือ ลกัษณะ

การติดเมล็ดค่อนขา้งเตม็ฝัก โดยความยาวทั้งฝักอยูใ่นช่วง 11.31-12.90 เซนติเมตร ความยาวติด
เมล็ดอยูใ่นช่วง 8.93-11.25 เซนติเมตร และความยาวส่วนปลายของฝักอยูใ่นช่วง 1.57-2.47 
เซนติเมตร และเม่ือเปรียบเทียบกบัสายพนัธุเ์ปรียบเทียบ Kwi1 และ Kwi9 พบวา่ ความยาวทั้งฝักอยู่
ในช่วง 11.96-12.57 เซนติเมตร ความยาวติดเมล็ดอยูใ่นช่วง 10.63-11.07 เซนติเมตร และความยาว
ส่วนปลายของฝักอยูใ่นช่วง 0.89-1.93 เซนติเมตร ซ่ึงไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
 

ความกวา้งและความลึกของเมล็ดของสายพนัธุอิ์นเบรด พบวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถิติเช่นกนั โดยความกวา้งฝักของสายพนัธุอิ์นเบรดอยูใ่นช่วง 2.70-2.99 เซนติเมตร ส่วนสายพนัธุ์
เปรียบเทียบมีความกวา้งของฝักอยูใ่นช่วง 3.12-3.22 เซนติเมตร และความลึกฝักของสายพนัธุ์ 
อินเบรดอยูใ่นช่วง 0.56-0.69 เซนติเมตร ส่วนสายพนัธุเ์ปรียบเทียบมีความลึกของฝัก 0.63 
เซนติเมตร ทั้งสองสายพนัธุ์ 
 

น ้ าหนกั 100 เมล็ดมีความแตกต่างทางสถิติ โดยอินเบรดสายพนัธุ ์A4 ใหน้ ้ าหนกัเมล็ด
สูงสุด คือ 20.58 กรัม และเม่ือเปรียบเทียบกบัสายพนัธุ ์Kwi1 มีน ้ าหนกัเมล็ดสูงสุด คือ 23.16 กรัม 
 
ลักษณะทางพืชไร่ของลูกผสมเดี่ยว 
 

เม่ือพจิารณาอายวุนัเก็บเก่ียวฝักสดพบวา่ สายพนัธุเ์ปรียบเทียบกบัพนัธุบ์ิ๊กไวท ์(BW) และ 
รัชตะ (RAT) มีอายวุนัเก็บเก่ียวฝักสด 71 วนั ซ่ึงมีอายกุารเก็บเก่ียวฝักสดสั้นกวา่ลูกผสม 10 คู่ผสมที่
มีอายกุารเก็บเก่ียวฝักสดอยูใ่นช่วง 75-79 วนั เม่ือพจิารณาความแขง็แรงของตน้ พบวา่คู่ผสม 
ระหวา่ง A1 x A4, A3 x A4 และ A1 x A3 มีความแขง็แรงที่สุดซ่ึงใกลเ้คียงกบัพนัธุรั์ชตะที่เป็นพนัธุ์
เปรียบเทียบ และความตา้นทานโรคทางใบ พบวา่สายพนัธุคู์่ผสม A3 x A4, A5 x A4, A2 x A3,   
A2 x A1 และ A5 x A1 มีความตา้นทานโรคทางใบไดดี้ที่สุดซ่ึงใกลเ้คียงกบัพนัธุบ์ิ๊กไวท ์ส่วน
ลกัษณะทรงตน้มีทรงตน้ที่ค่อนขา้งดีและสม ่าเสมอกนัทั้ง 10 คู่ผสม ซ่ึงทั้งหมดอยูใ่นช่วง 2-3 
คะแนน เช่นเดียวกบัพนัธุเ์ปรียบเทียบรัชตะ มีลกัษณะทรงตน้ค่อนขา้งดีและสม ่าเสมอ ส่วนคะแนน
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การกดัชิมของทั้ง 10 คู่ผสมมีความแตกต่างทางสถิติ พบวา่ คู่ผสม A3 x A4, A5 x A4, A1 x A3 
และ A2 x A1 มีคะแนนกดัชิมที่ดีที่สุด คือ มีความเหนียวนุ่ม ความชอบ เม่ือเปรียบเทียบพนัธุ์
เปรียบเทียบกบัพนัธุ์รัชตะ ซ่ึงมีคะแนนการกดัชิมเท่ากนั แต่คู่ผสมที่มีเปลือกหุม้เมล็ดบางที่สุด คือ 
คู่ผสม A1 x A3 ดงันั้นคู่ผสม A1xA3 เป็นคู่ผสมที่ดีที่สุดที่ไดจ้ากการทดลองน้ี 

 
ส าหรับลกัษณะฝักสดของทั้ง 10 คู่ผสม จากตารางที่ 14 พจิารณาภาพรวม คือ ลกัษณะการ

ติดเมล็ดค่อนขา้งเตม็ฝัก มีความยาวทั้งฝักและความยาวติดเมล็ดมีความแตกต่างทางสถิติ คู่ผสม   
A2 x A1 มีความยาวทั้งฝักยาวมากที่สุด แต่คู่ผสมที่ความยาวฝักติดเมล็ดมากที่สุดคือคู่ผสม A5 x A1  
แสดงวา่คู่ผสมน้ีมีลกัษณะการติดเมล็ดค่อนขา้งเตม็ฝักมากที่สุด เม่ือพจิารณาควบคู่กบั ความยาวฝัก
ส่วนปลายที่สั้นที่สุดเพยีง 0.82 เซนติเมตร ส่วนความกวา้งของฝักของคู่ผสมทั้งหมดน้ี พบวา่ มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติ คือ คู่ผสม A2 x A1 และ A5 x A1 โดยความกวา้งฝัก 3.73 เซนติเมตร 
เม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธุเ์ปรียบเทียบมีความกวา้งของฝักนอ้ยกวา่และอยูใ่นช่วง 2.90-2.98 
เซนติเมตร และความลึกฝักของคู่ผสมทั้งหมดน้ีอยูใ่นช่วง 0.73-0.81 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างทาง
สถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธุเ์ปรียบเทียบมีความลึกของฝัก 0.74 และ 0.77 เซนติเมตร ในพนัธุ์     
บิ๊กไวทแ์ละพนัธุรั์ชตะ ตามล าดบั 
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ตารางที่ 13  ผลลิตฝักสดและลกัษณะเกษตรที่ส าคญัของสายพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 จ านวน 5 สายพนัธุ์ 
 

สายพนัธ์ุ 
อาย ุ    

เก็บเก่ียว
ฝักสด 

คะแนน1/ (1-5) ความยาวฝัก(ซม.) เส้นผา่นศูนยก์ลางฝัก 
จ านวน
แถวต่อ
ฝัก 

น ้าหนกั 
100 
เมลด็ 

ความ
แขง็แรง 

โรค
ทาง
ใบ 

ความ
กวา้ง
(ซม.) 

ความ
นุ่ม

เหนียว 

ความ
ชอบ 

เพอริ
คาร์บ2/ 

ความยาว
ทั้งฝัก 

ความยาว
ติดเมลด็ 

ความยาว
ส่วน
ปลาย 

ความกวา้ง
(ซม.) 

ความลึก
(ซม.) 

A1 79 1 1 3 3 3 2 11.41 8.93 2.47 2.80 0.58 8 19.72 
A2 82 1 2 3 2 2 2 12.68 10.57 1.57 2.90 0.56 11 17.44 
A3 82 2 1 3 3 3 2 12.90 11.25 2.12 2.86 0.62 13 15.34 
A4 80 1 1 4 3 3 2 11.31 8.95 1.65 2.70 0.69 12 20.58 
A5 82 2 2 3 4 3 2 11.97 10.40 2.36 2.99 0.66 12 13.18 

Kwi1 77 2 2 3 2 3 2 11.96 11.07 0.89 3.22 0.63 13 23.16 
Kwi9 79 2 2 5 3 3 2 12.57 10.63 1.93 3.12 0.63 13 18.71 
F-test ** ns * ** ** * ns ns ns ns ns ns ** ** 

LSD.05 1.69 - 0.55 0.71 0.55 0.54 - - - - - - 1.25 4.70 

%CV 1.32 25.11 26.37 
14.3

2 
13.21 12.99 9.62 9.06 6.65 28.27 8.61 11.96 6.42 13.14 

 
หมายเหตุ  1/คะแนน 1-5; 1 = ยอมรับ และ 5 ไม่เป็นที่ยอมรับ, 2/1= เพอริคาร์บบาง และ 5 เพอริคาร์บหนา 
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ตารางที ่14  ผลลิตฝักสดและลกัษณะเกษตรของพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวลูกผสมชัว่ที่ 1 (F1 hybrid) ที่มียนี opaque-2 จ านวน10 คู่ผสม และพนัธุเ์ปรียบเทียบ 
 

สายพนัธุ์ 
อาย ุ  

เก็บเก่ียว
ฝักสด 

คะแนน1/ (1-5) ความยาวฝัก(ซม.) เส้นผา่นศนูยก์ลางฝัก 
จ านวน

แถวต่อฝัก 
ความ
แข็งแรง 

โรค
ทางใบ 

ความกวา้ง
(ซม.) 

ความนุ่ม
เหนียว 

ความชอบ 
เพอริ 
คาร์บ2/ 

ความยาว
ทั้งฝัก 

ความยาว
ติดเมล็ด 

ความยาว
ส่วนปลาย 

ความกวา้ง
(ซม.) 

ความลึก
(ซม.) 

A1 x A4 76 1 2 3 3 2 2 15.10 14.13 0.98 3.83 0.74 14 
A2 x A4 75 2 2 2 3 3 2 15.95 14.68 1.28 3.68 0.76 13 
A3 x A4 76 1 1 2 2 2 2 15.84 15.22 0.62 3.67 0.81 14 
A5 x A4 78 3 1 3 2 2 2 15.60 13.90 1.70 3.52 0.73 13 
A1 x A3 75 1 2 2 2 2 1 16.40 15.15 1.25 3.35 0.76 14 
A2 x A3 78 3 1 2 3 2 2 15.77 14.24 1.53 3.57 131.78 13 
A5 x A3 79 3 2 3 2 3 2 14.77 13.53 1.24 3.65 0.70 13 
A2 x A1 78 3 1 2 2 2 2 16.88 14.53 2.35 3.73 0.80 14 
A5 x A1 76 2 1 2 3 3 2 15.70 14.88 0.82 3.73 0.73 14 
A5 x A2 79 3 2 3 3 3 2 14.34 12.44 1.90 3.50 0.75 12 

BW 71 2 1 4 2 3 2 13.95 12.60 1.35 2.98 0.74 11 
RAT 71 1 2 2 2 2 1 14.10 12.45 1.65 2.90 0.77 13 
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ตารางที ่14  (ต่อ) 
 

สายพนัธุ์ 
อาย ุ  

เก็บเก่ียว
ฝักสด 

คะแนน1/ (1-5) ความยาวฝัก(ซม.) เส้นผา่นศนูยก์ลางฝัก 
จ านวน

แถวต่อฝัก 
ความ
แข็งแรง 

โรค
ทางใบ 

ความกวา้ง
(ซม.) 

ความนุ่ม
เหนียว 

ความชอบ 
เพอริ
คาร์บ2/ 

ความยาว
ทั้งฝัก 

ความยาว
ติดเมล็ด 

ความยาว
ส่วนปลาย 

ความกวา้ง
(ซม.) 

ความลึก
(ซม.) 

F-test ** ** ** ** * ** ** ** ** ns * ns ** 
LSD.05 1.95 0.72 0.64 0.52 0.94 0.51 0.40 1.08 1.34 - 0.53 - 1.04 
%CV 1.76 25.42 29.64 15.20 27.34 14.63 15.44 9.06 6.65 55.74 8.61 9.59 5.51 

 
หมายเหตุ  1/คะแนน 1-5; 1 = ยอมรับ และ 5 ไม่เป็นที่ยอมรับ, 2/1= เพอริคาร์บบาง และ 5 เพอริคาร์บหนา 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

การปรับปรุงพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวใหมี้ยนี opaque-2 ร่วมอยูด่ว้ยน้ี ส าหรับยนีควบคุม
ขา้วโพดขา้วเหนียว (waxy gene, wxwx) การดูลกัษณะขุ่นและใสของแป้งในเมล็ดในรุ่นลูกอาจช่วย
ลดงานทางดา้นเคร่ืองหมายโมเลกุลไดบ้า้ง นอกจากน้ีลกัษณะ xenia effect ของ waxy gene ก็ยงัเป็น
ประโยชน์อยา่งมากในการคดัเลือกยนี waxy เช่นกนั แต่อยา่งไรก็ตาม เคร่ืองหมายโมเลกุลของทั้ง
ยนี opaque-2 (phi057) และยนี waxy (phi022) สามารถยนืยนัยโีนไทป์ของรุ่นลูกไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ โดยสามารถแยกยโีนไทป์ที่แตกต่างกนัทั้งสามชนิดไดอ้ยา่งชดัเจน ในขั้นตอนการ
ผสมกลบัก็สามารถเลือกพชืที่เป็น heterozygous ของยโีนไทป์ opaque-2 ไปผสมกลบัไดอ้ยา่ง
ถูกตอ้ง นอกจากน้ีเม่ือผสมตวัเองของตน้ที่เป็นที่เป็น heterozygous ก็สามารถคดัเลือกตน้ที่เป็น 
double homozygous recessive ไดเ้ช่นเดียวกนั ลูกผสมกลบัชัว่ที่ 1 (BC1F1) มีการการจายตวัของยนี 
opaque-2 ในอตัราส่วน 1O2O2 :1O2o2  แต่เม่ือน าลูกผสมตวัเองของ heterozygous (BC1S1) มาปลูก
และคดัเลือกดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุลพบวา่ การกระจายตวัของยนีในอตัราส่วน 1O2O 2 : 2 O2o2 : 1 
o2o2ไม่เป็นไปตามทฤษฎี ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากมีการคดัเลือกโดยดูลกัษณะค่อนมาทางขา้วโพดขา้ว
เหนียว ก่อนที่จะน าวา่วเิคราะห์ยนี opaque-2 และส่วนในยนี waxy มีการกระจายในอตัราส่วน 
1WxWx :2Wxwx :1wxwx ซ่ึงไม่ไปตามทฤษฎีเช่นกนัทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากไดมี้การคดัเลือกพชืที่มี
เฉพาะยนี opaque-2 ก่อน และประชากรมีขนาดเล็ก อยา่งไรก็ตามในที่สุดสามารถคดัเลือกไดส้าย
พนัธุท์ี่ประกอบดว้ยสองยนีที่ตอ้งการ double homozygous recessive (o2o2wxwx) ประกอบดว้ยกลุ่ม
ผสมกลบัจ านวน 5 สายพนัธุ์ มีปริมาณทริปโตแฟน (%) ในโปรตีนสูงกวา่ขา้วโพดสายพนัธุ์
เปรียบเทียบซ่ึงไม่มียนี opaque-2 (o2o2) และทั้ง 5 สายพนัธุน้ี์ยงัมีปริมาณอะมิโลเปคติน (%) ที่สูง
เช่นเดียวกบัสายพนัธุข์า้วโพดขา้วเหนียวที่แทจ้ริง ทั้งขณะที่ใชรั้บประทานฝักสดและเม่ือสุกแก่ 
พบวา่ สายพนัธุอิ์นเบรด A4 ใหน้ ้ าหนกั 100 เมล็ดสูงที่สุดเท่ากบั 20.58 กรัม จากการพจิารณา
ลกัษณะของคุณภาพในการกดัชิม พบวา่ สายพนัธุอิ์นเบรด A2 ใหค้่าคะแนนสูงที่สุด และเม่ือน าทั้ง 
5 สายพนัธุ ์มาผสมแบบพบกนัหมดแลว้ทดสอบผลผลิต พบวา่ ผลผลิตทั้งเปลือก (กก./ไร่) คู่ผสม 

A1 x A3 ใหค้่าสูงที่สุดเท่ากบั 2250.50 กก./ไร่ และผลผลิตปอกเปลือก (กก./ไร่) คู่ผสม A3 × A1 ให้
ค่าสูงที่สุดเท่ากบั 1701.97 กก./ไร่ นอกจากน้ีสายพนัธุ ์A1 ใหส้มรรถนะการรวมตวัทัว่ไป (GCA) ดี
ซ่ึงเหมาะที่จะพฒันาต่อไป  
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ข้อเสนอแนะ 
 

ในการคดัเลือกยนี opaque-2 สามารถใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลช่วยคดัเลือกได ้แต่ส่ิงหน่ึงที่มี
ความส าคญัเช่นกนัคือ modifying gene ซ่ึงมีส่วนส าคญัที่ท  าใหเ้มล็ดขา้วโพดใสและแขง็ ดงันั้นใน
การคดัเลือกควรที่จะน าส่วนน้ีเขา้ไปพจิารณาในการคดัเลือกสายพนัธุอิ์นเบรดของขา้วโพดขา้ว
เหนียวดว้ย เน่ืองจากเม่ือพนัธุกรรมพื้นฐานต่างกนั modifying gene จะแสดงออกแตกต่างกนั โดย
สงัเกตไดจ้ากเมล็ดจากต่างคู่ผสมกนัจะมีความใสและแขง็ของเมล็ดแตกต่างกนัดว้ย 

 
ส่วนในการคดัเลือกยนี waxy โดยการดูลกัษณะขุ่นและใสของแป้งในเมล็ดในรุ่นลูกอาจ

ช่วยลดงานทางดา้นเคร่ืองหมายโมเลกุลไดบ้า้ง และนอกจากน้ีลกัษณะ xenia effect ของยนี waxy ก็
ยงัเป็นประโยชน์อยา่งมากในการคดัเลือกยนี waxy โดยการใชส้ารละลาย I2KI ตรวจสอบละออง
เกสรไปตรวจสอบ 
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ภาคผนวกที่ ก1 สารเคมีส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน 
 
1. Hexane 
2. 98% Sulfuric acid, 0.05018 N Sulfuric acid 
3. Catalyst  
4. การเตรียม 10N โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ชัง่ NaOH 400 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 

ปรับปริมาตร 1 ลิตร 
5. การเตรียม indicator ชัง่ methyl red 0.033 กรัม และ bromoresol green 0.066 กรัม 

ละลายในเอทานอล 100 มิลลิลิตร 
6. การเตรียมสารละลาย Boric acid ชัง่ Boric acid 20 กรัม ละลายในน ้ าร้อน 400 มิลลิลิตร 

ปล่อยใหเ้ยน็แลว้ปรับปริมาตร เป็น 1 ลิตร หยด 0.1N โซเดียมไฮดรอกไซด ์3 หยด 
 
ภาคผนวกที่ ก2 สารเคมีส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณทริปโตแฟน 
 

1. การเตรียม 0.165 M Sodium acetate (pH 7) ละลาย Sodium acetate 13.6 กรัม ในน ้ ากลัน่
ใหไ้ด ้1 ลิตร ปรับใหไ้ด ้pH 7 ดว้ย sodium hydroxide หรือ acetic acid เก็บไวท้ี่อุณภูมิ 4 ºC 

2. การเตรียม Papain solution (1 mg/ml) ละลาย Papain 40 มิลลิกรัม ใน 0.165 M Sodium 
acetate (pH 7) 40 มิลลิลิตร ที่อุณภูมิหอ้ง (เตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนการวเิคราะห์) 

3. การเตรียม Tryptophan strock solution (100 µg/ml) ละลาย DL-Tryptophan 10 มิลลิกรัม 
ใน 0.165 M Sodium acetate (pH 7) 100 มิลลิลิตร ที่อุณภูมิหอ้ง และเก็บไวท้ี่อุณภูมิ 4 ºC (เขยา่ก่อน
ใช)้ 

4. การเตรียม 30 N Sulfuric acid (Reagent C) โดยเติม 98% Sulfuric acid ปริมาตร 833.3 
มิลลิลิตร ลงในน ้ ากลัน่ 166.7 มิลลิลิตร (วางภาชนะที่ใส่น ้ ากลัน่บนน ้ าแขง็ก่อนใส่ Sulfuric acid 
และ steror ตลอดเวลา) 

5. การเตรียม 7 N Sulfuric acid โดยผสม 30 N Sulfuric acid ปริมาตร 35 มิลลิลิตรกบัน ้ า
กลัน่ 115 มิลลิลิตร วธีิการท าเช่นเดียวกบัขอ้ 4 

6. การเตรียม 0.1 M Glyoxilic acid (Reagent A) ละลาย Glyoxilic acid 0.9205 กรัม ใน 7 N 
Sulfuric acid ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เขยา่เบาๆ จนกวา่ Glyoxilic acid ละลายแลว้ปรับปริมาตรดว้ย 7 
N Sulfuric acid เป็น 100 มิลลิลิตร (เตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนการวเิคราะห์) 

7. การเตรียม 1.8 M Ferric chloride (Reagent B) ละลาย Ferric chloride 0.050 กรัม ใน 
Reagent A ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (เตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนการวเิคราะห์) 
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8. การเตรียม colorimetric reagent (Reagent D) โดยผสมระหวา่ง Reagent C ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ลงใน Reagent B ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในขวดสีชา ปิดฝาใหส้นิท และ steror ตลอด 
(เตรียมใหม่ทุกคร้ังก่อนการวเิคราะห์ 1 ชัว่โมง) 
 
ภาคผนวกที่ ก3 สารเคมีส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณอะมิโลเปคติน 
 

1. สารละสาย 1N NaOH ชัง่ NaOH 40 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร ทิ้งไวใ้หเ้ยน็
แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่เป็น 1 ลิตร 

2. สารละลาย Glacial acetic acid: 1N CH3COOH ละลาย Glacial acetic acid 60 มิลลิลิตร 
ในน ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่เป็น 1 ลิตร 

3. สารละลาย Iodine ชัง่ Iodine 0.2 กรัม และ Potassium Iodine 2 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 
80 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชาขนาด 100 มิลลิลิตร ทิ้งไวข้า้มคืนหรือจน Iodine ละลายจนหมดแลว้
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
 
ภาคผนวกที่ ก4 สารเคมีส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ Total Sugarand Reducing Sugar 
 
 การเตรียมสารละลาย alkalic copper reagent 
 

1. ละลาย anhydrous sodium carbonate (Na2CO3) 25 กรัม ในน ้ า 250 มิลลิลิตร เติม 
potassium sodiumtartrate (C4H4KNaO6.4H2O) 12 กรัม 

2. เติมสารละลาย 10% copper sulfate 40 มิลลิลิตร (ใช ้CuSO4.5H2O 4 กรัม ละลายน ้ าจน
ครบ 40 มิลลิลิตร) เติม sodium bicarbonate (NaHCO3) 16 กรัม (solution I) 

3. ละลาย anhydrous sodium sulfate (Na2SO3) 180 กรัม ในน ้ า 500 มิลลิลิตร (solution II) 
4. ผสม solution I และ solution II แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ตั้งทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิหอ้ง 1 

สปัดาห์ กรองเก็บไวท้ี่อุณหภูมิ 30 – 37 ๐C (ทุกคร้ังที่มีการใชต้อ้งท าการกรองทุกคร้ัง) 
 
 การเตรียมสารละลาย arsenomolybdic reagent 

 
1. ละลาย ammonium molybdate (NH4)6Mo7O24.4H2O 50 กรัม ในน ้ า 900 มิลลิลิตร เติม 

sulfuric acid (H2SO4) 42 มิลลิลิตร (solution III) 
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2. ละลาย disodium hydrogen arsenate (Na2HAsO4.7H2O) 6 กรัม ในน ้ า 50 มิลลิลิตร 
(solution IV) 

3. ค่อยเติมสารละลาย IV ในสารละลายที่ III II แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ตั้งทิ้งไวท้ี่
อุณหภูมิหอ้ง 30 – 37 ๐C (เก็บไว ้24 ชัว่โมงจึงสามารถน ามาใชไ้ด)้ 
 
 ค่า absorbance ที่ไดเ้ปรียบเทียบกบัสารละลายมาตราฐาน (standard solution) D-glucose 
(ที่ความเขม้ขน้ 0.01 – 0.04%) ผลการวเิคราะห์มีหน่วยเป็น mg.D-glucose/มิลลิลิตร หรือกรัม
น ้ าหนกัแหง้ 
 
 การเตรียมสารละลายมาตราฐาน(standard solution) D-glucose 

 
1. เตรียมสารเคมี D-glucose anhydrous ที่ 50, 100, 150, 200, 250, 300 ppm. โดยดูดสาร 

ตั้งตน้ (D-glucose anhydrous 1000 ppm) ปริมาตร 1.25, 2.5, 3.75, 5, 6.25 และ 7.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรทั้งหมด 25 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
ตารางการประเมินค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธข์องลกัษณะคุณภาพ 
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การประเมินค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของลักษณะคุณภาพของฝักแห้ง 
 

จากตารางผนวกที่ ข1 แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง 2 ลกัษณะที่เก่ียวขอ้งของคู่ผสม
โดยเฉพาะลกัษณะทางคุณภาพ (biochemical traits) 9 ลกัษณะ ไดแ้ก่ ปริมาณอะมิโลส                  
อะมิโลเปคติน ทริปโตแฟน โปรตีน น ้ าตาลทั้งหมด ปริมาณ Non-Reducing Sugar ความชอบ ความ
เหนียวนุ่ม และความหนาของเพอริคาบ พบวา่ใหค้่าสหสมัพนัธ ์(correlation coefficient, r) ของแต่
ละคู่ค่อนขา้งแตกต่างกนัอยา่งมาก ส่วนลกัษณะที่มีความสมัพนัธก์นัไดแ้ก่ ปริมาณอะมิโลส และ  
อะมิโลเปกติน และปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด กบัปริมาณ Non-Reducing Sugar ส่วนลกัษณะอ่ืนๆ นั้น
ไม่มีความสมัพนัธก์นัในระดบัที่แตกต่างทางสถิต ิ
 
ตารางผนวกที่ ข1  ค่าสหสมัพนัธร์ะหวา่งลกัษณะทางชีวเคมีและคุณภาพของขา้วโพดขา้วเหนียวฝัก

แหง้ทีมี่ยนี opaque-2 จ านวน 10 คู่ผสม 
 

Dried Amylose Amylopectin Tryptophan Protein TS1/ NRS2/ Flavor Terderness 
Amylopectin -1**        
Tryptophan -0.10 0.10       
Protein 0.12 -0.12 -0.15      
TS 0.03 -0.03 0.39 0.23     
NRS 0.12 -0.12 0.19 0.18 0.91**    
Flavor -0.49 0.49 -0.14 -0.03 -0.17 -0.06   
Terderness -0.33 0.33 0.04 -0.12 0.02 -0.02 0.49  
Pericarp 0.68 -0.68 0.27 0.05 0.24 0.28 -0.24 -0.02 

 
หมายเหตุ  1/TS = total sugar, 2/ non-RS = non-reducing sugar 
 
การประเมินค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ของลักษณะคุณภาพของฝักสด 
 

จากตารางผนวกที่ ข2 แสดงความสมัพนัธร์ะหวา่ง 2 ลกัษณะที่เก่ียวขอ้งของคู่ผสมลกัษณะ
ทางคุณภาพ (biochemical traits) พบวา่ ปริมาณอะมิโลเปคตินมีความสมัพนัธท์างบวกกบัความ
เหนียวนุ่ม (tenderness) และกล่ิน (flavor) แต่สอบลกัษณะดงักล่าวน้ีจะมีความสมัพนัธท์างลบกบั
ปริมาณอะมิโลส ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ขา้วโพดขา้วเหนียวที่ดีนั้นจะตอ้งมีปริมาณอะมิโลเปคตินสูง 
นอกจากน้ีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด กบัปริมาณ Non-Reducing Sugar ก็มีความสมัพนัธใ์นทางบวก 
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ตารางผนวกที ่ข2  ค่าสหสมัพนัธร์ะหวา่งลกัษณะทางชีวเคมีและคุณภาพของขา้วโพดขา้วเหนียว  
ฝักสดที่มียนี opaque-2 จ านวน 10 คู่ผสม 

 
Fresh Amylose Amylopectin Tryptophan Protein TS1/ NRS2/ Flavor Terderness 

Amylopectin -1**        
Tryptophan -0.15 0.28       
Protein 0.26 0.15 -0.16      
TS -0.15 0.15 0.13 0.38*     
NRS -0.15 0.15 -0.08 0.23 0.91**    
Flavor -0.56* 0.56* 0.14 -0.20 -0.17 -0.06   
Terderness -0.41* 0.41* -0.08 -0.30 0.02 -0.02 0.49  
Pericarp 0.12 -0.12 0.32 0.01 0.24 0.28 -0.24 -0.02 

 
หมายเหตุ  1/TS = total sugar, 2/ non-RS = non-reducing sugar 
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ภาคผนวก ค 
ภาพฝักขา้วโพดขา้วเหนียวที่มียนี opaque-2 
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ภาพผนวกที่ ค1  แสดงรูปฝักของสายพนัธุ ์A1 ทีมี่สมรรถนะการผสมทัว่ไป (GCA) ดีที่สุด 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค2  แสดงรูปฝักของคู่ผสม A1 x A3 ที่ใหน้ ้ าหนกัผลผลิตดีที่สุด 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 

ช่ือ   นางสาวองัคณา เพาะนิยม 
เกิดวันที่   31 กรกฎาคม 2527 
สถานที่เกิด  อ.เมือง จ.ตราด 
ประวัติการศึกษา  วท.บ.(เทคโนโลยกีารผลิตพชื) มหาวยิาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
ต าแหน่งปัจจุบัน  - 
สถานที่ท างานปัจจุบัน - 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวัลทางวิชาการ - 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ - 
 
 

 

 




