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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 
  

   ประชากรโลกมีอัตราการเพ่ิมข้ึนอยางมาก เม่ือเปรยีบเทยีบกับอัตราการเพิ่มขึน้ของอาหาร ซ่ึง
เปนแบบคอยเปนคอยไป ทําใหเกิดความไมสมดุลและเกดิปญหาจํานวนประชากรท่ีมากเกินกวาจํานวน
อาหารท่ีผลิตได  ขาวเปนอาหารหลักของประชากรสวนใหญในโลก พบวาผลผลิตทีไ่ดในปจจุบันยังไม
เพียงพอตอความตองการบรโิภค การเพิ่มผลผลิตของขาวจึงเปนทางเลือกในการแกไขปญหาการขาด
แคลนอาหาร จึงไดมีการพฒันาเทคโนโลยี การผลิตขาวลูกผสม (hybrid rice)  ท่ีสามารถใหผลผลิตสูง
กวาพนัธุทัว่ไปมากกวา 20% (Chen et al., 2009) นอกจากขอดีทางดานผลผลิตที่เพิม่ข้ึนแลว ลักษณะ
ของระบบรากที่แข็งแรง  ความสามารถในการแตกกอ  รวงที่มีขนาดใหญกวาและยังมีน้ําหนกัเมลด็
มากกวา ท้ังนีย้ังลดการใชสารเคมีและปุย เพราะขาวลูกผสมมีความตานทานโรคและแมลงศัตรูดวย (วร
วิทย, 2533) แตเนื่องจากขาวเปนพืชผสมตัวเอง การสรางขาวลกูผสมจึงมีความยุงยาก เทคโนโลยีการ
ผลิตขาวลูกผสมที่นิยมทํากนัคือ ขาวลกูผสมแบบสองทางและขาวลูกผสมแบบสามทาง ระบบการผลิต
ขาวลกูผสมแบบสามทาง (three-line breeding system) เปนระบบที่ใชตนทุนสูง ซับซอน และมีขอจํากัด
ของพันธุ  maintainer และ restorer ทางเลือกที่จะใชแกปญหาขอจํากัดของขาวลูกผสมแบบสามทาง คือ
การใชพันธุขาวท่ีเปน photoperiod-sensitive genic male sterility (PGMS) และ thermo-sensitive genic 
male sterility (TGMS) ในการผลิตขาวลกูผสมแบบสองทาง (two-line breeding system) ซ่ึงเปนระบบ
การผลิตขาวท่ีใหผลผลิตสูง ใชตนทุนตํ่า สะดวกและรวดเรว็กวาการผลิตขาวลกูผสมแบบสามทาง ใน
ปจจุบันมีการใชสายพันธุ PGMS และTGMS อยางกวางขวาง (Peng et al., 2009a)  โดยทําใหเรณูเปน
หมัน ภายใตสภาพวนัยาว หรืออุณหภูมิสูง โดยเรณูจะไมเปนหมันสามารถติดเมล็ดไดในสภาพวนัส้ัน
หรืออุณหภูมิตํ่า ตามลําดับ   
 
 การปรับปรุงพนัธุในอดีตตองใชเวลานาน ตัวชวยท่ีจะทําใหการปรับปรงุพันธุสะดวกและ 
รวดเร็ว คือ การใชเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers)  ซ่ึงเปนตัวบงช้ีลักษณะตางๆ มีความจําเพาะ 
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เจาะจง สามารถตรวจสอบความแตกตางในระดับของยนีที่มีความถูกตองแมนยําสูง ปจจุบันมีการ      
หาตําแหนงของยีนที่ควบคุมการเปนหมันของเรณูอันเนื่องมาจากอุณหภูมิหลายยีน จากงานวิจัยท่ี    
ผานมาไดมีการศึกษายนี tgms ในขาว ID 24 พบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอหางจากยนี 1.3 เซนติมอรแกน   
(ช่ืนจิตร, 2551) แตยังไมรูทิศทางที่แนนอน จึงมีความจําเปนตองหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีตําแหนง 
ใกลกับยนีมากข้ึนเพ่ือความถูกตองแมนยําในการปรับปรงุพันธุ  ในการพัฒนาขาวลูกผสมใน     
ประเทศไทยตอไป  
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วัตถุประสงค 
 

เพ่ือพัฒนาเคร่ืองหมายดเีอ็นเอท่ีมีตําแหนงอยูใกลกับยีน tgms ในขาว ID24 สําหรับใชใน     
การปรับปรุงพันธุขาว  
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การตรวจเอกสาร 
 

การปรับปรุงพันธุพืช 
 
 การปรับปรุงพันธุพืชมีวัตถุประสงคสําคัญ 2 ประการ คือ 1) เพื่อเพ่ิมผลผลิต (yield) และ
องคประกอบของผลผลิต เชน การเพ่ิมจํานวนรวงตอกอ และ 2) เพ่ือปรับปรุงคุณภาพ (quality) 
เชนความตานทานตอโรคและแมลง (ดําเนิน, 2545) 
 

ในสภาพธรรมชาติ ประชากรพืชผสมตัวเองประกอบดวยสายพันธุแทที่หลากหลาย ความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมอาจเกิดข้ึนไดบาง เนื่องจากการผสมขามและการกลายพันธุของยีน แตสภาพ
แตกตางทางพันธุกรรมของสายพันธุเหลานี้ จะกลับเขาสูสภาพคงตัวทางพันธุกรรมในที่สุดเน่ืองจาก
การผสมตัวเอง การปรับปรุงพันธุพืชผสมตัวเองน้ัน จะเนนไปที่การปรับปรุงสายพันธุแท เพื่อนําไปใช
โดยตรงหรือผลิตพันธุลูกผสม ถาหากพืชน้ันๆสามารถทําใหมีการผสมขามที่เหมาะสม และคุมคาใน
เชิงเศรษฐกจิ ลูกผสมท่ีดีควรตองมีความสม่ําเสมอสูง ลูกผสมดังกลาวจาํเปนตองมาจากสายพันธุพอแม
ท่ีมีความสมํ่าเสมอทางพันธุกรรมสูง วิธีการปรับปรุงสายพันธุแทของพชืผสมตัวเอง ไดนํามา
ประยุกตใชกบัพืชผสมขามอยางกวางขวาง จะตางกนัก็เพียงเล็กนอย เพื่อใหเหมาะกบัการใชกับพืชแต
ละชนิด ดังนั้นวิธีปรับปรุงสายพันธุตางๆ ทีใ่ชกันอยางกวางขวางในปจจุบัน จึงสามารถประยุกตใชได
ท้ังในพืชผสมตัวเองและพืชผสมขาม เพียงแตในพืชผสมขามแตละชนดิตองมีเทคนิคในการผสมตัวเอง
ท่ีเหมาะสม (กฤษฎา, 2551) การคัดเลือกพนัธุเปนพ้ืนฐานของการปรับปรุงพันธุที่สําคัญ เน่ืองจากพืช
ท่ัวไปจะมีลักษณะดีและไมดีปะปนกันอยู การปรับปรุงพันธุพืชสามารถทําไดโดยวธีิผสมพันธุ แลวจึง
คัดเลือกลูกผสมดวยวิธีตางๆ คือ 
 

  1. การคัดเลือกสายพันธุบริสุทธ์ิ (pure line selection) pure line คือ พันธุที่เปนพันธุแท การ
คัดเลือกลูกจากฮอโมไซกัสเดี่ยว (single homozygous) ซ่ึงสามารถสรางข้ึนไดโดยเพิ่มจํานวนลูกที่ได
จากการผสมตัวเอง พันธุกรรมของพืชจะมีความสม่ําเสมอมากกวาการคัดเลือกแบบ mass selection  
(วิทยา, 2527)  
  

2. การคัดเลือกรวม (mass selection) การปรับปรุงพันธุพืชผสมตัวเอง โดยวิธีการคัดเลือก    
รวมนั้นมีขอบเขตจํากัด โดยพิจารณาจากลักษณะใดลักษณะหน่ึงจะทําใหไดพืชสายพันธุบริสุทธ์ิ 
ภายในระยะเวลาอันส้ัน โดยเร่ิมจากปลูกพืชในแปลงใหญแลวคัดท้ิงตนพืชที่ไมตองการ แลวเก็บ    
เกี่ยวเฉพาะตนที่คัดเลือก พันธุท่ีไดจะกลายเปนพันธุท่ีไดรับการปรับปรุงแลว หากทําซํ้าก็จะได      
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พันธุที่ดีข้ึน โดยจะข้ึนอยูกบัความแปรปรวนในสายพันธุ ความสามารถของนักปรับปรุงพันธุ และ
วิธีการนําพืชท่ีไดรับการคัดเลือกมารวมกนัเปนพนัธุที่ด ี(สุทัศน, 2552) 
   
  3. การคัดเลือกโดยบันทึกพันธุประวัติ (pedigree method) เปนการบันทึกขอมูลของสายพันธุ
และลูกหลานในช่ัวรุนตอๆไป โดยนําแตละพันธุในช่ัวรุนที่ 1 ไปปลูก และดูแลแยกกนัในช่ัวลูกหลาน 
และบันทึกขอมูลท่ีจําเปนไว เชน ความแข็งแรง ความสูง วันออกดอก  ความตานทานโรคและแมลง 
หรือลักษณะอ่ืนที่อาจเปนประโยชน (สุทัศน, 2552)  
   

4. การคัดพันธุเก็บรวม (bulk method) เปนวิธีเก็บรวม โดยเก็บเกี่ยวพืชในชั่วรุนท่ี 2 มารวมกัน 
และปลูกในปริมาณท่ีมากพอที่จะเปนตัวแทนของประชากรท้ังหมด (กฤษฎา, 2519)  
เพื่อคัดเลือกลักษณะท่ีตองการนําไปปรับปรุงพันธุตอไป  
 

การผสมกลับ (backcross method) เปนวิธีปรับปรุงพันธุอีกแบบหนึ่ง ทําไดโดยการนําเอา
ลูกผสมท่ีไดรับ ผสมกลับไปหาพอหรือแม เพ่ือตองการเพ่ิมลักษณะใดลักษณะหนึ่ง เขาไปในพันธุที่
เห็นวาดีอยูแลว (กฤษฎา, 2519) เปนวิธีปรับปรุงพันธุพืชเพียงวิธีเดียว ท่ีสามารถคาดคะเนผลที่จะไดรับ 
และสามารถดําเนินการผสมกลับซํ้าหลายๆครั้งได เปนวิธีท่ีนิยมใชทั้งในพืชทั้งพวกผสมตัวเอง และ 
พวกผสมขามมักใชในกรณทีี่มีพันธุดีอยูแลว แตพันธุดนีั้นยังขาดลักษณะใดลักษณะหนึ่งอยู แตลักษณะ
ท่ีขาดควรเปนลักษณะเชิงคุณภาพที่ควบคุมดวยยีนนอยคู ถาพันธุ A เปนพันธุดี ใหผลผลิตสูง แตไม
ตานทานโรคชนิดหน่ึง สวนพันธุ B มีลักษณะตานทานโรคน้ัน แตลักษณะอ่ืนไมดีนัก  การปรับปรุง
พันธุ A ใหตานทานโรคทําไดโดยวิธีผสมกลับ โดยผสมพันธ A กับพันธุ B ลูกผสมท่ีไดผสมกลับไปยัง
พันธุ A หลายๆ คร้ัง การผสมกลับแตละคร้ัง จะเลือกเอาตนที่แสดงลักษณะตานทานโรคเทานั้น ใน
ท่ีสุดจะไดพันธุที่มีลักษณะตางๆ เหมือนพนัธุ A และมีลักษณะตานทานโรคจากพันธุ B ดวย ซ่ึงเรียก
พันธุ B วาพันธุให (donor parent) และ พันธุ A เปนพันธุรับ (recurrent parent) (สุทัศน, 2552)  
   
พืชผสมตวัเอง (self pollinated crop) 
 

พืชจําพวกนี้ถึงแมจะเรียกวาพืชผสมตัวเอง คือผสมระหวางจีโนไทป (genotype) ที่    
เหมือนกนั แตก็อาจมีการผสมขามเกิดข้ึนในธรรมชาติ  4-5 เปอรเซ็นต สวนมากพบในพืชที่มีดอก    
แบบสมบูรณเพศ หรือดอกไมสมบูรณเพศของพืชกลุมที่มีดอกเพศผูและเพศเมียอยูบนตนเดยีวกัน 
สาเหตุท่ีทําใหพืชผสมตัวเองไดแก  
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1. ไมมีการบานของกลีบดอกหรือสวนอ่ืนที่ทําหนาที่หอหุมเกสรทั้ง 2 เพศ หรือเกสรเพศเมีย
พรอมรับการผสมเม่ือเกสรเพศผูแกและฟุงกระจายในขณะท่ีกลีบดอกยงัปดอยู (cleistogamy) เชน ขาว
สาลี และหญาโรด 
 

2. กลีบดอกบานเมื่อเกสรท้ัง 2 เพศ พรอมจะผสมพันธุ (receptive) แลวยังปดอยู เชน ถัว่ตางๆ 
และขาว 
 

3. โครงสรางของดอกไมเอ้ืออํานวยใหผสมขาม เชน เกสรทั้ง 2 เพศ ถูกปกคลุมดวย
สวนประกอบของดอกในขณะท่ีดอกบาน ยอดเกสรเพศเมียอยูตํ่าและอับเรณูเพศผูเบยีดกนัแนน กนั
ละอองเกสรจากดอกอ่ืนทีจ่ะตกลงมายังยอดเกสรเพศเมีย (นพพร, 2543) 
 
การปรับปรุงพันธุพืชผสมตวัเอง 
 

พืชผสมตัวเองพันธุพื้นเมือง (landraces or native varieties) หรือพันธุปา (wild types) นั้นมี
ขอบเขตและขอจํากัดในการใหผลผลิต ทั้งทางดานปริมาณและคุณภาพ ความตานทานโรค แมลง
ศัตรูพืช ท่ีสําคัญบางชนิด  (economic disease and insect pest resistance) ตลอดท้ังความทนทานตอ
สภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมบางอยาง (stress condition tolerance) ดังนั้นขอจํากดัดงักลาวน้ี จึงเปน
สาเหตุสําคัญในการชักนําเขาสูวิธีการปรับปรุงพันธุพืช  
 
  โดยทั่วไปหลักการท่ีใชในการปรับปรุงพันธุพืชทั้งในพืชผสมตัวเอง (self pollinated crop) และ
พืชผสมขาม (cross pollinated crop) นั้นเหมือนกัน แตแตกตางในวิธีการผสมพันธุและคัดเลือกพันธุ 
หลักการท่ีใชไดแก 
 

1. การนําพันธุพืชจากแหลงอ่ืนเขามาปลูก (introduction) 
2. การคัดเลือกพันธุพืชจากประชากรที่มีอยูแลว (selection) 
3. การผสมพันธุและคัดเลือกพันธุจากลูกผสม (hybridization and secection) 
4. การชักนําใหเกิดการกลายพันธุ (induced mutation) 
5. การใชเทคโนโลยีชีวภาพและพันธุวิศวกรรม (biotechnology and genetic engineering 

approach) (บญุหงษ, 2548) 
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การผลติลกูผสม 
 
ลูกผสม (hybrid) ไดจากการผสมระหวางพนัธุแท สามารถแบงไดดังนีคื้อ 
 

1.  ลูกผสมเด่ียว (single cross) คือลูกผสม F1 ท่ีไดจากการผสมระหวาง 2 สายพันธุจะมีลักษณะ
และคุณสมบัติตางๆ สมํ่าเสมอกันดีมาก (วทิยา, 2527) 
 

2. ลูกผสมคู (double cross) คือลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมของลูกผสมเด่ียว 2 คู จึงไดมาจากสาย
พันธุแท 4 สายพันธุ (ธงไชย, 2536) 
  3. ลูกผสมสามทาง (three way cross) เปนการผสมระหวางลูกผสมเดี่ยวกับสายพันธุแทอีก 1 
สายพันธุ มีความสมํ่าเสมอนอยกวาลูกผสมเด่ียว (ศิริพร, 2547) 
 
  4. ลูกผสมหลายสายพันธุ (multiple cross) ลูกผสมที่เกดิจากสายพันธุแทมากกวา 4 สายพันธุ 
ไมคอยนิยมในเชิงการคา เพราะผลผลิตที่ไดไมคุมกับตนทุน (สุทัศน, 2552)  
 

ในประเทศไทยมีพืชลูกผสม เชน ขาว ขาวโพด ขาวฟาง ไมดอกไมประดับ ทานตะวัน กําลัง
ไดรับความสนใจจากเกษตรกรมาก จะเห็นไดจากปริมาณการผลิต และการจําหนายเมล็ดพันธุลูกผสม
ของบริษัทเมล็ดพันธุตางๆ เพิ่มข้ึนทุกป แตขอเสียของลูกผสม คือ ไมสามารถเก็บเมล็ดลูกผสมใชทํา
พันธุตอไปได เม่ือนําไปปลูกผลผลิตจะลดตํ่าลงมาก (สุทัศน, 2552)  
 
     ขาวลูกผสม คือประชากรชั่วท่ี 1 ท่ีไดจากการผสมระหวางพอแม 2 พันธุ ที่มีพันธุกรรมไม
เหมือนกนั จะแสดงความแข็งแรงในการเจริญเติบโต ระบบรากท่ีแข็งแรง ความสามารถในการแตก   
กอ ความสามารถในการใหผลผลิต ความตานทานตอสภาพแวดลอม คุณภาพของเมล็ด ความ      
เขมขนในการสังเคราะหแสงสูงและลักษณะอ่ืนๆ ที่ดกีวาพอแมทั้งสอง ซ่ึงเกิดจากปรากฏการณ 
heterosisโดยทั่วไปจะแสดงออกเกี่ยวกับลักษณะปริมาณ (quantitative character) เชน ผลผลิตของ 
เมล็ด น้ําหนกัของเมล็ด ความสูงของตน จํานวนรวงตอตน จํานวนเมล็ดตอรวง เปนตน                      
(วรวิทย, 2533) 
 
 
 



 8 

 
ขอไดเปรียบในการใชประโยชนของขาวลกูผสม 
 
   1. ในการผสมช่ัวที่ 1 ลักษณะรูปรางของลูกผสมมักจะดข้ึีน เปนผลมาจากการรวมกันของ
ลักษณะที่ดีสงเสริมในทางสรีรวิทยา จากการผสมพันธุพอแม 2 พันธุ จะมีลักษณะที่สงเสริมกัน และมี
พันธุกรรมที่ประกอบข้ึนไมเหมือนกนั ดังน้ัน จึงคอนขางงาย ที่จะพัฒนาคูผสม (combination) ให
ผลผลิตสูง 
 
   2. ความตานทานโรคและแมลงของขาว สวนใหญจะถายทอดในลักษณะขมหรือขมไม
สมบูรณ เม่ือพนัธุพอหรือพันธุแม พันธใดพนัธุหนึ่งมีความตานทานโรคหรือแมลงบางอยาง ลูกผสมช่ัว
ท่ี 1 จะมีความตานทานโรคหรือแมลงนี้ในขอบเขตหน่ึงดวย ดังน้ันความสามารถในการใหผลผลิตสูง
อาจจะทําไดงายๆ โดยการรวมความตานทานหลายๆ อยางเขาดวยกัน 
 
   3. การเปรียบเทียบสายพันธุบริสุทธ์ิ ลูกผสมช่ัวที่ 1 จะมีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมที่กวางขวาง
กวา ปรับตัวเองเขากับส่ิงแวดลอมตางๆ ไดดีกวา และมีความตานทานสภาพแวดลอมท่ีแปรผันไดดีกวา 
ดังนั้น คูผสมของลูกผสมที่ดีเยีย่มสามารถนําไปใชไดกวางขวางมากกวาและแพรขยายไปไดมาก เม่ือ
เปรียบเทียบกบัพันธุพ้ืนเมืองที่ดีเยีย่ม (วรวิทย, 2533) 
 
 การผสมพันธุขาว ขาวเปนพชืผสมตัวเองตามธรรมชาติ มีการผสมขามนอยกวา 1% ดอกขาวเปน
ดอกสมบูรณเพศ (perfect flower) คือ มีเกสรเพศผูและเกสรเพศเมียอยูภายในดอก เดียวกัน การเลือก
สายพันธุแมนัน้ เลือกที่ดอกยังไมบาน กําจัดเรณู (emasculation) ของพันธุที่จะใชเปนตนแม  โดยใช
กรรไกรตัดสวนของปลายกลีบดอกออกยาวหน่ึงในสามถึงคร่ึงหนึ่ง แลวใชปากคีบดึงเรณูออก เปนการ
ทําลายเรณูในชอ เริ่มจากดอกที่ยังออน สังเกตไดจากเรณยูาวนอยกวาคร่ึงหน่ึงของดอกแสดงวายังออน 
ตัดเรณูของดอกนั้นทิ้ง  เม่ือเตรียมดอกตัวเมียเสร็จแลว จึงคลุมดวยถุงกระดาษไข ในวันรุงข้ึนหลังจาก
ตัดเรณูของสายพันธุแมแลว จึงตัดชอดอกที่กําลังบานของพันธุที่ใชเปนสายพันธุพอมาใสในดอกที่ถูก 
ตัดเรณูออกแลว (เจริญศักดิ์ และ พีรศักด, 2539)  ซ่ึงการผสมพันธุแบบน้ีมีหลายข้ันตอน วิธีที่สามารถ
ทําไดโดยงาย คือทําใหเรณูของสายพันธุแมเปนหมันจะทําใหไมตองเสียแรงงานและเวลาในการกาํจัด
เรณูของสายพันธุแม โดยเฉพาะในพืชที่มีขนาดของดอกเล็ก เชน ขาว ขาวสาลี และหอมหัวใหญ เปน
ตน (ธงไชย, 2536) 
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ลกัษณะเรณูเปนหมัน  (male sterility)  
  

   ลักษณะเรณเูปนหมัน เปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหพืชผสมตัวเองไมติดเมล็ดเชนเดียวกับ 
ลักษณะ incompatibility แต incompatibility มีลักษณะท่ีแตกตางไป กลาวคือ ทั้งละอองเรณแูละรัง 
น้ันมีลักษณะปกติ การผสมไมติดเกดิจากลักษณะทางสรีระท่ีทําใหละอองเรณูไมสามารถงอกลง 
ไปผสมกับไขได สวนลักษณะเรณูเปนหมัน (male sterility) นัน้เกิดจากเซลลสืบพันธุผิดปกติ ซ่ึง 
อาจเกิดจากความผิดปกติของโครโมโซม (chromosome abberration) ปฏิกิริยาของยีนหรือไซ 
โทพลาซึม ทําใหสวนของเรณู หรือเกสรเพศผูผิดปกติไป หรือทําใหละอองเรณแูละเอ็มบริโอ ไม 
พัฒนาตามปกติ ในการปรับปรุงพันธุพืชลักษณะเรณูเปนหมันนับวามคีวามสําคัญ และมีประโยชน 
มาก ลักษณะเรณูเปนหมนั เกิดข้ึนเปนคร้ังคราวตามธรรมชาติในประชากรของพืชผสมตัวเองและ 
พืชผสมขาม ตางจากลักษณะ incompatibility ซ่ึงเปนลักษณะประจําพนัธุของพืชบางชนิด ลักษณะ 
เรณูเปนหมันนี้ อาจเกดิจากการกลายของยีน ที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งในกลุมของยีนที่ควบคุม 
การพัฒนาละอองเรณูของพชืทําใหเรณูเปนหมัน ซ่ึงเปนประโยชนตอการผสมพันธุพืชเพราะไม 
ตองตัดเรณูของคูผสมท่ีใชเปนพันธุแมออก ทําใหสะดวกในการผลิตพืชลูกผสม และเปนการลด 
ตนทุนการผลิตดวย (สุทัศน, 2552)   
 
  สภาวะความเปนหมันของละอองเรณูน้ีอาจเกิดเองตามธรรมชาติในพวกพันธุปา ทําใหพืช 
น้ันเปนพืชผสมขามตน และเปน dioecious plant ซ่ึงจะเกดิมากกับพืชดอก สภาพความเปนหมันแต 
ละชนิด พบวาระยะทีเ่รณูผิดปกติแตกตางกนัออกไป และมีอิทธิพลจากความยาวของวัน อุณหภูม ิ
 และสภาพแวดลอมอ่ืนๆ ในพืชท่ีเรณูปกติจะมีการสราง microspore mother cell ระหวางข้ันตอนที่ 
microspore mother cell แบงตัวแบบไมโอซิสได 4 เซลล ซ่ึงเรียกวา tetrad เปนสวนใหญ อาจพบ 
ความผิดปกติ กอน หลัง หรอืระหวาง การเกิดไมโอซิส การที่ละอองเรณูฝอเช่ือวาเกดิจากสาเหตุ 
ตางกัน คือ tapetum ซ่ึงเปนผนังชั้นในของอับเรณูเจริญมวนเขาไปดานใน ทําใหขูดกับ microspore  
หรือ tapetum อาจปลอยสารท่ีชวยในการเจริญของ microspore ออกมาคลาดเคล่ือนจากเวลาที่ควร  
ในพวกหญาอาจเกิดจากการขาดกรดอะมิโน หรือเกิดความแตกตางของไมโทคอนเดรียข้ึนทําให 
ละอองเรณูฝอไป (นพพร, 2543)             
   
   ลักษณะละอองเรณูเปนหมันแบงไดเปน 3 ประเภท คือ 1) ระบบท่ีควบคุมโดยยีนใน
นิวเคลียส เรียกวา genetic male sterility 2) ระบบท่ีควบคุมยีนในไซโทพลาซึม  เรียกวา  
cytoplasmic male sterility และ 3) ระบบท่ีควบคุมโดยยีนในนวิเคลียส และในไซโทพลาซึมรวมกัน 
เรียกวา cytoplasmic-genetic male sterility (สุทัศน, 2552)               
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   1.  genetic male sterility ลักษณะเรณูเปนหมันในพืชหลายชนิด เชน มะเขือเทศ ถ่ัวบาง 
ชนิด และขาวบารเลย เปนตน ควบคุมโดยยีนดอยเพียงคูเดียว และเปน recessive gene (วิทยา, 2547)  
ถาใชสัญญลักษณ ms แทนยนีเรณูเปนหมันหรือ male sterility พืชท่ีมีจีโนไทป เปน MsMs หรือ  
Msms จะมีละอองเรณูปกติ แต msms จะมีละอองเรณูเปนหมัน ในการรักษาลักษณะเปนหมันไว 
กระทําไดโดยผสมระหวางตนแมท่ีเรณูเปนหมันกับตนพอเรณูปกติ ซ่ึงมียีนควบคุมลักษณะที ่
ตองการเหมือนกัน โดยเหตทุี่พอปกติอาจมีจีโนไทป 2 แบบ คือ MsMs และ Msms หากตนพอที ่
นํามาใชเปน MsMs ลูกท่ีไดก็จะเปนปกติท้ังหมดซ่ึงไมตรงกับความตองการ จะตองใชพอที่เปน 
 Msms จึงจะไดลูกที่มีลักษณะเรณูเปนหมันตามที่ตองการครึ่งหน่ึง และมีลักษณะเรณปูกติอีก 
คร่ึงหนึ่ง 
 

                  2. cytoplasmic male sterility ลักษณะเรณเูปนหมันควบคุมโดยยีนในไซโทพลาซึมโดย 
จะมีละอองเรณูเปนหมัน ถาไดรับการผสมจากละอองเรณูปกติก็สามารถติดเมล็ดได แตเมล็ดเหลานี้ 
เม่ือนําไปปลูกจะเปนพืชที่มีเรณูเปนหมันท้ังหมด ทั้งน้ีเนือ่งจากเซลลสืบพันธุจากตนแมทุกเซลลจะ 
มีไซโทพลาซึมซ่ึงมีพันธุกรรมเรณูเปนหมันติดไปดวย การรักษาสายพันธุที่เปนหมันอาจทําไดโดย 
การผสมระหวางตนแมที่มีเรณูเปนหมันกับตนพอที่มีเรณปูกติ  
                
                 3. cytoplasmic-genetic male sterility เปนลักษณะเรณูเปนหมันซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยาของ 
ยีนในนวิเคลียส กับไซโทพลาซึม ยีนในนิวเคลียสหรือยนีในไซโทพลาซึม เพียงอยางเดียวไม 
สามารถทําใหเรณูเปนหมันได ลักษณะดังกลาวนี้ถูกนํามาใชในการผลิตขาวหอมลูกผสม พบวา 
พันธุ crystal wax มีลักษณะท่ีควบคุมเรณูเปนหมันอยูในไซโทพลาซึม ตอมาพบวาบางพันธุที่ใช 
เปนตนพอในการผสมพันธุที่มีเรณูเปนหมัน ทําใหลูกผสม F1 กลับมีเรณูปกติอีกคร้ังหนึ่ง พืชตนพอ
ดังกลาวพบวามียีนแกการเปนหมัน  (fertility restorer gene) อยู ถาอักษร Rf แทน restorer gene F  
แทน fertile cytoplasm และ S  แทน sterile cytoplasm สามารถเขียนสัญลักษณจีโนไทป ตางๆ ดังนี:้  
  

1.พืชที่มีเรณูปกติไดแก พืชทีม่ีจีโนไทป RfRf และ Rfrf  รวมกับไซโทพลาซึม ท้ังชนิด F  
และ S  รวมท้ังจีโนไทปทุกชนิดที่มีไซโทพลาซึม F     
  

2. พืชที่มีเรณูเปนหมัน ไดแกพืชที่มีจีโนไทป rfrf  รวมกบัไซโทพลาซึม S  
 
  การผลิตขาวลูกผสมโดยใชระบบการเปนหมันของเรณูทีค่วบคุมดวยยนีในไซโทพลาซึม    
และนวิเคลียสนี้ เรียกอีกอยางหน่ึงวา ระบบการผลิตขาวลูกผสมแบบสามทาง (three line system) 
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เนื่องจากการผลิตขาวลูกผสมในระบบนี้ตองใชขาวจํานวนสามพันธุ คอื A line หรือ male sterile       
line  มียีนเปนหมันในไซโทพลาซึม แตไมมียีนแกความเปนหมันในนวิเคลียสมีจีโนไทป rfrf   
รวมกับไซโทพลาซึม S สวน B line หรือ maintainer line เปนสายพันธุท่ีสามารถรักษาความเปน 
หมันให A line ซ่ึงสายพันธุน้ีจะมีลักษณะเหมือน A line ทุกประการ แตจะไมมยีีนเปนหมันในไซ
โทพลาซึม ถาตองการเพิ่มหรือขยายจํานวนเมล็ด A line สามารถทําไดโดยนํา B line มาผสมกับ A 
 line ดวยวิธีปกติ และพันธุที่สามคือ R line  หรือ fertility restorer line  สายพันธุน้ีจะมียีนแกความ 
เปนหมันในนวิเคลียส สวนในไซโทพลาซึมเปนยีนแบบใดก็ได มีจีโนไทป RfRf รวมกับไซโทพลา 
ซึมทั้งชนิด F และ S  เม่ือนํา R line มาผสมกับ A line กจ็ะไดขาวลูกผสม (บุญหงษ, 2548)  
  

ระบบเรณูเปนหมันนอกจากพบในขาวแลว ยังพบในขาวโพด ขาวฟาง บีท แครอต และ 
แฟลกซ การรักษาสายพนัธุที่มีเรณูเปนหมันทําไดโดยการผสมกับสายพันธุ maintainer ที่มีเกสรเพศ 
ผูปกติท่ีดี ซ่ึงมีจีโนไทป rfrf  รวมกับไซโทพลาซึม F (สุทัศน, 2552) ซ่ึงระบบนี้เปนระบบที่ใช 
ตนทุนสูง ซับซอน และมีขอจํากัดของพันธุ  maintainer และ restorer แตพบวาระบบ photoperiod-
sensitive genic male sterility (PGMS) และ thermo-sensitive genic male sterility (TGMS) ใชไดด ี
ในการผลิตขาวที่ใหผลผลิตสูง คือ การผลิตขาวลูกผสมแบบสองทาง (two-line breeding system)  
ในปจจุบนัมีการใชสายพันธุ PGMS และTGMS กันมากข้ึน (Peng et al., 2009a)   โดยทําใหเกสร 
เพศผูเปนหมัน ภายใตสภาพวันยาวและใหอุณหภูมิสูง แตเกสรเพศผูจะไมเปนหมันและติดเมล็ดได 
ในสภาพวันส้ันและอุณหภูมตํ่ิา ตามลําดับ 
 
  ในการผลิตขาวลูกผสมโดยใชสายพันธุ PGMS และTGMS ปจจัยที่สําคัญ คือ แสงและ 
อุณหภูมิ ถาสองปจจัยน้ีไมคงที่หรือแปรปรวน เรณูทีเ่ปนหมันอาจทาํงานเปนปกติ สามารถเกิดเปน
พันธุแทได เนือ่งจากการผสมตัวเอง คือ เมล็ดพันธุที่ไดกจ็ะไมใชลูกผสม แตเมล็ดนัน้จะเปนเมล็ด    
ของสายพันธุแม ถาตองการลดความเส่ียงในการเกดิเมล็ดของสายพันธุแม ท่ีปนเปอนมากับการผลิต 
ขาวลูกผสม ตองควบคุมอุณหภูมใิหคงท่ี Yuan (1992) ไดเสนอวาการใชสายพันธุ PGMS และ     
TGMS จะตองควบคุมอุณหภมูิวิกฤต critical sterility point temperature (CSPT)  ใหเหมาะสมโดย   
ขาวสายพันธุ TGMS แตละสายพันธุจะมีเปอรเซ็นตการติดเมล็ดตางกนั แมวาจะอยูในอุณหภูมิ     
เดียวกัน (ช่ืนจิตร, 2551) โดยทั่วไปเม่ืออยูในสภาวะท่ีมอุีณหภูมิสูงกวา 25 องศาเซลเซียส ในชวง
ระหวางทีม่ีการเร่ิมพัฒนาของชอดอกและเกสรเพศผูจะมีเรณูเปนหมัน ทั้งน้ีจะสามารถกลับมาติด     
เมล็ดไดเม่ืออยูในสภาพที่อุณหภูมิตํ่ากวา 25 องศาเซลเซียส (Alcochete, 2005) และการใหขาวอยูใน
สภาพอุณหภูมตํ่ิาเปนวิธีการเพิ่มปริมาณเมล็ดของขาวสายพันธุ TGMS อีกดวย ในขาวสายพันธุ    
PGMS ก็เชนเดียวกันเพียงแตตองควบคุมชวงแสงใหเหมาะสม 
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การเปนหมันของละอองเรณูในขาว เกิดจากความผิดปกติของเรณู สามารถแบงไดเปน 5 

ประเภทคือ   1) non-pollen  2) typical abortion  3) spherical abortion  4) stainable abortion  และ  
5) nuclear proliferous type (Li, 2000) ขาวสายพันธุ PGMS และTGMS ที่ละอองเรณูเปนหมัน เม่ือเ 
รณูแก เมล็ดขาวก็จะลีบ และไมสะสมแปง ลักษณะเรณเูปนหมันแบบที่ไมมีละอองเรณู (non- 
pollen) จะดีกวาชนิดท่ีเรณูไมสมบูรณ (typical abortion)  มีการศึกษายนีและสารเคมภีายในเซลล 
ของเรณูเปรียบเทียบระหวาง non-pollen และ typical abortion  ระหวางท่ีละอองเรณูพัฒนาในสาย 
พันธุเรณูเปนหมัน  พบวา non-pollen จะเกิดการผสมตัวเองไดยากกวา typical abortion  ทําใหมีการ
ปนเปอนของสายพันธุแมนอยมากหรืออาจจะไมมีเลย การควบคุมอุณหภูมวิิกฤตก็เชนเดียวกนั เรณ ู
เปนหมันแบบ non-pollen จะเสถียรกวาแบบ typical abortion ดังนั้นสายพันธุ PGMS และTGMS  
จาก non-pollen จะมีประสิทธิภาพดีกวา typical abortion  (Peng et al., 2009b)   
 
  การเปนหมันของเรณูเน่ืองจากปจจัยทางส่ิงแวดลอม (environmentally sensitive genic  
male sterility; EGMS) มีหลายแบบคือ 
 

1. TGMS  (temperature-sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมันถูกควบคุม 
ดวยอณุหภูมิ ถาอุณหภูมิสูงกวาอณุหภูมิวกิฤต (critical sterility point temperature) ขาวจะแสดง 
ลักษณะเรณเูปนหมัน 
 

2. PGMS (photoperiod sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมันถูกควบคุมดวย 
ชวงแสง ถาอยูในสภาพวันยาว ขาวจะแสดงลักษณะเรณเูปนหมัน 

 
  3.  PTGMS ( photothermosensitive genic male sterility)   ลักษณะการเปนหมันถูกควบคุม 
ดวยอณุหภูมแิละชวงแสงรวมกัน โดยขาวจะแสดงลักษณะเรณูเปนหมันเม่ืออยูในสภาพวนัยาว และ
อุณหภูมิสูง 
               

 4.  rPGMS (reverse photoperiod sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมันถูก
ควบคุมดวยชวงแสง แตการแสดงลักษณะฟโนไทปตรงขามกับระบบ PGMS คือถาอยูในสภาพวัน     
ส้ัน ขาวจะแสดงลักษณะเรณูเปนหมัน 
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 5. rTGMS (reverse temperature sensitive genic male sterility) ลักษณะการเปนหมนัถูก
ควบคุมดวยอุณหภูมิ แตการแสดงลักษณะฟโนไทปตรงขามกับระบบ TGMS คือถาอยูในสภาพ
อุณหภูมิตํ่า ขาวจะแสดงลักษณะเรณูเปนหมัน (Virmani  et at., 2003) 
 
เครือ่งหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
 
 เคร่ืองหมาย หรือ marker เปนเคร่ืองบงช้ีความแตกตางทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตทั้ง 
คุณภาพและปริมาณ  สามารถบงบอกความเปนเอกลักษณเฉพาะตัวได สามารถแบงเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอไดเปน 2 ประเภทคือ 
   
    1. เครื่องหมายทางสัณฐาน (morphological marker) 
          การบงบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิต เปนการเปรียบเทียบลักษณะภายนอกคือ 
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา ซ่ึงมักข้ึนกับสภาพแวดลอม จึงจําเปนตองมีความเช่ียวชาญพิเศษเฉพาะ 
ดาน เพราะอาจทําใหเกิดความผิดพลาดได แตก็เปนข้ันตอนพ้ืนฐานในการทํางานวิจัย 
 
        2. เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (molecular marker) 
              แบงไดเปน 2 ระดับคือ ระดับโปรตีน (protein marker ) และระดับดีเอ็นเอ (DNA 
marker) ซ่ึงขอดีของการตรวจสอบโดยโปรตีนสามารถตรวจสอบไดหลายตําแหนง และเปน  
codominance คือสามารถแยกแถบโปรตีนแบบโฮโมไซกัส และ เฮเทอโรไซกัสได ขอจํากัดของการ
ตรวจสอบโปรตีนคือ จํานวนยีนที่ตรวจสอบไดมีไมมากและไมกระจายครอบคลุมท้ังจีโนม และ
จําเปนตองมีการแสดงออกของยีนที่จะศึกษา อีกท้ังยังมกีารเสียสภาพไดงาย ไมสามารถเก็บไวได 
นาน ในขณะที่เคร่ืองหมายดีเอ็นเอมีความเสถียรสามารถเก็บไดนาน ขอดีคือสามารถตรวจสอบ 
ดีเอ็นเอจากสวนที่เปนยีนและไมใชยีนก็ได กระจายครอบคลุมท้ังจีโนม (สุรินทร, 2552)   
 
  Indels (insertion-deletion) หรือ DIPs (deletion-insertion polymorphisms) เปนความ 
แตกตางท่ีเพิ่มข้ึนหรือขาดหายไปของลําดบัเบส ซ่ึงมีความยาวประมาณ 1-50 bp (Shen, 2004)  
ปจจุบันมีการนําเครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยุกตใชกนัอยางกวางขวาง ในทางการเกษตรมักจะนํา
เครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยกุตใชใหเปนประโยชนกับการปรับปรุงพันธุ เพ่ือศึกษาพนัธุกรรมของ 
พืชนั้นๆ เชนการตรวจสอบสายพันธุ การทาํแผนที่ยีน การเลือกใชเทคนิคท่ีเหมาะสมซ่ึงมี 
ประสิทธิภาพสูงในการปรับปรุงพันธุ 
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 ปจจุบันมีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ สําหรับขาวท่ีมลัีกษณะเรณเูปนหมันเพื่อทําแผนที่  
และระบยุีนทีค่วบคุมลักษณะ PGMS และ TGMS  ดังตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1 รายงานการศึกษาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอของขาว TGMS และ PGMS 
 
ลําดับ ชื่อยีน สายพันธุ ชนดิยอย 

(subspecies) 
 

โครโม 
โซม 

เอกสารอางอิง 

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 (ตอ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ ชื่อยีน สายพันธุ ชนิดยอย 
(subspecies) 

 

โครโม 
โซม 

เอกสารอางอิง 

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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    อุปกรณและวิธีการ 
 
1. พันธุขาวท่ีใชและการสรางประชากรสาํหรับตรวจสอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 

พันธุขาวที่มีลกัษณะเรณูเปนหมันเนื่องมาจากการเปล่ียนแปลงอุณหภมิูจากขาว ID 24  
จํานวน 2 พันธุ ซ่ึงเปนขาวที่ผานการปรับปรุงพันธุมาแลว ไดรับความอนุเคราะหจาก 
สถาบันวิจัยขาวนานาชาติ (IRRI) ประเทศฟลิปปนส (ตารางท่ี 2 และ3 ) 
 

ตารางที่ 2 ขาวพันธุแมที่ใชในงานวจัิย 
 

สายพันธุ 
 

ชื่อพันธุ รหัสพันธุ 

TGMS B7 IR73834 

TGMS B8 IR75589 
 

ตารางที่ 3 ขาวพันธุพอที่ใชในงานวิจัย 
 

สายพันธุ 
 

ชื่อพันธุ รหัสพันธุ 

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

 
พันธุแม คือ TGMS line B7 (IR73834) และ TGMS line B8 (IR75589) เปนขาว indica  
ผสมกับขาว  japonica ที่มีลักษณะเรณูปกติ เปนพันธุพอ คือ Azucena และ IR14632-2-3 (B30)  

โดยการผสม 2 คูผสม คือ  TGMS line B7 (IR73834) x IR14632-2-3 (B30) และ TGMS line  
B8 (IR75589) x Azucena เม่ือไดประชากร F1 ปลอยใหผสมตัวเองจนไดประชากร F2 แลวจึง 
ปลูกขาวในแปลงทดสอบเพ่ือใชในการศกึษาเครื่องหมายดีเอ็นเอและตรวจสอบฟโนไทป โดย 
ปลูกในชวงฤดูรอนที่มีอุณหภูมิไมตํ่ากวา 28 องศาเซลเซียส เพราะขาวจะเปนหมันเม่ืออยูใน 
สภาวะทีม่ีอุณหภูมิสูงกวา 28 องศาเซลเซียส เม่ือดอกขาวเร่ิมบาน ตรวจสอบฟโนไทป แยกตน             
ท่ีเปนหมันและไมเปนหมันออกจากกนัโดยดูลักษณะของเรณู ตรวจสอบฟโนไทปของขาวท้ัง 
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ประชากร จากน้ันเก็บตัวอยางใบขาวในประชากร F2  เฉพาะตนท่ีมีเรณูเปนหมันเพ่ือทาํการ       
วิเคราะหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอตอไป  

 

2. การเตรียมดเีอ็นเอ 
 
  สกัดดีเอ็นเอจากใบออนของขาวสายพันธุพอแม และประชากร F2   เฉพาะตนที่มเีรณูเ 
ปนหมัน โดยวิธี CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) (Lukowitz et al., 2000)  
 

3. การศึกษาเรณูภายใตกลองจลุทรรศน 
   
  ศึกษาเรณูของขาวพันธุพอแมและลูก F2 ภายใตกลองจุลทรรศน นําเรณูที่สมบูรณของ  
B8 (IR75589)  และ Azucena  โดยเลือกดอกยอยของขาวที่พรอมจะปฎิสนธิ ถาเรณูยาวนอยกวา
คร่ึงหนึ่งของดอกแสดงวายังออน เลือกที่เรณูยาวสามในส่ีของดอกยอยแลวตัดเฉพาะสวนของ 
อับเรณูวางบนสไลด หยดสารละลาย 0.7% I2-KI ใหทวมท้ังอับเรณ ูแชทิ้งไวประมาณ  5 นาที  
คอยๆ ปดดวย cover slip แลวนําตัวอยางทีไ่ดมาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  
 

4. การพฒันาเครือ่งหมายดีเอ็นเอท่ีอยูใกลกับยนี tgms จากขาว ID24 
 
  เน่ืองจากมีรายงานการหาตําแหนงของยีน tgms จากขาว ID24 พบวาเครื่องหมาย  
Os02g12300 (6.40 Mb) และ Os02g12370 (6.44 Mb) ลิงคกับยีน tgms ในขาว ID24 โดยม ี
ตําแหนงอยูหางจากยีน 1.3 เซนติมอรแกน (ช่ืนจิตร, 2551) จึงพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ โดย 
อาศัยขอมูลจากงานวิจัยที่ผานมา โดยออกแบบไพรเมอรในบริเวณดังกลาวเพื่อใหมีตําแหนง 
ใกลกับยนีมากข้ึน เปนการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ชนิดท่ีเกดิจากการแทรกเพ่ิม (insertion)  
และการขาดหาย (deletion) ของลําดับเบสจากงานวิจยัของ Ying et al., 2004 ใหมีขนาด 
ประมาณ 400-600 คูเบส โดยใหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีไดครอบคลุมตําแหนงของยีน จึงได 
ออกแบบไพรเมอรทุกๆ 100 กิโลเบส โดยใชฐานขอมูลลําดับเบสบนจีโนมของขาว  
(http://www.gramene.org) ท่ีมีความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอ (Indel) ระหวางขาว Oryza  
sativa  L. ssp. Japonica และ Oryza sativa  L. ssp. Indica อยางนอย 30 คูเบส ออกแบบ 
ไพรเมอรโดยใชโปรแกรม Primer 3 (http://workbench.sdsc.edu)   แลวนําไพรเมอรที่ไดมาหา 
อุณภูมิท่ีเหมาะสมในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ เพ่ือหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ที่ใหความแตกตาง         
ระหวางขาวทีม่ีลักษณะเรณเูปนหมันกับขาวที่มีลักษณะเรณูปกติ และนําไปใชตรวจสอบใน 
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ประชากร F2 ที่เรณูเปนหมัน  
 
5. การตรวจสอบโพลิมอรฟซึม (polymorphism) 
 
  นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเจือจาง แลวนําไปเพิม่ปริมาณโดยปฏิกิริยาพีซีอาร (polymerase 
 chain reaction) จากไพรเมอรท่ีออกแบบข้ึน โดยใชปรมิาตร 10 ไมโครลิตรในการทําปฏิกิริยา  
ท่ี อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที, ตอดวย 95 องศาเซลเซียส 45 วินาที, อุณหภูมิที่เหมาะสม  
53-60 องศาเซลเซียส 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที ทําซํ้าจํานวน 35 รอบ และ 72 องศา 
เซลเซียส 7 นาที แลวนําผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอารตรวจสอบโดยทําอิเล็กโทรโฟริซิสใน 
เจลอะกาโรส 3 เปอรเซ็นต คัดเลือกเฉพาะเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตาง ระหวางขาวท่ี 
มีลักษณะเรณเูปนหมันกับขาวท่ีมีลักษณะเรณูปกติ เพื่อวิเคราะหระยะหางระหวางเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอ  
 
6. การคํานวณระยะหางระหวางเครื่องหมายดีเอน็เอและวเิคราะหขอมูล 
 
  เม่ือไดเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางแลว นํามาวิเคราะหกับประชากร F2 เพ่ือ 
หาระยะหางระหวางเครื่องหมายดเีอ็นเอ ซ่ึงสามารถอานรูปแบบแถบดีเอ็นเอได 3 แบบใชใน 
การคํานวณระยะหางระหวางเครื่องหมายไดจากสูตร 
 
   Genetic distance (cM) = (N1+N2/2)/N x 100 
 
เม่ือ N1  คือ  จํานวนตัวอยางท่ีมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอแบบฮอโมไซกัสเหมือนพอ  
  N2 คือ  จํานวนตัวอยางท่ีมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอแบบเฮเทอโรไซกัส 
  N คือ  จํานวนตัวอยาง F2 ที่เปนหมันทั้งหมด (Peng et al., 2010) 
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ผลและวิจารณ 
 

1. การสรางประชากรลกูผสมสําหรับทําแผนท่ี  
  
  จากการผสมขาว TGMS line B7 (IR73834) x IR14632-2-3 (B30) ซ่ึงปลูกไวท่ี
โรงเรือนเพาะชําในศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ(BIOTEC) อุทยาน 
วิทยาศาสตรประเทศไทย พบวาขาวลูกผสมมีลักษณะเดนกวาพันธุพอแม (ภาพที่ 1) ปลอยใหลูก F1 
ผสมตัวเองจนไดประชากร F2 เพ่ือใชในการวิเคราะหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 การเปรียบลักษณะของขาว TGMS line B7 (IR73834) (ซาย) F1TGMS line B7  
  (IR73834) x IR14632-2-3 (B30)(กลาง) และ IR14632-2-3 (B30) (ขวา) เม่ือมีอายุได  
  84 วัน 
  
 คูผสมอีกคูหน่ึงคือ TGMS line B8 (IR75589) x Azucena ลูก F1 (ภาพที่ 2 ก) มีลักษณะเปน
heterosis มีลักษณะอื่นๆ ที่ดกีวาพอและแมเชนเดยีวกับลูก F1ของคูผสม TGMS line B7 (IR73834) 
 x IR14632-2-3 (B30) จากนัน้ปลอยใหลูก F1 ผสมตัวเองจนไดประชากร F2 แลวจึงปลูกขาวใน 
แปลงทดสอบ (ภาพที่ 2 ข)   โดยจะพบลักษณะของฟโนไทปแบงไดเปน 3 ลักษณะคือ ตนท่ีเปน 
หมันโดยสมบูรณ ตนที่ติดเมล็ดโดยสมบูรณ และตนที่มลัีกษณะเปนหมันบางสวนและสามารถติด 
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เมล็ดได หลังจากทําการตรวจสอบฟโนไทปทั้งประชากรแลวคัดเลือกเฉพาะตนท่ีเปนหมันโดยสมบูรณ
ไปตรวจสอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                         ก.                                                                      ข. 
 ภาพที่ 2 ลูก F1  ของคูผสม TGMS line B8 (IR75589) x Azucena (ก) และประชากร F2 ของคูผสม 
     ระหวาง TGMS line B8 (IR75589) x Azucena (ข) 
 
 2. การเปรียบเทียบลกัษณะของเรณ ู
 
  ในการศึกษาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่ใกลชิดกับยีนที่มีอิทธพิลตอการเปนหมันของเรณขูาว  
ไดรับความอนุเคราะหพันธุขาวจากสถาบันวิจยัขาวนานาชาติ (International Rice Research 
Institute ,IRRI) ประเทศฟลปิปนส คือสายพันธุ TGMS B8 (IR75589) และ B7 (IR73834) ซ่ึงเปน 
หมันภายใตอุณหภูมิสูง สามารถติดเมล็ดไดในสภาวะอุณหภูมิตํ่า เม่ือนําดอกยอยของขาวท่ีม ี
ลักษณะละอองเรณูปกตแิละลักษณะละอองเรณูเปนหมันมาเปรียบเทียบกัน พบวาอับเรณูของขาวที่
ปกติจะมีสีเหลืองเขม เนื่องจากละอองเรณูภายในอับเรณูมีสีเหลืองทําใหท้ังอับเรณเูปนสีเหลืองเขม 
ในขณะท่ีขาวท่ีมีละอองเรณเูปนหมันมีลักษณะสีขาวใส (ภาพท่ี 3 และ 4) และขนาดของอับเรณูทั้ง  
2 ประเภทน้ีกแ็ตกตางกันดวย คืออับเรณูปกติจะมีขนาดใหญกวาอับเรณูท่ีเปนหมัน (ภาพที่ 5) 
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             ก.                                                                      ข. 
 
ภาพท่ี 3 การเปรียบเทียบอับเรณูระหวางขาวที่มีลักษณะละอองเรณูปกติ (ก) และลักษณะละออง 
              เรณูเปนหมัน (ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
ภาพท่ี 4 การเปรียบเทียบละอองเรณูระหวางลักษณะละอองเรณูปกติ (ก) และลักษณะละอองเรณ ู
             เปนหมัน (ข) 
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ภาพท่ี 5 การเปรียบเทียบขนาดของอับเรณูระหวางลักษณะอับเรณูปกติ (ขวา) และลักษณะอับเรณ ู
    เปนหมัน (ซาย)   
 
  เม่ือนําอับเรณูของขาวสายพนัธุปกติมายอมดวยไอโอดนี-โพแทสเซียมไอโอไดด จะพบวา 
ติดสีดําเขมทั้งอับเรณู ในขณะท่ีอับเรณูของขาว TGMS ยอมไมติดสี (ภาพที่ 6) เนื่องจากไมมีการ 
สะสมของแปง (Wang et al., 2010)    
 
                                     Fertile                      Sterile 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี  6 การเปรียบเทียบละอองเรณูภายใตกลองจุลทรรศนระหวางลักษณะละอองเรณูปกติและ 
               ลักษณะละอองเรณเูปนหมัน   
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 3. การถายทอดลกัษณะพนัธกุรรมของลกัษณะเรณูเปนหมันเนื่องจากอุณหภูมิ 
  
  การศึกษาเครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใกลชิดกับยนีท่ีมีอิทธิพลตอการเปนหมันของเรณูขาวไดทํา 
การผสมขาว TGMS กับสายพันธุปกติ ไดลูก F1 ปลอยใหผสมตัวเองจนไดประชากร F2 ปลูก 
ประชากร F2ในป 2554 ในจังหวัดปทมุธานี โดยประชากรท่ีใชในการศึกษามี 2 ประชากร คือ  
ลูกผสมระหวาง B8 กับ Azucena  มีตนท่ีเปนหมันจํานวน 121 ตน และ B7 กับ B30 มีตนที่เปน 
หมันจํานวน 133 ตน จากการคํานวณคาไคสแควสของอัตราสวนของลูก F2ทั้ง 2 ประชากร พบวา
อัตราสวนตนปกติตอตนที่เปนหมันคือ 3:1 (2= 1.1695, 2 = 0.6425 < 20.05 = 3.84) ดังตารางท่ี 4 
 ซ่ึงแสดงใหเห็นวายีนที่มีอิทธิพลตอการเปนหมันของเรณูขาว TGMS ถูกควบคุมดวยแอลลีลดอย 
ของยีน 1 ตําแหนง (single recessive gene) ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนา ของ Reddy ในป  
2000  

 

ตารางที่ 4 แสดงอัตราสวนของประชากร F2 ระหวางตนทีม่ีเรณูเปนหมันและตนที่มีเรณูปกติ 
 

ประชากร รวม (ตน) ตนท่ีมีเรณู
ปกต ิ
(ตน) 

ตนท่ีมีเรณู
เปนหมัน 

(ตน) 

ตนท่ีมีเรณู
ปกต/ิ 

ตนท่ีมีเรณู
เปนหมัน 

คาไคสแควร
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. การพฒันาเครือ่งหมายดีเอ็นเอท่ีอยูใกลกับยนี tgms จากขาว ID24  
 
  เน่ืองจากมีรายงานการหาตําแหนงของยีน tgms จากขาว ID24 พบเคร่ืองหมายดเีอ็นเอที่ 
ใกลชิดกับยีน tgms ในขาว ID24 มากท่ีสุดมีตําแหนงอยูหางจากยีน 1.3 cM (ช่ืนจิตร, 2551) ในการ 
วิจัยคร้ังนี้จึงไดพัฒนาเครื่องหมายดเีอ็นเอ โดยออกแบบไพรเมอรในบริเวณดังกลาวเพ่ือใหม ี
ตําแหนงใกลกบัยีนมากข้ึน เปนการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดที่เกดิจากการแทรกเพ่ิมหรือขาดหาย 
(Indel marker) จํานวน 84 เคร่ืองหมาย หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ พบวามี
เครื่องหมายท่ีใหความแตกตางระหวางขาวที่มีลักษณะละอองเรณูเปนหมันกับขาวที่มลัีกษณะ 
ละอองเรณูปกติจํานวน 15 เคร่ืองหมาย จึงคัดเลือกเคร่ืองหมายที่สามารถอานไดงายและมีตําแหนง 
ใกลกับยนี tgms จํานวน 10 เครื่องหมายดงัตารางที่ 5 เพื่อนําไปตรวจสอบกับประชากร F2 

24                               
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เฉพาะตนท่ีเปนหมันท้ัง 2 ประชากร 
 
ตารางที่ 5 เครื่องหมายดเีอ็นเอบนโครโมโซมคูท่ี 2 ท่ีใหความแตกตางระหวางขาว TGMS และขาว 
      พันธุปกติ ซ่ึงนํามาใชในการหาระยะหางระหวางเครื่องหมายดเีอ็นเอจากการวิเคราะห 
      ประชากร F2    
 

   

ลําดับ
ที่ 

     
เครือ่งหมาย 
     ดีเอ็นเอ 

ตําแหนงบนโครโมโซม  
(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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การวิเคราะหเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีอยูใกลชิดกับยนี tgms ในขาว ID24 จากประชากร  
F2 (B8xAzucena) เฉพาะตนที่เปนหมัน จากการตรวจสอบโดยใชเครื่องหมาย 2gAP003974 พบตน 
ท่ีแสดงลักษณะแถบดีเอ็นเอเหมือนตนแมมรูีปแบบแถบดเีอ็นเอแบบฮอโมไซกัสรีเซสซีพ 
(homozygous recessive) คือตัวอยางที่ 1-6 และ 8-25 โดยมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 300 คูเบส และ
ตัวอยางที่ 7 เปน เฮเทอโรไซกัส คือมีท้ังแถบดีเอ็นเอที่ไดมาจากพอและแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากแม เกิด 
จากเซลลสืบพันธุหนึ่งเกดิ recombination ระหวางเครื่องหมายดเีอ็นเอนี้กับยนี สวนตนพอมีรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอแบบฮอโมไซกัส โดมิแนนต (homozygous dominant) มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  
280 คูเบส แสดงวาที่ตําแหนงนี้มีการเกดิ Indel ข้ึนประมาณ 20 เบส (ภาพที่ 7) และภาพท่ี 8 คือผล 
การวิเคราะหประชากร F2 (B7xB30) ดวยเครื่องหมาย os02g12370 พบตนท่ีแสดงลักษณะแถบด ี
เอ็นเอที่เหมือนตนแมคือมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอแบบฮอโมไซกัสรีเซสซีพ ทั้งหมด  คือ มีขนาด 
ดีเอ็นเอประมาณ 300 คูเบส  ผลการตรวจสอบกับลูก F2  ทั้ง 2 ประชากร โดยใชเครื่องหมายดเีอ็นเอ 
ท้ัง 10 เครื่องหมาย ไดผลดังตารางท่ี 6   
  
    
 
 
 
 
 
 
   
 

 
ภาพท่ี 7 การวเิคราะหประชากร F2 (B8xAzucena) ดวยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 2gAP003974  
  M = marker, P1 = B8, P2 = Azucena, 1-25 คือลูก F2  
 

  จะพบวาตน F2 ท่ีมีเรณูเปนหมันท้ังหมด หรือเกือบทั้งหมดมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ 
เหมือนตนแม แสดงวาไมเกิดรีคอมบิเนชัน ระหวางตําแหนงเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใชกับยีน tgms      
และพบตน F2 ท่ีมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอเหมือน F1 คือเปนเฮเทอโรไซโกต ซ่ึงเกิดจากมี 
รีคอมบิเนชัน ระหวางตําแหนงเครื่องหมายดีเอ็นเอกับยีน tgms ในเซลลสืบพันธุหน่ึงจํานวน      
เล็กนอย สวนตน F2  ท่ีมีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอเหมือนตนพอที่มีเรณูปกติน้ันไมมีเลย 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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โอกาสจะเกดิรีคอมบิเนชันระหวางตําแหนงเครื่องหมายดีเอ็นเอกับยีน tgms ในเซลลสืบพันธุ              
ท้ัง 2 เซลล เปนไปไดยาก เพราะเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่พัฒนาข้ึนในคร้ังน้ีอยูใกลกับยีนมาก    
เชนเดยีวกับงานของช่ืนจิตร (2551) 
 
   
 
 
 
 
 
   
   
 
ภาพท่ี 8 การวเิคราะหประชากร F2 (B7xB30)  ดวยเคร่ืองหมายดเีอ็นเอ os02g12370 M = marker,  
  P1 = B7, P2 = B30, 1-25 คือลูก F2 
 
 ตารางที่ 6 ผลการตรวจสอบประชากร F2 ดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอท้ังหมด 
  

จํานวนประชากร F2 (B8xAzucena) 
ท่ีพบแถบดีเอ็นเอเหมือน 

จํานวนประชากร F2 (B7xB30) 
ท่ีพบแถบดีเอน็เอเหมือน เครื่องหมาย 

แม พอ F1 แม พอ 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 (ตอ) 
 

จํานวนประชากร F2 (B8xAzucena) 
ท่ีพบแถบดีเอ็นเอเหมือน 

จํานวนประชากร F2 (B7xB30) 
ท่ีพบแถบดีเอน็เอเหมือน เครื่องหมาย 

แม พอ F1 แม พอ 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. การหาระยะหางระหวางเครือ่งหมายดีเอ็นเอ 
 
  เม่ือนําเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางทั้ง 10 เครื่องหมาย มาทดสอบกับประชากร        
F2  ทั้ง 2 ประชากร คือ F2 ของ B8xAzucena  จํานวนตนที่เปนหมัน 121 ตน และ F2 ของ B7xB30        
ตนที่เปนหมัน 133 ตน เพ่ือวเิคราะหระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ พบวา ยีน tgms อยู     
ระหวางเคร่ืองหมายดเีอ็นเอ Os02g12050 6.25 Mb และ Os02g12350 6.45 Mb (ดังภาพที่ 9 และ        
10) ไมพบการเกิด รีคอมบิเนชัน (recombination) ระหวาง 2 เคร่ืองหมายนี้  
  

ผลการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B8xAzucena)  พบวาม ี5 เครื่องหมายที่เกิด รีคอมบิเนชัน  
คือ 2gAP004070 ซ่ึงอยูที่ตําแหนง 7.4 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2, 2gAP005756  อยูท่ีตําแหนง 7.26    
Mb, 2gAP005394  อยูที่ตําแหนง 7.17 Mb, 2gAP003974  อยูที่ตําแหนง 5.9 Mb  และ 2gAP005058   
อยูที่ตําแหนง 5.8 Mb มีจํานวนตนทีเ่กิด รคีอมบิเนชัน 11, 6, 6, 1 และ 3 ตนตามลําดบั และมีระยะ
ระหวางเคร่ืองหมายดเีอ็นเอกับยีน tgms 4.5, 2.4, 2.4, 0.4 และ 1.2 cM ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบ
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไมเกดิ รีคอมบิเนชัน 5 เครื่องหมาย  ไดแก Os02g12050 ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง 6.25  
Mb บนโครโมโซมคูท่ี 2, 2gAP004085 อยูที่ตําแหนง 6.25 Mb, 2gAP004086 อยูท่ีตําแหนง 6.27      
Mb, Os02g12370 อยูที่ตําแหนง 6.44 Mb  และ Os02g12350 อยูที่ตําแหนง 6.45 Mb (ภาพท่ี 9) 
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ภาพท่ี 9 แผนท่ีแสดงตําแหนงของเคร่ืองหมายดเีอ็นเอทั้ง 10  เครื่องหมายบนโครโมโซมคูท่ี 2  
   จากการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B8xAzucena)   
 
  ผลการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B7xB30)  พบวามี 5 เครื่องหมายที่เกดิ รีคอมบิเนชัน คือ 
2gAP004070  ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง 7.4 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2, 2gAP005756  อยูที่ตําแหนง 7.26 Mb, 
2gAP005394  อยูที่ตําแหนง 7.17 Mb, 2gAP003974  อยูท่ีตําแหนง 5.9 Mb  และ 2gAP005058 อยูที่
ตําแหนง 5.8 Mb มีจํานวนตนท่ีเกิด รีคอมบิเนชัน 5, 4, 4, 4 และ 6 ตนตามลําดับ และมีระยะ       
ระหวางเคร่ืองหมายดเีอ็นเอกับยีน tgms 1.87, 1.5, 1.5, 1.5 และ 2.25 cM ตามลําดับ และพบ 
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไมเกดิรีคอมบิเนชันเลย 5 เคร่ืองหมาย ไดแก Os02g12050 ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง          
6.25 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2, 2gAP004085 อยูที่ตําแหนง 6.25 Mb, 2gAP004086 อยูที่ตําแหนง      
6.27 Mb, Os02g12370 อยูที่ตําแหนง 6.44 Mb  และ Os02g12350 อยูที่ตําแหนง 6.45 Mb ซ่ึงใหผล
ตรงกันในท้ัง 2 ประชากร (ภาพที่ 10)  
 
 
   
 

 
 

 
 
ภาพท่ี 10 แผนท่ีแสดงตําแหนงของเครื่องหมายดเีอ็นเอทั้ง 10  เคร่ืองหมายบนโครโมโซมคูที่ 2  
    จากการวิเคราะหดวยประชากร F2 (B7xB30)   
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ระยะหางของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ Os02g12050 ซ่ึงอยูที่ตําแหนง 6.25 Mb และ       
Os02g12350 อยูที่ตําแหนง 6.45 Mb บนโครโมโซมคูที่ 2 คือประมาณ 200 กิโลเบส จากฐานขอมูล 
(http://www.  gramene.org) (ภาพท่ี 11)  ใหผลตรงกันในทั้ง 2 ประชากร แสดงวายนีที่มีอิทธิพลตอ  
การเปนหมนัของเรณูขาว TGMS นาจะอยูในบริเวณนีห้รือบริเวณขาวเคียง ดังนัน้จึงสามารถนํา
เครื่องหมายดีเอ็นทั้ง 5 เคร่ืองหมายน้ีไปใชชวยคัดเลือก (marker assisted selection) ลักษณะ TGMS   
ในโครงการปรับปรุงพันธุขาวตอไปไดอยางมีประสิทธิภาพ หรืออาจคนหายนี tgms จาก candidate 
gene เพื่อศึกษากลไกควบคุมการเกิดลักษณะเรณูเปนหมันไดเชนเดียวกบังานวิจัยของ Xu et al., 
2011

 
 
 ภาพที ่11 แสดงชวงของตําแหนงยีน tgms จากการวิเคราะหดวยเคร่ืองหมายดเีอ็นเอบนโครโมโซม 
    คูท่ี 2 ดวยประชากรท้ัง 2 ประชากร  
 
   จากงานวิจัยของ Peng et al., 2009a ไดระบุเครื่องหมายโมเลกุลที่อยูใกลกับยีน tmsx ใน      
ขาว XianS  ซ่ึงเกิดจากการเปนหมันโดยธรรมชาติ พบวาอยูระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุล RMX14        
ซ่ึงอยูท่ีตําแหนง 6.39 Mb อยูหางจากยีน 0.15 cM และ RMX21 ท่ีตําแหนง 6.40 Mb อยูหางจากยีน  
0.07 cM และในบริเวณดังกลาวนี้มีการรายงาน candidate ของยีน tms5  อยูในบริเวณ 19 กิโลเบส 
ระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุล 4039-1 และ 4039-2 บน BAC clone AP004039 ซ่ึงพบ family ของ     
NAC gene ท่ีเกี่ยวของกับการพัฒนาของดอกและการเจริญเติบโต (Yang et al., 2007) นอกจากน้ียัง   
พบ candidate ของยีน ptgms2-1 ในขาว Guanzhan63 เกิด SNP ข้ึนในยีนLoc_os02g12290  
(Xu et al., 2011) จึงเปนทีน่าสนใจวายีน tgms ในขาวที่นําเขามาจากสถาบันวิจัยขาวนานาชาติ      
(IRRI) ประเทศฟลิปปนสนี้ อาจเปนยีน tms5 หรืออาจเปนยีน tms ตัวใหมที่ยังมีไมรายงานมากอน
เนื่องจากในตําแหนงน้ีมีการรายงานหลายงานวิจยัแตก็ยังไมมีการระบุประเภทของยีน tgms อยาง 
ชัดเจน 
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สรุป 
 

การศึกษาตําแหนงของเคร่ืองหมายดเีอ็นเอที่อยูใกลกับยีนควบคุมการเปนหมัน 
ของเรณูขาว เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงอณุหภูมิ ทําการเปรียบเทียบเรณูของขาวสายพันธุปกติและ    
ขาวที่มีลักษณะละอองเรณูเปนหมันดวยการยอมไอโอดนี-โพแทสเซียมไอโอไดด พบวาขาวสาย     
พันธุปกติอับเรณูติดสีดําเขมท้ังอับเรณู ในขณะที่ ขาว TGMS ยอมไมติดสี เนื่องจากไมมีการสะสม  
ของแปง  
 
  การศึกษาการกระจายตัวของประชากรที่ใชในการวิเคราะหตําแหนงยนี tgms ท่ีมีอิทธิพล      
ตอการเปนหมันของละอองเรณูขาว จากการคํานวณคาไคสแควสของอัตราสวนประชากร F2 ทั้ง 2 
ประชากร พบวาอัตราสวนของตนปกติตอตนท่ีเปนหมันคือ 3:1 ซ่ึงแสดงใหเห็นวายนีที่มีอิทธิพล      
ตอการเปนหมันของละอองเรณูขาว TGMS ถูกควบคุมดวยแอลลีลดอยของยีน 1 ตําแหนง  
 
  การหาแผนทีย่นีควบคุมลักษณะละอองเรณูเปนหมันโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นที่เกดิจากการ
แทรกเพ่ิมหรือขาดหาย Indel  marker จากการพัฒนาเครื่องหมายดเีอ็นเอจํานวน 84 เครื่องหมาย นํา
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวางขาว TGMS ที่เปน indica และขาวสายพันธุปกติ 
japonica จํานวน 10 เคร่ืองหมาย มาใชในการหาระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ จากการ 
วิเคราะหดวยประชากร F2 (B8xAzucena)  และ F2 ( B7xB30)  เฉพาะตนที่เรณูเปนหมัน 121 ตน       
และ 133 ตน ตามลําดับ นําไปวิเคราะหระยะหางระหวางเครื่องหมายดีเอ็นเอ พบวายีน tgms นาจะ     
อยูระหวางเครือ่งหมายดเีอ็นเอ Os02g12050 ซ่ึงอยูที่ตําแหนง 6.25 Mb อยูหางจากยนี 0 cM และ 
Os02g12350 ท่ีตําแหนง 6.45 Mb  มีระยะหางจากยีน 0 cM คือไมพบการท่ีเกิดรีคอมบิเนชัน ชวง
ระยะหางระหวาง 2 เคร่ืองหมายนี้ประมาณ 200 กิโลเบส นอกจากนีม้เีคร่ืองหมายอีก 3 เครื่องหมาย   
อยูภายในบริเวณดังกลาวคือ 2gAP004085  ท่ีตําแหนง 6.25 Mb, 2gAP004086  ที่ตําแหนง 6.27 Mb 
และ Os02g12370 ที่ตําแหนง 6.44 Mb ในการพัฒนาเครือ่งหมายดเีอ็นเอท่ีวางอยูใกลกับยีนควบคุม  
การเปนหมนัของละอองเรณูขาวนี้ จะเปนประโยชนอยางยิ่งในการพัฒนาขาวลูกผสมแบบ 2 ทาง     
เพื่อเพ่ิมผลผลิตในทางการเกษตรตอไปในอนาคต  
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ตารางผนวกท่ี 1 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวางขาว TGMS และขาวพันธุ 
                  ปกติที่ใชในการหาระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอจากการวิเคราะห 
                          ประชากร F2 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับท่ี เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
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 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่อยูใกลกับยีน tgms จากขาว ID24 ที่พัฒนาข้ึนท้ังหมด 
   เพื่อคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใหความแตกตางระหวางขาว TGMS และ 
   ขาวพันธุปกติ  

 

ลําดับท่ี เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
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 (ตอ) 
 

ลําดับที ่ เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
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 (ตอ) 
 

ลําดับที ่ เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
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 (ตอ) 

 

ลําดับท่ี เครือ่งหมายดีเอ็นเอ โครโมโซม 
ตําแหนงบน
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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