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บทคัดย่อ 
การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวให้ทนทานต่อสภาพเครียดหลายลักษณะพร้อมๆ กันสามารถท าได้โดยใช้

เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยคัดเลือก และเครื่องหมายดีเอ็นเอของลักษณะเป้าหมายดังกล่าวต้องแยกความแตกต่าง
ของแอลลีลเป้าหมายระหว่างสายพันธุ์พ่อและแม่ได้ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
แยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อและสายพันธุ์แม่เพื่อใช้เป็นเครื่องมือช่วยคัดเลือกแอลลีลเป้าหมายในการ
พัฒนาสายพันธุ์ข้าวเหนียวหอมต้านทานโรคไหม้และทนน้ าท่วมฉับพลัน โดยด าเนินการปรับปรุงพันธุ์แบบสืบ
ประวัติ ใช้สายพันธ์ุข้าวเจ้าหอม Jasmine IR57514 ที่มีคุณภาพการหุงต้มและรับประทานคล้ายข้าวขาวดอกมะลิ 
105 และทนน้ าท่วมฉับพลันเป็นต้นแม่และใช้สายพันธุ์ข้าวเหนียวปรับปรุง กข6 ที่ได้รับการผนวกยีนต้านทานโรค
ไหม้ (RD6-blast No.334) เป็นต้นพ่อ ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยคัดเลือกลักษณะเป้าหมาย 5 ลักษณะในแต่ละรุ่น
ของประชากรที่พัฒนาขึ้นเพื่อรวมลักษณะดีเด่นไว้ในข้าวสายพันธุ์ใหม่ ได้แก่ ลักษณะทนน้ าท่วมฉับพลัน (Sub1) 
ความหอม (badh2) และอุณหภูมิแป้งสุกต่ า (SSIIa-TT) จากสายพันธุ์แม่ และลักษณะต้านทานโรคไหม้ (qBl1 
และ qBl11) ข้าวเหนียว (wx) จากสายพันธุ์พ่อ ด าเนินการคัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอรวม 16 เครื่องหมาย 
พบว่า มีเครื่องหมายดีเอ็นเอจ านวน 8 เครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่างของสายพันธุ์พ่อแม่ได้อย่างชัดเจน 
ประกอบด้วย เครื่องหมาย R10783indel, Aromarker, Wx-Glu-23 และ SNP2340-41 ซึ่งเป็นเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงกับยีนเป้าหมาย Sub1 ควบคุมลักษณะทนน้ าท่วมฉับพลัน ยีน badh2 ควบคุมลักษณะ
ความหอม ยีน wx ควบคุมลักษณะข้าวเหนียว และ ยีน SSIIa-TT ควบคุมลักษณะอุณหภูมิแป้งสุกต่ า ตามล าดับ 
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และมีเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่อยู่ใกล้ชิดกับลักษณะต้านทานโรคไหม้ qBl1 บนโครโมโซม 1 และ qBl11 
บนโครโมโซม 11 จ านวน 4 เครื่องหมาย ได้แก่ RM212/RM319, RM144/RM1233 ซึ่งอยู่ใกล้ชิดขนาบหัวท้ายกับ 
qBl1 และ qBl11 ตามล าดับ จากนั้นน าเครื่องหมายดีเอ็นเอดังกล่าวมาใช้เป็นเครื่องมือช่วยคัดเลือกประชากร F2 
ที่มีลักษณะทางการเกษตรดีจ านวน 105 ต้น พบว่าสามารถคัดเลือกต้นที่มีลักษณะเป้าหมายดังกล่าวได้จ านวน 9 
ต้น จากนั้นปล่อยให้ผสมตัวเองเพื่อสร้างประชากร F3 และคัดเลือกลักษณะเป้าหมายเพื่อพัฒนาสายพันธุ์ข้าว
เหนียวหอมต้านทานโรคไหม้และทนทานน้ าท่วมฉับพลันต่อไป 
 

ABSTRACT 
 Developing rice varieties for multi-stress tolerance traits can be accomplished by using 
marker-assisted selection (MAS). Those DNA markers underlying the target traits have to 
distinguish polymorphism between parental lines. This research was aimed to screen DNA 
markers which can distinguish polymorphism between the parental lines in order to use as a 
tool to select favorable alleles for developing aromatic glutinous rice lines resistance to blast 
and tolerance to submergence. The breeding work was performed using pedigree method. 
Jasmine IR57514, the aromatic Jasmine-liked cooking quality and tolerance to submergence rice 
line, was used as female parent whereas RD6-blast No.334, a glutinous rice line resistance to 
blast, was used as male parent. DNA markers underlying 5 target traits were used to select 
progenies carrying the favorable alleles of those traits of interest in each generation which 
consisted of submergence tolerance (Sub1), grain aroma (badh2) and low gelatinization 
temperature (SSIIa-TT) from female parent and blast resistance (qBl1 and qBl11) and glutinous 
(wx) traits from male parent. Parental polymorphism screening was carried out using 16 DNA 
markers. The results showed that 8 DNA markers clearly distinguished the parental lines which 
consisted of 4 genes specific markers including R10783indel, Aromarker Wx-Glu-23, and SNP2340-
41 underlying submergence tolerance, grain aroma, glutinous and low gelatinization temperature 
traits, respectively and 4 rice microsatellite makers, RM212/RM319 and RM144/RM1233, flanking 
qBl1 and qBl11 conferring blast resistance traits on chromosome 1 and 11 respectively. The 
chosen DNA markers were employed to select good plant type and agronomic characters of 105 
F2 progenies and 9 F2 progenies were identified carrying the favorable alleles underlying those 
target traits. The selected F2 progenies were self-pollinated to produce F3 progenies. Then, 
marker-assisted selection will be performed to select the F3 progenies carrying the homozygous 
alleles of those traits of interest to develop aromatic glutinous rice lines resistance to blast and 
tolerance to submergence. 
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ค้าส้าคัญ: ข้าวเหนียว  โรคไหม้  น้ าท่วมฉับพลัน  การใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยคัดเลือก 
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บทน้า 
ข้าวเหนียวพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญและเป็น

อาหารหลั กของคนไทย ในภาค เหนื อและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ พันธุ์ข้าวที่ได้รับความนิยมส่วน
ใหญ่คือพันธุ์ กข6 ซึ่งมีลักษณะนุ่มเหนียวและมีกลิ่น
หอม  การปลูกข้าวในพื้นที่อาศัยน้ าฝนดังกล่าวมัก
ประสบปัญหาการกระจายตัวของปริมาณน้ าฝนไม่
สม่ าเสมอ บางครั้งท าให้เกิดปัญหาน้ าท่วมฉับพลัน หรือ
ฝนแล้ง และเกิดการแพร่ระบาดของโรคและแมลงอยู่
เสมอ โดยเฉพาะโรคไหม้ซึ่งเป็นปัญหาส าคัญของพื้นที่
ปลูกข้าวอาศัยน้ าฝนในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและ
ภาคเหนือของไทย และพบว่าข้าวพันธุ์ กข6 แสดง
ความอ่อนแอต่อสภาวะเครียดดังกล่าว (Toojinda et 
al., 2005) ดังนั้นแนวทางการลดการสูญเสียของ
ผลผลิตข้าวแบบยั่งยืนคือการพัฒนาพันธุ์ข้าวให้สามารถ
ทนต่อสภาพเครียดหลายลักษณะ (multi-stress 
tolerance) ได้แก่ ทนน้ าท่วมฉับพลัน และต้านทาน
โรคไหม้เป็นต้น และยังคงลักษณะดีเด่นของคุณภาพ
การหุงต้มและความหอมเอาไว้  

การรวมลักษณะทนทานต่อสภาพเครียด
หลายๆ ลักษณะไว้ในสายพันธุ์เดียวเป็นการยากที่จะ
ประสบความส าเร็จโดยการปรับปรุงพันธุ์แบบมาตรฐาน 
(conventional breeding) ซึ่งคัดเลือกประชากรจาก
ลักษณะทีป่รากฏหรือฟีโนไทป์ ซึ่งบางครั้งอาจเกิดความ
คลาดเคลื่อนได้เนื่องจากอิทธิพลของสภาพแวดล้อมที่มี
ผลต่อการแสดงออกของลักษณะดังกล่าว การใช้
เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยในการคัดเลือก (marker 
assisted selection: MAS) จึงเข้ามามีบทบาทส าคัญ
ต่อการคัดเลือกลักษณะเป้าหมายหลายๆ ลักษณะ
พร้อมๆ กัน ซึ่งปัจจุบันมีการน าไปใช้ในการปรับปรุง

พันธุพ์ืชอย่างกว้างขวาง เนื่องจากเป็นวิธีการคัดเลือกที่
มีประสิทธิภาพ มีความแม่นย าสูง ย่นระยะเวลาการ
ปรับปรุงพันธุ์ให้สั้นลง ช่วยลดปัญหาการเกิด linkage 
drag และสามารถคัดเลือกหลายลักษณะพร้อมกัน ซึ่ง
เป็นไปได้ยากส าหรับการปรับปรุงพันธุ์แบบมาตรฐาน 
(สุรีพร, 2557; ศรีสวัสดิ์ และคณะ, 2553; Toojinda 
et al., 2005; Collard and Mackill, 2008) ใน
ทศวรรษที่ผ่านมามีรายงานความส าเร็จมากมายของ
การน าเครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นเครื่องมือช่วยคัดเลือก
ทดแทนการคัดเลือกด้ วยฟี โนไทป์  (phenotypic 
selection) ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าว ตัวอย่างเช่น การ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้ (Hittamani et 
al., 2000; Toojinda et al., 2005; Sreewongchai 
et al., 2010; Wongsaprom et al., 2010; Singh et 
al., 2012; Manivong et al., 2014; Ruengphayak 
et al., 2015) การปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มีกลิ่นหอมและ
มีลักษณะคุณภาพการหุงต้ม และรับประทานดีขึ้น (Yi 
et al., 2009; Jin et al., 2010; Jantaboon et al., 
2011, Kate-ngam et al., 2011; Manivong et al., 
2014; Ruengphayak et al., 2015) และการปรับปรุง
พันธุ์ข้าวให้ทนน้ าท่วมฉับพลัน (ศรีสวัสดิ์ และคณะ, 
2555; Toojinda et al., 2005; Jantaboon et al., 
2011, Katengam et al., 2011, Manivong et al., 
2014; Ruengphayak et al., 2015) เป็นต้น 

การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยคัดเลือกใน
การพัฒนาสายพันธุ์ข้าวเหนียวหอมต้านทานโรคไหม้ 
ทนทานน้ าท่วมฉับพลันส าหรับพื้นที่ปลูกข้าวอาศัย
น้ าฝน จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการคัดเลือกลักษณะ
เป้าหมายหลาย ๆ ลักษณะ อย่างไรก็ตามเครื่องหมายดี
เอ็นเอที่จะใช้คัดเลือกลักษณะเป้าหมายดังกล่าวต้อง
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สามารถแยกความแตกต่างระหว่างแอลลีลเป้าหมาย
ของสายพันธุ์พ่อและแม่ ได้  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึ งมี
วัตถุประสงค์เพื่อคัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถ
แยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อและสายพันธุ์แม่
ในลักษณะเป้าหมาย 5 ลักษณะ ได้แก่  ลักษณะ
ต้านทานโรคไหม้ ทนน้ าท่วมฉับพลัน ความหอม 
ลักษณะข้าวเหนียวและอุณหภูมิแป้งสกุต่ า และน ามาใช้
เป็น เครื่ องมือ ช่วยคัด เลือกแอลลีล เป้ าหมาย ใน
ประชากรที่พัฒนาได้ต่อไป 

 

วิธีการด้าเนินการวิจัย 
สายพันธุ์ข้าวที่ใช้ในการวิจัย  
สายพันธุ์แม่  คือ ข้าวสายพันธุ์  Jasmine 

IR57514 (RGD07334-34-16: BC3F3) เป็นสายพันธุ์
ข้าวที่มีลักษณะทนน้ าท่วมฉับพลัน ให้ผลผลิตสูง เมล็ด
มี ก ลิ่ นหอม  มี ลั กษณะคุณภาพกา รหุ ง ต้ ม และ
รับประทานคล้ ายข้ าวขาวดอกมะลิ  105  คื อมี
ปริมาณอะไมโลสต่ า (AC=17.2%) ความคงตัวของแป้ง
สุกอ่อน (80 mm.) และอุณหภูมิแป้งสุกต่ า (ASV=7) 
(Katengam et al., 2011) ส่วนข้าวสายพันธุ์พ่อคือ 
RD6-blast No.334 (RGD334-3-11-1-2-34: BC3F2) 
เป็นข้าวสายพันธุ์ปรับปรุง กข6 ที่มีการผนวกยีน
ต้านทานโรคไหม้ เป็นสายพันธุ์ให้ QTLs ควบคุม
ลั ก ษณ ะ ต้ า น ท า น โ ร ค ไ ห ม้ แ บ บ ก ว้ า ง  ( broad 
spectrum blast resistance) ที่มีต าแหน่งบน
โครโมโซมคู่ที่ 1 และ 11 (qBl1 และ qBl11) และ
ลักษณะข้าวเหนียว (Wongsaprom et al., 2010) 

สร้างประชากร F1 จากนั้นปล่อยให้ผสม
ตัวเองเพื่อสร้างประชากร F2 ด าเนินการ ณ หน่วย
ป ฏิ บั ติ ก า ร ค้ น ห า แ ล ะ ใ ช้ ป ร ะ โ ย ช น์ ยี น ข้ า ว 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน ปลูก
ประชากร F2 และด าเนินการคัดเลือกต้น F2 ที่มีลักษณะ
ทางการเกษตรดี คือ มีลักษณะทรงต้น และการแตกกอ

ดี จากนั้นเก็บใบของประชากร F2 มาสกัดดีเอ็นเอเพื่อ
คัดเลือกต้นที่มียีนเป้าหมายต่อไป  

การสกัดดีเอ็นเอ 
เ ก็ บ ใ บ อ่ อ น ข อ ง ข้ า ว ส า ย พั น ธุ์ พ่ อ แ ม่  

และประชากร F2 ที่ผ่านการคัดเลือกลักษณะทางการ
เกษตรดี  คือ มีลักษณะทรงต้น และการแตกกอดี  
มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ DNA Trap Kit (DNA 
technology laboratory) 

การคัดกรองเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่แยก
ความแตก ต่ า ง ระหว่ า ง ส าย พัน ธุ์ พ่ อ แล ะแม่ 
(Parental polymorphism screening) 

คัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจง
กับยีน (gene specific markers) หรืออยู่ใกล้ชิดกับ 
QTLs (QTL linked markers) ที่ควบคุมลักษณะ
เป้าหมายจ านวน 5 ลักษณะ ได้แก่ เครื่องหมายดีเอ็นเอ
ที่เฉพาะเจาะจงยีนที่ควบคุมลักษณะข้าวเหนียว (wx), 
ลักษณะทนทานน้ าท่วมฉับพลัน (Sub1), ความหอม 
(badh2)  และอุณหภูมิแป้งสุกต่ า (SSIIa-TT) โดยใช้
เครื่องหมาย Wx-Glu-2, R10783indel, Aromarker 
และ SNP2340-41 ตามล าดับ และเครื่องหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์ที่มีต าแหน่งใกล้ชิดกับ qBl1 และ 
qBl11 ควบคุมลักษณะต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซม 
1 และ 11 ตามล าดับ ซึ่งมีทั้งหมดรวม 12 เครื่องหมาย 
(ตารางที ่1) 

น าเครื่องหมายดีเอ็นเอดังกล่าวมาตรวจสอบ
เพื่อแยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์ Jasmine 
IR57514 และ RD6-blast No.334 โดยใช้วิธีการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR) และแยก
ขนาดของแถบดีเอ็นเอโดยใช้เจลอิเล็กโทรฟอรีซิส (gel 
electrophoresis) 
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องค์ประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR) 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเครื่องหมาย 

Aromarker R10783indel RM212 RM319 RM144 
RM224 RM456C RM7654 RM3151 RM1233 
RM330 RM254 RM4069 และ RM27247 โดยใช้ 
PCR reaction ปริมาตร 10 µl โดยมีองค์ประกอบของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบด้วย DNA template 20 ng 
1X PCR buffer 1.5 mM MgCl2 0.2 mM dNTPs 
0.2 µM primers (forward และ reverse primers) 
0.25 U Taq DNA polymerase และ เติม 
deionized water จนได้ปริมาตรสุดท้าย 10 µl เพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR reaction) 
ดังนี้ อุณหภูมิ Pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที 1 รอบ ตามด้วยอุณหภูมิ denature 95 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที อุณหภูมิ annealing 55 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และอุณหภูมิ 
extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 35 
รอบ และ long extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 
5 นาที น า PCR products มาแยกขนาดดีเอ็นเอใน 
4.5 % polyacrylamide gel electrophoresis  

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเครื่องหมาย SNP 
2340-41 ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตร 20 µl 
ประกอบด้วย DNA template 20 ng 1X KAPA2G 
buffer A 0.5 mM MgCl2 0.2 mM dNTPs 0.05 µM 
primer P 0.05 µM primer Q 0.025 µM primer TT 
0.025 µM primer GC 0.15 U KAPA2GTM Robust 
HotStart DNA polymerase และเติม deionized 
water จนได้ปริมาตรสุดท้าย 20 µl เพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ อุณหภูมิ Pre-
denaturation 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 1 รอบ
ตามด้วยอุณหภูมิ denature 95 องศาเซลเซียส นาน 
30 วินาที อุณหภูมิ annealing 64 องศาเซลเซียส นาน 

30 วินาที และอุณหภูมิ extension 72 องศาเซลเซียส 
น า น  30 วิ น า ที   จ า น ว น  35 ร อบ  แ ล ะ  long 
extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที น า PCR 
products มาแยกขนาดดีเอ็นเอใน 2.5% agarose gel 
electrophoresis 

ส่วนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเครื่องหมาย 
Wx-Glu-23 ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตร 10 µl 
ประกอบด้วย DNA template 20 ng 1X KAPA2G 
buffer B 1X KAPA Enhancer 1 0.5 mM MgCl2 
0.2 mM dNTPs 1 µM primers (forward และ 
reverse) 0.4 U KAPA2GTM Robust HotStart DNA 
polymerase และเติม deionized water จนได้
ปริมาตรสุดท้าย 10 µl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ดังนี้ อุณหภูมิ Pre-denaturation 95 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ ตามด้วยอุณหภูมิ 
denature 95 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที อุณหภูมิ 
annealing 61 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที และ
อุณหภูมิ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  
จ านวน 40 รอบ และ long extension ที่ 72 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที น า PCR products มาแยก
ขนาดดีเอ็นเอใน 4.5 % polyacrylamide gel 
electrophoresis 

การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอช่วยคัดเลือก 
(MAS) ในประชากร F2  

คัดเลือกลักษณะเป้าหมายในประชากร F2 ที่
ผ่านการคัดเลือกลักษณะทางการเกษตร ได้แก่ ลักษณะ
ทรงต้น และการแตกกอดี น ามาคัดเลือกจีโนไทป์ของ
ลักษณะเป้าหมาย 5 ลักษณะ ได้แก่ ลักษณะต้านทาน
โรคไหม้บนโครโมโซมคู่ที่ 1 และ 11 ลักษณะทนน้ า
ท่วมฉับพลัน ความหอม ข้าวเหนียว และอุณหภูมิแป้ง
สุกต่ า โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอที่คัดกรองได้ว่า
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อและแม่
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ได้ โดยใช้วิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซี
อาร์ แล้วน ามาแยกความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอโดย
ใช้เจลอิเล็กโทรฟอรีซิส 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
การคัดกรองเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่แยก

ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อและแม่  
จากการคัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอที่อยู่

ใกล้ชิดกับ QTLs ต้านทานโรคไหม้ qBl1 และ qBl11 
จ านวน 12 เครื่องหมาย แบ่งเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
ขนาบหัวท้าย (flanking markers) กับ QTLs ควบคุม
ลักษณะต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมคู่ที่ 1 และ 11 
(qBl1 และ qBl11) จ านวน 2 และ 10 เครื่องหมาย 
ตามล าดับ (Wongsaprom et al., 2010; 
www.gramene.org.) พบว่า มีเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์ 
Jasmine IR57514 และข้าวสายพันธุ์ RD6-blast 
No.334 ได้จ านวน 2 และ 3 เครื่องหมาย ตามล าดับ 
คือ RM212 RM319 (qBl1) และ RM144 RM1233 
RM254 (qBl11) ตามล าดับ และพบว่าเครื่องหมาย 
RM224 ที่มีรายงานว่าใกล้กับ QTL ต้านทานโรคไหม้ 
qBl11 (Noenplab et al., 2006; Wongsaprom et 
al., 2010) ซึ่งมีรายงานการน าไปใช้เป็นเครื่องมือช่วย
คัดเลือกลักษณะต้านทานโรคไหม้ qBl11 ในการ
ปรั บปรุ งพั นธุ์ ข้ า ว ให้ ต้ านทานโรค ไหม้ ประสบ
ความส าเร็จในหลายคู่ผสม (เชาวเลิศ และคณะ, 2550; 
ธีระวัช และคณะ, 2552; Sreewongchai et al. 
2010; Wongsaprom et al., 2010) นั้นไม่สามารถ
แยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์  Jasmine 
IR57514 และ RD6-blast No.334 ได้ แต่พบว่า
เครื่องหมาย RM1233 และ RM254 ซึ่งมีระยะห่างจาก 
qBl11 ประมาณ 4.7 และ 12.5 cM ตามล าดับ (รูปที่ 

1) สามารถแยกความแตกต่างในข้าวสายพันธุ์พ่อแม่ได้ 
ซึ่งเครื่องหมาย RM1233 มีต าแหน่งใกล้ชิดกับ qBl11 
มากกว่า RM254 จึงมีความเหมาะสมที่จะน ามาใช้เป็น
เครื่องมือช่วยคัดเลือกลักษณะต้านทานโรคไหม้บน
โครโมโซม 11 (qBl11) สอดคล้องกับ Collard and 
Mackill (2008) รายงานว่าระยะห่างระหว่าง
เครื่องหมายดีเอ็นเอกับยีน/QTLs ควบคุมลักษณะที่
ต้องการคัดเลือกไม่ควรห่างกันเกิน 5 cM หาก
เครื่องหมายดีเอ็นเอมีระยะห่างจากยีน/QTLs ควบคุม
ลักษณะเป้าหมายมากเกินไปจะท าให้ความแม่นย าของ
การคัดเลือกลดน้อยลงตามไปด้วย ทั้ งนี้ เป็นผล
เนื่องจากการเกิดรีคอมบิเนช่ัน ( recombination) 
ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอและยีนที่ต้องการคัดเลือก 
หากน าเครื่องหมาย RM1233 และ RM144 ซึ่งขนาบ
ข้างหัวท้าย (flanking markers) qBl11 มาใช้ในการ
คัดเลือก qBl11  พบว่า จะมีความแม่นย าในการ
คัดเลือกสูงถึง 99.78 เปอร์เซ็นต์ ตามสูตร Reliability 
for selection = 1-2rArB (Collard and Mackill, 
2008)  ดังนั้น 1 – 2 (0.023 X 0.047) = 0.9978  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 ต าแหน่งและเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใกล้ชิด
กับลักษณะต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซม 
11 (qBl11) 

 

Chromosome 11 
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ตารางที่ 1 ผลการคัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอของลักษณะเป้าหมาย 5 ลักษณะ ได้แก่ ลักษณะต้านทานโรค

ไหม้ ทนน้ าท่วมฉับพลัน ความหอม ข้าวเหนียว และอุณหภูมิแป้งสุกต่ า ที่ใช้คัดกรองในข้าวสายพันธ์ุ
พ่อแม่ 

Traits Gene/QTLs Markers 
Chromo- 

some 

Distance from 
gene/ QTLs 

(cM) 

Parental 
polymor- 

phism 
screening 1/ 

References 

1. Blast 
resistance 

qBl1 RM212 1 0.9 √ Wongsaprom et al., 
2010 

 qBl1 RM319 1 0.9 √ Wongsaprom et al., 
2010 

 qBl11 RM3151 11 15.2 X www.gramene.org 
 qBl11 RM254 11 12.5 √ www.gramene.org 
 qBl11 RM330 11 8.1 X www.gramene.org 
 qBl11 RM4069 11 5.8 X www.gramene.org 
 qBl11 RM456C 11 5.5 X www.gramene.org 
 qBl11 RM1233 11 4.7 √ www.gramene.org 
 qBl11 RM27247 11 4.7 X www.gramene.org 
 qBl11 RM7654 11 2.7 X www.gramene.org 
 qBl11 RM224 11 2.4 X Wongsaprom et al., 

2010 
 qBl11 RM144 11 2.4 √ Wongsaprom et al., 

2010 
2. Submergence 

tolerance 
Sub1 R10783 

indel 
9 0 √ Toojinda et al., 

2005 
3. Fragrance badh2 Aromarker 8 0 √ Jantaboon et al., 

2011 
4. Glutinous wx Wx-Glu-23 6 0 √ Wanchana et al., 

2003 
5. Low 

gelatinization 
temperature 

SSIIa-TT SNP2340-
41 

6 0 √ Kate-ngam et al., 
2008 

หมายเหต:ุ  1/  √    เครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์ RD6-blast N0.334 และ Jasmine IR57514  
    X    เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์ RD6-blast N0.334 และ Jasmine IR57514 
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รูปที่ 2 เจลอิเล็กโทรฟอริซิสของเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์ 

Jasmine IR57514 และ RD6-blast No.334 จ านวน 9 เครื่องหมาย ได้แก่ ก) RM212, ข) RM319 
(ลักษณะต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซม 1) ค) RM144, ง) RM254, จ) RM1233 (ลักษณะต้านทาน
โรคไหม้บนโครโมโซม 11), ฉ) R10783 indel (ลักษณะทนน้ าท่วมฉับพลัน), ช) Aromarker  
(ลักษณะความหอม), ซ) Wx-Glu-23 (ลักษณะข้าวเหนียว) และ ฌ) SNP2340-41 (ลักษณะ
อุณหภูมิแป้งสุกต่ า) 
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ก) ข) ค) ง) จ) 

ฉ) ช) ซ) ฌ) 
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ตารางที่ 2 เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ในการคัดเลือกลักษณะเป้าหมาย ต าแหน่งยีน ประเภทของเครื่องหมาย 

ดีเอ็นเอ สายพันธ์ุให้แอลลีลเป้าหมาย และขนาดแอลลีลเป้าหมายที่ใช้ในการคัดเลือก 

Traits Markers 
Chromo-

some 
Type of markers 

Parental 
contributor 

Size of target alleles (bp) 

Favorable 
alleles 

Unfavorable 
alleles 

1. Blast resistance RM212 1 QTL Linked 
marker 

RD6-blast 
No.334 

~130 140 

2. Blast resistance RM319 1 QTL Linked 
marker 

RD6-blast 
No.334 

~130 140 

3. Blast resistance RM144 11 QTL Linked 
marker 

RD6-blast 
No.334 

240 ~200 

4. Blast resistance RM1233 11 QTL Linked 
marker 

RD6-blast 
No.334 

175 180 

5. Glutinous Wx-Glu-23 6 Gene specific 
marker 

RD6-blast 
No.334 

196 173 

6. Submergence 
tolerance 

R10783 
indel 

9 Gene specific 
marker 

Jasmine 
IR57514 

330 350 

7. Fragrance Aromarker 8 Gene specific 
marker 

Jasmine 
IR57514 

392 400 

8. Low 
gelatinization 
temperature 

SNP2340-
41 

6 Gene specific 
marker 

Jasmine 
IR57514 

550, 458 550, 126 

 

จากการคัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอที่พัฒนา
มาจากยีนเป้าหมาย (gene specific markers) จ านวน 
4 เครื่องหมาย ได้แก่ R10783indel (Sub1: ลักษณะ
ทนน้ าท่วมฉับพลัน, Toojinda et al., 2005) 
Aromarker (badh2: ลักษณะความหอม, Jantaboon 
et al., 2011) Wx-Glu-23 (wx: ลักษณะข้าวเหนียว, 
Wanchana et al., 2003) และ SNP2340-41 (SSIIa-
TT: ลักษณะอุณหภูมิแป้งสุกต่ า Katengam et al., 
2008) (ตารางที่ 1) พบว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอดังกล่าว
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์ 
Jasmine IR57514 และข้าวสายพันธุ์ RD6-blast 
No.334 ได้ ทั้งนี้เนื่องจากข้าวสายพันธุ์ RD6-blast 
No.3 3 4  มี ลั ก ษ ณ ะ เ ม ล็ ด ไ ม่ มี ก ลิ่ น ห อ ม 

(Badh2/Badh2) ไม่ทนน้ าท่วมฉับพลัน (sub1/sub1) 
มีลักษณะข้าวเหนียว (wx/wx) และมีอุณหภูมิแป้งสุก
เป็นเฮเทอโรไซกัส (SSIIa-TT/GC) ส่วนข้าวสายพันธุ์แม่ 
Jasmine IR57514 มีลักษณะเมล็ดมีกลิ่นหอม 
(badh2/badh2) ทนน้ าท่วมฉับพลัน (Sub1/Sub1) มี
ลักษณะข้าวเจ้าปริมาณอะไมโลสต่ า (Wxb/Wxb) และมี
อุณหภูมิแป้งสุกต่ า (SSIIa-TT/TT) จึงท าให้แสดงความ
แตกต่างในลักษณะดังกล่าวได้อย่างชัดเจน (ตารางที่ 2 
และ รูปที่ 2)  

การใช้ เคร่ืองหมายดีเอ็นเอช่วยในการ
คัดเลือก (MAS) ในประชากร F2  

จากการผสมระหว่างข้าวสายพันธุ์ Jasmine 
IR57514 และข้าวสายพันธุ์ RD6-blast No.334 
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สามารถสร้างประชากร F1 ได้จ านวน 11 ต้น จากนั้น
ปล่อยให้ผสมตัวเองเพื่อสร้างประชากร F2 ได้จ านวน 
300 ต้น ท าการคัดเลือกลักษณะลักษณะทาง
การเกษตรที่เหมาะสม ได้แก่ ทรงต้นแข็งแรง และการ
แตกกอดี ได้จ านวน 105 ต้น และท าการคัดเลือก
ลักษณะจี โน ไทป์ โ ดยใ ช้ เ ครื่ อ งหมายดี เ อ็น เอที่
เฉพาะเจาะจง/ใกล้ชิดกับลักษณะเป้าหมายที่ผ่านการ
คัดกรองว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์
พ่อและแม่ได้ จ านวน 8 เครื่องหมาย (ตารางที่ 2) 
พบว่า สามารถคัดเลือกประชากร F2 ที่มี QTLs 
ต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมคู่ที่ 1 และ 11 ยีน
ควบคุมลักษณะทนทานน้ าท่วมฉับพลัน (Sub1)  ข้าว
เหนียว (wx) ความหอม (badh2) และอุณหภูมิแป้งสุก
ต่ า (SSIIa-TT) ได้จ านวน 9 ต้น (ตารางที่ 3) ซึ่งต้นข้าว 
F2 ที่ผ่ านการคัดเลือกเหล่านี้ส่วนใหญ่มีลักษณะ
เป้าหมายเป็นสายพันธุ์ผสม (heterozygous) ทั้งนี้อาจ
เป็นผลเนื่องมาจากขนาดประชากรที่ใช้ในการคัดเลือก
ในครั้งนี้มีขนาดเล็ก จึงท าให้ประชากรที่คัดเลือกได้มี
ลักษณะจีโนไทป์ของยีนเป้าหมายเป็นสายพันธุ์ผสม 
หากต้องการคัดเลือกลักษณะเป้าหมายให้ได้สายพันธุ์
แท้ทุกต าแหน่ง ขนาดประชากรที่เหมาะสมคือ 48 = 
65,536 ต้น (Sreewongchai et al., 2010) แต่ด้วย
ข้อจ ากัดทางด้านงบประมาณและสถานที่จึงไม่สามารถ
ท าการคัดเลือกโดยใช้ประชากรขนาดดังกล่าวได้ 
ประชากรที่ผ่านการคัดเลือกนี้จะถูกปล่อยให้ผสมตัวเอง
เพื่อสร้างประชากร F3 และท าการคัดเลือกลักษณะ
เป้าหมายให้เป็นสายพันธ์ุแท้ต่อไป 

การปรับปรุงพันธุ์โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ
ช่วยในการคัดเลือกนั้น เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ในการ
คัดเลือกลักษณะเป้าหมายต้องสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างแอลลีลเป้าหมายของสายพันธุ์พ่อและ

สายพันธ์ุแม่ได้ ดังนั้นการคัดกรองเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวสายพันธุ์พ่อแม่
ได้จึ ง เป็นขั้นตอนการด าเนินการที่มีความส าคัญ 
เนื่องจากเป็นการระบุแอลลีลเป้าหมายที่ต้องการ
คัดเลือก และที่ส าคัญเครื่องหมายดีเอ็นเอดังกล่าวช่วย
ให้นักปรับปรุงพันธุ์พืชสามารถคัดเลือกประชากรที่มี
ลักษณะเป้าหมายพร้อมๆ กันหลายลักษณะได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ซึ่งจะช่วยลดค่าใช้จ่าย รวมทั้งค่าแรงงาน
ในการด าเนินการคัดเลือกลักษณะดังกล่าวได้ อย่างไรก็
ตามเครื่องหมายดีเอ็นเอเหล่านั้นควรมีการตรวจสอบ
ประสิทธิภาพของการติดตามยีนเป้าหมาย (markers 
validation) ทั้งนี้เพื่อเพิ่มโอกาสของความส าเร็จในการ
ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยคัดเลือกในการปรับปรุงพันธุ์
ข้าว (สุรีพร, 2557) 

การน าเครื่ องหมายดี เอ็นเอที่มีต าแหน่ง
ใกล้ชิดขนาบหัวท้ายกับ QTLs ลักษณะต้านทานโรค
ไหม้มาใช้ติดตามหรือผนวก QTLs ดังกล่าวเข้าสู่
ประชากรข้าวเหนียวหอมนี้จ าเป็นต้องมีการคัดกรองว่า
เครื่องหมายดังกล่าวสามารถแยกความแตกต่างสาย
พันธุ์พ่อแม่ได้หรือไม่ และระยะทางระหว่างเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอและ QTLs ไม่ควรห่างกันเกิน 5 cM (Collard 
and Mackill, 2008) อย่างไรก็ตามการใช้เครื่องหมาย
ดีเอ็นเอช่วยในการคัดเลือก QTLs ดังกล่าวจะประสบ
ความส าเร็จได้นั้น QTLs ที่ใช้จะต้องได้รับการประเมิน
ในต่างประชากร (genetic background) เพื่อเพิ่ม
ความเช่ือมั่นของเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เช่ือมโยงกับ
ลักษณะเป้าหมาย ส าหรับเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใกล้ชิด
กับลักษณะต้านทานโรคไหม้ qBl1 และ qBl11 นั้นได้มี
การทดสอบและน าไปใช้จนประสบความส าเร็จอย่าง
แพร่หลาย (ธีระวัช และคณะ, 2552; Sreewongchai 
et al., 2010; Wongsaprom et al., 2010)  
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ตารางที่ 3 ข้อมูลจีโนไทป์ของประชากร F2 จ านวน 9 ต้น ที่ผ่านการคัดเลือกโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอที่คัด

กรองว่าแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อและแม่ได้ จ านวน 8 เครื่องหมาย 

F2 Pedigree 

DNA Markers 1/ 

QTLs linked markers  Gene specific markers 

RM212 
(qBl1) 

RM319 
(qBl1) 

RM144 
(qBl11) 

RM1233 
(qBl11) 

 R10783 
(Sub1) 

Aromarker 
(badh2) 

Wx-Glu23 
(wx) 

SNP2340-41 
(SSIIa-TT) 

1. RGD07733-4-3 H H H RD  H H H H 
2. RGD07733-4-5 H H H H  H H H H 
3. RGD07748-2-4 H H H RD  H JIR RD H 
4. RGD07748-2-5 H H H H  H JIR RD H 
5. RGD07713-1-3 H RD H RD  JIR H H H 
6. RGD07713-1-5 RD H RD RD  H H H H 
7. RGD07713-1-6 RD H RD H  H H H H 
8. RGD07713-1-7 H RD H RD  H JIR H H 
9. RGD07713-1-10 H H H RD  H H H H 
RD6-blast No.334 RD RD RD RD  RD RD RD H 
Jasmine IR57514  JIR JIR JIR JIR  JIR JIR JIR JIR 

หมายเหต:ุ  1/RD หมายถึง Homozygous alleles ของข้าวสายพันธุ์พ่อ RD6-blast No.334,     
H หมายถึง heterozygous alleles ของข้าวสายพันธุ์พ่อ RD6-blast No.334 และ สายพันธุ์แม่ Jasmine IR57514, 
JIR หมายถึง Homozygous alleles ของข้าวสายพันธุ์แม่ Jasmine IR57514 

 

ส่วนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ ใช้ติดตามยีนที่
ควบคุมลักษณะทนทานน้ าท่วมฉับพลัน (Sub1), ความ
หอม(badh2),  ข้าวเหนียว (wx), และอุณหภูมิแป้งสุก
ต่ า(SSIIa-TT) นั้น เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่พัฒนามา
จากยีนที่ควบคุมลักษณะดังกล่าว ดังนั้นจึงมีความ
เฉพาะเจาะจงต่อยีนท่ีท าการคัดเลือก ซึ่งพบว่าสามารถ
คัดเลือกลักษณะดังกล่าวได้อย่างแม่นย า และมีการ
รายงานความส าเร็จของการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ
ดังกล่าวในการพัฒนาสายพันธุ์ข้าวในประเทศไทยอย่าง
กว้างขวาง (Wanchana et al., 2003; Katengam et 
al., 2008; Wongsaprom et al., 2010; Katengam 
et al., 2011; Jantaboon et al., 2011) 
 
 
 

สรุป 
การปรับปรุงพันธุ์โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ

ช่วยในการคัดเลือกนั้น 1) เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ต้อง
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อแม่ได้  
2) เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ต้องมีความเช่ือมโยงกับ
ลักษณะเป้าหมายที่ท าการคัดเลือก และควรผ่านการ
ประเมินในต่างพันธุกรรมพื้นฐาน และ 3) การคัดเลือก
โดยใช้ MAS นั้นต้องด าเนินการควบคู่ไปกับการ
คัดเลือกลักษณะฟีโนไทป์ ทั้งนี้เพื่อให้สายพันธุ์ข้าวที่
พัฒนาปรับปรุงพันธุ์ มีลักษณะเป้าหมายที่ต้องการ มี
ทรงต้นและผลผลิตเป็นที่ยอมรับของเกษตรกรด้วย
เช่นกัน 
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