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ต้านทาน Xa21 และใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ ช่วยในการคดัเลอืก
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cultivar RD 6 (Oryza sativa. L) using marker assisted selection

วชัิย สิทธิการ1, จริวฒัน์ สนิทชน1* และ พยอม โคเบลลี่2

Wichai  Sittikarn1, Jirawat  Sanitchon1* and Payorm  Cobelli2

บทคัดย่อ: ข้าวเหนียวพนัธุ์ กข6 นิยมปลกูและบริโภคในเขตภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย แตม่กัประสบ

กบัปัญหาการระบาดของโรคขอบใบแห้ง (bacterial blight) ท่ีเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) 

ท�ำให้ผลผลติข้าวลดต�ำ่ลง การศกึษาในครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือ พฒันาข้าวเหนียวพนัธุ์ กข6 ให้ต้านทานตอ่การเข้าท�ำลายของ

เชือ้สาเหตโุรคขอบใบแห้ง โดยการใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ Sequence Tagged Site (STS) STSBB21-11 ชว่ยในการคดัเลอืก  

ในการปรับปรุงพนัธุ์ด้วยวิธีผสมกลบั (backcrossing) จ�ำนวน 2 ครัง้ ใช้ข้าวพนัธุ์ IRBB21 เป็นแหลง่ของยีนต้านทาน Xa21 (donor) 

ได้ประชากรชัว่รุ่นท่ี 3 ของการผสมกลบัครัง้ท่ี 2 (BC2F
2:3

) จ�ำนวน 9 สายพนัธุ์ น�ำไปประเมินความต้านทานตอ่เชือ้สาเหตโุรคขอบ

ใบแห้ง จ�ำนวน 3 ไอโซเลท คือ CN1-1, MS1-2 และ NY1-1 พบวา่ สายพนัธุ์ BC
2
F

2:3
 2-17-71-6 และ BC

2
F

2:3
 2-19-86-9 ต้านทาน

ในระดบัปานกลางตอ่เชือ้ 3 ไอโซเลท โดยมีคา่เฉลีย่ความยาวแผลระหวา่ง 2.60-3.60 เซนตเิมตร และ 2.43-3.50 เซนตเิมตร  

ซึง่น้อยกวา่พนัธุ์ IRBB21 ท่ีมีคา่เฉลีย่ความยาวแผลระหวา่ง 4.20-5.43 เซนตเิมตร และพนัธุ์ กข6 มีคา่เฉลีย่ความยาวแผลระหวา่ง 

9.57-12.90 เซนตเิมตร ตามล�ำดบั สายพนัธุ์ท่ีผา่นการคดัเลอืก จะถกูน�ำไปประเมินลกัษณะทางการเกษตรและผลผลติตอ่ไป  

การปรับปรุงพนัธุ์ในครัง้นี ้แสดงให้เหน็วา่สามารถพฒันาข้าวพนัธุ์ กข6 ให้ต้านทานตอ่การเข้าท�ำลายของเชือ้สาเหตโุรคขอบใบแห้ง 

และสามารถน�ำไปใช้เป็นประชากรพืน้ฐานในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าว กข6 ให้ต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้งได้ดีย่ิงขึน้ในอนาคต

ค�ำส�ำคัญ: Xanthomonas oryzae, การปรับปรุงพนัธุ์พืชด้วยวิธีผสมกลบั, STS

ABSTRACT: The rice cultivar RD 6 is the most famous variety planted and consumed in the North and 
North-East of Thailand. However this cultivar is susceptible to bacterial blight (BB) caused by 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) The objective of this study was to increase resistance to bacterial 
blight resistance in RD6 for through backcrossing method and marker assisted selection. Resistance gene 
Xa21 from the resistant cultivar IRBB21 was introgressed into RD6 using sequence tagged sites (STS) 
marker STSBB21-11 that is tightly linked to Xa21 (0.1 cM) for foreground selection. Nine selected 
BC2F2:3 lines together with their parental lines and standard check varieties were evaluate for the resistance 
using artificial inoculation under greenhouse condition against three of Xoo isolates (CN2-1, MS1-2 and 
NY1-1). Two BC2F2:3 introgression lines showed higher resistance against the three bacteria isolates than 
RD6. The line BC2F2:3 2-17-71-6 was 2.60 – 3.60 cm. in average lesion length and BC2F2:3 2-19-86-9 
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บทน�ำ

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นธญัพืชอาหารท่ีส�ำคญั
ของประชากรโลก แตใ่นระบบการปลกูข้าว มกัประสบ
ปัญหาการระบาดของโรคขอบใบแห้ง (bacterial blight) 
ท่ีเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae (Xoo) เป็นสาเหตหุนึง่ท่ีท�ำให้ข้าวมีผลผลติลด
ลงได้มากถงึ 20-60 เปอร์เซน็ต์ (Ou, 1985) โดยเฉพาะ
ข้าวพนัธุ์ กข6 ท่ีออ่นแอตอ่โรคขอบใบแห้ง แตนิ่ยมปลกู
และบริโภคกนัอยา่งแพร่หลายในเขตภาคเหนือ และภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย แนวทางหนึง่ท่ีใช้
ในการควบคมุโรคขอบใบแห้ง คือ การใช้พนัธุ์ต้านทาน 
ซึ่งเป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพและปลอดภยั (Khush  
et al., 1989) เน่ืองจากสามารถลดการใช้สารเคมีก�ำจดั
โรค ลดสารพิษตกค้างในข้าวและสิง่แวดล้อมได้ เป็นวิธี
การท่ีชว่ยลดปัญหาความเสียหายท่ีเกิดจากโรคขอบใบ
แห้งได้อยา่งยัง่ยืน (Zhan et al., 2012) 

ในปัจจุบันมีรายงานการค้นพบยีนต้านทานโรค
ขอบใบแห้งแล้วกวา่ 40 ยีน (Khan et al., 2014; Kim  
et al., 2015) และ Wang et al. (1996) ได้รายงานวา่ 
ยีน Xa21 มีความต้านทานตอ่เชือ้สาเหตโุรคขอบใบแห้ง
และสามารถใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล STS ช่วยใน 
การคดัเลือกยีนเป็นวิธีท่ีท�ำได้ง่ายสามารถวิเคราะห์ผล
ได้บนแผ่นวุ้ น agarose ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 
(พะยอม และคณะ, 2557) 

การศึกษาและวิจยัในครัง้นีจ้ึงได้ท�ำการปรับปรุง
พนัธุ์ข้าว กข6 ให้ต้านทานต่อการเข้าท�ำลายของเชือ้
สาเหตโุรคขอบใบแห้ง โดยใช้พนัธุ์ IRBB21 เป็นพนัธุ์ 
ผู้ให้ยีนต้านทาน Xa21 โดยการปรับปรุงพนัธุ์ด้วยวิธีผสม
กลบั (backcrossing) ร่วมกบัการใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ
ช่วยในการคดัเลือก (marker-assisted selection : 
MAS) โดยน�ำเคร่ืองหมายโมเลกลุ STS คือ STSBB21-11 

ท่ีอยู่ใกล้กนั (linked) กบัยีนต้านทานโรคขอบใบแห้ง 
Xa21 โดยมีระยะหา่งจากยีน 0.1 cM (Chunwongse  
et al., 1993) มาใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ในครัง้นี ้ เพ่ือ
พฒันาข้าว กข6 ให้ต้านทานตอ่การเข้าท�ำลายของเชือ้
สาเหตโุรคขอบใบแห้งได้ดีย่ิงขึน้

วธีิการศกึษา

1.การสร้างประชากร
ใช้ข้าวเหนียว กข6 เป็นพนัธุ์รับ (recurrent parent) 

และพนัธุ์ IRBB21 เป็นพนัธุ์ให้ (donor parent) ซึง่มียีน
ต้านทานโรคขอบใบแห้ง Xa21 ท่ีเป็นยีนเดน่ (dominant) 
อยูบ่นโครโมโซมท่ี 11 (Khush et al., 1990) ได้ท�ำการ
ผสมข้ามได้ประชากรลกูผสมชัว่รุ่นท่ี 1 (F

1
) แล้วผสม

กลบัไปยงัข้าวพนัธุ์ กข6 ได้ประชากรชัว่รุ่นท่ี 1 ของการ
ผสมกลบัครัง้ท่ี 1 (BC

1
F

1
) คดัเลือกยีน Xa21 ลกัษณะ

ความเหนียวและลกัษณะความหอมด้วยเคร่ืองหมาย
โมเลกลุ glutinous-23 (Glu-23) (Wanchana et al., 
2003) และ betaine-aldehyde dehydrogenase 
(BADH) (Jonliza et al., 2006) ผสมกลบัไปยงัพนัธุ์ กข6 
อีกครัง้จนกระทัง่ได้ประชากรชัว่รุ่นท่ี 1ของการผสมกลบั
ครัง้ท่ี 2(BC

2
F

1
) คดัเลอืกยีน Xa21 และคดัเลอืกลกัษณะ

ความนุม่ด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุ RM587 (จิรพงศ์, 2556) 
แล้วจงึปลอ่ยให้ผสมตวัเองจนได้เมลด็ประชากรชัว่รุ่นท่ี 
2 ของการผสมกลบัครัง้ท่ี 2 (BC

2
F

2
) คดัเลือกเฉพาะต้น

ท่ีมี genotype ในสภาพ homozygous dominant (RR) 
เหมือนกบัพนัธุ์ IRBB21 แล้วจึงคดัเลือกลกัษณะการ
แตกกอและลักษณะเมล็ดเฉพาะต้นท่ีมีความคล้าย
กบัข้าวพนัธุ์ กข6 จึงปล่อยให้ผสมตวัเองอีกครัง้จะได้
เมลด็ประชากร BC

2
F

2:3
 ซึง่มีปริมาณเมลด็เพียงพอจงึน�ำ

ไปประเมินความต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้ง
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was 2.43 – 3.50 cm. which were greater than IRBB21 (4.20 – 5.43 cm.) and RD6 (9.57 – 12.90). The 
two selected lines will be evaluated for agronomic traits and yield subsequently. This study was successful 
in breeding the rice cultivar RD6 for bacterial blight resistance. The introgression lines are promising 
lines and could be further utilized as material for gene pyramiding to achieve horizontal resistance.
Keywords: Xanthomonas oryzae, backcrossing, STS



สกดัดีเอ็นเอจากใบข้าวซึ่งเพาะในถาดเพาะและ
มีอาย ุ21 วนั ด้วยวิธี CTAB (Saghai-Maroof et al., 
1984) แล้วตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ 
ด้วยเคร่ืองวิเคราะห์ Nanodrop (Thermo scientific) 
เตรียมปฏิกิริยา Polymerase Chain reaction (PCR) 
ด้วยไพรเมอร์ STSs คือ STSBB21-11 โดยมีองค์ประกอบ
ของปฏิกิริยาดงัต่อไปนี ้ DNA template (6.5-10 ng.)  
10 μl. น�ำ้กลัน่ 0.5 μl. Primer (F) (5 pmol/μl) 1 μl. Primer 
(R) (5 pmol/μl.) 1 μlTaq master mix (Promega)  
12.5 μl. ได้ปริมาตรสดุท้าย 25 μl. น�ำไปเข้าเคร่ืองเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ Thermal cycler (iometra) ด้วย
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส ตัง้อุณหภูมิและเวลาตาม 
ขัน้ตอน ดงัต่อไปนี ้ 1) pre-denature อณุหภมิู 95◦ซ  
5 นาที 2) denaturation อุณหภูมิ 94◦ซ 30 วินาที  
3) annealing อณุหภมิู 55◦ซ 30 วินาที 4) extention 
อณุหภมิู 72◦ซ 1 นาที (ท�ำปฏิกิริยาจากขัน้ตอนท่ี 2 ถงึ
ขัน้ตอนท่ี 4 จ�ำนวน 30 รอบ) 5) final extention อณุหภมิู 
72◦ซ 5 นาที จากนัน้ตรวจสอบผลผลติ PCR ด้วยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis ความเข้มข้น 2 เปอร์เซน็ต์ 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที และตรวจดแูถบดีเอ็นเอ 
ภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตด้วยเคร่ือง gel document

ส่วนการเตรียมปฏิกิริยา Polymerase Chain 
reaction (PCR)ส�ำหรับไพรเมอร์SSR ชนิด Glu-23, 
BADH และ RM587 มีองค์ประกอบดงัต่อไปนี ้ DNA 
template 50 ng, 1X PCR buffer, 2mM MgCl

2
, 0.2 mM 

dNTP, 0.2μM reverse และforward primer, Taq DNA 
polymerase ปริมาณ 0.5μl.แล้วปรับปริมาตรสดุท้าย
ด้วยน�ำ้กลัน่นึง่ฆ่าเชือ้ให้ครบ 10μl. ผสมองค์ประกอบ
ต่างๆ ให้เข้ากันดีแล้วจึงน�ำไปเข้าเคร่ืองเพ่ิมปริมาณ
ดีเอน็เอ Thermal cycler (Biometra) โดยตัง้อณุหภมิู
และเวลา ดงัตอ่ไปนี ้1) pre-denature อณุหภมิู 95◦ซ  
5 นาที 2) denaturation อุณหภูมิ 94◦ซ 30 วินาที  
3) annealing อณุหภมิู 55◦ซ 30 วินาที 4) extention 
อณุหภมิู 72◦ซ 30 วินาที (ท�ำปฏิกิริยาจากขัน้ตอนท่ี 2 
ถึงขัน้ตอนท่ี 4 จ�ำนวน 35 รอบ) 5) final extention 
อณุหภมิู 72◦ซ 4 นาที จากนัน้ตรวจสอบผลผลติ PCR 
ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสโดยใช้ตัวกลางชนิด 
โพลีอะคริลาไมด์เจล (polyacylamide gel) ท่ีมีความ
เข้มข้น 4.5 % เป็นตวักลางในการแยก
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Table 1 STS marker used for Xa21 gene selection.

marker sequence 5’-3’ PCR product (bp)

STSBB21-11F 

STSBB21-11R

AGA CGC GGA AGG GTG GTT CCC GGA 

AGA CGC GGT AAT CGA AAG ATG AAA

1,000

Source: Ronald et al. (1992)

2. การคัดเลือกประชากรโดยเคร่ืองหมายโมเลกุล
คดัเลือกยีนต้านทานโรคขอบใบแห้ง Xa21 ด้วย

เค ร่ืองหมายโมเลกุล  STS โดยใช้ เค ร่ืองหมาย 
STSBB21-11 (Table 1) ในประชากรชัว่รุ่น BC

1
F

1
, 

BC
2
F

1
 และ BC

2
F

2
 ร่วมกับเคร่ืองหมายโมเลกุล 

microsatellite (SSR) ชนิด Glu-23, BADH และ RM587 
เพ่ือใช้คดัเลือกลกัษณะ ความเหนียว ความหอม และ
ความนุม่คล้ายกบัข้าวพนัธุ์ กข6 



3. การประเมนิความต้านทานโรคขอบใบแห้ง
เพาะเมล็ดข้าวประชากร BC

2
F

2:3
 เปรียบเทียบ 

กบัพนัธุ์ต้านทานทดสอบ (resistant-check cultivar) 
ได้แก่ IR62266, IRBB5 และพันธุ์อ่อนแอทดสอบ 
(susceptible-check cultivar) ได้แก่ พนัธุ์ขาวดอกมะล ิ
105 (KDML 105) ร่วมกบัข้าวพนัธุ์ กข6, IRBB21 และ
ข้าวสายพนัธุ์ BC

2
F

2:3 
2-8-2-36 ท่ีมียีนต้านทานโรคขอบ

ใบแห้ง xa5 ในถาดพลาสตกิขนาด 105 หลมุ ซึง่มีดนิ
เหนียวบรรจุอยู่ วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(completely randomized design; CRD) โดยจดัสิง่ 
ทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial) จ�ำนวน 3 ซ�ำ้  
(ปลกูข้าวจ�ำนวน 3 ต้น/1 ซ�ำ้) ในสภาพเรือนทดลอง 
(greenhouse) เม่ือข้าวมีอาย ุ18 วนั ใสปุ่๋ ยยเูรีย (46-0-0) 
อตัรา 30 กก./ไร่ และเม่ือข้าวมีอาย ุ21วนั หรือระยะท่ี
ข้าวมีใบ 4-5 ใบ แล้วจงึน�ำไปทดสอบความต้านทานตอ่

เชือ้สาเหตโุรคขอบใบแห้งในเดือนตลุาคม 2559 

ท�ำการเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย X. oryzae จ�ำนวน 3  

ไอโซเลท (isolate) ได้แก่ CN2-1, MS1-2 และ NY1-1  

ท่ีได้รับความอนเุคราะห์จากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 

วิทยาเขตก�ำแพงแสน ในอาหาร Nutrient Agar (NA) 

เป็นเวลา 72 ชัว่โมงเจือจางโคโลนี (colony) ของเชือ้

แต่ละไอโซเลตด้วยน�ำ้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ แล้วน�ำไปวดัค่า 

การดูดกลืนแสง ด้วยเคร่ือง spectrophotometer  

ท่ีความยาวคลื่นแสง (OD) 600 nm ค�ำนวณหาค่า 

colony forming unit (CFU) ต่อสารละลายเชือ้  

1 มิลลิลิตรให้ได้ระดบัความเข้มข้นของสารแขวนลอย

แบคทีเรีย (bacterial suspension) ท่ีเหมาะสมตอ่การ

เกิดเชือ้คือ 108cfu/ml (OD
600 

= 0.3) ท�ำการปลกูเชือ้ด้วย

วิธีตดัใบ (clipping method) ตามวิธีของ Kauffman  

et al. (1973) บนัทกึผลความต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้ง 

14 วนัหลงัการปลกูเชือ้ โดยพิจารณาจากความยาวแผล

ท่ีปรากฏบนใบข้าวแล้วประเมินเป็นระดบัความต้านทาน

โรคโดยใช้วิธีดดัแปลงจากมาตรฐานของ (standard 

evaluation system : SES) ของสถาบันวิจัยข้าว

นานาชาติ (International Rice Research Institute : 

IRRI) (IRRI, 1996) ดงัตอ่ไปนี ้(Table 2)

Table 2 Reaction of bacterial blight parameter. 

Parameter reaction lesion length 

(cm.)
HR highly resistant < 1
R resistant 1-3

MR moderately resistant 3-6
MS moderately susceptible 6-10
S susceptible >10

Source: modified from IRRI (1996)

4. การวเิคราะห์ข้อมูล

น�ำข้อมลูการประเมินความต้านทานจากปฏิกิริยา

การเกิดโรคมาวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิต ิ

(Analysis of variance; ANOVA) แล้วเปรียบเทียบคา่

เฉลี่ยโดยวิธี Least Significant Difference (LSD)  

ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99เปอร์เซน็ต์ (P < 0.01)

ผลการศกึษาและวจิารณ์

1. การสร้างและคัดเลือกประชากรโดยใช้เคร่ืองหมาย

โมเลกุล

การสร้างประชากรในชัว่รุ่น F
1
, BC

1
F

1
, BC

2
F

1
 และ 

BC
2
F

2
 ท�ำการคดัเลือกยีนเป้าหมายจากแถบดีเอ็นเอท่ี

ได้จากปฏิกิริยา PCR ดงัตอ่ไปนี ้

ชัว่รุ่น F
1 

ท่ีมีลกัษณะเป็น heterozygous (มีแถบ

ดีเอ็นเอ จ�ำนวน 2 แถบ ด้านล่างมีขนาดเท่ากบั 700  

คูเ่บส เทา่กบัขนาดแถบดีเอน็เอของพนัธุ์ กข6 และด้าน

บนมีขนาดเทา่กบั 1,000 คูเ่บส เทา่กบัขนาดแถบดีเอน็เอ

ของพนัธุ์ IRBB21 ท่ีเป็นพนัธุ์ผู้ให้ยีนต้านทาน) ได้จ�ำนวน 

6 ต้น (Figure 1) แล้วจงึน�ำไปผสมกลบัไปยงัข้าวพนัธุ์ 

กข6 เพ่ือสร้างประชากร BC
1
F

1
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ชัว่รุ่น BC
1
F

1 
คดัเลือกประชากรด้วยเคร่ืองหมาย

โมเลกลุ STSs เฉพาะต้นท่ีมีลกัษณะเป็น heterozygous 

เหมือนกับประชากรชั่ว รุ่น F
1 

ได้จ�ำนวน 28 ต้น  

คดัลกัษณะข้าวเหนียวด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุ Glu-23 

คดัเลือกประชากรท่ีเป็นข้าวเหนียวได้จ�ำนวน 19 ต้น  

จากนัน้น�ำไปคัดเลือกลักษณะความหอม โดยใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด BADH ได้ข้าวเหนียวท่ีมี 

ความหอม จ�ำนวน 10 ต้น ในการคดัเลอืกประชากรจาก

ลักษณะท่ีปรากฏบนแถบดีเอ็นเอของเคร่ืองหมาย

โมเลกลุ Glu-23 และ BADH จะคดัเลือกเฉพาะแถบ

ดีเอน็เอท่ีเหมือนข้าว กข6 และมี genotype อยูใ่นสภาพ 

homozygous (rr) จ�ำนวน 10 ต้น ใช้ผสมข้ามกลบัไปยงั

ข้าวพนัธุ์ กข6 อีกครัง้เพ่ือสร้างประชากร BC
2
F

1

ชัว่รุ่น BC
2
F

1
 คดัเลือกประชากรด้วยเคร่ืองหมาย

โมเลกลุ STSs เฉพาะต้นท่ีมีลกัษณะเป็น heterozygous 

เหมือนกบัประชากรชัว่รุ่น F
1 

จากนัน้เก็บเมล็ดและน�ำ 

ไปปลูกแล้วปล่อยให้ผสมตัวเองเพ่ือสร้างประชากร 

BC
2
F

2
 คดัเลอืกด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุ STS แตใ่นชัว่รุ่น

นีไ้ด้คดัเลือกเฉพาะต้นท่ีมีลกัษณะเป็น homozygous 

dominant ซึง่จะปรากฏลกัษณะของแถบดีเอน็เอ จ�ำนวน 

1 แถบ มีขนาดเทา่กบั 1,000 คูเ่บส ซึง่เทา่กบัขนาดแถบ

ดีเอ็นเอของพนัธุ์  IRBB21 (Figure 2) และคดัเลือก

ลักษณะความนุ่มด้วยเคร่ืองหมายโมเลกุล RM587  

ร่วมกบัการคดัเลอืกลกัษณะทาง phenotype เฉพาะต้น

ท่ีคล้ายข้าวพนัธุ์ กข6 มากท่ีสดุได้จ�ำนวน 9 ต้น ปลอ่ย

ให้ผสมตวัเองอีกครัง้แล้วจงึเก็บเมลด็ประชากร BC
2
F

2:3 
 

ไว้ท�ำการประเมินโรคขอบใบแห้งโดยวิธีการปลูก 

เชือ้ในล�ำดบัตอ่ไป

Figure 1 Banding patterns amplified by STSs marker on 2% agarose gel, showing segregation of Xa21 
gene in the F

1
populations, RD 6 (recurrent parent), IRBB21 (donor parent), Lane 1-8= F

1 
populations.

Figure 2 Banding patterns amplified by STSs marker on 2% agarose gel, showing segregation of Xa21 
gene in the BC

2
F

2 
populations, RD 6 (recurrent parent), IRBB21 (donor parent), Lane 1-14= BC

2
F

2 
 

populations.



272		  แก่นเกษตร 46 (2) : 267-276 (2561).

2. การประเมนิความต้านทานโรคขอบใบแห้ง

จากการประเมินความต้านทานต่อเชือ้สาเหตโุรค

ขอบใบแห้ง 3 ไอโซเลท พบวา่เชือ้ทัง้ 3 ไอโซเลทมีระดบั

ความรุนแรงไมแ่ตกตา่งกนัทางสถิต ิพนัธุ์/สายพนัธุ์ท่ีใช้

ทดสอบมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัย่ิงทางสถิต ิ

และพบปฏิกิริยาสมัพนัธ์ระหว่างพนัธุ์/สายพนัธุ์กบัเชือ้

สาเหตโุรคขอบใบแห้ง (Table 3)

Table 3 Analysis of variance of BC
2
F

2:3
selected line 

and check varieties against 3 isolates of 

X. oryzae.

SOV Df MS
Isolate (I) 2 0.44
Genotype (G) 14 87.38 **

G x I 28 3.67   **
Error 90 0.78

C.V. (%) = 20.28

** Significant at P<0.01 by LSD

ผลการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยความยาวแผลบน 

ใบข้าว (Table 4) พบว่า ข้าวพนัธุ์ กข6 (พนัธุ์ผู้ รับ)  

แสดงอาการอ่อนแอต่อเชือ้สาเหตุโรคขอบใบแห้งทัง้  

3 ไอโซเลท โดยมีความยาวแผล 9.57-12.90 เซนตเิมตร 

เช่นเดียวกับพันธุ์ขาวดอกมะลิ105 (susceptible 

check) ซึง่มีความยาวแผล 11.20-14.53 เซนติเมตร 

แตกตา่งทางสถิตกิบัพนัธุ์ต้านทาน IRBB21 (พนัธุ์ผู้ ให้) 

ท่ีมีความยาวแผล 4.20-5.43 เซนติเมตร และพันธุ์

ต้านทาน IRBB21 มีความยาวแผลแตกต่างจากพนัธุ์

ต้านทานทดสอบ (resistance check) คือพนัธุ์ IRBB5 

ท่ีมีความยาวแผล 0.73-1.07 เซนตเิมตร (Figure 3,4,5) 

เม่ือน�ำค่าเฉลี่ยความยาวแผลไปแปลผลเป็นปฏิกิริยา

ความต้านทาน (Table 5) พบว่าประชากรท่ีผ่านการ

ปรับปรุงพนัธุ์ 2 สายพนัธุ์คือ BC
2
F

2:3
 2-17-71-6 และ 

BC
2
F

2:3
 2-19-86-9 นัน้แสดงปฏิกิริยาต้านทานกบัเชือ้

ทัง้ 3 ไอโซเลท โดยสายพนัธุ์ BC
2
F

2:3
 2-17-71-6 แสดง

ปฏิกิริยาต้านทาน (R) ตอ่ไอโซเลท CN2-1 และ MS1-2 

ค่อนข้างต้านทาน (MR) ต่อไอโซเลท NY1-1 ส่วน 

สายพนัธุ์ BC
2
F

2:3
 2-19-86-9 แสดงปฏิกิริยาต้านทาน 

(R) ตอ่ไอโซเลท MS1-2 และ NY1-1 คอ่นข้างต้านทาน 

(MR) ต่อไอโซเลท CN2-1 โดยทัง้ 2 สายพนัธุ์แสดง

ปฏิกิริยาต้านทานได้ดีกวา่พนัธุ์ กข6 ท่ีมีปฏิกิริยาออ่นแอ

ตอ่เชือ้ ทัง้ 3 ไอโซเลท แสดงให้เหน็ถงึการปรับปรุงพนัธุ์

ข้าว กข6 ในครัง้นีส้ามารถเพ่ิมระดบัความต้านทานตอ่

เชือ้สาเหตโุรคขอบใบแห้งได้ดีกว่าข้าว กข6 พนัธุ์เดิม  

แตไ่มถ่งึกบัมีระดบัความต้านทานท่ีสงูมาก ดงันัน้วิธีการ

ท่ีจะเพ่ิมความต้านทานให้กับข้าวสายพันธุ์  BC
2
F

2:3
 

2-17-71-6 และ BC
2
F

2:3
 2-19-86-9 ให้มีความต้านทาน

มากย่ิงขึน้ ควรมีการรวมยีนต้านทานเข้าด้วยกนัหลายๆ

ยีน (gene pyramiding) โดยเฉพาะยีน xa5 เป็นยีนหลกั

ท่ีนิยมใช้กนัอยา่งแพร่หลายในงานปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้

ต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้ง เน่ืองจากสามารถต้านทาน

การเข้าท�ำลายของเชือ้ได้หลายไอโซเลท (Huang et.al., 

1997) ดงัการศกึษาของ Kottapalli et al. (2010) ท่ีได้

ท�ำการ pyramiding ยีน xa5, xa13 และ Xa21 เข้าไว้ใน

ข้าวพนัธุ์ Samba Muhsuri ใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ STS  

คดัเลอืกยีนต้านทาน ได้ข้าว Samba Muhsuri สายพนัธุ์

ใหม่  ท่ี มีความต้านทานต่อเ ชื อ้ ในระดับสูงมาก  

เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุ์อ่อนแอ และพันธุ์  Samba 

Muhsuri สายพนัธุ์เดิม สอดคล้องกบั Huang et al. 

(1997) ท่ีสามารถรวมยีนต้านทานโรคขอบใบแห้ง

จ�ำนวน 4 ยีนได้แก่ Xa4, xa5, xa13 และ Xa21 เข้าไป

ในข้าวและใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุชนิด RFLP และ PCR-

based marker ชว่ยในการคดัเลอืกเลอืก ท�ำให้สายพนัธุ์ 

ท่ีมีการรวมยีนต้านทานโรคขอบใบแห้งแสดงระดับ 

ความต้านทานท่ีสงูมากเม่ือเปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ท่ีมี

ยีนต้านทานเพียงยีนเดียวทัง้นีร้ะดับความต้านทาน 

ต่อเชือ้สาเหตโุรคขอบใบแห้งท่ีแตกต่างกนันัน้ เป็นไป

ตามกฎของ gene for gene interaction ท่ีความ

ต้านทานนัน้ขึน้อยูก่บัยีนท่ีมีอยูใ่นข้าว (host) และชนิด

ของเชือ้สาเหตโุรค (pathogen) (Kosack and Jones, 

1997)
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Figure 3 Reaction of lesion length to X. oryze isolate CN2-1

Figure 4 Reaction of lesion length to X. oryze isolate MS1-2
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Table 4 Means of lesion length of 9BC
2
F

2:3
 population recurrent parent (RD 6) donor parent (IRBB21) and 

1 susceptible check,2 resistant checksand BC
2
F

2:3
 3-8-2-36 to 3 Bacterial blight isolate.

BC
2
F

2:3
 population/ Varieties

Lesion length (cm.) of isolate1/

CN2-1 MS1-2 NY1-1
BC

2
F

2:3
 2-17-66-4 3.13 de 2.67 cd 3.57 bcd

BC
2
F

2:3
 2-17-71-4 3.13 de 1.77 de 3.77 bcd

BC
2
F

2:3 
2-17-71-6 2.60 ef 2.63 cd 3.60 bcd

BC
2
F

2:3
 2-19-86-9 3.50 cde 2.57 cd 2.43 def

BC
2
F

2:3
5-24-110-1 3.67 cde 3.00 cd 2.87 de

BC
2
F

2:3
5-24-110-2 5.27 cd 2.63 cd 3.73 bcd

BC
2
F

2:3
5-24-110-8 3.03 e 2.83 cd 4.07 bcd

BC
2
F

2:3
5-24-110-10 2.90 e 3.77 c 3.40 d

BC
2
F

2:3
6-51-38-3 3.03 e 2.93 cd 3.50 cd

RD 6 (recurrent parent) 9.57 b 12.90 a 10.00 a
IRBB21 (donor parent) 5.40 c 4.20 c 5.43 bc
KDML105 (susceptible check) 14.53 a 11.33 a 11.20 a
IRBB5 (resistance check) 0.73 f 0.73 e 1.07 ef
IR62266 (resistance check) 2.73 ef 4.17 c 0.53 f
BC

2
F

2:3
 3-8-2-36 3.63 cde 6.37 b 5.53 b

F-test ** ** **
C.V. (%) 21.43 18.75 20.48

** = significant at P< 0.01. by LSD.
1/Means in the same column followed by the same letter(s) are not significantly different at P< 0.01 by LSD

Figure 5 Reaction of lesion length to X. oryze isolate NY2-1
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Table 5 Reaction of 9 BC
2
F

2:3
 population recurrent parent (RD 6) donor parent (IRBB21) and 1 susceptible 

checks 2 resistant checksand BC
2
F

2:3
 3-8-2-36 to 3 Bacterial blight isolates.

BC
2
F

2:3
 population/ Varieties

Reaction in isolate1/

CN2-1 MS1-2 NY1-1
BC

2
F

2:3
 2-17-66-4 MR R MR

BC
2
F

2:3
 2-17-71-4 MR R MR

BC
2
F

2:3 
2-17-71-6 R R MR

BC
2
F

2:3
 2-19-86-9 MR R R

BC
2
F

2:3
5-24-110-1 MR MR R

BC
2
F

2:3
5-24-110-2 MR R MR

BC
2
F

2:3
5-24-110-8 MR R MR

BC
2
F

2:3
5-24-110-10 R MR MR

BC
2
F

2:3
6-51-38-3 MR R MR

RD 6 (recurrent parent) MS S S
IRBB21 (donor parent) MR MR MR

KDML105 (susceptible check) S S S
IRBB5 (resistance check) HR HR R
IR62266 (resistance check) R MR HR

BC
2
F

2:3
 3-8-2-36 MR MS MR

1/Reactions;HR: highly resistance, R: resistance, MR: moderate resistance, MS: moderate susceptible and S: susceptible

สรุป

จากการศึกษาในครัง้นีไ้ด้พฒันาข้าว กข6 ให้มี

ความต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้งด้วยวิธีผสมกลบั ร่วม

กบัการใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุชว่ยในการคดัเลอืกพบวา่ 

ได้ประชากร BC
2
F

2:3
 จ�ำนวน 2 สายพนัธุ์ ท่ีมีลกัษณะ

คล้ายกบัข้าวเหนียวพนัธุ์ กข6 มียีนต้านทานโรคขอบใบ

แห้ง Xa21 ท่ีแสดงปฏิกิริยาต้านทานได้ปานกลางกบัเชือ้

สาเหตโุรคขอบใบแห้งทัง้ 3 ไอโซเลท คือ BC
2
F

2:3
 2-17-

71-6 และ BC
2
F

2:3
 2-19-86-9 สามารถบอกได้ถงึความ

ได้ผลในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าว กข6 โดยใช้เคร่ืองหมาย

โมเลกลุ STS ท่ีใช้ในการคดัเลอืกยีนเป้าหมาย Xa21 ได้

อยา่งแมน่ย�ำ ถงึแม้ข้าวท่ีผา่นการคดัเลอืกทัง้ 2 สายพนัธุ์

จะแสดงการต้านทานปานกลางต่อเชือ้สาเหตโุรคขอบ

ใบแห้งแตก็่แสดงให้เห็นถงึปฏิกิริยาต้านทานท่ีมากกวา่

ข้าว กข6 พนัธุ์เดิม แตต้่องน�ำไปปลกูทดสอบในสภาพ

แปลงในฤดทู�ำนาปกต ิเพ่ือทดสอบปฏิกิริยาต้านทานตอ่

เชือ้สาเหตุโรคขอบใบแห้งในสภาพแปลงทดสอบ  

หากข้าวท่ีผา่นการปรับปรุงพนัธุ์สามารถแสดงปฏิกิริยา

ต้านทานได้ ก็สามารถใช้เป็นเมลด็พนัธุ์ในการเพาะปลกู 

อีกทัง้ยงัสามารถเป็นประชากรพืน้ฐานในการปรับปรุง

พนัธุ์ข้าว กข6 ให้ต้านทานตอ่โรคขอบใบแห้งได้ดีย่ิงขึน้

ในอนาคต

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณศูน ย์ วิจัยป รับป รุงพันธุ์ พื ช เ พ่ือ

การเกษตรท่ียัง่ยืน มหาวิทยาลยัขอนแก่นและศนูย์วิจยั

เทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตรเพ่ือเศรษฐกิจท่ียัง่ยืน 

มหาวิทยาลยัขอนแก่น ท่ีได้สนบัสนนุงบประมาณและ

เชือ้พนัธกุรรมข้าวในการศกึษาครัง้นี ้
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