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บทคดัย่อ 

 การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเพ่ือคุณภาพการหุงตม้ท่ีดีเป็นหน่ึงในเป้าหมายของการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วไทย การวิจยัน้ี

ไดใ้ชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอ Naro และ  RM190 ท่ีเฉพาะกบัลกัษณะความหอมและปริมาณอะมิโลสท่ีมีตาํแหน่งอยูบ่น

โครโมโซม 8 และ 6 ของขา้วตามลาํดบั มาใชช่้วยในการคดัเลือกลกัษณะทั้ง 2 ในประชากรชัว่ท่ี 2 จาํนวน 600 ตน้จาก

คู่ผสมระหวา่งพนัธ์ุปทุมธานี 1 (PTT1) ท่ีมีคุณภาพหุงตม้ดี กบัพนัธ์ุ CH4 ท่ีมีศกัยภาพการให้ผลผลิตสูง มีการคดัเลือก

แบบทีละลกัษณะในประชากรดงักล่าว โดยคดัเลือกตน้ท่ีมีพนัธุกรรมแบบคงตวัในลกัษณะความหอมไดจ้าํนวน 151 

ตน้ จากนั้นคดัเลือกตน้ท่ีมีพนัธุกรรมคงตวัของปริมาณอะมิโลสตํ่าเช่นเดียวกบัพนัธ์ุปทุมธานี 1 ไดต้น้ท่ีมีพนัธุกรรมท่ี

ตอ้งการทั้ง 2 แบบทั้งหมด 32 ตน้ ซ่ึงจะไดน้าํไปใชใ้นขั้นตอนต่อไปของการปรับปรุงพนัธ์ุ นอกจากน้ีมีการใชเ้ทคนิค

การห่วงเวลาโหลดตวัอยา่งในการทาํอิเลก็โตรโฟรีสีซิสเพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการคดักรองตน้ท่ีตอ้งการ  

 

ABSTRACT 

 Rice breeding for cooking qualities trait is one of the main objectives in Thai rice breeding program. Naro 

and RM190 markers specific to grain aroma and amylase content locating on chromosome 8 and 6 respectively. Total 

600 individual plant of F2 population of cross between PTT1 with good cooking quality variety and CH4 with high 

yield potential were selected individual by these DNA makers. Stepwise screening was performed and total of 151 F2 

progenies carrying homozygous allele of Naro marker was selected. Then, RM190 was used to selected low amylose 

content, resulting 32 F2 progenies carrying homozygous alleles for grain aroma and low amylose content as PTT1 

variety were select for the next step of breeding program. Moreover, the delay loading technique in electrophoresis 

was performed in order to enhance the genotype screening efficiency. 

 

 

 

คาํสําคญั: คุณภาพหุงตม้ การใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอช่วยในการคดัเลือก การปรับปรุงพนัธ์ุแบบบนัทึกประวติั 
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บทนํา 

 ขา้วเป็นพืชอาหารหลกัสาํหรับประชากรกวา่

คร่ึงหน่ึงของโลก พ้ืนท่ีการผลิตขา้วกวา่ร้อยละ 90 อยู่

ในทวีปเอเชีย โดยประเทศไทยถือเป็นประเทศท่ีมีการ

ผลิตและส่งออกขา้วเป็นอนัดบัตน้ ๆ ของโลก คุณภาพ

การหุงต้มและรับประทานของข้าวเป็นคุณภาพท่ี

ผูบ้ริโภคใช้ในการตดัสินใจเลือกซ้ือขา้ว ทั้ งน้ีเพราะ

ความชอบของแต่ละคนแตกต่างกนั คุณสมบติัทางเคมี

ของขา้วข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุขา้วและคุณภาพแป้ง (Juliano, 

1985) คุณภาพการหุงต้มและรับประทานน้ีสามารถ

คาดคะเนโดยคุณสมบติัเมลด็ทางเคมี ปัจจยัท่ีทาํใหข้า้ว

พนัธ์ุต่าง ๆ มีคุณภาพของขา้วสุกแตกต่างกันข้ึนกับ

องค์ประกอบดงัน้ีไดแ้ก่ปริมาณอะมิโลส ความคงตวั

ของแป้งสุก อุณหภูมิแป้งสุก อตัราการยืดตวัของเมลด็

ขา้วสุก และกล่ินหอม ในเมล็ดขา้วประกอบดว้ยแป้ง 

2 ชนิดคืออะมิโลสและอะมิโลเพคติน (Sanjivaet al., 

1952) อตัราส่วนของอะมิโลสและอะมิโลเพคตินเป็น

ปัจจยัสาํคญัท่ีทาํให้ขา้วมีคุณสมบติัแตกต่างกนัโดยใน

เมล็ดขา้วมีอะมิโลเพคตินในอตัราส่วนท่ีมากกว่าอะ

มิโลส  แต่การจําแนกประเภทของข้าวนั้ นจะใช้

ปริมาณอะมิโลสเป็นตวัช้ีวดั ซ่ึงสัดส่วนของอะมิโลส

ในเมลด็ขา้วท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อลกัษณะของขา้วสุกท่ี

แตกต่างกนั กล่ินหอมเป็นลกัษณะพิเศษของขา้วบาง

พนัธ์ุ ซ่ึงเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภคทั้งในและต่างประเทศ 

ขา้วหอมสามารถผลิตสารหอมชนิดท่ีเรียกวา่ popcorn-

like scent เก็บสะสมไวใ้นส่วนต่าง ๆ ของตน้

โดยเฉพาะเมล็ด ซ่ึงกล่ินของขา้วหอมนั้นเก่ียวขอ้งกบั

สารระเหยกวา่ 114 ชนิด โดยสารสาํคญัท่ีทาํใหข้า้วมี

กล่ินหอมคือ 2-acetyl-1-pyrroline หรือ 2AP (Buttery 

et al.,1983) 

 จุดประสงคใ์นการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วมีหลาย

ประการ เช่น การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วใหต้า้นทานต่อโรค

และแมลง การปรับปรุงพันธ์ุเพื่อเพิ่มผลผลิต การ

ปรับปรุงพนัธ์ุเพ่ือคุณภาพการหุงตม้และรับประทาน 

เป็นต้น โดยวิธีการปรับปรุงพนัธ์ุข้าวท่ีนิยมคือการ

ปรับปรุงพนัธ์ุแบบบนัทึกประวติัซ่ึงจะคดัเลือกตน้พืช

ท่ีมีลักษณะตรงตามวตัถุประสงค์ของโครงการจาก

ประชากรในชัว่ท่ี 2 ท่ีพืชมีการกระจายตวัของลกัษณะ

ต่าง ๆ สูงสุดและนาํตน้ท่ีคดัเลือกไปปลูกในชัว่ต่อ ๆ 

ไ ป จ น ก ว่ า พื ช จ ะ มี ค ว า ม ค ง ตัว ท า ง พัน ธุ ก ร ร ม 

(homozygosity) (กฤษฎา, 2551) ตวัอย่างเช่น การ

ปรับปรุงพนัธ์ุขา้วให้มีความหอมและคุณภาพการหุง

ตม้และรับประทานดี ไดแ้ก่พนัธ์ุขา้วปทุมธานี 1 ซ่ึง

เป็นพนัธ์ุขา้วท่ีไดจ้ากการผสมระหว่างสายพนัธ์ุขา้ว

หอม BKNA6-18-3-2 กบัสายพนัธ์ุ PTT85061-86-3-2-

1 ปลูกคดัเลือกขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 2 ถึง 6 โดยวิธีคดัเลือก

แบบบนัทึกประวติัจนไดส้ายพนัธ์ุ PTT90071-93-8-1-

1 เป็นขา้วเจา้หอม ไม่ไวต่อช่วงแสง คุณภาพการหุงตม้

แ ล ะ รั บ ป ร ะ ท า น ค ล้ า ย ข้ า ว ข า ว ด อ ก ม ะ ลิ 105 

(สถาบนัวจิยัขา้ว, 2543) 

 การใช้เค ร่ืองหมายดี เอ็น เอช่วยในการ

คดัเลือก (marker assisted selection, MAS) เพ่ือเลือก

ตน้พืชท่ีมีจีโนไทป์ท่ีตอ้งการ เคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ี

นํามาใช้เป็นเคร่ืองมือช่วยในการคัดเลือก สามารถ

จาํแนกได ้ 2 แบบคือการใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีอยู่

ใกลก้บัยีนเป้าหมายช่วยในการคดัเลือก (indirect 

MAS; iMAS) และการใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีจาํเพาะ

กบัส่วนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการทาํงานของยีน(direct MAS; 

dMAS หรือ functional marker assisted selection; 

fMAS) ซ่ึงเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด fMAS นั้นจะมี

ความแม่นยาํในการคดัเลือกมากกวา่เคร่ืองหมายดีเอ็น

เอชนิด iMAS เน่ืองจากเป็นการพฒันามาจากส่วนของ

ยีนท่ีทาํหน้าท่ีกาํหนดรหัสพนัธุกรรมท่ีควบคุมการ

ทํางา นข อ งลักษ ณะเ ป้ าหม าย ท่ี ต้องก าร ม า เ ป็ น

เคร่ืองหมายช่วยในการคดัเลือก การนาํเคร่ืองหมายดี

เอ็นเอมาใช้เป็นเคร่ืองมือในการคดัเลือกจะช่วยเพิ่ม

ประสิทธิภาพของการคัดเลือก  โดยการเพ่ิมความ

แม่นยาํ และร่นระยะเวลาของการปรับปรุงพนัธ์ุพืช 

(Collard et al., 2005) 

 พนัธุกรรมท่ีควบคุมลักษณะความหอมและ

ปริมาณอะมิโลสในขา้วถูกควบคุมดว้ยยนีแฝง (recessive 

gene) ซ่ึงเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีใชช่้วยในการคดัเลือก

870
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ลกัษณะความหอมคือ Naro เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีมี

ความเฉพาะกบัการทาํหน้าท่ีของยีนความหอมในขา้ว

ซ่ึงคล่อมตาํแหน่งท่ีขาดหายไปของเบสจาํนวน 8 เบสท่ี 

exon7 ของยีน betaine aldehyde dehydrogenase (Badh) 

บนโครโมโซมท่ี 8 เป็นเคร่ืองหมายแบบ co-dominance 

(ปาริฉัตร และคณะ, 2554) เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ RM190 

เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท ์

(microsatellite marker) ท่ีปรากฏอยูใ่นส่วนกาํหนดรหัส

ของพนัธุกรรมของยีน waxy ท่ีควบคุมลกัษณะ

ปริมาณอะมิโลสในเมล็ดข้าว ซ่ึงมีตําแหน่งอยู่บน

โครโมโซมคู่ท่ี 6 จากการวิเคราะห์ลาํดบัเบสของยีน 

waxy หรือยีน granule-bound starchsynthase (GBSS) 

ตาํแหน่งของไมโครแซทเทลไลท์ดงักล่าวคือลาํดบัเบส

ซํ้ าของ CT(n) เคร่ืองหมายดีเอน็เอน้ีจึงสามารถใชส้าํหรับ

ติดตามการปรากฏของอลัลีลยีน waxy ท่ีตอ้งการไดใ้น

การคดัเลือก (Ayres et al., 1997) 

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือใชเ้คร่ืองหมาย 

ดีเอ็นเอช่วยคัดเลือกลกัษณะความหอมและปริมาณ 

อะมิโลสตํ่ า  และการพัฒนารูปแบบการคัดกรอง

ตวัอยา่งเพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในคดัเลือกตน้ขา้วท่ี

มีลักษณะท่ีต้องการในประชากรชั่วท่ี 2 ของคู่ผสม

ระหวา่งพนัธ์ุปทุมธานี 1 และ CH4 

 

วธีิการวจิัย 

อุปกรณ์ 

1. พนัธ์ุขา้ว 

1.1. ขา้วพนัธ์ุปทุมธานี 1เป็นขา้วเจา้หอม ไม่

ไวต่อช่วงแสง คุณภาพเมล็ดคลา้ยพนัธ์ุขา้วขาวดอก

มะลิ 105 ขา้วสุกนุ่มเหนียวมีกล่ินหอม 

1.2. ขา้วพนัธ์ุ CH4 เป็นขา้วเจา้ไม่หอมมี

รูปทรงตน้แบบใหม่ (new plant type: NPT) ท่ีมีจาํนวน

เมล็ดต่อรวงมาก แตกกอน้อย ทรงต้นตั้ งตรง และ

ใหผ้ลผลิตสูง 

 

 2. เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

 2.1 เคร่ืองหมายดีเอน็เอ Naro และ RM190  

วธีิการ 

1.การผสมขา้วเพื่อสร้างประชากร 

 ปลูกขา้วพนัธ์ุพ่อ พนัธ์ุปทุมธานี 1 และปลูก

ขา้วพนัธ์ุแม่ พนัธ์ุ CH4 เพ่ือสร้างลูกผสมชัว่ท่ี 1 แลว้

สร้างเป็นประชากรชัว่ท่ี 2 โดยปล่อยให้มีการผสม

ตวัเอง นาํประชากรชัว่ท่ี 2 ทั้งหมดมาปลูกแบบเร่งชัว่

อาย ุ (Rapid Generation Advance: RGA) เพ่ือคดัเลือก

ตน้ท่ีตอ้งการ ปลูกในกระบะเพาะโดยปลูกหลุมละ 1 

ตน้ ใช้ระยะเวลาในการปลูกจนถึงเก็บเก่ียวประมาณ 

90 วนั จาํนวน 600 ตน้ และคดัเลือกตน้ท่ีตอ้งการ โดย

ใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอ Naro และ RM190 

แผนผงัการปรับปรุงพนัธ์ุ 

2. การใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอในการคดัเลือก 

 ตรวจสอบความแตกต่างของเคร่ืองหมายดีเอน็

เอ Naro (NaroF; 5/-AGGTTGCATTTACTGGGA G-3/ 

และ NaroR; 5/-TGGCTACTAGAATGATGCT-3/)และ

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ RM190 (RM190F;5/-GCT 

ACAAATAGCCACCCACACC-3/ และ RM190R; 5/-

CAACACAAGCAGAGAAGTGAAGC -3/ )  

ในพนัธ์ุพ่อแม่ และใช้คดัเลือกในประชากรชั่วท่ี 2 ทั้ ง 

600 ตวัอย่างโดยใช้เทคนิคการห่วงเวลาโหลดตวัอย่าง 

(delay loading) และวธีิการ stepwise marker screening 

(Sreewongchai et al., 2010) ในเคร่ืองหมายดีเอน็เอทั้ง 

2 โดยใชชุ้ดนํ้ายาสาํเร็จรูป Phire®Plant Direct PCR 

Kit ซ่ึงเป็นชุด Kit ท่ีสามารถทาํ PCR ไดโ้ดยไม่ตอ้ง

ผ่านขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอก่อนโดยเจาะใบขา้วดว้ย 

871



  BMP27-4 

 

Harris UNI-CORETM จะไดเ้น้ือเยือ่รูปวงกลมเส้นผา่น

ศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร (จาํนวน 5 ช้ิน) ใส่ลงใน PCR 

plate เตรียมส่วนประกอบท่ีใชใ้นการทาํปฏิกิริยา PCR 

(master mixture) โดยตอ้งเตรียมปริมาตรรวมทั้งหมด

10 ไมโครลิตร ดงัตารางท่ี 1 เม่ือผสม master mixture 

ในหลอด PCR เรียบร้อยแลว้หยด mineral oil 1 หยด

เพ่ือป้องกนัการระเหยออกระหว่างการทาํ PCR นาํ

หลอด PCR ใส่ลงในเคร่ือง PCR (thermal cycler) ตั้ง

โปรแกรมตามเง่ือนไขดงัตารางท่ี 2 เม่ือปฏิกิริยาการ

เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอเสร็จส้ิน นาํหลอด PCR ออกจาก

เคร่ืองแลว้เติม sequencing dye 1 เท่า (10 ไมโครลิตร) 

จากนั้นเก็บไวท่ี้ตูแ้ช่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

ตรวจสอบขนาดดีเอน็เอดว้ยวิธี Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (PAGE) ยอ้มเจลดว้ย silver nitrate 

(AgNo3) ตามวธีิการของ Benbouza et al. (2006)  

 ในการใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอในการคดัเลือก

ลักษณะความหอมจะใช้เทคนิคการห่วงเวลาโหลด

ตวัอยา่ง (delay loading) ในการทาํอิเลก็โตรโฟริซิสใช้

หวีขนาด 50 ช่อง เม่ือหยอดตวัอยา่ง PCR product 4 

ไมโครลิตรในแต่ละช่องจนครบ  เ ปิดเค ร่ืองจ่าย

กระแสไฟฟ้าใชก้าํลงัไฟท่ี 45 วตัต ์เม่ือแถบสีของ dye 

เคล่ือนลงมาไดร้ะยะ 5 เซนติเมตร จึงหยอดตวัอย่าง 

PCR product ชุดท่ี 2 ลงในแต่ละช่อง ทาํเช่นเดียวกนัน้ี 

4-6 ชั้น หลงัจากนั้นดึงหวอีอก ปล่อยกระแสไฟต่อ เม่ือ

แถบสีของ dye ชั้นท่ี 1 ลงมาไดร้ะยะ 30 เซนติเมตรจึง

ปิดเคร่ืองและยอ้มสีแถบดีเอน็เอ 

 

ตารางที ่1 ความเขม้ขน้และปริมาตรสารท่ีใชใ้นการทาํปฏิกิริยา PCR 

สารละลาย ความเข้มข้นที่ใช้ ปริมาณทีใ่ช้ (µl) 

2x plant PCR buffer             1x          5 

5µmol forward primer 0.5 µmol          1 

5µmol reverse primer 0.5 µmol          1 

Phire ® Hot Start DNA polymerase              -         0.2 

Sterile distilled H2O             -         2.8 

Total             -         10 

 

ตารางที ่2 เง่ือนไขในการตั้งค่าของปฏิกิริยา PCR 

 ขั้นตอนการเกดิปฏิกริิยา อุณหภูม ิ(̊ซ)                    เวลา (วนิาท)ี 

First denature 

Denature 

Annealing 

Extension  

Final extension 

Hold 

     98 

     98 

     59 

     72 

     72 

     16 

       300 

         5 

         5 

        30 

        60 

        ∞ 
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การคดัเลือกรายตน้ดาํเนินการแบบ stepwise marker 

screening ประชากรชัว่ท่ี 2 คดัเลือกดว้ยเคร่ืองหมายดี

เอ็นเอ Naro ไดต้น้ท่ีมีลกัษณะความหอมหลงัจากนั้น

นาํตน้ท่ีคดัเลือกไดม้าคดัเลือกลกัษณะปริมาณอะมิโล

สดว้ยเคร่ืองหมายดีเอน็เอ RM190 ต่อไป 

 

ผลการวจิัย 

 จากการใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ Naro และ 

RM190 จาํแนกลกัษณะความหอมและลกัษณะปริมาณ 

อะมิโลสตํ่าตามลาํดบั ในพนัธ์ุพ่อคือพนัธ์ุปทุมธานี 1 

และพนัธ์ุแม่พนัธ์ุ CH4 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอทั้งสอง

สามารถแยกความแตกต่างในพนัธ์ุพอ่และแม่ได ้

 การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือก

ลักษณะความหอมและลักษณะปริมาณอะมิโลสใน

ประชากรชัว่ท่ี 2 จากประชากรทั้งหมด 600 ตน้เร่ิมจากใช้

เคร่ืองหมายดีเอน็เอ Naro คดัเลือกตน้ท่ีมีพนัธุกรรมแบบ

คงตวัในลกัษณะความหอมหลงัจากการทาํ PCR แลว้

นาํมาแยกขนาดช้ินดีเอ็นเอดว้ยอิเล็คโตรโฟริซีสโดยใช้

เทคนิคการห่วงเวลาโหลดตวัอย่าง (delay loading) ดงั

ภาพท่ี 1 พบว่า มีการกระจายตัวของจีโนไทป์ของ

พนัธุกรรมท่ีควบคุมลักษณะความหอมในอัตราส่วน 

1:2:1 สําหรับพนัธุกรรมแบบ Badh/Badh: Badh/badh: 

badh/badh โดยสามารถคดัเลือกตน้ท่ีตอ้งการไดจ้าํนวน 

151 ตน้ จากนั้นนาํตน้ท่ีคดัเลือกไดไ้ปคดัเลือกตน้ท่ีมี

พนัธุกรรมแบบคงตวัของปริมาณอะมิโลสตํ่าเช่นเดียวกบั

พนัธ์ุปทุมธานี 1 พบวา่มีการกระจายตวัของจีโนไทป์ของ

พันธุกรรมท่ีควบคุมลักษณะปริมาณอะมิโลสใน

อตัราส่วน 1:2:1 สําหรับพนัธุกรรมแบบ Waxy/Waxy : 

Waxy/waxy : waxy/waxy โดยสามารถคดัเลือกตน้ท่ีตอ้งการ

ได ้32 ตน้ ดงัตารางท่ี3 

 

 

 
ภาพที ่1 เทคนิคการห่วงเวลาโหลดตวัอยา่ง (delay loading) ในเคร่ืองหมายดีเอน็เอ Naro เพ่ือคดัเลือกลกัษณะความหอม 

 หมายเหตุ: A คือ ลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีเหมือนพนัธ์ุแม่ (CH4: Badh/Badh); B คือลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ี

 เหมือนพนัธ์ุพอ่ (PTT1: badh/badh); H  คือลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบเฮทเทอโรไซกสั (Badh/badh) 
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ตารางที่ 3 แสดงผลการคดัเลือกในแต่ละเคร่ืองหมายดีเอน็เอทั้งสองลกัษณะในประชากรชัว่ท่ี 2 

          จีโนไทป์ 

จํานวนต้นทีค่ดัเลอืก (ต้น) 

ลกัษณะความหอม  ( Naro) ลกัษณะปริมาณ 

อะมโิลส (RM190) 

Homozygous dominant 141 (Badh/Badh) 33 (Waxy/Waxy) 

Heterozygous 308 (Badh/badh) 86 (Waxy/waxy) 

Homozygous recessive 151 (badh/badh) 32 (waxy/waxy) 

Total 600 151 

χ2 (1:2:1) test 0.76 ns 3.22ns 

หมายเหตุ : 
ns 

คือไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95 เปอร์เซ็นต ์

 

อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอสามารถนํามาใช้ช่วย

คดัเลือกตน้ท่ีมีพนัธุกรรมท่ีตอ้งการจากประชากรชัว่ท่ี 

2 ได ้โดยสามารถเลือกตน้ท่ีมีพนัธุกรรมทั้งความหอม

และปริมาณอะมิโลสตํ่าเช่นเดียวกบัพนัธ์ุปทุมธานี 1 

ได ้ดงันั้นการคดัเลือกลกัษณะดงักล่าวในรุ่นต่อไปไม่

จําเป็นต้องคัดเลือกเน่ืองจากได้มีการเลือกต้นท่ีมี

พัน ธุ กร ร มค งตัวข องลักษณ ะท่ีต้องก าร ไว้แล้ว  

เช่นเดียวกบัรายงานของ (Collard et al., 2005) และ

สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ ปาริฉัตร (2555) ท่ีมีในการ

ใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอคัดเลือกลักษณะปริมาณอะ

มิโลสและความหอมในประชากรชั่วท่ี 2 และ 3 จาก

การผสมขา้มระหวา่งขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ105 ท่ีเป็น

ขา้วคุณภาพดีกบัพนัธ์ุ Qiqnizhan ท่ีมีลกัษณะรูปทรง

ตน้ขา้วแบบใหม่ (จาํนวนเมลด็ต่อรวงมาก แตกกอนอ้ย 

ทรงตน้ตั้งตรง และใหผ้ลผลิตสูง) สามารถคดัเลือกตน้

ท่ีมีพนัธุกรรมคงตัวของปริมาณอะมิโลสและความ

หอมได ้โดยลกัษณะดังกล่าวไม่มีการกระจายในรุ่น

ต่อไปเน่ืองจากทั้งสองลกัษณะถกูควบคุมดว้ยยนีแฝง 

 เทคนิคการคดัเลือกแบบ Stepwise marker 

screening เป็นเทคนิคท่ีพฒันาข้ึนเพ่ือคดักรองจาํนวน

ประชากรให้ลดลงในแต่ละคร้ังของการคดัเลือกก่อน

นาํตน้ท่ีไดไ้ปคดัเลือกต่อในคร้ังต่อไปซ่ึง Sreewongchai 

et  al. (2010) ไดใ้ชเ้ทคนิค stepwise ช่วยในการรวมยนี

ตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล

ช่วยคดัเลือกในชัว่ท่ี 2 จากประชากรจาํนวน 282 ตน้

เ น่ืองจากประชากรท่ีได้มีขนาดเล็กจึงต้องมีการ

คดัเลือกตน้ท่ีมีจีโนไทป์ heterozygous ไว ้และนาํมา

ผสมตวัเองให้เกิดการกระจายตวัในลกัษณะเป้าหมาย

คือตา้นทานโรคไหม ้แลว้จึงคดัเลือกลกัษณะเป้าหมาย

ท่ีมีพนัธุกรรมแบบคงตวัในประชากรชัว่ท่ี 3 ต่อไป

เพ่ือให้ไดจี้โนไทป์แบบ homozygous อยา่งไรก็ตาม

เน่ืองจากการทดลองน้ีมีประชากรชั่วท่ี 2 ขนาดใหญ่

จาํนวน 600 ตน้จึงสามารถใชเ้ทคนิค stepwise marker 

ช่วยในการคัดเ ลือกได้ภายในประชากรชั่ว เ ดียว 

นอกจากน้ีเทคนิค stepwise screening เป็นเทคนิคท่ี

ประหยัดค่าใช้จ่ายในการทดลองและลดจํานวน

ตวัอย่างในการทาํ PCR ลงไดถึ้ง 38 % ซ่ึงหากใช้

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอคดัเลือกทั้ง 2 ลกัษณะโดยวิธีปกติ

จะตอ้งทาํปฏิกิริยา PCR ทั้งส้ิน 1,200 ตวัอยา่ง หากใช้

เทคนิค stepwise screening จะคงเหลือตวัอยา่งท่ีตอ้ง

ทาํปฏิกิริยา PCR เพียง 751 ตวัอย่าง (600 + 151 

ตวัอยา่ง) ซ่ึงสามารถลดจาํนวนตวัอยา่งลงไปไดถึ้ง 449 

ตวัอย่าง (จาก 600 ตน้ในการคดัเลือกลักษณะความ

หอม สามารถคดัเลือกไดจ้าํนวน 151 ตน้หลงัจากนั้น

จึงนาํ 151 ตน้ท่ีเลือกไดม้าคดัเลือกลกัษณะปริมาณอะมิโลส) 
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ในการทาํงานวิจยัคร้ังน้ีไดพ้ฒันาเทคนิคการ

ห่วงเวลาโหลดตัวอย่าง  (delay loading)  เ พื่อ

ประหยดัเวลาและค่าใชจ่้ายในการตรวจสอบขนาดของ

ดีเอน็เอดว้ยวิธี Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(PAGE) โดยการเพิ่มจาํนวนตวัอย่างต่อการทาํอิเล็ค

โตรโฟรีซิส โดยหยอดตวัอยา่งเป็นชั้นห่างกนัเป็นช่วง 

ซ่ึงขอ้จาํกดัของเทคนิคน้ีสามารถใชไ้ดดี้กบัเคร่ืองหมาย

ดีเอน็เอท่ีให้แถบดีเอน็เอชดัเจนไม่เช่นนั้นจะเกิดความ

สับสนในการอ่านแถบดีเอน็เอ 
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