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การหาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะอายุวันออกดอกสั้น 
ในประชากร BC
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ของคู่ผสมระหว่างข้าวไวต่อช่วงแสงพันธุ์ กข6 และข้าวไม่ไวต่อช่วงแสง

พันธุ์ ไทชุง 65
Identification of Molecular Markers Linked to QTLs Related to Early Heading  
Date in BC
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Population from the Cross of Photoperiod-sensitive RD6 and  
Photoperiod-insensitive Taichung 65 Varieties

                           
สุเทพ วัชรเวชศฤงคาร1 วราภรณ์ แสงทอง1 แสงทอง พงษ์เจริญกิต1 และช่อทิพา สกูลสิงหาโรจน์1  

1 สาขาพันธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ 50290

บทคัดย่อ
อายุวันออกดอกเป็นลกัษณะทางการเกษตรทีส่�ำคัญอย่างหน่ึงในข้าวแต่ละพันธ์ุมกีารปรบัตวัให้สามารถปลกู

ได้ในพื้นที่ และฤดูกาลที่แตกต่างกัน นอกจากนี้อายุวันออกดอกที่เปลี่ยนแปลงไปมีผลอย่างมากต่อผลผลิตข้าว อายุ
วันออกดอกจงึเป็นวตัถุประสงค์หลกัในการปรบัปรงุพันธ์ุข้าว ดงัน้ันการทดลองนีไ้ด้น�ำเครือ่งหมายโมเลกุลจ�ำนวน 11 
ต�ำแหน่ง ที่พบในสายพันธุ์ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC
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-1752(6)  มาใช้ศึกษาหาความสัมพันธ์ของ

เครือ่งหมายโมเลกุลทีอ่ยู่ใกล้หรอืยึดตดิกับ QTLs ท่ีควบคุมลกัษณะอายุวันออกดอกสัน้ในประชากรผสมกลับของข้าว
เหนียวสายพันธุ์ กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC
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 จ�ำนวน 248 ต้น ผลการทดลองจากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างยีโน

ไทป์กับอายุวันออกดอก (ฟีโนไทป์) ด้วยวิธี Single-Factor Analysis of Variance พบว่าเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 11 
ต�ำแหน่ง  มคีวามสมัพันธ์กับลกัษณะอายุวนัออกดอกสัน้อย่างมนียัส�ำคญัย่ิง (P<0.01) จากนัน้ท�ำการวิเคราะห์หาค่า
สมการการถดถอยหลายต�ำแหน่งด้วยวิธี multiple regression ของเครื่องหมายโมเลกุลท่ีแสดงความสัมพันธ์กับ
ลักษณะอายุวันออกดอกสั้น  พบเครื่องหมายโมเลกุลจ�ำนวน 3 ต�ำแหน่ง คือ er3 marker มีความสัมพันธ์กับลักษณะ
อายุวันออกดอกสั้นมากที่สุด (P<0.0001)  โดยมีค่า partial R-square เท่ากับ 0.1410 รองลงมา คือ เครื่องหมาย
โมเลกุล hd1 marker และ hd2 marker ท่ีแสดงความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นอย่างมีนัยส�ำคัญย่ิง 
(P<0.0001) มีค่า partial R-square เท่ากับ 0.0891 และ 0.0611 ตามล�ำดับ ดังนั้นสามารถใช้เครื่องหมายโมเลกุล 
er3  hd1  และ hd2 markers มาช่วยคัดเลือกในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวเหนียวสายพันธุ์ กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสงให้มีอายุ
วันออกดอกที่เหมาะสมได้ต่อไป 

ค�ำส�ำคัญ : ข้าว  อายุวันออกดอก  เครื่องหมายโมเลกุล  การตอบสนองต่อช่วงแสง  SSR marker

Abstract
	Heading date is an important trait of each rice varieties which adapts it self to grow in different 

areas and seasons. Beside, change in heading date has a much effect on rice yields. Thus heading  
date is a major objective in rice breeding programs. Therefore, 11 molecular markers, found in  
photoperiod-insensitive glutinous rice RD6 line BC
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-1752(6), were analyzed for their relationships with 

QTLs that control early heading date trait in  BC
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 population of photoperiod-insensitive glutinous rice 
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RD6 (248 plants). Based on the investigation of the relationship between genotype and heading date 
(phenotype) using Single-Factor Analysis of Varience method, it is found that 11 positions of molecular 
markers has high significant relationship (P<0.01) with the early heading date trait. After that, data were 
analyzed with multiple regression method for the molecular markers having a relationship with the early 
heading date trait. It is found that 3 positions of the molecular markers (er3) had a relationship with the 
early heading date trait most (P<0.0001) which the partial R-square value is 0.1410 followed by hd1  
marker and hd2 marker (P<0.0001) which the partial R-square value are 0.0891 and 0.0611, respectively. 
Therefore er3 , hd1 and hd2 markers can be used for the selection in photoperiod-insensitive RD 6 in order 
to have an appropriate heading date.   

Keywords : rice, heading date, molecular marker, photoperiod sensitivity, SSR marker

ค�ำน�ำ
ข้าวเป็นพืชท่ีมีความสําคัญมากต่อมนุษย์ ประชากรโลกมากกว่าครึ่งบริโภคข้าวเป็นอาหารหลักโดยเฉพาะ

คนเอเชยี ประเทศไทยเป็นประเทศหน่ึงทีป่ระชากรบรโิภคข้าวเป็นอาหารหลกั และมพ้ืีนทีสํ่าหรบัปลกูข้าวเพ่ือใช้บรโิภค
ภายในประเทศ และเพ่ือส่งออกโดยในปีเพาะปลูก 2556/57 มีพ้ืนที่ปลูกข้าวนาปีประมาณ 62 ล้านไร่ และนาปรัง
ประมาณ 16 ล้านไร่ นอกจากนี้ประเทศไทยมีปริมาณการส่งออกข้าวในปี 2557 เท่ากับ 10.9 ล้านตัน คิดเป็นมูลค่า 
174,853 ล้านบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2558)

อายุวันออกดอกเป็นลักษณะทางการเกษตรที่ส�ำคัญอย่างหนึ่งในข้าว โดยข้าวแต่ละพันธุ์สามารถปรับตัวให้
ปลกูในพ้ืนที ่และฤดกูาลท่ีแตกต่างกัน นอกจากน้ีอายุวันออกดอกท่ีเปลีย่นแปลงไปมผีลอย่างมากต่อผลผลติข้าว อายุ
วันออกดอกจึงเป็นวัตถุประสงค์หลักในการปรับปรุงพันธุ์ข้าว จากการศึกษา quantitative trait loci (QTLs) มากกว่า 
100 ต�ำแหน่ง ที่มุ่งเน้นไปที่อายุวันออกดอกข้าว (http://www.gramene.org/qtl) โดยในทศวรรษที่ผ่านมาได้มีการใช้
เครือ่งหมายโมเลกุลศกึษา QTLs ทีส่มัพันธ์กับอายุวนัออกดอกข้าว โดยประชากรทีน่�ำมาศกึษาเกิดจากการผสมระหว่าง
ข้าวไวต่อช่วงแสงพันธุ์  Nipponbare ที่เป็นข้าวจาโปนิกา กับข้าวไม่ไวต่อช่วงแสงพันธุ์ Kasalath ที่เป็นข้าวอินดิกา 
ท�ำการวิเคราะห์ต�ำแหน่งของ QTLs ท่ีควบคุมอายุวันออกดอกข้าวบนโครโมโซมต่างๆ จ�ำนวน 15 ต�ำแหน่ง คือ  
Hd1-Hd14  (Yano et al., 2001)  

ข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 เป็นพันธุ์ข้าวเหนียวที่นิยมปลูกกันมากในฤดูนาปี เนื่องจากเป็นข้าวเหนียวที่มีคุณภาพ
การหุงต้มดี มีกลิ่นหอมน่ารับประทาน และเหนียวนุ่ม ในปีเพาะปลูก 2555/56 ประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกข้าวเหนียว
ทั้งหมด 20.3 ล้านไร่ หรือร้อยละ 31.2 ของพื้นที่ปลูกข้าวนาปีทั้งหมด โดยเป็นพื้นที่ปลูกข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 สูงถึง 
16.6 ล้านไร่ หรือร้อยละ 81.8 ของพื้นที่ปลูกข้าวเหนียวทั้งหมด (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2558) แต่ผลผลิตที่
ได้ยังไม่เพียงพอต่อความต้องการ เนื่องมาจากข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 เป็นข้าวที่ไวต่อช่วงแสงสามารถปลูกให้ผลผลิต
ได้เพียงปีละหน่ึงครั้งในฤดูนาปีเท่าน้ัน ท่ีผ่านมามีโครงการปรับปรุงพันธุ์ข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 ให้ไม่ไวแสงโดยวิธี  
molecular marker-asisted backcrossing เพ่ือปลูกในฤดูนาปรัง โดยมีข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 เป็นพันธุ์รับ และ 
ข้าวเจ้าพันธุ์ Taichung 65 เป็นพันธุ์ให้ (วราภรณ์ และคณะ, 2551) ซึ่งเป็นการน�ำเอาความรู้ทางเทคโนโลยีชีวภาพ
มาช่วยท�ำให้งานด้านการปรับปรุงพันธุ์ข้าวได้รับการพัฒนามากย่ิงขึ้น จากโครงการดังกล่าวน้ีท�ำให้ได้สายพันธุ์ข้าว
เหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง จ�ำนวนหลายสายพันธุ์ โดยพบว่าในข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสงสายพันธุ์  
RD6 BC
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-505 ที่มีพันธุกรรมร้อยละ 99.80 เหมือนกับข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 เดิมยกเว้นต�ำแหน่งของยีน Hd1/hd1 

เป็นอัลลีลของข้าวพันธุ์ Taichung 65 มียีโนไทป์เป็น hd1hd1 มีอายุวันออกดอก 129 วันเมื่อปลูกในฤดูนาปรัง  
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พ.ศ. 2554  (วราภรณ์ และคณะ, 2555) ซึ่งเมื่อรวมกับระยะเวลาการพัฒนาของเมล็ดจนกระทั่งสุกแก่พร้อมเก็บเกี่ยว
ท�ำให้ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสงสายพันธุ์นี้มีอายุเก็บเกี่ยวประมาณ 160 วัน ซึ่งถือว่ามีอายุเก็บเกี่ยวที่ยาวนาน
ไม่เป็นที่ยอมรับของเกษตรกร ขณะเดียวกันได้มีการปลูกศึกษาพันธุ์ขั้นต้นของสายพันธุ์ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วง
แสงจ�ำนวน 53 สายพันธุ์ พบว่ามีสายพันธุ์ที่มีอายุออกดอกสั้น คือสายพันธุ์ RD6 BC
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-1752(6) มีอายุวันออกดอก

เมื่อปลูกในฤดูนาปรัง พ.ศ. 2553 และ 2554  เท่ากับ 98 และ 106 วันตามล�ำดับ จึงท�ำให้สนใจว่าในข้าวเหนียวสาย
พันธุ์ RD6 BC
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-1752(6) ได้รับยีนใดจากพันธุ์ให้จึงท�ำให้ข้าวเหนียวไม่ไวต่อช่วงแสงสายพันธุ์น้ีมีอายุวันออกดอก

สั้นลง
	งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีอยู่ใกล้ หรือยึดติดกับ QTLs ท่ีควบคุมอายุวัน

ออกดอกสั้น และเป็นเคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้น เพ่ือใช้ในการคัดเลือกต้นข้าวใน
แต่ละครั้งของการผสมกลับเพ่ือปรับปรุงพันธุ์ข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 ให้ไม่ไวต่อช่วงแสง และมีอายุวันออกกดอกที่ 
เหมาะสม

อุปกรณ์และวิธีการ
1.  พันธุ์ และสายพันธุ์ข้าวที่ใช้ในการศึกษาประกอบด้วย

ข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 เป็นข้าวไวต่อช่วงแสงใช้เป็นพันธุ์รับในการสร้างประชากร
ข้าวเจ้าพันธุ์ Taichung 65 เป็นข้าวไม่ไวต่อช่วงแสงใช้เป็นพันธุ์ให้ในการสร้างประชากร
สายพันธ์ุผสมกลบัข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC
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-1752(6) ได้จากโครงการปรบัปรงุพันธ์ุข้าวเหนียว

พันธุ์  กข6 ให้ไม่ไวแสงโดยวิธี molecular marker-asisted backcrossing เพื่อปลูกในฤดูนาปรัง โดยมีข้าวเหนียวไว
ต่อช่วงแสงพันธ์ุ กข6 เป็นพันธ์ุรบั และข้าวเจ้าไม่ไวต่อช่วงแสงพันธ์ุ Taichung 65  เป็นพันธ์ุให้ ท�ำการผสมกลบัจ�ำนวน 
3 ครั้ง และผสมตัวเอง 4 ครั้ง จากน้ันท�ำการปลูกศึกษาพันธุ์ข้ันต้น ในฤดูนาปรัง (มกราคม-มิถุนายน) ฤดูนาปี 
(กรกฎาคม-ธันวาคม) พ.ศ. 2553 และฤดูนาปรัง (มกราคม-มิถุนายน) พ.ศ. 2554 ท�ำการเก็บข้อมูลอายุวันออกดอก 
พบว่าสายพันธุ์ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC
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-1752(6) มีอายุวันออกดอก 98 94 และ 106 วัน ตามล�ำดับ 

ส่วนสายพันธุ์ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC
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-505 มีอายุวันออกดอกในฤดูนาปรัง (มกราคม-มิถุนายน)  

พ.ศ. 2554 เท่ากับ 129 วัน จึงได้น�ำสายพันธุ์ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC
3
F

5
-1752(6) ใช้เป็นพันธุ์ให้ในการ

สร้างประชากรตัวอย่าง
2.  เครื่องหมายโมเลกุล

จากข้อมูลของโครงการปรับปรุงพันธุ์ข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 ให้ไม่ไวแสงโดยวิธี molecular marker-asisted 
backcrossing เพ่ือปลกูในฤดนูาปรงั ทีม่กีารใช้เครือ่งหมายโมเลกุลท่ีเป็น background marker จ�ำนวน 160 ต�ำแหน่ง 
ที่แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอระหว่างข้าวพันธุ์รับ (ข้าวไวต่อช่วงแสงพันธุ์ กข6) กับข้าวพันธุ์ให้ (ข้าวไม่ไวต่อ
ช่วงแสงพันธุ์ Taichung 65) ตรวจสอบบนโครโมโซมของสายพันธุ์ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC

3
F

5
-1752(6) 

แล้วท�ำการคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีเป็น homozygous ของอัลลีลข้าวไม่ไวต่อช่วงแสงพันธุ์ Taichung 65  
(วราภรณ์ และคณะ, 2551) ได้จ�ำนวน 11 ต�ำแหน่ง พบบนโครโมโซม 5 จ�ำนวน 2 ต�ำแหน่ง คือ er3 marker และ 
RM507  โครโมโซม 6 จ�ำนวน 4 ต�ำแหน่ง คือ hd1 marker, RM5963, se5 marker และ RM136 และโครโมโซม  
7 จ�ำนวน 5 ต�ำแหน่ง คือ RM505, RM234, RM18, er2 marker และ hd2 marker จึงได้น�ำเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 11 
ต�ำแหน่ง มาใช้เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้หรือยึดติดกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะอายุ
วันออกดอกสั้นในประชากรตัวอย่าง
3.  การสร้างประชากร BC

5
F

2 

	สร้างประชากร BC
5
F

2
 เพื่อใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้หรือยึดติดกับ 
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QTLs ที่ควบคุมลักษณะอายุวันออกดอกสั้นมีรายละเอียด ดังนี้
3.1  ฤดูนาปรัง (มกราคม-มิถุนายน) พ.ศ. 2553 
ปลกูสายพันธ์ุข้าวเหนยีว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC

3
F

5
-1752(6) ในแปลงนาทดลอง จากน้ันท�ำการตดัช่อดอก

มาผสมกลับไปยังพันธุ์รับ (ข้าวเหนียวไวต่อช่วงแสงพันธุ์ กข6) ผลิตเมล็ด BC
4
F

1
 ได้จ�ำนวน 12 เมล็ด

3.2  ฤดูนาปี (กรกฎาคม-ธันวาคม) พ.ศ. 2553 
ปลกูสายพันธ์ุข้าวเหนยีว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC

4
F

1
จ�ำนวน 12 เมลด็ จากน้ันท�ำการคดัเลอืกด้วยเครือ่งหมาย

โมเลกุล จ�ำนวน 5 ต�ำแหน่ง คือ er3, hd1, se5, er2 และ hd2 markers  ได้ต้นที่มียีโนไทป์เป็น heterozygous ทั้ง 5 
ต�ำแหน่ง จ�ำนวน 1 ต้น คือ BC

4
F

1
-2640 น�ำไปผสมกลับไปหาพันธุ์รับ (ข้าวเหนียวไวต่อช่วงแสงพันธุ์ กข6) ผลิตเมล็ด 

BC
5
F

1
 ได้จ�ำนวน 18 เมล็ด 

3.3  ฤดูนาปรัง (มกราคม-มิถุนายน) พ.ศ. 2554
ปลกูข้าวเหนยีว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสงสายพันธ์ุ BC

5
F

1
จ�ำนวน 18 เมลด็ จากน้ันท�ำการคดัเลอืกด้วยเครือ่งหมาย

โมเลกุล จ�ำนวน 5 ต�ำแหน่ง เหมือนในฤดูนาปี พ.ศ. 2553 ได้ต้นที่มียีโนไทป์เป็น heterozygous ทั้ง 5 ต�ำแหน่ง จ�ำนวน 
1 ต้น คือ BC

5
F

1
-4247 ผสมตัวเองผลิตเมล็ด BC
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F

2

4.  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้หรือยึดติดกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะ  
    อายุวันออกดอกสั้น

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้หรือยึดติดกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะอายุวัน
ออกดอกสั้น ในประชากร BC

5
F

2
  มีรายละเอียดดังนี้

4.1  ปลูกเมล็ด BC
5
F

2
 เพื่อใช้ศึกษาข้อมูลฟีโนไทป์ ในฤดูนาปรัง (มกราคม-มิถุนายน) พ.ศ. 2555 โดยปลูก 

1 ต้นต่อหลุม ระยะปลูก 25x25 เซนติเมตร จ�ำนวน 400 ต้น เก็บข้อมูลอายุวันออกดอก (ข้อมูลฟีโนไทป์) โดยให้
หมายเลขประจ�ำกอข้าวจ�ำนวน 248 กอ โดยแต่ละกอต้องมีต้นข้าวกออื่นขนาบข้างครบทั้งสี่ด้าน จากนั้นสังเกตช่อ
ดอกแรกของข้าวกอนั้นๆ บาน 50 เปอร์เซ็นต์ น�ำมาค�ำนวณอายุวันออกดอกโดยนับตั้งแต่วันที่เพาะกล้าจนกระทั่งวัน
ที่ช่อดอกแรกบานของข้าวกอนั้นบาน 50 เปอร์เซ็นต์เพื่อใช้เป็นข้อมูลฟีโนไทป์ (phenotype) ในการวิเคราะห์หาความ
สัมพันธ์กับเครื่องหมายโมเลกุลอยู่ใกล้หรือยึดติดกับ QTLs ท่ีควบคุมลักษณะอายุวันออกดอกส้ันท่ีใช้เป็นข้อมูล 
ยีโนไทป์ (genotype) 

	4.2  การเก็บข้อมูลยีโนไทป์ โดยเก็บใบข้าวของต้น BC
5
F

2
 จ�ำนวน 248 ต้น ที่ใช้ศึกษาข้อมูลฟีโนไทป์มาสกัด

ดีเอ็นเอ โดยท�ำการสกัดดีเอ็นเอจากใบข้าวด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส�ำเร็จรูป genomic DNA purification kit ของบริษัท  
Fermentas จากนั้นท�ำการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ีต้องการด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยมีดีเอ็นเอของข้าวพันธุ์รับ
พันธุ์ กข6 และพันธุ์ให้ BC

3
F

5
-1752(6) และดีเอ็นเอของข้าวแต่ละกอในประชากรที่ท�ำการศึกษาเป็นแม่พิมพ์  โดยใน

แต่ละปฏิกิริยาประกอบด้วย น�ำ้กลั่นปริมาตร 1.5 µl สารละลาย 2x Promega’s PCR green master mix (ประกอบ
ด้วย 400 µM dNTPs reaction buffer (pH 9) 3 mM MgCl

2
 และเอนไซม์ Taq DNA polymerase 0.1 units/µl) 

ปริมาตร 7.5 µl สารละลายไพรเมอร์ ชนิด forward  และ reverse ของเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้หรือยึดติดกับ 
QTLs ท่ีศกึษาจ�ำนวน 11 ต�ำแหน่ง ท่ีความเข้มข้น 5 µM  ปรมิาตร 2 µl  และ ดีเอน็เอแม่พิมพ์ (DNA template) ปรมิาตร 
2 µl รวมปริมาตรทั้งหมด เท่ากับ 15 µl  เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยเครื่องพีซีอาร์รุ่น PCT-100  โดยตั้งโปรแกรม
การท�ำงานที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 2 นาที  ในขั้นตอน predenaturing  แล้วเริ่มต้นการเพิ่มปริมาณ
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอในรอบที่ 1 ด้วยขั้นตอน denaturing ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ข้ันตอน  
annealing ที่อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที  และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที  ท�ำปฏิกิริยาซ�้ำอีกจ�ำนวน  35 รอบ  เพ่ือเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอ และระยะ final  
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
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	วิเคราะห์การเพ่ิมปรมิาณช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีต้องการด้วยวิธีอเิลก็โตรโฟรซีสี (electrophoresis) โดยอาศยัการ
เคลื่อนที่ผ่านวุ้นอะกาโรส (NuSieve ® 3:1 Agarose) ความเข้มข้น 4% ในสารละลาย TBE buffer ความเข้มข้น 1 เท่า  
โดยใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า 80 โวลต์ เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  จากนั้นย้อมชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย SYBR ® Safe DNA  
gel stain บันทึกภาพด้วยเครื่อง Gel Doc 2000 (บริษัท BIO-RAD Laboratory) โดยใช้ซอฟท์แวร์ Quantity One 
(บริษัท BIO-RAD Laboratory)

	โดยประชากร BC
5
F

2
 จะมีการกระจายตัวของยีนได้ยีโนไทป์ 3 แบบ คือ homozygous ของพันธุ์รับ (ข้าว

เหนียวพันธุ์ กข6) homozygous ของพันธุ์ให้ (ข้าวพันธุ์ Taichung 65) และ heterozygous ซึ่งตัวอย่างต้นข้าวที่มี 
ยีโนไทป์แบบ homozygous ของพันธุ์รับ ให้คะแนนเป็น 2 ต้นข้าวท่ีมียีโนไทป์แบบ homozygous ของพันธุ์ให้  
ให้คะแนนเป็น 0 และต้นข้าวที่มียีโนไทป์แบบ  heterozygous ให้คะแนนเป็น 1 เพื่อใช้เป็นข้อมูลของยีโนไทป์ส�ำหรับ
การวิเคราะห์

	การวเิคราะห์หาค่าสหสมัพนัธ์ระหว่างเครือ่งหมายโมเลกลุ (ข้อมลูยโีนไทป์) ทีอ่ยูใ่กล้หรอืยดึตดิกบั QTLs ที่
ควบคุมลักษณะอายุวันออกดอกกับอายุวันออกดอก (ข้อมูลฟีโนไทป์) โดยน�ำข้อมูลฟีโนไทป์ และยีโนไทป์ของข้าว
แต่ละต้นทีไ่ด้มาวเิคราะห์หาค่าสมัประสทิธ์ิของสมการการถดถอย (regression coefficient, R2) ระหว่างเครือ่งหมาย
โมเลกุลที่อยู ่ใกล้หรือยึดติดกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะอายุวันออกดอกกับข้อมูลอายุวันออกดอกด้วยวิธี  
Single-Factor Analysis of Variance เพ่ือวิเคราะห์ข้อมูลว่าเครื่องหมายโมเลกุล (ข้อมูลยีโนไทป์) ที่อยู่ใกล้หรือ 
ยึดติดกับ QTLs แต่ละต�ำแหน่งนั้นมีความสัมพันธ์กับอายุวันออกดอกส้ัน (ข้อมูลฟีโนไทป์) หรือไม่ จากน้ันน�ำ
เครื่องหมายโมเลกุลที่วิเคราะห์โดยวิธี Single-Factor Analysis of Variance ซึ่งแสดงความแตกต่างทางสถิติอย่าง 
มีนัยส�ำคัญ มาวิเคราะห์ต่อด้วยสมการถดถอยหลายต�ำแหน่ง (multiple-locus regression) โดยวิธี multiple  
regression เพื่อวิเคราะห์ข้อมูลว่าเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้หรือยึดติดกับ QTL แต่ละต�ำแหน่งนั้นเครื่องหมายใด
มีความสมัพันธ์กับอายุวนัออกดอกสัน้มากทีส่ดุ โดยใช้โปรแกรมส�ำเรจ็รปู Statistical Analysis System (SAS) version 
8 ในการวิเคราะห์

ผลการทดลองและวิจารณ์
จากการเก็บข้อมูลอายุวันออกดอก (ข้อมูลฟีโนไทป์) ในประชากร BC
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F

2
 จ�ำนวน 248 ต้น ค�ำนวณอายุวัน

ออกดอกตั้งแต่วันที่เพาะเมล็ดจนถึงวันที่ช่อดอกแรกบานครึ่งช่อ พบว่ามีอายุวันออกดอกอยู่ในช่วงระหว่าง 71 วัน ถึง
ไม่ออกดอก โดยมีค่าเฉลี่ยของต้นที่ออกดอกอยู่ที่ 100 วัน ส่วนค่าเฉลี่ยอายุวันออกดอกของข้าวไม่ไวต่อช่วงแสงพันธุ์ 
Taichung 65 และสายพันธุ์ข้าวเหนียว กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง BC

3
F

5
-1752(6) เท่ากับ 88 และ 98 วันตามล�ำดับ ขณะ

ที่ข้าวไวต่อช่วงแสงพันธุ์ กข6  ไม่ออกดอก (Figure 1) เมื่อน�ำข้อมูลฟีโนไทป์ของประชากรตัวอย่าง BC
5
F

2
 จ�ำนวน 248 

ต้นมาวิเคราะห์การกระจายตวัของลกัษณะอายุวนัออกดอกด้วยโปรแกรม SAS  พบว่าประชากร BC
5
F

2
 ของข้าวเหนียว

สายพันธ์ กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสง มกีารกระจายตัวแบบไม่ปกต ิ(non-normal distribution) (P<0.0001)  มค่ีา skewness 
ซึ่งอธิบายความเบ้ของกราฟเท่ากับ 0.762   โดยมีค่าเป็นบวกมากกราฟเบ้ขวา แสดงให้เห็นว่าประชากร BC

5
F

2
 ของ

ข้าวเหนียวสายพันธ์ กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสงส่วนมากมีค่าอายุวันออกดอกน้อย และมีส่วนน้อยท่ีมีค่าอายุวันออกดอก
มาก (Figure 2)
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เมื่อวิเคราะห์หาค่าสหสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลท่ีอยู่ใกล้หรือยึดติดกับ QTLs ท่ีควบคุมลักษณะ
อายุวันออกดอกสั้นแต่ละเครื่องหมายกับอายุวันออกดอกในประชากรตัวอย่างของประชากรผสมกลับ BC

5
F

2
 ด้วยวิธี 

Single-Factor Analysis of Variance   เพื่อวิเคราะห์ว่าเครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ใกล้หรือยึดติดกับ QTLs นั้นมีความ
สมัพันธ์กับอายุวนัออกดอกหรอืไม่ โดยใช้โปรแกรมส�ำเรจ็รปู SAS ผลการทดลองพบว่าทุกเครือ่งหมายโมเลกุลมคีวาม
สัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นอย่างมีนัยส�ำคัญยิ่ง (P<0.01) โดยเครื่องหมายโมเลกุล er3 marker, RM507, 
hd1 marker, RM5963, se5 marker, RM136, RM505, RM234, RM18, er2 marker และ hd2 marker มค่ีา R-square 
เท่ากับ 0.1429, 0.0661, 0.1150, 0.1097, 0.0645, 0.1094, 0.0379, 0.0442, 0.0409, 0.0513 และ 0.0730 ตาม
ล�ำดับ (Table 1)

จากน้ันจึงวิเคราะห์หาค่าสมการการถดถอยหลายต�ำแหน่งด้วยวิธี multiple regression ของเครื่องหมาย
โมเลกุลท่ีมีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้น ผลการทดลองพบเครื่องหมายโมเลกุล 3 ต�ำแหน่ง คือ 
เครื่องหมายโมเลกุล er3 marker มีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกส้ันมากท่ีสุด โดยมีความสัมพันธ์กับ
ลักษณะอายุวันออกดอกสั้นอย่างมีนัยส�ำคัญยิ่ง (P<0.0001) และมีค่า partial R-square เท่ากับ 0.1410 รองลงมา
คือ hd1 marker และ hd2 marker มีค่าน้อยสุด โดยมีค่า partial R-square เท่ากับ 0.0891 และ 0.0611 ตามล�ำดับ 
(P<0.0001) ( Table 2) (Figure 3, 4 และ 5) สอดคล้องกับรายงานของ Yano et al. (2000) ที่ได้ท�ำการโคลนยีน Hd1 
ที่อยู่บนโครโมโซมที่ 6 ซึ่งเป็น QTL หลักที่ควบคุมการตอบสนองต่อช่วงแสงของข้าว โดยพบว่าอัลลีล Hd1 ของข้าวไว
ต่อช่วงแสง Nipponbare เป็น functional allele ยังยั้งการออกดอกของข้าวในสภาพวันยาว ส่วนอัลลีลของข้าวไม่ไว
ต่อช่วงแสงพันธุ์ Kasalath เป็น non-functional allele ท�ำให้ข้าวไม่ตอบสนองต่อช่วงแสง   ส่วนอัลลีล Hd1  ของข้าว
พันธุ์ Taichung 65  พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของล�ำดับเบส อีก 1901 bp ใน    เอกซอนที่ 2 ท�ำให้เกิดรหัสหยุด (premature 
stop codon) ท�ำให้อัลลีล Hd1 ของข้าวพันธุ์ Taichung 65 สูญเสียการท�ำงาน จึงท�ำให้ข้าวพันธุ์ Taichung 65 ไม่
ตอบสนองต่อช่วงแสง (Doi et al., 2004)  นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับงานวิจัยโครงการปรับปรุงพันธุ์ข้าวเหนียวพันธุ์ 
กข6 ให้ไม่ไวแสงโดยวิธี molecular marker-asisted backcrossing เพื่อปลูกในฤดูนาปรัง โดยมีข้าวเหนียวพันธุ์ กข6 
เป็นพันธ์ุรบั และข้าวเจ้าพันธ์ุ Taichung 65 เป็นพันธ์ุให้ ของ วราภรณ์ และคณะ (2551) ทีไ่ด้ท�ำการศกึษาการถ่ายทอด
ลักษณะทางพันธุกรรมของยีน Hd1/hd1 ในสภาพวันยาว พบว่า ต้น BC

4
F

2
 ท่ีออกดอกได้ใสภาพวันยาวมียีโนไทป์

เพียงแบบเดียว คือ hd1hd1
ส่วนเครื่องหมาย hd2 marker  ที่มีค่า partial R-square เท่ากับ 0.0611 เมื่อวิเคราะห์หาค่าสมการการ

ถดถอยหลายต�ำแหน่งด้วยวิธี multiple regression นั้นสอดคล้องกับรายงานของ  Fujino and Sekiguchi (2005)  ที่
ได้ท�ำการศึกษาผลของ QTLs 2 ต�ำแหน่งคือ qDTH-7-1 และ qDTH7-2 มีต�ำแหน่งอยู่บนส่วนปลายของแขนด้านยาว
โครโมโซมที่ 7 ในประชากร F

2
 และ BC

1
F

1 
ที่ได้จากการผสมระหว่าง ข้าวไม่ไวต่อช่วงแสงพันธุ์ Hoshinoyume กับข้าว

ไวต่อช่วงแสงพันธุ์ Nipponbare  โดยพบว่า qDTH7-2 ที่ตรวจสอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุล RM1306 มีผลท�ำให้ข้าว
มอีายุวันออกดอกสัน้ลง โดยต้น BC

1
F

1
 ทีม่ ียีโนไทป์แบบ hd2hd2 ของอลัลลีข้าวพันธ์ุ Hoshinoyume มอีายุวันออกดอก

น้อยกว่าต้นที่มียีโนไทป์แบบ Hd2hd2 เฉลี่ยเท่ากับ 12.2 วัน และต�ำแหน่งของ qDTH7-2 เป็นต�ำแหน่งเดียวกันกับยีน  
hd2  ซึ่งเป็น  QTL ที่ท�ำให้อายุวันออกดอกของข้าวสั้นลง (Yano et al., 1997)

ในขณะที่เครื่องหมายโมเลกุล er3 marker แสดงความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นมากที่สุดโดย
มีค่า partial R-square มากที่สุดเท่ากับ 0.1410 เมื่อวิเคราะห์หาค่าสมการการถดถอยหลายต�ำแหน่งด้วยวิธี  
multiple regression นั้นมีต�ำแหน่งอยู่บนโครโมโซมที่ 5 ซึ่งจากการตรวจเอกสารยังไม่เคยมีรายงานว่าเป็น QTLs ที่
เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อช่วงแสง และอายุวันออกดอกของข้าวซึ่งมีต�ำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 5 มาก่อน  
(Yano et al., 2001) ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่าต�ำแหน่งดังกล่าวที่แสดงความสัมพันธ์กับเครื่องหมายโมเลกุล er3 marker 
เป็น QTL ใหม่ที่ควบคุมลักษณะอายุวันออกดอกสั้นในข้าวที่ได้จากข้าวพันธุ์ Taichung 65
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Table 1  Shows single-factor analysis of  variance, which analyze of each SSR marker with it’s linkage  
          gene  related to early heading date in BC

5
F

2
 population of photoperiod-sensitive RD6 and  

                photoperiod- insensitive Taichung 65 varieties in off-season 2012. 

Chromosome No. SSR marker R-square P-value

5 er3 marker 0.1429 <.0001**

5 RM507 0.0661 <.0001**

6 hd1 marker 0.1150 <.0001**

6 RM5963 0.1097 <.0001**

6 se5 marker 0.0645 <.0001**

6 RM136 0.1094 <.0001**

7 RM505 0.0379 0.0021**

7 RM234 0.0442 0.0009**

7 RM18 0.0409 0.0014**

7 er2 marker 0.0513 0.0003**

7 hd2 marker 0.0730 <.0001**
**  Highly significant

Table 2 Multiple regression analysis of each SSR marker with it’s linkage gene related to early heading  
               date in  BC

5
F

2
 population of photoperiod-sensitive RD6 and photoperiod-insensitive Taichung 65  

              varieties in off-season 2012. 

Chromosome No. SSR marker R-square P-value

5 er3 marker 0.1410 <.0001**

6 hd1 marker 0.0891 <.0001**

7 hd2 marker 0.0611 <.0001**
**  Highly significant
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Table 1  Shows single-factor analysis of  variance, which analyze of each SSR marker with it’s linkage gene   
            related to early heading date in BC5F2 population of photoperiod-sensitive RD6 and photoperiod-  
               insensitive Taichung 65 varieties in off-season 2012.  

Chromosome No. SSR marker R-square P-value 
5 er3 marker 0.1429 <.0001** 
5 RM507 0.0661 <.0001** 
6 hd1 marker 0.1150 <.0001** 
6 RM5963 0.1097 <.0001** 
6 se5 marker 0.0645 <.0001** 
6 RM136 0.1094 <.0001** 
7 RM505 0.0379 0.0021** 
7 RM234 0.0442 0.0009** 
7 RM18 0.0409 0.0014** 
7 er2 marker 0.0513 0.0003** 
7 hd2 marker 0.0730 <.0001** 

**  Highly significant 
 

Table 2  Multiple regression analysis of each SSR marker with it’s linkage gene related to early heading date in     
              BC5F2 population of photoperiod-sensitive RD6 and photoperiod-insensitive Taichung 65 varieties in off- 
              season 2012.  

Chromosome No. SSR marker R-square P-value 
5 er3 marker 0.1410 <.0001** 
6 hd1 marker 0.0891 <.0001** 
7 hd2 marker 0.0611 <.0001** 

    **  Highly significant 
 

 
 

Figure 3   Profiles of hd1 marker that linked to gene hd1 on 3% agarose gel in BC5F2 population. M represents 
100 bp ladder, P1 = RD6, P2 = Taichung 65, BIL= photoperiod-insensitive rice line RD6 BC3F5-1752(6), 
lane 1-22 are BC5F2 population of photoperiod-sensitive RD6 and photoperiod-insensitive Taichung 65 
varieties. 
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Figure 4  Profiles of er3 marker that linked to QTL er3 on 4% agarose gel in BC5F2 population. M represents 100 

bp ladder, P1 = RD6, P2 = Taichung 65, BIL= photoperiod-insensitive rice line RD6 BC3F5-1752(6), 
lane 1-22 are BC5F2 population of photoperiod-sensitive RD6 and photoperiod-insensitive Taichung 65 
varieties. 

 

 
 
Figure 5  Profiles of hd2 marker that linked to gene hd2 on 4% agarose gel in BC5F2 population.  M represents  
             100 bp ladder, P1 = RD6, P2 = Taichung 65, BIL= photoperiod-insensitive rice line RD6 BC3F5-1752(6), 
                   lane 1-22 are BC5F2 population of photoperiod-sensitive RD6 and photoperiod-insensitive Taichung 

65 varieties. 
สรุปผลการทดลอง 

จากการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ด้วยวิธี Single-Factor Analysis of Variance พบว่าเครื่องหมายโมเลกุล จ านวน 
11 ต าแหน่ง (er3 marker, RM507, hd1 marker, RM5963, RM7434, RM136, RM505, RM234, RM18, RM248 และ hd2 
marker) มีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P<0.01) มีค่า R2 อยู่ระหว่าง 0.0379 - 0.1429 
และเมื่อท าการวิเคราะห์หาค่าสมการการถดถอยหลายต าแหน่งด้วยวิธี multiple regression ของเครื่องหมายโมเลกุลที่แสดง
ความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Single-Factor Analysis of Variance เพื่อหาว่า
เครื่องหมายโมเลกุลใดมีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นมากที่สุด พบเครื่องหมายโมเลกุล 3 ต าแหน่ง คือ 
เครื่องหมายโมเลกุล er3 marker มีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นมากที่สุด (P<0.0001) โดยมีค่า partial R-
square เท่ากับ 0.1410 รองลงมาคือเครื่องหมายโมเลกุล hd1 marker และ hd2 marker ที่แสดงความสัมพันธ์กับลักษณะ
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Figure 5  Profiles of hd2 marker that linked to gene hd2 on 4% agarose gel in BC5F2 population.  M represents  
             100 bp ladder, P1 = RD6, P2 = Taichung 65, BIL= photoperiod-insensitive rice line RD6 BC3F5-1752(6), 
                   lane 1-22 are BC5F2 population of photoperiod-sensitive RD6 and photoperiod-insensitive Taichung 

65 varieties. 
สรุปผลการทดลอง 

จากการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ด้วยวิธี Single-Factor Analysis of Variance พบว่าเครื่องหมายโมเลกุล จ านวน 
11 ต าแหน่ง (er3 marker, RM507, hd1 marker, RM5963, RM7434, RM136, RM505, RM234, RM18, RM248 และ hd2 
marker) มีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P<0.01) มีค่า R2 อยู่ระหว่าง 0.0379 - 0.1429 
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เครื่องหมายโมเลกุลใดมีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นมากที่สุด พบเครื่องหมายโมเลกุล 3 ต าแหน่ง คือ 
เครื่องหมายโมเลกุล er3 marker มีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นมากที่สุด (P<0.0001) โดยมีค่า partial R-
square เท่ากับ 0.1410 รองลงมาคือเครื่องหมายโมเลกุล hd1 marker และ hd2 marker ที่แสดงความสัมพันธ์กับลักษณะ
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สรุปผลการทดลอง
จากการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ด้วยวิธี Single-Factor Analysis of Variance พบว่าเครื่องหมายโมเลกุล 

จ�ำนวน 11 ต�ำแหน่ง (er3 marker, RM507, hd1 marker, RM5963, RM7434, RM136, RM505, RM234, RM18, 
RM248 และ hd2 marker) มีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นอย่างมีนัยส�ำคัญย่ิง (P<0.01) มีค่า R2  

อยู่ระหว่าง 0.0379 - 0.1429 และเมื่อท�ำการวิเคราะห์หาค่าสมการการถดถอยหลายต�ำแหน่งด้วยวิธี multiple  
regression ของเครื่องหมายโมเลกุลที่แสดงความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี 
Single-Factor Analysis of Variance เพื่อหาว่าเครื่องหมายโมเลกุลใดมีความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอก
สัน้มากทีส่ดุ พบเครือ่งหมายโมเลกลุ 3 ต�ำแหน่ง คอื เครือ่งหมายโมเลกลุ er3 marker มีความสมัพนัธ์กบัลกัษณะอายุ
วันออกดอกสั้นมากที่สุด (P<0.0001) โดยมีค่า partial R-square เท่ากับ 0.1410 รองลงมาคือเครื่องหมายโมเลกุล 
hd1 marker และ hd2 marker ที่แสดงความสัมพันธ์กับลักษณะอายุวันออกดอกสั้นอย่างมีนัยส�ำคัญยิ่ง (P<0.0001) 
มีค่า  partial R-square เท่ากับ 0.0891 และ 0.0611 ตามล�ำดับ ดังนั้นสามารถใช้เครื่องหมายโมกุล er3 marker hd1 
marker และ hd2 marker มาช่วยคัดเลือกในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวเหนียวสายพันธุ์ กข6 ไม่ไวต่อช่วงแสงให้มีอายุวัน
ออกดอกสั้นที่เหมาะสม สามารถน�ำไปปลูกในพื้นที่ และฤดูกาลที่แตกต่างกันได้ต่อไป
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