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GRAPHICAL ABSTRACT	 ABSTRACT

Khao Dawk Mali 105 (KDML105) is a 

premium Thai rice variety widely favored for 

consumption; however, it is highly susceptible to 

blast disease. This study aimed to introgress four 

alleles of the Pi9 gene group—Pi2, Pi9, Piz, and 

Piz-t—from resistant donor lines IRBLZ5-CA, 

IRBL9-W, IRBLZ-FU, and IRBLZT-T, respectively,  

into the improved KDML105+4 variety through 

marker-assisted backcrossing. Simple sequence 

repeat (SSR) markers RM225 and Naro1 were used 

to detect the presence of blast resistance genes 

and the fragrance gene, respectively. Additionally, 

amplified fragment length polymorphism (AFLP) 

markers were employed to identify individuals  

with genetic backgrounds closely resembling that 

of the recurrent parent. Phenotypic traits were 

also evaluated to support the selection process. The results successfully identified 10 BC
2
F

2
 lines per cross that carried the targeted resistance 

genes and exhibited the desired phenotypic traits, resulting in a total of 40 selected lines. These lines are recommended for further evaluation 

under field conditions to assess the stability of blast resistance and yield performance. Moreover, future studies should examine their resistance 

against diverse blast pathogen races under real-world growing environments, particularly in high-risk areas. The ultimate goal is to develop 

new rice lines suitable for cultivation in areas vulnerable to blast outbreaks and capable of meeting the practical needs of local farmers.
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คำ�สำ�คัญ บทคัดย่อ

การปรัับปรุุงพัันธุ์์�ข้้าว;  

การใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ 

ช่่วยคััดเลืือก; วิิธีีการผสมกลัับ; 

ความต้้านทานโรคไหม้้

ข้้าวพัันธุ์์�ขาวดอกมะลิิ 105 เป็็นข้้าวไทยคุุณภาพสููงที่่�เป็็นที่่�นิิยมในการบริิโภค แต่่มัักอ่่อนแอต่่อโรคไหม้้  

งานวิิจััยนี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อถ่่ายทอดยีีนต้้านทานโรคไหม้้กลุ่่�ม Pi9 ทั้้ �ง 4 อั ลลีีล ได้้แก่่ Pi2, Pi9, Piz และ Piz-t จาก 

สายพัันธุ์์�  IRBLZ5-CA, IRBL9-W, IRBLZ-FU และ IRBLZT-T ตามลำดัับ ไปยัังพัันธุ์์�ขาวดอกมะลิิ 105 พลััส 4  

(KDML105+4) โดยใช้้วิิธีีผสมกลัับร่่วมกัับการคััดเลืือกด้้วยเครื่่�องหมายโมเลกุุลแบบ SSR ได้้แก่่ RM225 และ Naro1  

ถููกใช้้เพื่่�อตรวจสอบยีีนต้้านทานโรคไหม้้และยีีนความหอม ตามลำดัับ ขณ ะที่่�เครื่่�องหมายโมเลกุุลแบบ AFLP ถูู กใช้้เพื่่�อ 

คััดเลืือกต้้นที่่�มีีพื้้�นฐานพัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รัับมากที่่�สุุด นอกจากนี้้� ยัังประเมิินลัักษณะทางฟีีโนไทป์์เพื่่�อประกอบการ

คััดเลืือกร่่วมด้้วย จากผลการทดลองสามารถคััดเลืือกสายพัันธุ์์�ข้้าวลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
2
F

2 
ที่่�มีีคุุณลัักษณะตรงตามเกณฑ์์

ได้้จำนวน 10 สายพัันธุ์์�ต่อคู่่�ผสม อย่่างไรก็็ตาม สายพัันธุ์์�ลููกผสมที่่�ผ่านการคััดเลืือกจำนวน 40 สายพัันธุ์์�ควรนำไปปลููก

ทดสอบภายใต้้สภาพแปลงทดลองเพื่่�อประเมิินความเสถีียรของลัักษณะต้้านทานโรคไหม้้และประสิิทธิิภาพการให้้ผลผลิิต

ก่่อนพิิจารณาเข้้าสู่่�กระบวนการปรัับปรุุงพัันธุ์์�ในระดัับสููงต่่อไป รวมไปถึึงศึึกษาประสิิทธิิภาพในการต้้านทานเชื้้�อโรคไหม้้

หลากหลายสายพันัธุ์์�ภายใต้ส้ภาพแวดล้อ้มจริงิในพื้้�นที่่�ปลููกหลักั เพื่่�อให้ไ้ด้ส้ายพันัธุ์์�ข้า้วที่่�เหมาะสมสำหรับัการปลููกในพื้้�นที่่�

เสี่่�ยงต่่อการระบาดของโรคไหม้้ และตอบสนองต่่อความต้้องการของเกษตรกรในพื้้�นที่่�ปลููกจริิง
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1. บทนำ
ข้้าวพัันธุ์์�ขาวดอกมะลิิ 105 เป็็นข้้าวที่่�มีีคุุณภาพ

การรัับประทานที่่�ดีี เมื่่�อหุุงสุุกเมล็็ดมีีความนุ่่�มและมีี 

กลิ่่�นหอม ส่ งผลให้้ขายได้้ในราคาสููง พื้้ �นที่่�เพาะปลููก 

ข้้าวขาวดอกมะลิิ 105 ส่ ่วนใหญ่่อยู่่�ในภาคตะวัันออก 

เฉีียงเหนืือและภาคเหนืือของประเทศ อย่่างไรก็็ตาม  

ข้้าวพัันธุ์์�ดัังกล่่าวยัังมีีความอ่่อนแอต่่อโรคและแมลงศััตรูู

พืืช โดยเฉพาะโรคไหม้้ที่่�เกิิดจากเชื้้�อรา Pyricularia 

oryzae ซึ่ ่�งเป็็นโรคที่่�สำคััญและพบการระบาดอย่่าง 

ต่อ่เนื่่�องในพื้้�นที่่�เพาะปลููกหลักั [1] ศููนย์ว์ิทิยาศาสตร์ข์้า้ว 

[2] ได้้พััฒนาพัันธุ์์�ข้้าวขาวดอกมะลิิ 105 พั ันธุ์์�ใหม่่ให้้มีี

ลัักษณะต้้านทานต่่อโรค แมลง และทนทานต่่อสภาพ

แวดล้้อมที่่� ไม่่เหมาะสม ด้ วยการเพิ่่�มยีีนต้้านทาน  

4 ลัักษณะ ได้้แก่่ ยีีนต้้านทานโรคไหม้้ (Pik) ยีีนต้้านทาน

โรคขอบใบแห้้ง (Xa21) ยี นต้้านทานเพลี้้�ยกระโดดสีี

น้้ำตาล (Bph3) และ ยี ีนทนทานต่่อน้้ำท่่วมฉัับพลััน 

(Sub1) โดยใช้้ชื่่�อว่่าข้้าวพัันธุ์์�ขาวดอกมะลิิ 105 พลััส 4 

(KDML105+4 ) เพื่่�อส่่งเสริิมให้้เกษตรกรปลููกทดแทนข้้าว

พัันธุ์์�เดิิม ปััจจุุบัันโครงการวิิจััยด้้านปรัับปรุุงพัันธุ์์�นิิยมใช้้

แหล่่งพัันธุุกรรมต้้านทานโรคไหม้้จากข้้าวพัันธุ์์�เจ้้าหอม

นิลิ ที่่�มียีีนีต้า้นทานโรคไหม้ ้Pik ในการปรับัปรุงุพันัธุ์์�ข้า้ว

มาเป็็นระยะเวลานาน เพราะมีีความสามารถในการ

ต้า้นทานโรคแบบกว้้าง (Broad spectrum resistance) 

ต่่อเชื้้�อโรคไหม้้ในประเทศไทย [3] มีีรายงานเกี่่�ยวกัับยีีน

ต้า้นทานโรคไหม้้ในกลุ่่�ม Pi9 ว่า่สามารถต้้านทานเชื้้�อโรค

ไหม้้แบบกว้้างได้้ดีีกว่่ายีีนต้้านทาน Pik [4] และจาก

ข้้อมููลของกรมการข้้าว และสถาบัันวิิจััยข้้าวระหว่่าง

ประเทศ (International rice research institute; IRRI) 

ที่่�ได้้มีีการทดสอบประสิิทธิิภาพในการต้้านทานโรคไหม้้

ของยีีนต้้านทานทั้้�ง 4 อััลลีีลในกลุ่่�ม Pi9 คืือ Pi2, Pi9,  

Piz และ Piz-t พบว่่ามีีความสามารถในการต้้านทาน

ประชากรเชื้้�อราสาเหตุุโรคไหม้้ที่่�พบในประเทศไทยได้้

เป็็นอย่่างดีี [5] ซึ่ ่�งยีีนดัังกล่่าวมีีตำแหน่่งอยู่่�ที่่�บริิเวณ 

เซนโตรเมีียร์์ของโครโมโซมข้้าวคู่่�ที่่� 6 โดยมีีแหล่่งกำเนิิด

ที่่�แตกต่่างกััน ได้้แก่่ ยีีนต้้านทาน Pi2 ได้้รัับการถ่่ายทอด

มาจากข้า้วพันัธุ์์�อินดิิกา สายพันัธุ์์� 5173 ยีนีต้้านทาน Pi9 

ถููกถ่า่ยทอดมาจากข้า้วป่า่ (Oryza minuta: 2n=4x=48) 

ยีีนต้้านทาน Piz มี ีต้้นกำเนิิดมาจากข้้าวของอเมริิกา 

สายพัันธุ์์�  Zeuith และยีีนต้้านทาน Piz-t ได้้รัับการ

ถ่่ายทอดมาจากข้้าวพัันธุ์์�อินดิิกา สายพัันธุ์์�  TKM1 [6]  

การปรับัปรุงุพันัธุ์์�พืชืโดยวิธิีกีารผสมกลับั มักัถููกใช้ใ้นกรณีี

ที่่�มีพืชืพัันธุ์์�ดีอยู่่�แล้้วแต่่ยังัขาดลัักษณะใดลัักษณะหน่ึ่�งอยู่่� 

ซึ่่�งลัักษณะที่่�ขาดควรเป็็นลัักษณะเชิิงคุุณภาพที่่�ควบคุุม

ด้้วยยีีนน้้อยคู่่�  การปรัับปรุุงพัันธุ์์�โดยวิิธีีนี้้�เป็็นการนำ

ประชากรรุ่่�นลููกผสมกลัับไปหาพ่่อหรืือแม่่พัันธุ์์�ดีีหลายๆ 

ครั้้�ง เพื่่�อเพิ่่�มลัักษณะที่่�ต้องการไว้้ในพัันธุ์์�เดิิม โดยยัังคง

ลัักษณะเหมืือนต้้นพ่่อหรืือแม่่ไว้้ [7] นอกจากนี้้� การนำ

เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอมาช่่วยในการปรัับปรุุงพัันธุ์์�พืชแบบ

ผสมกลัับ (Marker-assisted backcrossing, MABC)  

ยัังช่่วยเพิ่่�มประสิิทธิิภาพและย่่นระยะเวลาการปรัับปรุุง

พัันธุ์์�ให้้สั้้�นลงได้้ โดยสามารถทำได้้ 2 แนวทางหลััก 

ด้้วยกััน เริ่่�มจากการใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอคััดเลืือกยีีน

เป้้าหมาย (Target gene) ที่่�ต้ องการปรัับปรุุงก่่อน  

แล้้วจึึงใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอคััดเลืือกต้้นที่่�มีพื้้�นฐาน

พัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รับ (Genetic background 

selection) เพื่่�อให้ไ้ด้ต้้น้พืชืที่่�มีลีักัษณะตรงตามเป้า้หมาย

ที่่�ต้้องการและคงพัันธุุกรรมเหมืือนกัับพัันธุ์์�เดิิมมากที่่�สุด 

[8, 9] อย่า่งไรก็ต็าม เชื้้�อราสาเหตุโุรคไหม้ใ้นประเทศไทย

มีีความหลากหลายทางพัันธุุกรรมสููง ดั ังนั้้�น จึึ งมีีโอกาส

สููงที่่�เชื้้�อจะเกิิดการเปลี่่�ยนแปลงยีีนก่่อโรคและปรัับตััว

เพื่่�อให้้สามารถอยู่่�รอดและเข้้าทำลายข้้าวได้้ ซึ่่�งหากเกิิด

เหตุุการณ์์นี้้�ขึ้้�นจะก่่อให้้เกิิดความเสีียหายต่่อการผลิิต 

ข้้าวเป็็นอย่่างมาก ด้ วยเหตุุนี้้�จึึงต้้องพััฒนาพัันธุ์์�ข้้าว 

KDML105+4 ให้้มีียีีนต้้านทานโรคไหม้้ชนิิดอื่่�นเพิ่่�มเติิม

จากยีีนต้้านทาน Pik ที่่�มีีอยู่่�ในปััจจุุบััน ซึ่่�งจากงานวิิจััยที่่�

ผ่่านมายัังไม่่เคยมีีรายงานการนำยีีนต้้านทานกลุ่่�ม Pi9  

มาใช้้ในงานปรัับปรุุงพัันธุ์์�ข้้าวพัันธุ์์�  KDML105+4 ให้้

ต้้านทานโรคไหม้้แบบ Multi-allelic โดยวิิธีีการการใช้้ 

Marker-assisted backcrossing มาก่่อน งานวิิจััยนี้้�มีี

วััตถุุประสงค์์เพื่่�อถ่่ายทอดยีีนต้้านทานโรคไหม้้กลุ่่�ม Pi9 
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ทั้้�ง 4 อััลลีีล ได้้แก่่ Pi2, Pi9, Piz และ Piz-t จากข้้าว 

สายพัันธุ์์�  IRBLZ5-CA, IRBL9-W, IRBLZ-FU และ 

IRBLZT-T ไปหาข้า้วพันัธุ์์� KDML105+4 โดยใช้ว้ิธิีกีารผสม

กลับัร่ว่มกับัการคัดัเลือืกโดยใช้เ้ครื่่�องหมายโมเลกุุล และ

การประเมินิลักัษณะฟีโีนไทป์ร์่ว่มด้ว้ย เพื่่�อให้ไ้ด้พ้ันัธุ์์�ข้า้ว 

KDML105+4 ที่่�มี ยีีนต้้านทานกลุ่่�มใหม่่ และรองรัับการ

ปรัับตััวของเชื้้�อโรคไหม้้ที่่�มีีโอกาสจะเปลี่่�ยนแปลงไปใน

อนาคต

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

2.1 อุุปกรณ์์

2.1.1 พัันธุ์์�ข้้าวที่่�ใช้้เป็็นพัันธุ์์�รัับ (Recurrent 

parent) คืือข้้าวพัันธุ์์� KDML105+4

2.1.2 พัันธุ์์�ข้าวที่่�ใช้้เป็็นพัันธุ์์�ให้้ (Donor 

parent) คืือสายพัันธุ์์�ข้าวที่่�มียีีนต้้านทานโรคไหม้้กลุ่่�ม 

Pi9 ทั้้�ง 4 อััลลีีล จำนวน 4 สายพัันธุ์์�  ประกอบด้้วย  

สายพัันธุ์์�  IRBLZ5-CA (มีียีีนต้้านทาน Pi2), สายพัันธุ์์� 

IRBL9-W (มีียีีนต้้านทาน Pi9), สายพัันธุ์์�  IRBLZ-FU  

(มีียีีนต้้านทาน Piz) และสายพัันธุ์์�  IRBLZT-T (มีียีีน

ต้้านทาน Piz-t) 

2.1.3 เครื่่�องหมายดีเีอ็น็เอที่่�ใช้ค้ัดัเลืือกลักัษณะ

ของยีีนเป้้าหมาย 2 ลัักษณะ ได้้แก่่ เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ 

RM225 [10] สำหรัับใช้้จำแนกพัันธุุกรรมที่่�มีีลัักษณะ

ต้า้นทานโรคไหม้ก้ลุ่่�มยีนี Pi9 ทั้้�ง 4 อัลัลีลี (Table 1) และ

เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ Naro1 [11] สำหรัับใช้้จำแนก

พัันธุุกรรมที่่�มีีลัักษณะความหอม 

2.2 วิิธีีการ 

2.2.1 การออกแบบการผสมพัันธุ์์�และการคัด

เลืือกประชากรข้้าว

ผสมข้้ามระหว่่างข้้าวพัันธุ์์�  KDML105+4 กั ับ 

สายพัันธุ์์�ข้าวที่่�มียีีนต้้านทานโรคไหม้้กลุ่่�ม Pi9 ทั้้ �ง 4  

อััลลีีล ได้้แก่่ Pi2, Pi9, Piz, และ Piz-t จำนวน 4 คู่่�ผสม 

ได้้แก่่ KDML105+4 × IRBLZ5-CA, KDML105+4 × 

IRBL9, KDML105+4 × IRBLZ-FU และ KDML105+4 × 

IRBLZT-T ตามลำดัับ หลัังจากได้้ลููกผสมชั่่�วที่่�  1 (F
1
)  

จึึงผสมกลัับไปหาพัันธุ์์� KDML105+4 เพื่่�อสร้้างประชากร

ลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
1
F

1
 และใช้เ้ครื่่�องหมายโมเลกุลุแบบ 

Simple sequence repeat หรืือ SSR โดยใช้้ไพรเมอร์์ 

RM225 คััดเลืือกลัักษณะต้้านทานโรคไหม้้ที่่�มีีพัันธุุกรรม

แบบเฮเทอโรไซกััส (Heterozygous) ที่่� ตำแหน่่งยีีน 

เป้้าหมายทั้้�งสี่่� ต่ อมาปล่่อยให้้ผสมตััวเองเพื่่�อให้้ได้้

ประชากรลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
1
F

2
 และปลููกคู่่�ผสมละ 200 

ต้น้ คัดัเลือืกลักัษณะต้้านทานโรคไหม้ท้ี่่�มีพีันัธุกุรรมแบบ

คงตัวั (Homozygous) ด้ว้ยเครื่่�องหมายดีเีอ็น็เอ RM225 

จากนั้้�นคััดเลืือกต้้นที่่�มีพื้้�นฐานทางพัันธุุกรรมใกล้้เคีียง

พัันธุ์์�รัับมากที่่�สุุด ด้ วยเทคนิิค Amplified fragment 

length polymorphism หรืือ AFLP นำต้้นที่่�ผ่่านการ

คััดเลืือกผสมกลัับไปหาพัันธุ์์�  KDML105+4 อี ีกครั้้�ง ได้้

ประชากรลููกผสมกลัับชั่่�วที่่�  BC
2
F

1
 จากนั้้�นปลููกประเมิิน

ลักัษณะฟีโีนไทป์ ์โดยคััดเลืือกลัักษณะทรงต้น้ที่่�ใกล้้เคียีง

กับัพัันธุ์์�รับมากที่่�สุด แล้ว้จึึงปล่่อยให้้ผสมตััวเองเพื่่�อให้้ได้้

ประชากรลููกผสมกลัับชั่่�วที่่�  BC
2
F

2
 ในขั้้�นตอนสุุดท้้าย 

Table 1	 Molecular markers utilized in foreground selection.

Marker Type Detection Traits
Sequence forward 

(5’–3’)

Sequence reverse 

(5’–3’)

RM225 Specific 

marker 

(SSR)

(CT)18 blast 

disease 

resistance

TGCCCATATGGTCTGGATG GAAAGTGGATCAGGAAGGC
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ปลููกประชากรลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
2
F

2
 ของทั้้�ง 4 คู่่�ผสม 

เพื่่�อคััดเลืือกลัักษณะต้้านทานโรคไหม้้และลัักษณะ 

ความหอมที่่�มีีพัันธุุกรรมแบบคงตััว โดยใช้้เครื่่�องหมาย

ดีีเอ็็นเอ RM225 และ Naro1 ตามลำดัับ นอกจากนี้้�  

ยัังประเมิินลัักษณะฟีีโนไทป์์ร่่วมด้้วยเพื่่�อคััดเลืือก 

สายพันัธุ์์�ที่่�มีลีักัษณะใกล้เ้คียีงกับัพันัธุ์์�รับัมากที่่�สุดุ จำนวน 

10 สายพัันธุ์์�ต่่อคู่่�ผสม (Figure 1) 

2.2.2 การสกััดดีีเอ็็นเอและการเพิ่่�มปริิมาณ

ดีีเอ็็นเอด้้วยปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่ (Polymerase chain 

reaction; PCR)

เก็็บใบอ่่อนต้้นข้้าวอายุุประมาณ  3 สั ปดาห์์  

จากพัันธุ์์�พ่อ-แม่่ และประชากรลููกผสมกลัับ มาสกััด

ดีีเอ็็นเอด้้วยชุุดน้้ำยาสำเร็็จรููป Phire® plant direct 

PCR kit เริ่่�มโดยเจาะใบข้้าวด้้วย Harris UNI-CORETM 

ได้้เนื้้�อเยื่่�อรููปวงกลมเส้้นผ่่านศููนย์์กลาง 0.5 มิ ิลลิิเมตร 

(จำนวน 5 ชิ้้�น) ใส่ล่งใน PCR plate เตรียีมส่ว่นประกอบ

ที่่�ใช้ใ้นการทำปฏิิกิริิยิา PCR (Master mixture) ปริมิาตร

รวมทั้้�งหมด 10 ไมโครลิิตร (Table 2) เมื่่�อผสม Master 

mixture ในหลอด PCR เรีียบร้้อยแล้้วจึึงหยด Mineral 

oil จำนวน 1 หยด เพื่่�อป้้องกัันการระเหย จากนั้้�นนำ

หลอด PCR ใส่่ลงในเครื่่�อง Thermal cycler แล้้วตั้้�ง

โปรแกรมตามเงื่่�อนไข  (Table 3) เมื่่�อปฏิิกิิริิยาการเพิ่่�ม

ปริิมาณดีีเอ็็นเอเสร็็จสิ้้�น นำ PCR plate ออกจากเครื่่�อง

แล้้วเติิม Sequencing dye 10 ไมโครลิิตร เก็็บไว้้ใน 

ตู้้�แช่่ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส 

Figure 1	 Breeding scheme for the development of blast resistance in KDML105+4 rice variety with four 

alleles of Pi9 gene by backcross breeding method.

	 “MAS” indicates the Marker Assisted Selection.

	 “AFLP” indicates the Amplified Fragment Length Polymorphism.
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Table 2	 The concentration and volume of the solution used in the polymerase chain reaction; 

PCR.

Stock PCR concentration Final PCR volume (µL)

2x plant PCR buffer 1x 5

5 µmol forward primer 0.5 µmol 0.5

5 µmol reverse primer 0.5 µmol 0.5

Phire® Hot Start DNA polymerase - 0.2

Sterile distilled H
2
O - 3.8

Total - 10

Table 3	 The conditions used for setting up the polymerase chain reaction; PCR.

Steps of reaction Temperature (ºC) Time (Seconds)

First denature 98 300

Denature 98 5

Annealing 55 5

Extension 72 30

Final extension 72 60

Hold 16 ∞

2.2.3 การใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอคััดเลืือกยีีน

เป้้าหมายและตรวจสอบความเหมืือนทางพันัธุุกรรมกัับ

พัันธุ์์�รัับ

การคััดเลืือกยีนีเป้า้หมายที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกัับลักัษณะ

พัันธุุกรรมต้้านทานโรคไหม้้กลุ่่�ม Pi9 ทั้้ �ง 4 อั ลลีีล ใน

ประชากรลููกผสมกลับัด้ว้ยเครื่่�องหมายโมเลกุลุชนิดิ SSR 

ซึ่่�งมีีความจำเพาะและสามารถตรวจสอบลัักษณะ

พัันธุุกรรมที่่�ต้้องการได้้อย่่างแม่่นยำ โดยนำ PCR 

Product ปริิมาตร 4 ไมโครลิิตรของแต่่ละตััวอย่่างหยด

ลงบน Polyacrylamide gel และแยกขนาดดีีเอ็็นเอ 

ด้้วยกระแสไฟฟ้้าในระบบ Polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE) กำลัังไฟ 45 วััตต์์ ให้้แถบสีี 

(Dye) เคลื่่�อนที่่�ลงมาได้้ระยะประมาณ  30 เซนติิเมตร  

จึึงปิิดเครื่่�อง จากนั้้�นย้้อมสีีเจลเพื่่�อตรวจสอบขนาดของ

แถบดีีเอ็็นด้้วย Silver nitrate (AgNo
3
) ตามวิิธีีการของ 

Benbouza et al. [12] 

การตรวจสอบความเหมืือนทางพัันธุุกรรม

ระหว่่างประชากรลููกผสมกลัับชั่่�วที่่�  BC
1
F

2
 กั ับพัันธุ์์�รัับ 

โดยใช้้เครื่่�องหมายโมเลกุุลแบบ AFLP ซึ่ �งเป็็นเทคนิิคที่่�

สามารถจำแนกความหลากหลายทางพัันธุุกรรมได้้อย่่าง
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มีีประสิิทธิิภาพ โดยได้้นำตััวอย่่างใบข้้าวส่่งวิิเคราะห์์ยััง

ห้้องปฏิิบััติิการดีี เอ็็นเอเทคโนโลยีี  มหาวิิทยาลััย

เกษตรศาสตร์์ วิ ทยาเขตกำแพงแสน จั งหวััดนครปฐม  

เริ่่�มต้้นด้้วยการสกััดดีีเอ็็นเอจากใบข้้าว และนำดีีเอ็็นเอ

ปริิมาณ 0.5 ไมโครกรััม มาย่่อยด้้วยเอนไซม์์ตััดจำเพาะ

สองชนิิด ได้้แก่่ Eco RI และ Tru 9I (ซึ่่�งเป็็นเอนไซม์์ที่่�ตััด

ดีีเอ็็นเอในตำแหน่่งเดีียวกัับ Mse I) จากนั้้�นจึึงเชื่่�อมต่่อ

กัับ Adapter ที่่�มี ีลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์จำเพาะตรงกัับ

ตำแหน่่งจดจำของเอนไซม์์ทั้้�งสอง ได้แ้ก่ ่Eco RI-adapter 

และ Mse I-adapter ต่อจากนั้้�นเพิ่่�มปริิมาณดีเอ็็นเอด้้วย

ปฏิกิิริิยิา PCR โดยเลือืกใช้ไ้พรเมอร์์ที่่�แสดงความแตกต่่าง 

(Polymorphism) ระหว่่างพัันธุ์์�พ่่อและพัันธุ์์�แม่่ ซึ่ ่�งใช้้ 

ไพรเมอร์์จำนวน 10 คู่่� ประกอบด้ว้ยไพรเมอร์ข์องทั้้�งด้า้น 

Eco RI และ Mse I (Table 4) นำ PCR Product ที่่�ได้้

ไปวิิเคราะห์์ลายพิิมพ์์ดีีเอ็็นเอด้้วยเทคนิิค AFLP ตามวิิธีี

การของ Vos et al. [13] ซึ่�งวิธิีกีารดังักล่า่วสามารถแสดง

รููปแบบแถบดีเีอ็น็เอที่่�เฉพาะ และจำแนกพัันธุ์์�พ่อ่และแม่่

ได้้อย่่างชััดเจน

2.2.4 การประเมินิลักัษณะทางการเกษตร และ

ผลผลิิตเบื้้�องต้้น

การคััดเลืือกทางฟีีโนไทป์์เป็็นอีีกหน่ึ่�งขั้้�นตอน

สำคััญที่่�ใช้้เสริิมการคััดเลืือกลัักษณะทางพัันธุุกรรม เพื่่�อ

ให้ไ้ด้ม้าซึ่่�งสายพันัธุ์์�ที่่�มีลีักัษณะทางการเกษตรที่่�ใกล้้เคียีง

กัับพัันธุ์์�รับ โดยปลููกประชากรข้้าวลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� 

BC
2
F

2
 ทั้้�ง 4 คู่่�ผสม และคััดเลืือกต้้นที่่�มีีลัักษณะทางการ

เกษตรที่่�ใกล้้เคีียงกัับพัันธุ์์� KDML105+4 จำนวนคู่่�ผสมละ 

10 สายพัันธุ์์� เพื่่�อประเมิินลัักษณะทางฟีีโนไทป์์ ประกอบ

ด้ว้ยลัักษณะสำคััญ ได้แ้ก่่ ความสููงต้้น จำนวนหน่่อต่่อกอ 

จำนวนรวงต่่อกอ จำนวนเมล็็ดดีีต่่อรวง น้้ ำหนััก 100 

เมล็็ด และน้้ำหนัักเมล็็ดต่่อกอ แล้้วคำนวนหาค่่าเฉลี่่�ยของ

แต่่ละลัักษณะเปรีียบเทีียบกัับพัันธุ์์�รัับ

Table 4	 Ten primers used for DNA fingerprinting.

No. Eco RI adapter Mse I adapter

1 ER-AAC MS-ACC

2 ER-AAC MS-AAC

3 ER-AAC MS-AGT

4 ER-ACC MS-CAA

5 ER-ACC MS-CAC

6 ER-ACC MS-CGT

7 ER-ACC MS-ACC

8 ER-ACC MS-AAC

9 ER-AAC MS-CAC

10 ER-AAC MS-CGT
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3. ผลการวิิจััยและวิิจารณ์์

3.1 การคััดเลืือกต้้นข้้าวลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
1
F

1 
และ 

BC
1
F

2
 โดยใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ

จากการใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ RM225 จำแนก

ลัักษณะต้้านทานโรคไหม้้ในพัันธุ์์�พ่อและแม่่ พบว่่า 

เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอดัังกล่่าวสามารถแยกความแตกต่่าง

ในพัันธุ์์�พ่อและแม่่ได้้ เมื่่�อใช้เ้ครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอคััดเลืือก

ต้น้ที่่�มีลีักัษณะพันัธุกุรรมแบบเฮเทอโรไซกัสัในประชากร

ลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
1
F

1
 ทั้้�ง 4 คู่่�ผสม โดยคััดเลืือกต้้นที่่�

แสดงรููปแบบของแถบดีีเอ็็นเอเหมืือนทั้้�งพัันธุ์์�พ่อและแม่่ 

พบว่า่ ต้น้ลููกผสมกลับัชั่่�วที่่� BC
1
F

1
 จากคู่่�ผสม KDML105+4 

× IRBLZ5-CA (Pi2) มีจำนวน 47 ต้น คู่่�ผสม KDML105+4 

× IRBL9-W (Pi9) มีีจำนวน 43 ต้้น คู่่�ผสม KDML105+4 

× IRBLZ-FU (Piz) มี จำนวน 50 ต้ น และคู่่�ผสม 

KDML105+4 × IRBLZT-T (Piz-t) มี จำนวน 33 ต้ น 

(Table 5) จากนั้้�นปล่่อยให้้ต้้นที่่�ถููกคััดเลืือกผสมตััวเอง

จนได้้ประชากรลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
1
F

2
 แล้้วจึึงคััดเลืือก

พันัธุกุรรมแบบคงตัวั โดยคัดัเลือืกต้น้ที่่�แสดงรููปแบบของ

แถบดีีเอ็็นเอที่่�ตรงกัับพัันธุ์์�ให้้หรืือพัันธุ์์�พ่อ ดั งตััวอย่่าง 

(Figure 2) ผลการคััดเลืือกพบว่่า ต้ นลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� 

BC
1
F

2
 จากคู่่�ผสม KDML105+4 × IRBLZ5-CA (Pi2) มีี

จำนวน 4 ต้้น คู่่�ผสม KDML105+4 × IRBL9-W (Pi9) มีี

จำนวน 14 ต้้น คู่่�ผสม KDML105+4 × IRBLZ-FU (Piz) 

มีีจำนวน 6 ต้้น และคู่่�ผสม KDML105+4 × IRBLZT-T 

(Piz-t) มีีจำนวน 11 ต้้น (Table 5) ผลการคััดเลืือกด้้วย

เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ RM225 แสดงให้้เห็็นถึึงความ

จำเพาะของเครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอในการจำแนกต้้นข้้าวที่่�

มีียีีน Pi9 ในแต่่ละยีีนได้้อย่่างแม่่นยำ ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นถึึง

อััตราความสำเร็็จในการได้้ต้้นที่่�มียีีนต้้านทานแบบคงตััว

นั้้�นแตกต่า่งกันัในแต่ล่ะยีนี โดยเฉพาะในคู่่�ผสมที่่�มียีีนี Pi9 

และ Piz-t ที่่�สามารถคััดเลืือกได้้ในจำนวนสููงกว่่ายีีนอื่่�น 

3.2 การประเมิินพื้้�นฐานพัันธุุกรรมของข้้าวลููกผสม

กลัับชั่่�วที่่� BC
1
F

2
 โดยใช้้เครื่่�องหมายโมเลกุุล AFLP

ในการปรัับปรุุงพัันธุ์์�ข้้ าวเพื่่�อถ่่ายทอดยีีน

ต้า้นทานโรคไหม้เ้ข้า้สู่่�พันัธุ์์�ข้า้ว KDML105+4 ได้ม้ีกีารผสม

กลับักับัสายพันัธุ์์�ที่่�มียีนีต้้านทานโรคไหม้ก้ลุ่่�ม Pi9 จำนวน 

4 สายพัันธุ์์� และนำต้้นลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
1
F

2
 ที่่�ผ่านการ

คััดเลืือกทางพัันธุุกรรมในระดัับยีีนมาประเมิินพื้้�นฐาน

พัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รัับด้้วยเครื่่�องหมายโมเลกุุล 

AFLP ผลการวิิเคราะห์์พบว่่า คู่่� ผสม KDML105+4 x 

Table 5	 The number of plants in BC
1
F

1
 and BC

1
F

2 
progenies were selected by RM225 marker. 

Crosses
Target 

alleles

No. of BC
1
F

1 
progeniesa No. of BC

1
F

2 
progeniesa

Total

heterozygous 

alleles 

(Aa)

Total

Homozygous 

dominant alleles 

(AA)

KDML105+4 x IRBLZ5-CA Pi2 87 47 38 4

KDML105+4 x IRBL9-W Pi9 81 43 52 14

KDML105+4 x IRBLZ-FU Piz 89 50 38 6

KDML105+4 x IRBLZT-T Piz-t 76 33 35 11

“Aa” indicates the SSR marker of heterozygous alleles.

“AA” indicates the SSR marker of homozygous dominant alleles.
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Figure 2	 Identification of BC
1
F

2
 progenies using RM225 marker; P1, recurrent parent (KDML105+4 rice variety); 

P2, donor parent (IRBLZ5-CA, IRBL9-W, IRBLZ-FU and IRBLZT-T lines) and 1-30, BC
1
F

2
 progenies.

	 “A” indicates the SSR marker of homozygous recessive alleles (aa).

	 “B” indicates the SSR marker of homozygous dominant alleles (AA).

	 “H” indicates the SSR marker of heterozygous alleles (Aa).

IRBLZ5-CA (Pi2) มี ีต้้นหมายเลข  138 ที่่�มี พื้้�นฐาน

พันัธุกุรรมใกล้เ้คียีงพันัธุ์์�รับัมากที่่�สุดุที่่� 72.27% แต่ต่้น้ดังั

กล่่าวไม่่สามารถผลิิตเมล็็ดได้้ จึึ งคััดเลืือกต้้นหมายเลข 

124 แทน ซึ่ ่�งมีีพื้้�นฐานพัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รัับอยู่่�ที่่� 

66.98% สำหรับัคู่่�ผสมอื่่�นๆ พบว่า่ ต้นหมายเลข 37 จาก

คู่่�ผสม KDML105+4 x IRBL9-W (Pi9) มี พื้้�นฐาน

พัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รับ 86.29% ต้ นหมายเลข  80 

จากคู่่�ผสม KDML105+4 x IRBLZ-FU (Piz) มี ีพื้้�นฐาน

พัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รัับ 87.23% และต้้นหมายเลข 

100 จากคู่่�ผสม KDML105+4 x IRBLZT-T (Piz-t) มีีพื้้�น

ฐานพัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รัับ 84.11% (Table 7) ผล

การใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอแบบ SSR ร่่วมกัับ AFLP ช่่วย

ให้ส้ามารถคัดัเลือืกต้น้ข้า้วที่่�มีพีื้้�นฐานพันัธุกุรรมใกล้เ้คียีง

พัันธุ์์�รัับสููงสุุดได้้ถึึง 87.23% ได้้ภายใน 2 ชั่่�วรุ่่�นการผสม

กลัับนั้้�นสะท้้อนถึึงประสิิทธิิภาพของแนวทางการใช้้ 

Marker-assisted backcrossing ในการช่่วยย่่นระยะ

เวลา และเพิ่่�มความแม่น่ยำในการพัฒันาพันัธุ์์�ข้า้วอย่า่งมีี

ประสิิทธิิภาพ สอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ Pricharoen  

et al. [14] ที่่�ใช้เ้ครื่่�องหมาย SSR ในการถ่่ายทอดลัักษณะ

ความหอมจากข้้าวพัันธุ์์�ปทุุมธานีี 1 ไปยัังพัันธุ์์�  CH4  

แล้ว้คััดเลือืกต้น้ที่่�มีพีื้้�นฐานทางพันัธุุกรรมเหมือืนพันัธุ์์�รับั

ด้้วยเครื่่�องหมาย AFLP พบว่่า สามารถคััดเลืือกต้้นที่่�มีี

พื้้�นฐานทางพัันธุุกรรมใกล้้เคีียงพัันธุ์์�รับได้้ถึึง 91.67% ใน

ชั่่�ว BC
2
F

1
 ซึ่่�งเทียีบเท่า่กับัการผสมกลับัในชั่่�ว BC

3
F

1
 ด้ว้ย

วิิธีีการแบบดั้้�งเดิิม (Conventional breeding) ผลการ

ศึึกษาทั้้�งสองนี้้�สอดคล้้องกัันในแง่่ของการยืืนยัันว่่า  

การใช้้ Marker-assisted backcrossing มาใช้้ใน

กระบวนการปรัับปรุุงพัันธุ์์�เป็็นแนวทางที่่�มีีประสิิทธิิภาพ 

โดยเฉพาะในพืชืเศรษฐกิจิอย่า่งข้า้ว ที่่�ต้อ้งรักัษาลักัษณะ

ทางคุุณภาพเดิิมของพัันธุ์์�รั บไว้้พร้้อมกัับการเพิ่่�ม

คุุณสมบััติิต้้านทานโรคจากพัันธุ์์�อื่่�น [15, 16] 
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Table 6	 The top 3 genetic similarity of BC
1
F

2
 progenies similar to KDML105+4 rice variety 

Crosses Plant number Percentage of KDML105+4 Notes

KDML105+4 x IRBLZ5-CA 138 72.27 Undeveloped seeds

130 70.09 Undeveloped seeds

124 66.98 Developed seeds*

KDML105+4 x IRBL9-W 37 86.29 Developed seeds*

44 83.49 Developed seeds

47 82.24 Developed seeds

KDML105+4 x IRBLZ-FU 80 87.23 Developed seeds*

84 85.67 Undeveloped seeds

67  83.8 Developed seeds

KDML105+4 x IRBLZT-T 100 84.11 Developed seeds*

113 83.49 Developed seeds

91 82.55 Developed seeds

“*” Indicates the selected plant.

3.3 การประเมิินลัักษณะทางการเกษตรในประชากร

ลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
2
F

1

ในประชากรลููกผสมกลับัชั่่�วที่่� BC
2
F

1
 ได้ค้ัดัเลือืก

เฉพาะต้้นที่่�แสดงลัักษณะทางการเกษตรใกล้้เคีียงกัับพัันธุ์์�

รับัมากที่่�สุดุ โดยใช้ล้ักัษณะภายนอกที่่�สังัเกตได้เ้ป็น็เกณฑ์์

เบื้้�องต้้นในการคััดเลืือก ได้้แก่่ ลัักษณะทรงต้้น ความสููง

ต้้น อายุุวัันออกดอก ความยาวรวง และรููปร่่างของเมล็็ด 

โดยต้้นที่่�ผ่านการคััดเลืือกในแต่่ละคู่่�ผสม ซึ่ �งมีีลัักษณะ 

ฟีีโนไทป์์สอดคล้้องกัับพัันธุ์์�รับอย่่างเด่่นชััด (Figure 3)  

ได้้รัับการปล่่อยให้้ผสมตััวเอง จากนั้้�นจึึงเก็็บเมล็็ดนำไป

ปลููกเป็น็ประชากรลููกผสมกลับัชั่่�วที่่� BC
2
F

2
 กระบวนการ

คััดเลืือกดัังกล่่าวมีีเป้้าหมายเพื่่�อเสริิมสร้้างเสถีียรภาพ

ของลัักษณะทางการเกษตรที่่�พึึงประสงค์์ควบคู่่�กัับการ

รัักษายีีนต้้านทานโรคไหม้้ โดยอาศััยวิิธีีการประเมิิน

ลัักษณะฟีีโนไทป์์ และนำต้้นที่่�ผ่่านการประเมิินเบื้้�องต้้น

ไปคััดเลืือกเพิ่่�มเติิมด้้วยเครื่่�องหมายโมเลกุุลในชั่่�วรุ่่�น 

ถััดไป

3.4 การคััดเลืือกพัันธุุกรรมต้้านทานโรคไหม้้ และ

พัันธุุกรรมความหอมในประชากรลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� 

BC
2
F

2

ในประชากรลููกผสมกลับัชั่่�วที่่� BC
2
F

2
 ได้คั้ัดเลือืก

ลักัษณะทางพัันธุุกรรมจำนวนสองลัักษณะที่่�สำคััญ ได้แ้ก่่ 

ลักัษณะต้้านทานโรคไหม้ ้และลัักษณะความหอม โดยใช้้

เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอที่่�จำเพาะสำหรัับแต่่ละลัักษณะ เริ่่�ม

จากการคััดเลืือกพัันธุุกรรมต้้านทานโรคไหม้้แบบคงตััว

ด้้วยเครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ RM225 ซึ่่�งสามารถจำแนกอััล

ลีีลต้้านทานโรคไหม้้ที่่�ถ่่ายทอดจากสายพัันธุ์์�พ่่อ ได้้แก่่ 

Pi2, Pi9, Piz และ Piz-t ในแต่่ละคู่่�ผสม จากนั้้�นจึึง 

คััดเลืือกพัันธุุกรรมความหอมแบบคงตััว โดยใช้้
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	 (a)	 (b)

	 (c)	 (d)

Figure 3	 Phenotypic selection in BC
2
F

1
 progenies to selected plants which had agronomic traits as KDML105+4 

rice variety: (a) KDML105+4 x IRBLZ5-CA, (b) KDML105+4 x IRBL9-W, (c) KDML105+4 x IRBLZ-FU and  

(d) KDML105+4 x IRBLZT-T. 
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เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอ Naro1 ซึ่ �งใช้้จำแนกยีีนหอมที่่�เป็็น

ลัักษณะทางคุุณภาพที่่�สำคััญของข้้าวพัันธุ์์�  KDML105+4 

จากผลการคััดเลืือก พบว่่าในแต่่ละคู่่�ผสมสามารถคััด

เลือืกต้้นที่่�มีทั้้�งพัันธุุกรรมต้้านทานโรคไหม้้และความหอม

แบบคงตัวัได้ด้ังันี้้� คู่่�ผสม KDML105+4 x IRBLZ5-CA จาก

ต้น้ที่่�มีพันัธุกุรรมต้้านทานโรคไหม้้ที่่�อัลัลีลี Pi2 จำนวน 25 

ต้น้ คัดัเลือืกต้น้ที่่�มียีีนีความหอมได้จ้ำนวน 20 ต้น้ คู่่�ผสม 

KDML105+4 x IRBL9-W จากต้้นที่่�มีีอััลลีีล Pi9 จำนวน 

75 ต้ ้น คั ัดเลืือกต้้นที่่�มีียีีนความหอมได้้จำนวน 33 ต้ ้น 

คู่่�ผสม KDML105+4 x IRBLZ-FU จากต้้นที่่�มีีอััลลีีล Piz 

จำนวน 57 ต้้น พบว่่าทุุกต้้นมีีพัันธุุกรรมความหอมแบบ

คงตััว และคู่่�ผสม KDML105+4 x IRBLZT-T จากต้้นที่่�มีี

อััลลีีล Piz-t จำนวน 66 ต้้น สามารถคััดเลืือกต้้นที่่�มีียีีน

ความหอมได้้จำนวน 30 ต้ น (Table 7) การที่่�พบว่่า

ประชากร BC
2
F

2
 ของคู่่�ผสม KDML105+4 x IRBLZ-FU 

มีีพันัธุุกรรมความหอมครบทุุกต้้น (100%) แสดงว่า่ สาย

พันัธุ์์�พ่อในชั่่�วรุ่่�น BC
1
F

2
 ที่่�ถููกคัดัเลือืกมีีลักัษณะความหอม

แบบคงตััว และเมื่่�อผสมกัับพัันธุ์์�  KDML105+4 ซึ่ ่�งมีี

ลัักษณะเดีียวกััน ทำให้้ลัักษณะนี้้�ถ่่ายทอดได้้ถาวรตลอด

รุ่่�นลููก ดัังนั้้�น การใช้้เครื่่�องหมาย RM225 และ Naro1 

ช่่วยในการคััดเลืือกในประชากร BC
2
F

2
 จึึ งเป็็นขั้้�นตอน

สำคัญัที่่�นำไปสู่่�การได้ม้าซึ่่�งสายพัันธุ์์�เบื้้�องต้น้ที่่�มีลักัษณะ

เด่่นร่่วมกัันอย่่างมั่่�นคง โดยช่่วยให้้การคััดเลืือกลัักษณะ

พัันธุุกรรมที่่�ต้้องการทำได้้อย่่างรวดเร็็วและแม่่นยำ ลด

ความคลาดเคลื่่�อนจากสิ่่�งแวดล้้อมที่่�อาจส่่งผลต่อ่ลักัษณะ

ฟีีโนไทป์์ โดยเฉพาะลัักษณะความหอมซ่ึ่�งไม่่สามารถ

ประเมิินได้้ด้้วยสายตาในระยะต้้น 

3.5 การประเมิินลัักษณะทางการเกษตร และผลผลิิต

เบื้้�องต้้นในลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
2
F

2
 

การคััดเลืือกต้้นข้้าวลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
2
F

2
 ได้้

ใช้้ทั้้�งข้้อมููลพัันธุุกรรมและลัักษณะทางการเกษตร

ประกอบกััน โดยคััดเลืือกพัันธุุกรรมต้้านทานโรคไหม้้ที่่�

ตำแหน่่งอััลลีีล Pi2, Pi9, Piz และ Piz-t และพัันธุุกรรม

ความหอมแบบคงตััวด้้วยเครื่่�องหมายโมเลกุุลก่่อน จาก

นั้้�นเปรีียบเทีียบค่่าเฉลี่่�ยของลัักษณะทางการเกษตรที่่�

สำคััญกัับพัันธุ์์�รับ ผลการทดลองพบว่่า สายพัันธุ์์�ข้าว

ลููกผสมกลัับมีีความสููงต้้นไม่่แตกต่่างกัันทางสถิิติิเมื่่�อ

เปรียีบเทีียบกับัพันัธุ์์�รับั โดยมีีค่า่เฉลี่่�ยเท่่ากับั 150.53 ซม. 

จำนวนรวงต่อ่กอ พบว่า่ มีคีวามแตกต่า่งอย่า่งมีนีัยัสำคัญั

ทางสถิิติิที่่�ระดัับ 0.01 (p = 0.0031) โดยคู่่�ผสม 

KDML105+4 x IRBLZT-T ให้้จำนวนรวงเฉลี่่�ยสููงที่่�สุด 

(5.70 รวงต่อ่กอ) จำนวนเมล็ด็ดีตี่อ่รวง พบว่่า ไม่แ่ตกต่่าง

กัันทางสถิิติิเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับพัันธุ์์�รับ โดยมีีค่่าเฉลี่่�ย

เท่่ากัับ 116.93 เมล็็ด น้้ำหนััก 100 เมล็็ด พบว่่า มีีความ

Table 7	 The number of plants were selected for homozygous alleles of blast resistant and aromatic 

traits in BC
2
F

2
 progenies.

Crosses Total 
Numbers of plants selected

Blast resistant1 Aromatic2

KDML105+4 x IRBLZ5-CA (Pi2) 83 25 20

KDML105+4 x IRBL9-W (Pi9) 240 75 33

KDML105+4 x IRBLZ-FU (Piz) 237 57 57

KDML105+4 x IRBLZT-T (Piz-t) 240 66 30

“1,2” indicates the sequence of the stepwise selection procedure.
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แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิที่่�ระดัับ 0.01  

(p = 0.0015) โดยคู่่�ผสม KDML105+4 x IRBLZ-FU ให้้

น้้ำหนััก 100 เมล็็ดสููงสุุด (2.79 กรััม) สำหรัับน้้ำหนััก

เมล็็ดต่่อกอ พบว่่า มี ความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ

ทางสถิิติิที่่�ระดัับ 0.01 (p = 0.0011) โดยคู่่�ผสม 

KDML105+4 x  I RBLZT -T  ให้้ น้้ ำหนัั ก เมล็็ ด 

ต่่อกอสููงสุุดในกลุ่่�มสายพัันธุ์์�ลููกผสม (12.25 กรััม) แต่่ยััง

ต่่ำกว่่าพัันธุ์์�รัับที่่�ยัังคงให้้ผลผลิิตเฉลี่่�ยสููงที่่�สุด (15.28 

กรััม) (Table 8) ผลการทดลองแสดงให้้เห็็นว่่าสายพัันธุ์์�

ลููกผสมกลัับชั่่�วที่่�  BC
2
F

2
 ที่่�ผ่ ่านการคััดเลืือกมีีลัักษณะ 

ใกล้้เคีียงกัับพัันธุ์์�รับ โดยเฉพาะความสููงต้้นและจำนวน

เมล็็ดดีีต่่อรวง ซึ่ �งเป็็นตััวชี้้�วััดศัักยภาพของผลผลิิต 

สะท้้อนความสำเร็็จในการผสมผสานวิิธีีการคััดเลืือกโดย

ใช้้เครื่่�องหมายโมเลกุุลร่่วมกัับการประเมิินลัักษณะ 

ฟีีโนไทป์์ ทั้้�งนี้้� การที่่�ลููกผสมกลัับชั่่�วที่่� BC
2
F

2
 ซึ่่�งยัังอยู่่�ใน

ชั่่�วรุ่่�นที่่�ยังมีีความแปรปรวนทางพัันธุุกรรมสููงสามารถ

รักัษาลัักษณะใกล้้เคีียงกัับพัันธุ์์�รับได้้ ถือเป็็นข้้อได้้เปรีียบ

ในการปรัับปรุุงพัันธุ์์�โดยวิิธีีการผสมกลัับ ผลการทดลอง

นี้้�ยัังสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ Jitbumrong and 

Kongprakhon [17] ที่่�ประสบความสำเร็็จในการพััฒนา

ข้้าวเหนีียวพัันธุ์์�สกลนครให้้ต้้านทานโรคไหม้้ได้้หลายยีีน 

โดยใช้้การคััดเลืือกด้้วยเครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอร่่วมกัับ

ลัักษณะทางการเกษตรในชั่่�ว BC
1
F

1
 จนได้้สายพัันธุ์์�ใหม่่

ที่่�มียีีนีต้้านทานครบถ้ว้นและยังัคงรักัษาลักัษณะเดิมิของ

พันัธุ์์�รับัไว้ไ้ด้อ้ย่า่งมีปีระสิิทธิภิาพ อย่า่งไรก็็ตาม สายพันัธุ์์�

ข้้าวที่่�ผ่่านการคััดเลืือกทั้้�ง 40 สายพัันธุ์์�  ควรนำไปปลููก

ทดสอบในสภาพแปลงทดลองเพื่่�อประเมิินผลผลิิต 

เบื้้�องต้้น และคััดเลืือกสายพัันธุ์์�ที่่�มีความต้้านทานโรคไหม้้

Table 8	 Major yield component traits of the top ten BC
2
F

2
 selected plants with four crosses 

compared with a recurrent parent.

Crosses/variety

Yield components

Plant 

height 

(cm)

No. 

panicles

(per plant)

No. filled 

grains (per 

panicle)

Grains weight 

(g/100 grains)

Total grains 

weight 

(g/plant)

KDML105+4 x IRBLZ5-CA (Pi2) 165.00 5.50 124.50 2.71 10.98

KDML105+4 x IRBL9-W (Pi9) 142.14 5.43 116.71 2.62 11.38

KDML105+4 x IRBLZ-FU (Piz) 153.67 5.67 112 2.79 11.82

KDML105+4 x IRBLZT-T (Piz-t) 142.5 5.70 114.5 2.52 	12.25

KDML105+4 (recurrent parent) 149.33 5.33 125.33 2.38 15.28

Means 150.83 5.58 116.93 2.66 11.61

SD 10.86 0.06 5.40 0.06 0.55

p-values 0.7586 ns 0.0031 ** 0.0582 ns 0.0015 ** 0.0011 **

“ns” indicates a non-significant difference.

“**” indicates a significant difference at the 0.01 probability level.
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ในสภาพจริิง เพื่่�อใหได้้สายพัันธุ์์�ข้าวที่่�เหมาะสมสำหรัับ

การปลููกในพื้้�นที่่�เสี่่�ยงต่่อการระบาดของโรคไหม้้ และ 

ตอบสนองต่่อความต้้องการของเกษตรกรในระดัับพื้้�นที่่� 

ต่่อไป

4. สรุุป
การปรัับปรุุงข้้าวพัันธุ์์�  KDML105+4 ให้้มีีความ

ต้้านทานโรคไหม้้โดยใช้้วิิธีีการผสมกลัับร่่วมกัับการ 

คััดเลืือกด้้วยเครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอร่่วมกัับลัักษณะทาง 

ฟีีโนไทป์์ พบว่่าผลการใช้้เครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอแบบ SSR 

ควบคู่่�กับ AFLP ช่ วยให้้สามารถคััดเลืือกต้้นข้้าวที่่�มี 

พื้้�นฐานทางพัันธุุกรรมเหมืือนพัันธุ์์�รัับสููงถึึง 87.23% ได้้

ภายใน 2 ชั่่� วรุ่่�นการผสมกลัับ สะท้้อนถึึงประสิิทธิิภาพ

ของแนวทางการใช้้ Marker-assisted backcrossing  

ในการย่่นระยะเวลาและเพิ่่�มความแม่่นยำในการพััฒนา

พัันธุ์์�  นอกจากนี้้� การคััดเลืือกร่่วมกัับลัักษณะทาง 

ฟีโีนไทป์ย์ังัช่ว่ยเพิ่่�มประสิทิธิภิาพในการคัดัเลือืกสายพันัธุ์์�

ข้้าวที่่�มีีลัักษณะดีีทั้้�งทางพัันธุุกรรมและลัักษณะทาง 

การเกษตร โดยสามารถคััดเลืือกต้้นข้้าวลููกผสมกลัับชั่่�ว

รุ่่�น BC
2
F

2
 ที่่�มีียีีนต้้านทานโรคไหม้้กลุ่่�ม Pi9 ที่่�ตำแหน่่ง 

Pi2, Pi9, Piz และ Piz-t พร้้อมกัับคงลัักษณะเด่่นของ

พัันธุ์์�  KDML105+4 ได้้จำนวน 10 สายพัันธุ์์�ต่่อคู่่�ผสม 

อย่า่งไรก็็ตาม สายพัันธุ์์�ลููกผสมที่่�ผ่า่นการคัดัเลืือกจำนวน 

40 สายพัันธุ์์�ควรนำไปปลููกทดสอบภายใต้้สภาพแปลง

ทดลองเพื่่�อประเมิินความเสถีียรของลัักษณะต้้านทานโรค

ไหม้้และประสิิทธิิภาพการให้้ผลผลิิตก่่อนพิิจารณาเข้้าสู่่�

กระบวนการปรัับปรุุงพัันธุ์์�ในระดัับสููงต่่อไป รวมไปถึึง

ศึึกษาประสิิทธิิภาพในการต้้านทานเชื้้�อโรคไหม้้หลาก

หลายสายพัันธุ์์�ภายใต้้สภาพแวดล้้อมจริิงในพื้้�นที่่�ปลููก

หลััก เพื่่�อให้้ได้้สายพัันธุ์์�ข้้าวที่่�เหมาะสมสำหรัับการปลููก

ในพื้้�นที่่�เสี่่�ยงต่่อการระบาดของโรคไหม้้ และตอบสนอง

ต่่อความต้้องการของเกษตรกรในพื้้�นที่่�ปลููกจริิง 

5. กิิตติิกรรมประกาศ
งานวิิจััยนี้้�ได้้รัับการสนัับสนุุนงบประมาณจาก

สำนัักงานพััฒนาการวิิจััยการเกษตร (องค์์การมหาชน) 

ภายใต้้ทุุนอุุดหนุุนการพััฒนาการวิิจััยการเกษตร เรื่่�อง 

การพััฒนาพัันธุ์์�ข้้าวขาวดอกมะลิิ 105 ให้้ต้้านทานโรค

ไหม้ด้้ว้ยยีนีต้า้นทานจาก Pi9 ทั้้�ง 4 รููปแบบ คือ Pi2, Pi9, 

Piz และ Piz-t ปีีงบประมาณ 2559
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