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รายการตาราง 
ตารางท่ี                                                                                                                               หน้า 
      1    ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการคัดเลือกต้นข้าวท่ีไม่ไวแสง 9 
 

รายการภาพ 
ภาพที่                                                                                                                                 หน้า 
       1   แปลงพ่อแม่พันธ์ุของแต่ละแถว ได้แก่ พันธ์ุกู้เมืองหลวง (A) ดอกพยอม (B)  และ Taichung 65 (C) 10 

  2   ต้นพ่อแม่พันธ์ุ ได้แก่ ดอกพยอม อายุ 110 วัน (A) พันธ์ุกู้เมืองหลวง อายุ 120 วัน (B) 
       และ Taichung 65 อายุ 60 วัน (C) ท่ีปลูกในสภาพโรงเรือน 10 
  3   การผสมพันธ์ุเพ่ือย้ายยีนท่ีไม่ไวแสง (hd1hd1) จากพันธ์ุTaichung 65 ไปสู่พันธ์ุดอก 
 พยอมและกู้เมืองหลวงท่ีไวแสง หรือการผสมกลับเพ่ือย้ายยีนอ่ืน ๆของพันธ์ุรับไปยังต้นลูกผสมกลับ  11 
  4   ต้นลูกผสมกลับ ได้แก่ ลูกผสมกลับดอกพยอม อายุ 70 วัน (A) และกู้เมืองหลวง อายุ 90 วัน (B)  
 ท่ีปลูกในสภาพโรงเรือน  11 
  5   รูปแบบแถบดีเอ็นเอของพันธ์ุ Taichung 65 (T) กู้เมืองหลวง (K)  ดอกพยอม (D) และลูกผสมระหว่างพันธ์ุ 

กู้เมืองหลวง x Taichung 65 (K x T) และดอกพยอม x Taichung 65 (D x T) 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 
 

 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 คณะผู้ วิจัยขอขอบคุณ  ภาควิชาพืชศาสตร์  และศูนย์ วิจัยระบบเกษตรทรัพยากรและสิ่ งแวดล้อม  คณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ ท่ีสนับสนุนการวิจัย และโครงการวิจัยนี้ได้รับทุน
สนับสนุนจากงบประมาณแผ่นดิน มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ประจําปีงบประมาณ 2556-2557 
 ท้ายนี้ ข้าพเจ้าหวังว่ารายงานฉบับนี้ จะเป็นประโยชน์กับนักวิชาการ และผู้สนใจท่ัวไป 
 

วัชรินทร์ ซุ้นสุวรรณ 
  หัวหน้าโครงการ 

               มีนาคม 2559 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



5 
 

 
 

บทคัดย่อ 
 การเกิดสภาวะโลกร้อนทําให้สภาพภูมิอากาศเปลี่ยนแปลง เช่น การกระจายตัวของฝนไม่เป็นไปตามฤดูกาล ดังนั้นการ
ปลูกพันธ์ุข้าวไร่ไม่ไวแสง จะสามารถเลือกวันปลูกข้าวได้ตลอดฤดูฝน ช่วยลดความเสี่ยงของเกษตรกรและเสถียรภาพของ
ผลผลิตข้าวไร่ การปรับปรุงพันธ์ุข้าวไร่พันธ์ุดีดอกพยอม และกู้เมืองหลวงท่ีไวแสง ทําให้ไม่ไวแสงด้วยวิธีการผสมกลับ เพ่ือย้าย
ยีนท่ีไม่ไวแสง (hd1hd1) จากพันธ์ุให้ Taichung 65 ไปสู่พันธ์ุรับ และคัดเลือกยีนไม่ไวแสงในระยะต้นกล้า โดยใช้เคร่ืองหมาย
โมเลกุลเอสเอสอาร์ RM8225 ผลการศึกษาคาดว่าจะได้ข้าวไร่พันธ์ุดีดอกพยอม และกู้เมืองหลวงไม่ไวแสง  

คําสําคัญ: การผสมกลับ ข้าวไร่ ยีนท่ีไม่ไวแสง เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ 
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Abstract 

  The global warming has caused climate variability such as abnormal rainfall distribution. The 
non- photoperiod sensitive upland rice can be grown early or lately in the rainy season for reducing the 
risk of farmers and stability upland rice yield. Breeding of the superior upland rice cv. Dawk Pa-Yawm and 
Goo Meuang Luang for non-photoperiod sensitivity can be made by using SSR (RM8225) marker-assisted 
backcrossing in seedling stage. The donor parent was non-photoperiod sensitivity Taichung 65. The result 
is expected that the superior upland rice cv. Dawk Pa-Yawm and Goo Meuang Luang for non-photoperiod 
sensitivity can be improved by that method. 

Key words: Marker-assisted Backcrossing, non-photoperiod sensitivity gene, SSR marker, upland rice 
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บทนํา 
  ข้าวไร่ในภาคใต้นิยมปลูกแซมยางพาราหรือปาล์มน้ํามัน และปลูกตามเชิงเขา พันธ์ุข้าวไร่ท่ีนิยมปลูกเป็นพันธ์ุข้าวไร่ไว
แสง เช่น พันธ์ุเล็บนก ดอกพะยอม และกู้เมืองหลวง หรือพันธ์ุพ้ืนเมืองอ่ืน ๆ เช่น พันธ์ุดอกขาม นางครวญ นางเขียน ภูเขา
ทอง สามเดือน และสาวน้อย เป็นต้น (เกษตรแผ่นดินทอง, 2554) ซ่ึงจะปลูกได้เฉพาะช่วงนาปี หรือประมาณเดือนสิงหาคม – 
มกราคม (กรมการข้าว, 2554) 
  ปัจจุบันการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในประเทศไทย โดยเฉพาะในภาคใต้ เช่น จังหวัดสงขลา  ปรากฏว่าช่วงเดือน
เมษายนถึงมิถุนายน 2550-2553 มีปริมาณน้ําฝนมากกว่าปกติ โดยมีปริมาณนํ้าฝนเฉล่ีย 250–600 มม./เดือน (สํานักงาน
ชลประทาน, 2554) ซ่ึงปกติเป็นช่วงแล้ง หากช่วงดังกล่าวเกษตรกรสามารถปลูกข้าวไร่ท่ีไม่ไวแสงได้ หรือการปลูกข้าวไร่ท่ีไม่ไว
แสงได้ท้ังปีโดยอาศัยน้ําชลประทาน ซ่ึงใช้น้ําน้อยกว่าข้าวนาปี ก็จะเพิ่มโอกาสในการเพ่ิมผลผลิตข้าวและรายได้แก่เกษตรกร 
โดยเฉพาะข้าวไร่พันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวงท่ีเกษตรกรนิยมปลูกในภาคใต้ ดังนั้นเพ่ือให้เกษตรกรสามารถปลูกข้าวไร่ได้
ท้ังปี  จึงจําเป็นต้องปรับปรุงข้าวไร่พันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวงไม่ให้ไวต่อช่วงแสง 
 

วัตถุประสงค์ 
 เพ่ือปรับปรุงพันธ์ุข้าวดอกพยอมและกู้เมืองหลวงไม่ให้ไวแสงโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์  

 
การตรวจเอกสาร 

 พันธ์ุข้าวไร่พ้ืนเมืองภาคใต้ 
 ดอกพยอม เป็นพันธ์ุข้าวไร่ ข้าวเจ้าพันธ์ุพ้ืนเมือง ไวต่อช่วงแสงอย่างอ่อน ได้การรับรองพันธ์ุปี 2552 อายุเก็บเกี่ยว
ประมาณ 145–150 วัน ผลผลิต 250 กก./ไร่  ต้านทานโรคไหม้ โรคใบจุดสีน้ําตาล และโรคใบขีดสีน้ําตาล เหมาะปลูกแซม
ยางพารา (กรมการข้าว, 2554) 
 กู้เมืองหลวง เป็นพันธ์ุข้าวไร่ ข้าวเจ้าพันธ์ุพ้ืนเมือง ไวต่อช่วงแสง ได้การรับรองพันธ์ุปี 2552 อายุเก็บเกี่ยวประมาณ 
135–165 วัน  ผลผลิต 240 กก./ไร่ ทนแล้งได้ดี ต้านทานโรคไหม้ โรคใบจุดสีน้ําตาล และโรคใบขีดสีน้ําตาล เหมาะปลูกแซม
ยางพารา (กรมการข้าว, 2554)  
 ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกับลักษณะการออกดอกท่ีตอบสนองต่อช่วงแสงในข้าว  
 การตอบสนองต่อช่วงแสงสําหรับการออกดอก (photoperiodic flowering) ถูกควบคุมโดยกลุ่มยีน จึงจัดเป็น
ลักษณะปริมาณ มีการศึกษาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ เพ่ือสร้างแผนท่ี QTL เกี่ยวกับยีนท่ีควบคุมการออกดอกในข้าวเช่น Yano 
และคณะ (2001) ทําการผสมข้าว  Nipponbare (japonica type) และพันธ์ุ Kasalath (indica type) และสามารถจําแนก 
QTL 14 ตําแหน่งท่ีควบคุมการออกดอกของข้าว QTL 5 ตําแหน่ง ได้แก่ Hd1-Hd5 ได้จากการวิเคราะห์โดยใช้ประชากรชั่ว 
F2 ส่วนอีก 3 ตําแหน่งคือ Hd7, Hd8 และ Hd11 สามารถตรวจสอบได้จากประชากร BC1F5 นอกจากนี้ Hd6, Hd9, Hd10, 
Hd12, Hd13 และ Hd14 สามารถตรวจสอบโดยใช้ประชากร BC3F2 และBC4F2 (Yamamoto et al., 1998; Yamamoto 
et al., 2000; Lin et al., 2002)  อย่างไรก็ตามตําแหน่ง QTL หลักท่ีตอบสนองต่อช่วงวันสั้นคือ Hd1 ภายใต้ช่วงวันยาว 
Hd1 จะยับย้ังการสร้างดอกในข้าว (Yano et al., 2001) นอกจากนี้ยีน Hd6 บนโครโมโซมแท่งท่ี 3 จะยับย้ังการออกดอก
ในช่วง day neutral และช่วงวันยาว ส่วนยีน Hd3a ซ่ึงต้ังอยู่บนโครโมโซมแท่งท่ี 6 ยังมีความสําคัญต่อการกระตุ้นการออก
ดอกในช่วงวันสั้น 
 Lin  และคณะ  (2000) รายงานว่า อัลลีล hd1 ซ่ึงเป็นยีนด้อย (มีตําแหน่งบนโครโมโซมแท่งท่ี 6) ในข้าวพันธ์ุ 
Taichung 65 ทําให้ข้าวพันธ์ุนี้ไม่ไวแสงหรือไม่ตอบสนองต่อช่วงแสง เม่ือปลูกในช่วงแสงสั้นช่วง 11.05–11.79 ชั่วโมงต่อวัน มี
อายุออกดอก 100 วัน (วราภรณ์, 2547)  วราภรณ์ และคณะ (2551) พบเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ RM5963 RM8225 
RM8226 และRM8250 ท่ีใกล้ชิดกับ อัลลีล hd1 และได้ใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลดังกล่าวช่วยในการคัดเลือกลูกผสมกลับ
ระหว่างพันธ์ุข้าวเหนียว กข 6 ท่ีไวแสงกับพันธ์ุ Taichung 65 ท่ีไม่ไวแสง เพ่ือคัดเลือกลูกผสมกลับท่ีไม่ไวแสงและคงลักษณะ
ทางพืชไร่และคุณภาพของพันธ์ุข้าวเหนียว กข 6 ไว้ดังเดิม (Sangtong, 2007) 
 เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ 
 ปัจจุบันมีการนําเคร่ืองหมายระดับโมเลกุล (molecular marker) ซ่ึงเป็นการศึกษาระดับดีเอ็นเอ  เพ่ือเป็นเคร่ืองมือ
ในการตรวจสอบในระดับของยีน จึงเป็นประโยชน์อย่างมากในการปรับปรุง สามารถกระทําได้ในทุกระยะการเจริญเติบโตของ
ต้นพืช ไม่ทําลายต้นพืชและสามารถจําแนกลกัษณะพันธุกรรมของยีนท่ีสนใจได้ (กัลยา และกรรณิการ์, 2554)  
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 เคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ หรือไมโครแซทเทลไลท์ หมายถึง ลําดับเบสท่ีมีลักษณะซํ้ากันเรียงอยู่ต่อเนื่องกันท่ีตําแหน่ง
หนึ่งๆ ในจีโนม แต่ละชุดซํ้าประกอบด้วยลําดับเบสซํ้าสั้นมากเพียง 1–4 คู่เบส หรือไม่เกิน 10 คู่เบส พบในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด 
เนื่องจากไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอมีลักษณะเป็นเบสซํ้าขนาดสั้นๆ ลําดับเบสแบบนี้มีการกระจายตัวท้ังจีโนม แต่การกระจาย
ไม่สมํ่าเสมอ หน้าท่ีสําคัญยังไม่ทราบแน่ชัด มีบางส่วนท่ีเป็นส่วนอนุรักษ์ (conserve) โดยพบอยู่ท่ีตําแหน่งเดียวกันในสิ่งมีชีวิต 
เทคนิคเอสเอสอาร์เป็นการอาศัยความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได้เนื่องจากจํานวนชุดซํ้าท่ีตําแหน่งเดียวกันใน
แต่ละตัวอย่างไม่เท่ากัน ซ่ึงจะตรวจสอบได้ทันทีเม่ือนํามาแยกขนาดได้โดยใช้ denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis หรืออิเล็คโตรโฟริซีส ปัจจุบันมีการใช้เคร่ืองหมายดังกล่าวในการศึกษาแผนท่ียีน และแยกความแตกต่าง
ของส่ิงมีชีวิตโดยวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (สุรินทร์, 2545)  
 การพัฒนาเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์มีวีธีท่ียุ่งยาก และเสียค่าใช้จ่ายสูง แต่หลังจากพัฒนาเคร่ืองหมายได้แล้ว สามารถ
นํามาใช้ได้ง่าย เนื่องจากเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีใช้การเพ่ิมปริมาณโดยพีซีอาร์ จึงต้องการดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณน้อย และ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจสอบก็มีขนาดเล็ก ไม่จําเป็นต้องใช้ดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีมีคุณภาพดีมากนัก ผลการตรวจสอบยังมี
ความแม่นยํา สามารถส่งข้อมูลลําดับเบสของไพรเมอร์ เพ่ือนําไปใช้ท่ีห้องปฏิบัติการใดก็ได้ มีโพลิมอร์ฟิซึมสูง เนื่องจากเกิด
การเปลี่ยนแปลงจํานวนชุดซํ้าได้ง่าย นอกจากนี้ยังมีการข่มร่วม (codominance) จึงสามารถแยกความแตกต่างระหว่างโฮโม
ไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได้ มีการกระจายตัวท้ังจีโนมเหมาะสําหรับใช้ในการทําแผนท่ีจีโนม ตรวจสอบเอกลักษณ์ของ
สิ่งมีชีวิต ตรวจสอบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม และสามารถนําไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ อีกมากมาย มีการใช้เคร่ืองหมาย
โมเลกุลในการคัดเลือกลักษณะต่าง ๆ ดังเช่นในข้าว (จิรพงศ์ และคณะ, 2554) 

 
วิธีการทดลอง 

 1. การผสมกลับข้าวดอกพยอมและกู้เมืองหลวงไม่ให้ไวแสง 
1.1 การสร้างลูกผสมชั่วท่ี 1 (F1)  

   ทําการปลูกเมล็ดพันธ์ุ Taichung 65 ดอกพยอมและกู้เมืองหลวง ลงในกระถางบรรจุดินขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 12 นิ้ว แต่ละพันธ์ุมีวันปลูกต่างกัน 6 วันปลูก แต่ละวันปลูกห่างกัน 6-10 วัน พันธ์ุละ 40 กระถาง ปลูก 3 
ต้น/กระถาง  ช่วงเดือนตุลาคม – พฤศจิกายน 2554 และช่วงเดือนมีนาคม – พฤษภาคม 2556 เพ่ือผสมพันธ์ุระหว่างพันธ์ุ 
Taichung 65 ท่ีไม่ไวแสงกับพันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวงท่ีไวแสงเพ่ือสร้างลูกผสมชั่วท่ี 1 
      1.2 การสร้างลูกผสมกลับ BC1F1  
   ทําการปลูกเมล็ดลูกผสมชั่วท่ี 1 ระหว่างพันธ์ุดอกพยอม x Taichung 65 และลูกผสมระหว่างพันธ์ุกู้เมือง
หลวง x Taichung 65 และพันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวง เดือนพฤษภาคม 2556 ลงในแปลงเพาะกล้า แล้วทําการคัดเลือก
ต้นลูกผสมชั่วท่ี 1 ด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 4  ชนิดคือ  RM5963 RM8225 RM8226 และ 
RM8250 และต้นข้าวพันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวง ย้ายลงปลูกในกระถางบรรจุดินขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 12 นิ้ว ให้มีวัน
ปลูกต่างกัน 4 วันปลูก แต่ละวันปลูกห่างกัน 10 วัน พันธ์ุละ 40 กระถาง ปลูก 3 ต้น/กระถาง ผสมพันธ์ุระหว่างต้นลูกผสมชั่ว
ท่ี 1 ท่ีผ่านการคัดเลือกด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ (RM5963 RM8225 RM8226 และRM8250) กับพันธ์ุดอกพยอม
และกู้เมืองหลวง เพ่ือสร้างประชากรผสมกลับ BC1F1 
      1.3 การสร้างประชากรผสมกลับ BC2F1  
   ทําการเพาะเมล็ดประชากรผสมกลับ BC1F1 พันธ์ุดอกพยอม และกู้เมืองหลวง ลงในแปลงเพาะกล้า แล้วทํา
การคัดเลือกต้นลูกผสมกลับ ด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ (RM 5963 RM 8225 RM8226 และ RM8250) ต้นลูกผสม
กลับท่ีมียีนไม่ไวแสง และต้นข้าวพันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวง ย้ายลงปลูกในกระถางบรรจุดินขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 12 
นิ้ว ให้มีวันปลูกต่างกัน 8 วันปลูก แต่ละวันปลูกห่างกัน 5 วัน พันธ์ุละ 40 กระถาง ปลูก 3 ต้น/กระถาง ผสมพันธ์ุระหว่างต้น 
BC1F1 ท่ีผ่านการคัดเลือกด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุลกับพันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวงท่ีไวแสง เพ่ือสร้างประชากรผสมกลับ 
BC2F1 
      1.4 การสร้างประชากรผสมกลับ BC2F2    
   ทําการเพาะเมล็ดประชากรผสมกลับ BC2F1 ลงในแปลงเพาะกล้า แล้วทําการคัดเลือกด้วยเคร่ืองหมาย
โมเลกุลเอสเอสอาร์ (RM 8225 RM8226 RM 5963 และ RM8250) ต้น BC2F1 ท่ีมียีนไม่ไวแสง ย้ายไปปลูกในกระถางบรรจุ
ดินขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 12 นิ้ว ในสภาพโรงเรือน เพ่ือสร้างเมล็ดผสมกลับ BC2F2 และคัดเลือกลักษณะอ่ืน ๆ ท่ีเหมือนกับ
พันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวง 
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 2. การปลูกและดูแลรักษา 
   ทํ า ก า รปลู ก เ ม ล็ ด ข้ า ว พัน ธ์ุ พ่ อ แ ม่ แ ล ะลู ก ผ สม  ท่ี เ รื อ นก ร ะจก  คณะท รัพย าก ร ธ ร รมช า ติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา ปลูกในกระถางใส่หน้าดินผสมปุ๋ยหมัก ¾ ของกระถาง ปลูกข้าว 3 ต้น/
กระถาง ให้น้ําทุก 7 วัน อายุ 3 สัปดาห์ ใส่ปุ๋ยยูเรีย 100 กรัม/กระถาง และใส่ปุ๋ย 15-15-15 ทุก ๆ 2-4 สัปดาห์ คร้ังละ 100 
กรัม/กระถาง 
 3. การใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ในการคัดเลือกลูกผสมกลับ 
  3.1 การเก็บตัวอย่างใบ 
   เก็บตัวอย่างใบอ่อนพ่อแม่ ลูกผสมชั่วท่ี 1 หรือประชากรผสมกลับ BC1F1 และ BC2F1 อายุ 7-10 วัน 
จํานวน 5-6 ใบ เก็บใส่ถุงพลาสติควางแช่ไว้ในถังน้ําแข็ง ก่อนนํามาเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  3.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
   นําชิ้นส่วนใบอ่อน ตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ใส่ในโกร่งท่ีแช่เย็น บดด้วยไนโตรเจนเหลว     แล้วนําผงตัวอย่างใบใส่ใน
หลอดไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายที่มี extraction buffer (PVP-40, NaCl, EDTA 0.5 M pH 8.0, 
CTAB 2%) ร่วมกับ β-mercaptoethanol เข้มข้น 2% ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสในเคร่ือง water bath เป็นเวลา 15 นาที กลับหลอดเบา ๆ  เติม Potasium acetate 300 ไมโครลิตร แช่ตัวอย่างท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 30-60 นาที กลับหลอดเบา ๆ ทุก 10 นาที  ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 30 นาที เพ่ือตกตะกอนของแข็ง ย้ายของเหลวส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม chloroform : isoamyl 
24 : 1  700 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่า 20 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 30 นาที ย้ายของเหลวส่วนใสใส่หลอดใหม่ ตกตะกอนด้วย isopropanol 700 ไมโครลิตร แช่ตัวอย่างท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 10 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5 นาที เท
สารละลายท้ิง ล้างตะกอนด้วย 70 % ethyl alcohol 500 ไมโครลิตร 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที ผึ่งดีเอ็นเอให้แห้ง เติม TE 
buffer 20 ไมโครลิตร วัดปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง spectrophotometer เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส วิธีการดังกล่าวประยุกต์จากวิธีของ Agrawal และ คณะ (1992) 
  3.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
   นําดีเอ็นเอแม่แบบความเข้มข้น 25 นาโนกรัม บัฟเฟอร์ 10 มิลลิโมล ไพรเมอร์เอสเอสอาร์ (SSR) ได้แก่ 
RM5963, RM8225, RM8226 และRM8250 (ตารางท่ี 1) 0.2 ไมโครโมล แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมล ดี
ออกซีนิวคลีโอไทด์ความเข้มข้น 200 ไมโครโมล และเอนไซม์ Taq polymerase 1 ยูนิต รวมปริมาตร 10 ไมโครลิตร ต้ัง
อุณหภูมิของระบบเครื่องสังเคราะห์ดีเอ็นเอ เร่ิมกระบวนการท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  1 นาที, 94 องศาเซลเซียส  30 
วินาที, 52 องศาเซลเซียส  1 นาที, 72 องศาเซลเซียส  2 นาที 35 รอบ และสุดท้ายกระบวนการท่ี 72 องศาเซลเซียส  8 นาที 
เก็บผลผลิตพีซีอาร์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 1  ไพรเมอร์เอสเอสอาร์ที่ใช้ในการคัดเลือกต้นข้าวที่ไม่ไวแสง 
No. Primer Repeat motif 5/ sequence 3/ sequence TA (oC) 

1 RM5963 (CAG)9 CTGCCTAGCTTCCGTTTCTC AGTTACGGGAAATGTGTGGC 55 

2 RM8225 (A)11(AAG)14 
 

ATGCGTGTTCAGAAATTAGG TTGTTGTATACCTCATCGACAG 52 

3 RM8226 (AAG)14 
 

TTAGGATACGGCTTCTAGGC CGTAATTGTTGCATATGGTG 55 

4 RM8250 (AC)13 
 

AACCTAAAGGGCAGTTTCC GCGATAAGTTTCTTGTTGATG 55 

TA = Temperature of amplification 

ที่มา: McCouch และคณะ (2002)  

 



 

    3
 
ความเข้มข
มิลลิลิตร 
ดีเอ็นเอท่ีส

  

  งา
โมเลกุลเอ
และกู้เมือ
การปลูกพ
ย้ายยีนท่ีไ
ยีนอ่ืน ๆข
หลวง อาย

            

            
  

  

            
            

3.4 การแยกขน
 แยกขน

ข้น 4 เปอร์เซ็น
10 นาที ส่องดูข
สัมพันธ์ใกล้ชิดกั

   

านวิจัยการปรับ
อสเอสอาร์ ระยะ
งหลวงท่ีไวแสง

พ่อแม่พันธ์ุได้แก
ม่ไวแสง (hd1h
ของพันธ์ุรับไปยั
ยุ 90 วัน ท่ีปลกู

                  

                 
  

       

              ภา
                 

นาดดีเอ็นเอด้ว
นาดผลผลิตพีซีอ
นต์ ในสารละลา
ขนาดดีเอ็นเอภา
กับลักษณะไม่ไว

ปรุงพันธ์ุข้าวดอ
ะท่ี 1 เป็นข้ันตอ
ด้วยวิธีการผสม
ก่ พันธ์ุกู้เมืองหล
hd1) จากพันธ์ุ T
ยังต้นลูกผสมกล
กในสภาพโรงเรือ

          

      ภาพที่ 

าพท่ี 2 ต้นพ่อแ
         และ T

ยเครื่องอิเล็กโท
อาร์ของพ่อแม่พั
ยบัฟเฟอร์ TBE
ายใต้แสงอัลตรา
วแสงในพ่อแม่พั

ผลกา
อกพยอมและกู้
อนการย้ายยีนที
มพันธ์ุ และคัดเลื
ลวง ดอกพยอม
Taichung 65 ไ
ลับ ดังภาพท่ี 3
อน  

1 แปลงพ่อแม่พ
   ดอกพยอม (

แม่พันธ์ุ ได้แก่ ด
Taichung 65 อ

A

A

ทรโพรีซีส 
พันธ์ุ และลูกผส
E 1X  ย้อมแผ่น
าไวโอเลต ตามวิ
ันธ์ุ ลูกผสม  แล

ารทดลองและวิ
กู้เมืองหลวงไม่ให
ท่ีไม่ไวแสง (hd
ลือกยีนท่ีไม่ไวแ

ม และ Taichun
ไปสู่พันธ์ุดอกพย
3 และภาพท่ี 4 

พันธ์ุของแต่ละแ
(B)  และ Taich

ดอกพยอม อายุ
ายุ 60 วัน (C)

A

A B
C

สม ด้วยเคร่ืองอิ
นเจลด้วยเอธิเดี
วิธีการของ Bas
ละประชากรผส

วิจารณ์ 
ห้ไวแสงด้วยวิธี
1hd1) จากพัน
แสงด้วยเคร่ืองห
ng 65 เพ่ือสร้า
ยอมและกู้เมือง
แสดงลูกผสมก

แถว ได้แก่ พันธ์ุ
hung 65 (C) 

 110 วัน (A) พั
ท่ีปลูกในสภาพโ

B

B
C

ิเล็กโทรโพรีซีส
ยมโบรไมด์ คว

ssam และคณะ
สมกลับ  

ผสมกลับและคั
ธ์ุ Taichung 65
หมายโมเลกุลเอ
างลูกผสมชั่วท่ี 
หลวงท่ีไวแสง ห
กลับดอกพยอม

ธ์ุกู้เมืองหลวง (A

พันธ์ุกู้เมืองหลวง
โรงเรือน 

สด้วยตัวกลางเจ
ามเข้มข้น 10 มิ
ะ (1991) เปรียบ

คัดเลือกโดยใช้เค
5 ไปสู่พันธ์ุข้าว
อสเอสอาร์ ภาพ
1 และ การผส
หรือการผสมกล
ม อายุ 70 วัน 

 

A)  

  

ง อายุ 120 วัน 

C 
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จลอะกาโรส 
มิลลิกรัมต่อ
บเทียบแถบ

ครื่องหมาย
ดอกพยอม

พท่ี 1 แสดง
สมพันธ์ุเพ่ือ
ลับเพ่ือย้าย
และกู้เมือง

(B)  



 

 

            

      

            

            
            
 

  กา
RM8226 
Taichung
RM8226 
สามารถแ
ควบคุมคว
หรือเป็นยี
เหมาะสม 

 

 

 

 

                  

                  

                 

                 
                 

ารใช้เครื่องหมา
และ RM8250

g 65 ท่ีไม่ไว
และ RM8250

แยกความแตกต
วามไวแสงน้อยข
ยีนคนละตัวท่ีอยู

 แถบดีเอ็นเอที

                  

ภาพที่ 3 การผ
พยอ
ลูกผ

                

                
                

ายโมเลกุลเอสเอ
0  พบว่า ไพรเม
แสง ต่างกับกา

0 สามารถแยกค
ต่างระหว่างพันธ
ของพันธ์ุดอกพ
ยู่ตําแหน่งใกล้เคี
ท่ีปรากฏยังไม่ชัด

                  

ผสมพันธ์ุเพ่ือย้า
อมและกู้เมืองหล
สมกลับ 

       

ภาพที่ 4 ต้นลู
           และ

อสอาร์ในการคัด
มอร์  RM822
ารทดลองของว
ความแตกต่างร
ธ์ุดอกพยอมที่ไ

พยอม อาจจะเป็
คียงกัน ซ่ึงอยู่ติด
ดเจน จําเป็นต้อ

  

ายยีนท่ีไม่ไวแสง
ลวงท่ีไวแสง หรื

ลูกผสมกลับ ได้แ
กู้เมืองหลวง อา

ัดเลือกลูกผสมก
25 สามารถแย
ราภรณ์ และค
ระหว่างพันธ์ุกข
ไวแสงน้อยและ
ป็นยีนตัวเดียวกั
ดกับตําแหน่งข
องกระทําซํ้าอีก

A

ง (hd1hd1) จา
รือการผสมกลับ

แก่ ลูกผสมกลับ
ายุ 90 วัน (B) ที

กลับจํานวน 5 
ยกความแตกต่า
ณะ (2551) ท่ีพ
ข 6 ท่ีไวแสงแล
Taichung 6
ับยีนท่ีควบคุมค
องไพรเมอร์ RM
 

 

ากพันธ์ุTaichun
เพ่ือย้ายยีนอ่ืน 

บดอกพยอม อาย
ท่ีปลูกในสภาพโ

ไพรเมอร์ ได้แ
างระหว่างพันธ์ุ
พบว่า ไพรเมอร
ละTaichung 
65 ท่ีไม่ไวแสง 
ความไม่ไวแสงข
M8225 หรือเท

B

ng 65 ไปสู่พันธ์ุ
ๆของพันธ์ุรับไป

 

ยุ 70 วัน (A)  
โรงเรือน 

แก่  RM5963, 
ธ์กู้เมืองหลวงที่ไ
ร์ RM5963, 

65 ท่ีไม่ไวแส
(ภาพท่ี 5) แสด
ของพันธ์ุ  Taic
คนิคเอสเอสอา

11 

ธ์ุดอก
ปยังต้น

RM8225, 
ไวแสงและ
RM8225, 

สง แต่ยังไม่
ดงว่า ยีนท่ี
hung 65 
าร์ท่ีใช้ยังไม่
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Primer RM8225 

       

 
         ภาพที่ 5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของพันธ์ุ Taichung 65 (T) กู้เมืองหลวง (K)  ดอกพยอม (D) และลูกผสม 

ระหว่างพันธ์ุกู้เมืองหลวง x Taichung 65 (K x T) และดอกพยอม x Taichung 65 (D x T)  
 

สรุปผลการทดลอง 
   การปรับปรุงพันธ์ุข้าวดอกพยอมและกู้เมืองหลวงไม่ให้ไวแสงด้วยวิธีผสมกลับและคัดเลือกโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล
เอสเอสอาร์ RM8225 จะช่วยในการคัดเลือกยีนท่ีไม่ไวแสงในระยะต้นกล้า ทําให้ได้ต้นผสมกลับพันธ์ุดอกพยอมและกู้เมือง
หลวงท่ีไม่ไวแสง 
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ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะสําหรับการวิจัยต่อไป 

 เนื่องจากเป็นงานวิจัยต่อเนื่อง ในระยะท่ี 2 เป็นการคัดเลือกต้นผสมกลับคร้ังท่ี 2 ท่ีผสมตัวเองครั้งท่ี 3-5 เพ่ือนําไป
ทดสอบการไม่ไวแสง ผลผลิตและคุณภาพ และลักษณะทางการเกษตรอื่น ๆ ท่ีเหมือนกับพันธ์ุดอกพยอมและกู้เมืองหลวง ปี 
2559-2560  
 
 
 


