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Abstract
In this study, a simple sequence repeat (SSR) analysis was performed to identify and localize the

Bph3 gene derived from cv. Rathu Heenati. For mapping of the Bph3 locus, the backcross population, BC
3
F

2
,

from a cross of Rathu Heenati x KDML105 was developed and evaluated this for BPH resistance. Thirty-six

polymorphic SSR markers on chromosomes 4, 6 and 10 were used to survey 15 resistant and 15 susceptible

individuals from the backcross population. One SSR marker, RM190, on chromosome 6 was associated with

resistance and susceptibility in the backcross population. Additional SSR markers surrounding the RM190

locus were examined to define the location of Bph3. Based on the linkage analysis of 333 BC
3
F

2
 individuals,

it could be able to map the Bph3 locus between two flanking SSR markers, RM588 and RM589, on the short

arm of chromosome 6. The tightly linked SSR markers were further used to develop introgression lines (ILs)

with essential grain quality traits and BPH resistance. The linkage drag between Bph3 and Wxa alleles was

successfully broken by phenotypic selection integrated with marker-assisted selection. All fifty-one selected

ILs developed in this study showed a broad spectrum resistance against BPH populations in Thailand and had

KDML105 grain quality standards. Finally this study was revealed that the ILs can be directly developed into

BPH resistance varieties or can be used as genetic resources of BPH resistance to improve rice varieties with

the Wxb allele in rice breeding programs.
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บทคัดยอ
การวจิยัครัง้นีใ้ชโมเลกลุเครือ่งหมาย simple sequence repeats (SSR) วเิคราะหหาตาํแหนงยนีตานทาน

เพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล Bph3 จากพนัธุขาว Rathu Heenati โดยการพฒันาประชากรขาวผสมกลบั BC
3
F

2
 จากคูผสม

Rathu Heenati x ขาวดอกมะล ิ105 เพ่ือใชทดสอบความตานทานตอเพลีย้กระโดดสนี้าํตาล และสรางแผนทีพ่นัธุกรรม

คดัเลอืกโมเลกลุเครือ่งหมาย SSR ทีส่ามารถแยกความแตกตางระหวางพอ-แม จาํนวน 36 ไพรเมอร บนโครโมโซม

4  6 และ 10 วเิคราะหความแตกตางระหวางกลุมสายพนัธุตานทานและออนแอ จาํนวนกลุมละ 15 สายพนัธุ พบวาBure
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คํานํา
เพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล (brown planthopper,

Nilaparvata lugens (Stål)) เปนแมลงศตัรขูาวทีส่าํคญัใน

พื้นทีป่ลกูขาวภาคกลางและภาคเหนอืตอนลาง ปจจบุนั

พบความเสียหายจากเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลระบาด

ทําลายขาวรวมกับเพลี้ยกระโดดหลังขาว ในพื้นที่นาน้ํา

ฝนภาคเหนอืและภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอืเปนประจาํทกุ

ป เพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลสามารถทําลายขาวไดทุกระยะ

การเจรญิเตบิโต โดยการดดูกนิน้าํเลีย้งจากตนขาว ทาํให

ปรมิาณคลอโรฟลล โปรตนี และคารโบไฮเดรตในตนขาว

ลดลง สงผลใหอตัราการสงัเคราะหแสง การเจรญิเตบิโต

และการใหผลผลิตของขาวลดลงตามไปดวย (Ramesh

and Murugan, 1996; Sogawa, 1982; Watanabe and

Kitagawa, 2000) ถาเกิดการระบาดรุนแรงขาวจะแหง

ตายในลักษณะที่เรียกวา "hopperburn" (Dyck and

Thomas, 1979; Pathak and Khan, 1994) นอกจากนีย้งั

เปนพาหะนําเชื้อที่เปนสาเหตุทําใหเกิดโรคใบหงิก

(ragged stunt) และโรคเขยีวเตีย้ (grassy stunt) ในขาว

มีรายงานการระบาดทําลายขาวของเพลี้ยกระโดดสี

น้าํตาลในประเทศไทย ตัง้แตป 2518 ในระหวางป  2533-

2534 พืน้ทีป่ลกูขาวภาคกลางและภาคเหนอืมากกวาหนึง่

ลานไรเสยีหายจากการระบาดของเพลีย้กระโดดสนี้าํตาล

และโรคใบหงกิ และในชวงป  2541-2544 เกดิการระบาด

รนุแรงอกีครัง้ในพืน้ทีภ่าคกลาง ภาคเหนอื และภาคตะวนั

ออกเฉยีงเหนอื

การใชพันธุขาวตานทานสามารถลดความเสีย

มเีพยีงโมเลกลุเครือ่งหมาย RM190 ทีส่มัพนัธกบัลกัษณะตานทานและออนแอ คดัเลอืกโมเลกลุเครือ่งหมายเพิม่เตมิ

ที่มีตําแหนงใกลกับ RM190 เพ่ือวิเคราะหหาตําแหนงยีนตานทานที่แนนอนบนโครโมโซม จากการวิเคราะหความ

สมัพนัธระหวางฟโนไทปและจโีนไทปของประชากรผสมกลบั BC
3
F

2
 จาํนวน 333 สายพนัธุ พบวา ยนีตานทาน Bph3

มตีําแหนงอยูระหวางโมเลกลุเครือ่งหมาย RM588 และ RM589 บนโครโมโซม 6 นําโมเลกลุเครือ่งหมายทีม่ตีําแหนง

ใกลกับยนีตานทาน ไปใชพัฒนาสายพนัธุขาวตานทานตอเพลีย้กระโดดสนี้ําตาลและมคีุณภาพเมลด็ด ีสามารถแยก

linkage drag ระหวางอลัลลี Bph3 และ Wxa ออกจากกนั โดยการคดัเลอืกฟโนไทปและการใชโมเลกลุเครือ่งหมาย

รวมกนั สายพนัธุขาวทีพ่ฒันาจากการวจิยัครัง้นีแ้สดงความตานทานตอความหลากหลายของเพลีย้กระโดดสนี้าํตาล

ทีพ่บในประเทศไทย และมคีณุภาพเมลด็เหมอืนพนัธุขาวดอกมะล ิ105 สายพนัธุขาวดงักลาวสามารถพฒันาเปนพนัธุ

ตานทาน หรอืใชเปนแหลงพนัธกุรรมเพือ่พฒันาพนัธุขาวตานทานเพลีย้กระโดดสนี้าํตาลทีม่ ีWxb อลัลลี ในโครงการ

ปรับปรุงพันธุขาวตอไป

คาํสาํคญั : เพลีย้กระโดดสนี้าํตาล  Nilaparvata lugens  การคดัเลอืกโดยโมเลกลุเครือ่งหมาย  SSR  อลัลลี ขาวดอก

มะล ิ105

หายจากเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล ลดการใชสารฆาแมลง

และลดตนทุนการผลิตของเกษตรกร ดังนั้น ในสภาวะ

ปจจบุนัการปรบัปรงุพนัธุขาวเพือ่ใหไดพนัธุตานทานจงึมี

ความจําเปนอยางยิ่ง สิ่งสําคัญของการพัฒนาพันธุ/สาย

พันธุตานทาน คือ การเลือกใชแหลงพันธุกรรมหรือยีน

ตานทานที่ดี ที่สามารถตานทานครอบคลุมความหลาก

หลายของประชากรเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลที่พบใน

ประเทศไทย มีความคงทนของลักษณะความตานทาน

(durable resistance) ตอการเปลีย่นแปลงประชากรของ

แมลง และสามารถตานทานไดทุกระยะการเจริญเติบโต

ของตนขาว เนื่องจากขาวบางพันธุไมสามารถที่จะตาน

ทานไดทุกระยะการเจริญเติบโต

ในประเทศไทยไดเร่ิมศึกษาพันธุกรรมความตาน

ทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลในพันธุขาว W1252,

W1259 และ W1263 ตัง้แตป  2518 โดยการผสมกบัพันธุ

ขาวของไทย พบวาพันธุขาวทั้งสามมียีนเดน (single

dominant gene) ควบคมุลกัษณะการตานทาน และตอ

มาพนัธุ W1252 ไดถูกนาํมาใชเปนแหลงพันธุกรรมตาน

ทานตอแมลงบัว่และเพลีย้กระโดดสนี้ําตาลในพนัธุ กข4

(Pongprasert and Weerapat, 1979) พนัธุ กข9 ไดยนี

ตานทานจากพันธุ W1256 มีการแนะนําและสงเสริมให

เกษตรกรปลกูในป 2518  ในป 2524 พนัธุขาว กข21 ได

แนะนําและสงเสริมใหเกษตรกรปลูกเพื่อแกปญหาการ

ระบาดของเพลีย้กระโดดสนี้ําตาลในภาคกลาง พนัธุขาว

กข21 มยีนีตานทาน Bph1 จากพนัธุ IR26 (TKM6) ตอมา

ในป 2524 พนัธุ กข23 ซึง่มยีนีตานทาน bph2 จากพนัธุ
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IR32 (PTB18 และ PTB21) ไดรบัรองพนัธุและสงเสรมิ

ใหเกษตรกร พนัธุสพุรรณบรุ ี60 ซึง่ตานทานระดบัปาน

กลาง มยีนีตานทาน bph2 จาก IR48 รบัรองพนัธุป  2530

เนือ่งจากเปนพนัธุทีม่คีณุภาพคอนขางด ีเกษตรกรจงึนยิม

ปลกูกนัอยางแพรหลาย และในป 2532 ขาวสพุรรณบรุี

60 ก็ถูกเพลี้ยกระโดดสีน้ํ าตาลเขาทําลาย  พันธุ

สุพรรณบุรี 90 ไดรับการแนะนําทดแทนเพื่อแกปญหา

นอกจากนีย้งัมพีนัธุขาวตานทานอืน่ๆ ทีแ่นะนาํเพือ่แกไข

ปญหาและลดความเสยีหายจากการเขาทาํลายของเพลีย้

กระโดดสนี้าํตาล เชน ชยันาท 1 สพุรรณบรุ ี1  สพุรรณบรุี

2 เปนตน

ตัง้แตป 2518 จนถงึปจจบุนั กรมการขาวไดผลติ

พันธุขาวตานทานและสงเสริมใหเกษตรกรปลูกไมนอย

กวา 10 พนัธุ แตมพีนัธุขาวเพยีงไมกีพ่นัธุทีย่งัคงตานทาน

ตอประชากรเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลสวนใหญที่พบใน

ประเทศไทย เชน ปทมุธาน ี1  พษิณโุลก 2 ซึง่คาดวาได

รบัยนีตานทานมาจาก IR36 และ IR56 ตามลาํดบั เนือ่ง

จากประชากรแมลงที่พบมีการอพยพเคลื่อนยาย และ

ปรับเปลี่ยนประชากรอยูตลอดเวลา จึงมีความจําเปนที่

ตองพฒันาพนัธุขาวใหตานทาน ควบคูไปกบัการปรบัปรงุ

พันธุขาวคุณภาพเมล็ดดีและใหผลผลิตสูง การใช

เทคโนโลยชีวีภาพโดยเฉพาะการใชโมเลกลุเครือ่งหมาย

เพือ่ชวยในการคดัเลอืกสายพนัธุขาวทีน่าํพายนีทีค่วบคมุ

ลกัษณะความตานทาน เปนอกีแนวทางหนึง่ทีจ่ะชวยลด

ระยะเวลาและเพิ่มความแมนยําในการพัฒนาพันธุขาว

ปจจบุนั มรีายงานการคนพบตาํแหนงของยนีตาน

ทานเพลีย้กระโดดสนี้าํตาลบนโครโมโซมขาวไมนอยกวา

20 ยนี (Zhang, 2007) ในจาํนวนนีม้ยีนีตานทาน Bph1,

bph2, bph5, bph7, bph8 และ Bph9 ทีแ่มลงสวนใหญที่

พบในประเทศไทยสามารถเขาทาํลายได พนัธุขาวทีม่ยีนี

ตานทาน bph4, Bph6 และ Bph10 สามารถตานทานตอ

แมลงบางประชากร มีเพียงไมกี่ยีนที่ตานทานตอแมลง

สวนใหญ ไดแก Bph3, Bph11, bph12, Bph14 และ

Bph15 และยังมีพันธุขาวที่มียีนตานทานบางยีน เชน

Bph13, bph16, Bph17, Bph18, bph19 ที่ยังไมไดนํามา

ศึกษาและทดสอบกับเพล้ียกระโดดสีน้ําตาลในประเทศ

ไทย นอกจากนีย้งัมรีายงานการคนพบลกัษณะทีเ่กีย่วของ

กบัความตานทานทีค่วบคมุโดย QTL (quantitative trait

loci) กระจายทัว่ทัง้ 12 โครโมโซมของขาว (Alam and

Cohen, 1998; Jairin et al., 2005; Soundararajan et

al., 2004; Su et al., 2002; Xu et al., 2002)

การปรับปรุงพันธุตานทานในประเทศไทย ไดมี

การพฒันาพนัธุขาวตานทานจากยนี Bph1, bph2, Bph3

และ bph4 ตอมาพบวาเพลี้ยกระโดดสวนใหญสามารถ

เขาทําลายพันธุขาวที่มียีนตานทาน Bph1 และ bph2

แตยงัมพีนัธุขาวทีม่ยีนี bph4 ยงัคงตานทานตอแมลงบาง

ประชากร และพบวาพนัธุขาวทีม่ยีนีตานทาน Bph3 ยงั

สามารถตานทานไดดตีอประชากรแมลงสวนใหญ อยาง

ไรก็ตาม เริ่มพบวาระดับความตานทานของพันธุขาวดัง

กลาวลดลง เมือ่ทดสอบกบัแมลงบางประชากร

จากการศึกษาพบวาพันธุขาว Rathu Heenati

ที่ มียีนตานทาน  Bph3 (Angeles et al., 1986;

Lakshminarayana and Khush, 1977) แสดงลกัษณะ

ตานทานตอประชากรเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลที่เก็บจาก

จงัหวดักาญจนบรุ ีกาฬสนิธุ ฉะเชงิเทรา ชยันาท ชยัภมูิ

เชียงราย นครนายก นครปฐม นครพนม นครราชสีมา

นครศรีธรรมราช นครสวรรค นาน บุรีรัมย ปทุมธานี

พษิณโุลก แพร มกุดาหาร ยโสธร รอยเอด็ ราชบรุ ีลพบรุี

ลาํปาง ศรสีะเกษ สระแกว สพุรรณบรุ ีสรุนิทร หนองคาย

อางทอง อดุรธาน ีและอบุลราชธาน ี(Jairin et al., 2007a)

และจากการทดสอบการปรับตัวของเพลี้ยกระโดดสี

น้ําตาลที่เลี้ยงบนพันธุตานทาน Rathu Heenati พบวา

ประชากรเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลที่ เก็บจากจังหวัด

อบุลราชธาน ีและขอนแกน ไมสามารถปรบัตวับนขาวทัง้

สองพนัธุได (Jairin, 2008)

พันธุ/สายพันธุขาวตานทานเพลี้ยกระโดดสี

น้ําตาลที่พัฒนาขึ้นมา ทั้งในและตางประเทศที่ไดรับยีน

ตานทาน Bph3 พบวา ปรมิาณแอมโิลสในเมลด็ของพนัธุ/

สายพนัธุเหลานัน้คอนขางสงู ทัง้นีเ้นือ่งจากยนีตานทาน

ในพนัธุขาวดงักลาววางตวัอยูใกลกบัยนีควบคมุการสราง

แอมโิลสบนโครโมโซม 6 (Jairin et al., 2009) การพฒันา

พันธุขาวตานทานและมีปริมาณแอมิโลสต่ําจึงทําไดไม

งายนักโดยใชวิธีการปรับปรุงพันธุแบบปกติ การใช

โมเลกุลเครื่องหมายจึงเพิ่มโอกาสใหนักปรับปรุงพันธุ

สามารถคัดเลือกสายพันธุที่ตองการได

วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้เพ่ือสืบหาโมเลกุล

เครือ่งหมายทีอ่ยูใกลกบัยนีตานทาน Bph3 และเพือ่ถาย

ทอดลักษณะตานทานดังกลาวเขาสูพันธุขาวดอกมะลิ
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105 และพัฒนาเปนสายพันธุขาวตานทานตอเพลี้ย

กระโดดสนี้าํตาล ทีม่คีณุภาพเมลด็ทางกายภาพและการ

หงุตมด ีโดยการใชโมเลกลุเครือ่งหมาย

อุปกรณและวิธีการ

1. การพฒันาประชากรขาว

สรางประชากรผสมกลบั BC
3
F

2
 ระหวางพนัธุตาน

ทาน Rathu Heenati (acc. no. 11730) กบัพนัธุขาวดอก

มะล ิ 105 เพือ่ใชในการสบืหายนีตานทานเพลีย้กระโดด

สีน้ําตาล กําจัด linkage drag และพัฒนาสายพันธุขาว

ตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล และมีคุณภาพทาง

กายภาพและการหงุตมด ีโดยใชโมเลกลุเครือ่งหมายชวย

ในการคดัเลอืกในแตละชัว่อาย ุ ดงัแสดงใน Fig. 1 คดัเลอืก

ได BC
3
F

3
 จาํนวน 2 ตน จาก BC

3
F

2
 จาํนวน 2,343 ตน

ทีต่านทานตอเพลีย้กระโดดสนี้าํตาล และแยกอลัลลีควบ

คมุการสรางแอมโิลสในเมลด็จาก donor ออกจากยนีตาน

ทาน Bph3 คดัเลอืกสายพนัธุจากประชากร BC
3
F

4
 เพือ่

ใชวเิคราะหพืน้ฐานทางพนัธกุรรม (genetic background)

ปลูกประเมินลักษณะทางการเกษตร ผลผลิต และ

ลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของเมล็ดจนได

ประชากร BC
3
F

6
 จํานวน 51 สายพันธุ

Fig. 1 Scheme for the development of BPH resistance introgression lines with details of markers

used for foreground and background selection
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2. การประเมินความตานทานตอเพลี้ยกระโดดสี

น้าํตาล

ประเมินความตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล

ของพนัธุขาวในระยะกลา (standard seedbox screening,

SSBS) และในระยะขาวแตกกอ (modified mass tillers

screening, MMTS) และทดสอบความชอบของเพลี้ย

กระโดดสนี้ําตาลตอพันธุขาว ตามวธิกีารของ Jairin และ

คณะ (2007b) ทดสอบความตานทานของพอ-แม และ

ประชากร BC
3
F

2
 จากคูผสม Rathu Heenati x ขาวดอก

มะลิ 105 โดยใชพันธุขาว TN1 เปนพันธุเปรียบเทียบ

ออนแอ ดาํเนนิการทีโ่รงเรอืนทดสอบแมลงของศนูยวจิยั

ขาวอุบลราชธานี

3. การสกัดดีเอ็นเอจากใบขาวและการเพิ่มปริมาณ

ดเีอน็เอโดยปฏกิริยิาลกูโซ

สกดัดเีอน็เอจากใบขาวโดยวธิ ี CTAB (cetyltri -

methyl ammonium bromide) ตามวธิกีารของ Chen และ

Ronald (1999) เพ่ิมปรมิาณดเีอ็นเอโดยปฏกิริิยาลกูโซ

(polymerase chain reaction, PCR) (10 µl) องคประกอบ

ของพซีอีาร ดงันี ้Taq master mix 5 µl, dH
2
O 3.5 µl,

Primer F (10 µM) 0.25 µl, Primer R (10 µM) 0.25 µl

และ Template DNA (25 ng) 1 µl ขัน้ตอนการเพิม่จาํนวน

ชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยเครื่องพีซีอาร ประกอบดวย initial

denaturation 94 oC นาน 3 นาท ีdenaturation 94 oC

นาน 30 วนิาท ีannealing 55 oC นาน 30 วนิาท ี extension

72 oC นาน 2 นาท ี final extension 72 oC นาน 10 นาที

จาํนวน 35 รอบ และแยกความแตกตางขนาดของชิน้สวน

ดเีอน็เอโดย polyacrylamide gel ความเขมขน 6% และ

ยอมดวย silver nitrate

4. การสืบหาตําแหนงยีนตานทาน Bph3 บนจีโนม

ขาว

สบืหาโมเลกลุเครือ่งหมายทีม่ตีําแหนงใกลกับยนี

ตานทาน โดยใชโมเลกลุเครือ่งหมายชนดิ SSR คดัเลอืก

สายพันธุขาวกลุมที่ตานทานและออนแอจากประชากร

ขาว BC
3
F

2
 จาํนวนกลุมละ 15 ตน สาํรวจหาตาํแหนงของ

ยีนตานทานโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายชนิด SSR

(McCouch et al., 2002) จาํนวน 36 คูไพรเมอร ซึง่เปน

บรเิวณตาํแหนงทีม่คีวามเปนไดวาอยูใกลกบัยนีตานทาน

Bph3 จากการรายงานกอนหนานี ้(Ikeda and Kaneda,

1981; Kawaguchi et al., 2001; Sun et al., 2005 ; Yan

et al., 2002) ประกอบดวย 13 คูไพรเมอร ครอบคลมุระยะ

ทางบนโครโมโซม 4 ตัง้แต 5.4-151.1 cM 14 คูไพรเมอร

ครอบคลมุระยะทางบนโครโมโซม 6 ตัง้แต 2.3-105.1 cM

และ 9 คูไพรเมอร ครอบคลมุระยะทางบนโครโมโซม 10

ตัง้แต 17.6-113.0 cM

5. การสรางแผนที่โมเลกุลเครื่องหมายและการ

วเิคราะหหาตาํแหนงยนีตานทาน Bph3

หลังจากทราบตําแหนงของยีนตานทาน Bph3

พอสังเขปจากการสืบหาโดย SSR ดําเนินการสืบหา

โมเลกุลเครื่องหมายที่อยูใกลกับตําแหนงที่พบเพิ่มเติม

เพื่อวิเคราะหหาตําแหนงยีนตานทานที่แนนอนบน

โครโมโซม วิเคราะหคาความสัมพันธระหวางขอมูล

จโีนไทป ทีไ่ดจากการวเิคราะหโดยโมเลกลุเครือ่งหมาย

SSR และขอมูลของลกัษณะความตานทานเพลีย้กระโดด

สนี้ําตาลของประชากรขาว BC
3
F

2
 จํานวน 333 ตน โดย

ใชโปรแกรม JoinMap 3.0 (Van Ooijen and Voorrips,

2001) และ MapQTL 5 (Van Ooijen, 2004) พจิารณา

Table 1  Target molecular markers for marker-assisted selection

Marker Type    Chr Trait                        Primer sequence

     Forward primer         Reverse primer

RM190 SSR 6 AC, GC gctacaaatagccacccacacc caacacaagcagagaagtgaagc

BO3_127.8 SSR 8 FR cgtggctcgacctttttaat tcaaaccctggttacagcaa

GT11 STS 6 GT cgagcgagggtttactgttc ggaggaaacagcagcaactc

RM589 SSR 6 BPH atcatggtcggtggcttaac caggttccaaccagacactg

AC = amylose content, FR = fragrance, GC = Gel consistency, GT = Gelatinization temperature,

BPH = brown planthopper resistance
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ความนาเชือ่ถอืของการจดักลุมโดยดจูากคา LOD ทีม่คีา

มากกวา 3.0 และระยะหางบนแผนทีโ่มเลกลุเครือ่งหมาย

วเิคราะหโดยใชฟงกชนัของ Kosambi (1944)

6. การแยก linkage drag และการคดัเลอืกลกัษณะ

ความหอมและคุณภาพการหุงตม

แยกอัลลีล Wxa ที่ติดมากับยีนตานทาน Bph3

จากพนัธุขาว Rathu Heenati โดยทดสอบปฏกิริยิาความ

ตานทานของสายพนัธุขาว จาํนวน 2,343 ตน ในสภาพ

โรงเรือน คัดเลือกเฉพาะตนที่ตานทานนํามาวิเคราะห

เพื่อคัดเลือกหาตนที่มียีนตานทานและยีน Wx ที่เปน

อลัลลีของขาวดอกมะล ิ105 (Wxb) โดยใชโมเลกลุเครือ่ง

หมาย RM190 และ RM589 และคดัเลอืกลกัษณะความ

หอมและอุณหภูมิแปงสุกโดยใชโมเลกุลเครื่องหมาย

BO3_127.8 และ GT11 ตามลาํดบั (Table 1)

7. การประเมินพื้นฐานทางพันธุกรรม (genetic

background) ของสายพนัธุคดัเลอืก

คดัเลอืกโมเลกลุเครือ่งหมาย SSR ทีก่ระจายทัว่ทัง้

จโีนมขาว (McCouch et al., 1997, 2002) จํานวน 120

คูไพรเมอร คัดเลือกเฉพาะโมเลกุลเครื่องหมายที่แสดง

ความแตกตางระหวางพอ-แม จาํนวน 75 คูไพรเมอร เฉล่ีย

5-7 คูไพรเมอรตอโครโมโซม ทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมาย

กับดีเอ็นเอของสายพันธุคัดเลือกจํานวน 51 สายพันธุ

จากประชากรรุน BC
3
F

4
 ของคูผสม Rathu Heenati x

ขาวดอกมะลิ 105 วิเคราะหหาเปอรเซ็นตอัลลีลหรือ

พนัธกุรรมของพนัธุขาวดอกมะล ิ105 และ Rathu Heenati

ในสายพนัธุคดัเลอืก

8. การประเมินลักษณะทางการเกษตรและผลผลิต

ของสายพนัธุคัดเลอืก

ประเมินลักษณะทางการเกษตรและผลผลิตใน

แปลงทดลองนาป  2550 ทีศ่นูยวจิยัขาวอบุลราชธาน ีเกบ็

ขอมูลวนัออกดอก ความสงู จาํนวนรวงตอกอ จาํนวน 5

กอ ตอสายพันธุ และเก็บเกี่ยวผลผลิตแตละสายพันธุ

จํานวน 48 กอ บันทึกขอมูลองคประกอบผลผลิต และ

คาํนวณผลผลติเฉลีย่ตอกอทีค่วามชืน้ 14%

9. การวิเคราะหคุณภาพทางกายภาพและเคมีของ

เมลด็สายพนัธุคดัเลอืก

วเิคราะหลกัษณะทางกายภาพ เชน สเีปลือก ความ

กวาง ความยาวของเมล็ดขาวเปลือกและขาวกลอง

ลกัษณะทองไข เปอรเซน็ตทองไขคาํนวณจากเมลด็ทีเ่กดิ

ทองไขจากการสุมตรวจเมลด็จาํนวน 100 เมลด็ วเิคราะห

ปรมิาณแอมโิลส (amylose content, AC) อณุหภมูแิปง

สกุ (gelatinization temperature, GT) และความคงตวัของ

แปงสกุ (gel consistency, GC) ตามวธิกีารของ Lanceras

และคณะ (2000) และใหคะแนนความหอมโดยการดม

ตามวธิกีารของ Wanchana และคณะ (2005)

ผลการทดลองและวิจารณ
1. การสบืหาตาํแหนงของยนีตานทานเพลีย้กระโดด

สีน้ําตาลบนจีโนมขาว

1.1 ความตานทานของพนัธุ/สายพนัธุขาวตอเพลีย้

กระโดดสีน้ําตาล

จากการประเมินความตานทานของพันธุขาว

Rathu Heenati และขาวดอกมะล ิ105 ตอเพล้ียกระโดด

สนี้ําตาล พบวา พนัธุ Rathu Heenati ตานทานไดดทีัง้

ในระยะกลาและระยะแตกกอ ในขณะทีพ่นัธุขาวดอกมะลิ

105 ออนแอทัง้สองระยะ (Table 2) สาํหรบักลไกความตาน

ทานของพนัธุ Rathu Heenati ตอเพลีย้กระโดดสนี้ําตาล

จากการทดสอบความชอบและอัตราการกินอาหาร

(Jairin, 2008) คาดวาลกัษณะความตานทานนาจะเกีย่ว

ของกับอินทรียเคมีภายในตนขาวที่ยับยั้งการกินอาหาร

ของเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล

การทดสอบความตานทานของประชากรขาว

BC
3
F

2
 จาํนวน 333 สายพนัธุ ในระยะแตกกอ พบวา มี

การกระจายตวัของลกัษณะตานทานและออนแอในอตัรา

3:1 (χ2 = 0.03, P < 0.86) ซึง่บงชีถ้งึยนีทีค่วบคมุลกัษณะ

ตานทานเปนยนีเดนเพยีงยนีเดยีว แตพบลกัษณะการขม

แบบไมสมบูรณเนื่องจากพบสายพันธุสวนใหญในกลุม

ตานทานแสดงลกัษณะตานทานในระดบัปานกลาง (Fig.

2)

1.2  ตาํแหนงของยนีตานทาน Bph3 บนจโีนมขาว

สืบหาตําแหนงของยีนตานทาน Bph3 โดยคัด

เลือกและจัดกลุมสายพันธุตานทานและออนแอตอเพล้ีย

กระโดดสนี้ําตาล จากประชากรขาว BC
3
F

2
 กลุมละ 15

สายพนัธุ วเิคราะหหาตาํแหนงยนีตานทานโดยใชโมเลกลุ

เครือ่งหมาย SSR จาํนวน 36 คูไพรเมอร บนโครโมโซม
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4 6 และ 10 บรเิวณทีค่าดวานาจะเปนตาํแหนงของยนี

ตานทานจากการรายงานของ Kawaguchi และคณะ

(2001), Sun และคณะ (2005) และ Yan และคณะ (2002)

ทดสอบโมเลกลุเครือ่งหมายกบักลุมตานทานและออนแอ

พบวา มเีพยีงโมเลกลุเครือ่งหมาย RM190 บนโครโมโซม

6 ที่สามารถแยกดีเอ็นเอของขาวในกลุมตานทานและ

ออนแอออกจากกนัไดอยางชดัเจน แสดงวายนีทีเ่กีย่วของ

กับลักษณะตานทานมีตําแหนงอยูใกลกับโมเลกุลเครื่อง

หมาย RM190 จึงหาโมเลกุลเครื่องหมายบริเวณรอบๆ

ตําแหนง RM190 เพ่ิมเตมิเพือ่หาโมเลกลุเครือ่งหมายที่

วางชดิกบั Bph3 มากยิง่ขึน้ และนาํไปวเิคราะหกบัดเีอน็เอ

ที่ไดจากประชากรขาว BC
3
F

2
 จํานวน 333 สายพันธุ

จากนัน้วเิคราะหหา linkage group และตาํแหนงยนีตาน

ทานโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร JoinMap 3.0 และ

MapQTL 5 จากผลการวเิคราะหความสมัพนัธของขอมลู

ฟโนไทปกบัจโีนไทปของประชากร BC
3
F

2
 สามารถยนืยนั

ตําแหนงของยนีตานทาน Bph3 บนโครโมโซม 6 อยูหาง

จากตําแหนงของ bph4 ไปทางปลายดาน short arm

ระหวางโมเลกลุเครือ่งหมาย RM588 และ RM589 โดยมี

ตาํแหนงอยูใกลกบัโมเลกลุเครือ่งหมาย RM589 (Fig. 3)

ซึง่สามารถอธบิายลกัษณะตานทานได รอยละ 60.7

เนือ่งจากพนัธุขาว Rathu Heenati ทีม่ยีนี Bph3

(Lakshminarayana and Khush, 1977) สามารถตานทาน

ไดครอบคลุมความหลากหลายของประชากรเพลี้ย

กระโดดสนี้าํตาล ไมเฉพาะในประเทศไทยแตยงัตานทาน

ตอประชากรที่พบในประเทศลาว เวียดนาม จีน ญี่ปุน

เกาหล ีฟลปิปนส บงัคลาเทศ และบางประชากรในอนิเดยี

(Angeles, et al., 1986; Jairin et al., 2005; Khush, 1984;

Table 2 Average damage score of the parents to brown planthopper at

vegetative stage (seedling and tillering stages) of rice plants

     Cultivar   Seedling stage by SSBS     Tillering stage by MMTS

7 DAI 10 DAI 14 DAI 7 DAI 15 DAI 23 DAI

Rathu Heenati 1.0 2.2 2.4 1.0 1.0 1.0

KDML105 6.5 8.9 9.0 5.0 9.0 9.0

TN1 7.0 9.0 9.0 5.0 9.0 9.0

DAI = Days after infestation

Damage score: 1 = very slight damage, 9 = all plants dead

Fig. 2 Frequency distribution of BPH damage rating

of a mapping population by the MMTS

Fig. 3 Linkage maps of the BPH resistant gene Bph3

on short arm of chromosome 6. The distance

between markers was in centiMogans (cM).

The solid bars indicate the location of the BPH

resistant gene Bph3
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Li et al., 2002; Soundararajan et al., 2004; Velusamy

et al., 1995) ดงันัน้ จงึศกึษาและวเิคราะหหาตาํแหนง

ของยีนตานทานบนโครโมโซมในพันธุขาวดังกลาว ใน

ระยะแรก พบวา Bph3 และ bph4 มตีําแหนงใกลกนับน

โครโมโซม 7 โดยใช trisomic analysis (Ikeda and

Kaneda, 1981) นักวิจัยเชื่อวา Bph3 วางตัวอยูบน

โครโมโซม 4 (Yan et al., 2002) แตยงัไมมกีารยนืยนั

ตาํแหนงของยนี Bph3 ในพนัธุขาว Rathu Heenati ตอมา

ไดมีรายงานการคนพบตําแหนงของยีนตานทานหลักใน

พนัธุขาว Rathu Heenati บนโครโมโซม 4 (Sun et al.,

2005) จงึไดใชโมเลกลุเครือ่งหมายในตาํแหนงทีม่กีารคน

พบมาทดสอบกบัประชากรขาวทีใ่ชศกึษาในครัง้นี ้แตไม

พบโมเลกุลเครื่องหมายใดมีความสัมพันธกับลักษณะ

ตานทานในกลุมตานทานและออนแอ ความแตกตาง

ตําแหนงของยีนตานทานที่พบในการทดลองนี้กับของ

Sun และคณะ (2005) อาจเนือ่งมาจากความแตกตางของ

พันธุขาวที่ใชหรือประชากรแมลงที่ใชทดสอบ อยางไรก็

ตาม มรีายงานตาํแหนงยนีตานทาน bph4 ในพนัธุขาว

Babawee บนโครโมโซม 6 (Kawaguchi et al., 2001)

มรีายงานวายนี bph4 มตีาํแหนงใกล (allelic หรือ closely

linked) กบัยนี Bph3 (Sidhu and Khush, 1979) ซึ่งสอด

คลองกับการศึกษาครั้งนี้ที่พบตําแหนงของยีน Bph3

บนโครโมโซม 6 ใกลกบัยนี bph4 (Fig. 3)

1.3 ความแมนยาํของโมเลกลุเครือ่งหมาย

เพื่อยืนยันความแมนยําของโมเลกุลเครื่องหมาย

RM589 ทีม่ตีาํแหนงใกลยนีตานทาน Bph3 ไดทดสอบ

ความตานทานของประชากรขาว BC
3
F

4
 จํานวน 330

สายพนัธุทีไ่ดจากสายพนัธุทีเ่กดิ heterozygous บรเิวณ

ตําแหนงยีนตานทาน Bph3 พบวา การกระจายตัวของ

ความตานทานในประชากรขาว มีจํานวนตนตานทาน :

ตานทานปานกลาง : ออนแอ สอดคลองกบัอตัรา 1:2:1

(χ2 = 1.09, P = 0.58) (Fig. 4) บงชี้วาลักษณะตาน

ทานถูกควบคุมโดยยีนเดนเพียงยีนเดียวในลักษณะขม

แบบไมสมบรูณ สวนการกระจายตวัของอลัลลีทีต่าํแหนง

โมเลกลุเครือ่งหมาย RM589 ของประชากร BC
3
F

4
 พบวา

มีจํานวนตนที่มีอัลลีลของพันธุ Rathu Heenati ที่เปน

homozygous ตนทีเ่ปน heterozygous และตนทีม่อีลัลลี

ของพนัธุขาวดอกมะล ิ105 ทีเ่ปน homozygous สอดคลอง

กบัอัตรา 1:2:1 (χ2 = 1.04, P = 0.59) เชนเดยีวกบัลักษณะ

ตานทาน และจากการวิเคราะหขอมูลลักษณะทางฟโน

ไทปรวมกับจีโนไทป โมเลกุลเครื่องหมาย RM589

Fig. 4 Frequency distribution of BPH resistance

scores of BC
3
F

4
 based on the MMTS method

at the tillering stage of the rice plants

Fig. 5 PCR amplification of BC
3
F

4
 plants with the marker RM589 linked to Bph3

KD = KDML105, RT = Rathu Heenati, R = resistant, MR = moderately resistant,

S = susceptible
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บนโครโมโซม 6 สามารถอธบิายลกัษณะตานทานไดถงึ

รอยละ 80.6   ตัวอยางของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการ

วิเคราะหโดยโมเลกุลเครื่องหมาย RM589 และขอมูล

ความตานทานของบางสายพนัธุแสดงไวใน Fig. 5

1.4  การแยก linkage drag ระหวาง Bph3 และ

Wxa อลัลีล

จากการศึกษาพบวายีนตานทาน Bph3 ในพันธุ

ขาว Rathu Heenati มตีําแหนงใกลกับยนี waxy (Wx)

ทีส่ราง granule-bound starch synthase (GBSS) ซึง่

จําเปนสําหรับการสังเคราะหแอมิโลส (Wang et al.,

1995) บนโครโมโซม 6 ซึ่งมีระยะหางระหวางทั้งสอง

ยนีประมาณ 380 kb ยนี Wx ในพนัธุ Rathu Heenati มี

อลัลลีเปน Wxa ซึง่ทาํใหเมลด็มปีรมิาณแอมโิลสคอนขาง

สงู (Isshiki et al., 1998; Sano et al., 1986) และเปนสิง่

ทีไ่มตองการหรอืทีเ่รยีกวา "linkage drag" จาํเปนตองแยก

ยีนทั้งสองโดยการคัดเลือกลักษณะตานทานในสภาพ

เรอืนทดลอง รวมกบัการใชโมเลกลุเครือ่งหมาย ขัน้แรก

ทดสอบความตานทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลของ

ประชากรขาว BC
3
F

2
 จาํนวนทัง้หมด 2,343 ตน คดัเลอืก

ตนทีต่านทานจาํนวน 200 ตน จากนัน้แยก linkage drag

ระหวางยีนตานทานและยีนควบคุมการสรางแอมิโลส

ออกจากกนั ใชโมเลกลุเครือ่งหมาย RM589 และ RM190

คัดเลือกตนที่ตานทานและมีอัลลีลตรงตําแหนงยีน Wx

เหมอืนพนัธุขาวดอกมะล ิ105 (Wxb) และคดัเลอืกตนขาว

โดยใชโมเลกุลเครื่องหมาย (Table 1) ที่เกี่ยวของกับ

ลักษณะความหอม คาการสลายตัวในดาง และปริมาณ

แอมิโลสไปพรอมกัน คัดเลือกไดตนที่ตองการ 1 ตน

(#101) (Fig. 6) เพือ่พฒันาเปนสายพนัธุตานทานในชัว่ตอ

ไป

ผลการทดลองชี้ใหเห็นถึงประสิทธิภาพของการ

ใชโมเลกุลเครือ่งหมายในกรณทีีเ่กดิ linkage drag ทีไ่ม

คาดคิดมากอน วิธีการปรับปรุงพันธุแบบดั้ งเดิม

(conventional breeding) อาจตองใชระยะเวลาและ

ปรมิาณของประชากรขาวคอนขางมาก เพือ่ขจดัยนีทีไ่ม

ตองการออกจากยนีทีค่วบคมุลกัษณะทีส่นใจ โอกาสทีจ่ะ

ไดสายพนัธุทีต่องการกน็อยลง ดงัจะเหน็ไดจากพนัธุขาว

หรือสายพันธุขาวที่คาดวาจะไดรับยีนตานทาน Bph3

เปนพนัธุขาวทีม่ปีรมิาณแอมโิลสคอนขางสงู เชน IR72,

Fig. 6 Fine-scale mapping of two loci, Bph3 and Wxa, controlling BPH resistance and amylose content,

respectively. The locations of two genes, Bph3 and Wx showed in the linkage map. Graphical genotypes

of the region in six BC
3
F

2
 plants showed on the left; white blocks regions derived from KDML105 and

black blocks regions derived from Rathu Heenati. The progeny with an asterisk (#101) was selected to

develop the BC
3
F

3
.
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IR56, IR13540-56-3-2-1 พษิณโุลก 2 เปนตน ในกรณนีีก้าร

คัดเลือกโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายมีขอไดเปรียบ และ

เพิ่มโอกาสที่จะไดสายพันธุที่ตองการ อีกทั้งยังลดระยะ

เวลาเนื่องจากสามารถคัดเลือกลักษณะที่เกี่ยวของกับ

คุณภาพของเมล็ดในระยะกลา

2. การพัฒนาสายพันธุขาวตานทานเพลี้ยกระโดดสี

น้าํตาลและมคีณุภาพการหงุตมดโีดยใชเครือ่งหมาย

โมเลกุล

ปลกูประชากรขาว BC
3
F

3
 ทีไ่ดเมลด็จากตน (#101)

ทีข่จดั linkage drag ออกไปแลว เพือ่คดัเลอืกใหไดสาย

พนัธุตานทานและมลีกัษณะตางๆ ใกลเคยีงกบัพนัธุขาว

ดอกมะล ิ105 โดยการคดัเลอืกโดยโมเลกลุเครือ่งหมาย

ไดสายพนัธุ BC
3
F

4
 ทีต่องการ 2 ตน (Fig. 1) เพือ่พัฒนา

เปนสายพนัธุรุนตอไปจนไดสายพนัธุ BC
3
F

6
 จาํนวน 51

สายพันธุ ใชสําหรับประเมินลักษณะทางการเกษตรและ

ผลผลติในแปลงทดลอง ความตานทานตอเพล้ียกระโดด

สีน้ําตาล และประเมินคุณภาพทางกายภาพและการหุง

ตม

2.1 ความตานทานของสายพนัธุคดัเลอืกตอเพลีย้

กระโดดสีน้ําตาล

ผลจากการทดสอบความตานทานของสายพันธุ

คัดเลือกในระยะกลาโดยวิธี SSBS กับประชากรเพลี้ย

กระโดดสนี้ําตาลทีม่ีความแตกตางของชวีชนดิจาํนวน 6

ประชากร พบวา สายพันธุคัดเลือกตานทานไดดีตอทุก

ประชากรแมลง (Table 3) แสดงวาสายพนัธุคดัเลอืกไดรบั

ยีนตานทานจาก Rathu Heenati ซึ่งตานทานไดครอบ

คลมุประชากรแมลงทีเ่กบ็ในประเทศไทย (Jairin et al.,

2007a) อยางไรก็ตาม พบวามีความแตกตางของระดับ

ความตานทานในบางสายพันธุตอแมลงบางประชากร

ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากยงัมยีนีตานทานอืน่ทีไ่มสามารถคน

พบในการศกึษาครัง้นี ้ทาํใหระดบัความตานทานในบาง

สายพนัธุไมเทากนั

ผลของการทดสอบความตานทานในระยะแตก

กอของขาวสายพันธุคัดเลือกบางสายพันธุ เมื่อประเมิน

ดวยวิธีการทดสอบปฏิกิริยาความตานทาน (MMTS)

พบวา สายพนัธุทดสอบแสดงความตานทานไดด ี(Fig. 7)

และจากการทดสอบความชอบของเพลีย้กระโดดสนี้าํตาล

ตอพันธุขาว พบวา แมลงสวนใหญไมชอบเกาะบนสาย

Table 3 The reaction to BPH populations collected in Thailand in 2004

and 2007, of some selected introgression lines, using SSBS to

evaluate the resistance

    
   Designation                                Reaction to BPH populations*

UBN DUD NAN KPP WTG PSL

UBN03078-101-342-6-56 R R R R R R

UBN03078-101-342-6-58 R R R R R R

UBN03078-101-342-4-106 R R MR MR R MR

UBN03078-101-342-4-143 R R R R R R

KDML105 S S S S S S

Rathu Heenati R R R R R R

R = resistant, MR = moderately resistant, S = susceptible

* Four different biotypes of BPH populations (Jairin et al., 2007a) were collected

from four provinces, Ubon Ratchathani (UBN), Nan (NAN), Kamphaeng Phet

(KPP) and Phitsanulok (PSL) in 2004. Two BPH populations were collected

from the outbreak fields from Det Udom (DUD), Ubon Ratchathani province

and Wang Thong (WTG), Phitsanulok province in 2007.
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พนัธุตานทานหลงัจากปลอยแมลงนาน 72 ชม. (Fig. 8)

2.2 ลักษณะทางการเกษตรและผลผลิต

การทดสอบสายพนัธุคดัเลอืก BC
3
F

6
 51 สายพนัธุ

ในแปลงนาศนูยวจิยัขาวอบุลราชธาน ีพบวา ลกัษณะทาง

การเกษตร เชน ลกัษณะทรงตน วนัออกดอก ลกัษณะรวง

ลักษณะเมล็ด ของสายพันธุขาวสวนใหญคลายกับพันธุ

ขาวดอกมะล ิ 105 แตยงัพบการกระจายตวัของลกัษณะ

ตางๆ ระหวางสายพนัธุคดัเลอืกบาง (Table 4, Fig. 9)

คาเฉลีย่ความสงูของสายพนัธุอยูระหวาง 122.2-164.6 ซม.

ในขณะทีค่าเฉลีย่ขาวดอกมะล ิ105 สงู 139.0 ซม. วนัออก

ดอกของสายพนัธุสวนใหญเหมอืนกบัขาวดอกมะล ิ 105

มเีพยีงบางสายพนัธุทีอ่อกดอกลาชากวา 3-7 วนั คาเฉลีย่

ของจาํนวนรวงตอกอและผลผลติของสายพนัธุคดัเลอืกสงู

กวาขาวดอกมะล ิ105 รอยละ 18.4 และ 18.1 ตามลาํดบั

ความสัมพันธระหวางลักษณะทางการเกษตร

(Table 5)  พบวา ผลผลติมคีวามสมัพนัธดานบวกจาํนวน

รวงตอกอ จาํนวนเมลด็ตอรวง และความสงู (r = 0.37, P

< 0.01; r = 0.40, P < 0.01; r = 0.42, P < 0.01 ตาม

ลําดับ) แตไมพบความสัมพันธดานบวกระหวางผลผลิต

กบัน้าํหนกั 1,000 เมลด็ วนัออกดอกมคีวามสมัพนัธดาน

ลบกบัผลผลติและจาํนวนเมลด็ตอรวง (r = -0.37, P <

0.01; r = 0.39, P < 0.01 ตามลาํดบั) แสดงวาจาํนวนรวง

ตอกอ จาํนวนเมลด็ตอรวง และความสงู มผีลตอการให

ผลผลิตของสายพันธุขาวคัดเลือก ซึ่งใหผลผลิตสูงกวา

Fig. 7 The levels of resistance to BPH at tillering

stage in some introgressed lines, KDML105,

a susceptible recurrent cultivar, and TN1, a

susceptible cultivar. The plants have been

exposed to BPH feeding for two generations

of the insects

Fig. 8   Number of BPH nymphs (means ± SE) settled

on rice cultivars and some introgressed plants

in a choice test during 48 and 72 h after

infestation

Table 4 Performance of principal agronomic traits of some selected

introgressed line

       Designation DH PN GP NP PH GY GW

UBN03078-101-342-6-56 127 13.0 4.07 122.4 139.6 24.5 32.7

UBN03078-101-342-6-58 127 13.2 3.03 93.4 143.4 25.4 33.4

UBN03078-101-342-4-106 127 11.8 3.80 130.0 152.8 27.1 27.8

UBN03078-101-342-4-143 127 19.2 3.72 96.2 143.8 23.3 27.1

KDML105 127 13.8 2.91 102.6 139.0 22.0 29.4

DH = days to heading, PN = panicle number, GP = grain weight per panicle (g),

NP = number of grain per panicle, PH = plant height (cm), GY = grain yield per

plant (g), GW = 1,000-grain weight (g)
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ขาวดอกมะล ิ105 รอยละ 18.1

2.3  คณุภาพทางกายภาพและการหงุตมและการ

รับประทาน

ผลการวิเคราะหคุณภาพเมล็ดของสายพันธุคัด

เลอืกจาํนวน 51 สายพนัธุ ทีเ่กบ็จากแปลงนา ศนูยวจิยัขาว

อบุลราชธาน ีนาป ป 2550 (Table 6 และ 7) การกระจาย

ตวัของลกัษณะคณุภาพทางกายภาพ การหงุตม และการ

รบัประทานของสายพนัธุคดัเลอืก (Fig. 9) สเีปลอืกของ

เมล็ดขาวสายพันธุคดัเลือกมีสีเหลอืงฟางเหมือนกับขาว

ดอกมะล ิ105 เปอรเซน็ตทองไขของสายพนัธุคดัเลอืก 0.4-

1.9 ซึ่งใกลเคียงกับขาวดอกมะลิ 105 (0.8) ในขณะที่

ปรมิาณทองไขในพนัธุ Rathu Heenati สงูถงึรอยละ 46.8

ความยาวของเมลด็ขาวกลองของสายพนัธุขาวเฉลีย่ 6.9-

7.9 มม.  ปรมิาณแอมโิลส 14.1-16.1 คาสลายตวัในดาง

เหมอืนกบัขาวดอกมะล ิ105 คอื 6.9-7.0 และลกัษณะความ

คงตัวของแปงสุกคอนขางจะมีการกระจายตัวมากกวา

ลกัษณะทางคณุภาพอืน่ คอื 83.8-115.0 ซม. ทัง้นีเ้นือ่งจาก

ลกัษณะดงักลาวถกูควบคมุโดย QTL ซึง่เปนตาํแหนงทีไ่ม

ไดคดัเลอืก และยีน Wx นอกจากจะเปนยนีหลกัทีค่วบคมุ

การสรางแอมโิลส ยงัเกีย่วของกบัลกัษณะความคงตวัของ

แปงสกุอกีดวย (He et al., 2006)

ความหอมเปนอีกลักษณะหนึ่งที่ตองการในขาว

คณุภาพด ีสายพนัธุขาวเกอืบทัง้หมดมคีวามหอม แตมี

การกระจายตวัของระดบัความหอมในสายพนัธุขาว ทัง้นี้

Fig. 9 Frequency distribution of plant height (cm), grain yield per plant (g/plant), panicle per plant, 1,000-grain

weight (g), milled rice kernel length (mm), milled rice kernel breadth (mm), milled rice kernel length/

breadth, amylose content (%) and chalkiness of rice grain (%) in BC
3
F

6
 progenies. Arrows indicated

the mean of KDML105.
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Table 5 Correlation coefficients between panicle number (PN), plant

height (PH), grain yield per plant (GY), grain weight per

panicle (GP), number of grain per panicle (NP), flowering

date (FD), 1,000-grain weight (GW)

Trait          PN        PH          GY  GP    NP      FD

 PH 0.54***

 GY 0.37** 0.42**

 GP 0.40** 0.41** 0.31*

 NP 0.42** 0.40** 0.40** 0.88***

 FD - 0.31* - 0.34* - 0.37** - 0.33* - 0.39**

 GW 0.07 0.04 - 0.02 0.13 - 0.05 0.13

Significant differences at ***P< 0.001, **0.01, *0.05, respectively

Table 6 General appearance quality traits of rice grains of some

selected introgressed lines

       Designation HC MB ML ML/MB CK

UBN03078-101-342-6-56 ST 2.4 7.8 3.3 1.9

UBN03078-101-342-6-58 ST 2.5 7.8 3.2 1.3

UBN03078-101-342-4-106 ST 2.2 7.2 3.2 1.1

UBN03078-101-342-4-143 ST 2.1 7.7 3.7 1.4

KDML105 ST 2.2 7.8 3.6 0.8

HC = hull color (ST = straw colored), MB = milled rice kernel breadth

(mm), ML = milled rice kernel length (mm), ML/MB = milled rice kernel

breadth/milled rice kernel, CK = chalkiness (%)

อาจเนือ่งมาจากการคดัเลอืกความหอมของสายพนัธุขาว

ใชโมเลกลุเครือ่งหมายบนโครโมโซม 8 เพยีงแหงเดยีว แต

ลักษณะความหอมไมไดถูกควบคุมโดยยีนหลักบน

โครโมโซม 8 เพียงยีนเดียว ปจจุบันมีการคนพบ QTL

ที่เกี่ยวของกับความหอมบนโครโมโซม 3 และ 4

(Amarawathi et al., 2008) ซึง่อาจสงผลตอระดบัความ

หอมในสายพนัธุคดัเลอืก อยางไรกต็าม จากผลการศกึษา

ครั้งนี้พิสูจนใหเห็นวาการใชโมเลกุลเครื่องหมาย มี

ประสิทธิภาพในการคัดเลือกลักษณะทางคุณภาพทาง

กายภาพและการหงุตมของเมลด็ขาว โดยเฉพาะปรมิาณ

แอมโิลส ความคงตวัของแปงสกุ การสลายตวัในดาง และ

ความหอม

2.4 พืน้ฐานทางพนัธกุรรมของสายพนัธุคดัเลอืก

วิเคราะหพื้นฐานทางพันธุกรรมของสายพันธุคัด

เลอืก BC
3
F

4
 จาํนวน 51 สายพนัธุ โดยใชโมเลกลุเครือ่ง

หมาย SSR ที่แสดงความแตกตางระหวางพอ-แม

(ขาวดอกมะลิ 105 และ Rathu Heenati) จํานวน 75

คูไพรเมอร ที่กระจายทั่วทั้งจีโนม พบวา คาเฉลี่ยระยะ

หางระหวางโมเลกุลเครื่องหมายเริ่มตั้งแต 11.4 cM

(โครโมโซม 5) จนถงึ 30.2 cM (โครโมโซม 3) เปอรเซน็ต

ของ homozygous ของอลัลีลพันธุขาวดอกมะล ิ105 อยู

ระหวางรอยละ 60-100 โดยมีคาเฉลี่ยรอยละ 86.9 ซึ่ง

หมายความวาสายพนัธุคดัเลอืกมเีปอรเซน็ตคาเฉลีย่ของ

พนัธกุรรมทีเ่หมือนกบัพนัธุขาวดอกมะล ิ105 รอยละ 86.9
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Table 7   The grain quality traits of some selected introgression lines and the percentage of

parental genome recovery of the selections using 75 SSR markers. RH and KD

stand for Rathu Heenati and KDML105 alleles, respectively.

      
 Designation AC GT FR GC

% KD % RH % Residual

genome  genome  heterozygosity

UBN03078-101-342-6-56 15.39 7.0 1 60.0 83.8 13.2 2.9

UBN03078-101-342-6-58 15.22 7.0 1 70.0 85.1 10.5 4.5

UBN03078-101-342-4-106 14.96 7.0 1 110.0 86.8 13.2 0.0

UBN03078-101-342-4-143 14.19 7.0 2 77.5 86.8 10.3 2.9

KDML105 15.28 7.0 2 75.0 100.0 - -

Mean* 15.03 7.0 81.2 86.9 9.9 3.2

AC = amylose content (%), GT = gelatinization temperature (1-2 = high and 6-7 = low),

FR = fragrance (1 = mild; 2 = strong), GC = gel consistency (mm)

* Mean value from all 51 selected introgression lines

นบัวาคอนขางต่าํถาเปรยีบเทยีบกบัคาทีค่วรจะเปนตาม

ทฤษฎกีารผสมกลบัครัง้ที ่3 คอื รอยละ 93.8 อยางไรก็

ตามพบวาบางสายพนัธุมอีลัลีลเหมอืนขาวดอกมะล ิ105

ถงึรอยละ 91.2 และถงึแมวาประชากรขาวทีใ่ชทดสอบจะ

เปนชั่ วที่  6 (BC
3
F

6
) แตก็ยังพบวาคาเฉลี่ยของ

heterozygous ของสายพนัธุคดัเลอืกเฉลีย่อยูทีร่อยละ 3.2

(Table 7)

สรุปผลการทดลอง
การปรับปรุงพันธุขาวใหตานทานตอเพลี้ย

กระโดดสีน้ําตาล และมีคุณภาพทางกายภาพและ

คุณภาพการหุงตมและการรับประทานดี เปนเปาหมาย

สาํคญัของโครงการปรบัปรงุพนัธุขาว  การศกึษาครัง้นีไ้ด

คนพบตําแหนงของยีนตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล

Bph3 ซึ่งอยูระหวางโมเลกุลเครื่องหมาย RM588 และ

RM589 บนโครโมโซม 6 นอกจากนีย้งัไดพฒันาสายพนัธุ

ขาวทีม่คีณุภาพการหงุตมและการรบัประทานด ีและตาน

ทานตอเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล โดยการผสมผสาน

ระหวางการคัดเลือกลักษณะความตานทานในโรงเรือน

และการใชโมเลกลุเครือ่งหมาย คดัเลอืกไดสายพนัธุขาว

จาํนวน 51 สายพนัธุ ทีม่คีณุภาพทางกายภาพและการ

หุงตมและการรับประทานคลายพันธุขาวดอกมะลิ 105

และตานทานตอประชากรเพลีย้กระโดดสนี้าํตาลทีพ่บใน

ประเทศไทย สายพนัธุดงักลาวสามารถนาํไปใชเปนแหลง

พันธุกรรมความตานทาน และคุณภาพเมล็ดดีใน

โครงการปรบัปรงุพนัธุขาว และสามารถพฒันาเปนพนัธุ

ตานทานปลูกในพื้นที่ปลูกขาวขาวดอกมะลิ 105 ภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ ที่เสี่ยงตอการระบาดทําลายของ

เพลี้ยกระโดดสีน้ําตาลและเพลี้ยกระโดดหลังขาว

คําขอบคุณ
งานวิจัยนี้อยูภายใตโครงการการพัฒนาโมเลกุล

เครื่องหมายเพื่อใชในการปรับปรุงพันธุขาว ซึ่งไดรับงบ

ประมาณจากรัฐบาลไทย และมูลนิธิร็อคกี้เฟลเลอร

ขอขอบคณุ คณุเจตน คชฤกษ ทีม่สีวนชวยในการทดสอบ

ความตานทานของสายพันธุขาวตอเพลี้ยกระโดดสี

น้าํตาล คณุ Myint Yi ทีช่วยวเิคราะห GC และขอขอบ

คณุ ดร.ธรียทุธ ตูจนิดา ดร.พนูศกัดิ ์เมฆวฒันากาญจน

ดร.วราพงษ ชมาฤกษ และดร.พยอม โคเบลลี ่ทีใ่หคาํแนะ

นาํในการดาํเนนิงานวจิยั
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