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Hybrid rice can produce about 20% higher yield than the inbred rice varieties. Main              
advantages of using two-line system in hybrid rice production are simplicity, cost effectiveness and          
ability to use a wider range of parent lines than three-line system. Temperature sensitive genic male          
sterility (TGMS) in maternal line is a result of the expression of genes in the nucleus which are            
controlled by temperature (thermo-sensitive  genic  male  sterility; TGMS). However, a mechanism         
and position of tgms genes are still unclear. In this study, Two TGMS line were crossed with  2 wild       
type rice varieties (B8xAzucena and B7xB30) to produce the F2 populations. The ratios of normal  
and male sterile F2 in both crosses were 3 : 1 following Mendelian principles indicated that the  
TGMS character was inherited by recessive allele of a single gene. The DNA markers linked to  
tgms genes were also identified  using Insertion/Deletion (Indel) markers. A total of 84 Indel 
 markers, 10 polymorphic markers were obtained and mapped in selected sterile individuals from 
 two population of F2 hybrids form TGMS and wild type inbreds. The results suggested that tgms  
gene was mapped to the interval between Os02g12050 and Os02g12350 markers which were  
located within 200 kb apart on chromosome 2. The linked markers obtained from this study will  
be further useful for plant breeding. 
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คํานํา 
  

   ประชากรโลกมีอัตราการเพ่ิมข้ึนอยางมาก เม่ือเปรยีบเทยีบกับอัตราการเพิ่มขึน้ของอาหาร ซ่ึง
เปนแบบคอยเปนคอยไป ทําใหเกิดความไมสมดุลและเกดิปญหาจํานวนประชากรท่ีมากเกินกวาจํานวน
อาหารท่ีผลิตได  ขาวเปนอาหารหลักของประชากรสวนใหญในโลก พบวาผลผลิตทีไ่ดในปจจุบันยังไม
เพียงพอตอความตองการบรโิภค การเพิ่มผลผลิตของขาวจึงเปนทางเลือกในการแกไขปญหาการขาด
แคลนอาหาร จึงไดมีการพฒันาเทคโนโลยี การผลิตขาวลูกผสม (hybrid rice)  ท่ีสามารถใหผลผลิตสูง
กวาพนัธุทัว่ไปมากกวา 20% (Chen et al., 2009) นอกจากขอดีทางดานผลผลิตที่เพิม่ข้ึนแลว ลักษณะ
ของระบบรากที่แข็งแรง  ความสามารถในการแตกกอ  รวงที่มีขนาดใหญกวาและยังมีน้ําหนกัเมลด็
มากกวา ท้ังนีย้ังลดการใชสารเคมีและปุย เพราะขาวลูกผสมมีความตานทานโรคและแมลงศัตรูดวย (วร
วิทย, 2533) แตเนื่องจากขาวเปนพืชผสมตัวเอง การสรางขาวลกูผสมจึงมีความยุงยาก เทคโนโลยีการ
ผลิตขาวลูกผสมที่นิยมทํากนัคือ ขาวลกูผสมแบบสองทางและขาวลูกผสมแบบสามทาง ระบบการผลิต
ขาวลกูผสมแบบสามทาง (three-line breeding system) เปนระบบที่ใชตนทุนสูง ซับซอน และมีขอจํากัด
ของพันธุ  maintainer และ restorer ทางเลือกที่จะใชแกปญหาขอจํากัดของขาวลูกผสมแบบสามทาง คือ
การใชพันธุขาวท่ีเปน photoperiod-sensitive genic male sterility (PGMS) และ thermo-sensitive genic 
male sterility (TGMS) ในการผลิตขาวลกูผสมแบบสองทาง (two-line breeding system) ซ่ึงเปนระบบ
การผลิตขาวท่ีใหผลผลิตสูง ใชตนทุนตํ่า สะดวกและรวดเรว็กวาการผลิตขาวลกูผสมแบบสามทาง ใน
ปจจุบันมีการใชสายพันธุ PGMS และTGMS อยางกวางขวาง (Peng et al., 2009a)  โดยทําใหเรณูเปน
หมัน ภายใตสภาพวนัยาว หรืออุณหภูมิสูง โดยเรณูจะไมเปนหมันสามารถติดเมล็ดไดในสภาพวนัส้ัน
หรืออุณหภูมิตํ่า ตามลําดับ   
 
 การปรับปรุงพนัธุในอดีตตองใชเวลานาน ตัวชวยท่ีจะทําใหการปรับปรงุพันธุสะดวกและ 
รวดเร็ว คือ การใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers)  ซ่ึงเปนตัวบงช้ีลักษณะตางๆ มีความจําเพาะ 



 2 

เจาะจง สามารถตรวจสอบความแตกตางในระดับของยนีที่มีความถูกตองแมนยําสูง ปจจุบันมีการ      
หาตําแหนงของยีนที่ควบคุมการเปนหมันของเรณูอันเนื่องมาจากอุณหภูมิหลายยีน จากงานวิจัยท่ี    
ผานมาไดมีการศึกษายนี tgms ในขาว ID 24 พบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอหางจากยนี 1.3 เซนติมอรแกน   
(ช่ืนจิตร, 2551) แตยังไมรูทิศทางที่แนนอน จึงมีความจําเปนตองหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีตําแหนง 
ใกลกับยนีมากข้ึนเพ่ือความถูกตองแมนยําในการปรับปรงุพันธุ  ในการพัฒนาขาวลูกผสมใน     
ประเทศไทยตอไป  
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วัตถุประสงค 
 

เพ่ือพัฒนาเคร่ืองหมายดเีอ็นเอท่ีมีตําแหนงอยูใกลกับยีน tgms ในขาว ID24 สําหรับใชใน     
การปรับปรุงพันธุขาว  
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การตรวจเอกสาร 
 

การปรับปรุงพันธุพืช 
 
 การปรับปรุงพันธุพืชมีวัตถุประสงคสําคัญ 2 ประการ คือ 1) เพื่อเพ่ิมผลผลิต (yield) และ
องคประกอบของผลผลิต เชน การเพ่ิมจํานวนรวงตอกอ และ 2) เพ่ือปรับปรุงคุณภาพ (quality) 
เชนความตานทานตอโรคและแมลง (ดําเนิน, 2545) 
 

ในสภาพธรรมชาติ ประชากรพืชผสมตัวเองประกอบดวยสายพันธุแทที่หลากหลาย ความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมอาจเกิดข้ึนไดบาง เนื่องจากการผสมขามและการกลายพันธุของยีน แตสภาพ
แตกตางทางพันธุกรรมของสายพันธุเหลานี้ จะกลับเขาสูสภาพคงตัวทางพันธุกรรมในที่สุดเน่ืองจาก
การผสมตัวเอง การปรับปรุงพันธุพืชผสมตัวเองน้ัน จะเนนไปที่การปรับปรุงสายพันธุแท เพื่อนําไปใช
โดยตรงหรือผลิตพันธุลูกผสม ถาหากพืชน้ันๆสามารถทําใหมีการผสมขามที่เหมาะสม และคุมคาใน
เชิงเศรษฐกจิ ลูกผสมท่ีดีควรตองมีความสม่ําเสมอสูง ลูกผสมดังกลาวจาํเปนตองมาจากสายพันธุพอแม
ท่ีมีความสมํ่าเสมอทางพันธุกรรมสูง วิธีการปรับปรุงสายพันธุแทของพชืผสมตัวเอง ไดนํามา
ประยุกตใชกบัพืชผสมขามอยางกวางขวาง จะตางกนัก็เพียงเล็กนอย เพื่อใหเหมาะกบัการใชกับพืชแต
ละชนิด ดังนั้นวิธีปรับปรุงสายพันธุตางๆ ทีใ่ชกันอยางกวางขวางในปจจุบัน จึงสามารถประยุกตใชได
ท้ังในพืชผสมตัวเองและพืชผสมขาม เพียงแตในพืชผสมขามแตละชนดิตองมีเทคนิคในการผสมตัวเอง
ท่ีเหมาะสม (กฤษฎา, 2551) การคัดเลือกพนัธุเปนพ้ืนฐานของการปรับปรุงพันธุที่สําคัญ เน่ืองจากพืช
ท่ัวไปจะมีลักษณะดีและไมดีปะปนกันอยู การปรับปรุงพันธุพืชสามารถทําไดโดยวธีิผสมพันธุ แลวจึง
คัดเลือกลูกผสมดวยวิธีตางๆ คือ 
 

  1. การคัดเลือกสายพันธุบริสุทธ์ิ (pure line selection) pure line คือ พันธุที่เปนพันธุแท การ
คัดเลือกลูกจากฮอโมไซกัสเดี่ยว (single homozygous) ซ่ึงสามารถสรางข้ึนไดโดยเพิ่มจํานวนลูกที่ได
จากการผสมตัวเอง พันธุกรรมของพืชจะมีความสม่ําเสมอมากกวาการคัดเลือกแบบ mass selection  
(วิทยา, 2527)  
  

2. การคัดเลือกรวม (mass selection) การปรับปรุงพันธุพืชผสมตัวเอง โดยวิธีการคัดเลือก    
รวมนั้นมีขอบเขตจํากัด โดยพิจารณาจากลักษณะใดลักษณะหน่ึงจะทําใหไดพืชสายพันธุบริสุทธ์ิ 
ภายในระยะเวลาอันส้ัน โดยเร่ิมจากปลูกพืชในแปลงใหญแลวคัดท้ิงตนพืชที่ไมตองการ แลวเก็บ    
เกี่ยวเฉพาะตนที่คัดเลือก พันธุท่ีไดจะกลายเปนพันธุท่ีไดรับการปรับปรุงแลว หากทําซํ้าก็จะได      
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พันธุที่ดีข้ึน โดยจะข้ึนอยูกบัความแปรปรวนในสายพันธุ ความสามารถของนักปรับปรุงพันธุ และ
วิธีการนําพืชท่ีไดรับการคัดเลือกมารวมกนัเปนพนัธุที่ด ี(สุทัศน, 2552) 
   
  3. การคัดเลือกโดยบันทึกพันธุประวัติ (pedigree method) เปนการบันทึกขอมูลของสายพันธุ
และลูกหลานในช่ัวรุนตอๆไป โดยนําแตละพันธุในช่ัวรุนที่ 1 ไปปลูก และดูแลแยกกนัในช่ัวลูกหลาน 
และบันทึกขอมูลท่ีจําเปนไว เชน ความแข็งแรง ความสูง วันออกดอก  ความตานทานโรคและแมลง 
หรือลักษณะอ่ืนที่อาจเปนประโยชน (สุทัศน, 2552)  
   

4. การคัดพันธุเก็บรวม (bulk method) เปนวิธีเก็บรวม โดยเก็บเกี่ยวพืชในชั่วรุนท่ี 2 มารวมกัน 
และปลูกในปริมาณท่ีมากพอที่จะเปนตัวแทนของประชากรท้ังหมด (กฤษฎา, 2519)  
เพื่อคัดเลือกลักษณะท่ีตองการนําไปปรับปรุงพันธุตอไป  
 

การผสมกลับ (backcross method) เปนวิธีปรับปรุงพันธุอีกแบบหนึ่ง ทําไดโดยการนําเอา
ลูกผสมท่ีไดรับ ผสมกลับไปหาพอหรือแม เพ่ือตองการเพ่ิมลักษณะใดลักษณะหนึ่ง เขาไปในพันธุที่
เห็นวาดีอยูแลว (กฤษฎา, 2519) เปนวิธีปรับปรุงพันธุพืชเพียงวิธีเดียว ท่ีสามารถคาดคะเนผลที่จะไดรับ 
และสามารถดําเนินการผสมกลับซํ้าหลายๆครั้งได เปนวิธีท่ีนิยมใชทั้งในพืชทั้งพวกผสมตัวเอง และ 
พวกผสมขามมักใชในกรณทีี่มีพันธุดีอยูแลว แตพันธุดนีั้นยังขาดลักษณะใดลักษณะหนึ่งอยู แตลักษณะ
ท่ีขาดควรเปนลักษณะเชิงคุณภาพที่ควบคุมดวยยีนนอยคู ถาพันธุ A เปนพันธุดี ใหผลผลิตสูง แตไม
ตานทานโรคชนิดหน่ึง สวนพันธุ B มีลักษณะตานทานโรคน้ัน แตลักษณะอ่ืนไมดีนัก  การปรับปรุง
พันธุ A ใหตานทานโรคทําไดโดยวิธีผสมกลับ โดยผสมพันธ A กับพันธุ B ลูกผสมท่ีไดผสมกลับไปยัง
พันธุ A หลายๆ คร้ัง การผสมกลับแตละคร้ัง จะเลือกเอาตนที่แสดงลักษณะตานทานโรคเทานั้น ใน
ท่ีสุดจะไดพันธุที่มีลักษณะตางๆ เหมือนพนัธุ A และมีลักษณะตานทานโรคจากพันธุ B ดวย ซ่ึงเรียก
พันธุ B วาพันธุให (donor parent) และ พันธุ A เปนพันธุรับ (recurrent parent) (สุทัศน, 2552)  
   
พืชผสมตวัเอง (self pollinated crop) 
 

พืชจําพวกนี้ถึงแมจะเรียกวาพืชผสมตัวเอง คือผสมระหวางจีโนไทป (genotype) ที่    
เหมือนกนั แตก็อาจมีการผสมขามเกิดข้ึนในธรรมชาติ  4-5 เปอรเซ็นต สวนมากพบในพืชที่มีดอก    
แบบสมบูรณเพศ หรือดอกไมสมบูรณเพศของพืชกลุมที่มีดอกเพศผูและเพศเมียอยูบนตนเดยีวกัน 
สาเหตุท่ีทําใหพืชผสมตัวเองไดแก  
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1. ไมมีการบานของกลีบดอกหรือสวนอ่ืนที่ทําหนาที่หอหุมเกสรทั้ง 2 เพศ หรือเกสรเพศเมีย
พรอมรับการผสมเม่ือเกสรเพศผูแกและฟุงกระจายในขณะท่ีกลีบดอกยงัปดอยู (cleistogamy) เชน ขาว
สาลี และหญาโรด 
 

2. กลีบดอกบานเมื่อเกสรท้ัง 2 เพศ พรอมจะผสมพันธุ (receptive) แลวยังปดอยู เชน ถัว่ตางๆ 
และขาว 
 

3. โครงสรางของดอกไมเอ้ืออํานวยใหผสมขาม เชน เกสรทั้ง 2 เพศ ถูกปกคลุมดวย
สวนประกอบของดอกในขณะท่ีดอกบาน ยอดเกสรเพศเมียอยูตํ่าและอับเรณูเพศผูเบยีดกนัแนน กนั
ละอองเกสรจากดอกอ่ืนทีจ่ะตกลงมายังยอดเกสรเพศเมีย (นพพร, 2543) 
 
การปรับปรุงพันธุพืชผสมตวัเอง 
 

พืชผสมตัวเองพันธุพื้นเมือง (landraces or native varieties) หรือพันธุปา (wild types) นั้นมี
ขอบเขตและขอจํากัดในการใหผลผลิต ทั้งทางดานปริมาณและคุณภาพ ความตานทานโรค แมลง
ศัตรูพืช ท่ีสําคัญบางชนิด  (economic disease and insect pest resistance) ตลอดท้ังความทนทานตอ
สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมบางอยาง (stress condition tolerance) ดังนั้นขอจํากดัดงักลาวน้ี จึงเปน
สาเหตุสําคัญในการชักนําเขาสูวิธีการปรับปรุงพันธุพืช  
 
  โดยทั่วไปหลักการท่ีใชในการปรับปรุงพันธุพืชทั้งในพืชผสมตัวเอง (self pollinated crop) และ
พืชผสมขาม (cross pollinated crop) นั้นเหมือนกัน แตแตกตางในวิธีการผสมพันธุและคัดเลือกพันธุ 
หลักการท่ีใชไดแก 
 

1. การนําพันธุพืชจากแหลงอ่ืนเขามาปลูก (introduction) 
2. การคัดเลือกพันธุพืชจากประชากรที่มีอยูแลว (selection) 
3. การผสมพันธุและคัดเลือกพันธุจากลูกผสม (hybridization and secection) 
4. การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ (induced mutation) 
5. การใชเทคโนโลยีชีวภาพและพันธุวิศวกรรม (biotechnology and genetic engineering 

approach) (บญุหงษ, 2548) 
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การผลติลกูผสม 
 
ลูกผสม (hybrid) ไดจากการผสมระหวางพนัธุแท สามารถแบงไดดังนีคื้อ 
 

1.  ลูกผสมเด่ียว (single cross) คือลูกผสม F1 ท่ีไดจากการผสมระหวาง 2 สายพันธุจะมีลักษณะ
และคุณสมบัติตางๆ สมํ่าเสมอกันดีมาก (วทิยา, 2527) 
 

2. ลูกผสมคู (double cross) คือลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมของลูกผสมเด่ียว 2 คู จึงไดมาจากสาย
พันธุแท 4 สายพันธุ (ธงไชย, 2536) 
  3. ลูกผสมสามทาง (three way cross) เปนการผสมระหวางลูกผสมเดี่ยวกับสายพันธุแทอีก 1 
สายพันธุ มีความสมํ่าเสมอนอยกวาลูกผสมเด่ียว (ศิริพร, 2547) 
 
  4. ลูกผสมหลายสายพันธุ (multiple cross) ลูกผสมที่เกดิจากสายพันธุแทมากกวา 4 สายพันธุ 
ไมคอยนิยมในเชิงการคา เพราะผลผลิตที่ไดไมคุมกับตนทุน (สุทัศน, 2552)  
 

ในประเทศไทยมีพืชลูกผสม เชน ขาว ขาวโพด ขาวฟาง ไมดอกไมประดับ ทานตะวัน กําลัง
ไดรับความสนใจจากเกษตรกรมาก จะเห็นไดจากปริมาณการผลิต และการจําหนายเมล็ดพันธุลูกผสม
ของบริษัทเมล็ดพันธุตางๆ เพิ่มข้ึนทุกป แตขอเสียของลูกผสม คือ ไมสามารถเก็บเมล็ดลูกผสมใชทํา
พันธุตอไปได เม่ือนําไปปลูกผลผลิตจะลดตํ่าลงมาก (สุทัศน, 2552)  
 
     ขาวลูกผสม คือประชากรชั่วท่ี 1 ท่ีไดจากการผสมระหวางพอแม 2 พันธุ ที่มีพันธุกรรมไม
เหมือนกนั จะแสดงความแข็งแรงในการเจริญเติบโต ระบบรากท่ีแข็งแรง ความสามารถในการแตก   
กอ ความสามารถในการใหผลผลิต ความตานทานตอสภาพแวดลอม คุณภาพของเมล็ด ความ      
เขมขนในการสังเคราะหแสงสูงและลักษณะอ่ืนๆ ที่ดกีวาพอแมทั้งสอง ซ่ึงเกิดจากปรากฏการณ 
heterosisโดยทั่วไปจะแสดงออกเกี่ยวกับลักษณะปริมาณ (quantitative character) เชน ผลผลิตของ 
เมล็ด น้ําหนกัของเมล็ด ความสูงของตน จํานวนรวงตอตน จํานวนเมล็ดตอรวง เปนตน                      
(วรวิทย, 2533) 
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ขอไดเปรียบในการใชประโยชนของขาวลกูผสม 
 
   1. ในการผสมช่ัวที่ 1 ลักษณะรูปรางของลูกผสมมักจะดข้ึีน เปนผลมาจากการรวมกันของ
ลักษณะที่ดีสงเสริมในทางสรีรวิทยา จากการผสมพันธุพอแม 2 พันธุ จะมีลักษณะที่สงเสริมกัน และมี
พันธุกรรมที่ประกอบข้ึนไมเหมือนกนั ดังน้ัน จึงคอนขางงาย ที่จะพัฒนาคูผสม (combination) ให
ผลผลิตสูง 
 
   2. ความตานทานโรคและแมลงของขาว สวนใหญจะถายทอดในลักษณะขมหรือขมไม
สมบูรณ เม่ือพนัธุพอหรือพันธุแม พันธใดพนัธุหนึ่งมีความตานทานโรคหรือแมลงบางอยาง ลูกผสมช่ัว
ท่ี 1 จะมีความตานทานโรคหรือแมลงนี้ในขอบเขตหน่ึงดวย ดังน้ันความสามารถในการใหผลผลิตสูง
อาจจะทําไดงายๆ โดยการรวมความตานทานหลายๆ อยางเขาดวยกัน 
 
   3. การเปรียบเทียบสายพันธุบริสุทธ์ิ ลูกผสมช่ัวที่ 1 จะมีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมที่กวางขวาง
กวา ปรับตัวเองเขากับส่ิงแวดลอมตางๆ ไดดีกวา และมีความตานทานสภาพแวดลอมท่ีแปรผันไดดีกวา 
ดังนั้น คูผสมของลูกผสมที่ดีเยีย่มสามารถนําไปใชไดกวางขวางมากกวาและแพรขยายไปไดมาก เม่ือ
เปรียบเทียบกบัพันธุพ้ืนเมืองที่ดีเยีย่ม (วรวิทย, 2533) 
 
 การผสมพันธุขาว ขาวเปนพชืผสมตัวเองตามธรรมชาติ มีการผสมขามนอยกวา 1% ดอกขาวเปน
ดอกสมบูรณเพศ (perfect flower) คือ มีเกสรเพศผูและเกสรเพศเมียอยูภายในดอก เดียวกัน การเลือก
สายพันธุแมนัน้ เลือกที่ดอกยังไมบาน กําจัดเรณู (emasculation) ของพันธุที่จะใชเปนตนแม  โดยใช
กรรไกรตัดสวนของปลายกลีบดอกออกยาวหน่ึงในสามถึงคร่ึงหนึ่ง แลวใชปากคีบดึงเรณูออก เปนการ
ทําลายเรณูในชอ เริ่มจากดอกที่ยังออน สังเกตไดจากเรณยูาวนอยกวาคร่ึงหน่ึงของดอกแสดงวายังออน 
ตัดเรณูของดอกนั้นทิ้ง  เม่ือเตรียมดอกตัวเมียเสร็จแลว จึงคลุมดวยถุงกระดาษไข ในวันรุงข้ึนหลังจาก
ตัดเรณูของสายพันธุแมแลว จึงตัดชอดอกที่กําลังบานของพันธุที่ใชเปนสายพันธุพอมาใสในดอกที่ถูก 
ตัดเรณูออกแลว (เจริญศักดิ์ และ พีรศักด, 2539)  ซ่ึงการผสมพันธุแบบน้ีมีหลายข้ันตอน วิธีที่สามารถ
ทําไดโดยงาย คือทําใหเรณูของสายพันธุแมเปนหมันจะทําใหไมตองเสียแรงงานและเวลาในการกาํจัด
เรณูของสายพันธุแม โดยเฉพาะในพืชที่มีขนาดของดอกเล็ก เชน ขาว ขาวสาลี และหอมหัวใหญ เปน
ตน (ธงไชย, 2536) 
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ลกัษณะเรณูเปนหมัน  (male sterility)  
  

   ลักษณะเรณเูปนหมัน เปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหพืชผสมตัวเองไมติดเมล็ดเชนเดียวกับ 
ลักษณะ incompatibility แต incompatibility มีลักษณะท่ีแตกตางไป กลาวคือ ทั้งละอองเรณแูละรัง 
น้ันมีลักษณะปกติ การผสมไมติดเกดิจากลักษณะทางสรีระท่ีทําใหละอองเรณูไมสามารถงอกลง 
ไปผสมกับไขได สวนลักษณะเรณูเปนหมัน (male sterility) นัน้เกิดจากเซลลสืบพันธุผิดปกติ ซ่ึง 
อาจเกิดจากความผิดปกติของโครโมโซม (chromosome abberration) ปฏิกิริยาของยีนหรือไซ 
โทพลาซึม ทําใหสวนของเรณู หรือเกสรเพศผูผิดปกติไป หรือทําใหละอองเรณแูละเอ็มบริโอ ไม 
พัฒนาตามปกติ ในการปรับปรุงพันธุพืชลักษณะเรณูเปนหมันนับวามคีวามสําคัญ และมีประโยชน 
มาก ลักษณะเรณูเปนหมนั เกิดข้ึนเปนคร้ังคราวตามธรรมชาติในประชากรของพืชผสมตัวเองและ 
พืชผสมขาม ตางจากลักษณะ incompatibility ซ่ึงเปนลักษณะประจําพนัธุของพืชบางชนิด ลักษณะ 
เรณูเปนหมันนี้ อาจเกดิจากการกลายของยีน ที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งในกลุมของยีนที่ควบคุม 
การพัฒนาละอองเรณูของพชืทําใหเรณูเปนหมัน ซ่ึงเปนประโยชนตอการผสมพันธุพืชเพราะไม 
ตองตัดเรณูของคูผสมท่ีใชเปนพันธุแมออก ทําใหสะดวกในการผลิตพืชลูกผสม และเปนการลด 
ตนทุนการผลิตดวย (สุทัศน, 2552)   
 
  สภาวะความเปนหมันของละอองเรณูน้ีอาจเกิดเองตามธรรมชาติในพวกพันธุปา ทําใหพืช 
น้ันเปนพืชผสมขามตน และเปน dioecious plant ซ่ึงจะเกดิมากกับพืชดอก สภาพความเปนหมันแต 
ละชนิด พบวาระยะทีเ่รณูผิดปกติแตกตางกนัออกไป และมีอิทธิพลจากความยาวของวัน อุณหภูม ิ
 และสภาพแวดลอมอ่ืนๆ ในพืชท่ีเรณูปกติจะมีการสราง microspore mother cell ระหวางข้ันตอนที่ 
microspore mother cell แบงตัวแบบไมโอซิสได 4 เซลล ซ่ึงเรียกวา tetrad เปนสวนใหญ อาจพบ 
ความผิดปกติ กอน หลัง หรอืระหวาง การเกิดไมโอซิส การที่ละอองเรณูฝอเช่ือวาเกดิจากสาเหตุ 
ตางกัน คือ tapetum ซ่ึงเปนผนังชั้นในของอับเรณูเจริญมวนเขาไปดานใน ทําใหขูดกับ microspore  
หรือ tapetum อาจปลอยสารท่ีชวยในการเจริญของ microspore ออกมาคลาดเคล่ือนจากเวลาที่ควร  
ในพวกหญาอาจเกิดจากการขาดกรดอะมิโน หรือเกิดความแตกตางของไมโทคอนเดรียข้ึนทําให 
ละอองเรณูฝอไป (นพพร, 2543)             
   
   ลักษณะละอองเรณูเปนหมันแบงไดเปน 3 ประเภท คือ 1) ระบบท่ีควบคุมโดยยีนใน
นิวเคลียส เรียกวา genetic male sterility 2) ระบบท่ีควบคุมยีนในไซโทพลาซึม  เรียกวา  
cytoplasmic male sterility และ 3) ระบบท่ีควบคุมโดยยีนในนวิเคลียส และในไซโทพลาซึมรวมกัน 
เรียกวา cytoplasmic-genetic male sterility (สุทัศน, 2552)               
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   1.  genetic male sterility ลักษณะเรณูเปนหมันในพืชหลายชนิด เชน มะเขือเทศ ถ่ัวบาง 
ชนิด และขาวบารเลย เปนตน ควบคุมโดยยีนดอยเพียงคูเดียว และเปน recessive gene (วิทยา, 2547)  
ถาใชสัญญลักษณ ms แทนยนีเรณูเปนหมันหรือ male sterility พืชท่ีมีจีโนไทป เปน MsMs หรือ  
Msms จะมีละอองเรณูปกติ แต msms จะมีละอองเรณูเปนหมัน ในการรักษาลักษณะเปนหมันไว 
กระทําไดโดยผสมระหวางตนแมท่ีเรณูเปนหมันกับตนพอเรณูปกติ ซ่ึงมียีนควบคุมลักษณะที ่
ตองการเหมือนกัน โดยเหตทุี่พอปกติอาจมีจีโนไทป 2 แบบ คือ MsMs และ Msms หากตนพอที ่
นํามาใชเปน MsMs ลูกท่ีไดก็จะเปนปกติท้ังหมดซ่ึงไมตรงกับความตองการ จะตองใชพอที่เปน 
 Msms จึงจะไดลูกที่มีลักษณะเรณูเปนหมันตามที่ตองการครึ่งหน่ึง และมีลักษณะเรณปูกติอีก 
คร่ึงหนึ่ง 
 

                  2. cytoplasmic male sterility ลักษณะเรณเูปนหมันควบคุมโดยยีนในไซโทพลาซึมโดย 
จะมีละอองเรณูเปนหมัน ถาไดรับการผสมจากละอองเรณูปกติก็สามารถติดเมล็ดได แตเมล็ดเหลานี้ 
เม่ือนําไปปลูกจะเปนพืชที่มีเรณูเปนหมันท้ังหมด ทั้งน้ีเนือ่งจากเซลลสืบพันธุจากตนแมทุกเซลลจะ 
มีไซโทพลาซึมซ่ึงมีพันธุกรรมเรณูเปนหมันติดไปดวย การรักษาสายพันธุที่เปนหมันอาจทําไดโดย 
การผสมระหวางตนแมที่มีเรณูเปนหมันกับตนพอที่มีเรณปูกติ  
                
                 3. cytoplasmic-genetic male sterility เปนลักษณะเรณูเปนหมันซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาของ 
ยีนในนวิเคลียส กับไซโทพลาซึม ยีนในนิวเคลียสหรือยนีในไซโทพลาซึม เพียงอยางเดียวไม 
สามารถทําใหเรณูเปนหมันได ลักษณะดังกลาวนี้ถูกนํามาใชในการผลิตขาวหอมลูกผสม พบวา 
พันธุ crystal wax มีลักษณะท่ีควบคุมเรณูเปนหมันอยูในไซโทพลาซึม ตอมาพบวาบางพันธุที่ใช 
เปนตนพอในการผสมพันธุที่มีเรณูเปนหมัน ทําใหลูกผสม F1 กลับมีเรณูปกติอีกคร้ังหนึ่ง พืชตนพอ
ดังกลาวพบวามียีนแกการเปนหมัน  (fertility restorer gene) อยู ถาอักษร Rf แทน restorer gene F  
แทน fertile cytoplasm และ S  แทน sterile cytoplasm สามารถเขียนสัญลักษณจีโนไทป ตางๆ ดังนี:้  
  

1.พืชที่มีเรณูปกติไดแก พืชทีม่ีจีโนไทป RfRf และ Rfrf  รวมกับไซโทพลาซึม ท้ังชนิด F  
และ S  รวมท้ังจีโนไทปทุกชนิดที่มีไซโทพลาซึม F     
  

2. พืชที่มีเรณูเปนหมัน ไดแกพืชที่มีจีโนไทป rfrf  รวมกบัไซโทพลาซึม S  
 
  การผลิตขาวลูกผสมโดยใชระบบการเปนหมันของเรณูทีค่วบคุมดวยยนีในไซโทพลาซึม    
และนวิเคลียสนี้ เรียกอีกอยางหน่ึงวา ระบบการผลิตขาวลูกผสมแบบสามทาง (three line system) 
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เนื่องจากการผลิตขาวลูกผสมในระบบนี้ตองใชขาวจํานวนสามพันธุ คอื A line หรือ male sterile       
line  มียีนเปนหมันในไซโทพลาซึม แตไมมียีนแกความเปนหมันในนวิเคลียสมีจีโนไทป rfrf   
รวมกับไซโทพลาซึม S สวน B line หรือ maintainer line เปนสายพันธุท่ีสามารถรักษาความเปน 
หมันให A line ซ่ึงสายพันธุน้ีจะมีลักษณะเหมือน A line ทุกประการ แตจะไมมยีีนเปนหมันในไซ
โทพลาซึม ถาตองการเพิ่มหรือขยายจํานวนเมล็ด A line สามารถทําไดโดยนํา B line มาผสมกับ A 
 line ดวยวิธีปกติ และพันธุที่สามคือ R line  หรือ fertility restorer line  สายพันธุน้ีจะมียีนแกความ 
เปนหมันในนวิเคลียส สวนในไซโทพลาซึมเปนยีนแบบใดก็ได มีจีโนไทป RfRf รวมกับไซโทพลา 
ซึมทั้งชนิด F และ S  เม่ือนํา R line มาผสมกับ A line กจ็ะไดขาวลูกผสม (บุญหงษ, 2548)  
  

ระบบเรณูเปนหมันนอกจากพบในขาวแลว ยังพบในขาวโพด ขาวฟาง บีท แครอต และ 
แฟลกซ การรักษาสายพนัธุที่มีเรณูเปนหมันทําไดโดยการผสมกับสายพันธุ maintainer ที่มีเกสรเพศ 
ผูปกติท่ีดี ซ่ึงมีจีโนไทป rfrf  รวมกับไซโทพลาซึม F (สุทัศน, 2552) ซ่ึงระบบนี้เปนระบบที่ใช 
ตนทุนสูง ซับซอน และมีขอจํากัดของพันธุ  maintainer และ restorer แตพบวาระบบ photoperiod-
sensitive genic male sterility (PGMS) และ thermo-sensitive genic male sterility (TGMS) ใชไดด ี
ในการผลิตขาวที่ใหผลผลิตสูง คือ การผลิตขาวลูกผสมแบบสองทาง (two-line breeding system)  
ในปจจุบนัมีการใชสายพันธุ PGMS และTGMS กันมากข้ึน (Peng et al., 2009a)   โดยทําใหเกสร 
เพศผูเปนหมัน ภายใตสภาพวันยาวและใหอุณหภูมิสูง แตเกสรเพศผูจะไมเปนหมันและติดเมล็ดได 
ในสภาพวันส้ันและอุณหภูมตํ่ิา ตามลําดับ 
 
  ในการผลิตขาวลูกผสมโดยใชสายพันธุ PGMS และTGMS ปจจัยที่สําคัญ คือ แสงและ 
อุณหภูมิ ถาสองปจจัยน้ีไมคงที่หรือแปรปรวน เรณูทีเ่ปนหมันอาจทาํงานเปนปกติ สามารถเกิดเปน
พันธุแทได เนือ่งจากการผสมตัวเอง คือ เมล็ดพันธุที่ไดกจ็ะไมใชลูกผสม แตเมล็ดนัน้จะเปนเมล็ด    
ของสายพันธุแม ถาตองการลดความเส่ียงในการเกดิเมล็ดของสายพันธุแม ท่ีปนเปอนมากับการผลิต 
ขาวลูกผสม ตองควบคุมอุณหภูมใิหคงท่ี Yuan (1992) ไดเสนอวาการใชสายพันธุ PGMS และ     
TGMS จะตองควบคุมอุณหภมูิวิกฤต critical sterility point temperature (CSPT)  ใหเหมาะสมโดย   
ขาวสายพันธุ TGMS แตละสายพันธุจะมีเปอรเซ็นตการติดเมล็ดตางกนั แมวาจะอยูในอุณหภูมิ     
เดียวกัน (ช่ืนจิตร, 2551) โดยทั่วไปเม่ืออยูในสภาวะท่ีมอุีณหภูมิสูงกวา 25 องศาเซลเซียส ในชวง
ระหวางทีม่ีการเร่ิมพัฒนาของชอดอกและเกสรเพศผูจะมีเรณูเปนหมัน ทั้งน้ีจะสามารถกลับมาติด     
เมล็ดไดเม่ืออยูในสภาพที่อุณหภูมิตํ่ากวา 25 องศาเซลเซียส (Alcochete, 2005) และการใหขาวอยูใน
สภาพอุณหภูมตํ่ิาเปนวิธีการเพิ่มปริมาณเมล็ดของขาวสายพันธุ TGMS อีกดวย ในขาวสายพันธุ    
PGMS ก็เชนเดียวกันเพียงแตตองควบคุมชวงแสงใหเหมาะสม 
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การเปนหมันของละอองเรณูในขาว เกิดจากความผิดปกติของเรณู สามารถแบงไดเปน 5 

ประเภทคือ   1) non-pollen  2) typical abortion  3) spherical abortion  4) stainable abortion  และ  
5) nuclear proliferous type (Li, 2000) ขาวสายพันธุ PGMS และTGMS ที่ละอองเรณูเปนหมัน เม่ือเ 
รณูแก เมล็ดขาวก็จะลีบ และไมสะสมแปง ลักษณะเรณเูปนหมันแบบที่ไมมีละอองเรณู (non- 
pollen) จะดีกวาชนิดท่ีเรณูไมสมบูรณ (typical abortion)  มีการศึกษายนีและสารเคมภีายในเซลล 
ของเรณูเปรียบเทียบระหวาง non-pollen และ typical abortion  ระหวางท่ีละอองเรณูพัฒนาในสาย 
พันธุเรณูเปนหมัน  พบวา non-pollen จะเกิดการผสมตัวเองไดยากกวา typical abortion  ทําใหมีการ
ปนเปอนของสายพันธุแมนอยมากหรืออาจจะไมมีเลย การควบคุมอุณหภูมวิิกฤตก็เชนเดียวกนั เรณ ู
เปนหมันแบบ non-pollen จะเสถียรกวาแบบ typical abortion ดังนั้นสายพันธุ PGMS และTGMS  
จาก non-pollen จะมีประสิทธิภาพดีกวา typical abortion  (Peng et al., 2009b)   
 
  การเปนหมันของเรณูเน่ืองจากปจจัยทางส่ิงแวดลอม (environmentally sensitive genic  
male sterility; EGMS) มีหลายแบบคือ 
 

1. TGMS  (temperature-sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมันถูกควบคุม 
ดวยอณุหภูมิ ถาอุณหภูมิสูงกวาอณุหภูมิวกิฤต (critical sterility point temperature) ขาวจะแสดง 
ลักษณะเรณเูปนหมัน 
 

2. PGMS (photoperiod sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมันถูกควบคุมดวย 
ชวงแสง ถาอยูในสภาพวันยาว ขาวจะแสดงลักษณะเรณเูปนหมัน 

 
  3.  PTGMS ( photothermosensitive genic male sterility)   ลักษณะการเปนหมันถูกควบคุม 
ดวยอณุหภูมแิละชวงแสงรวมกัน โดยขาวจะแสดงลักษณะเรณูเปนหมันเม่ืออยูในสภาพวนัยาว และ
อุณหภูมิสูง 
               

 4.  rPGMS (reverse photoperiod sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมันถูก
ควบคุมดวยชวงแสง แตการแสดงลักษณะฟโนไทปตรงขามกับระบบ PGMS คือถาอยูในสภาพวัน     
ส้ัน ขาวจะแสดงลักษณะเรณูเปนหมัน 
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 5. rTGMS (reverse temperature sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมนัถูก
ควบคุมดวยอุณหภูมิ แตการแสดงลักษณะฟโนไทปตรงขามกับระบบ TGMS คือถาอยูในสภาพ
อุณหภูมิตํ่า ขาวจะแสดงลักษณะเรณูเปนหมัน (Virmani  et at., 2003) 
 
เครือ่งหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
 
 เคร่ืองหมาย หรือ marker เปนเคร่ืองบงช้ีความแตกตางทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตทั้ง 
คุณภาพและปริมาณ  สามารถบงบอกความเปนเอกลักษณเฉพาะตัวได สามารถแบงเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอไดเปน 2 ประเภทคือ 
   
    1. เครื่องหมายทางสัณฐาน (morphological marker) 
          การบงบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิต เปนการเปรียบเทียบลักษณะภายนอกคือ 
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา ซ่ึงมักข้ึนกับสภาพแวดลอม จึงจําเปนตองมีความเช่ียวชาญพิเศษเฉพาะ 
ดาน เพราะอาจทําใหเกิดความผิดพลาดได แตก็เปนข้ันตอนพ้ืนฐานในการทํางานวิจัย 
 
        2. เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (molecular marker) 
              แบงไดเปน 2 ระดับคือ ระดับโปรตีน (protein marker ) และระดับดีเอ็นเอ (DNA 
marker) ซ่ึงขอดีของการตรวจสอบโดยโปรตีนสามารถตรวจสอบไดหลายตําแหนง และเปน  
codominance คือสามารถแยกแถบโปรตีนแบบโฮโมไซกัส และ เฮเทอโรไซกัสได ขอจํากัดของการ
ตรวจสอบโปรตีนคือ จํานวนยีนที่ตรวจสอบไดมีไมมากและไมกระจายครอบคลุมท้ังจีโนม และ
จําเปนตองมีการแสดงออกของยีนที่จะศึกษา อีกท้ังยังมกีารเสียสภาพไดงาย ไมสามารถเก็บไวได 
นาน ในขณะที่เคร่ืองหมายดีเอ็นเอมีความเสถียรสามารถเก็บไดนาน ขอดีคือสามารถตรวจสอบ 
ดีเอ็นเอจากสวนที่เปนยีนและไมใชยีนก็ได กระจายครอบคลุมท้ังจีโนม (สุรินทร, 2552)   
 
  Indels (insertion-deletion) หรือ DIPs (deletion-insertion polymorphisms) เปนความ 
แตกตางท่ีเพิ่มข้ึนหรือขาดหายไปของลําดบัเบส ซ่ึงมีความยาวประมาณ 1-50 bp (Shen, 2004)  
ปจจุบันมีการนําเครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยุกตใชกนัอยางกวางขวาง ในทางการเกษตรมักจะนํา
เครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยกุตใชใหเปนประโยชนกับการปรับปรุงพันธุ เพ่ือศึกษาพนัธุกรรมของ 
พืชนั้นๆ เชนการตรวจสอบสายพันธุ การทาํแผนที่ยีน การเลือกใชเทคนิคท่ีเหมาะสมซ่ึงมี 
ประสิทธิภาพสูงในการปรับปรุงพันธุ 
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 ปจจุบันมีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ สําหรับขาวท่ีมลัีกษณะเรณเูปนหมันเพื่อทําแผนที่  
และระบยุีนทีค่วบคุมลักษณะ PGMS และ TGMS  ดังตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1 รายงานการศึกษาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอของขาว TGMS และ PGMS 
 
ลําดับ ชื่อยีน สายพันธุ ชนดิยอย 

(subspecies) 
 

โครโม 
โซม 

เอกสารอางอิง 

1 tms1 5460 (indica) 8 Wang et al., 1995 
2 tms2 Norin-PL12 

(japonica) 
7 Yamaguchi  et al., 1997;  Lopez et al,. 2003  

และ Pitnjam et al ., 2008 
3 tms3 IR32364 (indica) 6 Subudhi et al., 1997 
4 tms4 TGMS-VN1(indica) 2 Dong  et al., 2000 
5 tms4 SA2 (indica) 9 Reddy  et al., 2000 
6 tms5 AnnongS-1 (indica) 2 Wang et al., 2003 และ  Yang  et al., 2007 
7 
8 
9 
 

10 
 

11 
12 

 
13 

 
14 

 
15 

 

tms6 
tms6 
tms6 (t) 
 
tms7(t) 
 
tms8 
ms-h(t) 
 
pms1 
 
pms2 
 
pms3 

0A15-1(indica) 
Sokcho-MS (indica) 
UPRI 95-140TGMS 
(indica) 
UPRI 95-140TGMS 
(indica) 
F61 (indica) 
Hwacheong ms-h 
(japonica) 
Nongken 58S 
(japonica) 
Nongken 58S 
(japonica) 
Nongken 58S 
(japonica) 

3 
5 
3 
 

7 
 

11 
9 
 

7 
 

3 
 

12 

Wang  et al., 2004 
Lee  et al., 2005 
Li et al., 2005 
 
Li et al., 2005 
 
Appibhai  et al., 2012 
Koh  et al., 1995;  Koh  et al., 1997 และ 
Woo  et al., 2008 
Zhang et al., 1994;  Liu  et al., 2001 และ Yu 
et al., 2007 
Zhang et al., 1994 
 
Mei  et al., 1999;  Mei  et al., 1999 และLu et 
al., 2005 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ ชื่อยีน สายพันธุ ชนิดยอย 
(subspecies) 

 

โครโม 
โซม 

เอกสารอางอิง 

16 pms4 Main 9S (indica) 4 Ting-you et al., 2008 
17 ptgms2-1 Guangzhan63S 

(indica/japonica) 
2 Xu  et al., 2011 

18 rpms1 YiD1S (indica/japonica) 8 Peng  et al., 2008c 
19 rpms2 YiD1S (indica/japonica) 9 Peng  et al., 2008c 
20 rpms3(t) D52S (indica/japonica) 10 Joseph  et al.,2011 
21 rtm1 J207S (indica) 10 Jia  et al., 2001 
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    อุปกรณและวิธีการ 
 
1. พันธุขาวท่ีใชและการสรางประชากรสาํหรับตรวจสอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 

พันธุขาวที่มีลกัษณะเรณูเปนหมันเนื่องมาจากการเปล่ียนแปลงอุณหภมิูจากขาว ID 24  
จํานวน 2 พันธุ ซ่ึงเปนขาวที่ผานการปรับปรุงพันธุมาแลว ไดรับความอนุเคราะหจาก 
สถาบันวิจัยขาวนานาชาติ (IRRI) ประเทศฟลิปปนส (ตารางท่ี 2 และ3 ) 
 

ตารางที่ 2 ขาวพันธุแมที่ใชในงานวจัิย 
 

สายพันธุ 
 

ชื่อพันธุ รหัสพันธุ 

TGMS B7 IR73834 

TGMS B8 IR75589 
 

ตารางที่ 3 ขาวพันธุพอที่ใชในงานวิจัย 
 

สายพันธุ 
 

ชื่อพันธุ รหัสพันธุ 

Wild type B30 IR14632-2-3 
Wild type Azucena IR1721-11-6-8 

 
พันธุแม คือ TGMS line B7 (IR73834) และ TGMS line B8 (IR75589) เปนขาว indica  
ผสมกับขาว  japonica ที่มีลักษณะเรณูปกติ เปนพันธุพอ คือ Azucena และ IR14632-2-3 (B30)  

โดยการผสม 2 คูผสม คือ  TGMS line B7 (IR73834) x IR14632-2-3 (B30) และ TGMS line  
B8 (IR75589) x Azucena เม่ือไดประชากร F1 ปลอยใหผสมตัวเองจนไดประชากร F2 แลวจึง 
ปลูกขาวในแปลงทดสอบเพ่ือใชในการศกึษาเครื่องหมายดีเอ็นเอและตรวจสอบฟโนไทป โดย 
ปลูกในชวงฤดูรอนที่มีอุณหภูมิไมตํ่ากวา 28 องศาเซลเซียส เพราะขาวจะเปนหมันเม่ืออยูใน 
สภาวะทีม่ีอุณหภูมิสูงกวา 28 องศาเซลเซียส เม่ือดอกขาวเร่ิมบาน ตรวจสอบฟโนไทป แยกตน             
ท่ีเปนหมันและไมเปนหมันออกจากกนัโดยดูลักษณะของเรณู ตรวจสอบฟโนไทปของขาวท้ัง 
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ประชากร จากน้ันเก็บตัวอยางใบขาวในประชากร F2  เฉพาะตนท่ีมีเรณูเปนหมันเพ่ือทาํการ       
วิเคราะหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอตอไป  

 

2. การเตรียมดเีอ็นเอ 
 
  สกัดดีเอ็นเอจากใบออนของขาวสายพันธุพอแม และประชากร F2   เฉพาะตนที่มเีรณูเ 
ปนหมัน โดยวิธี CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) (Lukowitz et al., 2000)  
 

3. การศึกษาเรณูภายใตกลองจลุทรรศน 
   
  ศึกษาเรณูของขาวพันธุพอแมและลูก F2 ภายใตกลองจุลทรรศน นําเรณูที่สมบูรณของ  
B8 (IR75589)  และ Azucena  โดยเลือกดอกยอยของขาวที่พรอมจะปฎิสนธิ ถาเรณูยาวนอยกวา
คร่ึงหนึ่งของดอกแสดงวายังออน เลือกที่เรณูยาวสามในส่ีของดอกยอยแลวตัดเฉพาะสวนของ 
อับเรณูวางบนสไลด หยดสารละลาย 0.7% I2-KI ใหทวมท้ังอับเรณ ูแชทิ้งไวประมาณ  5 นาที  
คอยๆ ปดดวย cover slip แลวนําตัวอยางทีไ่ดมาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  
 

4. การพฒันาเครือ่งหมายดีเอ็นเอท่ีอยูใกลกับยนี tgms จากขาว ID24 
 
  เน่ืองจากมีรายงานการหาตําแหนงของยีน tgms จากขาว ID24 พบวาเครื่องหมาย  
Os02g12300 (6.40 Mb) และ Os02g12370 (6.44 Mb) ลิงคกับยีน tgms ในขาว ID24 โดยม ี
ตําแหนงอยูหางจากยีน 1.3 เซนติมอรแกน (ช่ืนจิตร, 2551) จึงพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ โดย 
อาศัยขอมูลจากงานวิจัยที่ผานมา โดยออกแบบไพรเมอรในบริเวณดังกลาวเพื่อใหมีตําแหนง 
ใกลกับยนีมากข้ึน เปนการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ชนิดท่ีเกดิจากการแทรกเพ่ิม (insertion)  
และการขาดหาย (deletion) ของลําดับเบสจากงานวิจยัของ Ying et al., 2004 ใหมีขนาด 
ประมาณ 400-600 คูเบส โดยใหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีไดครอบคลุมตําแหนงของยีน จึงได 
ออกแบบไพรเมอรทุกๆ 100 กิโลเบส โดยใชฐานขอมูลลําดับเบสบนจีโนมของขาว  
(http://www.gramene.org) ท่ีมีความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอ (Indel) ระหวางขาว Oryza  
sativa  L. ssp. Japonica และ Oryza sativa  L. ssp. Indica อยางนอย 30 คูเบส ออกแบบ 
ไพรเมอรโดยใชโปรแกรม Primer 3 (http://workbench.sdsc.edu)   แลวนําไพรเมอรที่ไดมาหา 
อุณภูมิท่ีเหมาะสมในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ เพ่ือหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ที่ใหความแตกตาง         
ระหวางขาวทีม่ีลักษณะเรณเูปนหมันกับขาวที่มีลักษณะเรณูปกติ และนําไปใชตรวจสอบใน 
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ประชากร F2 ที่เรณูเปนหมัน  
 
5. การตรวจสอบโพลิมอรฟซึม (polymorphism) 
 
  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเจือจาง แลวนําไปเพิม่ปริมาณโดยปฏิกิริยาพีซีอาร (polymerase 
 chain reaction) จากไพรเมอรท่ีออกแบบข้ึน โดยใชปรมิาตร 10 ไมโครลิตรในการทําปฏิกิริยา  
ท่ี อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที, ตอดวย 95 องศาเซลเซียส 45 วินาที, อุณหภูมิที่เหมาะสม  
53-60 องศาเซลเซียส 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที ทําซํ้าจํานวน 35 รอบ และ 72 องศา 
เซลเซียส 7 นาที แลวนําผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอารตรวจสอบโดยทําอิเล็กโทรโฟริซิสใน 
เจลอะกาโรส 3 เปอรเซ็นต คัดเลือกเฉพาะเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตาง ระหวางขาวท่ี 
มีลักษณะเรณเูปนหมันกับขาวท่ีมีลักษณะเรณูปกติ เพื่อวิเคราะหระยะหางระหวางเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอ  
 
6. การคํานวณระยะหางระหวางเครื่องหมายดีเอน็เอและวเิคราะหขอมูล 
 
  เม่ือไดเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางแลว นํามาวิเคราะหกับประชากร F2 เพ่ือ 
หาระยะหางระหวางเครื่องหมายดเีอ็นเอ ซ่ึงสามารถอานรูปแบบแถบดีเอ็นเอได 3 แบบใชใน 
การคํานวณระยะหางระหวางเครื่องหมายไดจากสูตร 
 
   Genetic distance (cM) = (N1+N2/2)/N x 100 
 
เม่ือ N1  คือ  จํานวนตัวอยางท่ีมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอแบบฮอโมไซกัสเหมือนพอ  
  N2 คือ  จํานวนตัวอยางท่ีมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอแบบเฮเทอโรไซกัส 
  N คือ  จํานวนตัวอยาง F2 ที่เปนหมันทั้งหมด (Peng et al., 2010) 
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ผลและวิจารณ 
 

1. การสรางประชากรลกูผสมสําหรับทําแผนท่ี  
  
  จากการผสมขาว TGMS line B7 (IR73834) x IR14632-2-3 (B30) ซ่ึงปลูกไวท่ี
โรงเรือนเพาะชําในศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ(BIOTEC) อุทยาน 
วิทยาศาสตรประเทศไทย พบวาขาวลูกผสมมีลักษณะเดนกวาพันธุพอแม (ภาพที่ 1) ปลอยใหลูก F1 
ผสมตัวเองจนไดประชากร F2 เพ่ือใชในการวิเคราะหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 การเปรียบลักษณะของขาว TGMS line B7 (IR73834) (ซาย) F1TGMS line B7  
  (IR73834) x IR14632-2-3 (B30)(กลาง) และ IR14632-2-3 (B30) (ขวา) เม่ือมีอายุได  
  84 วัน 
  
 คูผสมอีกคูหน่ึงคือ TGMS line B8 (IR75589) x Azucena ลูก F1 (ภาพที่ 2 ก) มีลักษณะเปน
heterosis มีลักษณะอื่นๆ ที่ดกีวาพอและแมเชนเดยีวกับลูก F1ของคูผสม TGMS line B7 (IR73834) 
 x IR14632-2-3 (B30) จากนัน้ปลอยใหลูก F1 ผสมตัวเองจนไดประชากร F2 แลวจึงปลูกขาวใน 
แปลงทดสอบ (ภาพที่ 2 ข)   โดยจะพบลักษณะของฟโนไทปแบงไดเปน 3 ลักษณะคือ ตนท่ีเปน 
หมันโดยสมบูรณ ตนที่ติดเมล็ดโดยสมบูรณ และตนที่มลัีกษณะเปนหมันบางสวนและสามารถติด 
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เมล็ดได หลังจากทําการตรวจสอบฟโนไทปทั้งประชากรแลวคัดเลือกเฉพาะตนท่ีเปนหมันโดยสมบูรณ
ไปตรวจสอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                         ก.                                                                      ข. 
 ภาพที่ 2 ลูก F1  ของคูผสม TGMS line B8 (IR75589) x Azucena (ก) และประชากร F2 ของคูผสม 
     ระหวาง TGMS line B8 (IR75589) x Azucena (ข) 
 
 2. การเปรียบเทียบลกัษณะของเรณ ู
 
  ในการศึกษาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่ใกลชิดกับยีนที่มีอิทธพิลตอการเปนหมันของเรณขูาว  
ไดรับความอนุเคราะหพันธุขาวจากสถาบันวิจยัขาวนานาชาติ (International Rice Research 
Institute ,IRRI) ประเทศฟลปิปนส คือสายพันธุ TGMS B8 (IR75589) และ B7 (IR73834) ซ่ึงเปน 
หมันภายใตอุณหภูมิสูง สามารถติดเมล็ดไดในสภาวะอุณหภูมิตํ่า เม่ือนําดอกยอยของขาวท่ีม ี
ลักษณะละอองเรณูปกตแิละลักษณะละอองเรณูเปนหมันมาเปรียบเทียบกัน พบวาอับเรณูของขาวที่
ปกติจะมีสีเหลืองเขม เนื่องจากละอองเรณูภายในอับเรณูมีสีเหลืองทําใหท้ังอับเรณเูปนสีเหลืองเขม 
ในขณะท่ีขาวท่ีมีละอองเรณเูปนหมันมีลักษณะสีขาวใส (ภาพท่ี 3 และ 4) และขนาดของอับเรณูทั้ง  
2 ประเภทน้ีกแ็ตกตางกันดวย คืออับเรณูปกติจะมีขนาดใหญกวาอับเรณูท่ีเปนหมัน (ภาพที่ 5) 
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             ก.                                                                      ข. 
 
ภาพท่ี 3 การเปรียบเทียบอับเรณูระหวางขาวที่มีลักษณะละอองเรณูปกติ (ก) และลักษณะละออง 
              เรณูเปนหมัน (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
ภาพท่ี 4 การเปรียบเทียบละอองเรณูระหวางลักษณะละอองเรณูปกติ (ก) และลักษณะละอองเรณ ู
             เปนหมัน (ข) 
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ภาพท่ี 5 การเปรียบเทียบขนาดของอับเรณูระหวางลักษณะอับเรณูปกติ (ขวา) และลักษณะอับเรณ ู
    เปนหมัน (ซาย)   
 
  เม่ือนําอับเรณูของขาวสายพนัธุปกติมายอมดวยไอโอดนี-โพแทสเซียมไอโอไดด จะพบวา 
ติดสีดําเขมทั้งอับเรณู ในขณะท่ีอับเรณูของขาว TGMS ยอมไมติดสี (ภาพที่ 6) เนื่องจากไมมีการ 
สะสมของแปง (Wang et al., 2010)    
 
                                     Fertile                      Sterile 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  6 การเปรียบเทียบละอองเรณูภายใตกลองจุลทรรศนระหวางลักษณะละอองเรณูปกติและ 
               ลักษณะละอองเรณเูปนหมัน   
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 3. การถายทอดลกัษณะพนัธกุรรมของลกัษณะเรณูเปนหมันเนื่องจากอุณหภูมิ 
  
  การศึกษาเครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใกลชิดกับยนีท่ีมีอิทธิพลตอการเปนหมันของเรณูขาวไดทํา 
การผสมขาว TGMS กับสายพันธุปกติ ไดลูก F1 ปลอยใหผสมตัวเองจนไดประชากร F2 ปลูก 
ประชากร F2ในป 2554 ในจังหวัดปทมุธานี โดยประชากรท่ีใชในการศึกษามี 2 ประชากร คือ  
ลูกผสมระหวาง B8 กับ Azucena  มีตนท่ีเปนหมันจํานวน 121 ตน และ B7 กับ B30 มีตนที่เปน 
หมันจํานวน 133 ตน จากการคํานวณคาไคสแควสของอัตราสวนของลูก F2ทั้ง 2 ประชากร พบวา
อัตราสวนตนปกติตอตนที่เปนหมันคือ 3:1 (2= 1.1695, 2 = 0.6425 < 20.05 = 3.84) ดังตารางท่ี 4 
 ซ่ึงแสดงใหเห็นวายีนที่มีอิทธิพลตอการเปนหมันของเรณูขาว TGMS ถูกควบคุมดวยแอลลีลดอย 
ของยีน 1 ตําแหนง (single recessive gene) ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนา ของ Reddy ในป  
2000  

 

ตารางที่ 4 แสดงอัตราสวนของประชากร F2 ระหวางตนทีม่ีเรณูเปนหมันและตนที่มีเรณูปกติ 
 

ประชากร รวม (ตน) ตนท่ีมีเรณู
ปกต ิ
(ตน) 

ตนท่ีมีเรณู
เปนหมัน 

(ตน) 

ตนท่ีมีเรณู
ปกต/ิ 

ตนท่ีมีเรณู
เปนหมัน 

คาไคสแควร
P=0.05 (3:1) 

= 3.84 

F2 (B8xAzucena) 
F2 (B7xB30) 

527 
565 

406 
432 

121 
133 

3.36 
3.25 

2 = 1.1695 
 2 = 0.6425 

  

4. การพฒันาเครือ่งหมายดีเอ็นเอท่ีอยูใกลกับยนี tgms จากขาว ID24  
 
  เน่ืองจากมีรายงานการหาตําแหนงของยีน tgms จากขาว ID24 พบเคร่ืองหมายดเีอ็นเอที่ 
ใกลชิดกับยีน tgms ในขาว ID24 มากท่ีสุดมีตําแหนงอยูหางจากยีน 1.3 cM (ช่ืนจิตร, 2551) ในการ 
วิจัยคร้ังนี้จึงไดพัฒนาเครื่องหมายดเีอ็นเอ โดยออกแบบไพรเมอรในบริเวณดังกลาวเพ่ือใหม ี
ตําแหนงใกลกบัยีนมากข้ึน เปนการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดที่เกดิจากการแทรกเพ่ิมหรือขาดหาย 
(Indel marker) จํานวน 84 เคร่ืองหมาย หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ พบวามี
เครื่องหมายท่ีใหความแตกตางระหวางขาวที่มีลักษณะละอองเรณูเปนหมันกับขาวที่มลัีกษณะ 
ละอองเรณูปกติจํานวน 15 เคร่ืองหมาย จึงคัดเลือกเคร่ืองหมายที่สามารถอานไดงายและมีตําแหนง 
ใกลกับยนี tgms จํานวน 10 เครื่องหมายดงัตารางที่ 5 เพื่อนําไปตรวจสอบกับประชากร F2 

24                               
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เฉพาะตนท่ีเปนหมันท้ัง 2 ประชากร 
 
ตารางที่ 5 เครื่องหมายดเีอ็นเอบนโครโมโซมคูท่ี 2 ท่ีใหความแตกตางระหวางขาว TGMS และขาว 
      พันธุปกติ ซ่ึงนํามาใชในการหาระยะหางระหวางเครื่องหมายดเีอ็นเอจากการวิเคราะห 
      ประชากร F2    
 

   

ลําดับ
ที่ 

     
เครือ่งหมาย 
     ดีเอ็นเอ 

ตําแหนงบนโครโมโซม  
(เมกะเบส) 

ลําดับเบสของไพรเมอร (5' -3')  

1 2gAP005058 5.8 Mb F: CAAACAACCACTTTTGTTCAGCA 
R: ATATATGCTGTGGGCAGGATCAA 

2 2gAP003974 5.9 Mb F: CAATTCGGAGATTACATTCGGTC  
R: ACTATAGACGCAGCTTGTGTGCC 

3 Os02g12050 6.25 Mb F: TGGCAACTAATAGGCATCGTCG 
R: TCTTGTAGCTGCAACATCCCCC 

4 2gAP004085 6.25 Mb F: GAGGGTGCCGACTTGACACG 
R: CACAGCTTTCGTATTGGGGCA 

5 2gAP004086 6.27 Mb F: TCAAGCAATCACAACCCCTTCC 
R: GGCTACCCAAACCATGCATCA 

6 Os02g12370 6.44 Mb F: ACTTATGCGGTGGTCAAGCA 
R: TTGTTCCTCCACGGCTGATA 

7 Os02g12350 6.45 Mb F: TCCATCTGCAAATCCATAGCA 
R: TCTGGTGCATAGCTGCTGGT 

8 2gAP005394 7.17 Mb F: TGCAAACAGTTGGATTAGCTTGA 
R: TGACAGTGCGCTTATCTTCCATA 

9 2gAP005756 7.26 Mb F: AATTCATTGGACGCACACACAT 
R: TGCATTGGGAAATTGAAAAGATT 

10 2gAP004070 7.4 Mb F: ATGGTGCCGGATAACGTATTACA 
R:GGCTTGCGGTAAGAATATAGGAGA 
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การวิเคราะหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีอยูใกลชิดกับยนี tgms ในขาว ID24 จากประชากร  
F2 (B8xAzucena) เฉพาะตนที่เปนหมัน จากการตรวจสอบโดยใชเครื่องหมาย 2gAP003974 พบตน 
ท่ีแสดงลักษณะแถบดีเอ็นเอเหมือนตนแมมรูีปแบบแถบดเีอ็นเอแบบฮอโมไซกัสรีเซสซีพ 
(homozygous recessive) คือตัวอยางที่ 1-6 และ 8-25 โดยมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 300 คูเบส และ
ตัวอยางที่ 7 เปน เฮเทอโรไซกัส คือมีท้ังแถบดีเอ็นเอที่ไดมาจากพอและแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากแม เกิด 
จากเซลลสืบพันธุหนึ่งเกดิ recombination ระหวางเครื่องหมายดเีอ็นเอนี้กับยนี สวนตนพอมีรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอแบบฮอโมไซกัส โดมิแนนต (homozygous dominant) มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  
280 คูเบส แสดงวาที่ตําแหนงนี้มีการเกดิ Indel ข้ึนประมาณ 20 เบส (ภาพที่ 7) และภาพท่ี 8 คือผล 
การวิเคราะหประชากร F2 (B7xB30) ดวยเครื่องหมาย os02g12370 พบตนท่ีแสดงลักษณะแถบด ี
เอ็นเอที่เหมือนตนแมคือมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอแบบฮอโมไซกัสรีเซสซีพ ทั้งหมด  คือ มีขนาด 
ดีเอ็นเอประมาณ 300 คูเบส  ผลการตรวจสอบกับลูก F2  ทั้ง 2 ประชากร โดยใชเครื่องหมายดเีอ็นเอ 
ท้ัง 10 เครื่องหมาย ไดผลดังตารางท่ี 6   
  
    
 
 
 
 
 
 
   
 

 
ภาพท่ี 7 การวเิคราะหประชากร F2 (B8xAzucena) ดวยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 2gAP003974  
  M = marker, P1 = B8, P2 = Azucena, 1-25 คือลูก F2  
 

  จะพบวาตน F2 ท่ีมีเรณูเปนหมันท้ังหมด หรือเกือบทั้งหมดมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ 
เหมือนตนแม แสดงวาไมเกิดรีคอมบิเนชัน ระหวางตําแหนงเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใชกับยีน tgms      
และพบตน F2 ท่ีมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอเหมือน F1 คือเปนเฮเทอโรไซโกต ซ่ึงเกิดจากมี 
รีคอมบิเนชัน ระหวางตําแหนงเครื่องหมายดีเอ็นเอกับยีน tgms ในเซลลสืบพันธุหน่ึงจํานวน      
เล็กนอย สวนตน F2  ท่ีมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอเหมือนตนพอที่มีเรณูปกติน้ันไมมีเลย เนื่องจาก 

M P1  P2  1   2    3   4   5   6    7   8   9  10  11 12    P1 P2  13 14 15  16 17 18  19 20 21 22  23 24 25  
  1 Kb - 

0.5 Kb - 
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โอกาสจะเกดิรีคอมบิเนชันระหวางตําแหนงเครื่องหมายดีเอ็นเอกับยีน tgms ในเซลลสืบพันธุ              
ท้ัง 2 เซลล เปนไปไดยาก เพราะเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่พัฒนาข้ึนในคร้ังน้ีอยูใกลกับยีนมาก    
เชนเดยีวกับงานของช่ืนจิตร (2551) 
 
   
 
 
 
 
 
   
   
 
ภาพท่ี 8 การวเิคราะหประชากร F2 (B7xB30)  ดวยเคร่ืองหมายดเีอ็นเอ os02g12370 M = marker,  
  P1 = B7, P2 = B30, 1-25 คือลูก F2 
 
 ตารางที่ 6 ผลการตรวจสอบประชากร F2 ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอท้ังหมด 
  

จํานวนประชากร F2 (B8xAzucena) 
ท่ีพบแถบดีเอ็นเอเหมือน 

จํานวนประชากร F2 (B7xB30) 
ท่ีพบแถบดีเอน็เอเหมือน เครื่องหมาย 

แม พอ F1 แม พอ F1 
1. 2gAP005058 118 0 3 127 0 6 
2. 2gAP003974 120 0 1 129 0 4 
3. Os02g12050 121 0 0 133 0 0 
4. 2gAP004085 121 0 0 133 0 0 
5. 2gAP004086 121 0 0 133 0 0 
6. Os02g12370 121 0 0 133 0 0 
 
 
 

  1 Kb - 

          0.5 Kb - 

 M  P1 P2  1  2    3   4    5   6   7   8   9  10 11  12     P1  P2 13 14 15 16  17 18 19  20 21 22 23 24  25 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
 

จํานวนประชากร F2 (B8xAzucena) 
ท่ีพบแถบดีเอ็นเอเหมือน 

จํานวนประชากร F2 (B7xB30) 
ท่ีพบแถบดีเอน็เอเหมือน เครื่องหมาย 

แม พอ F1 แม พอ F1 
7. Os02g12350 121 0 0 133 0 0 
8. 2gAP005394 115 0 6 129 0 4 
9. 2gAP005756 115 0 6 129 0 4 
10. 2gAP004070 110 0 11 128 0 5 
 
5. การหาระยะหางระหวางเครือ่งหมายดีเอ็นเอ 
 
  เม่ือนําเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางทั้ง 10 เครื่องหมาย มาทดสอบกับประชากร        
F2  ทั้ง 2 ประชากร คือ F2 ของ B8xAzucena  จํานวนตนที่เปนหมัน 121 ตน และ F2 ของ B7xB30        
ตนที่เปนหมัน 133 ตน เพ่ือวเิคราะหระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ พบวา ยีน tgms อยู     
ระหวางเคร่ืองหมายดเีอ็นเอ Os02g12050 6.25 Mb และ Os02g12350 6.45 Mb (ดังภาพที่ 9 และ        
10) ไมพบการเกิด รีคอมบิเนชัน (recombination) ระหวาง 2 เคร่ืองหมายนี้  
  

ผลการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B8xAzucena)  พบวาม ี5 เครื่องหมายที่เกิด รีคอมบิเนชัน  
คือ 2gAP004070 ซ่ึงอยูที่ตําแหนง 7.4 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2, 2gAP005756  อยูท่ีตําแหนง 7.26    
Mb, 2gAP005394  อยูที่ตําแหนง 7.17 Mb, 2gAP003974  อยูที่ตําแหนง 5.9 Mb  และ 2gAP005058   
อยูที่ตําแหนง 5.8 Mb มีจํานวนตนทีเ่กิด รคีอมบิเนชัน 11, 6, 6, 1 และ 3 ตนตามลําดบั และมีระยะ
ระหวางเคร่ืองหมายดเีอ็นเอกับยีน tgms 4.5, 2.4, 2.4, 0.4 และ 1.2 cM ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบ
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไมเกดิ รีคอมบิเนชัน 5 เครื่องหมาย  ไดแก Os02g12050 ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง 6.25  
Mb บนโครโมโซมคูท่ี 2, 2gAP004085 อยูที่ตําแหนง 6.25 Mb, 2gAP004086 อยูท่ีตําแหนง 6.27      
Mb, Os02g12370 อยูที่ตําแหนง 6.44 Mb  และ Os02g12350 อยูที่ตําแหนง 6.45 Mb (ภาพท่ี 9) 
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ภาพท่ี 9 แผนท่ีแสดงตําแหนงของเคร่ืองหมายดเีอ็นเอทั้ง 10  เครื่องหมายบนโครโมโซมคูท่ี 2  
   จากการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B8xAzucena)   
 
  ผลการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B7xB30)  พบวามี 5 เครื่องหมายที่เกดิ รีคอมบิเนชัน คือ 
2gAP004070  ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง 7.4 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2, 2gAP005756  อยูที่ตําแหนง 7.26 Mb, 
2gAP005394  อยูที่ตําแหนง 7.17 Mb, 2gAP003974  อยูท่ีตําแหนง 5.9 Mb  และ 2gAP005058 อยูที่
ตําแหนง 5.8 Mb มีจํานวนตนท่ีเกิด รีคอมบิเนชัน 5, 4, 4, 4 และ 6 ตนตามลําดับ และมีระยะ       
ระหวางเคร่ืองหมายดเีอ็นเอกับยีน tgms 1.87, 1.5, 1.5, 1.5 และ 2.25 cM ตามลําดับ และพบ 
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไมเกดิรีคอมบิเนชันเลย 5 เคร่ืองหมาย ไดแก Os02g12050 ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง          
6.25 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2, 2gAP004085 อยูที่ตําแหนง 6.25 Mb, 2gAP004086 อยูที่ตําแหนง      
6.27 Mb, Os02g12370 อยูที่ตําแหนง 6.44 Mb  และ Os02g12350 อยูที่ตําแหนง 6.45 Mb ซ่ึงใหผล
ตรงกันในท้ัง 2 ประชากร (ภาพที่ 10)  
 
 
   
 

 
 

 
 
ภาพท่ี 10 แผนท่ีแสดงตําแหนงของเครื่องหมายดเีอ็นเอทั้ง 10  เคร่ืองหมายบนโครโมโซมคูที่ 2  
    จากการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B7xB30)   
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ระยะหางของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ Os02g12050 ซ่ึงอยูที่ตําแหนง 6.25 Mb และ       
Os02g12350 อยูที่ตําแหนง 6.45 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2 คือประมาณ 200 กิโลเบส จากฐานขอมูล 
(http://www.  gramene.org) (ภาพท่ี 11)  ใหผลตรงกันในทั้ง 2 ประชากร แสดงวายนีที่มีอิทธิพลตอ  
การเปนหมนัของเรณูขาว TGMS นาจะอยูในบริเวณนีห้รือบริเวณขาวเคียง ดังนัน้จึงสามารถนํา
เครื่องหมายดีเอ็นทั้ง 5 เคร่ืองหมายน้ีไปใชชวยคัดเลือก (marker assisted selection) ลักษณะ TGMS   
ในโครงการปรับปรุงพันธุขาวตอไปไดอยางมีประสิทธิภาพ หรืออาจคนหายนี tgms จาก candidate 
gene เพื่อศึกษากลไกควบคุมการเกิดลักษณะเรณูเปนหมันไดเชนเดียวกบังานวิจัยของ Xu et al., 
2011

 
 
 ภาพที ่11 แสดงชวงของตําแหนงยีน tgms จากการวิเคราะหดวยเคร่ืองหมายดเีอ็นเอบนโครโมโซม 
    คูท่ี 2 ดวยประชากรท้ัง 2 ประชากร  
 
   จากงานวิจัยของ Peng et al., 2009a ไดระบุเครื่องหมายโมเลกุลที่อยูใกลกับยีน tmsx ใน      
ขาว XianS  ซ่ึงเกิดจากการเปนหมันโดยธรรมชาติ พบวาอยูระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุล RMX14        
ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง 6.39 Mb อยูหางจากยีน 0.15 cM และ RMX21 ท่ีตําแหนง 6.40 Mb อยูหางจากยีน  
0.07 cM และในบริเวณดังกลาวนี้มีการรายงาน candidate ของยีน tms5  อยูในบริเวณ 19 กิโลเบส 
ระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุล 4039-1 และ 4039-2 บน BAC clone AP004039 ซ่ึงพบ family ของ     
NAC gene ท่ีเกี่ยวของกับการพัฒนาของดอกและการเจริญเติบโต (Yang et al., 2007) นอกจากน้ียัง   
พบ candidate ของยีน ptgms2-1 ในขาว Guanzhan63 เกิด SNP ข้ึนในยีนLoc_os02g12290  
(Xu et al., 2011) จึงเปนทีน่าสนใจวายีน tgms ในขาวที่นําเขามาจากสถาบันวิจัยขาวนานาชาติ      
(IRRI) ประเทศฟลิปปนสนี้ อาจเปนยีน tms5 หรืออาจเปนยีน tms ตัวใหมที่ยังมีไมรายงานมากอน
เนื่องจากในตําแหนงน้ีมีการรายงานหลายงานวิจยัแตก็ยังไมมีการระบุประเภทของยีน tgms อยาง 
ชัดเจน 
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สรุป 
 

การศึกษาตําแหนงของเคร่ืองหมายดเีอ็นเอที่อยูใกลกับยีนควบคุมการเปนหมัน 
ของเรณูขาว เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงอณุหภูมิ ทําการเปรียบเทียบเรณูของขาวสายพันธุปกติและ    
ขาวที่มีลักษณะละอองเรณูเปนหมันดวยการยอมไอโอดนี-โพแทสเซียมไอโอไดด พบวาขาวสาย     
พันธุปกติอับเรณูติดสีดําเขมท้ังอับเรณู ในขณะที่ ขาว TGMS ยอมไมติดสี เนื่องจากไมมีการสะสม  
ของแปง  
 
  การศึกษาการกระจายตัวของประชากรที่ใชในการวิเคราะหตําแหนงยนี tgms ท่ีมีอิทธิพล      
ตอการเปนหมันของละอองเรณูขาว จากการคํานวณคาไคสแควสของอัตราสวนประชากร F2 ทั้ง 2 
ประชากร พบวาอัตราสวนของตนปกติตอตนท่ีเปนหมันคือ 3:1 ซ่ึงแสดงใหเห็นวายนีที่มีอิทธิพล      
ตอการเปนหมันของละอองเรณูขาว TGMS ถูกควบคุมดวยแอลลีลดอยของยีน 1 ตําแหนง  
 
  การหาแผนทีย่นีควบคุมลักษณะละอองเรณูเปนหมันโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นที่เกดิจากการ
แทรกเพ่ิมหรือขาดหาย Indel  marker จากการพัฒนาเครื่องหมายดเีอ็นเอจํานวน 84 เครื่องหมาย นํา
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวางขาว TGMS ที่เปน indica และขาวสายพันธุปกติ 
japonica จํานวน 10 เคร่ืองหมาย มาใชในการหาระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ จากการ 
วิเคราะหดวยประชากร F2 (B8xAzucena)  และ F2 ( B7xB30)  เฉพาะตนที่เรณูเปนหมัน 121 ตน       
และ 133 ตน ตามลําดับ นําไปวิเคราะหระยะหางระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอ พบวายีน tgms นาจะ     
อยูระหวางเครือ่งหมายดเีอ็นเอ Os02g12050 ซ่ึงอยูที่ตําแหนง 6.25 Mb อยูหางจากยนี 0 cM และ 
Os02g12350 ท่ีตําแหนง 6.45 Mb  มีระยะหางจากยีน 0 cM คือไมพบการท่ีเกิดรีคอมบิเนชัน ชวง
ระยะหางระหวาง 2 เคร่ืองหมายนี้ประมาณ 200 กิโลเบส นอกจากนีม้เีคร่ืองหมายอีก 3 เครื่องหมาย   
อยูภายในบริเวณดังกลาวคือ 2gAP004085  ท่ีตําแหนง 6.25 Mb, 2gAP004086  ที่ตําแหนง 6.27 Mb 
และ Os02g12370 ที่ตําแหนง 6.44 Mb ในการพัฒนาเครือ่งหมายดเีอ็นเอท่ีวางอยูใกลกับยีนควบคุม  
การเปนหมนัของละอองเรณูขาวนี้ จะเปนประโยชนอยางยิ่งในการพัฒนาขาวลูกผสมแบบ 2 ทาง     
เพื่อเพ่ิมผลผลิตในทางการเกษตรตอไปในอนาคต  
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ตารางผนวกท่ี 1 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวางขาว TGMS และขาวพันธุ 
                  ปกติที่ใชในการหาระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอจากการวิเคราะห 
                          ประชากร F2 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับท่ี เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
โครโมโซม  
(เมกะเบส) 

ผลการวิเคราะห 

1 2gAP005058 2 5.8 Mb polymorphic 
2 2gAP003974 2 5.9 Mb polymorphic 
3 Os02g12050 2 6.25 Mb polymorphic 
4 2gAP004085 2 6.25 Mb polymorphic 
5 2gAP004086 2 6.27 Mb polymorphic 
6 Os02g12370 2 6.44 Mb polymorphic 
7 Os02g12350 2 6.45 Mb polymorphic 
8 2gAP005394 2 7.17 Mb polymorphic 
9 2gAP005756 2 7.26 Mb polymorphic 
10 2gAP004070 2 7.4 Mb polymorphic 
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ตารางผนวกท่ี 2 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่อยูใกลกับยีน tgms จากขาว ID24 ที่พัฒนาข้ึนท้ังหมด 
   เพื่อคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใหความแตกตางระหวางขาว TGMS และ 
   ขาวพันธุปกติ  

 

ลําดับท่ี เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
โครโมโซม  
(เมกะเบส) 

ผลการวิเคราะห 

1 Os02g02400 2 0.82 Mb polymorphic 
2 Os02g02410 2 0.83 Mb polymorphic 
3 Os02g10290 2 5.40 Mb monomorphic 
4 Os02g10340 2 5.43 Mb monomorphic 
5 2gAP004869 2 5.67 Mb polymorphic 
6 Os02g10770-A 2 5.69 Mb monomorphic 
7 Os02g10770-B 2 5.69 Mb monomorphic 
8 2gAP004045 2 5.76 Mb monomorphic 
9 Os02g10870 2 5.76 Mb monomorphic 
10 2gAP005058 2 5.80 Mb polymorphic 
11 2gAP005008 2 5.86 Mb monomorphic 
12 2gAP003974-A 2 5.90 Mb polymorphic 
13 2gAP003974-B 2 6.15 Mb monomorphic 
14 2gAP004085-A 2 6.24 Mb monomorphic 
15 2gAP004085-B 2 6.25 Mb polymorphic 
16 Os02g12050 2 6.25 Mb polymorphic 
17 2gAP004086 2 6.27 Mb polymorphic 
18 Os02g12290-A 2 6.39 Mb monomorphic 
19 Os02g12290-B 2 6.39 Mb monomorphic 
20 Os02g12290-C 2 6.39 Mb monomorphic 
21 Os02g12290-D 2 6.39 Mb monomorphic 
22 Os02g12290-E 2 6.39 Mb monomorphic 
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ตารางผนวกท่ี 2 (ตอ) 
 

ลําดับที ่ เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
โครโมโซม  
(เมกะเบส) 

ผลการวิเคราะห 

23 Os02g12290-F 2 6.39 Mb monomorphic 
24 Os02g12300-A 2 6.39 Mb monomorphic 
25 Os02g12300-B 2 6.39 Mb monomorphic 
26 Os02g12300-C 2 6.39 Mb monomorphic 
27 Os02g12300-D 2 6.39 Mb monomorphic 
28 Os02g12300-E 2 6.39 Mb monomorphic 
28 Os02g12300-F 2 6.39 Mb monomorphic 
30 Os02g12300-G 2 6.39 Mb monomorphic 
31 Os02g12300-H 2 6.39 Mb monomorphic 
32 Os02g12300-I 2 6.39 Mb monomorphic 
33 Os02g12300-J 2 6.39 Mb monomorphic 
34 Os02g12300-K 2 6.39 Mb monomorphic 
35 Os02g12300-L 2 6.39 Mb monomorphic 
36 Os02g12300-M 2 6.39 Mb monomorphic 
37 Os02g12300-N 2 6.39 Mb monomorphic 
38 Os02g12300-O 2 6.39 Mb monomorphic 
39 Os02g12300-Q 2 6.40 Mb monomorphic 
40 2gAP004039-A 2 6.39 Mb monomorphic 
41 2gAP004039-B 2 6.39 Mb monomorphic 
42 2gAP004039-C 2 6.39 Mb monomorphic 
43 2gAP004039-D 2 6.39 Mb monomorphic 
44 2gAP004039-E 2 6.39 Mb monomorphic 
45 2gAP004039-F 2 6.39 Mb monomorphic 
46 2gAP004039-G 2 6.40 Mb monomorphic 
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ตารางผนวกท่ี 2 (ตอ) 
 

ลําดับที ่ เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
โครโมโซม  
(เมกะเบส) 

ผลการวิเคราะห 

47 2gAP004039-H 2 6.40 Mb monomorphic 
48 2gAP004039-I 2 6.40 Mb monomorphic 
49 Os02g12310-A 2 6.40 Mb monomorphic 
50 Os02g12310-B 2 6.40 Mb monomorphic 
51 Os02g12310-C 2 6.40 Mb monomorphic 
52 Os02g12310-D 2 6.40 Mb monomorphic 
53 Os02g12310-E 2 6.40 Mb monomorphic 
54 Os02g12310-F 2 6.40 Mb monomorphic 
55 Os02g12310 2 6.40 Mb monomorphic 
56 Os02g12320 2 6.40 Mb monomorphic 
57 Os02g12330 2 6.41 Mb monomorphic 
58 Os02g12340 2 6.42 Mb monomorphic 
59 Os02g12350 2 6.45 Mb polymorphic 
60 Os02g12370 2 6.44 Mb polymorphic 
61 Os02g12400 2 6.47 Mb polymorphic 
62 Os02g12420 2 6.47 Mb monomorphic 
63 Os02g12630 2 6.59 Mb monomorphic 
64 Os02g12700 2 6.64 Mb monomorphic 
65 Os02g12780 2 6.69 Mb monomorphic 
66 Os02g12910 2 6.81 Mb monomorphic 
67 Os02g12939 2 6.83 Mb monomorphic 
68 2gAP005826 2 6.87 Mb monomorphic 
69 2gAP004779-A 2 6.97 Mb monomorphic 
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ตารางผนวกท่ี 2 (ตอ) 

 

ลําดับท่ี เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
โครโมโซม  
(เมกะเบส) 

ผลการวิเคราะห 

70 2gAP004779-B 2 6.99 Mb monomorphic 
71 Os02g13170 2 7.01 Mb monomorphic 
72 Os02g13220 2 7.04 Mb monomorphic 
73 Os02g13360 2 7.12 Mb monomorphic 
74 Os02g13420-A 2 7.16 Mb monomorphic 
75 Os02g13420-B 2 7.16 Mb monomorphic 
76 Os02g13430 2 7.17 Mb monomorphic 
77 2gAP005394 2 7.17 Mb polymorphic 
78 2gAP005756 2 7.26 Mb polymorphic 
79 Os02g13640 2 7.31 Mb monomorphic 
80 2gAP004070 2 7.44 Mb polymorphic 
81 Os02g13890 2 7.54 Mb monomorphic 
82 Os02g34810 2 20.86 Mb polymorphic 
83 Os02g44870 2 27.15 Mb monomorphic 
84 Os02g56850 2 34.83 Mb monomorphic 
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