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ABSTRACT: Development of maize inbred lines by doubled haploid method using haploid 
inducer is lack of supporting data on selecting based population. The objective of this study 
was to compare efficiency of maize inbred line development by doubled haploid method from 
S

0
 and S

1
 populations. S

0
 and S

1
 populations of four populations (Q1, Q2, K3 and K4) were 

crossed with haploid inducer, PHI–3 inbred line. Haploid seeds, which expressed anthocyanin 
color marker in aleurone layer, were selected and germinated for four days. Then, the seedlings 
were selected for haploid (normal white root) again and treated with colchicine for 12 hours 
to double chromosome. After that, the seedlings were rinsed and transplanted to field plot.  
At flowering period, dihaploid plants with pollen shedding were selected and selfed to produce 
DHS

0
–D1 and DHS

1
–D1, respectively. The results showed that using S

0
 and S

1
 populations as 

based population gave haploid induction rate (HIR) of 5.4 and 6.4%, produced inbred lines for 
25 and 128 lines, and used two and three seasons for inbred line development, respectively. 
Therefore, inbred line development by DHS

0
 and DHS

1
 methods can shorten the seasons used 

in inbred line development for eight and seven seasons as compared with conventional method. 
The results suggested that using S

1
 population for crossing with haploid inducer can produce 

much more inbred lines as required.

Keywords: Maize, inbred line development, doubled haploid (DH), haploid inducer, S
1
 population
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บทคัดย่อ

การพัฒนาสายพันธุ์แท้ข้าวโพดโดยวิธีดับเบิ้ล
แฮพลอยด์ที่ใช้แฮพลอยด์อินดิวเซอร์เป็นตัวชักน�ำให้
เกิดพืชแฮพลอยด์น้ัน ยังขาดข้อมูลสนับสนุนในการ
เลอืกใช้ประชากรเริม่ต้นส�ำหรบัการผสมกบัแฮพลอยด์
อนิดวิเซอร์ การศึกษาคร้ังน้ีจึงมวีตัถปุระสงค์เพือ่เปรียบ
เทยีบประสิทธภิาพของการพัฒนาสายพนัธุแ์ท้ข้าวโพด
ด้วยวิธีดบัเบิล้แฮพลอยด์จากประชากร S

0
 และ S

1
  โดย

ผสมระหว่างประชากร S
0
 และ S

1
 ของข้าวโพด  

4 ประชากร ได้แก่ Q1, Q2, K3 และ K4 กับแฮพลอยด์
อินดิวเซอร์สายพันธุ์ PHI−3 คัดเลือกเมล็ดแฮพลอยด์
ที่ปรากฏสีม่วงของแอนโทไซยานินบนเปลือกหุ้มเมล็ด 
น�ำไปเพาะความงอกเป็นเวลา 4 วัน  และคัดเลือกต้น
กล้าที่เป็นแฮพลอยด์อีกครั้ง ซึ่งเป็นต้นที่มีปลายราก 
สีขาวปกติ น�ำต้นกล้าแฮพลอยด์มาเพ่ิมชุดโครโมโซม
โดยแช่โคลชซินิเป็นเวลา 12 ชัว่โมง ล้างท�ำความสะอาด
ต้นกล้าแล้วย้ายลงแปลงปลูก เมื่อถึงระยะผสมเกสร
เลือกต้นไดแฮพลอยด์ที่มีละอองเกสรและผสมตัวเอง 
ได้เป็นเมล็ด DHS

0
–D1 และ DHS

1
–D1 ตามล�ำดับ   

ผลการทดลองพบว่า การใช้ประชากรเริ่มต้น S
0
 และ 

S
1
 มีอัตราการชักน�ำให้เกิดแฮพลอยด์ 5.4 และ 6.4 

เปอร์เซน็ต์ สร้างสายพันธ์ุแท้ได้ 25 และ 128 สายพนัธุ์ 
และใช้จ�ำนวนฤดูปลกูส�ำหรบัพฒันาสายพนัธุแ์ท้ 2 และ 
3 ฤดู ตามล�ำดับ ดังนั้นการพัฒนาสายพันธุ์แท้โดยวิธี 
DHS

0
 และ DHS

1
 สามารถย่นระยะเวลาในการพัฒนา

สายพันธุ์แท้ได้ 8 และ 7 ฤดูเม่ือเปรียบเทียบกับวิธี
มาตรฐาน โดยควรใช้ประชากร S

1
 ในการผสมกับ 

แฮพลอยด์อินดิวเซอร์ เพื่อให้ได้สายพันธุ์แท้ที่ต้องการ
จ�ำนวนมาก

ค�ำส�ำคัญ: ข้าวโพด, การพัฒนาสายพันธุ์แท้, ดับเบ้ิล
แฮพลอยด์, แฮพลอยด์อินดิวเซอร์, ประชากร S

1

บทน�ำ

ข้าวโพดเป็นพชืท่ีปลกูและใช้ประโยชน์กนัอย่าง
แพร่หลายท่ัวโลก และเป็นธัญพืชท่ีมีความส�ำคัญเป็น
อันดับสาม รองจากข้าวสาลี และข้าว แต่ข้าวโพดมี
ผลผลิตรวมมากกว่าข้าวสาลี และข้าว (Office of 
Agricultural Economics, 2016) ข้าวโพดน�ำมาใช้
เป็นอาหารมนุษย์ อาหารสัตว์ น�้ำมันเช้ือเพลิง และ
อุตสาหกรรมต่าง ๆ มากมาย และยังเป็นพืชต้นแบบที่
น�ำมาใช้ศึกษาด้านพันธุกรรมของพืช (Mladenovic  
et al., 2013) การปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดลูกผสมได้เริ่ม
อย่างจริงจังเมื่อ Shull (1908) และ Shull (1909)  
ได้เสนอวิธีการพัฒนาสายพันธุ์แท้ (inbred line) และ
พันธุ์ลูกผสม (hybrid) ขึ้น โดยการพัฒนาพันธุ์ลูกผสม
เริ่มจากพันธุ์ลูกผสมคู่ ลูกผสมสามทาง และลูกผสม
เดีย่วในยคุปัจจบุนั การปรบัปรงุพนัธุข้์าวโพดลกูผสมมี
ขั้นตอนหลัก 2 ส่วน คือ 1) การพัฒนาสายพันธุ์แท้ 
(inbred line development) และ 2) การพฒันาพนัธุ์
ลูกผสม (hybrid development)  ในส่วนของการ
พฒันาสายพนัธุแ์ท้มหีลายวธิกีารขึน้อยูก่บัการเลอืกใช้
ของนักปรับปรุงพันธุ์และวัตถุประสงค์ของโครงการ 
เช่น วิธีผสมรวม (bulk method) วิธีบันทึกประวัติ 
(pedigree method) วิธีผสมรวมร่วมกับวิธีบันทึก
ประวัติ (bulk/pedigree method) วิธีประยุกต์ 
(modified breeding method) วิธีผสมกลับ 
(backcross method) วิธีหนึ่งเมล็ดต่อต้น (single 
seed descent) วิธีฝักต่อหลุมประยุกต์ (modified 
single hill method) และวิธีดับเบ้ิลแฮพลอยด์ 
(doubled haploid method) (Samphan−tharak, 
2008; Curran, 2008)  ในปัจจบัุนวธิกีารปรบัปรงุพนัธุ์
เพื่อพัฒนาสายพันธุ์แท้และสร้างลูกผสมท่ีใช้กันอย่าง
แพร่หลายคือ วิธีบันทึกประวัติ  วิธีเมล็ดต่อต้นหรือฝัก
ต่อหลุมประยุกต์ และวิธีดับเบิ้ลแฮพลอยด์ (Lee and 
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Tracy, 2009; Jumbo et al., 2011) โดยเฉพาะวิธี
ดบัเบิล้แฮพลอยด์ทีใ่ช้แฮพลอยด์อนิดวิเซอร์ (haploid 
inducer) เป็นตัวชักน�ำให้เกิดพืชแฮพลอยด์นั้นเป็นท่ี 
นิยมอย่างแพร่หลายในบริษัทเอกชนชั้นน�ำและหน่วย
งานราชการบางแห่งในต่างประเทศ เนื่องจากเป็นวิธี
การพัฒนาสายพันธุ ์แท ้ ท่ีท�ำให ้สายพันธุ ์มีระดับ 
โฮโมไซกัส (homozygous) 100 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา
รวดเร็วเพียง 2–3 ฤดู ในขณะที่วิธีการอื่นต้องใช้เวลา
ในการพฒันาสายพนัธุแ์ท้ 7–8 ฤด ูการพฒันาสายพนัธุ์
แท ้จากวิธีดับเบิ้ลแฮพลอยด ์มี  4 ขั้นตอนหลัก  
คือ 1) ผสมระหว่างประชากรหรือเชื้อพันธุกรรมที่
ต้องการพัฒนาสายพันธุ์แท้กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ 
โดยให้แฮพลอยด์อินดิวเซอร์เป็นพันธุ์พ่อ 2) คัดเลือก
ไว้เฉพาะเมล็ดแฮพลอยด์ ซึ่งเมล็ดแฮพลอยด์จะมี 
สีม่วงที่ด้านบนของเอ็นโดสเปิร์ม ส่วนเอ็มบริโอมีสีขาว 
3) เพิ่มชุดโครโมโซมของเมล็ดแฮพลอยด์ที่คัดเลือก 
ไว ้ เ พ่ือให ้ได ้ต ้นไดแฮพลอยด์ (dihaploid) และ  
4) ปลูกต้นไดแฮพลอยด์และผสมตัวเองเพื่อเก็บ 
เมล็ด เมล็ดที่ได้เรียกว่า เมล็ด D1 ซึ่งจะมีระดับ 
โฮโมไซกัส 100 เปอร์เซ็นต์ (Prasana et al., 2012) 
แต่วิธีการนี้ยังขาดข้อมูลสนับสนุนในการเลือกใช้
ประชากรเริ่มต ้นส�ำหรับการผสมกับแฮพลอยด์ 
อินดิวเซอร์  โดยประชากรเริ่มต้นที่มีการใช้เพื่อผสม 
กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์น้ันมีทั้งประชากร S

0
 และ 

ประชากร S
1
 ของแต่ละกลุ่มเฮตเทอโรซิส (heterotic 

group)  ในการศึกษานี้เป็นการพัฒนาสายพันธุ์ภายใน
กลุ ่มเฮตเทอโรซิสเพื่อเป้าหมายในการพัฒนาพันธุ ์
ลูกผสมต่อไป ประชากร S

0
 ในที่นี้จึงหมายถึงลูกชั่ว F

1
 

ที่ได้จากการผสมระหว่างสายพันธุ ์ดี 2 สายพันธุ ์ 
ที่อยู่ในกลุ่มเฮตเทอโรซิสเดียวกัน และประชากร S

1
 

หมายถงึการน�ำประชากร S
0
 มาผสมตัวเอง หรอืการน�ำ

ลูกชั่ว F
1
 ที่ได้จากการผสมระหว่างสายพันธุ์ดี 2 สาย

พันธุ์นั้นมาผสมตัวเอง ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีจึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการ
พัฒนาสายพันธุ์แท้ข้าวโพดด้วยวิธีดับเบิ้ลแฮพลอยด์
จากประชากร S

0
 และ S

1

อุปกรณ์ และวิธีการ

อุปกรณ์
1. เชื้อพันธุกรรมข้าวโพด

1.1 ประชากรข้าวโพดทีใ่ช้เป็นกลุม่สายพนัธ์ุ
แม่ ได้แก่ CPQ–1301 (Q1) และ CPQ–1302 (Q2) ซึ่ง
เป็นกลุ่มเช้ือพันธุกรรมท่ีเมล็ดเป็นแบบหัวแข็ง (flint 
type) หรือกึ่งหัวแข็ง (semi–flint type) เมล็ดค่อน
ข้างกลม สีสวย (สีส้ม สีส้มเหลือง หรือสีเหลืองส้ม)  
ทรงต้นเต้ีย ใบตัง้ ระดบัการติดฝักสงูไม่เกินคร่ึงหนึง่ของ
ความสูงต้น ระบบรากและล�ำต้นแข็งแรง และที่ส�ำคัญ
ต้องให้ผลผลิตสูงสามารถผลิตเมล็ดในระดับการค้าได้

ประชากร Q1 คือ ลูก F
1
 ระหว่าง 

สายพนัธุด์ ี 2 สายพนัธุ ์ (QA x QB) หรอืประชากร S
0
   

โดยสายพันธุ ์ QA มีความต้านทานต่อโรคใบไหม ้
แผลใหญ่ (northern corn leaf blight) ในระดบัปาน
กลาง และต้านทานต่อโรคล�ำต้นเน่า (stalk rot)   
ในขณะที่สายพันธุ ์  QB ต้านทานต่อโรคใบไหม ้
แผลใหญ่ แต่อ่อนแอต่อโรคล�ำต้นเน่า (Charoen 
Pokphand Seeds (India) Pvt. Ltd., 2012)

ประชากร Q2 คือ ลูก F
1
 ระหว่าง 

สายพันธุ์ดี 2 สายพันธุ์ (QC x QB) หรือประชากร S
0
 

โดยสายพันธุ์ QC มีความต้านทานต่อโรคใบไหม้แผล
ใหญ่ (northern corn leaf blight) ในระดบัปานกลาง 
และต้านทานต่อโรคล�ำต้นเน่า (stalk rot) (Charoen 
Pokphand Seeds (India) Pvt. Ltd., 2012)

1.2 ประชากรข้าวโพดทีใ่ช้เป็นกลุม่สายพนัธ์ุ
พ่อ ได้แก่ CPK–1303 (K3) และ CPK–1304 (K4)  
ซึ่งเป็นกลุ่มเชื้อพันธุกรรมที่เมล็ดส่วนใหญ่เป็นแบบ 
หวับุบ (dent type) หรอื ก่ึงหวับุบ (semi–dent type) 
เมลด็ขนาดใหญ่และลกึ ทรงต้นสงูปานกลาง ให้ปรมิาณ
ละอองเกสรมาก และสลัดละอองเกสรได้หลายวัน 
เพื่อที่จะสามารถผสมกับสายพันธุ์แม่ได้ดี

ประชากร K3 คอื ลกู F
1
 ระหว่างสายพนัธ์ุ

ด ี2 สายพนัธ์ุ (KA x KB) หรอืประชากร S
0
  โดยสายพนัธุ์ 

KA ให ้ลักษณะเมล็ดใหญ่ มีสมรรถนะการผสม 
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(combining ability) ดี แต่ไม่ต้านทานโรคใบไหม้ 
แผลใหญ่ และระบบรากไม่ด ี  ในขณะทีส่ายพนัธุ ์ KB 
 ให้ลกัษณะเมลด็ใหญ่ ระบบรากดี ใบเขยีวเข้ม ต้านทาน
โรคใบไหม้แผลใหญ่ แต่สมรรถนะการผสมไม่ดี  
(Charoen Pokphand Seeds (India) Pvt. Ltd., 2012)

ประชากร K4 คือ ลูก F
1
 ระหว่าง 

สายพันธุ์ดี 2 สายพันธุ์ (KA’ x KC) หรือประชากร S
0
  

โดยสายพนัธุ ์KA’ เป็นสายพนัธุพ์ีน้่อง (sister line) กบั
สายพันธุ์ KA มีสมรรถนะการผสมดี แต่เมล็ดเป็นแบบ
หัวบุบมากเกินไป ต้นสูง ไม่ต ้านทานโรคใบไหม ้
แผลใหญ่ และระบบรากไม่ดี  ในขณะที่สายพันธุ์ KC 
ให้ลักษณะต้นเตี้ย เมล็ดใหญ่ ต้านทานโรคใบไหม้ 
แผลใหญ่ แต่ให้ลักษณะฝักสั้นป้อม และแกนใหญ่ 
(Charoen Pokphand Seeds (India) Pvt. Ltd., 
2012)

1.3 สายพันธุ ์ข ้าวโพดที่สามารถชักน�ำ 
ให้เกิดแฮพลอยด์ หรือแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ ได้แก่  
สายพนัธุ ์PHI–3 มีล�ำต้น ใบ และเมล็ดสีม่วง

2. สารเคมทีีใ่ช้ในการทดลอง ได้แก่ สารโคลชซินิ 
(colchicine 95% (HPLC), Powder) จากบริษัท 
Sigma–Aldrich Co. LLC., USA และ dimethyl 
sulfoxide (DMSO) จากบริษัท Merck Life Science 
Pvt. Ltd., India

3. อุปกรณ์ที่ใช้ในการผสมพันธุ์ข้าวโพด ได้แก่ 
ถุงกระดาษสีน�้ำตาลส�ำหรับคลุมช่อดอกเพศผู้ (tassel 
bag) และถุงกระดาษไขสีขาวส�ำหรับคลุมช่อดอกเพศ
เมีย (glassine bag) ที่เย็บกระดาษ (stapler) และ 
ลวดเย็บกระดาษ (staple)

วิธีการ
1. ปลูกประชากร S

0 
ของทั้ง 4 ประชากร ได้แก่ 

Q1, Q2, K3 และ K4 โดยปลูกประชากรละ 1,000 ต้น 
แล้วน�ำละอองเกสรของแฮพลอยด์อนิดวิเซอร์สายพนัธุ์ 
PHI–3 มาผสมกบัต้นทีเ่ลอืกของแต่ละประชากรจ�ำนวน 

500 ต้น เก็บเกี่ยวฝักจ�ำนวน 500 ฝัก แล้วน�ำมาตรวจ
สอบชนิดของเมล็ด โดยจ�ำแนกเป็นเมล็ดดิพลอยด์ 
เมล็ดแฮพลอยด์ และเมล็ดที่เกิดจากการผสมตัวเอง
หรือผสมข้ามกับพันธุ์อื่น (Rotarenco and Dicu, 
2012) แล้วเลือกเฉพาะเมล็ดแฮพลอยด์ซึ่งเรียกเป็น
เมล็ด DHS

0
 (Figure 1) ส่วนต้นที่เหลือของแต่ละ

ประชากรอีก 500 ต้น ท�ำการผสมตัวเองและเลือกฝัก
ที่สมบูรณ์ 250 ฝัก ได้เป็นเมล็ดสายพันธุ์ S

1
 ของแต่ละ

ประชากร จ�ำนวน 250 สายพันธุ์
2. ปลูกเมล็ดสายพันธุ์ S

1
 ของแต่ละประชากร 

จ�ำนวน 250 สายพันธุ์ แบบฝักต่อแถว โดยปลูกแถว 
ละ 10 ต้น เพื่อใช้เป็นต้นแม่ส�ำหรับผสมกับละออง
เกสรของแฮพลอยด์อินดิวเซอร์สายพันธุ์ PHI–3 แล้ว
เก็บฝักท่ีติดเมล็ดดีท่ีสุดแถวละ 2 ฝัก น�ำมาตรวจสอบ
ชนิดของเมล็ด และคัดเลือกเมล็ดแฮพลอยด์ออกมา  
ซึ่งเรียกเป็นเมล็ด DHS

1
 โดยมีวิธีการเช่นเดียวกัน 

กับในข้อ 1 (Figure 1)
3. น�ำเมล็ดแฮพลอยด์ DHS

0
 และ DHS

1
 ท่ีได้

จากประชากร S
0
 และ S

1
 ของแต่ละประชากร มาเพาะ

ความงอกบนกระดาษเพาะเป็นเวลา 4 วัน คัดเลือก 
ต้นกล้าทีเ่ป็นต้นแฮพลอยด์อีกครัง้ โดยเลอืกเฉพาะต้น
ท่ีมีปลายรากสีขาวปกติ ส่วนต้นกล้าท่ีมีปลายรากสี
ม่วงให้คัดทิ้ง เนื่องจากเป็นต้นกล้าที่เกิดจากการ
ปฏิสนธิระหว่างสายพันธุ ์กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ 
หลังจากนั้นน�ำต้นกล้าท่ีเป็นแฮพลอยด์ซ่ึงยังอยู ่ใน
ระยะท่ีใบยังไม่คลี่มาเพิ่มชุดโครโมโซม โดยแช่ในสาร
ผสมของโคลชิซินความเข้มข้น 0.06 เปอร์เซ็นต์ และ
สาร dimethyl sulfoxide (DMSO) ความเข้มข้น 0.5 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง ตามวิธีการของ 
Prasana et al. (2012) หลังจากนั้นล้างท�ำความ
สะอาดต้นกล้าแล้วย้ายลงแปลงปลูก เม่ือถึงระยะผสม
เกสรให้เลือกต้นที่มีละอองเกสรและผสมตัวเอง 
(Figure 2) เมล็ดท่ีได้เรียกว่า เมล็ด DHS

0
–D1 และ 

DHS
1
–D1 ตามล�ำดับ



การพัฒนาสายพันธุ์แท้ข้าวโพดโดยวิธีดับเบิ้ลแฮพลอยด์>>

264 Agricultural Sci. J. 2017 Vol. 48 (2) 

Figure 1 Development of maize inbred lines, doubled haploid lines, by doubled haploid method using 

haploid inducer



ส.วก.ท.

265วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 2 พฤษภาคม - สิงหาคม 2560

Figure 2	 Double haploids shown variation in agronomic traits. For reproductive organ: (a) variation 

of tassels in flowering period from normal and fertile tassel to abnormal and sterile tassel 

such as tassel seed, (b) variation of ears and selfed seed set of doubled haploids from 

non–seed set to good seed set

ผลการทดลอง และวิจารณ์

การพัฒนาสาย พันธุ ์ แท ้ ด ้ วย วิ ธี ดั บ เ บ้ิ ล 
แฮพลอยด ์ โดยการผสมระหว ่างประชากร S

0
  

และประชากร S
1
 กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ พบว่า  

การผสมระหว่างประชากร S
0
 ของ Q1, Q2, K3 และ 

K4 กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ ได้จ�ำนวนฝัก 229, 186, 
133 และ 132 ฝัก ตามล�ำดับ โดยมีค่าเฉลี่ยจ�ำนวน 
ฝักของทั้ง 4 ประชากรเท่ากับ 170 ฝัก  ในขณะท่ี 
การผสมระหว่างประชากร S

1
 ของ Q1, Q2, K3 และ 

K4 กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ ได้จ�ำนวนฝัก 456, 468, 
331 และ 348 ฝัก ตามล�ำดับ โดยมีค่าเฉลี่ยจ�ำนวน 
ฝักของท้ัง 4 ประชากรเท่ากับ 401 ฝัก จากการท่ี
ประชากร S

1
 สร้างมาจากการผสมตัวเองของสายพันธุ์ 

S
0
 ในแต่ละประชากร ซึ่งง่ายกว่าการผสมข้ามจึงท�ำให้

ได้ต้นจ�ำนวนมากและสามารถคัดเลือกต้นที่มีลักษณะ
ทีต้่องการส�ำหรบัการผสมกบัแฮพลอยด์อนิดวิเซอร์ต่อ
ไปได้  ส�ำหรับประชากร S

0
 ซึ่งก็คือลูก F

1
 ระหว่างสาย

พันธุ ์ดีในแต่และกลุ ่มเชื้อพันธุกรรม ได้จ�ำนวนต้น 

ท่ีใช้เริ่มต้นน้อยกว่าท�ำให้ไม่สามารถเลือกต้นได้  
การผสมระหว่างสายพันธุ์ S

0
 ของแต่ละประชากร 

กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์จึงเป็นการสุ่มเลือก ซ่ึงสาย
พันธุ ์แท้ที่ได้จะมีลักษณะที่แตกต่างกันหลากหลาย  
ในขณะท่ีสายพันธุ ์ดับเบ้ิลแฮพลอยด์จากประชากร  
S

1
 ที่ได้ผ่านการคัดเลือกมาแล้ว 1 ชั่ว จะท�ำให้ได้สาย

พันธุ์แท้ท่ีมีลักษณะการปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อม 
ได้แล้วในระดับหนึ่ง (Dwivedi et al., 2015)  
(Table 1)

การเกดิเมลด็แฮพลอยด์บางส่วนในฝักข้าวโพด 
จากการผสมระหว่างประชากรหรือเช้ือพันธุกรรม 
ที่ต้องการพัฒนาสายพันธุ์แท้กับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ 
โดยให้แฮพลอยด์อินดิวเซอร์เป็นพันธุ์พ่อนั้น เกิดจาก
ความผดิปกตใินการปฏสินธริะหว่างเซลล์ไข่ (egg cell) 
กับสเปิร์มนิวเคลียส (sperm nucleus) ท�ำให้ไม่เกิด
การปฏิสนธิ และเมล็ดที่ได้จะมีชุดโครโมโซมเพียงครึ่ง
หนึ่งของชุดโครโมโซมปกติ (Swapna and Sarkar, 
2011; Prasana et al., 2012)  ดังนั้นการคัดเลือก
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เมล็ดแฮพลอยด์ให้สังเกตจากการแสดงออกของยีน
เครื่องหมาย R1–Navajo (R1–nj) ของแฮพลอยด ์
อินดิวเซอร์ ท่ีให้สีม่วงของแอนโทไซยานินซึ่งเป็น
ลักษณะเด ่น โดยเมล็ด F

1
 ท่ีได ้หากเป ็นเมล็ด 

แฮพลอยด ์จะปรากฏสีม ่วงบนเปลือกหุ ้มเมล็ด 
(aleurone layer)  ในขณะที่ส่วนของเอ็มบริโอ 
(embryo) จะไม่ปรากฏสีม่วง ส่วนเมล็ดดิพลอยด ์
จะปรากฏสีม่วงท้ังบนเปลือกหุ้มเมล็ดและเอ็มบริโอ  
นอกจากน้ีอาจมี เมล็ดท่ีเกิดจากการผสมตัวเอง 
หรือผสมข้ามจากข้าวโพดอื่นซึ่งจะไม่ปรากฏสีม่วงบน
เมล็ด โดยเมล็ดท่ีเป็นดิพลอยด์ เมล็ดที่เกิดจากการ
ผสมตัวเอง และเมล็ดที่เกิดจากการผสมข้ามจาก
ข้าวโพดอื่นจะถูกคัดทิ้ง (Prigge and Melchinger, 
2012; Rotarenco and Dicu, 2012) (Figure 1)  
นอกจากน้ียังสามารถตรวจสอบและยืนยันการเป็น
เมล็ดแฮพลอยด์ได้ที่ระยะกล้าอีกครั้ง โดยดูจากปลาย
รากที่ไม่มีสีม่วง ท�ำให้สามารถคัดกรองต้นแฮพลอยด์
ได้อีกชั้นหน่ึง ส่วนต้นกล้าที่มีปลายรากสีม่วง หรือ
ปลายรากขาวแต่ต้นใหญ่แตกต่างจากต้นแฮพลอยด์
จะเป็นต้นดิพลอยด์ต้องคัดทิ้งไป

เมื่อพิจารณาอัตราการชักน�ำให้เกิดแฮพลอยด์ 
(haploid induction rate; HIR) ในประชากร S

0
 และ 

ประชากร S
1
 ของแต่ละประชากรพบว่า ประชากร S

0 

ของประชากร Q1, Q2, K3 และ K4 มีค่า HIR เท่ากับ 
2.1, 5.8, 5.2 และ 8.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล�ำดับ (Table 
1) เมื่อเฉลี่ยจากทั้ง 4 ประชากร S

0
 พบว่ามีค่า HIR 

เฉลี่ย 5.4 เปอร์เซ็นต์  ในขณะที่ประชากร S
1 
ของ

ประชากร Q1, Q2, K3 และ K4 มีค่า HIR เท่ากับ 
5.0, 7.8, 5.4 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล�ำดับ คิดเป็น
ค่าเฉลี่ย HIR จากท้ัง 4 ประชากร S

1
 เท่ากับ 6.4 

เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงจะเห็นได้ว่าพื้นฐานพันธุกรรมที่แตก
ต่างกันของประชากรจะส่งผลต่อการชักน�ำให้เกิด
เมล็ดแฮพลอยด์  โดยเมื่อเปรียบเทียบค่า HIR ของ
ประชากร S

0
 กับประชากร S

1
 พบว่า ค่า HIR ของ

ประชากร S
0
 ต�่ำกว่าประชากร S

1
 ซึ่งการที่ประชากร 

S
0
 ให้จ�ำนวนเมล็ดแฮพลอยด์น้อยกว่าประชากร S

1
 

เนื่องจากประชากร S
0
 ไม่มีการคัดเลือกการปรับตัว

ของสายพันธุ์ ส่วนประชากร S
1
 ท่ีเกิดจากการผสมตัว

เองของต้น S
0
 นั้น มีการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีทรงต้น

ดี แข็งแรง และมีการปรับตัวได้ดี ท�ำให้สามารถ 
คัดเลือกพันธุกรรมท่ีไม่ดีท้ิงไปได้ก่อนการผสมกับ 
แฮพลอยด์อินดิวเซอร์

อย่างไรก็ตาม ต้นกล้าแฮพลอยด์ที่ผ่านการ
เพิ่มชุดโครโมโซมเป็นต้นไดแฮพลอยด์แล้ว เมื่อย้าย
ปลูกลงแปลงจะพบการกระจายตัวของลักษณะการ
เพิ่มชุดโครโมโซมมากเกินไปเป็นต้นท่ีมีโครโมโซม  
4 ชุด (tetraploid) ซึ่งจะมีขนาดต้นใหญ่ชัดเจน โดย
ต้นท่ีได้นี้อาจจะเกิดข้ึนจากการเพิ่มชุดโครโมโซม
ของต้นดิพลอยด์ท่ีคัดท้ิงไม่หมดหรือเพิ่มจากต้น 
แฮพลอยด์ที่ได้ ซึ่งจะคัดต้นท่ีมีลักษณะนี้ท้ิงไป และ
ยังพบต้นท่ีการเพิ่มชุดโครโมโซมไม่ประสบผลส�ำเร็จ 
ซึ่งจะมีลักษณะต้นเล็กแคระแกร็นและเป็นหมัน ซึ่ง
ไม่สามารถเก็บเมล็ดได้ ส่วนต้นท่ีสามารถเพิ่มชุด
โครโมโซมได้ส�ำเร็จและได้เป็นต้นไดแฮพลอยด์จะ
ผสมตัวเองเพื่อเก็บเมล็ดเป ็นสายพันธุ ์แท ้ต ่อไป 
เปอร์เซ็นต์ของต้นดับเบิ้ลแฮพลอยด์ที่ได้ในแต่ละ
ประชากรมีความแตกต่างกันได้ตั้งแต่ 18.05–52.60 
เปอร์เซ็นต์ (Gayen et al., 1994; Geiger, 2011) 
โดยประชากร DHS

0
 ของ Q1, Q2, K3 และ K4 มี

เปอร ์เซ็นต์ของสายพันธุ ์แท ้ดับเบ้ิลแฮพลอยด์ ท่ี
สามารถผสมตัวเองและติดเมล็ดได้ 70.6, 45.7, 5.8 
และ 21.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล�ำดับ โดยคิดเป็นค่าเฉลี่ย
ของท้ัง 4 ประชากรเท่ากับ 35.8 เปอร์เซ็นต์ ส่วน
ประชากร DHS

1
 มีเปอร ์เซ็นต์ของสายพันธุ ์แท ้

ดับเบิ้ลแฮพลอยด์เท่ากับ 73.3, 65.3, 16.5 และ 
45.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล�ำดับ โดยคิดเป็นค่าเฉลี่ย 
ของทั้ง 4 ประชากรเท ่ากับ 50.1 เปอร ์ เซ็นต ์  
(Table 1)
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Table 1	Population type and name, number of ears and seeds obtained from crosses between 
population and haploid inducer, seed type identified from each cross, number of dihaploid 
plants, number of DH inbred lines and percentage of success DH inbred line

Po
pu

la
tio

n 
ty

pe

Po
pu

la
tio

n 
na

m
e Seed type identified 

from each cross (%)

Selfed 
seed

Diploid 
seed

Haploid 
seed

S0

Q1 229 37,491 6.6 91.3 2.1 17 12 70.6

Q2 186 45,125 2.1 92.1 5.8 105 48 45.7

K3 133 23,334 1.5 93.3 5.2 52 3 5.8

K4 132 28,359 5.3 86.2 8.5 170 36 21.2

Mean 170 33,577 3.9 90.7 5.4 86 25 35.8

S
1

Q1 456 98,776 4.7 90.3 5.0 135 99 73.3

Q2 468 90,474 3.2 89.0 7.8 308 201 65.3

K3 331 62,603 2.6 92.0 5.4 218 36 16.5

K4 348 67,876 6.5 86.0 7.5 388 176 45.4

Mean 401 79,932 4.3 89.3 6.4 262 128 50.1

การเพ่ิมชดุโครโมโซมของต้นแฮพลอยด์ทีไ่ด้โดย

การใช้สารโคลชิซินในระยะต้นกล้าน้ัน ความเข้มข้น 

ระยะเวลา และเทคนิค เป็นปัจจัยหลักที่จะส่งเสริม

ให้การเพ่ิมชุดโครโมโซมของต้นแฮพลอยด์ประสบผล

ส�ำเร็จและได้เป็นต้นไดแฮพลอยด์  โดยการพัฒนา

เทคนิคการเพิ่มชุดโครโมโซมที่มีประสิทธิภาพเป็นอีก

สิ่งหนึ่งที่จะท�ำให้ได้จ�ำนวนสายพันธุ์แท้ที่มากพอ และ

การพัฒนาสายพันธุ์อินดิวเซอร์ให้มีอัตราการชักน�ำให้

เกดิแฮพลอยด์มากขึน้เป็นอกีแนวทางหน่ึงทีจ่ะท�ำให้วธิี

การพัฒนาสายพันธุ์แท้วิธีนี้เป็นที่นิยมมากยิ่งขึ้น หาก

แต่การพัฒนาสายพันธุ์อินดิวเซอร์ต้องค�ำนึงถึงลิขสิทธิ์

ของสายพันธุ์อินดิวเซอร์ ซึ่งจะต้องได้รับการอนุญาต

จากเจ้าของสายพันธุ์ก่อนจึงจะสามารถด�ำเนินการได้

การพฒันาสายพนัธุแ์ท้ด้วยวธิ ีDHS
0
 และ DHS

1
 

ใช้จ�ำนวนฤดูปลูก 2 และ 3 ฤดู ตามล�ำดับ เริ่มจากการ

สร้างประชากรจนถึงได้ต้นและเมล็ดสายพันธุ์แท้ที่มี

พันธุกรรมเป็นโฮโมไซกัส 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบ

เทียบกับวิธีมาตรฐานท่ีต้องใช้เวลาอย่างน้อย 11 ฤดู

ปลูก (ผสมตัวเอง 10 ครั้ง) จึงจะได้สายพันธุ์แท้ที่มี

ระดับโฮโมไซกัส 99.99 เปอร์เซ็นต์ (Prasana et al., 

2012)  ซึง่วธิ ีDHS
0
 และ DHS

1
 นีส้ามารถย่นระยะเวลา

ในการพัฒนาสายพันธุ์แท้ได้อย่างน้อย 7 ฤดู นอกจาก

นี้การใช้ประชากร S
1
 ส�ำหรับผสมกับแฮพลอยด ์

อนิดวิเซอร์จะให้ทัง้จ�ำนวนเมลด็แฮพลอยด์และจ�ำนวน 

สายพันธุ์แท้ที่พัฒนาขึ้นมากกว่าการใช้ประชากร S
0
 

ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลของ Dwivedi et al. (2015)

No. of 
ears from 

population 
x haploid 
inducer

No. of 
seeds from 
population 
x haploid 
inducer

No. of 
DH 

inbred 
lines

No. of 
dihaploid 

plants

Success  
DH 

inbred 
lines (%)
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อัตราการชักน�ำให้เกิดแฮพลอยด์เป็นศักยภาพ
หลักของพันธุกรรมของแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ และ
ปฏิกิริยาร่วมกันระหว่างพันธุกรรมของแฮพลอยด์อิน
ดิวเซอร์กับพันธุ ์แม่ที่ใช้ในการพัฒนาสายพันธุ ์แท้ 
โดยปกติควรมีค่า HIR ไม่ต�่ำกว่า 5 เปอร์เซ็นต์   
การพัฒนาสายพันธุ ์แท้โดยวิธี DHS

0
 และ DHS

1
 

สามารถย่นระยะเวลาในการพัฒนาสายพันธุ ์แท ้

ได้ 7–8 ฤดูเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน และควร
ใช้ประชากร S

1
 ในการผสมกับแฮพลอยด์อินดิวเซอร์ 

เพื่อให้ได้สายพันธุ์แท้ที่ต้องการจ�ำนวนมาก

กิตติกรรมประกาศ
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