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การผนวกยีนทนน�้ำท่วมฉับพลัน (Sub1) ยีนต้านทานโรคไหม้ (qBl1, 
qBl11) และโรคขอบใบแห้ง (xa5, Xa21) ในพันธุ์ กข6  

โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการคัดเลือก

Pyramiding submergence tolerance (Sub1) and blast (qBl1, qBl11) 
and bacterial blight (xa5, Xa21) resistance into rice cultivar RD6  

by marker assisted selection
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บทคัดย่อ: ข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 นิยมปลูกมากในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เนื่องจากเป็นข้าวเหนียวที่มี
คุณภาพหุงต้มดีและมีกลิ่นหอม อย่างไรก็ตามข้าวพันธุ์นี้ไม่ทนต่อสภาพน�ำ้ท่วมฉับพลัน และยังอ่อนแอต่อโรคไหม้ที่เกิด
จากเชือ้รา Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc. หรอื Magnaporthe oryzae (Hebert) Barr. และโรคขอบใบแห้งทีเ่กดิจาก
แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) ซึ่งเป็นปัญหาส�ำคัญที่กระทบต่อผลผลิตข้าวเหนียว กข6 อย่างมาก  
ดังนั้น  เพื่อรักษาเสถียรภาพผลผลิต การใช้พันธุ์ต้านทานต่อลักษณะเหล่านี้จึงเป็นวิธีหนึ่งในแก้ไขปัญหาที่ประหยัดและ
ไม่ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม ดังนั้น ในการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อท�ำการผนวกยีนทนน�้ำท่วมฉับพลัน (Sub1)  
ยีนต้านทานโรคไหม้ (qBl1, qBl11) และโรคขอบใบแห้ง (xa5, Xa21) โดยยังคงคุณภาพการหุงต้มและความหอมของ 
กข6 ไว้ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการคัดเลือก (MAS) การด�ำเนินงานนั้นได้ผสมข้ามระหว่างต้นพ่อ คือ สายพันธุ์
ปรบัปรงุ กข6 ทีม่ยีนี Sub1, qBL1, qBL11 และ badh2 (RGD07491-MAS-72-MAS-1-3-MAS-2-5) กบัต้นแม่ คอื สายพนัธุ์
ปรับปรุง กข6 ที่มียีน xa5, Xa21, qBl1 และ qBl11 (RGD07585-5-B-MAS-12-1-MAS-14) คัดเลือกได้ F
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 จ�ำนวน 25 ต้น  

และท�ำการผสมกลับ 1 ครั้ง ได้ BC
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จ�ำนวน 130 ต้น จากนั้นใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSRs จ�ำนวน 4 เครื่องหมาย 

ได้แก่ R10783indel, PAxa5, PB7-8 และ Aromarker เพือ่คดัเลอืกยนี Sub1, xa5, Xa21 และ badh2 ตามล�ำดบั สามารถ 
คัดเลือกต้น BC
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1
 ที่มียีน Sub1, xa5, Xa21 และ badh2 ได้จ�ำนวน 23 ต้น และปล่อยผสมตัวเองเพื่อสร้างประชากร 

BC
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2
 ขณะนี้อยู่ในระหว่างการปลูกคัดเลือกลักษณะทางการเกษตรให้ดีกว่าพันธุ์ กข6 ดั้งเดิมจากนั้นจะน�ำไปทดสอบ

ความทนทานน�้ำท่วมฉับพลันในบ่อทดสอบ ความต้านทานโรคในโรงเรือน และคุณภาพหุงต้มต่อไป
ค�ำส�ำคัญ: กข6, การผนวกยีน, เครื่องหมายโมเลกุล



675KHON KAEN AGR. J. 43 SUPPL. 1 : (2015).

บทน�ำ

ข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 นิยมปลูกมากที่สุดอันดับ

หนึง่ในพืน้ทีน่าน�ำ้ฝนของภาคเหนอืและภาคตะวนัออก

เฉียงเหนือ คิดเป็น 83% ของพื้นที่ปลูกข้าวเหนียว

ทัง้หมด (วราภรณ์, 2555) การทีเ่กษตรกรนยิมปลกูข้าว

เหนยีวพนัธุ ์กข6 เนือ่งมาจากความนยิมในการบรโิภค

ภายในครัวเรือนเอง และเป็นพันธุ์ที่มีคุณภาพการหุง

ต้มดี มีกลิ่นหอม ราคาดี เป็นที่นิยมของตลาด อย่างไร

ก็ตาม  ข้อจ�ำกัดที่ส�ำคัญของการผลิตข้าวเหนียวพันธุ์ 

กข6 ในพื้นที่นาน�้ำฝนคือ ปัญหาอุทกภัยและปัญหา

การระบาดของโรคต่างๆ ซึง่ข้าวเหนยีวพนัธุน์ี ้ไม่ทนต่อ

สภาพน�้ำท่วมฉับพลัน อีกทั้งยังอ่อนแอต่อโรค โดย

เฉพาะโรคไหม้และโรคขอบใบแห้ง (ส�ำนกังานวจิยัและ

พัฒนาข้าว, 2557) 

โดยปกตแิล้วข้าวเป็นพชืทีส่ามารถเจรญิเตบิโตได้

ดใีนดนิทีม่นี�ำ้ขงั แต่ส่วนใหญ่แล้วไม่สามารถมชีวีติอยู่

รอดได้หากถูกน�้ำท่วมมิดยอดเกินกว่า 7 วัน (Palada 

and Vergara, 1972) โดยพื้นที่ปลูกข้าวเหนียวพันธุ์ 

กข6 ในภาคเหนือและภาคภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

เป็นพื้นที่ลุ่มที่มีความเสี่ยงต่อสภาวะน�้ำท่วมฉับพลัน 

จากรายงานปี 2556 พบว่าในพื้นที่ปลูกข้าวเสียหาย

จากน�้ำท่วมฉับพลันประมาณ 3.7 ล้านไร่ (ส�ำนักงาน

เศรษฐกจิการเกษตร, 2557) สร้างความเสยีหายให้กบั

ผลผลิตข้าวและเกิดภาวะหนี้สินให้แก่เกษตรกร การ

ระบาดของโรคกเ็ป็นปัญหาหนึง่ทีท่�ำให้ผลผลติ น�ำ้หนกั 

และคณุภาพของเมลด็ลดลงอย่างมาก ซึง่จะลดลงตาม

ระดบัความรนุแรงของโรค (กองโรคพชืและจลุชวีวทิยา, 

2543) และท�ำให้มีเปอร์เซ็นต์เมล็ดลีบเพิ่มขึ้น (Mew, 

1989) โดยเฉพาะโรคไหม้ทีเ่กดิจากเชือ้รา Pyricularia 

oryzae (Cooke) Sacc.หรือ Magnaporthe oryzae 

(Hebert) Barr. และโรคขอบใบแห้งที่เกิดจากเชื้อ

แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) 

(Asuyama, 1965) ซึ่งการป้องกันแก้ไขปัญหาเหล่านี้

มีหลายวิธี นอกจากการเลือกพื้นที่ปลูกให้เหมาะสม 

การเขตกรรม การใช้สารเคมีป้องกันก�ำจัดโรคแล้ว อีก

วธิทีีไ่ด้ผลดแีละเป็นมติรกบัสิง่แวดล้อมคอื การใช้พนัธุ์

ข้าวต้านทาน

การปรบัปรงุพนัธุข้์าวให้มคีวามทนทานน�ำ้ท่วมฉบั

พลันและต้านทาน ต่อโรคไหม้และขอบใบแห้งเป็นวิธี

การหนึง่ในการแก้ไขปัญหาทีม่คีวามยัง่ยนืและเป็นวธิี

ที่ประหยัดเนื่องจากช่วยลดการใช้ต้นทุนการผลิตการ

ปรบัปรงุพนัธุข้์าวโดยการผนวกยนีต้านทานเข้าด้วยกนั

เป็นวิธีการหนึ่งในการควบคุมการระบาดของโรคที่มี

ประสิทธิภาพสูงสุด ส่วนการปรับปรุงพันธุ์ข้าวแบบ

ผสมกลับ (backcrossing) เป็นวิธีการที่ใช้เพิ่มยีน

ต้านทานที่ต้องการในพันธุ์ที่มีลักษณะอื่นๆ ดีอยู่แล้ว 

โดยน�ำรุ่นลูกที่มียีนต้านทานผสมกลับไปยังพันธุ์แม่

ABSTRACT: A glutinous rice cultivar RD6 is popularly grown by farmers in the North and Northeast of Thailand,  
because of its premium cooking and eating quality and aroma. However, RD6 is susceptible to many diseases 
and intolerant to submergence. Blast (BL) disease caused by the fungus Pyricularia oryzae (Cooke) Sacc. or  
Magnaporthe oryzae (Hebert) Barr. and bacterial blight (BB) disease caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) 
are two major diseases threatening the productivity of RD6. In order to maintain its yield stability, it is necessary 
to incorporate resistant genes or QTL for these traits into RD6. The objective of this study was to pyramid genes  
conferring submergence tolerance, BL and BB resistance into a glutinous rice cultivar RD6 by marker assisted selection  
(MAS). RGD07491-MAS-72-MAS-1-3-MAS-2-5, backcrossintrogression line (BIL) that resembles submergence 
tolerance (Sub1) and blast resistance (qBl1, qBl11) was cross-pollinated with RGD07585-5-B-MAS-12-1-MAS-14, 
another RD6-BIL that resembles blast BL (qBl1, qBl11) and BLB (xa5, Xa21) resistance to generate 25 F1 plants. 
One round of backcrossing was conducted using RGD07585-5-B-MAS-12-1-MAS-14 as recipient. Four markers 
including R10783indel, PAxa5, PB7-8 and Aromarker for Sub1, xa5, Xa21 and badh2 respectively were used for 
MAS. Twenty three BC1F1 plants carrying for Sub1, xa5, Xa21 and badh2 were identified. The identified BC1F1 
plants were allowed to self-fertilize to produce BC1F2. Currently BC1F2 population was planted in the field for plant 
type selection. Pyramiding lines obtained from this project will be evaluated for submergence tolerance, BL and BB 
resistance and the quality of the cooking.
Keywords: RD6, gene pyramiding, marker-assisted selection
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หลายๆ ครั้ง เพื่อให้ได้ต้นข้าวที่มีลักษณะทุกอย่าง

เหมอืนพนัธุแ์ม่แต่ยนีต้านทานทีต้่องการเพิม่ขึน้ (Rus-

sell, 1978) ซึ่งหากใช้ควบคู่กับวิธีการปรับปรุงพันธุ์

ด้วยวิธีมาตรฐาน ต้องใช้ระยะเวลาการคัดเลือกนาน

โดยเฉพาะลกัษณะทีค่วบคมุด้วยยนีด้อย ดงันัน้การคดั

เลอืกทางอ้อมโดยน�ำเอาเครือ่งหมายโมเลกลุมาใช้เป็น

เครือ่งมอืช่วยในการคดัเลอืก (marker assisted selec-

tion: MAS) จะสามารถแก้ปัญหาอุปสรรค์ต่างๆ ของ

การคัดเลือกแบบมาตรฐาน โดยลดระยะเวลาในการ

คัดเลือก มีความแม่นย�ำ รวดเร็ว ซึ่งเป็นการเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการคัดเลือกอีกด้วย 

การปรบัปรงุพนัธุข้์าวให้ทนต่อน�้ำท่วมฉบัพลนั นัน้

ใช้แหล่งพันธุกรรมของยีนทนน�้ำท่วมจากสายพันธุ์ 

FR13A ซึ่งเป็นข้าวพื้นเมืองไวแสงของประเทศอินเดีย 

ที่สามารถทนน�้ำท่วมขังได้นาน 2-3 อาทิตย์ ได้มีการ

ศกึษาเพือ่หายนีทีค่วบคมุพบว่า ยนีควบคมุเป็นยนีเด่น 

(dominant genes) ชื่อ Sub1 อยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 

9 มีพันธุ์ข้าวที่ได้รับการปรับปรุงพันธุ์ให้ทนน�้ำท่วมฉับ

พลันที่ประสบความส�ำเร็จจ�ำนวนหลายสายพันธุ์ เช่น 

พันธุ์ Swarna, Samba Mahsuri และTDK1 เป็นต้น 

(Nandi et al., 1997; Xu et al.,2000; Toojinda et al., 

2003) ในส่วนของยีนต้านทานต่อโรคไหม้ Wongs-

aprom et al. (2010) ได้รายงานว่ายนีต้านทานโรคไหม้

ในข้าวพนัธุเ์จ้าหอมนลิมตี�ำแหน่งอยูบ่นโครโมโซมแท่ง

ที่ 1 และ 11 เมื่อน�ำไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าว กข6 

ให้ต้านทานโรคไหม้ พบว่าสายพันธุ์ กข 6 ที่มี qBL1 

และ qBL11 จากข้าวเจ้าหอมนิล มีความต้านทานต่อ

เชื้อโรคไหม้ในประเทศไทยอย่างกว้างขวาง และยีน

ต้านทานโรคขอบใบแห้ง xa5, Xa21 เป็นยนีทีใ่ห้ความ

ต้านทานในเชื้อก่อโรคขอบใบแห้งในประเทศไทย โดย

ยนี xa5 มลีกัษณะความต้านทานแบบยนีด้อย (reces-

sive genes) ตั้งอยู่บนโครโมโซมแท่งที่ 5 โดยภมร 

(2548) รายงานว่าข้าวสายพนัธุ ์IR62266 ซึง่มยีนี xa5 

แสดงความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรีย Xoo จากภาค

กลางของประเทศไทยโดยมีความยาวของบาดแผล

น้อยกว่าข้าวสายพันธุ์อื่นๆ ส่วนยีน Xa21 ยีนควบคุม

เป็นยีนเด่น อยู่บนโครโมโซมที่ 11 มีความต้านทาน

ลักษณะวงกว้าง ยีน Xa21 ถูกค้นพบครั้งแรกในสาย

พันธุ์ข้าวป่า species Oryza longistaminata (Khush 

et al.,1989) ข้อจ�ำกัดของยีน Xa21 คือลักษณะของ

ความต้านทานส่วนใหญ่จะต้านทานต่อเชื้อ Xoo ใน

แถบทางทิศใต้และทิศตะวันออกเฉียงใต้ของเอเชีย 

(Ronald 1997) กลุม่ข้าวทีย่นี Xa21 เหมอืนกนัคอืข้าว 

IRBB21 และ IR1188 (Jataboon et.al., 2004)

การศกึษานีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ท�ำการผนวกยนีทน

น�้ำท่วมฉับพลัน ยีนต้านทานโรคไหม้และโรคขอบใบ

แห้งในฐานพันธุกรรรมของ กข6 โดยใช้เครื่องหมาย

โมเลกุลช่วยในการคัดเลือก (MAS)

วิธีการศึกษา

การสร้างประชากร

ท�ำการผสมข้ามระหว่างข้าวเหนยีว กข6 สายพนัธุ์

ปรับปรุง RGD07491-MAS-72-MAS-1-3-MAS-2-5 

(RGD07491) ที่มียีนทนทานน�ำ้ท่วมฉับพลัน (Sub1) 

และยีนต้านทานโรคไหม้ (qBL1, qBL11) และความ

หอม (badh2) โดยใช้เป็นพันธุ์ให้ (donor parent) 

กับข้าวเหนียว กข6 สายพันธุ์ปรับปรุง RGD07585-5-

B-MAS-12-1-MAS-14 (RGD07585) ทีม่ยีนีต้านทาน

โรคไหม้ (qBL1, qBL11) และโรคขอบใบแห้ง (xa5, 

Xa21) โดยทั้ง 2 สายพันธุ์นี้ได้รับการพัฒนาสายพันธุ์

โดยหน่วยปฏิบัติการค้นหาและใช้ประโยชน์ยีนข้าว 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก�ำแพงแสน เมือ่

ได้รุ่น F
1
 ท�ำการเช็คการผสมข้ามโดยใช้เครื่องหมาย

โมเลกุล PB7-8 ช่วยในการคัดเลือกส�ำหรับยีน Xa21 

จากนัน้ท�ำการผสมกลบั (backcross) เข้าหาสายพนัธุ์

รับ 1 ครั้ง เพื่อให้ได้ประชากรผสมกลับครั้งที่ 1 ชั่วที่ 1 

(BC
1
F

1
) 

การสกัดดีเอ็นเอและการท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์

การสกัดดีเอ็นเอใช้ตัวอย่างใบข้าวอายุ 15 วัน 

สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดส�ำเร็จรูป DNA Trap Kit 

จากห้องปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี(http://dnatec.

kps.ku.ac.th) เมื่อได้ดีเอ็นเอแล้วท�ำการเพิ่มปริมาณ
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ดเีอน็เอโดยมอีงค์ประกอบของปฏกิริยิาลกูโซ่จ�ำลองตวั

เอง (PCR reaction) เครื่องหมายโมเลกุลที่มีความ

จ�ำเพาะกับยีน (Table 1 ) ส�ำหรับเครื่องหมายโมเลกุล 

R10783indel, PB7-8 และ Aromarker การท�ำ PCR 

ประกอบด้วย DNA template 2 ไมโครลิตร, 10X PCR 

buffer 1 ไมโครลิตร, 2.5 mM MgCl
2
 0.6 ไมโครลิตร, 

10 mM dNTPs 0.2 ไมโครลิตร, 5 µM of each prim-

ers 0.8 ไมโครลิตร, 5U Taq DNA polymerase 0.02 

ไมโครลิตร และเติม deionized water จนได้ปริมาตร

สุดท้าย 10 µl จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง 

GeneAmp® PCR System 9700 โดยใช้ PCR profile 

ดังนี้ อุณหภูมิ Pre-denaturation 94°c นาน 5 นาที 

จ�ำนวน 1 รอบ ตามด้วยอณุหภมู ิdenature 94°c นาน 

30 วินาที อุณหภูมิ annealing 55°c นาน 30 วินาที 

และอุณหภูมิ extension 72°c นาน 1 นาที จ�ำนวน 35 

รอบ และ long extension ที่ 72°c นาน 5 นาที ส่วน

เครื่องหมายโมเลกุล PAxa5 ใช้ส่วนผสมตามรายงาน

ของ Korinsak et al. (2014) แล้วน�ำ PCR products 

มาท�ำการแยกชิน้ดเีอน็เอทีม่ขีนาดแตกต่างกนัออกจาก

กนัด้วยสนามไฟฟ้าโดยใช้เจล (Gel Electrophoresis) 

ได้รุ่น F1 ทําการเช็คการผสมข้ามโดยใช้เครื�องหมายโมเลกุล PB7-8 ช่วยในการคัดเลือกสําหรับยีน Xa21 จากนั �นทําการ

ผสมกลบั (backcross) เข้าหาสายพนัธุ์รับ 1 ครั �ง เพื�อให้ได้ประชากรผสมกลบัครั �งที� 1 ชั�วที� 1 (BC1F1)  

 

การสกัดดีเอ็นเอและการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

การสกัดดีเอ็นเอใช้ตัวอย่างใบข้าวอายุ 15 วัน สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดสําเร็จรูป DNA Trap Kit จาก

ห้องปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี(http://dnatec.kps.ku.ac.th) เมื�อได้ดีเอ็นเอแล้วทําการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอโดยมี

องค์ประกอบของปฏิกิริยาลกูโซ่จําลองตัวเอง (PCR reaction) เครื�องหมายโมเลกุลที�มีความจําเพาะกับยีน (Table 1 ) 

สําหรับเครื�องหมายโมเลกุล R10783indel, PB7-8 และ Aromarker การทํา PCR ประกอบด้วย DNA template 2 

ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 1 ไมโครลิตร, 2.5 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs 0.2 ไมโครลิตร, 5 µM of 

each primers 0.8 ไมโครลิตร, 5U Taq DNA polymerase 0.02 ไมโครลิตร และเติม deionized water จนได้ปริมาตร

สดุท้าย 10 µl จากนั �นเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอในเครื�อง GeneAmp® PCR System 9700 โดยใช้ PCR profile ดังนี � อุณหภูมิ 

Pre-denaturation 94°c นาน 5 นาที จํานวน 1 รอบ ตามด้วยอุณหภูมิ denature 94°c นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 

annealing 55°c นาน 30 วินาที และอณุหภูมิ extension 72°c นาน 1 นาที จํานวน 35 รอบ และ long extension ที� 72°c 

นาน 5 นาที ส่วนเครื�องหมายโมเลกุล PAxa5 ใช้ส่วนผสมตามรายงานของ Korinsak et al. (2014) แล้วนํา PCR 

products มาทําการแยกชิ �นดีเอ็นเอที�มีขนาดแตกต่างกนัออกจากกนัด้วยสนามไฟฟ้าโดยใช้เจล (Gel Electrophoresis)  

 

Table 1 DNA markers used for selection of certain genotype in breeding scheme 

No. Markers Traits Chromosome Type of 

marker 

Reference 

1 R10783Indel Submergence 

(Sub1) 

9 Gene specific 

marker 

Toojinda et al., 2003 

2 PAxa5 Bacterial blight 

(xa5) 

5 Gene specific 

marker 

Korinsak et al., 2014 

 

3 PB7-8 Bacterial blight 

(Xa21) 

11 Gene specific 

marker 

Mohler and Singrun, 

2004 

4 Aromarker Aroma 

(badh2) 

8 Gene specific 

marker 

Vanavichit et al. (2008) 

 

ผลการศึกษา 

การสร้างประชากร 

ทําการสร้างประชากรชั�วที� 1 (F1) โดยใช้สายพันธุ์แม่คือ RGD07585 ที�มียีน xa5, Xa2, qBL1 และ qBL11 ผสม

กบัสายพนัธุ์พ่อคือ RGD07491 ที�มียีน Sub1, qBL1 และ qBL11ได้ F1 จํานวน 34 ต้น เมื�อทําการเช็คการผสมข้ามโดยใช้

เครื�องหมายโมเลกลุ PB7-8 ซึ�งใกล้ชิดกบัยีน Xa21 พบว่า มีต้นที�ผสมข้ามจริงจํานวน 25 ต้น และจํานวนต้นที�ผสมตัวเอง

จํานวน 9 ต้น แสดงให้เห็นว่าเครื�องหมายโมเลกลุที�ใกล้ชิดกบัยีนเป้าหมายสามารถนํามาใช้ตรวจสอบความถูกต้องในการ

ผสมข้ามได้ จากนั �นนําต้น F1 ที�ได้มาสร้างประชากรผสมกลบัครั �งที� 1ชั�วที� 1 (BC1F1) โดยคัดเลือกต้น F1 จํานวน 5 ต้น 

ผสมกลบัเข้าหาสายพันธุ์ รับ (recurrent parent) RGD07585 เพื�อให้ได้ทรงต้นที�ดี ทรงกอไม่แบะ ลําต้นเตี �ยกว่าเดิม ได้

จํานวนประชากร BC1F1 จํานวน 130 ต้น 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

ผลการศึกษา

การสร้างประชากร

ท�ำการสร้างประชากรชั่วที่ 1 (F
1
) โดยใช้สายพันธุ์

แม่คือ RGD07585 ที่มียีน xa5, Xa2, qBL1 และ 

qBL11 ผสมกับสายพันธุ์พ่อคือ RGD07491 ที่มียีน 

Sub1, qBL1 และ qBL11ได้ F1 จ�ำนวน 34 ต้น เมื่อ

ท�ำการเช็คการผสมข้ามโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล 

PB7-8 ซึ่งใกล้ชิดกับยีน Xa21 พบว่า มีต้นที่ผสมข้าม

จรงิจ�ำนวน 25 ต้น และจ�ำนวนต้นทีผ่สมตวัเองจ�ำนวน 

9 ต้น แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมายโมเลกุลที่ใกล้ชิดกับ

ยีนเป้าหมายสามารถน�ำมาใช้ตรวจสอบความถูกต้อง

ในการผสมข้ามได้ จากนั้นน�ำต้น F
1
 ที่ได้มาสร้าง

ประชากรผสมกลบัครัง้ที ่1ชัว่ที ่1 (BC
1
F

1
) โดยคดัเลอืก

ต้น F
1
 จ�ำนวน 5 ต้น ผสมกลับเข้าหาสายพันธุ์รับ (re-

current parent) RGD07585 เพือ่ให้ได้ทรงต้นทีด่ ีทรง

กอไม่แบะ ล�ำต้นเตี้ยกว่าเดิม ได้จ�ำนวนประชากร 

BC
1
F

1 
จ�ำนวน 130 ต้น

การใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการคัดเลือก

จากการใช้เครื่องหมายโมเลกุลคัดเลือกต้นที่มี

ต�ำแหน่งยนีทีต้่องการครบทกุต�ำแหน่งคอื Sub1, xa5, 

Xa21, qBL1, qBL1 และ badh2 ได้ทัง้หมดจ�ำนวน 23 

ต้น คิดเป็น 29.9 % จากทั้งหมด 130 ต้น พบการกระ

จายตัวของยีนในรูปแบบต่างๆ ดังนี้

จากประชากร BC
1
F

1
 จ�ำนวน 130 ต้น น�ำมา

จีโนไทป์เพื่อคัดเลือกยีนเป้าหมาย xa5, Xa21, Sub1 

และ badh2ส่วนต�ำแหน่งยีน qBL1 และ qBL11 ไม่

.
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ต้องท�ำการคัดเลือกเนื่องจากมียีนนี้ในฐานพันธุกรรม

ของทัง้สายพนัธุพ่์อและแม่ จงึไม่มกีารกระจายตวั การ

คดัเลอืกต้นทีม่ยีนี xa5 ใช้เครือ่งหมายโมเลกลุ PAxa5 

หลงัจากเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยปฏกิริยิาพซีอีาร์ และ

ตรวจสอบชิน้ดเีอน็เอในอะกาโรสเจลความเข้มข้น 2 % 

พบต้นทีม่จีโีนไทป์ทีเ่ป็น homozygous จ�ำนวน 15 ต้น 

และ heterozygous จ�ำนวน 8 ต้น การคัดเลือกต้นที่มี

ยนี Xa21 ใชเ้ครือ่งหมายโมเลกลุ PB7-8 แยกชิน้ดีเอน็

เอในอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1 % พบต้นทีม่จีโีนไทป์

ที่เป็น homozygous จ�ำนวน 14 ต้น และ hetero-

zygous จ�ำนวน 9 ต้น การคัดเลือกต้นที่มียีน Sub1 ใช้

เครื่องหมายโมเลกุล R10783Indel ท�ำการตรวจสอบ 

ชิ้นดีเอ็นเอในอะคริลาไมด์เจลความเข้มข้น 4.5 % พบ

ต้นที่มีจีโนไทป์ที่เป็น heterozygous จ�ำนวน 23 ต้น 

โดยไม่พบต้นที่เป็น homozygous เนื่องจากในการ

สร้างประชากร BC
1
F

1
 สายพันธุ์แม่ที่ใช้ไม่มียีน Sub1 

จึงท�ำให้ลูกที่คัดเลือกมียีนที่เป็น heterozygous 

ทั้งหมด การคัดเลือกต้นที่มียีน badh2 ใช้เครื่องหมาย

โมเลกุล Aromarker ท�ำการตรวจสอบ ชิ้นดีเอ็นเอใน

อะครลิาไมด์เจลความเข้มข้น 4.5 % พบต้นทีม่จีโีนไทป์

ที่เป็น heterozygous จ�ำนวน 23 ต้น โดยไม่พบต้นที่

เป็น homozygous เนื่องจากในการสร้างประชากร 

BC
1
F

1
 สายพันธุ์แม่ที่ใช้ไม่มียีน badh2 จึงท�ำให้ลูกที่

คัดเลือกมียีนที่เป็น heterozygous ทั้งหมด เช่นเดียว

กับยีน Sub1

จากนั้นน�ำต้นที่ผ่านการคัดเลือกนี้จ�ำนวน 23 ต้น 

ผสมตัวเองเพื่อสร้างประชากร BC
1
F

2
 ไปลูกคัดเลือก

ลกัษณะทางการเกษตรทีด่ ีจ�ำนวนสายพนัธุล์ะ 200 ต้น 

เมือ่คดัเลอืกลกัษณะทางการเกษตรแล้วต้นทีไ่ด้รบัการ

คดัเลอืกจะน�ำไปคดัเลอืกยนีเป้าหมายโดยเครือ่งหมาย

โมเลกุลอีกที เพื่อเข้าสู่การประเมินลักษณะความทน

น�ำ้ท่วมฉบัพลนั ความต้านทานโรคไหม้โรคขอบใบแห้ง 

จะเห็นได้ว่าการผนวกยีนโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล

ช่วยในการคดัเลอืกเหมาะส�ำหรบัการคดัเลอืกลกัษณะ

ต่างๆ ทั้งที่เป็นลักษณะเด่นและลักษณะด้อย โดย

เฉพาะลักษณะที่ยุ่งยากในการประเมินในแปลง และ

ลักษณะที่ควบคุมด้วยยีนด้อย เช่น ยีน xa5 และยีน 

badh2 สามารถใช้เครือ่งหมายโมเลกลุคดัเลอืกได้โดย

ไม่จ�ำเป็นต้องคัดเลือกจากลักษณะปรากฏ (Pheno-

type) เพราะสามารถคดัเลอืกได้จากความแตกต่างของ

ลกัษณะทางพนัธกุรรม (Genotype) ซึง่อทิธพิลของสิง่

แวดล้อมไม่มีผลต่อการคัดเลือก คัดเลือกได้ตั้งแต่ต้น

พืชมีอายุน้อย (สุรีพร, 2556) สามารถย่นระยะเวลา

และคัดเลือกยีนให้อยู่ในสภาพคงตัวได้ตั้งแต่ชั่วต้นๆ 

ของการปรับปรุงพันธุ์

สรุป

จากการคัดเลือกจีโนไทป์โดยใช้เครื่องหมาย

โมเลกุล สามารถคัดเลือกลักษณะที่ต้องการได้ตั้งแต่

ระยะต้นกล้า โดยสามารถคดัเลอืกต้นทีม่ยีนีเป้าหมาย 

Sub1, xa5, Xa21, qBL1, qBL1 และ badh2 ครบทุก

ต�ำแหน่งยีน จ�ำนวน 23 ต้น จากประชากร BC
1
F

1
 

จ�ำนวน 130 ต้น มรีปูแบบของยนี xa5 ทีเ่ป็น homozy�-

gous จ�ำนวน 15 ต้น และ heterozygous จ�ำนวน 8 

ต้น รปูแบบของยนี Xa21 ทีเ่ป็น homozygous จ�ำนวน 

14 ต้น และ heterozygous จ�ำนวน 9 ต้น รูปแบบของ

ยีน Sub1 ที่เป็น heterozygous จ�ำนวน 23 ต้น และ

รูปแบบของยีน badh2 ที่เป็น heterozygous จ�ำนวน 

23 ต้น ปล่อยผสมตัวเองเพื่อให้ได้ประชากร BC
1
F

2
 

จ�ำนวน 23 ต้น น�ำต้นที่ผ่านการคัดเลือกนี้ไปปลูกคัด

เลือก ลักษณะทางการเกษตรที่ดี มีคุณภาพเมล็ด

เหมือนพันธุ์ กข6 แล้วน�ำต้นที่ได้รับการคัดเลือกมาคัด

ต้นทีม่ยีนีเป้าหมายโดยใช้เครือ่งหมายโมเลกลุคดัเลอืก 

แล้วน�ำไปประเมินลักษณะความทนน�้ำท่วมฉับพลัน 

ความต้านทานโรคไหม้ โรคขอบใบแห้งต่อไป
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