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การหาเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีใกล้ชิดกบัยีนท่ีมีอิทธิพลต่อการเป็นหมนัของ
เรณูเน่ืองจากอณุหภมิูสงูในข้าว (Oryza sativa L.) 
Fine mapping of DNA markers linked to the high temperature-sensitive 
genic male sterility gene in rice (Oryza sativa L.) 
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บทคดัย่อ  
 การผลติขา้วลกูผสมแบบ 2 ทาง ใชพ้นัธุ์ที่
มีเรณูเป็นหมนัที่เกิดจากการแสดงออกของยีนใน
นิวเคลยีส ซึง่ควบคุมโดยปจัจยัทางสิง่แวดลอ้ม เช่น 
ช่วงแสง (photoperiod sensitive genic male 
sterility, PGMS) หรอือุณหภูม ิ(thermo-sensitive 
genic male sterility, TGMS) ปจัจุบนัยงัไม่ทราบ
กลไกการท างานของยนีทีท่ าให้เรณูเป็นหมนัอย่าง
ชดัเจน ในการวจิยัครัง้นี้ไดห้าต าแหน่งของยนีเรณู
เป็นหมนั โดยใช้เครื่องหมายดเีอน็เอที่เกดิจากการ

 

แทรกเพิม่หรือขาดหาย (Indel marker) โดยใช้
ประชากร F2 เฉพาะต้นทีม่เีรณูเป็นหมนั 121 ต้น 
จากประขากร F2 ทัง้หมดจ านวน 527 ต้น ซึ่ง
ประชากร F2 นี้ได้จากขา้วสายพนัธุ์ TGMS B8 
(IR75589) ผสมกบัขา้วพนัธุป์กต ิAzucena  ผลจาก
การวิเคราะห์ทางพนัธุศาตร์พบว่ายีน tgms อยู่
ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอ 2gAP003974 (มี
ระยะห่าง 0.4 cM) และ 2gAP005756 (มรีะยะห่าง 
2.4 cM) ซึง่ขอ้มลูทีไ่ดจ้ากฐานขอ้มูลขา้ว Gramene 
ระบุว่าเครื่องหมายดเีอน็เอ ทัง้ 2 อยู่ที ่โครโมโซมที ่
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2 โดยมตี าแหน่งอยู่ที่ 5.9 และ 7.26 Mb ตามล าดบั 
การพฒันาเครื่องหมายดเีอน็เอน้ีจะเป็นประโยชน์ใน
การปรบัปรุงพนัธุข์า้วต่อไป 
 
ABSTRACT  
 Two-line hybrid rice can be produced 
using male sterile line in which male sterility is 
controlled by nuclear gene expression, 
influenced by environmental factors such as 
photoperiod (photoperiod sensitive genic male 
sterility, PGMS) or temperature (thermo-
sensitive genic male sterility, TGMS). At 
present, the function of male sterility gene is 
still unclear. To locate the position of male 
sterility gene, Indel markers were generated 
from 121 male sterile individuals out of 527 
total F2 population obtained from a cross 
between TGMS B8 (IR75589) and the wild-type 
Azucena. The gene tgms was mapped  to the  
in te rva l  be tween  2gAP003974 (0.4 cM) and 
2gAP005756 (2.4 cM) markers. Information 
obtained from Gramene rice database indicated 
that these two markers are on chromosome 2 
at 5.9 and 7.26 Mb, respectively. Development 
of these DNA markers will be beneficial for rice 
genetic improvement.   
 
ค าส าคญั: เครื่องหมายดเีอน็เอ การเป็นหมนัของ
เรณู ขา้วทีม่เีรณูเป็นหมนัโดยอุณหภูม ิ
Keywords: DNA markers, male sterility, TGMS 
rice 
 

บทน า 
 ข้ า ว เ ป็ น ธัญพืชที่ มี ค ว ามส า คัญกับ
ประชากรมากกว่าครึ่งของโลก เนื่องจากประชากร

สว่นมากบรโิภคขา้วเป็นอาหารหลกั เทคโนโลยกีาร
ผลิตข้าวลูกผสมเป็นเทคนิคการเพิ่มผลผลิตให้สูง
กว่าสายพนัธุพ์่อแม่มากกว่า 20% (Chen et al., 
2010) ในประเทศจีนนัน้มีการผลิตข้าวลูกผสมใน
เชิงพาณิชย์มากมาย ซึ่งสามารถแบ่งข้าวลูกผสม
เป็น 2 ประเภท คอื ลูกผสมแบบสามทาง ใช้พนัธุ์
แม่ทีม่เีรณูเป็นหมนัควบคุมโดยยนีในไซโทพลาซึม 
(cytoplasmic male sterility; CMS) และลูกผสม
แบบสองทาง พนัธุ์แม่มีเรณูเป็นหมนัทีค่วบคุมโดย
ยนีในนิวเคลยีส (genic male sterility; GMS) ซึง่
อาจเป็น photoperiod sensitive genic male 
sterility (PGMS) หรอื thermo-sensitive genic 
male sterility (TGMS) (Liu et al., 2010) สายพนัธุ ์
PGMS และ TGMS เรณูจะเป็นหมนั ภายใต้สภาพ
วนัยาว หรอือุณหภูมสิงู และสามารถติดเมลด็ไดใ้น
สภาพวนัสัน้ หรอือุณหภูมติ ่า ตามล าดบั ขอ้ดขีอง
การผลิตข้าวลูกผสมแบบสองทาง คือ สะดวก 
รวดเรว็ มพี่อแม่พนัธุท์ีห่ลากหลาย ไม่จ าเป็นต้องใช้
พนัธุ ์maintainer และใชต้้นทุนราคาถูกกว่าลูกผสม
แบบสามทาง ข้าว TGMS เป็นข้าว   อินดิกา 
(indica) ซึง่มรีายงานการคน้พบในประเทศจนี ญีปุ่น่ 
และสถาบนัวจิยัขา้วนานาชาต ิ(International Rice 
Research Institute, IRRI) ประเทศฟิลปิปินส ์ซึ่ง
ลักษณะการเป็นหมันนี้ควบคุมด้วยแอลลีลด้อย 
(Singh et al., 2011) เครื่องหมาย   ดเีอน็เอเป็น
เครื่องหมายพืน้ฐานทีใ่ชใ้นการท างานวจิยั เช่น การ
วิ เ ค ร า ะ ห์ ค ว า ม สั ม พั น ธ์ เ ชิ ง วิ วั ฒ น า ก า ร 
(phylogenetic analysis) การโคลนยีนที่ทราบ
ต าแหน่งของยนีบนโครโมโซม (map-base cloning 
of gene) และใชช้่วยในการปรบัปรุงพนัธุ ์(marker-
assisted breeding) สามารถน าไปใช้ตรวจสอบ
คดัเลอืกการถ่ายยนี tgms ไปยงัขา้วสายพนัธุต่์างๆ 
(Ying et al., 2004 )โดยทีไ่ม่ขึน้อยู่กบัสิง่แวดลอ้ม 
สามารถตรวจสอบได้ตัง้แต่ระยะต้นอ่อน และมี
ประสทิธภิาพสงู 
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 งานวจิยันี้ได้หาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ให้
ความแตกต่างระหว่างขา้ว TGMS ซึง่เป็นขา้วอนิดิ
กา  และพันธุ์ ข้าวจาปอนิกา  ( japonica)  ปกต ิ
วเิคราะห์ระยะห่างระหว่างเครื่องหมายดเีอน็เอ หา
ต า แห น่งของยีน  tgms ซึ่ ง ส ามารถน า ไป ใช้
ประโยชน์ในการผลติขา้วลกูผสมแบบสองทางต่อไป
ในอนาคต 
 

อปุกรณ์และวิธีการ 
ตวัอย่างข้าวท่ีใช้ในการศึกษา  
 ข้าวสายพนัธุ์ TGMS B8 (IR75589) 
ไดร้บัความอนุเคราะหพ์นัธุข์า้วจาก สถาบนัวจิยัขา้ว
นานาชาต ิ(International Rice Research Institute, 
IRRI) ประเทศฟิลิปปินส์ เป็นสายพันธุ์ข้าวที่มี
ลักษณะเรณูเป็นหมันอย่างสมบูรณ์ที่อุณหภูมิ
มากกว่า 28 องศาเซลเซยีส ผสมกบัขา้วทีม่ลีกัษณะ
เรณูปกติ คอื Azucena ได้ประชากร F1 ปล่อยให้
ผสมตัวเองจนได้ประชากร F2 จ านวน 527 ต้น 
คดัเลอืกเฉพาะต้นที่เรณูเป็นหมนั จ านวน 121 ต้น 
มาใชใ้นการวเิคราะหเ์ครื่องหมายดเีอน็เอเพื่อศกึษา
ต าแหน่งของยนี tgms   
 
การสกดัดีเอน็เอ 
 สกดัดเีอน็เอจากใบอ่อนของขา้วสายพนัธุ์
พ่อแม่ และประชากร F2 เฉพาะต้นที่เรณูเป็นหมนั
โดยวธิ ีCTAB (cetyltrimethylammonium bromide) 
(Murray and Tompson 1980). 
 
การศึกษาเรณูภายใต้กล้องจลุทรรศน์   
  น าเรณูที่สมบูรณ์ของข้าวพันธุ์  B8 
(IR75589), Azucena และประชากร F2 แช่ใน
สารละลาย 0.7% I2-KI แล้วน ามาตรวจดูภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์  
 

การพฒันาเครือ่งหมายดีเอน็เอ 
 เนื่องจากข้าวมีการหาล าดบัเบสในจีโนม
ทัง้ชุดเรียบร้อยแล้ว จึงอาศัยข้อมูลพื้นฐานนี้
ประกอบกบังานวิจยัที่ผ่านมา ออกแบบไพรเมอร์
เพื่อให้ครอบคลุมต าแหน่งของยีน โดยพัฒนา
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดที่เกิดจากการแทรกเพิ่ม
และการขาดหาย (Indel marker) อย่างน้อย 30 คู่
จากงานวิจยัของ Ying และคณะ (2004) โดยใช้
ฐานข้อมูลล าดับ เบสในจโีนมของขา้ว (Gramene 
Organization, 2000) ออกแบบไพรเมอร์โดยใช้
โปรแกรม Primer 3 (http://work bench.sdsc.edu) 
 
การวิเคราะหพ์อลิมอรฟิ์ซึม  
 น าดเีอน็เอที่สกดัได้มาเจอืจาง แล้วน าไป
เพิ่มปริมาณโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase 
chain reaction, PCR) จากไพรเมอรท์ีอ่อกแบบขึน้ 
โดยใชป้ฏกิริยิาคอื รอบที ่1, 95 องศาเซลเซยีส 5 
นาท;ี รอบที ่2-35, 95 องศาเซลเซยีส 45 วนิาท,ี 
อุณหภูมทิี่เหมาะสม 53-60 องศาเซลเซียส 45 
วนิาท,ี 72 องศาเซลเซยีส 1 นาท ีและรอบสุดทา้ย 
72 องศาเซลเซียส 7 นาที แล้วน าผลผลิตที่ได้มา
ตรวจสอบด้วยเจลอะกาโรสอิเล็กโทรโฟรีซิส 3 
เปอรเ์ซน็ต ์คดัเลอืกเฉพาะเครื่องหมายดเีอน็เอทีใ่ห้
ความแตกต่าง ระหว่างขา้วทีม่ลีกัษณะเรณูเป็นหมนั
กบัขา้วที่มลีกัษณะเรณูปกต ิเพื่อน าไปวเิคราะหห์า
ระยะห่างระหว่างเครื่องหมายดเีอน็เอกบัยนีควบคุม
เรณูเป็นหมนั 
 
การวิเคราะหจี์โนไทป์ของประชากร F2 และการ
ค านวณระยะห่างระหว่างเครือ่งหมายดีเอน็เอ 
 ปลูกข้าว ในแปลงทดสอบ เพื่ อ ใช้ ใ น
การศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอและตรวจสอบฟีโน
ไทป์ โดยจะปลูกในช่วงฤดูร้อนที่มีอุณหภูมิไม่ต ่า
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กว่า 28 องศาเซลเซยีส เพราะขา้วจะเป็นหมนัเมื่อ
อยู่ในสภาพที่มอีุณหภูมสิูงกว่า 28 องศาเซลเซยีส 
เมื่อดอกขา้วเริม่บาน ตรวจสอบฟีโนไทป์ แยกต้นที่
เรณูเป็นหมนัและไม่เป็นหมนัออกจากกนั โดยดูจาก
ลักษณะของเรณู ตรวจสอบฟีโนไทป์ของข้าวทัง้
ประชากร จากนัน้เก็บตวัอย่างใบข้าวในประชากร 
F2  เฉพาะต้นที่ เ ร ณู เ ป็นหมัน  เพื่ อวิ เคราะห์
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ให้พอลิมอร์ฟิซึม ค านวณ
ระยะห่างระหว่างเครื่องหมายดีเอน็เอ (Genetic 
distance, cM) (Peng et al., 2010) 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การเปรียบเทียบลกัษณะของเรณูภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ 
 ในการศกึษาเครื่องหมายดเีอน็เอ ทีใ่กลช้ดิ
กบัยนีทีม่อีทิธพิลต่อการเป็นหมนัของเรณูขา้วสาย
พนัธุ ์TGMS B8 (IR75589) ซึง่เรณูเป็นหมนัภายใต้
อุณหภูมิสูง สามารถติดเมลด็ได้ในสภาพอุณหภูมิ
ต ่า จากการเปรยีบเทยีบเรณูของขา้วพนัธุป์กต ิโดย
การยอ้มด้วย ไอโอดนี-โพแทสเซยีม      ไอโอไดด ์
เรณูจะติดสดี าเข้ม ในขณะที่ ข้าว TGMS ย้อมไม่
ตดิสหีรอืตดิสน้ีอยมาก (Figure 1) เนื่องจากไม่มี
เรณูในอบัเรณู (Wang et al., 2010) 
 

 
 

Figure 1 Pollen staining of wild-type and TGMS 
mutant lines. Left: mature anther of wild-type 
was squashed in 0.7% I2-KI solution, in which 
pollens were round and darkly stained. Right: 
mature anther of TGMS mutant was squashed 
in the same solution. 
 
การวิเคราะหต์ าแหน่งยีน tgms  
  จากการผสมขา้ว TGMS B8 (IR75589) 
กบัพนัธุ์ปกต ิAzucena ไดป้ระชากร F1 ปล่อยให้
ผสมตัวเองจนได้ประชากร F2 ปลูกประชากร F2 
ช่วงเดอืนธนัวาคม 2554 ในจงัหวดัปทุมธานี จาก
การวเิคราะหด์ว้ยไคสแควร ์พบว่าอตัราส่วนของต้น
ปกตต่ิอต้นทีเ่รณูเป็นหมนัคอื 3:1 (2 = 1.16< 2 

0.05 = 3.84) (Table 1) แสดงใหเ้หน็ว่าลกัษณะเรณู
หมนัในขา้ว TGMS B8 (IR75589) ควบคุมดว้ยแอล
ลลีดอ้ยของยนี 1 ต าแหน่ง 

Table 1 Fertility of the F2 derived from the cross between B8 (IR75589) and Azucena. 
Population lines Total No. of  

Fertile plants 
No. of  

sterile plants 
Fertile 

plants/Sterile 
plants 


2  

0.05 (3:1) 
= 3.84 

F2 B8 (IR75589) x 
Azucena) 

527 406 121 3.36 
2=1.1695 

 
ในการศกึษาเครื่องหมายดเีอน็เอทีใ่กลช้ดิ

กบัยีนที่มีอิทธิพลต่อการเป็นหมนัของเรณูในข้าว 
tgms ก่อนหน้านี้ สามารถระบุต าแหน่งเครื่องหมาย
ดเีอน็เอบนโครโมโซมที่ 2 ในช่วงบรเิวณ 6.4 Mb 
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(ชื่นจติร, 2551) ในงานวจิยันี้จงึพฒันาเครื่องหมาย
ดเีอน็เอชนิดที่เกิดจากการแทรกเพิม่ และการขาด
หายไป (Indel marker) อย่างน้อย 30 คู่เบส ในช่วง
บริเวณดงักล่าว จ านวน 41 เครื่องหมาย หา
อุณหภูมทิีเ่หมาะสมแลว้ทดสอบหาเครื่องหมายทีใ่ห้
ความแตกต่าง ระหว่างขา้วทีม่ลีกัษณะเรณูเป็นหมนั 

กบัขา้วทีม่ลีกัษณะเรณูปกต ิไดเ้ครื่องหมายดเีอน็เอ
ที่ให้ความแตกต่าง 4 เครื่ องหมาย คือ 
2gAP004070 7.4 Mb, 2gAP005756 7.26 Mb, 
2gAP003974 5.9 Mb และ 2gAP005058 5.8 Mb 
(Table 2) จึงน าเครื่องหมายดีเอ็นเอทัง้หมดมา
ทดสอบกบัประชากร F2 ทีม่เีรณูเป็นหมนั 

 
Table 2 The sequences of primers used for fine mapping of the tgms gene of B8 (IR75589).  

 
การวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอที่อยู่

ใกลช้ดิกบัยนี tgms ของขา้ว TGMS จากประชากร 
F2 เฉพาะต้นที่เรณูเป็นหมัน พบแถบดีเอ็นเอที่
เหมอืนต้นแม่ คอื มรีูปแบบแถบ      ดเีอน็เอแบบ
ฮอโมไซกสั คอืตวัอย่างที่ 1-6, 8-25 โดยมแีถบ ดี
เอน็เอขนาดประมาณ 300 คู่เบส และตวัอย่างที ่7 
เป็นเฮเทอโรไซกสั มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
300 และ 280 คู่เบส (Figure 2) 

จากการทดสอบประชากร F2 เฉพาะต้นที่
เรณูเป็นหมนั จ านวน 121 ต้น ด้วยเครื่องหมายดี
เอน็เอทีพ่ฒันาขึน้ 4 เครื่องหมาย ค านวณระยะห่าง
ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอกับต าแหน่งของยีน 
tgms พบว่า เครื่ องหมาย 2gAP004070, 
2gAP005756, 2gAP003974 และ 2gAP005058 

พบต้นทีเ่กดิรคีอมบเินชนั จ านวน 11, 6, 1 และ 3 
ต้น มรีะยะห่างจากยนี 4.5, 2.4, 0.4 และ 1.2 cM 
ตามล าดบั (Figure 3) โดยต าแหน่งของยีน tgms   

 

 
Figure 2 Agarose gel eletrophoresis of PCR 
products amplified by 2gAP003974 primer of 
TGMS B8 (IR75589) (P1), Azucena (P2) and F2 
individuals, M=marker and 1-25=F2 individuals.

Chromosome DNA marker Mb 
(distance on 
chromosome) 

Primer sequence (5´-3´) 

2 2gAP005058   5.8 CAAACAACCACTTTTGTTCAGCA 
ATATATGCTGTGGGCAGGATCAA 

2 2gAP003974 5.9 CAATTCGGAGATTACATTCGGTC 
ACTATAGACGCAGCTTGTGTGCC 

2 2gAP005756 7.26 AATTCATTGGACGCACACACAT 
TGCATTGGGAAATTGAAAAGATT 

2 2gAP004070 7.4 ATGGTGCCGGATAACGTATTACA 
GGCTTGCGGTAAGAATATAGGAGA 
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อยู่ระหว่างเครื่องหมาย 2gAP005756 มรีะยะห่าง 
2.4 cM และ 2gAP003974 มรีะยะห่าง 0.4 cM เป็น
เครื่องหมายดเีอน็เอที่ใกลก้บัยนีมากที่สุด สามารถ
น าไปใช้ในการคัดเลือกพันธุ์ที่มีเรณูเป็นหมันได้ 
เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Peng และคณะ ในปี 
2010 ได้ระบุเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้กับยีน 
tmsx และมกีารรายงาน candidate ของยนี tms5 
อยู่ที่ต าแหน่ง 19 กโิลเบส ระหว่างเครื่องหมาย
โมเลกุล 4039-1 และ 4039-2 บน BAC clone 
AP004039 (Yang et al., 2007) นอกจากนี้ยงัพบ 
candidate ของยนี ptgms2-1 เกดิ SNP ขึน้ในยนี 
Loc_os02g12290 (Xu et al., 2011) ซึง่การศกึษา
เครื่องหมายดเีอน็เอที่ใกล้ชดิกบัยนี tgms ในขา้ว 
TGMS ครัง้นี้จะเป็นประโยชน์อย่างยิง่กบัการถ่าย
ยีนเป็นหมันหรือช่วยคัดเลือกในการพัฒนาข้าว
ลกูผสมแบบสองทาง 
 

 
 

Figure 3 Map of linked markers flanking the 
tgms locus from TGMS B8 (IR75589) x Azucena. 
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