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บทคัดยอ 

โรคไหม (blast) เปนโรคทีส่ําคัญของขาว โดยในขาวพันธุตานทานโรคไหมจะมยีีน

ตานทาน (ยนี Pi) ในการวิจัยนี้จึงศึกษาความตานทานตอโรคไหมและคนหายนี Pi ดวยเทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) จากขาวไทย ผลการทดสอบความตานทานตอเชื้อราโรคไหม

จํานวน 19 ไอโซเลต พบวาขาวไรพันธุน้ํารแูละเจาฮอมคีวามตานทานตอโรคถึง 100 เปอรเซ็นต 

และยงัพบวาขาวทาดอกคํา 1 ของประเทศลาวมีระดบัความตานทาน 100 เปอรเซ็นต เมือ่คนหา

ยีน Pi-ta ยีน Pi-37 และยนี Pi-kh  พบวาสามารถแยกเพยีงยีน Pi-kh ไดจากขาวไทย  ซึ่งยีน Pi-kh 

ก็เปนหนึง่ในยีน Pi ที่พบในขาวพนัธุตานทานโรคไหม  ดงันั้นจงึไดศึกษาความหลากหลายของยีน 

Pi-kh ของขาวไทยจากจีโนมของขาวจํานวน 29 พันธุ พบยีน Pi-kh จํานวน 3 ขนาด คือประมาณ 

900, 950 และ 1,100 คูเบส โดยคาดวายีน Pi-kh ขนาด 900 คูเบส จะเปนยีนที่ทําใหตานทานตอ

โรคไหม และจากการเปรียบเทยีบลําดับเบส ยนี Pi-kh ทั้ง 3 ขนาด พบการแทรกของชิ้นดีเอ็นเอ

ขนาด 37 คูเบส ในยีน Pi-kh ขนาด 950 คูเบส และการแทรกของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 37 และ 162 คู

เบสในยีน Pi-kh ขนาด 1,100 คูเบส นอกจากนั้น การทดสอบไพรเมอร Pi-khF และ Pi-khR พบวา 
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สามารถใชเปนเครือ่งหมายดีเอ็นเอในการคัดเลือกยนี Pi-kh ขนาด 900 คูเบส จากยีน Pi-kh ขนาด 

1,100 คูเบสได ดังนัน้สามารถนําขอมลูความตานทานตอโรคไหม ความหลากหลายของยีน Pi-kh 

ของขาวไทยและไพรเมอรไปใชในการปรับปรุงพันธุขาวใหตานทานตอโรคไหมดวยเคร่ืองหมาย

โมเลกลุตอไป 

คําสําคัญ: โรคไหม, ความตานทาน, ยีน Pi-kh, เครื่องหมายดีเอ็นเอ 

 

Abstract 

Blast is an important rice disease. Blast resistance genes (Pi genes) have been 

reported such as Pi-1 (t), Pi-2 (t), Pi-ta and Pi-kh. Therefore, the resistance to blast 

disease of Thai rice and the isolation of Pi genes by polymerase chain reaction (PCR) 

were investigated in this study. The blast resistance of Thai rice study showed that Nam-

Roo and Jow Haw (upland rice) have 100% resistance to 19 isolates of Magnaporthe 

grisea. Moreover Thadongkum 1, rice from Laos, also has the same level of blast 

resistance. The isolation of Pi genes from Thai rice was able to isolate only Pi-kh but did 

not obtain PCR product from Pi-ta, Pi-37 genes. Then, the Pi-kh gene was amplified from 

29 rice varieties. The result showed 3 forms of Pi-kh gene which are 900, 950 and 1,100 

bp respectively. The resistance information suggested the 900 bp form of Pi-kh gene 

may play a role in blast resistance. Sequence comparison revealed the insertion of 37 

bp in 950 bp form and the insertion of 37 and 162 bp in 1,100 bp form of Pi-kh. 

Moreover, the Pi-khF and Pi-khR primers were tested as DNA markers. The result showed 

that these primers could be used to separate 900 bp from 1,100 bp form of Pi-kh. 

Therefore, the blast resistance, the diversity of Pi-kh gene from Thai rice and primers (Pi-

khF and Pi-khR) from this study will be useful for rice breeding program. 

Keywords: blast, resistance, Pi-kh gene, DNA marker 



3 
 

 

คํานํา 

ขาวเปนพชืเศรษฐกจิทีส่ําคัญของประเทศไทย แตประเทศไทยมีสวนแบงการตลาดรอง

จากประเทศเวียดนาม เนือ่งจากแมวาประเทศไทยจะผลิตขาวไดมาก แตมผีลผลิตตอไรต่ํา ในดาน

การผลิตขาวทีต่่ําของไทย มีสาเหตจุากปจจัยหลายอยาง เชน ปญหาภยัธรรมชาติ ปญหาความ

อุดมสมบูรณต่ํา ความไมเหมาะสมของพื้นที่ (ดินเค็ม) และปญหาดานโรคและแมลง พบวาวาโรค

ไหม ยังคงเปนโรคที่มีการระบาดเปนอนัดับ 1 ของโรคและแมลงของขาว (สถิติการเกษตร สํานัก

พัฒนาคุณภาพสินคาเกษตร) 

โรคไหม (Blast) เกิดจากเชื้อรา Pyricularia oryzae   (anamorph; Magnaporthe 

grisea) เปนโรคพบมากในภาคเหนอื ตะวันออกเฉียงเหนอื ตะวันตก และภาคใต สามารถทําลาย

ขาวไดทุกระยะตั้งแตเร่ิมปลูกจนถึงเก็บเกี่ยว ทําใหตนขาวชะงักการเจริญเติบโต ใบจะมวนและ

เหลอืง ตนแคระแกร็น หากขาวอยูในระยะตั้งทองจะผสมไมติด ทําใหเมล็ดลีบ ซึ่งวิธีปองกนักําจดั  

คือ การใชสารเคมีคลกุเมลด็พันธุ เชน คาซกูะมัยซิน ไตรไซคลาโซล คารเบนดาซิม โปรคลอลาส 

ในแหลงที่เคยมีโรคระบาดและพบแผลโรคไหมทั่วไป ตองฉีดพนสารปองกันกําจัดเชือ้รา เชน คาซู

กะมัยซนิ อิดิเฟนฟอส ไตรไซคลาโซล ไอโซโปรไธโอเลน คารเบนดาซิม หรอืการปลูกพนัธุตานทาน 

เชน สุรินทร 1 เหนียวอุบล 2 เหนียวแพร สันปาตอง 1 หางยี 71 กูเมอืงหลวง ขาวโปรงไคร (สําหรับ

ภาคเหนอืและตะวันออกเฉียงเหนือ) ดอกพยอม (สําหรับภาคใต) (โรคไหม สถาบันวิจัยขาว) แต

สําหรับพันธุหอมดอกมะลิ 105 พันธุ กข 6 ที่พนัธุขาวที่มีความตองการของตลาดสูง กลับไมมี

ความตานทานตอโรคไหมนี ้

จากแผนแมบทของการพัฒนาเกษตรของประเทศไทย ทีอ่อกมาเมื่อป พ.ศ. 2541 ไดใหนํา

เทคโนโลยีมาใชในการเพิ่มผลผลิต ลดตนทุนการผลิต และเพิ่มมูลคาของผลิตภัณฑเกษตร  โดย

เนนการประยุกตใชเทคโนโลยชีีวภาพ  ซึ่งจากการศึกษาจีโนมขาว (Rice genome project) ได

รายงานลําดับเบสดีเอน็เอ (DNA sequence) ความยาวประมาณ 400 ลานเบส จากความยาว

ทั้งหมด 430 ลานเบส ขอมลูที่รายงานมานั้นสามารถนํามาวิเคราะหดวยชีวสารสนเทศศาสตร 

(Bioinformatics) เนื่องจากการวิจัยดานวิทยาศาสตรชีวภาพจํานวนมาก ถาใชชีวสารสนเทศเขา

ชวย จะลดระยะเวลาในการดําเนนิงานวิจัยและคาใชจายลงไปไดมาก ซึ่งขอมลูทางชีวสารสนเทศ 
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ที่ไดนั้นจะมีประโยชนอยางยิ่งตอการนําไปพัฒนาใหเกิดงานวิจัยขั้นสงูตางๆ ตอไปอยางมากมาย 

ซึ่งการใชชีวสารสนเทศเปนการศกึษาวิจัยหลังจีโนม (Post-Genomics) โดยเปนการอานลําดบัเบส

ที่หาได เพื่อคนหายีนสําคัญที่ควบคุมหรือทําหนาที่กําหนดคุณสมบัตขิองขาว หรือความตานทาน

ของขาวตอโรคหรือแมลง และยังสามารถศึกษาวายีนแตละตัวทําหนาทีแ่ละมีการแสดงออก

อยางไร เพือ่นําไปใชในการปรับปรุงพันธุกรรมตอไป โดยอาศยัความหลากหลายของขาวปาและ

ขาวพ้ืนเมอืงของไทย ที่มีจุดเดนหลายประการ และจากความหลากหลายทางพันธกุรรมของขาว

ไทยที่มลีักษณะทางการเกษตรทีส่ําคัญหลายอยาง ทําใหนกัวิจัยไทยมีโอกาสคนพบยีนควบคุม

ลักษณะทางการเกษตรทีส่ําคัญตางๆ ในขาวไทยได และยังสามารถใชขอมลูเหลานัน้ในการ

ปรับปรุงพันธุดวยเทคโนโลยชีีวภาพ เชน การปรับปรุงพันธุขาวโดยใชโมเลกุลเครื่องหมาย ( MAS; 

marker assisted selection) หรือการดัดแปลงพนัธุกรรมของขาวที่มลีักษณะที่ดีทางการคาใหมี

ความตานทานตอโรคและแมลง 

 ปจจุบันมีการรายงานดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย (DNA markers) สําหรับความตานทานโรคไหม 

ที่สวนใหญเปน restriction fragment length polymorphisms (RFLPs) marker ซึ่งการใชงาน 

DNA marker ชนิดนี้เปนงานที่ซับซอน ตองใชทักษะและอุปกรณขั้นสูง ในทางตรงกันขาม DNA 

marker ที่วิเคราะหดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เปนที่ยอมรับวาใชงานได

งาย ซึ่งการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายที่วิเคราะหดวย PCR นั้น จะตองมีขอมูลลําดับเบสดีเอ็นเอ

ของยีนนั้นกอน โดยยีนตานทานโรคไหมนั้น พบรายงานมากกวา 20 ยีน ยีนควบคุมความตานทาน

โรคไหมหลัก คือ ยีน Pi-1 (t) บนโครโมโซม 11 ยีน Pi-2 (t) ยีน Pi-ta บนโครโมโซม 6 และยีน Pi-4 

(t)  บนโครโมโซม 12 โดยที่ยีน  Pi-1 (t) นั้นอยูใกลดีเอ็นเอเครื่องหมาย RZ536 (RFLP DNA 

marker) และ RM224 (SSR DNA marker) ซึ่งจะครอบคลุม 6 cM ประมาณ 1,500 kb (Rice 

Genetics Newsletter) ในบริเวณเดียวกันนี้ยังมีพบยีน Pi  อื่น เชน ยีน Pi-m ยีน Pi-k และยีน Pi-f   

จากแผนที่ของยีนควบคุมความตานทานโรคขอบใบแหงพบกลุมของยีน Pi อยูระหวาง SSR 

marker RM224 และ RM123 (Li ZK. et al. 2006)  ลักษณะโครงสรางและรายละเอียดของยีน

ของโครโมโซม 11 และ 12 ของขาว Japonica (The Rice Chromosomes 11 and 12 

sequencing Consortia. 2005) และโครงสรางของโปรตีนที่เปนผลผลิตจากยีน Pi ที่พบวามี

ลักษณะเปน Nucleotide binding site (NBS) และ Leucine Rich Repeat (LRR) ที่เปนลักษณะ

จําเพาะของ Resistance gene (R gene) ในขาวและพืชอื่นๆ  ดังนั้นหากวิเคราะหบริเวณระหวาง 

RM224 และ RM123 บนโครโมโซม 11 ดวยการเปรียบเทียบหายีนที่มีลักษณะเปน NBS-LRR 
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คาดวาจะสามารถคนหากลุมยีน Pi ที่ควบคุมความตานทานโรคไหมจากพันธุขาวไทยได ใน

โครงการวิจัยนี้สนใจยีน Pi บนโครโมโซม 11 เนื่องจากมียีนตานทานโรคไหมหลัก (Pi-1) กลุมยีน Pi 

อื่น และยีนตานทานโรคอื่นๆ จํานวนมากบนโครโมโซมแทงนี้ ในขาวไทยนั้นมีเพียงมีการศึกษา

โมเลกุลเครื่องหมาย QTL ที่ใกลกับยีน Pi ในขาวหอมดอกมะลิ (บนโครโมโซม 9) (Sirithunya P. 

et al. 2002) และขาวหอมนิลเทานั้น   แตยังไมมีการรายงานยีน Pi จากขาวไทย  ดังนั้นขอมูลของ

ยีน Pi ที่คนหาไดจะใชในการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายยีนตานทาน สําหรับการปรับปรุงพันธุขาว

โดยใชโมเลกุลเคร่ืองหมาย ซึ่งดีเอ็นเอเคร่ืองหมายที่ไดจะทําใหการปรับปรุงพันธุขาวไทย เชน ขาว

ดอกมะลิ 105 หรือ กข 6ใหตานทานตอโรคไหม ทําใหลดระยะเวลาและคาใชจายในการปรับปรุง

พันธุขาวลง    
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพือ่คนหายีนควบคุมตานทานตอโรคไหมจากพันธุขาวของไทย  

2.  เพือ่พัฒนาดเีอ็นเอเครือ่งหมายทีจ่ําเพาะตอยนีควบคุมความตานทานโรคไหม (gene 

specific DNA marker) ที่แยกไดจากขาวไทย 
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การตรวจเอกสาร 
 

ในปจจุบันมีการศึกษายีนตานทานโรคพืช (R gene) มากกวา 40 โรค ซึ่งยีนเหลานี้ถึงแม

จะตานทานตอโรคที่เกิดจากเชื้อแตกตางกัน เชน แบคทีเรีย รา ไวรัส แมลง แตยีนเหลานี้จะมี

บริเวณ (motif) ที่เหมือนกัน คือ Nucleotide binding site (NBS) และ Leucine Rich Repeat 

(LRR) โดยยีนเหลานี้มักจะอยูเปนกลุม (cluster) บนโครโมโซม เชนใน Arabidopsis มียีน 

NBS-LRR จํานวน 149 ยีน เชนเดียวกับขาวที่พบยีน NBS-LRR จํานวนมากกวา 600 ยีน โดย

ยีนตานทานโรคไหมมีรายงานแลวมากกวา 20 ยีน เชน ยีน Pi-1, Pi-6 จากพันธุขาวอเมริกา ยีน 

Pi-1, Pi-13, Pi-22, Pi-25, Pi-k, Pi-k5, Pi-kp, Pi-kh, Pi-ta, Pi-ta2, Pi-z, Pi-zt, Pi-a, Pi-b, Pi-f, 

Pi-i และ Pi-m ไดจากขาว Japonica ซึ่งปจจุบันยังมีการรายงานยีน Pi ใหมที่พบในขาวพันธุ

หรือขาวปาตางๆ เชน ยีน Pi9 ที่ไดจากขาวลูกผสมขาวปา (O. minuta) ซึ่งเปนขาว Indica  

(Qu S. et al. 2006) ซึ่งยีนเหลานี้ตั้งอยูเปนกลุมบนโครโมโซม 6, 11 และ 12 เชน ยีน Pi2, Pi9 

และ Pigm(t) อยูเปนกลุมบนโครโมโซม 6 (Deng Y. et al. 2006) ยีน Pi-m, Pi-1, Pi-k, Pi-f, 

Pi-1(t), Pi-sh และ Pi-lm2 อยูเปนกลุมบนโครโมโซม 11 ยีน Pi-31(t), Pi-21-(t) และ Pi-32(t)  

อยูเปนกลุมบนโครโมโซม 12 (Li ZK. et al. 2006)    

 โครงสรางและรายละเอียดของยนีของโครโมโซม 11 และ 12 ของขาว (The Rice 

Chromosomes 11 and 12 sequencing Consortia. 2005) ที่ไดจากการวิเคราะหลําดับเบส

ทั้งหมดของโครโมโซมทั้ง 2 แทง ขนาดรวม 55.9 Mb พบยีนทั้งหมด 8,455 ยีน โดยเปนยีนที่

เกี่ยวของกับความตานทานโรคตางๆ (ยีน R) จํานวน 289 ยีน ที่ตั้งอยูบนโครโมโซม 11 และ 12 

จํานวน 201 และ 88 ยีน ตามลําดับ ซึ่งจากการวิเคราะหพบวามีโครงสราง NBS-LRR มาก

ที่สุดเปนจํานวน 73 ยีน (36.6%) ซึ่งโครงสรางนี้เปนของยีน Pi เชนกัน ยีน R ที่มีโครงสราง 

NBS-LRR เหลานี้ตั้งอยูเปนกลุม 3 กลุม ที่บริเวณ 30-40 cM (5,658,160-7,920,402 bp) 80-

90 cM (20,001952-22,632,644 bp) และ 110-119 cM (26,213,144-28,180,239 bp) 

ดังนั้นบริเวณเหลานี้จึงเปนเปาหมายในการศึกษาคนหายีน Pi ของขาวไทย  
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  ปจจุบันมีการพัฒนา PCR- based allele-specific และ Insertion/Deletion (InDel) 

marker สําหรับยีน Pi-z, Pi-t, Pi-k, Pi-ta และ Pi-b จากขาว Japonica (Hayashi K., Yoshida 

H. and Ashikawa L. 2006) เนื่องจากยีน Pi นั้นนอกจากจะมีจํานวนมากแลวยีน Pi แตละยีน

ยังมีหลายสภาพ (allele) ซึ่งแตละสภาพมีความตานทานแตกตางกัน เชน ยีน Pi-k มี allelic 

form คือ Pi-ks, Pi-kp และ Pi-km และจากการอานลําดับเบสของยีน Pi แตละ allele ที่แยกได 

พบความแตกตางกันที่มีลักษณะเปน Single nucleotide Polymorphisms (SNPs) หรือมีการ

เพิ่ม/ลดลงของเบสในยีน ดังนั้นการใชดีเอ็นเอเครื่องหมายเหลานี้ที่ใชหลักการเพิ่มจํานวนยีน Pi 

ที่จําเพาะดวยเทคนิค PCR จะใหผลรวดเร็วกวาการใชดีเอ็นเอเคร่ืองหมายแบบอื่นๆ เชน RFLP 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

สวนท่ี 1 การศึกษาความตานทานโรคไหมของขาวพื้นเมอืงจากภาคเหนือในประเทศไทย 

1.  เชื้อราสาเหตุโรคไหมทีใ่ชในการทดสอบ 

เชือ้ราสาเหตขุองโรคไหม (P. grisea) จํานวน 19 เชือ้สายพันธุ ไดรับความอนุเคราะหจาก   

ดร. ปทมา ศิริธัญญา หัวหนาโครงการ Genetic analysis of plant-pathogen interactions 

between rice (Oryza sativa) and rice blast pathogen (Magnaporthe grisea) ศูนยพันธุ

วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ เลอืกเชือ้ 17 เชื้อพนัธุทีค่รอบคลุม 6 กลุมจากที่ได จัด

กลุมโดยเครื่องหมายโมเลกลุ AFLP และ 2 เชือ้พนัธุที่เปนกลุมพเิศษ โดยประกอบดวยจาก

ภาคเหนอืจํานวน 8 เชือ้พนัธุ ภาคกลางจํานวน 4 เชือ้พันธุ ภาคตะวันออกเฉียงเหนอืจํานวน 7 เชื้อ

พันธุ (ตารางที่ 1)  

2.  พันธุขาวที่ใชในการทดสอบ 

สายพนัธุขาวที่ใชในการศกึษาครั้งนีจ้ํานวน 35 สายพันธุ ไดแก สายพันธุขาวปลูก ขาว

ปรับปรุงที่มยีีนตานทานตางกัน (Near-isogenic lines) ขาวตางประเทศ จากหนวยปฏิบัติการ

คนหาและใชประโยชนจากยนีขาว (Rice Gene Discovery Unit; RGDU) 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม และขาวพันธุพื้นเมือง จาก

มหาวิทยาลัยแมโจ จ.เชียงใหม  

พันธุขาวที่ใชในการศึกษาในเบือ้งตนครั้งนีจ้ํานวน 35 พันธุ ไดแก ขาวพันธุพื้นเมือง 

จํานวน 4 พันธุ ขาวตางประเทศ จํานวน 6 พันธุ ขาวปลกู จํานวน 12 พันธุ และขาวที่มยีีนตานทาน

เดี่ยว (Near-isogenic lines, NILs)  จํานวน 10 สายพันธุที่มียีนตานทานตางๆ กัน 10  ยีน คือ Pi2  

Pi1+Pi33 Pi1 Pi-4a  Pi-4a(PKT) Pi3  Pi-4a(TTP )  เเละ Pi-4b ซึ่งในแตละชุดมีขาวพนัธุทดสอบ 

คือ ขาวหอมนลิ (BT) เปนพันธุตานทานตอโรคไหมและขาวหอมดอกมะลิ105 (KDML105) และ

ขาวเหนียว กข6 เปนขาวพันธุออนแอตอโรคไหมเปนขาวทุกชุดการทดสอบ รายละเอียดดังตอไปนี้ 

ขาวชุด A จํานวน 25 พันธุดังนี ้
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ตารางที่ 1 เชือ้ราสาเหตุของโรคไหม (P. grisea) 

ลําดับ ขอมูลจากโครงการ Genetic analysis of plant-pathogen interactions between rice 

(Oryza sativa) and rice blast pathogen (Magnaporthe grisea) 

ชื่อ 

เชื้อสาเหตุ 

กลุมตาม 

AFLP 

แหลงที่แยกเชื้อ 

จังหวัด ภาค พืชอาศัย สวนของพืช 

1 THL374 3.1 นครราชสีมา อีสาน ขาว กาบใบ 

2 THL191 3.1 พิษณุโลก เหนือ ขาว ใบ 

3 THL196 3.1 นครปฐม กลาง ขาว รวง 

4 THL119 3.1 เชียงราย เหนือ ขาว ใบ 

5 THL734 3.2 แมฮองสอน เหนือ ขาว คอรวง 

   6 THL795 3.2 เชียงใหม เหนือ ขาว คอรวง 

7 THL794 3.2 เชียงใหม เหนือ ขาว คอรวง 

8 THL934 3.3 หนองคาย อีสาน ขาว ใบ 

9 THL1118 3.3 อุบลราชธาน ี อีสาน ขาว คอรวง 

10 THL1119 6 หนองคาย 
อีสาน 

ขาว คอรวง 

11 THL84 7 พิษณุโลก เหนือ ขาว ใบ 

  12 THL557 7 ตาก เหนือ ขาว คอรวง 

  13 THL1003 7 กรุงเทพฯ กลาง ขาว คอรวง 

  14 THL949 7 สุพรรณบุร ี กลาง ขาว คอรวง 

  15 THL244 8 ปทมุธาน ี กลาง ขาว ใบ 

  16 THL54 10 แพร เหนือ ขาว ใบ 

  17 TH-16 Ungroup ขอนแกน อีสาน บารเลย เมล็ด 

  18 B1-2 - อุบลราชธาน ี อีสาน ขาว ใบ 

  19 THL16 - อุบลราชธาน ี อีสาน ขาว ใบ 
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ตารางที่ 2 แหลงพันธุขาวทดสอบ (ชุด A) ที่ใชในการทดสอบ ประกอบดวยชือ่พนัธุ (รหสัพันธุ)   

                 ประเภทของขาวและ แหลงเมล็ด 

ลําดับ รหัส ชื่อพนัธุ (รหัสพนัธุ) ประเภท แหลงเมล็ด 

1 Check1 เจาหอมนิล (BT) ขาวปลูก RGDU, ม.เกษตรฯ กําแพงแสน 

2 Check2 KDML105 ขาวปลูก RGDU, ม.เกษตรฯ กําแพงแสน 

3 Check3 กข.6(RD6) ขาวปลูก RGDU, ม.เกษตรฯ กําแพงแสน 

4 MJ1 น้ําร ู ขาวพ้ืนเมอืง ม.แมโจ, เชียงใหม 

5 MJ2 เจาฮอ ขาวพ้ืนเมอืง ม.แมโจ, เชียงใหม 

6 
MJ3 หนองเขียว ขาวพ้ืนเมอืง ม.แมโจ, เชียงใหม 

7 MJ4 เเพร1 ขาวพ้ืนเมอืง ม.แมโจ, เชียงใหม 

8 MJ5 พิษณุโลก ขาวปลูก ม.แมโจ, เชียงใหม 

9 MJ6 หอมคลองหลวง ขาวปลูก ม.แมโจ ,เชียงใหม 

10 MJ7 ปทมุธาน ี ขาวปลูก ม.แมโจ ,เชียงใหม 

11 MJ8 สุพรรณบุร ี ขาวปลูก ม.แมโจ ,เชียงใหม 

12 MJ9 ชัยนาท ขาวปลูก ม.แมโจ ,เชียงใหม 

13 MJ10 หอมนิล ขาวปลูก ม.แมโจ ,เชียงใหม 

14 MJ11 ไทชุง65 ขาวตางประเทศ ม.แมโจ ,เชียงใหม 

15 C1 กข1 ขาวปลูก กรมการขาว 

16 C2 ทาดอกคํา 1 ขาวตางประเทศ ประเทศลาว 

17 C3 ชัยนาท1 ขาวปลูก กรมการขาว 

18 C4 สุพรรณบุร ี1 ขาวปลูก กรมการขาว 

19 C5 ปนเกษตร ขาวปลูก RGDU, ม.เกษตรฯ กําแพงแสน 

20 C6 พิษณุโลก 60 ขาวปลูก กรมการขาว 

21 C7 สุพรรณบุร ี3 ขาวปลูก กรมการขาว 

22 C8 IR62266 ขาวตางประเทศ IRRI, ฟลิปปนส 

23 C9 Azucena ขาวตางประเทศ IRRI, ฟลิปปนส 

24 C10 CT9993 ขาวตางประเทศ IRRI, ฟลิปปนส 

25 C11 IR64 ขาวตางประเทศ IRRI, ฟลิปปนส 
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   หมายเหตุ : IRRI; International Rice Research Institute, Philippine 

                  RGDU; Rice Gene Discovery Unit คือ หนวยปฏบิตัิการคนหาและใชประโยชนจากยีนขาว         

                  มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม ประเทศไทย 

ขาวชุด B ขาว NILs (Near-isogenic lines) 

ขาวชุด B เปนขาวที่มยีีนตานทานเดี่ยว (Near-isogenic lines) ที่ประกอบดวยสายพันธุ

ขาวจํานวน 9 พันธุ ดังนี ้

ตารางที่ 3 แหลงพนัธุขาว NILs (ชุด B) ที่ใชในการทดสอบ ประกอบดวยชื่อพันธุ (รหสัพันธุ) ยีน 

                 ตานทาน จากแหลงเมล็ดและประเทศ 

สายพันธุขาว ยีนตานทาน 

C101A5 Piz-5,Pi-2 

C101LAC Pi-1 

C104LAC Pi 1(t)LAC 

C101PKT Pi4a(t) 

C102PKT Pi4a(t)PKT 

C104PKT Pi 3 

C101TTP Pi4a(t)TTP 

C103TTP Pi 1(t)TTP 

C105TTP-4-L23 Pi 4b(t) 

CO-39 - 

 

3. การเตรยีมเชือ้ (inoculum) 

เลี้ยงเชือ้ P. grisea ที่เกบ็อยูในกระดาษกรองบนอาหาร RFA (Rice Flour Agar) ในจาน

เลี้ยงเชือ้ขนาดเสนผาศนูยกลาง 9 เซนติเมตร ทีอุ่ณหภูม ิ 25 องศาเซลเซียส โดยใหแสงฟลอูอเรส

เซนตเปนเวลา 7-9 วัน จากนั้นเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางสปอรโดยการถผูิวหนาอาหาร (scraping) 
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ดวยแทงแกวเบา ๆ ใหเสนใยของเชือ้ราขาด แลวยายไปเก็บไวตูบมในสภาพใหแสง Blue black 

light  โดยใหแสง 12 ชั่วโมงสลับกบัการไมใหแสง 12 ชั่วโมง เปนเวลาประมาณ 48 ชั่วโมง   ใชน้ํา

กลัน่ฆาเชือ้ปรับความเขมขนสปอรใหได 10 x 104 สปอร/มิลลลิิตร นับโดย haemacytometer 

ภายใตกลองจลุทรรศน จากนัน้ผสมเจลาติน 0.5 % แลวนาํมาทดสอบตอไป 

4. การเตรยีมพืชทดสอบ 

 นําเมล็ดขาวมาเพาะในถาดหลุมสีดําที่มีดินนา ผสมกบัปุยรองพืน้ 16-20-0 ใสปริมาณ 1 

กรัมตอ 1 ตารางเมตร โดยเพาะ 1 สายพนัธุตอหลุม หลุมละ 5 เมลด็ ใสปุยยเูรีย 2 ครั้ง ครั้งละ  1 

กรัมตอ 1 ตารางเมตร เมือ่ตนขาวอายุ 2 สัปดาห  และ 1 วันกอนการปลกูเชื้อ รดน้ําทุกวนั เมือ่ตน

กลาอายุประมาณ 21 วัน จึงนํามาทดสอบตอไป 

5. วิธีการทดสอบโรคโดย Spraying method 

นําตนขาวทีอ่ายุ 21 วันมาทดสอบกบัเชือ้จํานวน 19 เชือ้สายพนัธุในหองสําหรับปลูกเชือ้

โดยใชเครือ่งปมลม (Air brush pressure) ฉีดพนใหทั่วทัง้ตน เก็บไวทีอุ่ณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส 

ในสภาพความชืน้สูง(moist chamber) เปนเวลา 16-18 ชั่วโมงหรอืขามคืน (Veillet และคณะ, 

1996) จากนั้นยายมาเก็บรกัษาในโรงเรอืนทีส่ามารถควบคุมความชื้นได เพื่อใหเปนสภาพที่เหมาะ

ตอการเกิดโรค รดน้ําทุกวัน (แสดงในภาพที่ 1) และทําการประเมนิระดับความรุนแรงของโรค

หลงัจากปลูกเชือ้ 7 วัน บันทึกผลโดยใช scale 7 ระดับตั้งแต 0-6 (Roumen และคณะ, 1997) โดย

ระดับ 0-2 เปนปฏกิิริยาทีข่าวตานทานตอเชือ้ (Resistant) ระดับ 3-4 ตานทานปานกลาง 

(Moderate) และระดับ 5-6 ออนแอ (Susceptible) ดังแสดงในรูปภาพที่ 2 แลวใชโปรแกรม

วิเคราะหขอมลู NTSYS-pc version 2.01 ทําการจัดกลุมเชือ้ (cluster) โดยทํา Phonogram แลว

เปรียบเทยีบเพื่อหาความสัมพันธของลกัษณะความรุนแรงในการเกิดโรคตอไป  
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6. การคํานวนคาความตานทานของพันธุขาวตอเชื้อโรคไหมแบบ Broad spectrum resistance 

index (BSR) 

 คาความตานทานของพันธุขาวตอเชือ้โรคไหม เปนคาที่แสดงถึงความสามารถของพนัธุ

ขาวแตละสายพันธุทีใ่ชในการทดสอบวาสามารถตานทานตอการเขาทําลายของเชือ้ที่นํามา

ทดสอบไดมากนอยเทาไรโดยคํานวณจาก  

สูตร   Broad spectrum resistance index, BSR (%)  

=  No. of blast isolates affected to rice, showed resistance reaction X100 

    No. of total blast isolates 
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ภาพที ่1 ขั้นตอนการทดสอบโรคไหมโดย Spraying method 

 

Stock culture เช้ือในรปู filter paper เก็บ -20 OC  ตนกลาอายุ 21 วันที่เพาะในโรงเรือน 

เหนี่ยวนําใหเกิดการสรางสปอร 

เลี้ยงเช้ือราบนอาหาร RFA ที ่25 OC นาน 7 วัน ฉีดพน inoculums10x10 4 สปอร/ml+0.5%gelatin 

หองควบคมุอุณหภูมิ 20 OC  และความช้ืนสูง 1 คืน     ยายไปโรงเรือนทีใ่ชในการทดสอบ 

ทําการประเมินโรคหลังจากการปลูกเชื้อ 7 วัน 
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ภาพที่ 2  การประเมินระดบัความรุนแรงของการเกิดโรคใบไหม 7 ระดับ ตั้งแตระดับ 0-6  

โดยที่ระดับความรนุแรงในการเกิดโรคไหม แตละระดับแสดงลกัษณะดังตอไปนี ้

ระดับ 0  ไมมีแผลปรากฏ 

ระดับ 1  แผลจดุกลมสนี้ําตาลเล็ก ๆ ขนาดเสนผานศูนยกลางนอยกวา 0.5 มิลลเิมตร ไมม ี

การสราง  conidia 

ระดับ 2 แผลกลมหรือเรียวยาวเล็กนอยขนาดเสนผานศนูยกลางนอยกวา 0.5-1 มิลลเิมตร 

 แผลไมมีการสราง  conidia 

ระดับ 3  แผลจดุเลก็ ๆ ขนาดประมาณ 1-3 มิลลเิมตร และมีจุดสเีทาตรงกลางแผล 
ระดับ 4  แผลจดุเลก็ ๆ ขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตรหรอืยาวกวา แผลเปนสเีทาและม ี

ขอบแผลสีน้ําตาล 

ระดับ 5  แผลสีเทาเกาะกันเปนกลุม มขีอบแผลสีน้ําตาล เปนอาการที่แสดงถึงความ 

ออนแอตอโรค 

ระดับ 6  แผลลุกลามยาวติดตอกันเปนสีเทา ไมมีขอบแผลทีแ่นนอน เปนอาการทีแ่สดงถึง 

ความออนแอตอโรค 



17 

 

 

สวนท่ี 2 การพัฒนาเครือ่งหมายดเีอ็นเอสําหรับความตานทานโรคไหมในขาวไทย 

1. ตัวอยางขาว 

 ในการศกึษานี้ ใชขาวจํานวน 29 พันธุ ดังนี้ ขาวดอกมะลิ 105, ขาวหอมแดง, กข 1, กข 6, 

กข 33, กข 39, แพร 1, กข 29 (ชัยนาท 80), ขาวเจาหอมคลองหลวง 1, ปทุมธาน ี1, สุพรรณบุรี 

60, ขาวเจาหอมพิษณุโลก 1, สันปาตอง 1, เจกเชยเสาไห (เจกเชย 1), เลบ็นกปตตานี, เหลืองประ

ทิว 123, ปราจีนบุรี 2, นางมล เอส-4, พลายงามปราจีนบุรี, ขาวตาแหง 17, สังขหยดพัทลุง, 65 

วัน, อีแล็ป (แมแลบหนกั), หางยี 71, น้ํารู, เจาฮอ, บาสมาติ, ไทชุง 65 และนิปปอนบาเล และ

ลูกผสมชั่วแรก (F1) ระหวาง กข 6 กับน้ําร ู

2. ไพรเมอร (primer) 

 ในการทดลองนี้ใชไพรเมอร 3 คู ที่ออกแบบจากยีน Pi-kh ยีน Pi-ta และ Pi-37 ตามลําดบั 

ซึ่งมลีําดับเบส ไดแก 

  คูท่ี 1 Pi-kh R (5’- ATG GTT CTT TAA AAT TGG GGC -3’) 

          Pi-kh F (5’- ATG GCA AAA CTT DAA GAG AAA G -3’) 

  คูท่ี 2 Pi-ta R (5’- GGT TTC AAA CAA TCA TCA AGT CAG GTT -3’) 

          Pi-ta F (5’- AGG CAT AAT CTC GAT CAC TAG CTC TGA TC -3’) 

  คูท่ี 3 Pi-37 R (5’- TCT AGT CGA CGT TTC CCA ATC TGG CAC AGC -3’)  

          Pi-37 F (5’- GTA CGT CGA CCC TAC CGA GTC CAG CAA AAT -3’) 
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3. วิธีสกัดดีเอน็เอจากใบขาว 

 ในการสกดั Genomic DNA จากใบขาว ใชชุด GenEluteTM Plant Genomic DNA 

Miniprep Kit (SIGMA®) โดยตัดใบออนของขาวตัวอยางประมาณ 100 มิลลกิรัม ใสลงในหลอด

ทดลอง นําไปแชไนโตรเจนเหลว แลวบดใบขาวดวยลูกปนใหเปนผงละเอียด นําลกูปนออก จากนัน้ 

นําผงใบขาวมาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของชุดสกัด วิเคราะหคุณภาพของดีเอน็เอทีส่กัดไดดวย 

1% agarose gel electrophoresis ดีเอ็นเอทีส่กัดไดจะเกบ็ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 

4. การเพิ่มจํานวนยีนดวยเทคนิค PCR  

 การทํา PCR จะใช Go Taq® Green Master Mix (Promega) ดีเอ็นเอตัวอยางทีส่กดัได 

และไพรเมอรทัง้ 3 คู ดวยเครือ่ง PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) โดยใช

สภาวะทีอุ่ณหภูมิ 95 °ซ 5 นาที จากนั้นเขาสู 95 °ซ 45 วินาท ี54 °ซ 45 วินาท ีและ 72 °ซ 90 

วินาที เปนจํานวน 35 รอบ สุดทายอุณหภูมิ 72 °ซ 7 นาที วิเคราะหผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR 

ดวย 1% agarose gel electrophoresis จากนั้นเก็บผลผลิต PCR ที่ -20 °ซ   

5. การโคลนยนี Pi-kh  

สําหรับชิ้นยีน Pi-kh ที่ไดจากการทํา PCR จะทําใหบรสิุทธ์ิดวย PureLinkTM Quick Gel 

Extraction Kit (Invitrogen) แลวเชือ่มชิน้ยนี Pi-kh ทีแ่ยกบรสิุทธ์ิได กับดีเอ็นเอพาหะ pGEM®-T 

Easy โดยชุด pGEM®-T Easy Vectors System I (Promoga) ตามวิธีการของชุดการเชือ่ม ถายดี

เอน็เอที่ไดจากการเชือ่มเขาสูเซลล Escherichia coli (E. coli)  DH5α ดวยชุด TransformAidTM 

Bacterial Transformation Kit (Fermentas) เพาะเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการถายดเีอน็เอบนอาหาร LB 

ที่มียาปฏิชีวนะแอมพซิลิิน, x-gal และ IPTG บมที่ 37 °ซ ขามคนื จากนั้น คัดเลือกเฉพาะโคโลนสีี

ขาว ทีเ่ปนโคโลนีที่มีดเีอ็นเอสายผสม สกัดดีเอ็นเอสายผสมดวยวิธกีาร CTAB Mini Plasmid 

Preparation และละลายดเีอน็เอทีส่กัดไดดวย 5 mM Tris-HCl pH 8.5 ปริมาตร 20 - 30 

ไมโครลิตร (µl) เก็บดเีอน็เอสายผสมทีส่กัดไดที่ -20 °ซ 
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6. การหาลําดับเบส และการวิเคราะห 

ดีเอน็เอสายผสมของยีน Pi-kh จะสงไปหาลําดับเบสทีบ่ริษัท 1st Base Sequencing 

(Malaysia) และผลการหาลําดับเบสจะนําไปเปรยีบเทียบกับยีน Pi-kh อื่นๆ ดวยโปรแกรม 

ClustalX 

7. การทดสอบไพรเมอรเพือ่ใชเปนดเีอน็เอเครื่องหมาย 

นําดีเอ็นเอของลกูผสมชั่วแรก (F1) ระหวางขาว กข 6 กับ น้ํารู (Pi-khกข 6/Pi-khน้ํารู) มาเพิ่ม

จํานวนดวยเทคนิค PCR แลววิเคราะหดวย 1% agarose gel electrophoresis เพื่อตรวจสอบวา

จะไดดีเอ็นเอ 2 ขนาดตามที่คาดหมายหรอืไม 
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ผลการทดลองและวจิารณ 
 

สวนท่ี 1 การศึกษาความตานทานโรคไหมของขาวพื้นเมอืงจากภาคเหนือในประเทศไทย 

ผลจากการทดสอบความสามารถทําใหเกิดโรคในสายพันธุขาวจํานวน 35 พันธุกับเชือ้

จํานวน 19 ไอโซเลต พบวา ขาวแตละพนัธุมีการตอบสนองตอการเขาทําลายของเชือ้ราที่มีระดบั

ความรุนแรงแตกตางกนัและเหมอืนกนัโดยแสดงปฏกิิริยาสัมพนัธระหวางพนัธุขาวกับเชือ้สาเหตุ

โรคใหคาความตานทานของพันธุขาวตอเชือ้โรคไหมแบบ Broad spectrum resistance index 

(BSR) ความตานทานของพันธุขาวตอเชือ้ราสาเหตุโรคไหมแบบ BSR พบวามีขาวจํานวน 5  พันธุ

ที่ใหคาความตานทาน 100% ไดแก พันธุ  C104LAC ที่มียีนตานทาน Pi-1  และขาวพ้ืนเมือง 4 

พันธุไดแกขาวน้ํารู ขาวเจาฮอ ขาวหนองเขยีว และ ขาวทาดอกคํา1 พันธุเหลานี้จดัเปนพันธุ

ตานทาน และมขีาว 13 พันธุที่มคีวามตานทานแบบ Broad spectrum resistance สูง ซึ่งใหคา

เปอรเซ็นต BSR มากกวา 80.0%  สวนพันธุขาวทีใ่หคาความตานทานต่ํา ไดแก พนัธุ KDML105  

ขาวเหนียวพนัธุ กข6  ขาวปนเกษตร ขาวหอมคลองหลวง และ CO39 ใหคา คาเปอรเซ็นต BSR 

คือ 42.1  47.4  47.4  47.4   และ 52.6%  ตามลําดบั ซึง่พันธุเหลานีจ้ัดเปนพนัธุออนแอโดยพันธุ 

KDML105 ใหคา BSR ที่ต่ําสุด ซึง่ถอืวาเปนพันธุขาวทีอ่อนแอตอการเกิดเชือ้ราโรคไหมที่ทําการ

ทดสอบ (แสดงคาในตารางที่ 4) 

เมื่อนําขอมลูมาจัดกลุมสายพันธุขาว สามารถแบงกลุมพนัธุขาวได 6 กลุม ที่ระดับความ

เหมอืน ที่ 50 เปอรเซน็ต (ภาพที่ 3)   โดยสายพนัธุขาวพืน้เมอืงสวนใหญจะแบงกลุมตาม

ความสามารถตานทานโรค กลุม 1 2 เเละ 6 เปนกลุมขาวที่ใหความตานทานสูง และ กลุม 5 ให

ความตานทานระดบัปานกลาง กลุมที่ 3 และ 4 เปนกลุมที่ ขาวที่มีความออนแอโรคไหม โดยเปน

กลุมเดยีวกันกบัพันธุขาว Susceptible check คือ ขาวหอมมะลิ105 ขาวเหนียวพนัธุ กข 6  เเละ 

ขาว CO39   

กลุม 1 เปนกลุมที่ใหญที่สดุมีจํานวน 11 พันธุ และสามารถแยกไดเปน 3 กลุมยอยที่ระดับ

ความเหมอืน 60% ขาวกลุม 1 มีความตานทานโรคไหมอยางสูงเเละเปนกลุมเดยีวกันกับขาว 

Resistance check สวนขาวพื้นเมืองพันธุน้ํารูและหนองเขยีวเปนกลุมเดียวกันกับขาว NILs ที่มี
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ยีนตานทาน  Pi2 เเละ  Pi-5z  กลุม 2 ขาวพืน้เมืองพนัธุแพร 1 เปนกลุมเดียวกนักับขาว NILs ที่มี

ยีนตานทาน  Pi4b และ ขาวพันธุปรับปรุงจาก IRRI ที่กระจายตัวอยูในทกุกลุม 2 ซึ่งอาจเปนไปได

วาขาวพื้นเมืองเหลานั้นมยีีนตานทานกลุมเดยีวกันกับยนีเหลานี้ซึ่งมยีีนตานทานเพียงยีนเดียวหรือ

อาจมยีีนตานทานมากกวาหนึ่งยีนหรืออาจเปนยีนตานทานชนดิอืน่ๆ  ดังนั้นในการทดลองขั้น

ตอไปจงึควรเพิ่มปริมาณสายพนัธุขาว NILs หรือพนัธุขาวที่มียีนตานทานอื่นๆ เพือ่ใหครอบคลุม

และเพิ่มโอกาสที่จะคนพบยีนตานทานใหม ๆ จากขาวพื้นเมือง เพือ่นํามาใชในอนาคต  

ตารางที่ 4 แสดงคาความตานทานแบบ Broad spectrum resistance index (%BSR) ของขาว 

    จํานวน 35 สายพันธุตอเชื้อราโรคไหม 19 ไอโซเลท 

ลําดับ พันธุ %BSR ลําดับ พันธุ %BSR 

1 BT 89.5 19 หอมคลองหลวง 47.4 

2 KDML105 42.1 20 ปทุมธาน ี 73.7 

3 C101A51 89.5 21 สุพรรณบุร ี 73.7 

4 C101LAC 94.7 22 ชัยนาท 73.7 

5 C104LAC 100.0 23 หอมนลิ 89.5 

6 C102PKT 57.9 24 ไทชุง65 78.9 

7 C101PKT 63.2 25 กข1 94.7 

8 C104PKT 68.4 26 ทาดอกคํา1 100.0 

9 C101TTP 73.7 27 ชัยนาท1 94.7 

10 C104TTP 94.7 28 สุพรรณบุร1ี 84.2 

11 C105TTP 89.5 29 ปนเกษตร 47.4 

12 C039 52.6 30 พิษณุโลก60 89.5 

13 RD6 47.4 31 สุพรรณบุร3ี 94.4 

14 น้ําร ู 100.0 32 IR62266 78.9 

15 เจาฮอ 100.0 33 Azucena 78.9 

16 หนองเขยีว 100.0 34 CT9993 94.7 

17 เเพร 1 73.7 35 IR64 78.9 

18 พิษณุโลก 84.2       
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ภาพที่ 3 Dendrogram แสดงการจัดกลุมความสัมพันธของพันธุขาวจํานวน 35 พันธุทีท่ดสอบ 

 ความสามารถในการเกิดโรคไหม ดวยวิธี UPGMA โดยใช Canberra’s coefficient  

             สามารถจัดกลุมพันธุขาวได 6  กลุม ที่ระดับความเหมอืนกัน 50% 
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สวนท่ี 2 การพัฒนาเครือ่งหมายดีเอน็เอสําหรับความตานทานโรคไหมในขาวไทย 

1. การคนหายีน Pi-37 ยีน Pi-ta ดวยเทคนิค PCR 

 การคนหายนี Pi ดวยไพรเมอรทีอ่อกแบบจากยีน Pi-37 และยนี Pi-ta จากขาวทั้งหมด 14 

พันธุ ดวยการทํา PCR เมือ่ปฏิกิริยาเสร็จสิน้แลว นาํดีเอน็เอตัวอยางที่ไดจากการทํา PCR 

วิเคราะหดวยการทํา agarose gel electrophoresis ไพรเมอร Pi-ta และ Pi-37 ไมมีผลผลิตจาก

การทํา PCR จากขาวทุกสายพันธุ (ดงัภาพที่ 4 และ 5)  ซึ่งอาจจะเปนดวยไพรเมอรนั้นออกแบบ

จากขอมลูจากขาวจาโปนิกาไมเหมาะกับการเพิ่มจํานวนจากขาวไทยที่เปนขาวอนิดิกา 

 

ภาพที่ 4 ผลการทํา 2% agarose gel electrophoresis ของผลผลิต     PCR จากไพรเมอร Pi-ta 

ดวยกระแสไฟฟา 100 โวล เปนเวลา 50 นาท ี เปนไพรเมอรโดยที่ M คือดเีอน็เอ

มาตรฐาน 100 bp ladder : เลนที ่1- 14 คือผลผลิต PCR จากขาวพันธุคลองหลวง 1, 

ขาวพันธุปทุมธาน ี1, ขาวพนัธุน้ําร,ู ขาวพันธุสุพรรณบุร ี60, ขาวพนัธุหอมนลิ, ขาวพันธุ

เจาฮอ, ขาวพันธุกข 6, ขาวพันธุแพร 1, ขาวพันธุหางยี 71, ขาวพันธุชัยนาท 80, ขาว

พันธุพิษณุโลก 1, ขาวพันธุหนองเขียว, ขาวพันธุไทชุง, ขาวพันธุสันปาตอง 1 ตามลําดับ 

เลนที ่15 คือผลผลติ PCR จากชดุควบคุมที่ไมมีดีเอ็นเอแมพิมพ 
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ภาพที่ 5 ผลการทํา 2% agarose gel electrophoresis ของผลผลิต     PCR จากไพรเมอร Pi-37 

ดวยกระแสไฟฟา 100 โวล เปนเวลา 50 นาที โดยที่ M คือดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp 

ladder : เลนที ่1-14 คือ ผลผลติ PCR จากขาวพันธุคลองหลวง 1, ขาวพันธุปทุมธาน ี

1, ขาวพันธุน้ํารู, ขาวพันธุสุพรรณบุรี 60, ขาวพันธุหอมนลิ, ขาวพันธุเจาฮอ, ขาว

พันธุกข 6, ขาวพันธุแพร 1, ขาวพนัธุหางยี 71, ขาวพันธุชยันาท 80, ขาวพันธุพษิณุโลก 

1, ขาวพันธุหนองเขียว, ขาวพันธุไทชงุ, ขาวพันธุสนัปาตอง 1 ตามลําดบั  เลนที ่15 คือ

ผลผลิต PCR จากชุดควบคุมที่ไมมีดีเอน็เอแมพิมพ 

2. การคนหายีน Pi-kh ดวยเทคนิค PCR 

การเพิ่มปริมาณยีน Pi-kh ดวยเทคนิค PCR เมื่อวเิคราะหผลดวย 1% agarose gel 

electrophoresis (ภาพที่ 6) พบ ยีน Pi-kh มี 3 ขนาด คอื 900, 950 และ 1,100 คูเบส  โดยที่ยีน 

Pi-kh ขนาด 1,100 คูเบส ไดจากขาว 15 พันธุ ไดแก ขาวดอกมะลิ 105, ขาวหอมแดง, กข 1,  กข 

6, กข 39, เจกเชย 1, เล็บนกปตตานี, เหลืองประทิว 123, นางมล เอส-4, พลายงามปราจนีบุรี, 

ขาวตาแหง 17, สังขหยดพทัลุง, ขาวหอมคลองหลวง 1, สุพรรณบุร ี 60  และหางยี 71 ยีน Pi-kh 

ขนาด 950 คูเบส ไดจากขาว 11 พันธุ ไดแก กข 33, ปราจีนบุรี 2,  แมแลบหนกั, 65 วัน,  ปทุมธานี 

1, แพร 1, กข 29, ขาวเจาหอมพิษณุโลก 1, สันปาตอง 1, ไทชุง 65 และนปิปอนบาเล และยีน Pi-

kh ขนาด 900 คูเบส ไดจากขาว 3 พันธุ คอื น้ํารู, เจาฮอ และบาสมาติ  
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ภาพที่ 6 ผลการทํา 1% agarose gel electrophoresis ของยนี Pi-kh จากขาวจํานวน 29 พันธุ 

โดยที่เลน M1, M2 and M3 คือ GeneRuler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas), 

GeneRuler™ 1 kb DNA ladder (Fermentas) และ GeneRuler™ 100 bp Plus 

DNA ladder (Fermentas) ตามลําดับ และเลน 1-29 เปนผลผลิตของยนี Pi-kh จากขาว

พันธุ นิปปอนบาเล, กข 39, 65 วัน, นางมล เอส-4, กข 33, สังขหยดพัทลุง, ขาวตาแหง 

17, ปราจีนบุรี 2, กข 1, เลบ็นกปตตานี, เจกเชย 1, เหลอืงประทิว 123, ขาวดอกมะลิ 

105, ขาวหอมแดง, บาสมาติ, แมแลบหนัก, พลายงามปราจีนบุร,ี ขาวหอมคลองหลวง 

1, ปทุมธานี 1, น้ํารู, สุพรรณบุร ี60, เจาฮอ, กข 6, แพร 1, หางย ี71, กข 29, ขาวเจา

หอมพษิณุโลก 1, ไทชุง 65 และสนัปาตอง 1 ตามลําดับ 

3. การหาลําดับเบสและผลการวิเคราะหยนี Pi-kh  

เลือกยีน Pi-kh จากขาวพันธุหางหยี 71 กข 6 (ขนาด 1100 คูเบส) แพร 1 ไทชุง 65 (ขนาด 

950 คูเบส) โดยนําผลผลิตจากการทํา PCR มาทําบริสทุธิ์แลวสงไปหาลําดบัเบส ผลการหาลําดับ

ของยนี Pi-kh พบวายีน Pi-kh  จากขาวพนัธุหางหยี 71 และ กข 6 มีลําดับเบสแทรกจํานวน 162 คู

เบส ดังแสดงในภาพที่ 7 
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                      *        20         *        40         *        60         *           

Hangyee_Pi : ATGCTGGAAATGCCAGTAGAATAGATCATGAAGTACTTGAAACCCTCCAACCTAACCAGTGCCTGAAAACTTTG :  74 

RD6_Pikh-F : ATGCTGGAAATGCCAGTAGAATAGATCATGAAGTACTTGAAACCCTCCAACCTAACCAGTGCCTGAAAACTTTG :  74 

Phare1_Pik : ATGCTGGAAATGCCAGTAGAATAGATCATGAAGTACTTGAAACCCTCCAACCTAACCAGTGCCTGAAAACTTTG :  74 

Thaichung_ : ATGCTGGAAATGCCAGTAGAATAGATCATGAAGTACTTGAAACCCTCCAACCTAACCAGTGCCTGAAAACTTTG :  74 

 

                                                                                              

                 80         *       100         *       120         *       140               

Hangyee_Pi : GAGATTGTTGCGTATGAAGGACATGCATTTCCATCTTGGATAACAAGCACTGAGCCATATCTCACATCTCTGGT : 148 

RD6_Pikh-F : GAGATTGTTGCGTATGAAGGACATGCATTTCCATCTTGGATAACAAGCACTGAGCCATATCTCACATCTCTGGT : 148 

Phare1_Pik : GAGATTGTTGCGTATGAAGGACATGCATTTCCATCTTGGATAACAAGCACTGAGCCATATCTCACATCTCTGGT : 148 

Thaichung_ : GAGATTGTTGCGTATGAAGGACATGCATTTCCATCTTGGATAACAAGCACTGAGCCATATCTCACATCTCTGGT : 148 

                    

                                                                                              

              *       160         *       180         *       200         *       220         

Hangyee_Pi : TGAGATAAGGTTGGTTAATCTGAGATCATGTGAAAAGAGAAGTGCTATACGTACGACCGAGGTGTACTACTAGC : 222 

RD6_Pikh-F : TGAGATAAGGTTGGTTAATCTGAGATCATGTGAAAAGAGAAGTGCTATACGTACGACCGATGTGTACTACTAGC : 222 

Phare1_Pik : TGAGATAAGGTTGGTTAATCTGAGATCATGTGAAAA-------------------------------------- : 184 

Thaichung_ : TGAGATAAGGTTGGTTAATCTGAGATCATGTGAAAA-------------------------------------- : 184 

 

                                                                                              

                    *       240         *       260         *       280         *             

Hangyee_Pi : GTACGTCTCAAGACTAATCACATTGCTCAGCTTACTTCTATGTGGGTCCAGATTTTTCATAGCTAGTCATGGTC : 296 

RD6_Pikh-F : GTACGTCTCAAGACTAATCACATTGCTCAGCTTACTTCTATGTGGGTCCAGATTTTTCATAGCTAGTCATGGTC : 296 

Phare1_Pik : -------------------------------------------------------------------------- :   - 

Thaichung_ : -------------------------------------------------------------------------- :   - 

 

 

              300         *       320         *       340         *       360         *       

Hangyee_Pi : GTACAAGAGTCGGATGTACAAGTCGTATGCATAGTCATTCTGATGTGAAAATGCTTTACCTCCACTTGGGCTAC : 370 

RD6_Pikh-F : GTACAAGAGTCGGATGTACAAGTCGTATGCATAGTCATTCTGATGTGAAAATGTTTTACCTCCACTTGGGTTAC : 370 

Phare1_Pik : ---------------------------------------------------TGCTTTACCTCCACTTGGGCTAC : 207 

Thaichung_ : ---------------------------------------------------TGCTTTACCTCCACTTGGGCTAC : 207 

              

 

    380         *       400          

Hangyee_Pi : TGCCATGTCTGAAGATTGTGGAGATAAGCGAGTTTTTTTTTTTTT  

RD6_Pikh-F : TGCCATGTCTGAAGATTGTGGAGATAAGTGAGTTTTTTTTTTTTT 

Phare1_Pik : TGCCATGTCTGAAGATTGTGGAGATAAGCCGAGTTTTTTTTTTTT  

Thaichung_ : TGCCATGTCTGAAGATTGTGGAGATAAGCCGAGTTTTTTTTTTTT 

 

ภาพที่ 7 การเปรยีบเทียบลําดับเบสทีอ่านไดจากไพรเมอร Pi-kh(F) บริเวณทีแ่รเงาสีน้ําตาลเปน   

              บริเวณที่มีลําดับเบสเหมอืนกนัจากขาว 4 สายพันธุ 

จากนัน้เลอืกยีน Pi-kh จากขาว 7 พันธุ คือ น้ํารู, ขาวหอมคลองหลวง 1, สุพรรณบุร ี60, แม

แลบหนัก, กข 33, บาสมาติ และนิปปอนบาเล ไปทําใหบริสุทธิจ์ากเจลและโคลนเขาดีเอ็นเอพาหะ 

pGEM®-T Easy แลว ถายเขาสู E. coli DH5α คัดเลือกดีเอน็เอสายผสม แลวสงไปหาลําดับเบส 

พบวา ยีน Pi-kh ของขาวพันธุแมแลบหนกั, กข 33, นิปปอนบาเล, น้ํารู และบาสมาติ มขีนาด 942, 

943, 940, 904 และ 904 คูเบส ตามลําดับ สวนยีน Pi-kh  จากขาวหอมคลองหลวง 1 และ

สุพรรณบุรี 60 มีขนาด 1,103 และ 1,104 คูเบส ตามลําดบั  เมื่อเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน Pi-
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kh  จากขาวทั้ง 7 พนัธุกับ ยีนจากฐานขอมลู คอื ยีน Pi-kh  จากขาว Tetep (AY914077) และยีน 

Pi-kh  จากขาว Peiai (EF532592) (ภาพที่ 8) พบวา ยีน Pi-kh  ของขาวน้ํารู และบาสมาติ มลีําดับ

เหมอืนกับยนี Pi-kh  จากขาว Tetep สวนยีน Pi-kh  จากขาวแมแลบหนัก, กข 33, นิปปอนบาเล มี

ลําดับเบสเหมอืนกับยนี Pi-kh  จากขาว Peiai (EF532592) ที่มลีําดับเบสแทรกขนาด 37 คูเบส    

เมื่อเทยีบกบัยีน Pi-kh  จากขาว Tetep (AY914077) สวนยีน Pi-kh  จากขาวหอมคลองหลวง 1 

และสุพรรณบุรี 60 มลีําดับเบสแทรก 2 บริเวณ คอื ลําดบัเบสแทรกขนาด 37 และ 162 คูเบสเมือ่

เทียบกับยีน Pi-kh  จากขาว Tetep (AY914077) และ   จากผลการทดสอบที่พบวา ขาวพันธุน้ํารู

และเจาฮอสามารถตานทานตอโรคไหมทีแ่ยกไดในประเทศไทย สวนขาวพนัธุ Tetep  นั้น มี

รายงานวาตานทานตอโรคไหมในประเทศอินเดีย (Kumar et al., 2007 และ Sharma et al., 

2010)  และจากขอมลูในตารางที่ 5 แสดงใหเหน็วา ยีน Pi-kh  ทีต่านทานตอโรคไหมนาจะมขีนาด 

900 คูเบส ซึ่งไดแก ยีน Pi-kh  จากขาวพันธุน้ํารู, เจาฮอ, บาสมาติ และ Tetep สวนยนี Pi-kh  

ขนาด 950 คูเบสอาจจะทําใหตานทานระดบัปานกลาง แตยีน Pi-kh  ขนาด 1,100 คูเบสเปนยีนใน

สภาพออนแอตอโรคไหม ซึ่งจะตองศึกษาคนควาตอไปในระดับการแสดงออกเปนโปรีตตอไปวา

แตกตางกันอยางไรในยนีแตละขนาด ดังนั้น พันธุขาวไทยที่ควรจะใชในการปรบัปรุงพันธุขาวอื่นให

ตานทานตอโรคไหม คอื พันธุน้ํารู และเจาฮอ  
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ภาพที่ 8 ผลการเปรยีบเทียบลําดับเบสของยีน Pi-kh จากขาวพันธุน้ํารู สพุรรณบุรี 60 แมแลบหนัก  

              กข 33 บาสมาติ นิปปอนบาเล พนัธุ Peiai (EF532592) และพันธุ Tetep (AY914077)  

              โดยใชโปรแกรม ClustalX 
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ตารางที ่ 5 ขอมูลยีนตานทานหรือความตานกับขนาดของยีน Pi-kh ในขาวไทย 

ยนี Pi/ความตานทาน พนัธุ %BSR ขนาดของยนี Pi-kh 

Pi 1(t)LAC C104LAC 100  - 

-  
น้ําร ู

100 900 

-  เจาฮอ 100 900 

Pi-1 C101LAC 94.7  - 

Pi 1(t)TTP C104TTP 94.7  - 

ออนแอ กข 1 94.7 1100 

 - CT9993 94.7  - 

Piz-5,Pi-2 C101A51 89.5  - 

Pi 4b(t) C105TTP 89.5  - 

ตานทาน BT 89.5  - 

คอนขางตานทาน พิษณุโลก 1 84.2 950 

 - ไทชุง 65 78.9 950 

 - IR62266 78.9  - 

 - Azucena 78.9  - 

 - IR64 78.9  - 

Pi4a(t)TTP C101TTP 73.7  - 

ตานทาน เเพร1 73.7 950 

ตานทาน ปทมุธาน ี1 73.7 950 

ตานทาน สุพรรณบุร ี60 73.7 1100 

ออนแอ ชัยนาท 80 73.7 950 

Pi 3 C104PKT 68.4  - 

Pi4a(t) C101PKT 63.2  - 

Pi4a(t)PKT C102PKT 57.9  - 

ออนแอ C039 52.6  - 

ออนแอ กข 6 47.4 1100 

คอนขางตานทาน หอมคลองหลวง 1 47.4 1100 

ออนแอ ขาวดอกมะลิ 105 42.1 1100 
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6. การทดสอบไพรเมอรเพื่อใชเปนดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย 

 จากรายงานที่พบวายนี Pi-kh ของขาวน้ํารู (ตานทานโรคไหม) มขีนาด 900 คูเบส ใหชือ่วา 

Pi-khน้ํารู และยีน Pi-kh จากขาว กข 6 (ไมตานทานโรคไหม) มขีนาด 1,100 คูเบส ใหชือ่วา Pi-kh

กข 6 ดังนั้นเพือ่ทดสอบวาไพรเมอร Pi-khF และ Pi-khR จะสามารถแยกความแตกตางของยีน Pi-kh 

ทั้ง 2 สภาพได จึงไดทํา PCR โดยใชดีเอ็นเอจากขาวลูกผสม F1 ระหวาง กข 6 กับน้ํารู, กข 6 และ

น้ํารู ซึ่งจากภาพที่ 9 ที่แสดงใหเห็นวาไพรเมอร Pi-khF และ Pi-khR สามารถแยกยนี Pi-kh Pi-khกข 

6 Pi-khน้ํารู จากตนขาวที่มีจีโนไทปเปนเฮเทอโรไซกสั (heterozygous) (Pi-khกข 6 Pi-khน้ํารู) ได 

ทําใหไพรเมอรคูนี้มีประสทิธิภาพในการใชเปนดีเอ็นเอเครือ่งหมายในการคัดเลือกพันธุตานทานตอ

โรคไหม 

 

 
 

ภาพที่ 9 การทดสอบไพรเมอรของยนี Pi-kh เพือ่ใชเปนดีเอน็เอเครือ่งหมาย โดย M1 คือ แถบ 

DNA มาตรฐาน 100 bp ladder (Fermentas) เลนที่ 1 คือ ผลผลติ PCR ที่ไดจากขาว

น้ํารู เลนที่ 2 คือ ผลผลิต PCR ที่ไดจากขาวกข 6 เลนที่ 3 คือ ผลผลิต PCR ที่ไดจาก

ลูกผสม F1 ระหวาง น้ํารู กับ กข 6 และ M2 คือ แถบ DNA มาตรฐาน 1 kb ladder 

(Fermentas) 
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สรปุผล 
 

1. จากการศึกษาความตานทานตอโรคไหมในขาวจํานวน 11 พันธุโดยเปรียบเทยีบกับ

พันธุขาวทั้งกลุมที่ยีน Pi ตางๆ และขาวพนัธุออนแอ โดยใชเชื้อราจํานวน 19 ไอโซเลต พบวาขาวไร

พันธุน้ํารู เจาฮอ และขาวทาดอกคํา 1 มีระดับความตานทาน 100 เปอรเซ็นต  

2. จากการศึกษายีน Pi-ta และ Pi-37 พบวาไมสามารถแยกยนีนี้ไดจากขาวไทย ซึง่

อาจจะตองมีการศกึษาขอมลูลําดับเบสเพิ่มเพือ่ออกแบบไพรเมอรใหเหมาะสมตอไป 

3. จากการศึกษาความหลากหลายของยีน Pi-kh พบวา ยนี Pi-kh มี 3 ขนาด คอืประมาณ 

900, 950 และ 1,100 คูเบส โดยยนี Pi-kh ที่มีขนาด 900 คูเบส ไดจากขาวพันธุน้ํารู เจาฮอ และบา

สมาติ สวนยีน Pi-kh ที่มีขนาด 950 คูเบส ไดจากขาว 11 พันธุ ดังนี้ กข 33, ปราจีนบุรี 2,  แมแลบ

หนัก, 65 วัน,  ปทุมธานี 1, แพร 1, กข 29, ขาวเจาหอมพิษณุโลก 1, สนัปาตอง 1, ไทชุง 65 และ

นิปปอนบาเล และยีน Pi-kh ที่มีขนาด 1,100 คูเบส ไดจากขาว 15 พันธุ ดังนี้ ขาวดอกมะลิ 105, 

ขาวหอมแดง, กข 1,  กข 6, กข 39, เจกเชย 1, เล็บนกปตตานี, เหลอืงประทิว 123, นางมล เอส-4, 

พลายงามปราจีนบุรี, ขาวตาแหง 17, สังขหยดพัทลุง, ขาวหอมคลองหลวง 1, สุพรรณบุร ี60  และ

หางยี 71 ซึ่งจะตองมกีารศึกษาในระดบัการแสดงออกตอไปวามีความแตกตางกันหรอืไมอยางไร 

และจากขอมลูความตานทานโรคไหม อาจตั้งขอสังเกตไดวา ยีน Pi-kh ที่มขีนาด 900 คูเบส นาจะ

เปนยีนทีต่านทานตอโรคไหม  

 4. จากการเปรียบเทยีบลําดับเบสของยนี Pi-kh ทั้ง 3 ขนาด พบการแทรกของชิน้ดีเอน็เอ

ขนาด 37 คูเบส ในยีน Pi-kh ขนาด 950 คูเบส และการแทรกของชิ้นดีเอ็นเอขนาด 37 และ 162 คู

เบสในยีน Pi-kh ขนาด 1,100 คูเบส  

 5. ไพรเมอร Pi-khF และ Pi-khR สามารถแยกยนี Pi-kh ขนาด 900 และ 1,100 คูเบส ออก

จากกนัได ไพรเมอรนีจ้ึงสามารถใชคดัเลอืกตนขาวที่มีความตานทานตอโรคไหมของขาวได อีกทั้ง

ยังสามารถแยกยีนขนาด 950 คูเบสออกจาก 900 และ 1,100 คูเบส โดยการเพิ่มเปอรเซ็นตของ 

เจลในการทําอะกาโรสเจลอเิล็กโตรริซิส  
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