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บทคัดย่อ 
  

การศึกษาความสามารถของยีนแก้ความเป็นหมัน ระบบ Wild Abortive Cytoplasmic 
male sterility (WA-CMS) ในข้าวสายพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1 ด้วยการจัดกลุ่มด้วย
เครื่องหมายดีเอ็นเอต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 ท่ีมีรายงานเป็นยีนแก้ความเป็นหมันของระบบ WA-CMS 
พบว่าพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เป็นสายพันธุ์รักษาความเป็นหมันของเรณู ส่วนพันธุ์สุพรรณบุรี 1 เป็น
สายพันธุ์แก้ความเป็นหมันของเรณู โดยการศึกษาการถ่ายทอดลักษณะแก้ความเป็นหมันของเรณู ใน
ประชากร F2 ระหว่างพันธุ์เรณูเป็นหมัน IR58025A และพันธุ์สุพรรณบุรี 1 พบการกระจายตัวของ
เรณูปกติต่อเรณูเป็นหมันเป็น 3 ต่อ 1 แสดงว่าลักษณะแก้ความเป็นหมันของข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 
ควบคุมด้วยยีนภายในนิวเคลียส 1 คู่ ซึ่งผลการทดสอบความมีอิทธิพลของยีนแก้หมันกับความมีชีวิต
ของเรณูด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) พบว่ายีนต้าแหน่ง Rf4  คือ ยีน PPR9 และ/
หรือยีน PPR10 มีอิทธิพลต่อการแก้หมันของเรณู ในข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ผลการศึกษานี้ท้าให้เห็น
ว่าข้าวไทยพันธุ์สุพรรณบุรี 1 มียีน PPR9 และ/หรือ PPR10 เป็นยีนแก้ความเป็นหมันของเรณูใน
ระบบ WA-CMS 

 
ค้าส้าคัญ : ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105, ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1, ระบบหมัน Wild Abortive 
Cytoplasmic male sterility (WA-CMS), ยีนแก้หมัน, เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
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ABSTRACT 
  

Genetics of fertility restoration in wild abortive cytoplasmic male sterility 
(WA-CMS) was studied in Khao Dawk Mali 105 (KDML 105) and Suphan Buri 1 (SPR1) 
using DNA markers. The classification by Rf3 and Rf4 gene markers which were 
reported as WA-CMS restorer genes revealed that KDML 105 was maintainer (B-line) 
and SPR1 was restorer (R-line). The inheritance of fertility restoration study in F2 
population of IR58025AxSPR1 showed a segregation ratio of 3:1 for pollen fertility, 
indicating one nuclear dominant gene involved in fertility restoration. The analysis of 
an influence between the restorer genes and pollen fertility by ANOVA and 
regression revealed that PPR9 and/or PPR10 genes at Rf4 locus have influence to 
pollen fertility. Therefore PPR9 and/or PPR10 genes are male sterility restorer gene of 
WA-CMS in SPR1. 

 
Keywords : Khao Dawk Mali 105, Suphan Buri 1, Wild Abortive Cytoplasmic Male 

Sterility (WA-CMS), Restorer gene, DNA markers 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์นี้เป็นผลงานท่ีผู้วิจัยมีความมุ่งมั่น ต้ังใจ ทุ่มเทก้าลังกาย และก้าลังใจในการท้า
จนกระท่ังส้าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี วิทยานิพนธ์นี้จะไม่ส้าเร็จลุล่วงถ้าไม่ได้รับความเมตตา และการดูแล
จากอาจารย์ท่ีปรึกษาหลัก รองศาสตราจารย์ ดร.แสงทอง พงษ์เจริญกิต ในการให้ค้าปรึกษา ค้าแนะน้า 
การแก้ปัญหาต่าง ๆ ตลอดการท้าวิจัยอาจารย์ท่ีปรึกษาร่วม ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วราภรณ์ แสงทอง 
ท่ีให้ค้าแนะน้า ค้าปรึกษาในการปลูก การดูแลข้าว และให้ข้อมูลเพิ่มเติมอื่น ๆ เกี่ยวกับเรื่องข้าว และ
ผู้ช่วยศาสตราจารย์  ดร .กฤษณะ ลาน้้ าเท่ียง ท่ีให้ปรึกษาและค้าแนะน้าเกี่ยวกับเรื่องของสถิ ติ                                                      
การเลือกใช้วิธีการวิเคราะห์ โปรแกรมการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ จนงานวิจัยนี้ส้าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
ขอขอบพระคุณไว้ ณ ท่ีนี้เป็นอย่างยิ่ง 

ขอกราบขอบพระคุณ  บิดาและมารดา ท่ีให้การเล้ียงดู การดูแลเอาใจใส่ อบรมส่ังสอน        
เป็นอย่างดีเยี่ยม คอยสนับสนุน เป็นพลังใจ ให้ค้าปรึกษาในทุก ๆ เรื่องท้ังในด้านการใช้ชีวิต และ 
การศึกษามาโดยตลอด 

นอกจากนี้ขอขอบคุณนางสาวกนกวรรณ จันทร์เพ็ญ พี่สาวคนพิเศษท่ีคอยสอน ตักเตือน ให้
ค้าปรึกษา ช่วยเหลือและดูแลเอาใจใส่เป็นอย่างดีมาก ในทุกๆ เรื่อง เริ่มต้ังแต่สอนในด้านวิชาการให้รู้จัก
อุปกรณ์ เทคนิคต่างๆ ในห้องปฏิบัติการ สอนการใช้ชีวิตการวางตัวให้เป็นผู้ใหญ่มากขึ้น การดูแลผู้ท่ี
อาวุโสกว่า การนึกถึงงานส่วนรวมมากกว่าส่วนตัว และอีกหลายๆ เรื่อง และขอขอบคุณพี่ ๆ เพื่อน ๆ 
นักศึกษาในห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์โมเลกุล ท่ีคอยให้ก้าลังใจตลอดการท้าวิจัยนี้ 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
ที่มาและความส าคัญ 

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต ท่ีประชากรเกือบ 40 เปอร์เซ็นต์ของโลก 
บริโภคเป็นอาหารหลัก จากหลักฐานทางโบราณคดีท่ีเกี่ยวกับข้าวในประเทศอินเดีย พบว่าข้าวมีอายุ
มากกว่า 1,500-1,000 ก่อนคริสตกาล ในการผลิตข้าวมีประเทศผู้ผลิตจ้านวน 42 ประเทศ โดยมี
ประเทศจีนและอินเดีย เป็นประเทศหลักในการผลิตข้าว  (Vijay and Roy, 2018) ซึ่ งปัจจุบัน
ประชากรมีจ้านวนเพิ่มมากขึ้น ท้าให้ความต้องการอาหารของโลกเพิ่มขึ้น 40 เปอร์เซ็นต์ แต่
ทรัพยากรอาหารกลับมีปริมาณท่ีลดลงไม่เพียงพอต่อความต้องการของผู้บริโภค (Katara et al., 
2017) จึงได้มีการปรับปรุงพันธุ์ข้าว ให้มีผลผลิตดีขึ้น โดยน้าเทคโนโลยีข้าวลูกผสมมาใช้เพื่อให้มี
ผลผลิตมากขึ้น เพียงพอต่อความต้องการของผู้บริโภค ซึ่งมีรายงานว่าข้าวลูกผสมให้ผลผลิตสูงกว่า
ข้าวพันธุ์ปลูกท่ัวไป 15-20 เปอร์เซ็นต์ จึงเป็นผลท้าให้มีการพัฒนาข้าวลูกผสมให้มีประสิทธิภาพและมี
คุณภาพดี เพื่อให้เพียงพอต่อความต้องการของประชากร (Ahangar, 2014)  

การผลิตข้าวลูกผสมโดยใช้ระบบสามสายพันธุ์ (Three-line system) ซึ่งมีการใช้สายพันธุ์
เรณูเป็นหมัน (A-line) ท่ีมีเรณูเป็นหมัน ท้าหน้าท่ีเป็นต้นแม่ในการผลิตลูกผสม สายพันธุ์รักษาความ
เป็นหมัน (B-line) ท่ีมีเรณูปกติสามารถผสมตัวเองได้ แต่ไม่มียีนแก้ความเป็นหมัน ท้าหน้าท่ีเป็น 
ต้นพ่อในการผลิตเมล็ดสายพันธุ์เรณูเป็นหมัน และสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line) ท่ีมีเรณูท่ีปกติ
และมียีนแก้ความเป็นหมัน มีหน้าท่ีแก้ความเป็นหมันให้กับสายพันธุ์เรณูเป็นหมัน (Katarae et al., 
2017; พชระ, 2555; ดวงพร และคณะ, 2556) ซึ่งความเป็นหมันของเรณู มี 2 แบบ คือ ความเป็น
หมันท่ีควบคุมด้วยสภาพแวดล้อม (Environment-conditioned genetic male sterility; EGMS) 
และความเป็นหมันท่ีควบคุมด้วยยีนในไซโทพลาซึม (Cytoplasmic male sterility; CMS) (Huang 
et al., 2014; กนกวรรณ, 2559)  

ระบบ CMS เป็นระบบความเป็นหมันของเรณูท่ีควบคุมด้วยยีนในไมโทคอนเดรีย ซึ่งอยู่
ภายในไซโทพลาซึมและถ่ายทอดลักษณะเรณูเป็นหมันจากแม่ไปสู่ลูก สามารถแก้หมันได้ ด้วยยีน 
restoring fertility (Rf) โดยเป็นยีนแก้ความเป็นหมันท่ีอยู่ในนิวเคลียส ระบบ CMS สามารถแบ่งได้
เป็นหลายแบบ ตามพันธุ์ข้าวท่ีพบการเกิดความเป็นหมัน เช่น ระบบ WA-CMS (Wild abortive 
cytoplasmic male sterility) ความเป็นหมันได้มาจากข้าวป่า Oryza rufipogon (O. rufipogon) 
ระบบ BT-CMS ได้มาจากข้าวพันธุ์  Chinsurah Boro II (indica) และระบบ HL-CMS ได้มาจาก 
ข้าวป่า Red-awned (O. rufipogon) เป็นต้น (Nematzadeh and Kiani 2010; Cai, et al., 2013; 
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Huang et al., 2014, Seesang et al., 2014 ; Katara et al., 2017) จากงานวิจัยการผลิตข้าว
ลูกผสมของประเทศจีนท่ีท้าการผลิตข้าวลูกผสมเป็นพันธุ์การค้า 90 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ระบบข้าว
ลูกผสมท่ีประเทศจีนใช้ คือ ระบบ WA-CMS และได้มีการศึกษาระบบนี้ในข้าว indica เป็นจ้านวน
มาก (Kiani, 2015)  
 การจ้าแนกกลุ่มของข้าวในระบบสามสายพันธุ์ท้าได้โดยการสังเกตความสมบูรณ์ของเรณูและ
เมล็ดของลูกผสมระหว่างพันธุ์ท่ีต้องการทดสอบกับพันธุ์เรณูเป็นหมัน จากการศึกษาการถ่ายทอด
ลักษณะความเป็นหมันของเรณูระบบ WA-CMS ของประชากรข้าว F2 จ้านวน 10 คู่ผสม ด้วยการ
ย้อมเรณูด้วยสารละลายไอโอดีนโพแทสเซียมไอโอไดด์ (I2-KI) พบข้าว 6 คู่ผสมมีอัตราส่วนของเรณู
ปกติต่อเรณูเป็นหมันเป็น 15:1 แสดงว่ามียีนจ้านวน 2 คู่ ท่ีควบคุมลักษณะการแก้ความเป็นหมัน 
และพบข้าว 3 คู่ผสม มีอัตราส่วนของเรณูปกติต่อเรณูเป็นหมันเป็น 3:1 แสดงว่ามียีนจ้านวน 1 คู่ ท่ี
ควบคุมลักษณะการแก้ความเป็นหมัน จึงสรุปได้ว่า ยีนแก้ความเป็นหมันของเรณูของระบบ WA-CMS 
ในแต่ละคู่ผสมท่ีศึกษาจะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์พ่อแม่ในแต่ละคู่ผสม (ดวงพร และคณะ, 2556) 

นอกจากการจ้าแนกข้าวด้วยวิธีการย้อมเรณูของลูกผสมระหว่างพันธุ์ทดสอบกับพันธุ์เรณูเป็น
หมัน ได้มีการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการตรวจสอบยีนแก้หมันในข้าวแต่ละสายพันธุ์ ท้าให้ทราบถึง
การแก้ความเป็นหมันระบบ WA-CMS ท่ีควบคุมด้วยยีน 2 ต้าแหน่ง คือ ยีนต้าแหน่ง Rf3 และยีน
ต้าแหน่ง Rf4 โดยมีรายงานว่า เครื่องหมาย DRRM_RF3_10 (Suresh et al., 2012), RM315, 
RM443, RM1 และ RM3148 สัมพันธ์กับยีนต้าแหน่ง Rf3 (Nematzadeh and Kiani, 2010; Kiani, 
2015 ) ส้ าห รับ เค รื่ อ งห ม าย  RMS_PPR9-1, RMS_PPR9-4 (Pranathi et al., 2016), PPR10 
(Pongjaroenkit, 2017) RM294 (Jing et al., 2001), RM171 (Nematzadeh and Kiani, 2010), 
RM258, RM6344, RM591, RM3123 (Kiani, 2015) แ ล ะ  RM6100 (Revathi et al., 2013) 
สัมพันธ์กับยีนต้าแหน่ง Rf4  

ในงานวิจัยครั้งนี้ท้าการศึกษาการท้างานของยีนแก้หมันในระบบ WA-CMS ของข้าวไทยโดย
น้าข้อมูลจากการตรวจจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีรายงานว่าสัมพันธ์กับยีนแก้หมันต้าแหน่ง 
Rf3 และ Rf4 เปรียบเทียบกับข้อมูลทางฟีโนไทป์ท่ีได้จากการย้อมเรณูและการติดเมล็ดเพื่อใช้ในการ
จัดจ้าแนกข้าวไทย ท่ีท้าการศึกษาว่าเป็นข้าวสายพันธุ์รักษาความเป็นหมัน (B-line) หรือสายพันธุ์แก้
ความเป็นหมัน (R-line) เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวลูกผสมในอนาคตต่อไป 
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วัตถุประสงค์ 

 1. เพื่อศึกษาการท้างานของยีนแก้ความเป็นหมันของเรณูในข้าวไทย 
 2. เพื่อจ้าแนกข้าวไทยว่าเป็นสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line) หรือสายพันธุ์รักษาความ
เป็นหมัน (B-line)  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ข้อมูลการท้างานของยีนแก้ความเป็นหมันของเรณู และกลุ่มของข้าวไทยท่ีศึกษาว่าเป็นสาย
พันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line) จะเป็นพื้นฐานในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวไทยพนัธุ์ดีให้เป็นข้าวลูกผสม
ต่อไป   
 

 

 
 



 

บทท่ี 2 
ตรวจเอกสาร 

 
 ข้าว (Oryza sativa L.; O. sativa L. ) จัดอยู่ในสกุลออไรซา (Genus Oryza) ของวงศ์เกร
มินี (Family Paoceae หรือ Gramineae) มีจ้านวนโครโมโซม 2 ชุด เป็น 24 แท่ง (2n=24) จัดเป็น
แหล่งอาหารท่ีส้าคัญของโลก เนื่องจากเป็นแหล่งพลังงาน ข้าวสามารถเจริญเติบโตได้ดีในเขตร้อน 
และเขตอบอุ่น โดยเฉพาะแถบทวีปเอเชีย (บุญหงส์, 2547; ศุภนาถ, 2560)   
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของข้าว 

 1. ลักษณะท่ีเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต ประกอบด้วย 3 ส่วน ได้แก่ (บุญหงส์, 2547) 
  1.1 ราก  (root) เป็ น ระบบรากฝอย ( fibrous root system) ประกอบด้วย  
ราก 2 ชนิด ได้แก่ รากท่ีงอกมาจากเรดิเคิล (radicle) เป็นรากช่ัวคราว มีลักษณะโคนโตและปลาย
เรียว ท้าหน้าท่ีรองรับส่วนต่างๆ ของต้นข้าวให้ทรงตัว เป็นรากปฐมภูมิ (primary root) เรียกว่า 
รากแรกเกิด (seminal root) รากอีกชนิดหนึ่งเป็นรากทุติยภูมิ (secondary root) จะงอกออกมา 
จากส่วนข้อของล้าต้นใหม่ เป็นรากท่ีทดแทนรากแรกเกิดเมื่อต้นข้าวเจริญเติบโต เรียกว่า รากเสริม 
(adventitious root)  
  1.2 ล้าต้น (stem) ล้าต้นเป็นทรงกลม กลวงบริเวณส่วนกลางและแบ่งเป็นปล้อง 
(internode) มีจ้านวนปล้องประมาณ 20-30 ปล้อง มีข้อ (node) กั้นระหว่างปล้อง ซึ่งบริเวณข้อ จะ
มีตา (bud) ข้อละ 1 ตา ความสูงของต้นอยู่ระหว่าง 100-200 เซนติเมตร ขึ้นอยู่กับพันธุ์ข้าวและ
ส ภ าพ แ ว ด ล้ อ ม  เมื่ อ ต้ น ข้ า ว ส ม บู ร ณ์ จ ะ มี ก า ร แ ต ก ก อ  (tillering) เป็ น ข้ า ว ต้ น ให ม่ 
จากบริเวณตา  
  1.3 ใบ (leaf) จัดเป็นใบเด่ียว (simple leaf) เป็นใบแท้ มีลักษณะเป็นแผ่นแบนบาง
ค่อนข้างยาว ประกอบด้วย 2 ส่วน ได้แก่ ตัวใบ (leaf blade) ยื่นออกจากล้าต้น ท้ามุมกว้างหรือแคบ
ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ เส้นใบของข้าวจะขนานกันต้ังแต่โคนถึงปลายใบ และมีเส้นกลางใบ (midrib) 
แบ่ งใบข้าวออกเป็น  2 ส่วน เท่าๆ กั น  อีก ส่วนหนึ่ ง คือ กาบใบ (leaf sheath) มีข้อ ต่อใบ 
(leaf collar) แบ่งตัวใบและกาบใบให้แยกออกจากกัน กาบใบท้าหน้าท่ี ล้าเลียงน้้าและอาหารจาก
รากไปยังล้าต้นและบริเวณใบ จากนั้นใบท้าหน้าท่ีสังเคราะห์แสงจากใบไปยังส่วนต่างๆ ของต้น 
 2. ลักษณะท่ีเกี่ยวข้องกับการสืบพันธุ์ ส่วนท่ีใช้ในการขยายพันธุ์ คือ เมล็ด เมล็ดนั้นได้จาก
การผสมระหว่างเรณูและเกสรเพศเมียท่ีผสมกันภายในดอก และพัฒนาต่อจนได้เป็นเมล็ด  
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  2.1 ช่ อ ดอ ก ห รื อ ร ว งข้ า ว  ( inflorescence or panicle) เกิ ด จ าก ด อ ก ข้ า ว 
(spikelets) รวมกันหลายๆ ดอก เกิดเป็นช่อติดอยู่บนแขนง (branches) ท่ีแตกออกไปจากแกนกลาง
ของช่อดอก เมื่อเกิดการผสมระหว่างเรณูและเกสรเพศเมียภายในดอก จะมีการพัฒนาเป็นเมล็ด
ภายในดอก เรียกช่อดอกท่ีพัฒนาไปเป็นเมล็ดว่า รวงข้าว ประกอบด้วย ส่วนล่างสุดของรวงข้าว 
เรียกว่า ฐานรวง (panicle base or neck) ลักษณะเป็นวงแหวนสีขาวเป็นจุดก้าเนิดของแขนงล้าดับ
ท่ีหนึ่ง (primary branch) และมีการแตกแขนงล้าดับท่ีสอง (secondary branch) และแขนงล้าดับท่ี
สาม (tertiary branch)  
  2.2 ดอกข้าว (spikelet) ประกอบด้วย กลีบดอกใหญ่ (lemma) และกลีบดอกเล็ก 
(palea) สองส่วนนี้จะประสานกัน เฉพาะบริเวณส่วนฐานซึ่งติดอยู่กับก้านส้ันๆ เรียกว่า ขั้วดอก 
(rachilla) บริเวณปลายของกลีบดอกใหญ่มีลักษณะแหลมยื่นออกมาก เรียกว่า หาง (awn) ซึ่งในข้าว
ป่าจะมีหางยาว แต่พันธุ์ปลูกจะไม่มีหางหรือหางส้ันมาก ภายในดอกข้าวแต่ละดอก ประกอบด้วย 
เกสรเพศผู้ (stamen) จ้านวน 6 อัน มีลักษณะเป็นกระเปาะสีเหลือง เรียกว่า อับเรณู (anther) ซึ่ง
บรรจุเรณูขนาดเล็กจ้านวนมาก อับเรณูจะติดอยู่บนก้านชูเรณู (filament) เช่ือมติดกับฐานรองดอก 
ส่วนเกสรเพศเมีย (pistil) ประกอบด้วยยอดเกสรเพศเมีย (stigma) ท้าหน้าท่ีรองรับเรณู มีลักษณะ
คล้ายขนนก 2 อัน อยู่บนก้านเกสรเพศเมีย (style) เช่ือมติดกับรังไข่ (ovary) ภายในรังไข่ จะมีไข่ 
(ovule) เมื่อได้รับการผสมจะมีการพัฒนาไปเป็นเมล็ด 
  ดอกข้าว จัดให้ เป็นดอกสมบูรณ์ เพศ (perfect flower) ท่ีมีการผสมตัวเอง  
(self-pollination) เนื่องจากมีเรณูและเกสรเพศเมียอยู่ในดอกเดียวกัน การผสมตัวเองเกิดในช่วงเช้า 
ก่อนท่ีกลีบดอกจะบาน โดยการบานของกลีบดอกจะเริ่มบานจากปลายช่อดอกมาสู่โคนช่อดอก จะมี
การผสมเกสรภายใน 7 วัน ส่วนดอกท่ีได้รับการผสมแล้วใช้เวลาประมาณ 30 วัน ในการพัฒนาเป็น
เมล็ด ในแต่ละรวงอาจมีเมล็ดประมาณ 100-200 เมล็ด ส้าหรับข้าวท่ีเป็นหมันในระบบไซโทพลาซึม 
จะมีลักษณะของเรณูจะฝ่อ คอรวงจะส้ันรวงจึงไม่โผล่พ้นใบธง ดังภาพท่ี 1 
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ภาพที่ 1 ลักษณะของช่อดอก และดอกข้าวของข้าวสายพันธุ์ปกติ และสายพันธุ์ที่มีเรณูเป็นหมัน 
(male sterile) 
ท่ีมา : พิชญสิณี (2558)  
 
  2.3 เมล็ด (seed) ประกอบด้วย ส่วนท่ีเป็นแป้ง และคัพภะ (endosperm) เมล็ด
หุ้มด้วยเย่ือหุ้มช้ันนอก (pericarp) เยื่อหุ้มช้ันกลาง (seed coat and nucellus) และเย่ือหุ้มช้ันใน 
(aleurone layer) ท่ีพัฒนาขึ้นมาหลังจากเกิดการผสมระหว่างเรณูและเกสรเพศเมีย โดยรังไข่ 
จะกลายเป็นแป้ง และไข่กลายเป็นคัพภะ ท้ังสองส่วนนี้เป็นส่วนของเมล็ดข้าว จะมีเปลือกท่ีมาจาก
กลีบดอกหุ้มอยู่ ซึ่งเรียกท้ังเมล็ดนี้ว่า ข้าวเปลือก (paddy)  
 
การจ าแนกกลุ่มข้าว 

 การจ้าแนกกลุ่มข้าว อาศัยความรู้ด้านอนุกรมวิธาน โดยใช้ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของข้าว 
แบ่งกลุ่มข้าว ได้เป็น 3 กลุ่ม ดังนี้  O. sativa L. เป็นข้าวท่ีปลูกกันท่ัวไปในส่วนต่างๆ ของโลก  
O. glaberrima Strud ปลูกเฉพาะในแอฟริกา และข้าวป่าท่ีพบตามธรรมชาติ เช่น O. perenis และ
O. rufipogon ข้าวป่าเป็นแหล่งทรัพยากรท่ีส้าคัญ เนื่องจากมีลักษณะต้านทานต่อโรค และแมลง จึง
มีการน้าข้าวป่ามาใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์ เช่น การพัฒนาข้าวปลูกท่ีมีความต้านทานต่อ
เพล้ียกระโดดสีน้้าตาล โดยการน้าข้าวป่า ผสมกลับไปยังข้าวพันธุ์ปลูก เพื่อท้าให้ข้าวพันธุ์ปลูกมี
ลักษณะท่ีต้านต่อเพล้ียกระโดดสีน้้าตาล (บุญหงส์, 2547) นอกจากข้าวป่าจะเป็นแหล่งพันธุกรรมของ
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ลักษณะต้านทานโรคและแมลงแล้ว ยังเป็นแหล่งของยีนควบคุมความเป็นหมันของเรณู ท่ีใช้ส้าหรับ
การปรับปรุงพันธุ์ข้าวลูกผสมอีกด้วย (Li et al., 2007)  
 นอกจากนี้ข้าว O. sativa ยังสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ข้าว Indica, Japonica และ 
Javanica จ้าแนกโดยการอาศัยลักษณะภายนอกท่ีส้าคัญ ดังตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1 ความแตกต่างท่ีส้าคัญของข้าว Indica, Japonica และ Javanica 

ลักษณะ 
ชนิดของข้าว 

 Indica  Japonica Javanica 
ใบ สีเขียวอ่อนและกว้าง สีเขียวเข้มและแคบ สีเขียวอ่อน กว้าง และ

แข็ง 
ต้น ต้นสูงและอ่อน ต้นเต้ียและแข็ง ต้นสูงและแข็ง 
การแตกกอ มาก ปานกลาง น้อย 
เมล็ด ยาวและค่อนข้างแบน สั้นและค่อนข้างกลม กว้างและหนา 
หางของเมล็ด ส่วนใหญ่ไม่มีหาง ไม่มีหางจนถึงหางยาว ไม่มีหางหรือหางยาว 
ขนบนเปลือกข้าว สั้นและน้อย ยาวและมาก ยาว 
การร่วงของเมล็ด ร่วงง่าย ร่วงยาก ร่วงยาก 
ความแข็งของเน้ือเยื่อ อ่อน แข็ง แข็ง 
การตอบสนองต่อช่วงแสง แตกต่างกันในระดับการ

ตอบสนองต่อช่วงแสง 
แตกต่างกันในระดับการ
ตอบสนองต่อช่วงแสง 

ตอบสนองต่อช่วงแสง
เพียงเล็กน้อย 

ท่ีมา: บุญหงส์ (2547) 
 
ลูกผสม 

 ลูกผสม (hybrid variety) คือ ลูกผสมช่ัวแรกท่ีได้จากการผสมระหว่างเรณูจากต้นพ่อและ
เกสรเพศเมียจากต้นแม่ท่ีมีความแตกต่างกันทางพันธุกรรม ซึ่งพ่อแม่อาจเป็นพันธุ์แท้ ( inbred line) 
หรือไม่ใช่พันธุ์แท้ ชนิดของลูกผสมมีดังนี้ (วันชัย, 2542) 
  ลูกผสมเด่ียว (single cross hybrid) เป็นลูกผสมช่ัวแรกท่ีได้จากการผสมระหว่าง 
พันธุ์แท้ (inbred line) 2 สายพันธุ์ ท่ีมีความแตกต่างกันทางพันธุกรรม เนื่องจากมีความดีเด่น 
ของลูกผสม (hybrid vigour) สูง มีความสม่้าเสมอของลักษณะต่างๆ แต่มีข้อเสีย คือ ผลผลิตและ
คุณภาพของเมล็ดพันธุ์ต้่ากว่าลูกผสมแบบอื่น แต่มีวิธีแก้ไขโดยใช้สายพันธุ์แท้ท่ีมีความใกล้เคียงกัน 
มาผสมกันเพื่อสร้างสายพันธุ์แม่ (A1xA2) ส่วนพันธุ์พ่อซึ่งอาจสร้างจากการผสมสายพันธุ์แท้ท่ีแตกต่าง
กันแต่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน (B1xB2) หรืออาจใช้สายพันธุ์แท้ โดยวิธีนี้ เรียกว่า ลูกผสมเด่ียว
ประยุกต์ (modified single-crosses) ท้าให้ได้ผลผลิตของเมล็ดลูกผสมมากกว่าวิธีเดิม 
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  ลูกผสมคู่ (double cross) เป็นลูกผสมท่ีมาจากสายพันธุ์แท้ 4 สายพันธุ์ ลูกผสม 
ช่ัวแรกเกิดจากการผสมระหว่างลูกผสมเด่ียว 2 พันธุ์ ซึ่งผลผลิตของลูกผสมคู่ไม่มีความสม่้าเสมอของ
ลักษณะต่างๆ เท่ากับลูกผสมเด่ียว  
  ลูกผสมสามทาง (three-way cross) เป็นลูกผสมท่ีมาจากการผสมระหว่างลูกผสม
เด่ียว ผสมกับพันธุ์แท้หนึ่งสายพันธุ์ นิยมใช้ต้นแม่ท่ีเป็นลูกผสมเด่ียว ลูกผสมสามทางมีข้อดี คือ 
ผลผลิตของลูกผสมสามทางไม่ด้อยกว่าลูกผสมเด่ียวมากนัก และยังใช้ต้นทุนในการผลิตน้อยกว่าและ
ผลิตได้ง่ายกว่า  
 
การผลิตข้าวลูกผสม 

 ข้าวลูกผสม เป็นข้าวท่ีได้จากการผสมระหว่างพันธุ์แท้ 2 พันธุ์ ท่ีมีความแตกต่างกันทาง
พันธุกรรม โดยลูกผสมช่ัวท่ี 1 ให้ลักษณะทางปริมาณหรือทางคุณภาพท่ีดีขึ้นกว่าพ่อแม่ ในการผลิต
ข้าวลูกผสม จะใช้แรงงานในการก้าจัดเรณูในต้นแม่ ท้าให้มีต้นทุนในการผลิตสูง ประเทศไทยจึงมีการ
ใช้เทคโนโลยีลูกผสมสามทาง ซึ่งเป็นการใช้ข้าว 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ที่มีเรณูเป็นหมัน (A-line) ใน
ไซโทพลาซึม และไม่มียีนแก้ความเป็นหมันในนิวเคลียส มีจีโนไทป์เป็น CMS(rfrf) สามารถสร้างด้วย
การน้าพันธุ์แท้ผสมกลับไปหาพันธุ์ท่ีมีเรณูเป็นหมันจ้านวน 6-9 ช่ัว สายพันธุ์ท่ีรักษาความเป็นหมัน 
(B-line) เป็นข้าวท่ีมีลักษณะเหมือนกับสายพันธุ์เรณู เป็นหมัน ยกเว้นไม่มียีนหมันของเรณูใน 
ไซโทพลาซึมมีจีโนไทป์เป็น F(rfrf) ท่ีจะน้ามาใช้ในการผลิตเมล็ดสายพันธุ์เรณูเป็นหมัน โดยน้าสาย
พันธุ์รักษาความเป็นหมัน มาผสมกับสายพันธุ์เรณูเป็นหมัน และสายพันธุ์ที่แก้ความเป็นหมัน (R-line) 
เป็นสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (restorer gene) ในนิวเคลียสมีจีโนไทป์เป็น F(RfRf) ดังภาพท่ี 2 หรือ
ได้จากการเปล่ียนพันธุ์แท้ท่ีต้องการ โดยการผสมพันธุ์แท้ท่ีต้องการเปล่ียนกับลูกผสมของสายพันธุ์แก้
ความเป็นหมัน กับพันธุ์เรณูเป็นหมัน จะได้ลูกท่ีมีเรณูปกติ และเป็นหมันอย่างละครึ่ง จากนั้นน้าพันธุ์
ท่ีต้องการเปล่ียน ผสมกลับกับลูกท่ีมีเรณูปกติ จ้านวน 6-9 ช่ัว จนได้สายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน เพื่อ
ใช้เป็นสายพันธุ์พ่อท่ีใช้ในการผลิตข้าวลูกผสม (หยวน, 2533; บุญหงส์, 2547; กรมการข้าว, ม.ป.ป.)  
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ภาพที่ 2 ขั้นตอนการผลิตข้าวลูกผสมสามทาง 
ท่ีมา: พชระ (2555)  
 
ข้าวลูกผสมในประเทศไทย 

 ประเทศไทยเริ่มท้าการวิจัยและพัฒนาพันธุ์ข้าวลูกผสม เมื่อปี พ .ศ. 2511 โดยกรมการข้าว 
ได้น้าข้าวสายพันธุ์เรณูเป็นหมัน และข้าวลูกผสมจากสถาบันวิจัยข้าวนานาชาติ และจากสาธารณรัฐ
ประชาชนจีน เพื่อใช้ในการพัฒนาลูกผสมสามทาง พบว่าสายพันธุ์ข้าวท่ีน้าเข้าจากต่างประเทศไม่
เหมาะสมกับสภาพแวดล้อมของประเทศไทย จึงได้ท้าการพัฒนาสายพันธุ์ความเป็นหมันใน  
ไซโทพลาซึม (CMS) ด้วยการทดสอบและคัดเลือกสายพันธุ์ท่ีมีความเป็นหมันจากข้าวไทยพันธุ์ดี ให้
ผลผลิตสูง โดยเน้นให้ลูกผสมมีคุณภาพเมล็ดดีเหมือนข้าวไทย ในปี พ .ศ. 2537 พบว่า มีข้าวลูกผสม 
2-3 สายพันธุ์ท่ีให้ผลผลิตสูงกว่าข้าวพันธุ์ดี เช่น คู่ผสม RD21A-23xRD11 ให้ผลผลิตสูงถึง 1,264 
กิโลกรัมต่อไร่ ซึ่งสูงกว่าพันธุ์ชัยนาท 1 และสุพรรณบุรี 1 แต่เกณฑ์ในการผลิตเมล็ดข้าวลูกผสมอยู่ใน
ระดับต้่ามาก (บริบูรณ์, 2550 อ้างโดย วิบูล, 2555) ท้าให้ราคาเมล็ดพันธุ์ข้าวลูกผสมมีราคาแพงมาก
เช่นกัน จึงต้องหาวิธีการผลิตเมล็ดพันธุ์ข้าวให้ใช้เมล็ดน้อยลง เพื่อคุ้มกับการลงทุน (นิตยา และคณะ, 
2552 อ้างโดย วิบูล, 2555) โดยวัตถุประสงค์ของโครงการผลิตข้าวลูกผสมในประเทศไทย คือ การ
สร้างสายพันธุ์ข้าวส้าหรับการผลิตข้าวลูกผสมให้เหมาะกับประเทศไทย การสร้างสายพันธุ์ข้าวลูกผสม
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ให้มีผลผลิตเฉล่ียสูงกว่า 1,000 กิโลกรัมต่อไร่ และ การศึกษาวิธีผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสมให้ได้ 160-200 
กิโลกรัมต่อไร่  
 ในปัจจุบันมีพันธุ์ข้าวลูกผสมท่ีกรมการข้าวได้รับรองพันธุ์ จ้านวน 2 พันธุ์ คือ ข้าวเจ้าลูกผสม
พันธุ์ กขผ1 เป็นข้าวเจ้าลูกผสม ผลิตโดยใช้วิธี ลูกผสมสามทาง โดยมีสายพันธุ์แม่ท่ีให้ความเป็นหมัน
ของเรณู (A-line) คือ IR79156A ของ IRRI สายพันธุ์รักษาความเป็นหมัน (B-line) คือ IR79156B 
และสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line) คือ JN29-PTT-43-1-5-5-1-3-1R เริ่มปลูกทดสอบเพื่อดู
ความดีเด่นเหนือพ่อแม่ เมื่อปี พ.ศ. 2549 และ พ.ศ. 2554 จึงได้รับรองพันธุ์จากกรมการข้าว โดยข้าว
เจ้าลูกผสม กขผ1 เป็นข้าวเจ้าไม่ไวต่อช่วงแสง ให้ผลผลิตเฉล่ีย 1,006 กิโลกรัมต่อไร่ ซึ่งสูงกว่าพันธุ์ 
ปทุมธานี 1 และสุพรรณบุรี 1 ร้อยละ 51 และ 23 ตามล้าดับ ส่วนข้าวลูกผสมอีกพันธุ์ คือ ข้าวเจ้า
ลูกผสม ซีพี 304 เป็นพันธุ์ข้าวลูกผสมท่ีพัฒนามาจากบริษัท เจริญโภคภัณฑ์เมล็ดพันธุ์ จ้ากัด เริ่ม
พัฒนาต้ังแต่ พ.ศ. 2548-2553 ได้รับรองพันธุ์เมื่อปี พ.ศ. 2554 เจ้าลูกผสม ซีพี 304 เป็นข้าวเจ้าไม่ไว
ต่อช่วงแสง ให้ผลผลิตเฉล่ีย 938 กิโลกรัมต่อไร่ (ส้านักวิจัยและพัฒนาพันธุ์ข้าว, 2554 อ้างโดยวิบูล, 
2555) นอกจากนี้บริษัท เจริญโภคภัณฑ์เมล็ดพันธุ์ จ้ากัด ได้พัฒนาข้าวลูกผสม ซีพี 388 เหมาะ
ส้าหรับพื้นท่ีภาคเหนือ และซีพี 357 ท่ีมีลักษณะพิเศษ คือเมล็ดนุ่มคล้ายข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
(มูลนิธิชีววิถี, 2551; ยุพิน, 2553 อ้างโดยวิบูล, 2555) 
 
จ าแนกสายพนัธุ์ข้าวไทย (พชระ, 2555; ภวพร, 2555; สุวิทย์, 2555 อ้างโดย กนกวรรณ, 2559) 

 จากข้อมูลข้างต้นในการผลิตข้าวลูกผสม 3 ทาง มีการใช้ข้าว 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์เรณู
เป็นหมัน (A-line) สายพันธุ์รักษาความเป็นหมัน (B-line) และสายพันธุ์แกค้วามเป็นหมัน (R-line) ซึ่ง
ในประเทศไทยมีข้าวพันธุ์ดีหลากหลายสายพันธุ์ จึงมีการจ้าแนกสายพันธุ์ของข้าวไทยด้วยวิธีการย้อม
เรณูของลูกผสม F1 ท่ีได้มาจากการผสมระหว่างข้าวพันธุ์ A กับข้าวพันธุ์ดีของไทย โดยใช้สารละลาย 
I2-KI ซึ่งผลการจ้าแนกข้าวไทยเป็นกลุ่มรักษาความเป็นหมัน และกลุ่มแก้หมัน เพื่อน้าไปเป็นทางเลือก
ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวลูกผสม ซึ่งจากผลการศึกษาพบว่า สามารถจ้าแนกข้าวไทยได้ดังนี้ 
 กลุ่มรักษาความเป็นหมัน (B-line) ได้แก่ ข้าวพันธุ์ กข6, กข15, กข21, กข33, เหลืองประทิว 
123, หอมชลสิทธิ์, เจ้าหอมนิล, หอมสุพรรณบุรี, หอมมะลิแดง, มะลิโกเมนสุรินทร์, นางมลเอส-4, 
ปิ่นแก้ว 56,ดอกพะยอม, ขาวใหญ่, สินเหล็ก, เล็บมือนาง 111, ขาวตาแห้ง 17, แปดริ้ว, สกลนคร, 
สุพรรณบุรี 3, สุพรรณบุรี 60,  สุพรรณบุรี 80 และขาวดอกมะลิ 105 
 กลุ่มแก้ความเป็นหมัน (R-line) ได้แก่ ข้าวพันธุ์ กข47, ปราจีนบุรี 2, พลายงามปราจีนบุรี, 
ปทุมธานี 1, ปทุมธานี 80, หรือ กข31, พิษณุโลก 2, พิษณุโลก 60, ซิวแม่จันทร์, เข็มทองพัทลุง, เล็บ
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นก,เล็บนกปัตตานี, ลูกแดงปัตตานี, สังข์หยดพัทลุง, ชัยนาท 1, สุพรรณบุรี 1, สุพรรณบุรี 2 และสัน
ป่าตอง 1 
 
การพัฒนาของเรณู  

 การพัฒนาของเรณู (Pollen development) สร้างขึ้นภายในอับเรณู (anther) ของดอก 
การพัฒนาของเรณู แบ่งเป็น microsporogenesis และ microgametogenesis ท้ัง 2 ระยะนี้เป็น
การสร้าง mature microgametophytes (University of Leicester, no date)  
 Microsporogenesis เป็นการสร้างไมโครสปอร์ (microspores) เริ่มจาก microsporocyte 
(pollen mother cell) ซึ่งมีโครโมโซมจ้านวน 2 ชุด เข้าสู่การแบ่งเซลล์ไมโอซิส (meiosis) ได้เป็น
เซลล์ท่ีมีจ้านวนโครโมโซมจ้านวน 1 ชุด (haploid) จ้านวน 4 เซลล์ แต่ละเซลล์จะพัฒนาไปเป็น 
ไมโครสปอร์  
 Microgametogenesis เป็นการพัฒนาต่อจาก microsporogenesis เริ่มจากไมโครสปอร์ 
สร้างแวคิวโอล (vacuole) ขนาดใหญ่ขึ้น ได้เป็น polarized microspore หรือ unicellular pollen 
ท่ีเข้าสู่การแบ่งเซลล์ไมโทซิส (mitosis) ครั้งท่ี 1 ได้เป็น Bicellular pollen ภายในเซลล์ประกอบไป
ด้วย vegetative nucleus และ generative cell จากนั้นเข้าสู่การแบ่งเซลล์ไมโทซิส ครั้งท่ี 2 ได้
เป็น tricellular pollen จะมีการแบ่งของ generative cell ได้เป็น sperms cell จ้านวน 2 เซลล์ 
(University of Leicester no date) ดังภาพท่ี 3 
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ภาพที่ 3 การพัฒนาเรณู (Pollen development) 
ท่ีมา: Franchi et al. (1984) 

 จากการศึกษางานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า เรณูท่ีมีความผิดปกติของระบบ WA-CMS เกิดขึ้นใน
ระยะท่ีมี 1 นิวเคลียส (uninucleate stage) หรือ unicellular pollen ในส่วนของความผิดปกติของ
เรณูของระบบ HL-CMS เกิดขึ้นในระยะท่ีมี 2 นิวเคลียส (binucleate stage) หรือ bicellular 
pollen ส่วนระบบ BT-CMS และ LD-CMS เกิดขึ้นในระยะท่ีมี 3 นิวเคลียส (trinucleate stage) 
หรือ tricellular pollen (Li et al., 2007; Hu et al., 2014; พชระ, 2555)  

 
ระบบความเป็นหมัน 

 ความเป็นหมันของเรณู (male sterile) คือ การท่ีเรณูไม่สามารถท้างานได้เนื่องจากการ
พัฒนาของเรณูผิดปกติ สามารถเกิดได้หลายรูปแบบตามธรรมชาติ ซึ่งสาเหตุของการหมันของเรณูอาจ
เกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรม หรือการผ่าเหล่าของยีนเป็นผลท้าให้เกิด การสร้างเรณูท่ีผิดปกติ 
ไม่ เกิดการสร้างเรณู หรือสร้างเรณูแต่อับเรณูไม่แตก เป็นผลท้าให้ เรณูไม่สามารถท้างาน ได้ 
(Ivanov and Dymshits, 2007) ซึ่งความเป็นหมันนี้ได้ถูกน้ามาใช้ประโยชน์ในการผลิตลูกผสม 
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เพราะสามารถลดแรงงานและเวลาในการก้าจัดเรณูของต้นแม่ ท้าให้ผลิตลูกผสมได้เป็นจ้านวนมาก 
(พชระ, 2555)  
 
ปัจจัยที่ควบคุมความเป็นหมันของเรณูและยีนแก้ความเป็นหมัน 

 1. ความเป็นหมันของเรณู ท่ีควบคุมด้วยสภาพแวดล้อม  (Environment-conditioned 
genetic male sterility; EGMS) ซึ่ งความเป็นหมันแบบ EGMS มี 2 ระบบ คือ Photoperiod-
sensitive genetic male sterility (PGMS) ความเป็นหมันท่ีเกิดจากช่วงแสงหรือวันส้ันวันยาว โดย
เรณูจะเป็นหมันก็ต่อเมื่อช่วงวันยาว และเรณูจะปกติก็ต่อเมื่อช่วงวันส้ัน และ  Temperature-
sensitive genetic male sterility (TGMS) ความเป็นหมันท่ีเกิดจากอุณหภูมิ โดยเรณูจะเป็นหมันก็
ต่อเมื่อได้รับอุณหภูมิสูง (Huang et al., 2014)  

2. ความเป็นหมันของเรณูท่ีควบคุมด้วยยีนในไซโทพลาซึม (Cytoplasmic male sterility; 
CMS) ระบบ CMS มียีนควบคุมความเป็นหมันอยู่ในไซโทพลาซึม แบ่งเป็น 2 แบบ คือ ไซโทพลาซึม
ปกติ (F) และไซโทพลาซึมท่ีท้าให้เรณูเป็นหมัน (CMS) มียีนแก้ความเป็นหมัน (restoring gene; Rf) 
อยู่ในนิวเคลียส แบ่งเป็น 2 แบบ คือ ยีนเด่น (Rf) ท้าให้เรณูปกติ และยีนด้อย (rf) ท้าให้เรณูเป็นหมัน 
หากมียีน Rf ไม่ว่าจะอยู่รวมกับยีนในไซโทพลาซึมแบบ CMS หรือ F ท้าให้พืชมีเรณูท่ีปกติ หากมียีน 
rf อยู่ในนิวเคลียสรวมกับยีนในไซโทพลาซึมแบบ CMS ท้าให้พืชมีเรณูเป็นหมัน (พชระ, 2555) 
ความเป็นหมันของเรณูแบบ CMS มี 2 แบบ (หยวน, 2533) 
 2.1 Sporophytic system เป็นระบบความสมบูรณ์ของเรณูควบคุมด้วยจีโนไทป์ของ 
sporophyte หากเรณู มีจีโนไทป์เป็น CMS(rfrf) เรณูจะฝ่อ หากมีจีโนไทป์เป็น CMS(RfRf) หรือ 
F(RfRf) เรณูจะปกติ โดยมีคุณสมบัติดังนี้ 
  2.1.1 ลูกผสม F1 ท่ีได้จากการผสมกับสายพันธุ์ R เรณูจะเป็นปกติประมาณ 90 
เปอร์เซ็นต์ และเกิดการกระจายตัวของเรณูปกติต่อเป็นหมัน เป็น 3:1 ในประชากร F2 
  2.1.2 การฝ่อของเรณูในระยะแรก คือ uninucleate ของการพัฒนาไมโครสปอร์ 
  2.1.3 ส่ิงแวดล้อมมีผลน้อยต่อความเป็นหมันของเรณู มพีันธุ์ท่ีสามารถแก้หมันได้มี
น้อย เนื่องจากมีขอบเขตของการแก้ความเป็นหมันแคบ แต่มีพันธุ์ที่รักษาความเป็นหมันมาก 
 2.2 Gametophytic system เป็นระบบความสมบูรณ์ของเรณูควบคุมด้วยจีโนไทป์ของ 
gametophyte หากมีจีโนไทป์ในนิวเคลียสเป็น Rf เรณูจะปกติ และจีโนไทป์เป็น rf เรณูเป็นหมัน 
โดยมีคุณสมบัติดังนี้ 
  2.2.1 ลูกผสม F1 ท่ีได้จากการผสมกับสายพันธุ์ R เรณูจะเป็นปกติเพียงครึ่งหนึ่ง แต่
ลูกผสม F1 สามารถผสมตัวเองจนติดเมล็ดได้ และไม่พบเรณูเป็นหมันในประชากร F2 
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  2.2.2 การฝ่อของเรณูในระยะหลัง คือ binucleate เป็นต้นไป ของการพัฒนา 
ไมโครสปอร์  
  2.2.3 สายพันธุ์ท่ีสามารถแก้ความเป็นหมันได้มีหลายสายพันธุ์ เนื่องจากมีขอบเขต
ของการแก้ความเป็นหมันกว้าง 

นอกจากนี้ ยั งมีการแบ่งระบบความเป็นหมันแบบ CMS เป็นอีก  5 ระบบ ตามช่ือ 
สายพันธุ์ข้าว ดังนี้  

1. ระบบความเป็นหมัน BoroII-CMS (BT-CMS) เป็นหมันระบบแรก พบเมื่อปี ค.ศ.1954 ได้
ความเป็นหมันของเรณูมาจากข้าวพันธุ์ Chinsurah Boro II (O. sativa indica ) มีระบบความเป็น
หมันแบบ gametophytic มียีนควบคุมความเป็นหมันอยู่ในไมโทคอนเดรีย B-atp6-orf79 มียีนแก้
ความเป็นหมันในนิวเคลียส คือ ยีน Rf1A และ Rf1B ท่ีอยู่บนโครโมโซม 10 โดยยีนท้ังสองนี้จะอยู่บน
ต้าแหน่ง Rf1 ซึ่งเป็นรหัสของโปรตีน PPR (pentatricopeptide repeat) ส้าหรับยีน Rf1A โดยปกติ
จะแปลรหัสเป็นโปรตีนยาว 266 กรดอะมิโน แต่เมื่อเกิดการกลายพันธุ์แบบ Frameshift ท้าให้
โปรตีนถูกตัด จึงท้าให้อัลลีล Rf1A เปล่ียนเป็น อัลลีล rf1a ส้าหรับยีน Rf1b ได้การเปล่ียนแปลงของ
เบส1 ต้าแหน่ง (SNP) จากเบส A1235 ไปเป็นเบส G ท้าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ missense ส่งผลต่อ
โปรตีนโดยเกิดการเป ล่ียนแปลงกรดอะมิ โนจาก Asn412 ไปเป็น เป็น  Ser ท้าให้อัลลีล Rf1b 
เปล่ียนเป็น อัลลีล rf1b ซึ่งยีนท้ัง 2 นี้ มีหน้าท่ีในการยับยั้งยีนหมัน โดยยีน Rf1A หน้าท่ีในการตัด 
และยีน Rf1B หน้าท่ีในการสลาย mRNA ของยีน B-atp6-orf79  ท้าให้แก้หมันได้ (Huang et al., 
2014; Wang et al., 2007) 

2. ระบบความเป็นหมัน Lead rice-CMS (LD-CMS) ได้ความเป็นหมันของเรณูจากข้าวพันธุ์ 
Lead rice (O. sativa indica ) เป็นระบบความเป็นหมันแบบ gametophytic มียีนควบคุมความ
เป็นหมัน คือ L-atp6-orf79 มียีนแก้ความเป็นหมัน คือ ยีน Rf2  อยู่บนโครโมโซมท่ี 2 และยีน Rf1 ท่ี
อยู่บนโครโมโซม 10 ได้มีการวิเคราะห์ล้าดับเบสระหว่างข้าวพันธุ์ Kasalath (Rf2) กับข้าวพันธุ์ 
Nipponbare (rf2) พบว่า อัลลีล Rf2 เกิดการแทนท่ีของเบส T เป็นเบส C ส่งผลให้กรดอะมิโนตัวท่ี 
78 เปล่ียนจาก Isoleucine เป็น Threonine ท้าให้  ยีน Rf2 เปล่ียนเป็น อัลลีลด้อย rf2 จึงไม่
สามารถท้างานได้ โดยยีน Rf2 ไม่ใช่รหัสของโปรตีน PPR ซึ่งต่างจาก ยีน Rf ส่วนใหญ่ (Huang et 
al., 2014, Itabashi et al., 2011) 

3. ระบบความเป็นหมัน Wild abortive-CMS (WA-CMS) ในปี ค.ศ. 1970 หยวน ลองปิง 
ได้ความเป็นหมันของเรณูมาจากข้าวป่า (Wild abortive) ในหูหนาน มีระบบความเป็นหมันแบบ 
sporophytic โดยมียีนควบคุมความเป็นหมัน คือ WA352 มียีนแก้หมัน คือ ยีน Rf3 ท่ีอยู่บน
โครโมโซม 1 และยีน Rf4 ท่ีอยู่บนโครโมโซม 10 โดยยีน Rf4 ท้าหน้าท่ีในการตัด RNA ของยีน 
WA352 และ Rf3 ท้าหน้าท่ียับย้ังการแปลรหัสไปเป็นโปรตีนของ WA352 (Huang et al., 2014) 
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4. ระบบความเป็นหมัน Honglian-CMS (HL-CMS) ได้รับความเป็นหมันของเรณูมาจากการ
ผสมกลับระหว่าง ข้าวป่า ในไหหนาน คือ red-awned (O. rufipogon) กับ Lian-Tang-Zao (O. 
sativa indica) มีระบบความเป็นหมันแบบ gametophytic ยีนควบคุมความเป็นหมัน คือ atp-
orfH79 มียีนแก้หมัน คือ ยีน Rf6  ท่ีอยู่บนโครโมโซม 8 และยีน Rf5 ท่ีอยู่บนโครโมโซม 10 ซึ่งท้ัง 2 
ยีนเป็นรหัสของโปรตีน PPR ยีน Rf5 มีความคล้ายกับยีน Rf1a หรือ Rf1 คือ เป็นรหัสของโปรตีน 
PPR791 ยีน Rf5 เปล่ียนไปเป็น rf5 เกิดจากการเปล่ียนแปลงเบส 1 ต้าแหน่ง (SNP) จากเบส T791 
ไปเป็น A ท้าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ nonsense (TAT เป็น TAA) ซึ่ง Rf5 ท้างานร่วมกันกับโปรตีน 
GRP162 
ท้าหน้าท่ีในการตัด RNA ของยีน OrfH79 เช่นเดียวกับยีน Rf6 ในส่วนของยีน Rf6 มีการเพิ่มขึ้นของ
โปรตีนชนิด PPR3, PPR4 และ PPR5 ท้างานร่วมกับโปรตีน OsHXK6 ท้าหน้าท่ีตัด RNA ของ 
OrfH79 หากยีนท้างานเพียง 1 ยีน จะสามารถแก้ความเป็นหมันของลูก F1 ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ แต่หาก
ท้ังสองยีนท้างานจะสามารถแก้ความเป็นของลูก F1 ได้ถึง 75 เปอร์เซ็นต์ (Huang et al., 2014; 
Huang et al., 2015 ) 

5. ระบบความเป็นหมัน Chinese wild-CMS (CW-CMS) ได้รับความเป็นหมันของเรณูจาก
ข้าวป่า Chinese wild (O. rufipogon) มีระบบความเป็นหมันแบบ gametophytic ยังไม่ทราบถึง
ช่ือยีนควบคุมความเป็นหมัน มียีนแก้หมัน คือ ยีน Rf17 อยู่บนโครโมโซม 4 พบในข้าวพันธุ์ IR64 ซึ่ง
ในปัจจุบันมีการใช้ข้าวพันธุ์นี้ในการแก้หมันของระบบความเป็นหมัน CW-CMS โดยพบสนิปส์ (T/A) 
บริเวณ 2,286 คู่เบส ซึ่งอยู่ในโปรโมเตอร์ของยีน Rf17 (T) ท้าให้เปล่ียนเป็นอัลลีลด้อย rf17 (A) จึงไม่
สามารถแก้หมันได้ (Huang et al., 2014; Toriyama and Kazama, 2016) 

ซึ่งระบบความเป็นหมันของเรณูท่ีนิยมใช้ในการผลิตลูกผสม คือ ระบบ WA-CMS ซึ่งมียีน
ควบคุมความเป็นหมันจากข้าวพันธุ์ Zhenshan 97A คือ ยีน WA352 (Huang et al., 2014) มาจาก
การเรียงตัวใหม่ของ ยีน orf352 ภายในไมโทคอนเดรีย (Okazaki et al., 2013) ยีนแก้ความเป็น
หมันของระบบความเป็นหมัน  WA-CMS คือ ยีน ต้าแหน่ง Rf3 ประกอบด้วยยีน  4 ยีน  คือ 
Os01g09560, Os01g09670, Os01g10090 แ ล ะ  Os01g10800 (Suresh et al., 2 0 1 2 )  ยี น
ต้ าแหน่ ง Rf4 ประกอบด้ วยยีน  4 ยีน  คือ  PPR7, PPR8, PPR9 และ  PPR10 (Kazama and 
Toriyama, 2014) ระบบ WA-CMS สามารถสังเกตความเป็นหมันได้จากเรณู  (Kazama and 
Toriyama, 2014; Singh et al., 2014; Eidi-Kohnaki, 2015) มีการใช้สารละลาย I2-KI ย้อมเรณู
หากติดสีย้อมแสดงถึงเรณูปกติ แต่หากไม่ติดสีย้อมแสดงถึงความเป็นหมันของเรณู รวมไปถึง
ตรวจสอบการติดเมล็ด โดยการนับเมล็ดดีและเมล็ดฝ่อ เพื่อแสดงการแก้หมัน (Hasan et al., 2011; 
Eidi-Kohnaki, 2015) ซึ่งเป็นวิธีการท่ีง่ายในการตรวจสอบการแก้ความเป็นหมัน จึงเป็นท่ีนิยมในการ
ใช้ระบบนี้ศึกษาความเป็นหมัน  
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สาเหตุของความเป็นหมันของเรณูระบบ WA-CMS และการแก้หมัน 

โดยความเป็นหมันเกิดจากโปรตีน WA352 ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีเกิดจากการเรียงตัวใหม่ของจีโนม
ในไมโทคอนเดรีย ในข้าวที่มีเรณูปกติ (male fertile) จะมียีน OsCOX11 ซึ่งเป็นยีนท่ีอยู่ในนิวเคลียส 
ซึ่งโปรตีน OsCOX11 เป็นหน่วยย่อยของเอนไซม์ cytochome c oxidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีส้าคัญ
ต่อกระบวนการหายใจของพืช เพื่อสร้างพลังงาน ในข้าวที่มีเรณูเป็นหมัน (male sterile) ในเซลล์ของ
อับเรณู จะมีโปรตีน WA352 ไปยับยั้งการท้างานของโปรตีน OsCOX11 ท้าให้เกิดความผิดปกติ พบ 
reactive oxygen species (ROS) ในระดับสูง และ Cytochrome C ซึ่งหลุดออกมาอยู่ด้านนอกเย่ือ
หุ้มของไมโทคอนเดรียภายในไซโตซอล นอกจากนี้ โปรตีน WA352 มีผลท้าให้เกิด Premature 
programmed cell death (PCD)  ของเซลล์ทาพีตัมในอับเรณู แต่หากในข้าวที่มีเรณูเป็นหมัน แต่มี
ยีนแก้ความเป็นหมัน (Restorer gene : Rf) ภายในไมโทคอนเดรียมีโปรตีน WA352 ท่ีท้าให้เรณูเป็น
หมัน แต่เนื่องจากมียีนแก้หมันในนิวเคลียส คือ ยีน Rf3 และ Rf4 โดยยีน Rf4 ถอดรหัสและแปลรหัส
ได้เป็น โปรตีน Rf4 มีหน้าท่ีไปตัด mRNA ของยีน WA352 ในไมโทคอนเดรีย ท้าให้ mRNA ของยีน 
WA352 ไม่สามารถแปลรหัสไปเป็นโปรตีน WA352 ได้ แต่หากยังมี mRNA หลงเหลือจนสามารถ
แปลรหัสไปเป็น โปรตีน WA352 ได้ จะมีโปรตีน Rf3 เข้ามาท้าหน้าท่ีในการยับยั้งโปรตีน WA352 
ไม่ให้ไปยับยั้งการท้างานของโปรตีน OsCOX11 เป็นผลให้โปรตีน OsCOX11 สามารถท้างานได้
ตามปกติ ท้าให้เรณูไม่เป็นหมัน (Ma, 2013 and Lincoln et al., 2015) ดังภาพท่ี 4 

 

ภาพที่ 4 การท้างานของยีนหมัน และยีนแก้หมันของระบบ WA-CMS 
ท่ีมา : Lincoln et al. (2015) 
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โปรตีน Pentatricopeptide repeat (PPR) 

 ในพืชท่ีมีความเป็นหมันของเรณูระบบ CMS จะมี orf จ้านวนมากในจีโนมของไมโทคอนเด
รียท่ีแสดงออกถึงลักษณะความเป็นหมัน ซึ่ง orf ในจีโนมของไมโทคอนเดรียมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่
กับสายพันธุ์ โดยท่ัวไปแล้วระบบ CMS เกิดมาจากการเรียงตัวใหม่ของจีโนมในไมโทคอนเดรีย (Hu et 
al., 2014) นอกจากนี้ยังมียีน Rf (restorer gene) ท่ีอยู่ในนิวเคลียส ท้าหน้าท่ีในการแก้หมันระบบ 
CMS ซึ่งยีน Rf ส่วนใหญ่เป็นรหัสของโปรตีน PPR (Pentatricopeptide repeat) ซึ่งยีน Rf จะมี
ความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธุ์เช่นเดียวกันกับระบบความเป็นหมัน ตารางท่ี 2 (Hu et al., 
2014; Bohra et al., 2016; Chen et al., 2018) 
 โป รตีน  PPR (Pentatricopeptide repeat) มี ลักษ ณ ะของกรดอะมิ โน ท่ี ซ้้ ากั น  35  
กรดอะมิโน มีโครงสร้างเป็น helix-turn-helix ซึ่งมีบทบาทส้าคัญในการเจริญเติบโตของพืช โดย
โปรตีน PPR มีส่วนร่วมในกระบวนการหลังการถอดรหัส คือ การแก้ไขอาร์เอ็นเอ (RNA editing) การ
ตัด RNA (Splicing) ความเสถียร (stability) การตัด (cleavage) การสลาย (degradation) และ 
การแปลรหัส (translation) (Chen et al., 2018) ซึ่งโปรตีน PPR พบมากในไมโทคอนเดรีย จะพบ
ในพืชมากกว่าในสัตว์ เช่น ใน อะราบิดอบซิส และมะเขือเทศ มีโปรตีน PPR จ้านวน 441 ชนิดและ 
471 ชนิด ตามล้าดับ แต่ในคนและแมลงหวี่ กลับมีโปรตีน PPR แค่เพียง 6 ชนิด และ 2 ชนิดเท่านั้น 
จากตารางท่ี 2 จะเห็นได้ว่าระบบความเป็นหมัน CMS แต่ละระบบจะมียีนแก้ความเป็นหมันท่ี
แตกต่างกัน (Hu et al., 2014; Chen et al., 2018) 
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ตารางที่ 2 สายพันธุ์ข้าวของระบบความเป็นหมัน ยีน และโปรตีนแก้ความเป็นหมันของระบบ CMS 
ระบบ

ความเป็น
หมัน 

สายพันธุ์ให้ความ
เป็นหมัน 

อ้างอิง 
ต าแหน่งแก้

ความเป็นหมัน 
สายพันธุ์แก้ความ

เป็นหมัน 
ยีนที่แก้ความเป็นหมัน โปรตีน อ้างอิง 

BT-CMS 
Chinsurah Boro 

II 
Shinjyo and 

Omura (1966) 

Rf-1 

BTR PPR8-1 PPR 
Kazama and 

Toriyama 
(2003) 

IR24 PPR791 PPR 
Komori et al. 

(2004) 

MTC-10R Rf-1A,Rf-1B PPR 
Akagi et al. 

(2004) 

Rf1b C9083 - PPR 
Wang et al. 

(2006) 

LD-CMS Lead Rice 
Watanabe et 

al. (1968) 
Rf2 Kasalath LOC_Os02g17380.1 

Glycien 
rich 

Itabashi et al. 
(2011) 

WA-CMS 
O. sativa sp. 
spontaneae 

Lin and Yuan 
(1980) 

Rf4 

Minghui63 
PPR7-454-M 

PPR 
Tang et al. 

(2014) 
PPR9-782-M 
PPR10-454-M 

IR24 PPR782a PPR 
Kazama and 

Toriyama 
(2014) 

HL-CMS O. rufipogon 

see Huang et 
al. (2014) and 

reference 
therein 

Rf5 Milyang23 PPR791 PPR 
Hu et al. 
(2012) 

CW-CMS O. rufipogon 
Katsuo and 
Mizushima 

(1958) 
Rf17 CWR ORF11 - 

Fuji and 
Toryama 
(2009) 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Bohra et al. (2016) 
 
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการปรับปรุงพันธุ์พืช 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) คือ การใช้ดีเอ็น เอเป็นเครื่องหมายในการบ่งช้ี
ความจ้าเพาะของส่ิงมีชีวิต โดยต้าแหน่งของดีเอ็นเอสามารถอยู่ได้ท้ังบนโครโมโซมภายในนิวเคลียส 
(nucleus DNA) หรือออร์แกเนลล์ (mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) และสามารถ
ถ่ายทอดจากพ่อแม่ไป สู่ ลูกได้  ในพื ชแต่ละชนิดมีการเรียงตัวของล้าดับ เบสท่ีแตกต่างกัน
(polymorphisms) ท้าให้สามารถแยกความแตกต่าง ของพืชแต่ละชนิดออกจากกัน จึงน้าความ
แตกต่างนี้มาประยุกต์ใช้เป็นเครื่องหมายได้ ประเภทของเครื่องหมายดีเอ็นเอสามารถแบ่งได้เป็น 2 
ประเภท (สุรีพร, 2546)  

 1. Hybridization–based marker เป็นเครื่องหมายท่ีใช้หลักการเข้าคู่สมของดีเอ็นเอ 
ท่ีต้องการตรวจสอบกับดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) เช่น เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี (Restriction 
fragment length polymorphism; RFLP) เป็นเครื่องหมายท่ีพัฒนามาจากความแตกต่างของขนาด
ช้ินดีเอ็นเอท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ (restriction enzyme) ความแตกต่างนี้อาจเกิดจากการกลาย
พันธุ์ (mutation) ความผิดพลาดของเซลล์ หรือสภาพแวดล้อม ท้าให้เกิดการเปล่ียนแปลงล้าดับเบส
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ของส่ิงมีชีวิต ส่งผลให้ต้าแหน่งจดจ้า (recognition site) ของเอนไซม์ตัดจ้าเพาะเปล่ียนไป เมื่อน้า 
ดีเอ็นเอมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะชนิดเดียวกันจะได้ขนาดและจ้านวนช้ินของดีเอ็นเอต่างกัน จึงมา
ใช้ในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิต  

2. PCR-based marker เป็นเครื่องหมายท่ีใช้หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) ซึ่งเครื่องหมายประเภทนี้เป็นท่ีนิยมใช้กันใน
ปัจจุบัน เช่น เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite) หรือเอสเอสอาร์ (SSR marker) (สุรี
พร, 2546, จุฑาพร, 2555) เป็นบริเวณท่ีมีลักษณะซ้้าเรียงกันอยู่ต่อเนื่อง แต่ละชุดประกอบด้วยนิวคลี
โอไทด์ 1-6 นิวคลีโอไทด์ โดยบริเวณซ้้ากระจายท่ัวท้ังจีโนมไม่สม่้าเสมอบางบริเวณพบมาก บาง
บริเวณพบน้อยขึ้นอยู่กับส่ิงมีชีวิต การใช้เครื่องหมายชนิดนี้แยกความแตกต่างได้ โดยการใช้สายโอลิ
โกนิวคลีโอไทด์ท่ีเรียกว่า ไพรเมอร์ (primer) ท่ีมีล้าดับเบสคู่สมกับบริเวณท่ีอยู่ขนาบข้างกับบริเวณซ้้า
แล้วเพิ่มจ้านวนบริเวณซ้้าดังกล่าว จากนั้นวิเคราะห์ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟริซีส เพื่อแยกความแตกต่าง
ของจ้านวนซ้้าของดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด (สุรินทร์, 2552)  

การศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างข้าวท่ีมียีนแก้หมัน และข้าวที่มีความเป็นหมัน
ระบบ CMS โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SSR จ้านวน 16 เครื่องหมาย พบเครื่องหมาย SSR 
จ้านวน 10 เครื่องหมายท่ีสามารถใช้ในการแยกความแตกต่างได้  ยังมีเครื่องหมาย InDel และ
เครื่องหมาย SNPs ซึ่งเป็นเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีน โดยเครื่องหมาย InDel เป็นเครื่องหมายท่ีใช้
แยกความแตกต่างจากการเพิ่มขึ้น (Insertion) หรือการขาดหาย (Deletion) ไปของล้าดับเบสใน
ส่ิงมีชีวิต จากการวิจัยของ Pranathi et al. (2016) ได้พัฒนาเครื่องหมายท่ีมีความจ้าเพาะกับยีนแก้
หมันต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 เพื่อใช้แยกความแตกต่างของข้าวท่ีมียีนต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 ออกจาก
ข้าวที่ไม่มียีนแก้หมันได้  

ในส่วนของเครื่องหมายสนิปส์ (Single Nucleotide Polymorphism : SNPs) ซึ่งสนิปส์ คือ 
การแทนท่ีของนิวคลีโอไทด์บริเวณเดียวกันบนสายดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตหนึ่งๆ และไม่ท้าให้เกิดความ
ผิดปกติ ในส่ิงมีชีวิตมีการเกิดสนิปส์หลายต้าแหน่งจึงท้าให้เห็นความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ี
เกิดขึ้นระหว่างส่ิงมีชีวิต (ธีรพัฒน์, 2555) ซึ่งเทคนิคท่ีใช้ในการตรวจสอบสนิปส์ เช่น เทคนิค Tetra-
primer amplification refractory mutation system-polymerase chain reaction ( ARMS-
PCR) เป็น เทคนิค ท่ีใช้ไพรเมอร์ 4 เส้น  ในการท้า PCR คือ Forward Outer, Reverse Outer, 
Forward Inner และ Reverse Inner โดยไพรเมอร์ Forward Outer และ Reverse Outer จะเพิ่ม
จ้านวนบริเวณระหว่างสนิปส์ซึ่งไม่สามารถระบุอัลลีลได้อย่างจ้าเพาะ ในส่วนของ Forward Inner 
และ Reverse Inner สามารถระบุอัลลีลได้อย่างจ้าเพาะ เช่น บริเวณสนิปส์ G/A ของเฮเทอโรไซโกต 
โดยแถบท่ีจ้าเพาะท้ัง 2 แถบ เกิดจากการท่ีไพรเมอร์ Outer Forward และ Reverse Inner ซึ่ง
จ้าเพาะกับอัลลีล G และ Forward Inner และ Outer Reverse ท่ีจ้าเพาะกับอัลลีล A ในส่วนของ
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ไพรเมอร์ Outer จะอยู่ระหว่างบริเวณ SNP ซึ่งจะปรากฏแถบท่ีแสดงถึงความไม่จ้าเพาะ ซึ่งขนาด
ของแถบท่ีจ้าเพาะกับอัลลีล G/A มีขนาดท่ีแตกต่างกัน จึงสามารถวิเคราะห์ได้ด้วยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยหากส่ิงมีชีวิตแสดงจีโนไทป์เป็นโฮโมไซกัส A/A จะปรากฏแถบ ท่ีจ้าเพาะ
กับอัลลีล A และแถบท่ีไม่จ้าเพาะ หากแสดงจีโนไทป์เป็นโฮโมโซกัส G/G จะปรากฏแถบทีจ้าเพาะ
กับอัลลีล G และแถบท่ีไม่จ้าเพาะ หากแสดงจีโนไทป์เป็นเฮทเทอโรไซกัส G/A จะปรากฏแถบท่ี
จ้าเพาะกับอัลลีล A, อัลลีล G และแถบท่ีไม่จ้าเพาะ (ภาพท่ี 5) (Medrano and Oliveira, 2014 )  

 
ภาพที่ 5 การใช้เครื่องหมาย SNP และเทคนิค ARMS-PCR  
ท่ีมา : Medrano and Oliveira (2014) ดัดแปลงจาก Ye et al., 2001 
 

ได้มีการน้าบริเวณสนิปส์ท่ีแตกต่างกันมาใช้เป็นเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีน จากงานวิจัยของ 
Pongjaroenkit et al. (2017) ได้พัฒนาเครื่องหมาย SNP โดยใช้เทคนิค ARMS-PCR จากบริเวณ 
SNP ของยีนต้าแหน่ง Rf4 คือ ยีน PPR10 โดยการโคลนยีนจากข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 นางมล
เอส-4 ปทุมธานี 1 และสุพรรณบุรี 1 ผลจากการหาล้าดับเบสของยีน PPR10 จากข้าวไทยเหล่านี้ พบ
บริเวณสนิปส์ท่ีเบสต้าแหน่ง 1,392 ซึ่งท้าให้เกิดการเปล่ียนแปลงระดับโปรตีนจากโคดอนปกติ
เปล่ียนเป็นรหัสหยุด จึงน้าบริเวณนี้มาออกแบบเป็นเครื่องหมายสนิปส์ เพื่อใช้ในการแยกความ
แตกต่างระหว่างข้าวไทยพันธุ์รักษาความเป็นหมัน (B-line) ข้าวสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line ) 
ในระบบความเป็นหมัน WA-CMS นอกจากนี้ยังใช้ในการตรวจสอบลูกผสม F1 ได้ หากเป็นอัลลีล G 
จะให้แถบดีเอ็นเอขนาด 603 และ 416 คู่เบส และอัลลีล T จะให้แถบดีเอ็นเอขนาด 603 และ 242 คู่
เบส 
 ในปัจจุบันนิยมใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิต ท้ังในการศึกษา
ลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative traits) หรือลักษณะเชิงคุณภาพ (qualitative traits) เนื่องจาก
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เป็นเครื่องหมายท่ีมีประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตระหว่างชนิดหรือภายในชนิด 
พันธุ์ ประชากร และสายพันธุ์ โดยการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอมีข้อดี (จุฑาพร, 2555) คือ  

1. เครื่องหมายดีเอ็นเอความแม่นย้าสูงกว่าการสังเกตจากฟีโนไทป์  
2. เนื่องจากเป็นเครื่องหมายท่ีมีการพัฒนามาจากดีเอ็นเอโดยตรงท้าให้มี

เครื่องหมายจ้านวนมากให้เลือกใช้  
3. ผลจากการตรวจด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอมีความคงท่ี สามารถใช้เนื้อเย่ือ

จากใบ หรือเมล็ดก็ได้ เนื่องจากมีดีเอ็นเอเหมือนกัน  
4. ในการตรวจสอบนั้นใช้ช้ินส่วนจากต้นพืชในปริมาณน้อยท้าให้ไม่ต้อง

ท้าลายต้นพืช  
5. เครื่องหมายสามารถใช้ศึกษาการถ่ายทอดลักษณะแบบข่มร่วมได้  
6. ประหยัดเวลา พื้นท่ีปลูก และแรงงาน เนื่องจากในการปรับปรุงพันธุ์พืช

ต้องใช้เวลานานในการสังเกตฟีโนไทป์ ใช้พื้นท่ีปลูกจ้านวนมาก และต้องใช้แรงงานในการดูแลพืช  
การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอท้าให้สามารถลดปัจจัยเหล่านี้ได้ 

 
งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

การศึกษาการท้างานของยีนแก้หมันของระบบ WA-CMS  
 ดวงพร และคณะ (2556) ศึกษาการถ่ายทอดยีนแก้ หมันของเรณูจากประชากร 
F2 จ้านวน 10 คู่ผสม โดยใช้สายพันธุ์เรณูเป็นหมัน 2 พันธุ์ คือ IR580151A และ CHA ส่วนพันธุ์แก้
ความเป็นหมัน 5 พันธุ์ คือ ชัยนาท 1 สุพรรณบุรี 1 กข 31 CH1 และ CH4 ด้วยวิธีการย้อมเรณูด้วย
สารละลาย I2-KI ค้านวณเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู และมีการจัดกลุ่มความสามารถแก้ความเป็น
หมันออกเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มหมัน เป็นกลุ่มท่ีเรณูติดสีน้อยกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มหมันบางส่วนซึ่ง
เรณูติดสี 5.1-50 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มปกติบางส่วนซึ่งเรณูติดสี 50.1-80 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มปกติซึ่งเรณู
ติดสีมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ พบ 7 คู่ผสม คือ พันธุ์เรณูเป็นหมัน IR580151A กับพันธุ์แก้หมัน คือ 
ชัยนาท 1 CH1 และ CH4 พันธุ์เรณูเป็นหมัน CHA กับพันธุ์แก้หมัน คือ ชัยนาท 1 สุพรรณบุรี 1 กข
31 และ CH4 มีอัตราส่วนเรณูปกติต่อเรณูเป็นหมัน เป็น 15:1 แสดงให้เห็นว่ายีนควบคุมลักษณะแก้
หมันควบคุมด้วยยีนจ้านวน 2 คู่ และอีก 3 คู่ผสม คือพันธุ์เรณูเป็นหมัน IR580151A กับพันธุ์แก้หมัน 
คือ สุพรรณบุรี 1 และ กข31 พันธุ์เรณูเป็นหมัน CHA กับพันธุ์แก้หมัน คือ CH1 มีอัตราส่วนเรณูปกติ
ต่อเรณูเป็นหมัน เป็น 3:1 แสดงให้เห็นว่าลักษณะแก้ความเป็นหมันด้วยยีนจ้านวน 1 คู่ จากผล
ดังกล่าวสรุปได้ว่า ยีนแก้ความเป็นหมันของเรณูท่ีท้าการศึกษาขึ้นอยู่กับสายพันธุ์พ่อและแม่ของแต่ละ
คู่ผสม 
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 พชระ (2555) ท้าการศึกษาการพัฒนาสายพันธุ์เรณูเป็นหมันของข้าวด้วยวิธีการผสมกลับ
และทดสอบสมรรถนะการผสม เพื่อพัฒนาสายพันธุ์พ่อแม่ในข้าวลูกผสมระบบ 3 ทาง โดยท้าการ
พัฒนาสายพันธุ์เรณูเป็นหมันไปพร้อมกับสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน พบว่าข้าวท่ีให้ลูกผสมท่ีดี มี 2 
คู่ผสม ได้แก่ PTT08003AxCK168 และ PTT0800AxRD31 ให้ค่าความดีเด่นเหนือพ่อแม่เป็น 63.84 
และ 40.24 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ์ กขผ1, ปทุมธานี 1 และพิษณุโลก 2 มีค่า 
67.16 ถึง 107.18 เปอร์เซ็นต์ และเปรียบเทียบกับข้าวลูกผสมทางการค้าของประเทศจีน จ้านวน 5 
สายพันธุ์ พบว่า ข้าวลูกผสม PTT0800AxRD31 ให้ค่าความดีเด่นเหนือกว่าข้าวลูกผสม HSLY-26 ท่ี
ให้ผลผลิตสูงสุด 40.24 เปอร์เซ็นต์ 
 Asadollah et al. (2004) ศึกษาการยีนแก้ความเป็นหมัน ในประชากร F2 ของคู่ผสม 3 คู่ 
โดยศึกษาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู พันธุ์ท่ีให้ความเป็นหมัน คือ พันธุ์ Neda A ผสมกับพันธุ์ที่มี
ยีนแก้ความเป็นหมัน คือ IR24, IR28 และ IR36 จากข้อมูลเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู ท้ัง 3 
คู่ผสม ซึ่งคู่ผสม Neda AxIR24 มีอัตราส่วนเรณูปกติต่อเรณูเป็นหมัน เป็น 15:1 ส่วนอีก 2 คู่ผสม 
อัตราส่วนเรณูปกติต่อเรณูเป็นหมัน เป็น 3:1 มีการวิเคราะห์ผลเพิ่มเติมในคู่ผสม Neda AxIR24 ได้
อัตราส่วนเรณูปกติต่อเรณูปกติบางส่วนต่อเรณูเป็นหมันบางส่วนต่อเรณูเป็นหมัน เป็น 9:3:3:1 แสดง
ให้เห็นว่าข้าวพันธุ์ IR24 มียีนควบคุมลักษณะแก้หมันจ้านวน 2 คู่  
 Tan et al. (2008) ศึกษายีนแก้ความเป็นหมัน 3 ระบบ คือ WA-CMS, HL-CMS และ  
BT-CMS โดยท้าการผสมระหว่างพันธุ์ที่ให้ความเป็นหมันของแต่ละระบบ กับข้าวที่มียีนแก้ความเป็น
หมัน โดยศึกษา จากเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู และเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดลูก F1 พบว่า ระบบ 
HL-CMS และ BT-CMS มียีนควบคุมการแก้หมันเป็นยีนเด่น (domimant gene) จ้านวน 1 คู่ ใน
ส่วนของ WA-CMS มียีนควบคุมการแก้ความเป็นหมันเป็นยีนเด่น (domimant gene) จ้านวน 1 
หรือ 2 คู่ และจากการทดลองข้าวพันธุ์ C3 ซึ่งเป็นข้าวไทยมีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูในระบบ 
WA-CMS ระบบ HL-CMS และ ระบบ BT-CMS เป็น 31.7, 45.5 และ 80.5 ตามล้าดับ ท้าให้เห็นว่า
ข้าวไทยสายพันธุ์ C3 นี้มียีนแก้ความเป็นหมันของท้ัง 3 ระบบท่ีมีความสามารถในการแก้ความเป็น
หมันในแต่ละระบบไม่เท่ากัน  
  Bagheri and Babaeian (2011) ศึกษาข้าว O. sativa L. ท่ีมียีนความเป็นหมันอยู่ ใน 
ไซโทพลาซึมระบบ WA-CMS คือ พันธุ์ IR58025A, IR62829A และ IR68899A โดยท้าการผสมกับ
พันธุ์ท่ีมียีนแก้หมัน คือ พันธุ์ Amol-2, IR50 และ Poya ท้าให้ได้ลูก F1 ท่ีมีเรณูและการติดเมล็ด
คล้ายกับต้นท่ีมียีนแก้หมัน แสดงให้เห็นว่าข้าวพันธุ์เหล่านี้มียีนเด่นท่ีสามารถแก้ความเป็นหมันได้ และ
จากการศึกษาประชากร F2 และการผสมกลับ พบว่ายีนแก้ความเป็นหมันในข้าวพันธุ์ Amol-2 และ 
IR50 ควบคุมโดยยีนหลัก 2 ยีน ส่วนข้าวพันธุ์ Poya ควบคุมด้วยยีนเด่น 1 ยีน นอกจากนี้มีการศึกษา
ยีนแก้ความเป็นหมันโดยศึกษาความมีชีวิตของเรณูของประชากร F2 จากการผสมระหว่าง IR80151A 
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กับ CH1 และ IR80151A กับ CH4 พบว่า มีอัตราส่วนเรณูเป็นปกติ:หมัน เป็น 15:1 แสดงข้าว CH1 
และ CH4 มียีนแก้ความเป็นหมันจ้านวน 2 ยีน 
 Seesang et al. (2014) ท้าการศึกษาการแก้หมัน และการรักษาสายพันธุ์ จากลูกผสม F1 
และศึกษายีนแก้หมันในประชากร F2 ในข้าวไทยและพันธุ์อื่น เริ่มจากท้าการสร้างลูกผสม F1 จ้านวน 
34 คู่ผสม จากพันธุ์เรณูเป็นหมัน (ต้นแม่) จ้านวน 2 สายพันธุ์ คือ CHA01 และ IR580151A ผสม
กับข้าว (ต้นพ่อ) 17 สายพันธุ์ มีสายพันธุ์ไทย 9 สายพันธุ์ คือ ชัยนาท 1 (CNT1), เจ้าหอมนิล (JHN), 
กข31 (RD31), สกลนคร 1 (SKN1), สุพรรณบุรี 1 (SPR1), สุพรรณบุรี 2 (SPR2), สุพรรณบุรี 3 
(SPR3), สุพรรณบุรี 60 (SPR60) และ สุพรรณบุรี 80 (SPR80) พบว่า จากลูกผสม 12 คู่ มี 2 คู่ผสม 
ท่ี ให้ ผลผลิต 7,940 และ 6,810 กิโลกรัม ต่อเฮกตาร์  เมื่ อ ศึกษาถึงประชากร F2 ของคู่ผสม 
IR580151AxCH1 และ IR580151AxCH4 จากการย้อมเรณู และการทดสอบไคก้าลังสอง พบการ
กระจายตัวของเรณูปกติต่อเรณูหมันเป็น 15:1 แสดงให้เห็นว่าการแก้หมันของข้าวพันธุ์ CH1 และ 
CH4 ควบคุมด้วยยีน 2 ต้าแหน่ง นอกจากนี้ยังวิเคราะห์ R2 ระหว่าง เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู 
และเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด พบว่า ท้ัง 2 ประชากร มีค่า R2 เท่ากับ 0.58 และ 0.62 ในงานวิจัยนี้
ไม่ได้ใช้ข้อมูลเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดในศึกษาการแก้หมันเนื่องจากลักษณะการติดเมล็ดจะมีอิทธิพล
จากสรีรวิทยาและสภาพแวดล้อม มีผลต่อการติดเมล็ด 

Hasan et al. (2015) ศึกษายีนแก้ความเป็นหมันโดยใช้สายพันธุ์ Jin23A เป็นพันธุ์เรณูเป็น
หมันแบบ WA-CMS ผสมกับพันธุ์ ท่ีมียีนแก้ความเป็นหมัน อีก 10 สายพันธุ์แล้ว ท้าการสร้าง
ประชากร F2 เพื่อศึกษาการถ่ายทอดของยีนแก้ความเป็นหมันจากความมีชีวิตของเรณู ด้วยวิธีการ
ย้อมเรณูด้วยสารละลาย I2-KI ศึกษาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู รวมถึงจัดกลุ่มความสามารถแก้
ความเป็นหมันออกเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มหมัน ท่ีเรณูติดสีน้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มหมันบางส่วน ท่ี
เรณูติดสี 1-30 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มปกติบางส่วน ท่ีเรณูติดสี 31-60 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มปกติ ท่ีเรณูติดสี 
61-100 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ ท้าการนับเมล็ดดี ศึกษาเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด และจัดกลุ่ม
ความสามารถแก้ความเป็นหมันเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มหมัน ท่ีติดเมล็ดน้อยกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มหมัน
บางส่วน ท่ีติดเมล็ด 1-30 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มปกติบางส่วน ท่ีติดเมล็ด 31-80 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มปกติ 
ท่ีติดเมล็ด 61-100 เปอร์เซ็นต์ พบการท้างานร่วมกันของยีนแก้ความเป็นหมัน 3 แบบ คือ อิพิสเตซิส
ของยีนเด่น (Dominant epistasis ) ในประชากร F2 ของข้าวสายพันธุ์ BR6839-41-5-1R, BR7011-
37-1-2R, BR10R, BR11R, BR13R และ BR14R มีอัตราส่วนเรณูปกติต่อหมันบางส่วนต่อหมัน เป็น 
12:3:1 อิพิสเตซิสของยีนเด่นแบบไม่สมบูรณ์ (Epistasis incomplete dominance) ในประชากร F2 
ของข้าวสายพันธุ์ BR7013-62-1-1R, BR15R และ BR16R มีอัตราส่วนเรณูปกติต่อหมันบางส่วนต่อ
หมัน เป็น 9:6:1 และอิพิสเตซิสของยีนด้อย (Recessive epistasis) ในประชากร F2 ของข้าวพันธุ์ 
BR12R มีอัตราส่วนเรณูปกติต่อหมันบางส่วนต่อหมัน เป็น 9:3:4 
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 เพ็ญนภา และเบญจวรรณ (2553) ท้าการศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการติดเมล็ดของข้าวท่ีมี
ความเป็นหมันของเรณู ในแปลงเกษตรกร ท้าการปลูกข้าวพันธุ์ IR58025A และข้าวพันธุ์สันป่าตอง 1 
ในแปลงนา มีการแบ่งปัจจัยในการศึกษา คือ การครอบมุ้ง (ไม่ครอบมุ้ง และครอบมุ้งไนลอน) และ
ช่วงวันออกดอก พบว่าพันธุ์ IR580151A มีการติดเมล็ดสูงสุดเมื่อออกรวงในเวลาเดียวกันกับสันป่า
ตอง 1 และมีการติดเมล็ดลดลงเมื่อออกดอกช้ากว่าสันป่าตอง 1 จากผลการศึกษาท้าให้ทราบว่าปัจจัย
การผสมข้ามมีผลต่อการผลผลิตของข้าวลูกผสม 
 พีรพล และคณะ (2561) ศึกษาการถ่ายทอดลักษณะการติดเมล็ดในสภาพเครียด ของ
ประชากร F2 (N22xกข31) ในสภาพอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส พบว่าการกระจายตัวของการติด
เมล็ด มีลักษณะไม่เป็นโค้งปกติ การติดเมล็ดของข้าวพันธุ์ กข31 และ N22 (สายพันธุ์ทนร้อน) เท่ากับ 
28.02 และ 73.07 เปอร์เซ็นต์ ส้าหรับประชากร F2 การติดเมล็ดอยู่ในช่วง 0-76.63 เปอร์เซ็นต์ มี
ค่าเฉล่ีย เท่ากับ 19.66 เปอร์เซ็นต์ เห็นได้ว่าลักษณะการติดเมล็ดเป็นลักษณะเชิงปริมาณ ท่ีมีอุณหภูมิ
เป็นปัจจัยท่ีส่งผลต่อการติดเมล็ด 
 
การศึกษายีนแก้ความเป็นหมันของระบบ WA-CMS 
 Jing et al. (2001) ท้าการศึกษาการสร้างแผนท่ีของยีนแก้ความเป็นหมันระบบ WA-CMS 
ในข้าว โดยใช้เครื่องหมาย SSLP (Simple sequence length polymorphism) ในประชากร F2 ท่ี
ได้จากการผสมระหว่างข้าวพันธุ์ Zhenshan 97AxIR24 ซึ่งข้าวพันธุ์ IR24 เป็นสายพันธุ์แก้ความเป็น
หมัน เพื่อใช้ในการสร้างแผนท่ียีน Rf4 พบว่า ระยะห่างทางพันธุกรรมของยีน Rf4 อยู่บริเวณ RM171 
(OSR33) และ RM228 เป็นระยะทาง 3.7 และ 3.4 เซนติมอร์แกน (cM) บนแขนด้านยาวของ
โครโมโซมท่ี 10 และพบยีนที่อยู่ในกลุ่มควบคุมการแก้หมัน จ้านวน 3 ยีน คือ Rf1, Rf4 และ Rf5(t) 
 Nematzadeh และ Kiani (2010) ท้าการศึกษายีนแก้ความเป็นหมันระบบ WA-CMS ใน
ข้าวสายพันธุ์ DN-33-18 และพัฒนาพันธุ์ข้าว 3 สายพันธุ์ คือ DN-33-1, DN-33-18 และ DN-32-6 
โดยน้ามาผสมข้ามกับ NedaA พบว่าคู่ผสม NedaAxDN-33-18 ให้เรณูปกติมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ 
จากนั้นศึกษาความเป็นหมันในประชากร F2 โดยการย้อมเรณูด้วยสารละลาย I2-KI พบว่า อัตราส่วน
เรณูปกติต่อเรณูเป็นหมันเป็น 15:1 แสดงว่าข้าวพันธุ์ DN-33-18 มียีนเด่นจ้านวน 2 ยีนท่ีควบคุม
ลักษณะการแก้ความเป็นหมัน และพบเครื่องหมาย SSR จ้านวน 4 เครื่องหมาย คือ RM258 , 
RM171, RM591 และ RM3148 ให้ความแตกต่างกันของขนาดแถบดีเอ็นเอ ระหว่าง 2 สายพันธุ์ 
จากการวิเคราะห์การเช่ือมโยงของประชากร F2 พบว่าเครื่องหมาย RM258 และ RM171 อยู่บน
โครโมโซมท่ี 10 มีระยะทาง 3.1 และ 6.3 cM จากบริเวณยีน Rf4 เมื่อใช้เครื่องหมาย RM1, RM443, 
RM315 และ RM294 อยู่บนโครโมโซมท่ี 1 ไม่พบความแตกต่าง แต่พบในเครื่องหมายใหม่คือ 
RM3148 ท่ีมีความเช่ือมโยง ซึ่งมีระยะทาง 19.7 cM จากยีน Rf3 
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 Suresh et al. (2012) ท้าการศึกษาการท้าแผนท่ียีนแก้ความเป็นหมัน Rf3 และ Rf4 ของ
ข้าว และตรวจสอบความถูกต้องของเครื่องหมายท่ีได้ท้าการพัฒนาส้าหรับการระบุยีนแก้ความเป็น
หมัน จากการศึกษาประชากร F2 พบว่า มี 2 ยีนท่ีควบคุมการแก้ความเป็นหมัน คือ ยีน Rf3 ต้ังอยู่บน
โครโมโซมท่ี 1 และยีน Rf4 ต้ังอยู่บนโครโมโซมท่ี 10 โดยการเปรียบเทียบพันธุ์เรณูเป็นหมัน 
(A-line) กับพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line) พบว่ายีน Rf3 ประกอบไปด้วย ยีน Os01g09560 เป็น
รหัสของโปรตีน mitochomdria-processing peptidase subunit alpha, ยีน Os01g09670 เป็น
รหัสของโปรตีน pollen-specific protein SF21, ยีน Os01g10090 และยีน Os01g10800 เป็น
รหัสของโปรตีน PPR งานวิจัยนี้ได้พัฒนาเครื่องหมายท่ีแยกความแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ A กับพันธุ์ 
R ได้ออกแบบเครื่องหมายท้ังหมด 23 เครื่องหมาย มี เครื่องหมายท่ีแยกความแตกต่างได้ 4 
เครื่องหมาย โดยเครื่องหมาย DRCG-Rf3-2 อยู่ในยีน Os01g09560 เมื่อเทียบล้าดับเบสระหว่างข้าว
พันธุ์ A กับพันธุ์ R พบว่า ในข้าวพันธุ์ R เกิดการขาดหายไป 2 คู่เบส (TT) บริเวณเบสท่ี 907 และ 
908 บริเวณอินทรอน 1 ส้าหรับเครื่องหมาย DRCG-Rf3-13 อยู่ในยีน Os01g09670 พบว่าเกิดการ
ขาดหาย 2 บริเวณ คือ ขาดหายไป 2 คู่เบส (GA) บริเวณเบสท่ี 29 และ 30 ขาดหายไป 3 คู่เบส 
(GAG) บริเวณเบสท่ี 77 ถึง 79 บริเวณเอกซอนท่ี 1 ของข้าวพันธุ์ A ส่วนยีน Rf4 ต้ังอยู่บนโครโมโซม
ท่ี 10 โดยการเปรียบเทียบพันธุ์เรณูเป็นหมัน (A-line) กับพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line) ยีนบริเวณ 
Rf4 พบว่าประกอบไปด้วย 4 ยีน เป็นรหัสของโปรตีน PPR ได้มีการออกแบบเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ
กับยีนจากข้าวพันธุ์  IR24 (indica) ได้ 2 เครื่องหมายท่ีแสดงความแตกต่าง คือ DRCG-Rf4-8 
ออกแบบจากยีนบริเวณของ ยีน PPR683 แสดงการขาดหาย 6 คู่เบส และ 327 คู่เบส ซึ่งคลอบคลุม
ท้ังบริเวณเอกซอน 1 และอินทรอน 1 ในพันธุ์ R เครื่องหมาย DRCG-Rf4-14 มีการขาดหายไป 106 
คู่เบส อยู่ท่ีบริเวณเอกซอน 1 ในพันธุ์ R 
 Tang et al. (2014) ได้ท้าการศึกษาข้าวพันธุ์ Minghui 63 ท่ีมียีนแก้ความเป็นหมันต้าแหน่ง 
Rf3 และ Rf4 พบว่า ต้าแหน่ง Rf4 ประกอบด้วยยีนท่ีเป็นรหัสของโปรตีน peptatricopeptide 
repeat (PPR) จ้านวน 4 ยีน คือ PPR7, PPR8, PPR9 และ PPR10 เมื่อถ่ายยีนเหล่านี้แต่ละยีนเข้าสู่
ข้าวพันธุ์ J23A ท่ีมีความเป็นหมันระบบ WA-CMS จากนั้นสังเกตลักษณะของเรณูด้วยการย้อมด้วย
สารละลาย I2-Kl และน้าเรณูจากต้นท่ีได้รับการถ่ายยีน เปรียบเทียบกับข้าวพันธุ์ J23A ท่ีไม่ได้รับการ
ถ่ายยีน พบว่า ต้นข้าวท่ีได้รับการถ่ายยีน PPR9 มีการติดสีของเรณู 35, 29 และ 36 เปอร์เซ็นต์ ใน
ขณะเดียวกัน Kazama และ Toriyama (2014) ได้ท้าศึกษายีน Rf4 เช่นเดียวกัน แต่ใช้ยีนแก้ความ
เป็นหมันจากข้าวพันธุ์ IR24 พบว่า ข้าวพันธุ์ WAA ท่ีเป็นหมัน ต้นท่ีได้รับยีน PPR782a มีการติดสี
ของเรณู 48 และ 79 เปอร์เซ็นต์ เหมือนกับงานวิจัยของ Tang et al. (2014) เนื่องจากยีน PPR458, 
PPR782b, PPR782a และ PPR454 มีล้าดับกรดอะมิโนเหมือนกับยีน PPR7, PPR8, PPR9 และ 
PPR10 ในข้าวพันธุ์ Minghui 63 ตามล้าดับ ซึ่งผลการวิจัยดังกล่าวแสดงว่า ยีน PPR9 เป็นยีนแก้
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ความเป็นหมันท่ีต้าแหน่ง Rf4 แต่ก็ยังไม่สามารถแก้ความเป็นหมันได้ 100 เปอร์เซ็นต์ จะต้องอาศัย
ยีน PPR อื่น หรือต้าแหน่งอื่นช่วยในการแก้ความเป็นหมัน 
 Pranathi et al. (2016) ศึกษายีนต้าแหน่ง Rf4 เพื่อการพัฒนาเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีน 
โดยออกแบบเครื่องหมายท่ีอยู่ในยีน PPR9-782-M จากข้าวสายพันธุ์หมัน IR58025A และสายพันธุ์
แก้ความเป็นหมัน KMR3R จากการวิเคราะห์ล้าดับเบส ของสายพันธุ์ท่ีมียีนหมัน และสายพัน ธุ์ 
แก้ความเป็นหมัน พบว่า ล้าดับเบสของยีน PPR9 เกิด Indel 3 บริเวณ คือ InDel 42 คู่เบส ในอิน
ทรอนท่ี 1, InDel 105 และ InDel 1,476 คู่เบส ในบริเวณเอกซอนท่ี 2 และบริเวณท่ีเกิด InDel อยู่
ทางเหนือ (upstream) ของยีน PPR9-782-M แล้วท่ีน้ามาออกแบบเครื่องหมาย พบ 3 เครื่องหมายท่ี
อยู่ใกล้ยีนมากท่ีสุด คือ RMS-PPR9-1 อยู่บริเวณ ท่ีเกิด InDel 42 คู่เบส และ 2 เครื่องหมาย คือ 
RMS-PPR9-4 และ RMS-PPR9-5 อยู่บริเวณเหนือของยีน PPR9-782-M ท่ีแสดงความแตกต่าง
ระหว่างข้าวพันธุ IR58025A กับ KMR3R 

Pongjaroenkit et al. (2017) พัฒนาเครื่องหมาย SNP ของยีนต้าแหน่ง Rf4 คือ ยีน 
PPR10 เพื่อใช้ในการระบุข้าวสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน และพันธุ์ท่ีรักษาความเป็นหมัน ด้วยการ
โคลนยีน PPR10 จากข้าวไทย 4 สายพันธุ์ คือ ขาวดอกมะลิ 105 นางมลเอส-4 ปทุมธานี 1 และ
สุพรรณบุรี 1 เมื่อวิเคราะห์ล้าดับเบสเทียบข้าวพันธุ์แก้หมัน (Minghui63 และ IR24) ข้าวพันธุ์รักษา
ความเป็นหมัน (93-11) แล้วพบ SNP บริเวณเบสท่ี 1,392 (G/T) ซึ่งท้าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบ 
nonsense จาก GAA เป็น TAA (stop codon) ท้าให้เมื่อแปลรหัสเป็นโปรตีนแล้ว มีขนาดท่ีเล็กลง 
ออกแบบเครื่องหมาย SNP ท่ีจ้าเพาะกับยีน PPR10 น้าเครื่องหมายจ้าเพาะท่ีได้นั้น มาใช้ในการ
จ้าแนกข้าวพันธุ์ข้าวสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน และพันธุ์ท่ีรักษาความเป็นหมันได้  
 

 



 

บทท่ี 3 
อุปกรณ์ และวิธีการ 

 
สารเคมี 
 

1. Cetyl trimethylammonium bromine (CTAB) 
2. 2-mercaptoethanol (BDH BiochemicalTM , U.S.) 
3. คลอโรฟอร์ม (Chloroform ,RCI Labscan, Thailand) 
4. เอนไซม์ Ribonuclease A (RNase A)  
5. แอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (Absolute ethanol) 
6. 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล 
7. บัฟเฟอร์เพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอส้าเร็จรูป My taqTM HS Red Mix, 2X (BIOLINE, UK) 
8. มิเนอรัล ออย (Mineral oil) 
9. อะกาโรส เจล (Agarose gel) (Invitrogen, USA) 
10. สีย้อมดีเอ็นเอ RedSafeTM Nucleic Acid Staining Solution (20,000x) (iNtRON 

BIOTECHNOLOGY, Korea) 
11. ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA) 
12. บัฟเฟอร์ Tris borate EDTA (TBE)  
13. สารละลายไอโอดีนโพแทสเซียมไอโอไดด์ (I2-KI) 

 
อุปกรณ์ 
 

1. เครื่อง Thermo Cycler T100TM Thermo Cycler และ C1000 TouchTM (Bio-rad, 
Singapore) 

2. อุปกรณ์ส้าหรับท้า Electrophoresis (i-MyRun.N) 
3. เครื่อง UV Transilluminator (Major Science®, Taiwan) 
4. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
5. ตู้บ่ม 
6. เครื่อง homogenizer ในการตีตัวอย่าง 
7. เครื่องเขย่า (vortex) 
8. เครื่องปั่นเหวี่ยง Mini plate spinner 
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9. อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
10. ตู้เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
11. ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
12. เครื่องวัดความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ NanoDrop™ 8000 Spectrophotometer (Thermo 

ScientificTM, USA) 
13. กล้องจุลทรรศน์ 
14. กล้องสเตอริโอไมโครสโคป (Stereo microscope) 
15. กล้องไมโครสโคปแบบดิจิตอล (Digital Microscope) 
16. ไมโครปิเปตแบบ 1 ช่อง (Micropipette: Single Channel Pipette), ไมโครปิเปตแบบ

หลายช่อง (Multi Channel Pipette) และไมโครปิเปตทิป (Micropipette tip) 
17. หลอดไมโครทิวป์ (Microtubes)  
18. เพลท 96 หลุม ขนาด 400 ไมโครลิตร (Deep well plate), เพลท 96 หลุม ขนาด 300 

ไมโครลิตร (V-Shape microplate) และเพลทพีซีอาร์ 
19. แผ่นฟิล์มปิดเพลท (eXTRemeTM sealing film) 
20. กระถาง 
21. แท็ก 
22. ถุงซิป 
23. แผ่นสไสด์ และแผ่นปิดสไลด์ 

 
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอทีใ่ช้ในการวิจัย 

 จากการทบทวนเอกสารงานวิจัยพบรายงานเครื่องหมายท่ีใช้ในการแยกความแตกต่างของ
ข้าวพันธุ์เรณูเป็นหมัน (A line) พันธุ์รักษาความเป็นหมัน (B line) และพันธุ์แก้หมัน (R line) ซึ่ง
เกี่ยวข้องกับยีนแก้ความเป็นหมัน ต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 ในระบบความเป็นหมันแบบ WA-CMS มี
ท้ังเครื่องหมายท่ีมีความจ้าเพาะกับยีน (Gene specific markers) และเครื่องหมายท่ีมีความสัมพันธ์
กับยีน ซึ่งเครื่องหมายท่ีใช้ในการศึกษานี้ จึงเป็นท้ังเครื่องหมายชนิด SSR (Simple Sequence 
Repeat) ท่ีมีความสัมพันธ์กับต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 (Nematzadeh and Kiani 2010, Revathi et 
al., 2013; Kiani, 2015) เครื่องหมายชนิด InDel (Suresh et al., 2012; Pranathi et al. 2016) 
และเครื่องหมาย SNP (Pongjaroenkit et al., 2017) ท่ีมีความจ้าเพาะต่อยีนควบคุมความเป็นหมัน 
และยีนแก้ความเป็นหมันท้ัง 2 ต้าแหน่ง (Suresh et al., 2012; Pranathi et al., 2016) ดังแสดง
รายละเอียดในตารางท่ี 3 



 29 

ตารางที่ 3 เครื่องหมายท่ีเกี่ยวข้องกับยีนแก้ความเป็นหมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 และ Rf3 ท่ีใช้ใน
การศึกษา 

เคร่ืองหมาย      
ดีเอ็นเอ 

ล าดบัเบส (5’ to 3’) ยีน 
ต าแหน่งบน
โครโมโซม 

ขนาด 
(คู่เบส) อุณหภมูิ  

(°c) 
อ้างอิง 

แก้หมัน 
ไม่แก้
หมัน 

เคร่ืองหมายจ าเพาะกบัยีน 

RMS_3_WA352 
F:TGAGTGCCGCAGGATGATTTAG 

WA352 mitochondria 227 247 50 
Kasama and 
Toriyama, 

2014 
R:CAATGGAGGAGAACTTTCCTG 

DRRM_RF3_10 
F:TCACCTCTTCCTGCTTCGAC 

Rf3 1 150 140 55 
Suresh et al., 

2012 R:CTCCACCAGTGCAGGTTTT 

RMS_PPR9-1 
F:GAGTTTTGAATAGATTTACGTGTGGA 

Rf4 10 114 159 55 
Pranathi et 
al., 2016 R:AGTGTCCAGATTCGTAGTAATGC 

RMS_PPR9-4 
F:AACGTTACTATTCACCTC 

Rf4 10 129 160 50 
Pranathi et 
al., 2016 R:AGCTTTGCTAGTCTTCCAG 

InDel_PPR9 
F:TTCAGCAAAATGAGGCAGCA 

Rf4 10 730 800 65 
Unpublished 

data R:GAAGTGCCTCGTCAGTGAG 

PPR10 

F:AGAAGGCTGAGGAGTTAATTTTTG 

Rf4 10 
603/ 
242 

603/ 
416 

60 
Pongjaroenkit 
et al., 2017 

R:CTGGACAGATGCCTTGATCCAACATTTA 
F:CAAAATGAGGCAGCAAGGAT 
R:CCGATCGATGCACATATGAC 

เคร่ืองหมาย SSR 

RM315 
F:CGGTCAAATCATCACCTGAC 

Rf3 1 133 139 55 Kiani, 2015 
R:CAAGGCTTGCAAGGGAAG 

RM443 
F:GGGAGTTAGGGTTTTGGAGC 

Rf3 1 109 112 55 
Kiani, 2015 

 R:TCCAGTTTCACACTGCTTCG 

RM1 
F:GCGAAAACACAATGCAAAAA 

Rf3 1 110 113 55 Kiani, 2015 
R:GCGTTGGTTGGACCTGAC 

RM3148 
F:GACTATTGCTCGAACACTTTG 

Rf3 1 170 155 58 Kiani, 2015 
R:TTGTCTTGCTTTGGTATTTGC 

RM294 
F:TTGGCCTAGTGCCTCCAATC 

Rf3 1 
140/ 
185 

165/ 
185 

55 
Jing et al., 

2001 R:GAGGGTACAACTTAGGACGCA 

RM3873 
F:GCTAGCTAGGACCGACATGC 

Rf3 1 200 140 55 Rice base 
R:CCTCCTCCTTATCCTCCCTG 

RM171 
F:AACGCGAGGACACGTACTTAC 

Rf4 10 350 340 55 
Nematzade 
and Kiani, 

2010 
R:ACGAGATACGTACGCCTTTG 

RM258 
F:TGCTGTATGTAGCTCGCACC 

Rf4 10 155 170 55 Kiani, 2015 
R:TGGCCTTTA AAGCTGTCGC 

RM6100 
F:TTCCCTGCAAGATTCTAGCTACACC 

Rf4 10 185 175 55 
Revathi et 
al., 2013 R:TGTTCGTCGACCAAGAACTCAGG 

RM591 
F:CGGTTAATGTCATCTGATTGG 

Rf4 10 183 184 55 Kiani, 2015 
R:TTCGAGATCCAAGACTGACC 

RM3123 
F:ATTTCCCACACATCTCGCTG 

Rf4 10 194 191 55 Kiani, 2015 
R:GTGTCGCCGGTCAAGAAC 
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ต าแหน่งที่ต้ังของเคร่ืองหมายของยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต าแหน่ง Rf3 

การสืบค้นต้าแหน่งบนโครโมโซมของเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ และสัมพันธ์กับยีนควบคุม
ลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf3 บนโครโมโซมท่ี 1 ประกอบด้วยยีน 4 ยีน คือ Os01g09560, 
Os01g09670, Os01g10090 และ Os01g10800 (Suresh et al., 2012) พบ เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ
กับยีนต้าแหน่ง Rf3 คือ DRRM_Rf3_10 ซึ่งอยู่ใกล้กับยีน Os01g10090 ในส่วนของเครื่องหมาย SSR 
ท่ี สัมพันธ์กับยีน ต้าแหน่ง Rf3 พบเครื่องหมาย RM1, RM3873, RM3148 และ RM294 เป็น
เครื่องหมายท่ีอยู่บริเวณเหนือยีน (upstream) และท้ายยีน (downstream) ตามล้าดับ (ภาพท่ี 6) 

 

ภาพที่ 6 ต้าแหน่งท่ีต้ังของเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ และเครื่องหมาย SSR ท่ีสัมพันธ์กับยีนแก้หมันของ
เรณูต้าแหน่ง Rf3 บนโครโมโซมแท่งท่ี 1 โดยตัวเลขในวงเล็บของเครื่องหมาย RM คือ ระยะห่างจาก
ยีนต้าแหน่ง Rf3 

ต าแหน่งที่ต้ังของเคร่ืองหมายของยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต าแหน่ง Rf4 

 การสืบค้นต้าแหน่งบนโครโมโซมของเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ และสัมพันธ์กับยีนควบคุม
ลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 บนโครโมโซมท่ี 10 ประกอบไปด้วย 4 ยีน คือ PPR7, PPR8, 
PPR9 และ PPR10 โดยเครื่องหมายท่ี จ้าเพาะกับยีนแต่ไม่ ได้อยู่ ภายในยีน คือ เครื่องหมาย 
RMS_PPR9-4 ซึ่งอยู่เหนือยีนประมาณ 4.2 กิโลเบส เครื่องหมายท่ีอยู่ภายในยีน คือ RMS_PPR9_1, 
InDel_PPR9 และเครื่องหมาย PPR10 ตามล้าดับ (ภาพท่ี 7)  
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ภาพท่ี 7 ต้าแหน่งท่ีต้ังของเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 บนโครโมโซม
แท่งท่ี 10 โดยตัวเลขในวงเล็บของเครื่องหมาย RM คือ ระยะห่างจากยีน PPR9 
 

ในส่วนของเครื่องหมาย SSR ท่ีสัมพันธ์กับยีนต้าแหน่ง Rf4 โดยมีเครื่องหมายท่ีอยู่บริเวณ
เห นื อ ยี น ต้ าแ ห น่ ง  Rf4 คื อ  RM6100, RM3123 แ ละ  RM171 เค รื่ อ งห ม าย ท่ี บ ริ เวณ ท้ าย 
(downstream) ยีนต้าแหน่ง Rf4 คือ RM258 (ภาพท่ี 8) 

 
ภาพที่ 8 ต้าแหน่งท่ีต้ังของเครื่องหมาย SSR ท่ีสัมพันธ์กับยีนแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 บน
โครโมโซมแท่งท่ี 10 โดยตัวเลขในวงเล็บของเครื่องหมาย RM คือ ระยะห่างจากยีน PPR9 
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วิธีการทดลอง 
 

1. พันธุ์ข้าวที่ใช้ในการศึกษา 
  1.1 พันธุ์ข้าวท่ีใช้ในการทดสอบเครื่องหมายมี ดังนี้ สายพันธุ์เรณูเป็นหมัน (A-line) 
คือ พันธุ์ IR58025A สายพันธุ์รักษาความเป็นหมัน (B-line) คือ พันธุ์ IR58025B ขาวดอกมะลิ 105 
หอมนิล นางมล เอส-4 ปิ่นแก้ว 56 กข21 บาสมาติ และหอมมะลิแดง สายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-
line) คือ พันธุ์ปทุมธานี 1 สุพรรณบุรี 1 ชัยนาท 1 ปราจีนบุรี 2 ลูกแดงปัตตานี สังข์หยดพัทลุง กข
47 และ กข49  
  1.2 พันธุ์ข้าวท่ีใช้ในการศึกษายีนแก้หมันของเรณู ซึ่งในการศึกษาข้าวลูกผสมมีการ
ใช้ข้าว 3 สายพันธุ์ ดังนี้ สายพันธุ์เรณูเป็นหมัน (A-line) คือ พันธุ์ IR58025A, และพันธุ์ทดสอบ 2 
พันธุ์ คือ พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1 

 
 2. การสร้างลูก F1 และประชากร F2 เพื่อใช้ในการศึกษาจีโนไทป์ และศึกษาลักษณะฟีโนไทป์ 

  นาปรัง ปี 59 ผลิตเมล็ด F1 โดยการผสมระหว่าง พันธุ์ IR58025A กับ สุพรรณบุรี 1 
  นาปี ปี 59 ผลิตเมล็ด F1 โดยการผสมระหว่าง พันธุ์ IR58025A กับ ขาวดอกมะลิ 
105 
  นาปี ปี 59 ผลิตเมล็ด F2 ของ IR58025A x สุพรรณบุรี 1 โดยการปลูกเมล็ด F1 
แล้วปล่อยให้ผสมตัวเอง 
  นาปี ปี 60 ผลิตเมล็ด F2 ของ IR58025A x ขาวดอกมะลิ 105 โดยการปลูกเมล็ด F1 
แล้วปล่อยให้ผสมตัวเอง 
  นาปรัง ปี 61 ปลูกต้น F2 ได้เป็นประชากร F2  ของ IR58025A x ขาวดอกมะลิ 105 
จากเมล็ดจ้านวน 100 เมล็ด สามารถงอกเป็นต้นได้ 9 ต้น และประชากร F2  ของ IR58025A x 
สุพรรณบุรี 1 จ้านวน 100 เมล็ด สามารถงอกเป็นต้นได้ 53 ต้น 
  นาปี ปี 62 ผลิตเมล็ด F2 ของ IR58025A x สุพรรณบุรี 1 เพิ่มเติม โดยการปลูก
เมล็ด F1 แล้วปล่อยให้ผสมตัวเอง 
  นาปรัง ปี 62 ปลูกต้น F2 ได้เป็นประชากร F2 ของ IR58025Axสุพรรณบุรี 1 จาก
เมล็ดจ้านวน 200 เมล็ด สามารถงอกเป็นต้นได้ 181 ต้น 
 3. การสกัดดีเอ็นเอ 
  ท้าการสกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของข้าว พันธุ์ IR58025A, พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
และพันธุ์ สุพรรณบุรี 1, F1 และประชากร F2 ด้วยวิธี modified Cetyl trimethylammonium 
bromine (mCTAB) ด้วยวิธีการดังนี้  
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   3.1 ใ ส่ เม็ ด บี ท  แ ล ะ ใบ สด ป ระ ม าณ  20 มิ ล ลิ ก รั ม  ล ง ใน เพ ล ท 
96 หลุม (Deep well plate) เติมสารละลาย mCTAB ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตีตัวอย่างด้วยเครื่อง 
homogenizer ท้าการตี 2 รอบ ใช้เวลา 1 นาที 30 วินาที/รอบ แล้วเติมสารละลาย mCTAB 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร  
   3.2 บ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
20 นาที  
   3.3 เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท้าการปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที  
   3.4 ย้ายส่วนใสด้านบนประมาณ 100 ไมโครลิตร ใส่เพลท 96 หลุมใหม่ 
(Deep well plate) จากนั้นเติมเอนไซม์ RNase ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/ไมโครลิตร ปริมาตร 1-2 
ไมโครลิตร  
   3.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที 
   3.6 เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร 200 ไมโครลิตร ท้าการปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  
   3.7 ย้ายส่วนใสด้านบนประมาณ 80 ไมโครลิตร ในเพลท 96 หลุม 
(V-shape microplate) เติมแอลกอฮอล์บริสุทธ์ (เย็น) ปริมาตร 2 เท่าของส่วนใสท่ีมีอยู่ในเพลท
ประมาณ 160 ไมโครลิตร 
   3.8 บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง (ข้ามคืน) 
   3.9 ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที  
   3.10 ตะกอนดีเอ็น เอจะพบท่ีบริเวณก้นเพลท เทส่วนใสด้านบนท้ิง 
ล้างตะกอนด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (ท้าซ้้า 2 รอบ) 
   3.11 ตากตะกอนดีเอ็นเอ เป็นเวลา 30 นาที สังเกตตะกอนเริ่มเปล่ียนจาก
สีขาวขุ่นเป็นสีขาวใส ท้าการละลายตะกอนด้วย สารละลาย 10 mM Tris-HCl pH 8.0 ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หรือจนตะกอนละลาย น้าดีเอ็นเอท่ี
สกัดได้ไปวัดความบริสุทธิ์ด้วยเครื่อง Nanodrop 8000  
   3.12 ท้าการเจือจางดีเอ็นเอด้วยน้้ากล่ันท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือแล้ว ให้มีความ
เข้มข้นประมาณ 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 
  ในขั้นตอนสกัดดีเอ็นเอ และเจือจางดีเอ็นเอมีการท้าในระบบเพลท รวมไปถึงการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ และวิเคราะห์ด้วยอะกาโรส เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส จึงได้มีการเรียงล้าดับในการเจือ
จางเพื่อให้สะดวก และไม่ เกิดความผิดพลาดในขั้นตอนต่อไป รูปแบบในการเจือจางจากเพลท 
ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ มาเป็นเพลทดีเอ็นเอ (เพลทเจือจาง) ท่ีมีความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ซึ่ง 
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1 เพลท มี 96 หลุม (แนวยาว 1-12, แนว A-H) โดยในเพลทดีเอ็นเอจะมีการเรียงล้าดับของตัวอย่าง
ตามปกติ คือ ตัวอย่างท่ี 1-96 อยู่หลุม 1A-12H ตามล้าดับ เมื่อท้าการเจือจางจะมีการน้าตัวอย่างต้น
แม่ และต้นพ่อมาเจือจางในเพลทด้วย โดยน้าดีเอ็นเอต้นแม่เจือจางในหลุม 1A ส่วนดีเอ็นเอต้นพ่อ 
เจือจางในหลุม 1B  โดยจะสลับการเจือจางดีเอ็นเอต้นแม่ และต่อไปเรื่อยๆ ในแถวที่ 1 จนกระท่ังถึง 
1G และ 1H ใน 1 เพลท จะมีดีเอ็นเอของแม่ และพ่อ 4 ชุด ในส่วนของหลุมท่ีเหลือ จะเป็นตัวอย่าง
ของดีเอ็นเอประชากร F2 ต้นท่ี 1-88 โดยเริ่มท่ี หลุม 2A-12H ท้าเช่นนี้จะกระท่ังครบทุกตัวอย่าง ใน
การเจือจางนั้นจะใช้ไมโครปิเปตแบบหลายช่องในการดูดน้้ากล่ัน และดีเอ็นเอตัวอย่าง ใส่ลงในเพลท 
(ภาพท่ี 9) 

     

 
ภาพที่ 9 การเรียงล้าดับในเพลทท่ีได้จากการสกัดดีเอ็นเอ และเพลทเจือจางดีเอ็นเอ 
 
 4. การศึกษาจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
  การศึกษาจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอในงานวิจัยนี้ ใช้เครื่องหมายของยีน
ควบคุมลักษณะความเป็นหมันของเรณูในระบบ WA-CMS ท่ีมีอยู่ในข้าวสายพันธุ์ท่ีมีเรณูเป็นหมันใน
ท่ีนี้คือ ข้าวพันธุ์ IR58025A ท่ีมียีน WA352 ท่ีควบคุมความเป็นหมันของเรณูอยู่ในไมโทคอนเดรีย 
และมีการศึกษายีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูท่ีอยู่ในนิวเคลียส คือ ยีนต้าแหน่ง Rf4 และ Rf3 
ในข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1  
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4.1 การตรวจสอบยีน WA352 ท่ีควบคุมลักษณะความเป็นหมันของเรณูในระบบ  
WA-CMS 

  การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะความเป็นหมันของเรณู โดยใช้เครื่องหมาย 
RMS_3_WA352 ดังตารางท่ี  3 ท่ีมีความจ้าเพาะกับยีน WA352 ในการตรวจสอบ ข้าวพันธุ์ 
IR58025A ขาวดอกมะลิ 105 สุพรรณบุ รี  1 ลูกผสม F1 และประชากร F2 ของข้าวพันธุ์ ท่ี
ท้าการศึกษา  

4.2 การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 
  การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณู ต้าแหน่ง Rf4 บนโครโมโซม ท่ี 
10 โดยใช้เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนในต้าแหน่ง Rf4 จ้านวน 4 เครื่องหมาย คือ RMS_PPR9-1, 
RMS_PPR9-4, InDel_PPR9 และ PPR10 เครื่องหมาย SSR ท่ีมีรายงานว่าสัมพันธ์กับยีนแก้หมันของ
เรณูต้าแหน่ง Rf4 จ้านวน 5 เครื่องหมาย คือ RM171, RM258, RM6100, RM591 และ RM3123 
โดยใช้เครื่องหมายเหล่านี้ตรวจสอบยีนแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 กับข้าวพันธุ์ IR58025A ขาว
ดอกมะลิ 105 สุพรรณบุรี 1 ลูกผสม F1 และประชากร F2 ของข้าวพันธุ์ที่ท้าการศึกษา 

4.3 การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf3 
  การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf3 บนโครโมโซมท่ี 1 
โดยใช้เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนในต้าแหน่ง  Rf3 จ้านวน 1 เครื่องหมาย คือ DRRM_RF3_10 
(ตารางท่ี 3) เครื่องหมาย SSR ท่ีมีรายงานว่าสัมพันธ์กับยีนต้าแหน่ง Rf3 จ้านวน 7 เครื่องหมาย คือ 
RM315, RM443, RM1, RM3148, RM294, RM3873 แ ล ะ  RM3123 (ต า ร า ง ท่ี  3)  โ ด ย ใ ช้
เครื่องหมายเหล่านี้ตรวจสอบยีนแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf3 กับข้าวพันธุ์ IR58025A ขาวดอกมะลิ 
105 สุพรรณบุรี 1 ลูกผสม F1 และประชากร F2 ของข้าวพันธุ์ที่ท้าการศึกษา 
  4.4 การศึกษาจีโนไทปด้์วยเทคนิค PCR การศึกษาจีโนไทป์จะท้าในเพลทพีซีอาร์ 96 
หลุม ซึ่งรูปแบบของเพลทพีซีอาร์จะมีรูปแบบเหมือนกันกับเพลทท่ีเจือจาง โดยมีวิธีการดังนี้  
   4.4.1 เตรียม ปฏิกิริยาลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ส้าหรับ 96 ตัวอย่าง (1 
เพลท) ประกอบด้วยบัฟเฟอร์เพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอส้าเร็จรูป 2X My Taq HS Red Mix, ไพรเมอร์ ท้ัง 
2 สาย และน้้ากล่ัน จากนั้นผสมให้เข้ากัน ดังตารางท่ี 4 (เตรียมปฏิกิริยาบนน้้าแข็ง) 
   4.4.2 น้าปฏิกิริยาในหลอด 1.5 มิลลิลิตรจากข้อท่ี 4.4.1 ใส่ลงในเพลทโดย
ใช้ไมโครปิเปตแบบ 1 ช่องท้าการใส่ปฏิกิริยาลงในหลุม จากนั้นใส่ดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้น 10 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร โดยใช้ไมโครปิเปตแบบหลายช่องดูดตัวอย่างดีเอ็นเอจากเพลทเจือจาง (จาก
ขั้นตอนการสกัดก่อนหน้านี้) ใส่ในเพลทพีซีอาร์ โดยปฏิกิริยามีปริมาตรสุดท้ายเป็น 15 ไมโครลิตร 
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   4.4.3 ใส่มิเนอรัล ออย ปริมาตร 10 ไมโครลิตร/หลุม โดยใช้ไมโครปิเปต
แบบ 1 ช่อง และติดด้วยฟิล์มปิดเพลทเพื่อป้องกันการระเหยของปฏิกิริยา ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Mini 
plate spinner เป็นเวลา 5 วินาที 
   4.4.4 น้าเพลทเข้าเครื่อง Thermo Cycler เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ 
และต้ังสภาวะเพื่อท้าการเพิ่มช้ินดีเอ็นเอดังตารางท่ี 5 เมื่อครบเวลาน้าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกา
โรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 
ตารางที่ 4 องค์ประกอบของการเตรียมปฏิกิริยาในการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ 

องค์ประกอบ ความเข้มข้นสุดท้าย (1 ตัวอย่าง ) 
2X My Taq HS Red Mix 1X 
ไพรเมอร์ท่ี 1 (Forward) 0.5 ไมโครโมลาร์ 
ไพรเมอร์ท่ี 2 (Reverse) 0.5 ไมโครโมลาร์ 

น้ ากล่ัน - 
ดีเอ็นเอตัวอย่าง 10 นาโนกรัม 

 
ตารางที่ 5 สภาวะในการท้า PCR 
 อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 
Initial denaturation 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 

45 Annealing X องศาเซลเซียส 30 วินาที 
Extension 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
Final extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 
หมายเหตุ : X หมายถึง อุณหภูมิในขั้นตอน Annealing จะขึ้นอยู่กับ Tm (Melting temperature) 

ของไพรเมอร์แต่ละคู่ท่ีใช้ในการทดสอบ 
4.5 วิเคราะห์ผลผลิตท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ ด้วยการท้าอะกาโรสเจล 

อิเล็กโทรโฟรีซิส ด้วยวิธีการดังนี้ 
4.5.1 ท้าการช่ังเจล และตวงบัพเฟอร์ 0.5XTBE หากเตรียม 1 เปอร์เซ็นต์ 

ช่ังเจล 1 กรัม ต่อ บัพเฟอร์ 100 มิลลิลิตร  
4.5.2 หลอมเจล โดยใช้ไมโครเวฟ จนกระท่ังเจลละลายเป็นเนื้อเดียวกัน  

ใส่สีย้อมเจล (1 ไมโครลิตร/ เจล 25 มิลลิลิตร) เทใส่พิมพ์ท่ีเตรียมไว้ ซึ่งพิมพ์ประกอบไปด้วย ถาดเจล 
และหวี รอเจลแข็งตัวในท่ีมืด เนื่องจากมีการใส่สีย้อมลงไปในเจลหากไม่น้าไว้ในท่ีมืดสีจะเส่ือมสภาพ 
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4.5.3 เมื่อเจลแข็งตัวท้าการดึงหวีออกจากเจล โดยในเจลขนาดใหญ่ 
1 เจลจะมีหลุม 25 หลุม และน้าเจลใส่ในชุดอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส เทบัพเฟอร์ 0.5XTBE ให้
ท่วมเจล 

4.5.4 ใส่ดีเอ็นเอมาตรฐานไว้หลุมแรก เพื่อเป็นตัวบอกขนาดของตัวอย่างท่ี
ได้จากการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ 

4.5.6 ใส่ตัวอย่างท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ (PCR product) ลง
ในหลุม โดยใช้ไมโครปิเปตแบบหลายช่อง โดย 1 เพลท จะใช้เจลท้ังหมด 4 เจล ใน 1 เจล จะ
ประกอบไปด้วยตัวอย่างของแม่, พ่อ และประชากร F2 จ้านวน 22 ต้น ดังภาพท่ี 10  

 
ภาพที่ 10 รูปแบบ และการเรียงล้าดับของตัวอย่างท่ีท้าการศึกษาในเพลทพีซีอาร์ 

แต่ล้าดับในการใส่ตัวอย่างลงในหลุมนั้น ไม่เรียงกัน เนื่องจากการใช้ปิเปตแบบหลาย
ช่อง ท้าให้ล้าดับในการใส่ตัวอย่างลงในเจลนั้น ไม่เหมือนกับล้าดับในเพลทพีซีอาร์ เนื่องจากระยะห่าง
ของช่องปิเปตกับระยะห่างของหลุมในเจลไม่เท่ากัน เป็นผลท้าให้ในการใส่ตัวอย่างในเจล 1 ครั้ง ได้
ครั้งละ 4 ตัวอย่าง ยกตัวอย่างเช่น เจลท่ี 1 การดูดตัวอย่างจากเพลทครั้งท่ี 1 จะดูดตัวอย่างของ ต้น
แม่ ประชากร F2 ต้นท่ี 1-3 แต่ในการใส่ลงในหลุมนั้น ตัวอย่างท้ัง 4 จะอยู่ในหลุมท่ี 2, 4, 6 และ 8 
ในการใส่ตัวอย่างครั้งท่ี 2 ต้องเว้น 1 หลุม ก่อนท่ีใส่ครั้งท่ี 2 คือ ตัวอย่างท่ี 4-7 เมื่อถึงการใส่ครั้งท่ี 4 
คือ ตัวอย่าง ต้นพ่อ ประชากร F2 ต้นท่ี 12-14 จะท้าการใส่หลุมท่ี 3, 5, 7 และ 9 ท้าการใส่ตัวอย่าง
จนครบทุกหลุม ดังภาพท่ี 11 
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ภาพที่ 11 ตัวอย่างรูปแบบ และล้าดับในการใส่ตัวอย่างในเจล 1 เจล โดยใช้ปิเปตแบบหลายช่อง 

4.5.7 เมื่อใส่ตัวอย่างเสร็จ ท้าการให้กระแสไฟฟ้า และต้ังเวลาในขั้นตอนนี้
ต้องท้าในท่ีมืด เช่นเดียวกับการเตรียมเจล เพื่อลดการเสียสภาพของสีย้อมเจล 

4.5.8 เมื่ อ ค ร บ เว ล า ท้ า ก า ร ถ่ า ย รู ป เจ ล โด ย ใ ช้ เค รื่ อ ง  UV 
Transilluminator เพื่อท้าการวิเคราะห์ผล และจีโนไทป์ของข้าวที่ท้าการศึกษา ซึ่งล้าดับของตัวอย่าง
เมื่ออ่านผลจากรูปเจลจะเป็นไปตามลูกศร ดังภาพท่ี 12 เป็นการยกตัวอย่างจากผลของการวิเคราะห์ 
1 เจล โดยล้าดับแรกเริ่มจากต้นแม่ ต้นพ่อ ประชากร F2 ต้นท่ี 1, 12, 2, 13, 3, 14 เป็นต้น ซึ่งผลจาก
ภาพเจลจะมีการเรียงล้าดับเช่นนี้ เหมือนกันทุกเจล  

 

ภาพที่ 12 ล้าดับท่ีได้จากการใส่ตัวอย่างในเจลแบบใช้ปิเปตแบบหลายช่อง 
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 5. การศึกษาลักษณะฟีโนไทป์จากความมีชีวิตเรณู และเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด  
การศึกษาความมี ชีวิตของเรณู โดยการน้าเรณู  มาย้อมด้วยสารละลาย I2-KI 

(กนกวรรณ, 2559 และทุเรียน, 2560) ส่องภายใต้จุลทรรศน์ และถ่ายภาพด้วยกล้องไมโครสโคป 
แบบดิจิตอล โดยข้าว 1 ต้นท้าการย้อมเรณูท้ังหมด 3 ช่อดอก ช่อดอกละ 3 ซ้้า ท้าการนับเรณูท่ีมีชีวิต 
ซึ่งเรณูมีชีวิตจะมีรูปร่างกลม ติดสีเข้ม แต่เรณูท่ีไม่มีชีวิตจะมีรูปร่างบิดเบี้ยว ไม่ติดสี และค้านวณ
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูโดยใช้สูตร ดังนี้ 

เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู (%) = 
จ้านวนเรณูท่ีติดสี

จ้านวนเรณูท้ังหมด
 x 100 

การศึกษาเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดโดยเก็บเมล็ดแก่ สังเกตจากเปลือกหุ้มเมล็ดเริ่มเป็นสีเหลือง
ซีด ท้าการเลือกรวงข้าว 3 รวงจาก 1 ต้นมาท้าการนับเมล็ด โดยจะนับเมล็ดดี และเมล็ดฝ่อต่อรวง 
จากนั้นน้ามาค้านวณเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด โดยใช้สูตรดังนี้ 

เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด (%) = 
จ้านวนเมล็ดดี

จ้านวนเมล็ดท้ังหมด
 x 100 

นอกจากนี้ยังมีการใช้ความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดดีในการจัดจ้าแนกกลุ่มข้าวท่ี
ต้องการทดสอบว่าเป็นข้าวพันธุ์รักษาความเป็นหมัน หรือพันธุ์แก้หมัน ด้วยการน้าพันธุ์ข้าวที่ต้องการ
ทดสอบผสมกับพันธุ์เรณูเป็นหมัน จากนั้นน้าลูก F1 มาศึกษาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู และการ
ติดเมล็ด โดยสามารถจัดกลุ่มข้าวท่ีทดสอบด้วยค่าเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู และเปอร์เซ็นต์การ
ติดเมล็ดของต้น F1 แบ่งกลุ่มได้เป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มหมัน, กลุ่มหมันบางส่วน, กลุ่มปกติบางส่วน และ
กลุ่มปกติ ตามเกณฑ์ ในตารางท่ี 6 

ตารางที่ 6 การจัดกลุ่มพันธุ์ข้าวด้วยความมีชีวิตของเรณูและการติดเมล็ด ของต้น F1 ท่ีได้จากการ
ผสมระหว่างพันธุ์ข้าวที่ต้องการศึกษากับสายพันธุ์เรณูเป็นหมัน 

กลุ่ม 
เปอร์เซ็นต์ 

ความมีชีวิตของเรณู 
เปอร์เซ็นต์ 
การติดเมล็ด 

หมัน (Stertile :S) น้อยกว่า 5 น้อยกว่า 1 
หมันบางส่วน (Partially Stertile : PS) 5.1-50 1-30 
ปกติบางส่วน(Partially Fertile : PF) 50.1-80 31-80 
ปกติ (Fertile : F) มากกว่า 80 81-100 
ท่ีมา : ดวงพร และคณะ (2556); Hasan et al. (2015) 
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6. การศึกษาความสัมพันธ์ของจีโนไทป์และลักษณะฟีโนไทป์ 
6.1 ศึกษาการท้างานของยีน ท่ีควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูจากลักษณะ 

ฟีโนไทป์ 
โดยการน้าข้อมูลจากการย้อมเรณู และการนับเมล็ดดีของประชากร F2 ของพันธุ์ข้าว

ท่ีศึกษา คือ ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1 มาทดสอบไคก้าลังสอง (Chi-square test) 
จากการต้ังสมมติฐานท่ีว่า หากลักษณะแก้หมันของเรณูควบคุมด้วยยีน 1 คู่ จะท้าให้อัตราส่วนเรณู
ปกติต่อเรณูเป็นหมันของประชากร F2 เป็น 3:1 ตามกฎข้อท่ี 1 ของเมนเดล   

6.2 ศึกษาความสัมพันธ์ของจีโนไทป์ และลักษณะฟีโนไทป์ในประชากร F2  
โดยน้าข้อมูลจีโนไทป์ท่ีได้จากการทดสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอและลักษณะฟีโน

ไทป์ จากการย้อมเรณูด้วยสารละลาย I2-KI และนับเมล็ดดี มาท้าการวิเคราะห์รวมกัน และหา
ความสัมพันธ์ของข้อมูลจีโนไทป์ และลักษณะฟีโนไทป์ท่ีได้ด้วย ANOVA และวิเคราะห์สหสัมพันธ์ 
(Correlation : r) โดยโปรแกรม MINITAB 
 
สถานที่ท าการทดลอง 
 

ห้องปฏิบัติการพันธุศาสตร์โมเลกุล หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาพันธุศาสตร์ 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 

โรงเรือนกระจก ส้านักวิจัยและส่งเสริมวิชาการการเกษตร มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 



 

บทท่ี 4  
ผลการทดลอง และการอภิปราย 

 
1. การจัดจ าแนกกลุ่มของข้าวไทยในระบบ WA-CMS 

 1.1 การจ้าแนกด้วยเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู 
 ในระบบ WA-CMS จะต้องใช้ข้าว 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์เรณูเป็นหมัน (A-line) สายพันธุ์
รักษาความเป็นหมัน (B-line) และสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน (R-line) โดยท่ีข้าวพันธุ์เรณูเป็นหมัน
นั้นจะเป็นสายพันธุ์ท่ีพัฒนาด้วยการน้ายีนหมันของเรณูมาจากข้าวป่า ในขณะท่ีข้าวพันธุ์ดีอื่นๆ นั้นจะ
น้ามาศึกษาความสามารถในการแก้หมันของเรณู หากสามารถแก้ความเป็นหมันของเรณูได้จะจัดเป็น
กลุ่มพันธุ์แก้หมัน แต่หากไม่สามารถแก้ความเป็นหมันของเรณูได้จะจัดเป็นกลุ่มพันธุ์รักษาความเป็น
หมัน จึงมีการจัดจ้าแนกกลุ่มด้วยการศึกษาความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดของลูก F1 ท่ีได้จาก
การผสมข้าวพันธุ์ที่ต้องการศึกษากับสายพันธุ์เรณูเป็นหมัน  
 ในการศึกษานี้ต้องการจัดกลุ่มข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1 จากการศึกษา
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดของลูก F1 ของ IR58025Axขาวดอกมะลิ 105 และ 
IR58025Axสุพรรณบุรี 1 ได้ผลดังแสดงในตารางท่ี 7 
ตารางที่ 7 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู และเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดของข้าวพันธุ์ IR58025A, 
ขาวดอกมะลิ 105, สุพรรณบุรี 1, F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105) และ F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 
1) ท้ัง 2 ฤดู (นาปรังปี 61 และนาปรังปี 62) 

ล าดับ พันธ์ุ 
% ความมีชีวิตของเรณู 

( ±S.D.)* 
% การติดเมล็ด 

( ±S.D.)* 
1 IR58025A 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 
2 ขาวดอกมะลิ 105 97.2 ±4.8 84.6 ±2.4 
3 F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105) 93.2 ±2.9 13.8 ±7.8 
4 สุพรรณบุรี 1 86.8 ±2.2 67.1 ±9.9 
5 F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) 77.0 ±11.2 21.5 ±9.3 
6 สุพรรณบุรี 1 95.9 ±1.2 63.8 ±1.6 
7 F1 (IR58025Axสุพรรณบรุี 1) 91.5 ±5.3 29.4 ±5.4 

หมายเหตุ : * = ค่าเฉล่ีย ±ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
โดยผลการทดลอง พบว่า เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูของต้น F1 (IR58025Axขาวดอก

มะลิ 105) มีค่าเป็น 93.2 ±2.9 ท้าให้จัดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อยู่ในกลุ่มแก้หมัน (R-line) 
ในขณะท่ีเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดจัดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อยู่ในกลุ่มหมันบางส่วน แต่เนื่องจาก
ขณะท่ีปลูกประชากร F2 จ้านวน 100 เมล็ด มีเมล็ดท่ีสามารถงอกเป็นต้นได้เพียง 9 เมล็ดคิดเป็น 9 
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เปอร์เซ็นต์ และประชากร F2 จ้านวน 9 ต้น มีเพียง 2 ต้นท่ีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูเป็น 65.5 
±5.2 และ 90.4 ±6.1 และมีเพียงต้นเดียวท่ีมีค่าเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด แต่ก็เป็นค่าต้่า คือ 0.9 ±1.1 
แสดงให้เห็นว่าไม่ควรจัดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เป็นกลุ่มแก้หมัน ควรจะเป็นรักษาความเป็นหมัน 
ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าขาวดอกมะลิ 105 จะมียีนแก้หมันในระบบอื่น ๆ คล้ายคลึงกับงานวิจัยของ Tan 
et al. (2008) ท่ีท้าการศึกษายีนแก้ความเป็นหมันของระบบความเป็นหมัน 3 ระบบ คือ WA-CMS, 
HL-CMS และ BT-CMS โดยแต่ละระบบจะมีสายพันธุ์ท่ีให้ความเป็นหมันของเรณูแตกต่างกัน จาก
การสร้างลูกผสม F1 ของสายพันธุ์แก้ความเป็นหมันจากหลายแหล่ง ท้าการศึกษาเปอร์เซ็นต์ความมี
ชีวิตของเรณู และเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดของลูก F1 ซึ่งผลการทดลองพบว่าข้าวสายพันธุ์ไทย คือ C3 
สามารถท้าให้เรณูมีชีวิตในระบบ WA-CMS ได้ 31.7 ±3.1 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีระบบ BT-CMS มี
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู 80.5 ±2.6 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าข้าวไทยสายพันธุ์นี้มียีนแก้
หมันระบบ WA-CMS และระบบ BT-CMS ด้วยเช่นกัน   

ในส่วนของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูของต้น F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรังปี 
61 มีค่าเป็น 77.0 ±11.2 จัดให้อยู่ในกลุ่มปกติบางส่วน เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดมีค่า 21.5 ±9.3 จัด
อยู่ในกลุ่มของเป็นหมันบางส่วน เมื่อท้าการปลูกประชากร F2 จ้านวน 100 เมล็ด สามารถงอกเป็นต้น 
53 ต้ น  (53 เป อ ร์ เซ็ น ต์ ) เป็ น ผ ล ท้ า ให้ ต้ อ ง ส ร้ า ง ป ระ ช าก ร  F2 จ าก ก าร ป ลู ก ต้ น  F1 

(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปี ปี 62 ซึ่งเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู มีค่า 91.5 ±5.3 
เปอร์เซ็นต์ จัดให้อยู่ในกลุ่มปกติ หรือแก้หมัน การติดเมล็ด มีค่า 29.4 ±5.4 จัดให้อยู่ในกลุ่มเป็นหมัน
บางส่วน และท้าการปลูกประชากร F2 เพิ่มอีก 200 เมล็ด สามารถงอกเป็นต้น 181 ต้น ส่วน
เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดของประชากร F2 ฤดูนาปรังปี 61 มีค่าเฉล่ีย 6.3 ±8.2 (0.0 ถึง 29.1 ±6.1)
และนาปรังปี 62 มีค่าเฉล่ีย 28.1 ±24.9 (0.0 ถึง 80.7 ±2.1) โดยจะเห็นว่าเปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด
นั้นจะมีค่าแปรปรวนมาก ซึ่งอาจจะเนื่องมาจากส่ิงแวดล้อมเพราะเป็นการปลูกในช่วงเวลาท่ีแตกต่าง
กัน ซึ่งจากข้อมูลความมีชีวิตของเรณูของต้น F1 และประชากร F2 แสดงให้เห็นว่าควรจะจัดข้าวพันธุ์
สุพรรณบุรี 1 เป็นกลุ่มแก้หมัน หรือ R-line ส่วนการจัดกลุ่มด้วยการติดเมล็ดนั้น อาจไม่เหมาะสม
เนื่องจากส่ิงแวดล้อมมีอิทธิพลกับการติดเมล็ด ดังงานวิจัยของ Seesang et al. (2014) ได้น้าเสนอใน
ทิศทางเดียวกัน เกี่ยวกับการติดเมล็ดของประชากร F2 ท่ีได้ท้าการศึกษาความดีเด่น และการถ่ายทอด
ลักษณะแก้หมันในประชากร F2 (IR580151AxCH1) และประชากร F2 (IR580151AxCH4) โดยใช้
ข้อมูลของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูเพียงอย่างเดียวในการศึกษายีนแก้หมัน เนื่องจากข้อมูลการ
ติดเมล็ดมีอิทธิพลของสรีรวิทยา และสภาพแวดล้อมมาเกี่ยวข้องจึงไม่ได้น้าข้อมูลในส่วนนี้มา
ท้าการศึกษายีนแก้หมันด้วย อีกท้ังงานวิจัยของพีรพล และคณะ (2561) ท้าการศึกษาการถ่ายทอด
ลักษณะการติดเมล็ด ในสภาพเครียดจากความร้อนของประชากร F2 (N22xกข31)  พบว่า อุณหภูมิสูง
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มีผลต่อลักษณะการติดเมล็ด ซึ่งสภาพอากาศในปัจจุบันมีความแปรปรวนเป็นอย่างมาก อาจเป็นผล
ท้าให้เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดแปรปรวนตามไปด้วย  

จากผลการจัดจ้าแนกจะพบว่า การจัดจ้าแนกกลุ่มของพันธุ์ข้าวด้วยความมีชีวิตของเรณู และ
การติดเมล็ดของลูก F1 ตามเกณฑ์ในตารางท่ี 6 อาจจะมีความคลาดเคล่ือนท่ีอาจจะเกิดขึ้นได้จากยีน
ของระบบแก้หมันอื่น หรือความแปรปรวนทางสภาพแวดล้อม จึงท้าให้มีการศึกษาการจัดจ้าแนกด้วย
ยีนแก้หมันของเรณูในระบบแก้หมันต่างๆ 

1.2 การจัดจ้าแนกด้วยยีน PPR9 
ในการศึกษานี้ได้จัดจ้าแนกกลุ่มของพันธุ์ข้าวด้วยการตรวจสอบยีนแก้หมัน Rf4 โดยน้า

เครื่องหมายท่ีมีความจ้าเพาะกับยีนมาจ้าแนกกลุ่มสายพันธุ์ข้าว ของข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และ
สุพรรณบุรี 1 ซึ่งในการศึกษานี้น้าเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนแก้หมันต้าแหน่ง Rf4 คือ เครื่องหมาย 
RMS_PPR9-4 ของยีน PPR9 ท่ีมีรายงานว่าเป็นยีนแก้หมันของระบบ WA-CMS (Tang et al., 2014 
และ Kazama and Toriyama, 2014) ท่ีใช้ในการทดสอบจึงน้าผลจากเครื่องหมายเหล่านี้ท้าการ
จ้าแนกกลุ่ม พบว่า ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มสายพันธุ์ B เนื่องจากแสดงแถบดีเอ็น
เอขนาดเดียวกันกับข้าวสายพันธุ์ IR58025A (A-line) (ภาพท่ี 13) ส้าหรับข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ถูก
จัดให้อยู่ในกลุ่มสายพันธุ์ R เนื่องจากแถบดีเอ็นเอมีขนาดต่างกันกับข้าวสายพันธุ์ IR58025A (ภาพท่ี 
13) เนื่ องจากข้าวพันธุ์ สุพรรณบุ รี  1 เป็นก ลุ่มแก้หมัน จึงน้ า ลูกผสม F1 และประชากร F2 
(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ไปศึกษาการท้างานของยีนแก้หมันระบบ WA-CMS ในการศึกษาต่อไป 

 
ภาพที่ 13 ผล 3 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
RMS_PPR9-4  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA)  
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2. การศึกษาลักษณะแก้ความเป็นหมันจากข้อมูลความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ด 

 จากการย้อมเรณูด้วยสารละลาย I2-KI เพื่อศึกษาลักษณะแก้ความเป็นหมันของเรณูในข้าว
พันธุ์ IR58025A, ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105, ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1, ต้น F1 และประชากร F2 ของ 
คู่ผสม IR58025Axขาวดอกมะลิ 105, ต้น F1 และประชากร F2 ของ คู่ผสม IR58025Axสุพรรณบุรี 1 
ท้ัง 2 ฤดู (ภาพท่ี 14 และ 15) โดยข้าวพันธุ์ IR58025A ท่ีมียีนหมันของเรณู และไม่มียีนแก้หมัน เมื่อ
ท้าการย้อมเรณูจะไม่ติดสีย้อม ลักษณะของเรณูเป็นสีเหลืองใส และรูปร่างบิดเบี้ยว ในส่วนของข้าว
พันธุ์ ขาวดอกมะลิ 105, สุพรรณบุรี 1 เรณูจะติดสีเข้ม รูปร่างกลม ในส่วนของลูก F1 พบว่า ลูก F1 

ของ IR58025Axขาวดอกมะลิ 105 และ IR58025Axสุพรรณบุรี 1 เรณูจะมีชีวิตเป็น 93.2 ±2.9 และ 
91.5±5.3 ตามล้าดับ ส้าหรับประชากร F2 ของ IR58025Axขาวดอกมะลิ 105 มีเปอร์เซ็นต์ความมี
ชีวิตเป็น 0, 0.84 ±1.4, 65.5 ±5.2 และ 90.4±6.1 ตามล้าดับ ในขณะท่ี ความมีชีวิตของเรณูของ
ประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปรังปี 61 มีค่าอยู่ระหว่าง 0.0 ถึง 99.0 ±1.8  
มีค่าเฉล่ีย 67.1 ±35.5 ส่วนนาปรังปี 62 มีค่าอยู่ระหว่าง 0.0 ถึง 95.7 ±4.7 มีค่าเฉล่ีย 65.7 ±30.8 
ตามล้าดับ (ตารางท่ี 8-10) 

 

ภาพที่ 14 ความมีชีวิตของเรณู จากการย้อมด้วยสารละลาย I2-KI ของข้าวพันธุ์ IR58025A, 
ขาวดอกมะลิ 105, F1  (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105) และตัวอย่างของประชากร F2 จ้านวน 6 ต้น 
 



 45 

 
ภาพที่ 15 ความมีชีวิตของเรณู จากการย้อมด้วยสารละลาย I2-KI ของข้าวพันธุ์ IR58025A, 
สุพรรณบุรี 1, F1 และตัวอย่างของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรังปี 61 และนา
ปรังปี 62 จ้านวน 12 ต้น 
 นอกจากนี้ท้าการนับเมล็ดดี และเมล็ดฝ่อข้าวพันธุ์ IR58025A, ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105, 
ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1, ต้น F1 และประชากร F2 ของ คู่ผสม IR58025Axขาวดอกมะลิ 105, ต้น F1 

และประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Axสุพรรณบุรี 1 ท้ัง 2 ฤดูปลูก ท้าการค้านวณเปอร์เซ็นต์การ
ติดเมล็ด ดังแสดงข้อมูลในตารางท่ี 8-10 
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ตารางที่ 8 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู, เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด และการใช้เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ
และสัมพันธ์กับยีน WA352 ต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 ทดสอบกับ IR58025A, ขาวดอกมะลิ105, F1 
และประชากร F2 

ล้าดับ พันธ์ุ 

% ความมีชีวิต
ของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติด
เมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3148 RM315 RM294 RM258 

1 IR58025A 0 ±0.0 0 ±0.0 WA A A A A 
2 KDM105 97.2 ±4.8 84.6 ±2.4 N-WA K K K K 
3 F1 Hybrid 93.2 ±2.9 13.8 ±7.8 WA H H H H 
4 F2 No.1 0 ±0.0 0 ±0.0 WA H H H H 
5 F2 No.2 65.5 ±5.2 0 ±0.0 WA A A A A 
6 F2 No.3 0 ±0.0 0 ±0.0 WA H H H H 
7 F2 No.4 0.8 ±1.4 0 ±0.0 WA H A A H 
8 F2 No.5 0 ±0.0 0 ±0.0 WA A K H A 
9 F2 No.6 0 ±0.0 0 ±0.0 WA A H A A 
10 F2 No.7 90.4 ±6.1 0.9 ±1.1 WA K K K H 
11 F2 No.8 0 ±0.0 0 ±0.0 WA H K A A 
12 F2 No.9 0 ±0.0 0 ±0.0 WA H H H H 

 หมายเหตุ : เครื่องหมายท่ีศึกษายีนหมัน ให้จีโนไทป์เป็น N-WA = Non-WA352, WA = WA352 
เครื่องหมายท่ีศึกษายีนแก้ความเป็นหมันของเรณู  ให้ จีโนไทป์ตามช่ือพันธุ์ข้าว 
A = IR58025A, H = Heterozygous, K = ขาวดอกมะลิ 105, และ * = ค่าเฉล่ีย ±
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 

ตารางที่ 9 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู, เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด และการใช้เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ
และสัมพันธ์กับยีน WA352 ต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 ทดสอบกับ IR58025A, สุพรรณบุรี1, F1 และ
ประชากร F2 (นาปรังปี 61) 

ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมี

ชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติด
เมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3148 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

1 IR58025A 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 N-WA A A NR A 
2 SPR1 86.8 ±2.2 67.1 ±9.9 WA S S R S 
3 F1 Hybrid 91.5 ±5.3 21.5 ±9.3 WA H H H H 
4 F2.No32 99.0 ±1.8 3.2 ±0.7 WA H H H H 
5 F2.No20 94.9 ±3.7 11.7 ±9.3 WA S H R S 
6 F2.No6 94.7 ±2.9 17.5 ±7.4 WA S S R S 
7 F2.No45 94.3 ±1.3 26.0 ±16.4 WA H H R S 
8 F2.No26 93.8 ±2.8 18.9 ±9.0 WA H A H H 
9 F2.No9 93.7 ±6.9 0.0 ±0.0 WA H A R S 
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ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมี

ชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติด
เมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3148 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

10 F2.No35 93.3 ±4.1 0.9 ±0.5 WA S S R S 
11 F2.No2 92.9 ±6.3 0.8 ±1.3 WA H A H H 
12 F2.No10 92.1 ±3.4 9.0 ±7.9 WA S S H H 
13 F2.No30 91.8 ±5.8 29.1 ±6.1 WA H S H H 
14 F2.No46 89.9 ±5.7 19.3 ±14.1 WA S H H H 
15 F2.No14 89.8 ±3.4 0.0 ±0.0 WA S H NR A 
16 F2.No24 89.7 ±4.5 2.6 ±0.5 WA H A H H 
17 F2.No18 89.6 ±6.0 6.5 ±5.6 WA H H H H 
18 F2.No39 89.6 ±1.1 8.4 ±1.5 WA A A H H 
19 F2.No23 88.6 ±3.0 18.0 ±7.4 WA H A H H 
20 F2.No5 88.5 ±6.0 0.0 ±0.0 WA H H R S 
21 F2.No25 87.9 ±7.1 20.8 ±6.6 WA H A R S 
22 F2.No15 87.9 ±5.5 3.6 ±3.0 WA H H H H 
23 F2.No12 87.4 ±4.8 5.9 ±5.1 WA H H H H 
24 F2.No17 87.0 ±5.7 22.0 ±2.4 WA H H H H 
25 F2.No22 86.6 ±6.9 7.9 ±4.6 WA H H H H 
26 F2.No13 86.0 ±2.8 0.0 ±0.0 WA H H H H 
27 F2.No21 85.9 ±7.4 5.1 ±2.2 WA S H H H 
28 F2.No27 85.5 ±0.9 2.3 ±3.7 WA H H NR A 
29 F2.No4 85.4 ±3.9 0.1 ±0.2 WA H H R S 
30 F2.No43 85.4 ±6.6 19.9 ±4.2 WA H H H H 
31 F2.No16 85.1 ±5.5 0.0 ±0.0 WA H A H H 
32 F2.No29 84.3 ±6.4 0.4 ±0.7 WA H S H H 
33 F2.No48 83.2 ±7.6 3.6 ±4.0 WA H A H H 
34 F2.No52 82.7 ±6.6 10.4 ±6.5 WA H A R S 
35 F2.No19 82.6 ±7.7 3.8 ±3.4 WA H A H H 
36 F2.No28 81.6 ±7.6 17.5 ±3.7 WA S S H H 
37 F2.No41 81.5 ±7.9 0.0 ±0.0 WA H H NR A 
38 F2.No36 75.6 ±6.1 10.9 ±7.8 WA H A R S 
39 F2.No49 74.8 ±6.6 0.0 ±0.0 WA H A H H 
40 F2.No7 74.0 ±6.9 2.3 ±1.9 WA H S NR A 
41 F2.No42 72.3 ±4.1 4.3 ±1.7 WA H S NR A 
42 F2.No34 67.9 ±6.8 0.0 ±0.0 WA H S NR A 
43 F2.No53 67.0 ±6.1 3.9 ±6.5 WA H S NR A 
44 F2.No33 57.1 ±5.0 18.2 ±3.5 WA H H H H 
45 F2.No1 51.6 ±9.5 0.2 ±0.3 WA S H H H 
46 F2.No11 2.5 ±4.4 0.0 ±0.0 WA S A NR A 
47 F2.No3 1.4 ±2.4 0.0 ±0.0 WA H H NR A 
48 F2.No31 1.2 ±2.1 0.0 ±0.0 WA A N NR A 
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ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมี

ชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติด
เมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3148 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

49 F2.No50 0.8 ±1.3 0.0 ±0.0 WA H H NR A 
50 F2.No8 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H H NR A 
51 F2.No37 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H H NR A 
52 F2.No38 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H A NR A 
53 F2.No40 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H A NR A 
54 F2.No44 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H A NR A 
55 F2.No47 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H A NR A 
56 F2.No51 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H A NR A 

หมายเหตุ : เครื่องหมายท่ีศึกษายีนหมัน ให้จีโนไทป์เป็น N-WA = Non-WA352 และ WA = 
WA352 เครื่องหมายท่ีศึกษายีนแก้ความเป็นหมันของเรณู RMS_PPR9-4 ให้จีโนไทป์เป็น 
 R = Restorer, NR = Non- restorer ในส่วนของเครื่องหมายอื่น ให้จีโนไทป์ตามช่ือพันธุ์
ข้าว A = IR58025A, S = สุพรรณบุรี 1, H = Heterozygous และ * = ค่าเฉล่ีย ±ส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
ตารางที่ 10 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู, เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด และการใช้เครื่องหมายท่ี
จ้าเพาะและสัมพันธ์กับยีน WA352 ต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 ทดสอบกับ IR58025A, สุพรรณบุรี1, F1 
และประชากร F2 (นาปรังปี 62) 

ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมีชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติดเมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

1 IR58025A 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR A 
2 SRR1 95.9 ±1.2 63.8 ±1.6 N-WA S R S 
3 F1 Hybrid 91.5 ±5.3 21.5 ±9.3 WA H H H 
4 F2 No.145 95.7 ±4.7 40.4 ±10.6 WA H R S 
5 F2 No.134 94.8 ±3.0 60.7 ±9.4 WA A H S 
6 F2 No.161 93.9 ±4.6 60.6 ±7.1 WA H H H 
7 F2 No.37 93.6 ±2.4 59.5 ±4.7 WA A H S 
8 F2 No.21 93.5 ±3.5 69.9 ±5.0 WA A H H 
9 F2 No.187 93.3 ±2.4 40.3 ±2.6 WA H R S 
10 F2 No.195 92.8 ±4.1 0.0 ±0.0 WA H H H 
11 F2 No.48 92.8 ±0.7 52.7 ±5.7 WA A H H 
12 F2 No.33 92.3 ±4.5 59.5 ±9.4 WA A NR H 
13 F2 No.181 91.5 ±2.9 25.3 ±12.7 WA H R S 
14 F2 No.89 91.3 ±2.4 43.3 ±12.2 WA A R S 
15 F2 No.159 90.5 ±4.7 70.9 ±5.1 WA H R S 
16 F2 No.146 90.4 ±4.2 / WA H NR H 
17 F2 No.137 90.2 ±6.6 49.1 ±12.0 WA H H S 
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ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมีชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติดเมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

18 F2 No.96 90.1 ±4.3 24.9 ±18.9 WA A NR H 
19 F2 No.43 89.8 ±3.1 51.5 ±12.4 WA A NR H 
20 F2 No.71 89.8 ±9.5 39.7 ±14.4 WA A H H 
21 F2 No.129 89.7 ±3.2 60.0 ±5.0 WA H R S 
22 F2 No.197 89.6 ±3.1 54.7 ±15.3 WA A H S 
23 F2 No.193 89.5 ±1.9 48.0 ±7.7 WA A R S 
24 F2 No.65 89.5 ±4.1 41.1 ±3.6 WA A H S 
25 F2 No.26 89.3 ±3.4 0.0 ±0.0 WA H H H 
26 F2 No.77 89.3 ±4.4 59.7 ±14.1 WA A H A 
27 F2 No.152 89.3 ±0.7 72.4 ±5.9 WA H H H 
28 F2 No.20 89.2 ±4.8 17.0 ±4.5 WA A H H 
29 F2 No.56 89.1 ±4.4 41.1 ±6.5 WA H H H 
30 F2 No.141 89.1 ±5.2 42.0 ±6.2 WA H H H 
31 F2 No.46 88.9 ±6.6 65.8 ±4.2 WA A NR H 
32 F2 No.42 88.9 ±0.4 51.9 ±8.3 WA A H H 
33 F2 No.117 88.8 ±3.8 / WA H H H 
34 F2 No.27 88.8 ±8.1 48.2 ±4.8 WA A H S 
35 F2 No.18 88.3 ±6.3 66.8 ±5.5 WA H H H 
36 F2 No.135 88.2 ±1.6 55.3 ±6.1 WA A H S 
37 F2 No.105 88.2 ±4.5 26.2 ±23.4 WA H R H 
38 F2 No.49 87.3 ±7.0 43.3 ±8.0 WA A R S 
39 F2 No.130 87.3 ±6.4 32.1 ±0.6 WA A H S 
40 F2 No.138 87.1 ±4.0 68.9 ±0.9 WA A R S 
41 F2 No.169 87.0 ±5.4 47.6 ±8.0 WA H R S 
42 F2 No.160 86.9 ±4.2 60.7 ±6.1 WA H H H 
43 F2 No.194 86.7 ±6.5 0.0 ±0.0 WA A H H 
44 F2 No.143 86.7 ±1.9 49.0 ±6.5 WA H H H 
45 F2 No.1 86.7 ±3.6 11.0 ±5.3 WA H H H 
46 F2 No.93 86.7 ±7.0 0.0 ±0.0 WA A H S 
47 F2 No.38 86.5 ±1.3 62.1 ±9.5 WA A R H 
48 F2 No.123 86.3 ±7.1 5.9 ±5.0 WA A H H 
49 F2 No.58 86.2 ±2.8 68.7 ±7.2 WA H H H 
50 F2 No.64 86.2 ±2.9 13.4 ±9.2 WA A R S 
51 F2 No.32 85.8 ±7.5 32.6 ±7.7 WA A H H 
52 F2 No.126 85.7 ±0.4 27.2 ±6.5 WA A H S 
53 F2 No.188 85.7 ±2.4 63.1 ±5.0 WA H R S 
54 F2 No.3 85.5 ±7.1 29.0 ±8.8 WA A H S 
55 F2 No.6 85.5 ±2.2 74.8 ±3.6 WA A H H 
56 F2 No.7 85.4 ±3.4 60.4 ±1.4 WA A NR H 
57 F2 No.19 85.3 ±7.2 53.9 ±3.9 WA A R S 
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ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมีชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติดเมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

58 F2 No.175 85.1 ±7.8 14.3 ±4.3 WA A H H 
59 F2 No.171 84.9 ±5.2 75.8 ±8.8 WA H H H 
60 F2 No.62 84.9 ±7.4 37.9 ±9.2 WA A H H 
61 F2 No.5 84.6 ±9.0 54.8 ±1.5 WA A H S 
62 F2 No.100 84.4 ±0.9 37.3 ±9.3 WA H H S 
63 F2 No.78 84.3 ±7.7 24.2 ±11.8 WA A R H 
64 F2 No.44 84.0 ±6.8 46.6 ±20.6 WA H H H 
65 F2 No.170 83.9 ±5.0 80.7 ±2.1 WA H H H 
66 F2 No.17 83.8 ±6.8 59.9 ±9.1 WA A NR H 
67 F2 No.50 83.6 ±8.2 13.9 ±12.1 WA A R S 
68 F2 No.69 83.6 ±9.0 0.0 ±0.0 WA A NR H 
69 F2 No.97 83.5 ±4.4 10.3 ±3.7 WA A H H 
70 F2 No.121 83.3 ±4.1 23.5 ±9.7 WA H H H 
71 F2 No.190 83.2 ±8.7 0.0 ±0.0 WA H H H 
72 F2 No.35 83.1 ±6.1 4.8 ±4.5 WA A R H 
73 F2 No.167 82.6 ±2.3 24.0 ±8.1 WA H H H 
74 F2 No.22 82.5 ±5.6 18.4 ±6.9 WA A H H 
75 F2 No.164 82.5 ±6.3 17.6 ±4.5 WA A H S 
76 F2 No.51 82.2 ±5.8 65.5 ±4.7 WA A H S 
77 F2 No.34 82.2 ±7.8 64.0 ±10.2 WA A NR H 
78 F2 No.128 82.2 ±2.9 32.2 ±9.5 WA A H H 
79 F2 No.76 82.0 ±7.8 32.0 ±7.0 WA A H H 
80 F2 No.111 82.0 ±9.5 48.3 ±13.4 WA S H H 
81 F2 No.136 81.9 ±2.5 68.8 ±6.4 WA H H H 
82 F2 No.9 81.5 ±7.9 60.5 ±5.1 WA A H H 
83 F2 No.61 81.3 ±7.2 46.9 ±3.3 WA A NR H 
84 F2 No.166 81.2 ±5.7 29.3 ±18.1 WA H R S 
85 F2 No.41 81.1 ±5.0 1.7 ±0.9 WA A H H 
86 F2 No.158 80.9 ±10.0 70.4 ±15.5 WA H H S 
87 F2 No.155 80.8 ±3.3 59.4 ±11.0 WA H H H 
88 F2 No.151 80.4 ±9.4 25.3 ±9.8 WA A R S 
89 F2 No.179 80.3 ±1.6 0.0 ±0.0 WA H H H 
90 F2 No.66 80.3 ±7.5 0.0 ±0.0 WA A NR H 
91 F2 No.2 80.0 ±5.1 57.9 ±6.5 WA A R S 
92 F2 No.120 79.9 ±9.0 31.0 ±3.3 WA H H H 
93 F2 No.127 79.6 ±8.2 10.2 ±1.4 WA A H S 
94 F2 No.144 79.4 ±9.8 0.0 ±0.0 WA A R S 
95 F2 No.184 79.3 ±7.4 1.6 ±1.6 WA H H H 
96 F2 No.172 79.1 ±8.5 72.3 ±10.9 WA H H S 
97 F2 No.142 79.0 ±6.6 36.6 ±9.9 WA H H H 
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ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมีชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติดเมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

98 F2 No.182 78.9 ±5.7 70.3 ±5.7 WA H H H 
99 F2 No.186 78.8 ±6.0 36.9 ±2.8 WA H H H 
100 F2 No.23 78.6 ±9.8 7.9 ±4.3 WA A H H 
101 F2 No.115 78.0 ±3.5 38.6 ±11.1 WA H R S 
102 F2 No.196 77.7 ±9.1 42.4 ±18.8 WA H H H 
103 F2 No.185 77.7 ±3.2 18.8 ±4.1 WA A H H 
104 F2 No.101 77.5 ±3.7 29.2 ±13.7 WA H H H 
105 F2 No.57 77.1 ±9.7 44.1 ±9.9 WA A R S 
106 F2 No.102 76.2 ±5.5 30.2 ±14.3 WA A H H 
107 F2 No.178 76.2 ±2.8 / WA A H H 
108 F2 No.47 75.4 ±3.8 40.1 ±11.4 WA A H H 
109 F2 No.113 75.3 ±2.7 1.9 ±1.1 WA H H H 
110 F2 No.154 74.7 ±5.6 8.0 ±3.2 WA A H H 
111 F2 No.176 74.6 ±8.8 0.0 ±0.0 WA A N H 
112 F2 No.150 74.3 ±6.3 43.9 ±10.9 WA A NR H 
113 F2 No.29 74.3 ±5.4 43.8 ±15.6 WA A R S 
114 F2 No.39 73.8 ±0.8 9.6 ±6.5 WA A N H 
115 F2 No.63 73.5 ±3.3 48.2 ±9.1 WA A H H 
116 F2 No.103 73.2 ±9.5 23.0 ±15.5 WA A H H 
117 F2 No.45 72.8 ±7.4 25.3 ±5.2 WA A H A 
118 F2 No.4 72.7 ±8.3 40.4 ±18.7 WA A NR S 
119 F2 No.189 72.6 ±3.8 14.2 ±5.1 WA H H H 
120 F2 No.191 72.2 ±0.9 15.8 ±8.4 WA H H H 
121 F2 No.98 71.3 ±0.6 1.2 ±0.8 WA A H H 
122 F2 No.85 71.2 ±2.9 21.2 ±16.5 WA A H H 
123 F2 No.132 71.2 ±9.6 65.4 ±6.6 WA H H H 
124 F2 No.86 70.5 ±3.2 14.3 ±6.4 WA A NR H 
125 F2 No.139 70.1 ±9.3 56.7 ±6.6 WA H H H 
126 F2 No.168 69.3 ±1.6 3.1 ±2.6 WA A H H 
127 F2 No.31 69.3 ±9.4 14.7 ±4.2 WA H H H 
128 F2 No.36 68.3 ±7.5 49.7 ±6.7 WA A NR H 
129 F2 No.147 66.6 ±2.2 28.6 ±9.9 WA H R S 
130 F2 No.153 66.0 ±6.0 6.8 ±5.6 WA H H H 
131 F2 No.114 65.2 ±2.8 1.8 ±0.9 WA A H S 
132 F2 No.25 64.8 ±5.6 57.5 ±8.6 WA A NR H 
133 F2 No.59 63.2 ±7.7 7.1 ±2.4 WA A NR S 
134 F2 No.133 63.1 ±4.4 11.4 ±4.9 WA H H S 
135 F2 No.79 63.1 ±8.9 0.9 ±0.3 WA A NR H 
136 F2 No.30 62.9 ±3.7 38.5 ±3.7 WA A H H 
137 F2 No.110 62.3 ±2.5 24.2 ±9.7 WA H H S 
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ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมีชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติดเมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

138 F2 No.99 61.3 ±5.9 0.0 ±0.0 WA A H H 
139 F2 No.55 60.7 ±1.0 4.2 ±0.9 WA A NR H 
140 F2 No.125 59.9 ±4.7 47.1 ±5.6 WA S H H 
141 F2 No.53 59.3 ±6.4 23.8 ±8.6 WA A H H 
142 F2 No.90 59.1 ±7.3 18.3 ±6.5 WA A H H 
143 F2 No.122 59.1 ±7.4 47.1 ±5.6 WA A H H 
144 F2 No.165 58.5 ±2.7 2.7 ±2.4 WA H H H 
145 F2 No.131 56.1 ±6.9 4.1 ±3.2 WA H H H 
146 F2 No.74 55.8 ±3.8 38.5 ±13.7 WA A NR S 
147 F2 No.107 54.0 ±4.1 0.0 ±0.0 WA A H H 
148 F2 No.118 52.1 ±8.3 0.0 ±0.0 WA A H H 
149 F2 No.163 44.7 ±4.0 2.1 ±1.1 WA H H H 
150 F2 No.108 44.2 ±6.4 0.7 ±1.2 WA A H H 
151 F2 No.119 43.4 ±4.8 0.0 ±0.0 WA H NR H 
152 F2 No.87 32.6 ±1.8 / WA A H H 
153 F2 No.82 27.5 ±4.3 0.0 ±0.0 WA A NR H 
154 F2 No.91 26.6 ±9.0 5.7 ±5.0 WA A H H 
155 F2 No.173 18.6 ±7.0 0.0 ±0.0 WA H NR H 
156 F2 No.83 13.0 ±6.5 0.0 ±0.0 WA H NR A 
157 F2 No.70 12.2 ±8.8 0.0 ±0.0 WA H H H 
158 F2 No.124 10.5 ±5.3 0.0 ±0.0 WA A H H 
159 F2 No.177 10.3 ±9.3 0.0 ±0.0 WA H NR H 
160 F2 No.24 4.0 ±6.9 0.0 ±0.0 WA A NR A 
161 F2 No.106 2.7 ±2.3 0.0 ±0.0 WA H H H 
162 F2 No.157 1.9 ±3.3 1.0 ±0.9 WA H N H 
163 F2 No.8 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A N H 
164 F2 No.11 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A H S 
165 F2 No.28 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR A 
166 F2 No.67 0.0 ±0.0 / WA A NR H 
167 F2 No.75 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A H H 
168 F2 No.80 0.0 ±0.0 / WA A NR H 
169 F2 No.81 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR H 
170 F2 No.88 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A H S 
171 F2 No.92 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR H 
172 F2 No.95 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR H 
173 F2 No.104 0.0 ±0.0 / WA A H S 
174 F2 No.112 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H NR H 
175 F2 No.116 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A H A 
176 F2 No.140 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR H 
177 F2 No.148 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H H H 
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ล้าดับ พันธ์ุ 
% ความมีชีวิตของเรณ ู

( ±S.D.)* 

% การติดเมล็ด 

( ±S.D.)* 

WA352 Rf3 Rf4 

RMS_3_WA352 RM3873 RMS_PPR9-4 PPR10 

178 F2 No.149 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR H 
179 F2 No.156 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H NR H 
180 F2 No.162 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A H H 
181 F2 No.174 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A NR H 
182 F2 No.180 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H NR H 
183 F2 No.183 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA H NR H 
184 F2 No.198 0.0 ±0.0 0.0 ±0.0 WA A H H 

หมายเหตุ : เครื่องหมายท่ีศึกษายีนหมัน ให้จีโนไทป์เป็น N-WA = Non-WA352 และ WA = 
WA352 เครื่องหมายท่ีศึกษายีนแก้ความเป็นหมันของเรณู RMS_PPR9-4 ให้จีโนไทป์เป็น  
R =Restorer, NR = Non-restorer ในส่วนของเครื่องหมายอื่น ให้จีโนไทป์ตามช่ือพันธุ์ข้าว 
A = IR58025A, S = สุพรรณบุรี 1, H=Heterozygous, / = ไม่มีข้อมูล และ * = ค่าเฉล่ีย ±
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
3. การศึกษาจีโนไทป์ด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 

 การตรวจสอบจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ โดยใช้ดีเอ็นเอท่ีท้าการสกัดด้วยวิธี mCTAB 
จากข้าวพันธุ์  IR58025A (ต้นแม่ ), ขาวดอกมะลิ 105 (ต้นพ่ อ ), สุพรรณบุ รี  1 (ต้นพ่ อ ), F1 
(IR58025Axขาวดอกมะลิ 105), F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1), ประชากร F2 ของ IR58025Axขาว
ดอกมะลิ 105 จ้านวน 9 ต้น, ประชากร F2 ของ IR58025Axสุพรรณบุรี 1 (2 ฤดูปลูก ) จ้านวน 53 
ต้น และ 181 ต้น ตามล้าดับ 

3.1 การตรวจสอบยีนควบคุมความเป็นหมันของเรณูในระบบ WA-CMS 
 การตรวจสอบยีน WA352 ท่ีเป็นยีนควบคุมความเป็นหมันของเรณูโดยใช้เครื่องหมายท่ี
สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง ต้นพ่อ และต้นแม่  คือ RMS_3_WA352 (Kazama and 
Toriyama, 2014) เพื่อตรวจสอบยีนควบคุมความเป็นหมันในไซโทพลาซึมซึ่งอยู่ในไมโทคอนเดรีย 
พบว่า ข้าวพันธุ์ IR58025A (ต้นแม่) ท่ีมีลักษณะเรณูเป็นหมันให้แถบดีเอ็นเอขนาด 247 คู่เบส ส่วน
ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1 (ต้นพ่อ) ใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 227 คู่เบส (ภาพท่ี 16A) 
ในส่วนของต้น F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105), ต้นF1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1), ประชากร F2 
ของขาวดอกมะลิ 105 จ านวน 9 ต้น, ประชากร F2 ของสุพรรณบุรี 1 (2 ฤดูปลูก ) จ านวน 53 ต้น 
และ 181 ต้น แสดงแถบขนาด 247 คู่เบส เหมือนพันธุ์ IR58025A ท่ีมีลักษณะเรณูเป็นหมัน (ภาพท่ี 
16B) แสดงให้เห็นว่า ลูก F1 และประชากร F2 ท่ีใช้ในการศึกษาต่อไปเนื่องจากได้รับยีนควบคุมความ
เป็นหมันของเรณูจากต้นแม่   
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ภาพที่ 16 ผล 3 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
RMS_3_WA352  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA) 
A) เลน 1-9 คือ ประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Axขาวดอกมะลิ 105 ต้นท่ี 1-9 ตามล้าดับ และ
เลน  F1 คือ F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ  105) B) เลน  1-11 คือ  ประชากร F2 ของคู่ผสม 
IR58025Axสุพ รรณ บุ รี  1 ในฤ ดูน าปรั งปี  61 ต้น ท่ี  43-53 ตาม ล้าดับ  และ เลน  F1 คือ  F1 

(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) 
3.2 การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf3 

 การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf3 โดยใช้เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะ
กับยีน คือ DRRM_RF3_10 (Suresh et al., 2012) เมื่อน้าไปเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์
และวิเคราะห์ด้วย 4 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่าให้แถบดีเอ็นเอขนาดเท่ากันจาก
ข้าวทุกสายพันธุ์ที่ใช้ในการศึกษา แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมาย DRRM_RF3_10 ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ IR58025A กับ ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1 ได้ จึงไม่ได้น้า
เครื่องหมายนี้ไปตรวจสอบต่อ (ภาพท่ี 17)  

 

ภาพที่ 17 ผล 4 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
DRRM_RF3_10  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA)  

A B 
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ส่วนเครื่องหมาย SSR ท่ีมีความสัมพันธ์กับยีนต้าแหน่ง Rf3 ส้าหรับข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 มี 5 เครื่องหมายท่ีท้าการทดสอบ คือ RM1, RM3148, RM294, RM315 และ RM443 พบว่า 
เครื่องหมาย RM1, RM443 ไม่แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
กับ ข้าวพันธุ์ IR58025A ส่วนเครื่องหมาย RM315, RM3148 และ RM294 เป็นเครื่องหมายท่ีให้แถบ
ดีเอ็นเอท่ีแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 กับข้าวพันธุ์ IR58025A ดังนั้นจึงน้าท้ัง 3 
เครื่องหมายนี้มาทดสอบกับต้น F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105) โดยเครื่องหมาย RM315 ของข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 133 คู่เบส ข้าวพันธุ์ IR58025A แสดงแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 139 คู่เบส เครื่องหมาย RM3148 ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 170 คู่
เบส ข้าวพันธุ์ IR58025A แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 155 คู่เบส และเครื่องหมาย RM294  ข้าวพันธุ์
ขาวดอกมะลิ 105 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 140 และ 185 คู่เบส ข้าวพันธุ์ IR58025A แสดงแถบ 
ดีเอ็นเอขนาด 165 และ 185 คู่เบส (ภาพท่ี 18) น้าไปทดสอบกับประชากร F2 พบว่า ประชากร F2  
จ้านวน 9 ต้น โดยหากต้น F2 ต้นใดให้แถบดีเอ็นเอเหมือนต้นแม่ คือ พันธุ์ IR58025A จะให้จีโนไทป์
เป็น A หากต้น F2 ต้นใดให้แถบดีเอ็นเอเหมือนต้นพ่อ คือ พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 หรือพันธุ์
สุพรรณบุรี 1 จะให้จีโนไทป์เป็น K หรือ S ตามล้าดับ แต่หากต้น F2 ต้นใดให้แถบดีเอ็นเอเหมือนท้ัง
ต้นแม่และต้นพ่อ ให้จีโนไทป์เป็น H (Heterozygous) โดยเครื่องหมาย RM315 แสดงจีโนไทป์เป็น K 
จ้านวน 3 ต้น H 4 ต้น และ A 2 ต้น เครื่องหมาย RM3148 แสดงจีโนไทป์เป็น K จ้านวน 1 ต้น H 5 
ต้น และ A 3 ต้น และเครื่องหมาย RM294 แสดงจีโนไทป์เป็น K จ้านวน 1 ต้น H 4 ต้น และ A 4 
ต้น (ตารางท่ี 8) 
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ภาพที่ 18 ผล 4 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส  ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วย
เครื่องหมาย RM315, RM3148 และ RM294  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA), 
เลน F1 คือ F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105) เลน 1-9 คือ ประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Axขาว
ดอกมะลิ 105 ต้นท่ี 1-9 ตามล้าดับ   

ส้าหรับข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 พบเครื่องหมาย RM315, RM1, RM3148 และ RM3873 ท่ี
แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีขนาดแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 และ IR58025A ได้ แต่เครื่องหมาย 
RM443 และ RM294 ไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง ส่วนเครื่องหมาย RM1 พบว่าลูก F1 แสดงแถบ
เหมือนพ่อ ในขณะท่ีลูก F2 แสดงเฮทเทอโรไซกัส จากเครื่องหมายท้ัง 4 ท่ีสามารถแยกความแตกต่าง
ได้นั้น น้าเครื่องหมาย RM3148 และ RM3873 มาทดสอบกับพันธุ์สุพรรณบุรี 1 เนื่องจากขนาดของ
แถบดีเอ็นเอของเครื่องหมายท้ัง 2 เครื่องหมาย สามารถแยกความแตกต่างได้อย่างชัดเจน ซึ่ง
เครื่องหมาย RM3148 ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ท่ี แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 170 คู่เบส  ข้าวพันธุ์ 
IR58025A แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 155 คู่เบส เมื่อทดสอบกับต้น F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) 
แสดงแถบดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 170 คู่เบส และ 155 คู่เบส (ภาพท่ี 19) จึงน้าไปทดสอบกับประชากร 
F2 ฤดูนาปรังปี 61 พบว่าประชากร F2 จ้านวน 53 ต้น แสดงจีโนไทป์เป็น S จ้านวน 10 ต้น H 41 ต้น 
และ A 2 ต้น (ตารางท่ี 9) 
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ภาพที่ 19 ผล 4 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
RM3148  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA), 
เลน  F1 คือ F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) เลน 1-11 คือ ประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Ax
สุพรรณบุรี 1 ในฤดูนาปรังปี 61 ต้นท่ี 43-43 ตามล้าดับ 

ในส่วนประชากร F2 ฤดูนาปรังปี 62 พบเครื่องหมาย RM3873 ท่ีอยู่ใกล้ยีนต้าแหน่ง Rf3 
มากกว่า RM3148 (ภาพท่ี 6) จึงได้น้าเครื่องหมายนี้ท้าการทดสอบกับข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 แสดง
แถบดีเอ็นเอขนาด 200 คู่เบส และข้าวพันธุ์ IR58025A แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 140 คู่เบส เมื่อ
ทดสอบกับต้น F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) แสดงแถบดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 200 คู่เบส และ 140 คู่
เบส (ภาพท่ี 20) จึงน้าไปทดสอบกับประชากร F2 พบว่า ประชากร F2  ฤดูนาปรังปี 61 จ้านวน 53 
ต้น แสดงจีโนไทป์เป็น S จ้านวน 10 ต้น H 23 ต้น และ A 20 ต้น ประชากร F2  ฤดูนาปรังปี 62 
จ้านวน 181 ต้น แสดงจีโนไทป์เป็น S จ้านวน 2 ต้น H 68 ต้น และ A 111 ต้น (ตารางท่ี 9 และ 10)   

 
ภาพที่ 20 ผล 4 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
RM3873  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA), 
เลน  F1 คือ F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) เลน 1-8 คือ ประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Ax
สุพรรณบุรี 1 ในฤดูนาปรังปี 62 ต้นท่ี 100-108 ตามล้าดับ 
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3.3 การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 
 การศึกษาต้าแหน่งของยีนแก้ความเป็นหมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 บนโครโมโซมแท่งท่ี 10 ท่ี
มีรายงานว่าประกอบด้วยยีน 3 ยีนในข้าวจาปอนิกา คือ PPR7, PPR9, PPR10 ส่วนในข้าวอินดิกา
ประกอบด้วย 4 ยีน คือ PPR7, PPR8, PPR9 และ PPR10 ซึ่งพบว่ายีน PPR9 เป็นยีนหลักท่ีแก้ความ
เป็นหมันของเรณูในระบบ WA-CMS (Tang et al., 2014 และ Kazama and Toriyama, 2014) 
ดังนั้นการให้จีโนไทป์ของยีน PPR9 ท่ีเหมือนต้นแม่เป็น NR ยีน PPR9 ท่ีเหมือนต้นพ่อเป็น R 
 การตรวจสอบยีนควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 บนโครโมโซมท่ี 10 โดยใช้
เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะและสัมพันธ์กับยีน ซึ่งเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีน  Rf4 มี เครื่องหมาย 
RMS_PPR9-1, RMS_PPR9-4, InDel_PPR9 และเครื่องหมาย PPR10 โดยท้ัง 4 เครื่องหมายแสดง
แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างระหว่าง ข้าวพันธุ์ IR58025A กับข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ได้ แต่ไม่พบแถบดีเอ็น
เอท่ีแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ IR58025A กับข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ได้ แสดงว่าจีโนไทป์ยีน 
PPR9 และ PPR10 ในต้าแหน่ง Rf4 ของข้าวพันธุ์ IR58025A เหมือนกันกับข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 แสดงถึงการไม่มียีนแก้หมันต้าแหน่ง Rf4 จึงไม่น้าเครื่องหมายเหล่านี้ไปทดสอบกับประชากร F2 
ของข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเครื่องหมาย RMS_PPR9-1 แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างระหว่าง
ข้าวพันธุ์ A, B และ R ได้ น้อยกว่า เมื่อเทียบกับเครื่องหมาย RMS_PPR9-4 (ภาพท่ี 13 และ 21) โดย
เครื่องหมาย RMS_PPR9-1 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีตรงกับการจัดกลุ่มของข้าวไทยท่ีศึกษามาก่อนหน้านี้ 14 
พันธุ์จาก 15 พันธุ์ ในขณะเดียวกัน เครื่องหมาย RMS_PPR9-4 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีตรงกับการจัดกลุ่ม
จ้านวน 15 พันธุ์จาก 15 พันธุ์  

 
ภาพที่ 21 ผล 3 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วย 
ไพรเมอร์ RMS_PPR9-1  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA)  
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ในส่วนของเครื่องหมาย InDel_PPR9 ซึ่งอยู่ภายในยีน PPR9 สามารถแยกความแตกต่างได้ 
แต่เมื่อน้าไปศึกษาต้าแหน่งของเครื่องหมายบนโครโมโซมท่ี 10 จากฐานข้อมูล พบว่าบริเวณท่ี
เครื่องหมายนี้สามารถเพิ่มจ้านวนได้ท้ังยีน PPR9 และ ยีน PPR8 (ภาพท่ี 7) และมีขนาดแถบดีเอ็นเอ
เท่ากัน จึงไม่น้า 2 เครื่องหมาย คือ RMS_PPR9-1 และ InDel_PPR9 มาใช้ในการทดสอบกับ
ประชากร F2 ของ IR58025Axสุพรรณบุรี 1 

เครื่องหมาย RMS_PPR9-4 เป็นเครื่องหมายแก้หมันของเรณูท่ีอยู่ใกล้กับยีน PPR9 (ภาพท่ี 
7) ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 129 คู่เบส ให้จีโนไทป์เป็น R ข้าวพันธุ์ IR58025A 
แ ส ด งแ ถ บ ดี เอ็ น เอ ข น าด  160 คู่ เบ ส  ให้ จี โน ไท ป์ เป็ น  NR เมื่ อ ท ด ส อ บ กั บ  ต้ น  F1 
(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) แสดงแถบดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 129 คู่เบส และ 160 คู่เบส ให้จีโนไทป์
เป็น H (ภาพท่ี 22) จึงน้าไปทดสอบกับประชากร F2 ท้ัง 2 ฤดูปลูก พบว่า ประชากร F2 ฤดูนาปรังปี 
61 จ้านวน 53 ต้น แสดงจีโนไทป์เป็น R จ้านวน 10 ต้น H 25 ต้น และ NR 18 ต้น (ตารางท่ี 9) 
ประชากร F2 ฤดูนาปรังปี 62 จ้านวน 181 ต้น แสดงจีโนไทป์เป็น R จ้านวน 26 ต้น H 112 ต้น และ 
NR 43 ต้น (ตารางท่ี 10) 

 
ภาพที่ 22 ผล 3 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
RMS_PPR9-4  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA), 
เลน 1-11 คือ ประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Axสุพรรณบุรี 1 ในฤดูนาปรังปี 61 ต้นท่ี 43-53 
ตามล้าดับ และ เลน F1 คือ F1 จากคู่ผสม IR58025Axสุพรรณบุรี 1  

เครื่องหมาย PPR10 เป็นเครื่องหมายอยู่ภายในยีน PPR10 (ภาพท่ี 7) ผลการทดสอบพบว่า 
ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ IR58025A กับ ขาวดอกมะลิ 105 แต่สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ IR58025A กับข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ได้ โดยข้าวพันธุ์ IR58025A 
แสดงแถบขนาด 603 และ 416 คู่เบสให้จีโนไทป์เป็น A ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 แสดงแถบขนาด 603 
และ 242 คู่เบส ให้จีโนไทป์เป็น S เมื่อทดสอบกับ ต้น F1 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) แสดงแถบ 3 
ขนาด คือ 603, 416 และ 242 คู่เบส ให้จีโนไทป์เป็น H (Heterozygous) (ภาพท่ี 23)  
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ภาพที่ 23 ผล 2 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
PPR10  
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA) 

จึงน้าไปทดสอบกับประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Axสุพรรณบุรี 1 ท้ัง 2 ฤดูปลูก พบว่า 
ประชากร F2 ฤดูนาปรังปี 61 จ้านวน 53 ต้น แสดงจีโนไทป์เป็น S จ้านวน 10 ต้น H 25 ต้น และ A 
18 ต้น (ตารางท่ี 9) แต่ในฤดูนี้ ผลจีโนไทป์ของยีน PPR9 และ PPR10 ให้ผลเหมือนกัน เนื่องด้วย
ประชากร F2 มีเพียง 53 ต้น เป็นผลท้าให้ไม่สามารถแยกยีนท้ัง 2 ได้ เนื่องจากระยะห่างระหว่าง 2 
ยีน อยู่ห่างกัน 2.7 กิโลเบส (ภาพท่ี 8) เป็นผลท้าให้ต้องปลูกประชากร F2 ในฤดูนาปรังปี 62 จ้านวน 
181 ต้น ท่ีแสดงจีโนไทป์เป็น S จ้านวน 49 ต้น H 126 ต้น และ A 6 ต้น (ตารางท่ี 10) ซึ่งฤดูนาปรัง
ปี 62 นี้พบจีโนไทป์ของยีน PPR9 ท่ีแตกต่างกับ ยีน PPR10 แสดงให้เห็นว่าจ้านวนประชากรท่ีเพิ่มขึ้น
สามารถแยกยีนท่ีต้ังอยู่ใกล้กันออกจากกันได้ 

นอกจากเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนต้าแหน่ง Rf4 ท่ีใช้เป็นเครื่องหมายหลักในการศึกษายีน
แก้หมันของเรณูแล้ว ยังมีเครื่องหมาย SSR ท่ีสัมพันธ์กับยีนต้าแหน่ง Rf4 อีก 5 เครื่องหมาย คือ 
RM171, RM258, RM6100, RM591 และ RM3123 (ตารางท่ี 3) ท่ีใช้ในการศึกษายีนแก้หมันของ
เรณูต้าแหน่ง Rf4 เพิ่มเติม ในข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เนื่องจากไม่มีเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีน
แก้หมันของเรณูต้าแหน่ง Rf4 หรือยีน PPR9 หรือ PPR10 จึงต้องใช้เครื่องหมาย SSR ท่ีสัมพันธ์กับ
ยีนแก้ความเป็นหมันของเรณู โดยพบว่า RM258 เป็นเครื่องหมายเดียวที่แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง
ระหว่าง ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 กับ พันธุ์ IR58025A ได้ ในส่วนของเครื่องหมาย RM171, 
RM6100, RM3123 และ RM591 ไม่แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง จึงไม่ได้น้าไปทดสอบต่อ โดย
เครื่องหมาย RM258 ในข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 155 คู่เบส ข้าวพันธุ์ 
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IR58025A ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 170 คู่เบส เมื่อทดสอบกับ ต้น F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105) 
แสดงแถบดีเอ็นเอ 2 ขนาด คือ 155 คู่เบส และ 170 คู่เบส (ภาพท่ี 24) จึงน้าไปทดสอบกับประชากร 
F2 จ้านวน 9 ต้น พบว่า แสดงจีโนไทป์เป็น H จ้านวน 5 ต้น และ A 4 ต้น แต่ไม่มีจีโนไทป์ท่ีเป็น K 
(ตารางท่ี 8) 

 

ภาพที่ 24 ผล 4 เปอร์เซ็นต์ อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 
RM258 
หมายเหตุ : เลน M คือ GeneRuler 100 bp DNA plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA), 
เลน F1 คือ F1 (IR58025Axขาวดอกมะลิ 105) เลน 1-9 คือ ประชากร F2 ของคู่ผสม IR58025Axขาว
ดอกมะลิ 105 ต้นท่ี 1-9 ตามล้าดับ 

ในส่วนของข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 พบ 2 เครื่องหมาย คือ RM3123 และ RM591 ไม่สามารถ
แยกความแตกต่างระหว่างข้าวพันธุ์ IR58025A กับ ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ได้ ส่วนเครื่องหมายท่ี
สามารถแยกความแตกต่างได้ คือ เครื่องหมาย RM171, RM258 และ RM6100 แต่เนื่องจากข้าวพันธุ์
สุพรรณบุรี 1 มีเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนแก้หมันของเรณู เพื่อใช้ในการตรวจสอบยีนแก้ความเป็น
หมันแล้ว จึงไม่น้าเครื่องหมาย SSR ท่ีสัมพันธ์มาใช้ในการตรวจสอบประชากร F2  

4. การศึกษาการท างานของยีนแก้หมันของเรณูและความสัมพันธ์ของจีโนไทป์และลักษณะ 
ฟีโนไทป ์

เนื่องจากข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 จัดอยู่ในกลุ่มรักษาความเป็นหมัน (B-line) ไม่มี
ความสามารถแก้หมันในระบบ WA-CMS จึงไม่น้ามาศึกษาในหัวข้อนี้ 

4.1. การศึกษาการกระจายตัวของจีโนไทป์ของยีนท่ีควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณู 
 การศึกษาจีโนไทป์ คือการศึกษายีนท่ีควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณู โดยน้าข้อมูลท่ีได้จาก
การทดสอบเครื่องหมายท่ีสัมพันธ์และจ้าเพาะกับยีนแก้หมันมาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยการทดสอบไค
ก้าลังสอง การศึกษาจีโนไทป์ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ใน 2 ฤดู ฤดูนาปรังปี 61 
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และฤดูนาปรัง ปี 62 มีประชากร F2 จ้านวน 53 และ 181 ต้น ตามล้าดับ เมื่อน้ามาทดสอบกับ
เครื่องหมาย ท่ีสัมพันธ์กับยีน Rf3 (RM3873) และเครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนต้าแหน่ง Rf4 
(RMS_PPR9-4 และ PPR10) ทดสอบกับสมมติฐาน คือ อัตราส่วนของจีโนไทป์ของประชากร F2 
(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) อัตราส่วน AA:Aa:aa เป็น 1:2:1 ตามกฎข้อท่ี 1 ของเมนเดล ได้ดังตาราง
ท่ี 11 

ตารางที่ 11 การกระจายตัวของจีโนไทป์ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ท้ัง 2 ฤดู 
 (นาปรังปี 61 และนาปรังปี 62) 

ยีน 

อัตราส่วนจีโนไทป์ของประชากร F
2
 ฤดูนาปรัง 61 (53 ต้น) 2 

(AA:Aa:aa) 
(1:2:1) 

 

AA 
(1) 

Aa 
(2) 

aa 
(1) 

, p-value 

PPR9 
PPR10 

18 25 10 2.585 0.275 

Rf3 10 23 20 4.698 0.095 

ยีน 

อัตราส่วนจีโนไทป์ของประชากร F
2
 ฤดูนาปรัง 62 (181 ต้น) 2 

(AA:Aa:aa) 
(1:2:1) 

, p-value AA 
(1) 

Aa 
(2) 

aa 
(1) 

PPR9 26 112 43 13.409 0.001 

PPR10 49 126 6 48.282 0.000 

Rf3 2 68 111 142.470 0.000 

หมายเหตุ : 2
ตาราง (0.05, 2) =5.991, p-value >0.05 ยอมรับสมมติฐาน และ p-value <0.05 ปฏิเสธสมมติฐาน 

 จากผลการค้านวณไคก้าลังสองของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1)  ฤดูนาปรัง  
ปี 61 พบว่าการค้านวณค่าไคก้าลังสองของยีน PPR9 ร่วมกับ PPR10 มีค่าเท่ากับ 2.585 และ 
ยีนต้าแหน่ง Rf3 มีค่า 4.698 ซึ่งมีค่าน้อยกว่า ค่าไคก้าลังสองท่ีระดับนัยส้าคัญ 0.05 และ df เท่ากับ 
2 ในตาราง คือ 5.991 และค่า p-value >0.05 ท้าให้ยอมรับสมมติฐาน คือ อัตราส่วนของจีโนไทป์
ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) อัตราส่วน AA:Aa:aa เป็น 1:2:1 ตามกฎข้อท่ี 1 ของ
เมนเดล ส้าหรับประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรัง ปี 62 ได้มีการวิเคราะห์แยก
ระหว่าง ยีน PPR9 และ PPR10 พบว่า ค่าไคก้าลังสอง ของยีน PPR9, PPR10 และยีนต้าแหน่ง Rf3 
มีค่าเท่ากับ 13.409, 48.282 และ 142.470 ตามล้าดับ ซึ่งมีค่ามากกว่า ค่าไคก้าลังสองท่ีระดับ
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นัยส้าคัญ 0.05 และ df เท่ากับ 2 ในตาราง คือ 5.991 และค่า p-value <0.05 ท้าให้ปฎิเสธสมมติ
ฐาน คือ อัตราส่วนของจีโนไทป์ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) อัตราส่วน AA:Aa:aa 
เป็น 1:2:1 ตามกฎข้อท่ี 1 ของเมนเดล แสดงให้เห็นว่า การกระจายตัวของจีโนไทป์ในประชากร F2 

(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรัง ปี 62 ไม่เป็นไปตามกฎข้อท่ี 1 ของเมนเดล  
4.2 การศึกษาการท้างานของยีนท่ีควบคุมลักษณะแก้หมันของเรณูจากลักษณะฟีโนไทป ์

 การศึกษาการท้างานของยีนแก้หมันของเรณู โดยการค้านวณไคก้าลังสอง จากข้อมูลความมี
ชีวิตของเรณู และการติดเมล็ด ด้วยโปรแกรม MINITAB ข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 จัดอยู่ในกลุ่มแก้หมัน 
จึงน้าข้อมูลของลูก F2 ของคู่ผสม IR58025Axสุพรรณบุรี 1 ท้ัง 2 ฤดู (นาปรังปี 61 และ 62) โดยฤดู
นาปรังปี 61 มีข้อมูลความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดของประชากร F2 จ้านวน 53 ต้น ส่วนฤดู
นาปรังปี 62 มีข้อมูลความมีชีวิตของเรณูของประชากร F2 จ้านวน 181 ต้น ข้อมูลการติดเมล็ด 
จ้านวน 174 ต้น เนื่องจากขณะท้าการทดลองในส่วนของการเก็บเมล็ด มีปัญหาหนูท้าลายต้นข้าวจึง
ท้าให้ประชากร F2 จาก 181 ต้น เหลือ 174 ต้น ท้าการวิเคราะห์ด้วยไคก้าลังสอง เมื่อทดสอบ
สมมติฐานท่ี 1 คือ การกระจายตัวของความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดในประชากร F2 มี
อัตราส่วนปกติต่อหมัน เป็น 3:1 ตามกฎข้อท่ี 1 ของเมนเดล แสดงถึงลักษณะแก้หมันของเรณูควบคุม
ด้วยยีน 1 คู่ โดยผลวิเคราะห์ไคก้าลังสองจากความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ด แสดงในตารางท่ี 
12  
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สมมติฐานที่ 1 การกระจายตัวของความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดในประชากร F2 มีอัตราส่วน
ปกติต่อหมัน เป็น 3:1 
ตารางที่ 12 การกระจายตัวของความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดของประชากร F2 
(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ท้ัง 2 ฤดู (นาปรังปี 61 และนาปรังปี 62) 

ประชากร F2 

เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู* 2  
(ปกติ : หมัน) 

(3 : 1) 

 

จ้านวนประชากร F2 (ต้น) , p-value 

ปกติ (≥50.1) หมัน (≤50)  

นาปรังปี 61 42 11 0.509 0.475 
นาปรังปี 62 145 36 2.521 0.112 

ประชากร F2 

เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ด** 2  
(ปกติ : หมัน) 

(3 : 1) 

 

จ้านวนประชากร F2 (ต้น) , p-value 

ปกติ (≥31) หมัน (≤30)  

นาปรังปี 61 0 53 159.0 0.000 
นาปรังปี 62 78 96 84.483 0.000 

หมายเหตุ : 2
ตาราง (0.05, 1) =3.841, p-value >0.05 ยอมรับสมมติฐาน p-value <0.05 ปฏิเสธสมมติฐาน  

* = ดวงพร และคณะ (2556) และ ** = Hasan et al. (2015) 

จากผลการทดสอบไคก้าลังสองของสมมติฐานท่ี 1 พบว่า ค่าไคก้าลังสองของความมีชีวิตของ
เรณูของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ท้ัง 2 ฤดูปลูก มีค่า 0.509 และ 2.521 ตามล้าดับ 
ซึ่งมีค่าน้อยกว่าค่าไคก้าลังสองท่ีระดับนัยส้าคัญ 0.05 และ df เท่ากับ 1 ในตาราง คือ 3.841 และค่า 
p-value >0.05 ท้าให้ยอมรับสมมติฐานท่ีต้ังไว้ คือ การกระจายตัวของความมีชีวิตของเรณูปกติต่อ
เรณุเป็นหมันในประชากร F2 มีอัตราส่วนเป็น 3:1 เห็นได้ว่าลักษณะการแก้ความเป็นหมันของเรณู
ควบคุมด้วยยีน 1 คู่ โดยท่ียีนท้างานแบบข่มสมบูรณ์ ผลการศึกษาเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ
งานวิจัยของดวงพร และคณะ (2556) ท่ีได้ท้าการศึกษาการถ่ายทอดลักษณะพันธุกรรมของยีนแก้
หมัน โดยท้าการสร้างประชากร F2 จ้านวน 10 คู่ผสม ซึ่งคู่ผสม IR580151Axสุพรรณบุรี 1 มี
อัตราส่วนของเรณูปกติต่อเรณูเป็นหมันเป็น 3:1 แสดงให้เห็นว่าลักษณะแก้ความเป็นหมันของเรณู
ของข้าวสุพรรณบุรี 1 ควบคุมด้วยยีน 1 คู่ และงานวิจัยของ Asadollah et al. (2004) ใช้สายพันธุ์ท่ี
ให้ความเป็นหมัน คือ NedaA สายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน คือ IR24, IR28 และ IR36 ซึ่งจากผลการ
ทดลองประชากร F2 ของท้ัง 3 ประชากร พบว่าประชากร F2 ของ NedaxIR28 และ NedaAxIR36 มี
อัตราส่วนของเรณูปกติต่อเรณูเป็นหมันเป็น 3:1 แสดงให้เห็นว่าลักษณะแก้ความเป็นหมันของข้าว 
IR28 แ ล ะ  IR36 ค ว บ คุ ม ด้ ว ย ยี น  1 คู่  ใน ส่ ว น ข อ งก า ร ติ ด เม ล็ ด ข อ ง ป ร ะ ช าก ร  F2 
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(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ท้ัง 2 มีค่า 159.0 และ 84.483 ตามล้าดับ ซึ่งมีค่ามากกว่าค่าไคก้าลังสอง
ท่ีระดับนัยส้าคัญ 0.05 และ df เท่ากับ 1 ในตาราง คือ 3.841 และค่า p-value <0.05 ท้าให้ปฏิเสธ
สมมติฐานท่ีต้ังไว้ คือ การกระจายตัวของการติดเมล็ดในประชากร F2 มีอัตราส่วนปกติต่อหมันเป็น 
3:1 ซึ่งการติดเมล็ดนั้นอาจมีปัจจัยอื่นมาเกี่ยวข้อง เช่น สรีรวิทยา และการปลูกข้าวในช่วงท่ีมีอุณหภูมิ
สูง เป็นต้น จึงท้าให้ผลการศึกษาเป็นปฏิเสธสมมติฐาน 

4.3 การศึกษาความสัมพันธ์ของจีโนไทป์ กับลักษณะฟีโนไทป์ในประชากร F2 
  4.3.1 ยีนต้าแหน่ง Rf3 

การศึกษาอิทธิพลของยีนต้าแหน่ง Rf3 กับลักษณะฟีโนไทป์ในประชากร F2 
(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ท้ัง 2 ฤดูปลูก โดยใช้การวิเคราะห์ ANOVA ด้วยโปรแกรม MINITAB โดย
มีการต้ังสมมติฐานหลัก (Ho) คือ ลักษณะฟีโนไทป์ไม่ขึ้นกับยีนต้าแหน่ง Rf3 (ค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นต์
ความมีชีวิตของเรณูและการติดเมล็ด แต่ละจีโนไทป์ของยีนต้าแหน่ง Rf3 ไม่แตกต่างกัน) สมมติ
ฐานรอง (H1) คือ ลักษณะฟีโนไทป์ขึ้นกับยีนต้าแหน่ง Rf3 (ค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของ
เรณูและการติดเมล็ด มีอย่างน้อย 1 จีโนไทป์ของยีนต้าแหน่ง Rf3 แตกต่างจากจีโนไทป์อื่นๆ) ใน
ประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรังปี 61 ข้อมูลของยีนในต้าแหน่ง Rf3 ท่ีน้ามา
วิเคราะห์ คือ ข้อมูลจีโนไทป์ท่ีได้จากการศึกษาด้วยเครื่องหมาย RM3873 ซึ่งเป็นเครื่องหมายเดียวกัน
กับท่ีใช้ในประชากร F2 ในฤดูนาปรังปี 62 

ตารางที่ 13 การวิเคราะห์ ANOVA ของยีนต้าแหน่ง Rf3 จากเครื่องหมาย RM3873 กับฟีโนไทป์ 
ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปรังป ี61 และนาปรังปี 62  

ฟีโนไทป ์
ยีนต้าแหน่ง Rf3 (นาปรังปี 61) ยีนต้าแหน่ง Rf3 (นาปรังปี 62) 

จีโนไทป์ ค่าเฉลี่ย p-value จีโนไทป์ ค่าเฉลี่ย p-value 

ความมีชีวิตของเรณู 
S 89.1 

0.150 
S 70.9 

0.722 H 84.7 H 67.9 
A 36.0 A 64.3 

การติดเมล็ด 
S 9.8 

0.523 
S 47.7 

0.284 H 8.4 H 30.6 
A 2.1 A 26.2 

หมายเหตุ : ปฏิเสธ H0 p-value < 0.05, ยอมรับ H0 p-value > 0.05  
R =Restorer, NR = Non-restorer, A = IR58025A, S = สุพรรณบุรี 1 และ H=Heterozygous 

จากผลการวิเคราะห์ ANOVA พบว่า ค่า p-value ของความมีชีวิตของเรณู และการ
ติดเมล็ด ในฤดูนาปรังปี 61 มีค่าเท่ากับ 0.150 และ 0.523 ตามล้าดับ ในฤดูนาปรังปี 62 มีค่า 0.722 
และ 0.284 ตามล้าดับ (ตารางท่ี 13) ซึ่งมีค่ามากกว่า 0.05 จึงยอมรับสมมติฐานหลัก (Ho) คือ ความ
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มีชีวิตของเรณูและการติดเมล็ดไม่ข้ึนกับยีนต้าแหน่ง Rf3 แสดงให้เห็นว่ายีนต้าแหน่ง Rf3 นั้น ไม่มี
อิทธิพลกับความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดของประชากร F2 ท้ัง 2 ฤดูปลูก จะเห็นได้ว่ายีน Rf3 
ของข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ไม่มีผลต่อการแก้หมันในระบบ WA-CMS ซึ่งเหมือนกับงานวิจัยของ 
Katara et al. (2017) ท่ีศึกษายีนแก้หมัน Rf3 กับระบบความเป็นหมัน 2 ระบบ คือ WA-CMS และ 
Kalinga-CMS โดยมีสายพันธุ์แก้ความเป็นหมัน 570 สายพันธุ์ ด้วยการศึกษาจากข้อมูลเปอร์เซ็นต์
การติดเมล็ดในลูกผสม F1 พบว่า ยีนต้าแหน่ง Rf3 ไม่มีผลต่อการแก้หมันท้ังในระบบความเป็นหมัน 
WA-CMS และ Kalinga-CMS 

  4.3.2 ยีนต้าแหน่ง Rf4 
การศึกษาอิทธิพลของยีนต้าแหน่ง Rf4 โดยใช้ข้อมูลของยีน PPR9 กับ PPR10 และ

ลักษณะฟีโนไทป์ในประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ท้ัง 2 ฤดูปลูก โดยใช้การวิเคราะห์ 
ANOVA ด้วยโปรแกรม MINITAB โดยมีการต้ังสมมติฐานหลัก (Ho) คือ ลักษณะฟีโนไทป์ไม่ข้ึนกับยีน
ต้าแหน่ง Rf4 (ค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูและการติดเมล็ด แต่ละจีโนไทป์ของยีน
ต้าแหน่ง Rf4 ไม่แตกต่างกัน) สมมติฐานรอง (H1) คือ ลักษณะฟีโนไทป์ขึ้นกับยีนต้าแหน่ง Rf4 
(ค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณูและการติดเมล็ด แต่ละจีโนไทป์ของยีนต้าแหน่ง Rf4
แตกต่างกัน) 

 ประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปรังปี  61 ข้อมูลของยีนใน
ต้าแหน่ง Rf4 คือ PPR9 และ PPR10 ให้ผลเหมือนกัน เนื่องจากประชากรมีขนาดเล็ก ไม่พบต้นท่ีแยก
ยีนท้ังสองออกจากกันได้ จากข้อมูลข้างต้นท้าให้การวิเคราะห์ ANOVA ของยีนต้าแหน่ง Rf4 จึง
วิเคราะห์แต่เพียงยีนต้าแหน่ง Rf4 คือ ยีน PPR9 และ PPR10 เพียงอย่างเดียว 

ตารางที่ 14 การวิเคราะห์ ANOVA ของยีนต้าแหน่ง Rf4 คือ ยีน PPR9 และ PPR10 กับลักษณะ 
ฟีโนไทป์ ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปรังปี 61 

ฟีโนไทป ์
ยีน PPR9 กับ PPR10  

จีโนไทป์ ค่าเฉลี่ย p-value 

ความมีชีวิตของเรณู 
R 89.1 

0.000 H 84.9 
NR 30.2 

การติดเมล็ด 
R 9.8 

0.000 H 8.4 
NR 0.7 

หมายเหตุ : ปฏิเสธ H0 p-value < 0.05, ยอมรับ H0 p-value > 0.05  
R =Restorer, NR = Non-restorer, และ H=Heterozygous 
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จากผลการวิเคราะห์ ANOVA พบว่า ค่า p-value ของความมีชีวิตของเรณู และการ
ติดเมล็ด มีค่าเท่ากับ 0.000 (ตารางท่ี 14) ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 0.05 จึงปฏิเสธสมมติฐานหลัก (Ho) คือ 
ความมีชีวิตของเรณูและการติดเมล็ดไม่ขึ้นกับยีนต้าแหน่ง Rf4 และยอมรับสมมติฐานรอง (H1) คือ 
ความมีชีวิตของเรณูและการติดเมล็ดขึ้นกับยีนต้าแหน่ง Rf4 แสดงให้เห็นว่ายีน PPR9 และ PPR10 
ของข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 มีอิทธิพลต่อความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ด ในประชากรF2 
(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรังปี 61  

 ส่วนประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปรังปี 62 สามารถแยกยีน 
PPR9 ออกจาก PPR10 ได้ ท้าให้มีข้อมูลของยีนในต้าแหน่ง Rf4 คือยีน PPR9 และ PPR10 ท่ี
แตกต่างกัน เนื่องจากมีจ้านวนประชากรท่ีมากขึ้น ท้าให้มีการวิเคราะห์ ANOVA 3 รูปแบบ คือ ยีน 
PPR9 กับ PPR10 เฉพาะยีน PPR9 และ เฉพาะยีน PPR10 กับข้อมูลความมีชีวิตของเรณู และการติด
เมล็ด เพื่อทดสอบสมมติฐานการมีอิทธิพลของยีนกับลักษณะฟีโนไทป์  

ตารางที่ 15 การวิเคราะห์ ANOVA ของยีนต้าแหน่ง Rf4 ยีน PPR9 กับ PPR10 กับลักษณะฟีโนไทป์ 
ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปรังปี 62 

ฟีโนไทป ์
ยีน PPR9 กับ PPR10 

จีโนไทป์ ค่าเฉลี่ย p-value 

ความมีชีวิตของเรณู 

R/S 84.6 

0.000 

R/H 85.5 
R/A 0.0 
H/S 72.7 
H/H 70.3 
H/A 54.0 
NR/S 63.0 
NR/H 43.3 
NR/A 5.7 

การติดเมล็ด 

R/S 40.9 

0.013 

R/H 29.3 
R/A 0.0 
H/S 35.8 
H/H 27.6 
H/A 28.4 
NR/S 28.7 
NR/H 18.1 
NR/A 0.0 

หมายเหตุ : ปฏิเสธ H0 p-value < 0.05, ยอมรับ H0 p-value > 0.05  
R =Restorer, NR = Non-restorer, A = IR58025A, S = สุพรรณบุรี 1 และ H=Heterozygous 



 68 

ตารางที่ 16 การวิเคราะห์ ANOVA ของยีนต้าแหน่ง Rf4 คือ เฉพาะยีน PPR9 และ เฉพาะยีน 
PPR10 กับลักษณะฟีโนไทป์ของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ในฤดูนาปรังปี 62 

ฟีโนไทป ์
ยีน PPR9   ยีน PPR10 

จีโนไทป์ ค่าเฉลี่ย p-value จีโนไทป์ ค่าเฉลี่ย p-value 

ความมีชีวิตของเรณู 
R 84.7 

0.000 
S 77.5 

0.000 H 70.4 H 62.9 
NR 42.1 A 29.9 

การติดเมล็ด 
R 39.1 

0.002 
S 37.7 

0.004 H 29.4 H 25.0 
NR 17.5 A 14.2 

หมายเหตุ : ปฏิเสธ H0 p-value < 0.05, ยอมรับ H0 p-value > 0.05  
R =Restorer, NR = Non-restorer, A = IR58025A, S = สุพรรณบุรี 1 และ H=Heterozygous 

จากผลการวิเคราะห์ ANOVA โดยท้าการวิเคราะห์ยีน PPR9 ร่วมกับ PPR10 หรือ เฉพาะยีน 
PPR9 หรือเฉพาะยีน PPR10 กับความมีชีวิตของเรณู พบว่า ความมีชีวิตของเรณูมีค่า p-value 
เท่ากับ 0.000 (ตารางท่ี 15 และ 16) ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 0.05 จึงปฏิเสธสมมติฐานหลัก (Ho) คือ ความ
มีชีวิตของเรณูไม่ข้ึนกับยีน PPR9 และ PPR10 หรือ เฉพาะยีน PPR9 หรือเฉพาะยีน PPR10 ยอมรับ
สมมติฐานรอง (H1) คือ ความมีชีวิตของเรณูขึ้นกับยีน PPR9 และ PPR10 หรือ เฉพาะยีน PPR9 หรือ
เฉพาะยีน PPR10 

ส่วนการติดเมล็ดให้ผลไปเช่นเดียวกันคือ มีค่า p-value เท่ากับ 0.013, 0.002 และ 0.004 
ซึ่งน้อยกว่า 0.05 จึงปฏิเสธสมมติฐานหลัก (Ho) คือ ความมีชีวิตของเรณูไม่ขึ้นกับยีน PPR9 และ 
PPR10 หรือ เฉพาะยีน PPR9 หรือเฉพาะยีน PPR10 ยอมรับสมมติฐานรอง (H1) คือ การติดเมล็ด
ขึ้นกับยีน PPR9 และ PPR10 หรือ เฉพาะยีน PPR9 หรือเฉพาะยีน PPR10  

ดังนั้นจึงสรุปได้ว่ายีน PPR9 และ/หรือ ยีน PPR10 ของข้าวสุพรรณบุรี 1 มีอิทธิพลกับความ
มีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ด คล้ายกับงานวิจัยของ Katara et al. (2017) ท้าการศึกษายีนแก้
ความเป็นหมันต้าแหน่ง Rf4 กับลูกผสม F1 ของระบบความเป็นหมัน WA-CMS และ Kalinga-CMS 
โดยผลการศึกษาพบว่า ยีนต้าแหน่ง Rf4 มีผลต่อการแก้หมัน แต่อย่างไรก็ตามหากมียีน Rf3 ท้างาน
ร่วมกันก็จะช่วยให้แก้หมันได้ดียิ่งขึ้น 
 หลังจากได้วิเคราะห์ ANOVA เพื่อหาความความสัมพันธ์ระหว่าง ยีนต้าแหน่ง Rf3 และ Rf4 
กับความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ด ของประชากร F2 ของข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 ท้ัง 2 ฤดู ได้ท้า
การวิเคราะห์ค่าสหสัมพันธ์ (Correlation ; r) โดยใช้เกณฑ์ดังตารางท่ี 17 เพื่อดูระดับความสัมพันธ์
ของความมีชีวิตของเรณู กับการติดเมล็ด  
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ตารางที่ 17 เกณฑ์ความสัมพันธ์จากค่าสหสัมพันธ์ (Correlation; r) 

ค่าสหสัมพันธ์ (r) ระดับของความสัมพันธ์ 
.90 - 1.00 มีความสัมพันธ์กันสูงมาก 
.70 - .90 มีความสัมพันธ์กันในระดับสูง 
.50 - .70 มีความสัมพันธ์กันในระดับปานกลาง 
.30 - .50 มีความสัมพันธ์กันในระดับต้่า 
.00 - .30 มีความสัมพันธ์กันในระดับต้่ามาก 

ท่ีมา : Hinkle et al. (1998) 

 

 

ภาพที่ 25 ความสัมพันธ์จากค่าสหสัมพันธ์ (Correlation; r) ระหว่างความมีชีวิตของเรณู กับการติด
เมล็ดของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรังปี 61  
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ภาพที่ 26 ความสัมพันธ์จากค่าสหสัมพันธ์ (Correlation; r) ระหว่างความมีชีวิตของเรณู กับการติด
เมล็ดของประชากร F2 (IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ฤดูนาปรังปี 62  

 จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างความมีชีวิตของเรณู กับการติดเมล็ดของประชากร F2 
(IR58025Axสุพรรณบุรี 1) ท้ัง 2 ฤดู พบว่า ฤดูปลูกท่ี 1 มีค่า r เท่ากับ 0.431 (ภาพท่ี 25) แสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างความมีชีวิตของเรณู กับการติดเมล็ดอยู่ในระดับต้่า ในส่วนของฤดูท่ี 2 มีค่า r 
เท่ากับ 0.598 ซึ่งมีความสัมพันธ์ระหว่างความมีชีวิตของเรณู กับการติดเมล็ดอยู่ในระดับปานกลาง 
(ภาพท่ี 26) แสดงให้ เห็นว่าความมี ชีวิตของเรณูมีความสัมพันธ์กับการติดเมล็ด ซึ่งฤดู ท่ี 2 มี
ความสัมพันธ์มากกว่าฤดูท่ี 1 อาจเป็นเพราะสภาพแวดล้อมในการปลูกของท้ัง 2 ประชากรนี้ แตกต่าง
กัน ในขณะท่ีงานวิจัยของ Asadollah et al. (2004) ได้ท้าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง ความ
มีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ด ของประชากร F2 (NedaAxIR24) พบว่ามี ค่า r เท่ากับ 85.7 
เปอร์เซ็นต์ คิดเป็น 0.85 ซึ่งมีความสัมพันธ์กันในระดับสูงระหว่าง 2 ลักษณะ และมีความสามารถใน
การถ่ายทอดทางพันธุกรรมสูง 
 



 

บทท่ี 5  
สรุปผล และข้อเสนอแนะ 

 
1. การจัดจ้าแนกกลุ่มของข้าวไทยระบบ WA-CMS จากข้อมูลเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู 

ในลูกผสม F1 ของคู่ IR58025Axขาวดอกมะลิ 105 และ IR58025Axสุพรรณบุรี 1 ท้ังสองฤดู มีค่า
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู เท่ากับ 93.2 ±2.9, 77.0 ±11.2 และ 91.5 ±5.3 จัดอยู่ในกลุ่มแก้
ความเป็นหมัน กลุ่มปกติบางส่วน และกลุ่มแกค้วามเป็นหมัน ในขณะท่ีการจัดกลุ่มด้วยเครื่องหมายดี
เอ็นเอท่ีจ้าเพาะกับยีน PPR9 พบว่าพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อยู่ในกลุ่มรักษาความเป็นหมัน ส่วนพันธุ์
สุพรรณบุรี 1 อยู่ในกลุ่มแก้ความเป็นหมัน ซึ่งผลการจัดกลุ่มด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอถูกต้องมากกว่า
เนื่องจากประชากร F2 ของ IR58025Axขาวดอกมะลิ 105 มีอัตราการงอกเพียง 9 เปอร์เซ็นต์ และ
ประชากร F2 มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู จ้านวน 2 ต้น มีค่า 65.5 ±5.2 และ 90.4 ±6.1 และมี
เพียง 1 ต้นท่ีติดเมล็ด คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ติดเมล็ดได้ 0.9 ±1.1 โดยท่ีข้าวขาวดอกมะลิ 105 อาจมียีน
แก้หมันในระบบอื่น ดังนั้นควรท่ีจะท้าการศึกษายีนแก้หมันในระบบอื่นเพิ่มเติม ในส่วนของค่าการติด
เมล็ดของลูก F1นั้น ไม่ได้น้ามาใช้ในการจัดกลุ่มเนื่องจากสภาพแวดล้อมมีผลต่อการติดเมล็ด 

2. การคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอ ส้าหรับยีนแก้ความเป็นหมันของเรณูต้าแหน่ง Rf3 และ 
Rf4 ท่ีแตกต่างระหว่าง ข้าวพันธุ์ IR58025A กับข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และสุพรรณบุรี 1 ได้ เพื่อ
น้ามาทดสอบกับลูก F1 และประชากร F2 โดยยีนต้าแหน่ง Rf3 ในข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ใช้
เครื่องหมายท่ีสัมพันธ์กับยีน คือ RM3148, RM315 และ RM294 ยีนต้าแหน่ง Rf4 ในข้าวพันธุ์ 
ขาวดอกมะลิ 105 ใช้เครื่องหมายท่ีสัมพันธ์กับยีน  คือ RM258 ในข้าวพันธุ์ สุพรรณบุรี 1 ใช้
เครื่องหมายท่ีจ้าเพาะกับยีนต้าแหน่ง Rf4 คือ RMS_PPR9-4 และเครื่องหมาย PPR10 ยีนต้าแหน่ง 
Rf3 ใช้เครื่องหมาย RM3873 

3. การศึกษาการท้างานของยีนแก้หมันของเรณู จะศึกษาจากประชากร F2 ของข้าวพันธุ์
สุพรรณบุรี 1 เนื่องจากได้จ้าแนกข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี เป็น R-line ซึ่งแสดงถึงการมียีนแก้หมันของ
เรณู น้าข้อมูลฟีโนไทป์ มาศึกษาการท้างานของยีนแก้หมัน คือ เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเรณู และ
การติดเมล็ด มาทดสอบไคก้าลังสอง พบว่าข้าวพันธุ์สุพรรณบุรี 1 มียีนควบคุมลักษณะแก้ความเป็น
หมันของเรณู 1 คู่ ตามกฎข้อท่ี 1 ของเมนเดล โดยยีนท้างานแบบข่มสมบูรณ์ 

4. ผลจากหาความสัมพันธ์ของจีโนไทป์และลักษณะฟีโนไทป์ โดยการวิเคราะห์ ANOVA เพื่อ
หาความสัมพันธ์ระหว่าง เครื่องหมายหรือจีโนไทป์กับข้อมูลฟีโนไทป์ คือ ความมีชีวิตของเรณู และ
การติดเมล็ด พบว่า ยีนต้าแหน่ง Rf3 ไม่มีอิทธิพลกับความมีชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดในข้าวพันธุ์
สุพรรณบุรี 1 ส้าหรับยีนต้าแหน่ง Rf4 จะแยกวิเคราะห์ เป็น ยีน PPR9 กับ ยีน PPR10 เนื่องจาก
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ประชากร F2 ฤดูนาปรัง ปี 61 มีจ้านวนน้อยจึงไม่สามารถแยกยีน PPR9 ออกจากยีน PPR10 ได้ และ
ผลการวิเคราะห์ของยีนต้าแหน่ง Rf4 พบว่า ยีน PPR9 และ/หรือ ยีน PPR10 มีอิทธิพลกับความมี
ชีวิตของเรณู และการติดเมล็ดในข้าวสุพรรณบุรี 1 คล้ายกับงานวิจัยของ Katara et al. (2017) 
ท้าการศึกษายีนแก้ความเป็นหมันต้าแหน่ง Rf4 กับลูกผสม F1 ของระบบความเป็นหมัน WA-CMS 
และ Kalinga-CMS โดยผลการศึกษาพบว่า ยีนต้าแหน่ง Rf4 มีผลต่อการแก้หมัน แต่อย่างไรก็ตาม
หากมียีน Rf3 ท้างานร่วมกันก็จะช่วยให้แก้หมันได้ดียิ่งขึ้นมีอิทธิพลต่อความมีชีวิตของเรณู และการ
ติดเมล็ด  
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