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บทคดัย่อ 

เพล้ียกระโดดสนี า้ตาลเป็นแมลงศตัรพืูชชนิดหน่ึงที่เข้าท าลายผลผลิตข้าวในทวีปเอเชีย และประเทศไทย ดังนั้นการปลูกข้าวสายพันธุ์

ต้านทานต่อเพล้ียกระโดดสีน ้าตาลเป็นแนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพ และลดปัญหาสิ่งแวดล้อม จากการเข้าท าลายของเพล้ียกระโดด 

สนี า้ตาลในข้าว ปัจจุบันพบว่ามียีนจ านวน 21 ยีนที่เกี่ยวข้องกบัการต้านทานเพล้ียกระโดดน า้ตาล ซ่ึงถูกน ามาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าว

กันอย่างแพร่หลาย การวิจัยคร้ังนี้มีจุดมุงหมายเพ่ือตรวจสอบ conserved (CC-NB-LRR) domains ของยีน Bph14 (FJ941067.1)  

ในข้าวพ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าของไทย จ านวน 37 สายพันธุ์ ท าการทดลองโดยน าล าดับเบสของยีน Bph14 มาออกแบบไพร์เมอร์ 

ที่จ าเพาะส าหรับใช้ตรวจสอบบริเวณ conserved (CC-NB-LRR) domains โดยใช้ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ผลการทดลองพบว่าข้าวทั้ง 37 สายพันธุ ์

ให้ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ขนาด 267 และ 344bp ส าหรับ CC- และ NB-domain ซ่ึงบ่งช้ีว่าข้าวทุกพันธุ์อาจมี CC- และ NB-domain อยู่ใน

ส่วนของจีโนม นอกจากนี้ผลการทดลองพบอกีว่า ข้าวสายพันธุ์ Swarnalata และ Oryza rufipogon GS.NO. 15157 ให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์

ขนาด 945 ส าหรับ LRR-domain ซ่ึงบ่งช้ีว่าข้าว 2 สายพันธุ์อาจมี LRR-domain อยู่ในส่วนของจีโนม จากนั้นท าการวิเคราะห์ความเหมือน 

ของล าดับเบส โดยตัดช้ินส่วนของ PCR product จากข้าวสายพันธุ์ดังกล่าว แล้วน ามาสกัดดีเอน็เอออกจากเจลโดยใช้ชุดส าเรจ็  จากนั้น 

ส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์ล าดับเบส ผลการทดลองพบว่า สายพันธุ์ข้าวที่ใช้ศึกษามีค่าความเหมือนของล าดับเบสอยู่ในช่วง 93-95 91-98 

และ 67.26-84.7% เปอร์เซน็ต์ เมื่อเทยีบกบัล าดับเบสที่บริเวณ CC- NB- and LRR domains ของยีน Bph14 ตามล าดับ 
 

ค าส าคญั:  ข้าว  เพล้ียกระโดดสนี า้ตาล  ยีนต้านทานเพล้ียกระโดดสนี า้ตาล 
 

Abstract 

The brown planthopper (BPH) is one of the major serious insect pests of many rice productions in Asia and Thailand. 

Growing the BPH-resistant rice varieties is the most effective and environment-friendly strategy for protecting the rice crop from 

BPH. Nowadays, more than 21 BPH-resistant genes have been reported and utilized in rice breeding programs. Here, the aim of 

this study is to determine the present of Bph14-homolog gene in native-, cultivated-, wild-, Thai rice (37 varieties). Three 

conserved (CC-NB-LRR) domains in cds of Bph14 gene sequence (accession number: FJ941067.1) had been designed  

the specific primers to identify of these domains in these rice varieties by using PCR technique. Results showed that the right 

DNA bands of CC- and NB-domains were expected to be approximately 267bp and 344 bp respectively in all 37 rice varieties. 

Moreover, two of these rice verities (Swarnalata and Oryza rufipogon GS.NO. 15157) gave the right DNA bands of  

LRR-domain which was expected to be approximately 945bp. The areas of the gel track corresponding to these sizes were 

excised, and the DNA fragments in the gel were purified with QIAquick Gel Extraction Kit Protocol, and then purified-DNA 
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fragments were sequenced. The results found that nucleotide sequences of CC-and NB-domains gave 93-95, 91-98 and  

67.26-84.7% percentage of homologies with corresponding regions in CC-, NB- and LRR domains of Bph14 gene 

respectively. 

 

Keywords: Oryza sativa L., brown planthopper, Bph14 gene 

 
บทน า 

 

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชอาหารหลักของ

ประชากรโลก โดยเฉพาะประเทศไทยที่นิยมปลูกข้าว

อย่างแพร่หลายเพ่ือบริโภคทั้งในประเทศ และส่งออก 

โดยตั้ งแต่เดือนมกราคม-ตุลาคม 2557 มีมูลค่า 

การส่งออกข้าวประมาณ 8.8 ล้านตัน ซึ่ งเพ่ิมจาก 

ปี 2556 ประมาณ 27.4% (สมาคมผู้ส่งออกข้าวไทย, 

2557) อย่างไรกต็ามผลผลิตของข้าวต่อหน่วยพ้ืนที่ปลูก

มปีริมาณลดลง อาจมสีาเหตุมาจากการเปล่ียนแปลงของ

สภาพแวดล้อม การเข้าท าลายของโรคระบาด และแมลง

ศั ต รู พื ช  เ ช่ น  เ พ ลี้ ย ก ร ะ โ ดดสี น ้ า ต า ล  ( brown 

planthopper; BPH) เข้าท าลายทั้งข้าวป่า และข้าวปลูก 

โดยการเจาะดูดน ้าเลี้ ยงบริเวณโคนต้น ตั้งแต่ระยะต้น

กล้า จนถึงระยะออกรวง (พุติพงษ์ เพ็งฤกษ์  และ 

คนอื่นๆ, 2554, น. 27-37) มีผลต่อการเจริญเติบโต

ของ ข้ าว  และท า ใ ห้ เกิดอาการไหม้  “hopperburn” 

(Watanabe, & Kitagawa, 2000, pp. 1192-1198) 

นอกจากนี้ ยังเป็นพาหะของเชื้ อไวรัสโรคเขียวเตี้ ย 

(grassy stunt) และโรคใบหงิก (ragged stunt) มาสู่ข้าว 

(Renganayaki, et al., 2002, pp. 2112–2117) 

โดยทั่วไปการควบคุมเพลี้ ยกระโดดสนี า้ตาล ใช้สารเคมี

ในการก าจัด ซึ่งต้องใช้แรงงานจ ามาก เสียค่าใช้จ่ายสูง 

และยังส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม เป็นอันตรายต่อ

มนุษย ์นอกจากนี้ การใช้สารเคมีได้ลดศัตรูธรรมชาติของ

เพลี้ยกระโดดสนี า้ตาล และท าให้เพลี้ยกระโดดสนี า้ตาลมี

ความต้านทานสารเคมี ดังนั้นเพ่ือเป็นการลดการใช้

สารเคมี ลดปัญหาสิ่งแวดล้อม มีแนวทางการแก้ไข  

ที่จะส่งผลเสียน้อยที่สุดที่จะใช้ได้คือ การปรับปรุงให้

ต้านทานต่อเพลี้ยกระโดดสนี า้ตาล 

ในปัจจุบันค้นพบยีนต้านทานเพลี้ ยกระโดดสนี า้ตาล

จ านวน 21 ยีน ในข้าวปลูก 11 ยีน และข้าวป่า 10 ยีน 

(Rahman, et al., 2009, pp. 1237–1246) โดยมี

รายงานว่ายีน Bph14 มีต าแหน่งบนโครโมโซมที่ 3 ของ

ข้าว Oryza officinalis  สามารถต้านทานเพลี้ ยกระโดด

ได้หลาย biotype (Huang, He, Shu, Li, & Zhang, 

2001, pp. 929–934) และเป็นเพียงยีนเดียวที่ทราบ

ล าดบัเบสทั้งยีน จากการวิเคราะห์ล าดับเบสในโครงสร้าง

ของยีน Bph14 พบว่ามีต าแหน่งอนุรักษ์ (conserved) 

ของโปรตีนเป็นส่วนที่ เกี่ยวข้องกับการป้องกันโรค  

3 domains ได้แก่ coiled-coil (CC), nucleotide-

binding (NB) และ leucine-rich-repeat (LRR) 

domain (Du, et al., 2009, pp. 22163–22168)  

ซึ่ งบ่งชี้ ว่ายีนต้านทานเพลี้ ยกระโดดสีน ้าตาลอาจม ี

domains ทั้ง 3 ดังกล่าวอย่างเช่นในข้าว O. officinalis 

(Huang, et al., 2001, pp. 929–934)  IR35 และ B5 

(Du, et al., 2009, pp. 22163–22168) Sin Duong 

Kien An และ Loc Nuoc (Mai, & Hong, 2012, pp. 

1424-1433) ส าหรับยีน Bph14 เป็นยีนหนึ่งที่น่าสนใจ

ส าหรับน ามาปรับปรุงพันธุ ์อย่างไรกต็ามยังไม่มีรายงาน

การค้นพบ ยีน Bph14 ในสายพันธุ์ข้าวพ้ืนเมือง และ 

ข้าวปลูกของไทย ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้ จึงมีวัตถุประสงค์

เพ่ือการตรวจหายีน Bph14-homolog ในข้าวพ้ืนเมือง 

ข้าวปลูก และข้าวป่าของไทย ซึ่งผลการวิจัยที่ได้อาจเป็น

แนวทางในการป้องกันการเข้าท าลายของเพลี้ ยกะโดดสี

น ้าตาลในข้าว และได้ข้อมูลพ้ืนฐานของยีน Bph14 

homologues ในข้าวของไทย เพ่ือน าไปใช้ประโยชน์

ปรับปรงุพันธุข้์าวต่อไป 

 

วิธีการศึกษา 

 

1. รวบรวมสายพันธุข้์าว  
 ได้รับความอนุเคราะห์จาก ศูนย์เมล็ดพันธุ์ข้าว

พิษณโุลก และกรมวิชาการเกษตร โดยมข้ีาวพ้ืนเมอืงไทย 

ข้าวปลูก และข้าวป่า มีทั้งหมด 37 (หมายเลขในวงเลบ็

แสดงแทนพันธุข้์าว) สายพันธุม์ีดังต่อไปนี้  Mudgo (1), 

ASD7(2), Rathu Heenati (3), Babawee (4), 

Swarnalata (5), ARC10550 (6), T12 (7), Chin 
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Saba (8), Pokkali (9), d IR65482-4-132-2-2 

(10), ปกาอ าปึล (11), เนียงกวง (12), มะลิ 105 

(13), มะลิแดง (14), มันปู (15), หอมนิล (15),  

ข้าวชาวนาพันธุใ์หม่ 1 (17), ข้าวพ้ืนเมืองสตูล (18), 

Taichung Native 1 (19), Oryza officinalis (20), 

สุพรรณบุรี 90 (21), กข 31 (22), กข 21 (23), 

สพุรรณบุรี 60 (24), กข 23 (25), พิษณโุลก 2 (26), 

หอมพิษณุโลก 2 (27), ชัยนาท 2 (28), ชัยนาท 1 

(29), O. rufipogon GS.NO.18887 (30), O. nivara 

GS.NO.18855 (31), O. nivara GS.NO.16190 

(32), O. rufipogon GS.NO. 16184 (33), O. 

rufipogon GS.NO. 15157 (34), O. officinalis 

GS.NO.18859 (35), O. nivara GS.NO.18847 

(36) และ O. nivara GS.NO.18854 (37) 

2. การออกแบบไพรเมอร์ 

 สบืค้นข้อมูลที่เกี่ยวข้องกบัยีน Bph14 (accession 

number: FJ941067) ของข้าวจาก gene bank database 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) จากนั้น

วิเคราะห์เกี่ยวข้องกบั CC, NB และ LRR เพ่ือออกแบบ

ไพรเมอร์ (ดงัตารางที่1) ส าหรับใช้ในการตรวจสอบข้าว

พ้ืนเมอืง ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย  

 

ตารางที่ 1 ล าดับเบส specific primer  

Primer   Forward sequence (5'    3')        Reverse sequence (5'    3')              Fragment size 

(bp) 

CC                 CACTGCTGTCCATGGTGAA               CAAGGCCAAGGGGCACTAC                267 

NB        TGCCAAGAAATGTTCTGGTTC       TTTCAGTGAGTTGGTGTCAAGG               334 

LRR                  AAATTCGTGGTTGTTCTGGT             CCTTGTAGGATCGTTACCGA               945 

 

3. สกดัดเีอน็เอ 

 เตรียมตวัอย่างต้นข้าวสกดัดเีอน็เอ โดยท าการแช่

เมล็ดข้าวในน ้าเป็นเวลานาน 48 ชั่วโมง จนเมล็ดข้าว 

เริ่มงอก ย้ายลงปลูกในกระถาง (เมลด็/กระถาง) น าไป

ปลูกในโรงเรือนคณะเกษตรศาสตร์ทรัพยากรธรรมชาติ

และสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยนเรศวร เมื่อต้นข้าวอายุ  

2 สัปดาห์ จึงตัดใบอ่อนมาสกัด ดีเอน็ด้วยวิธี CTAB 

ดดัแปลงมาจาก Doyle, & Doyle (1987, pp. 11-15)  

4. PCR Amplification 

 ในปฏกิริิยา PCR ประกอบสาร ดังนี้  dNTP 2 µM, 

10× ViA buffer, MgCl
2
 50 mM, Tag polymerase, 

primer forward 7.5 mM, primer reverse 7.5 mM และ 

DNA 50 ng/µl ภายใต้เงื่อนไข ดังนี้  denaturing  

ที่อณุหภมูิ 95
°
C เป็นเวลา 3 นาท ีแล้วท า 35 รอบ ของ 

denaturing ที่อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 30 วินาที, 

annealing ที่อุณหภมูิ 45°C เป็นเวลา 20 วินาท ี และ 

extension ที่อุณหภมูิ 72°C เป็นเวลา 60 วินาที และ

สุดท้ายท าขั้นตอน final extension ที่อุณหภูมิ 72°C  

เป็นเวลา 5 นาท ี 

 เกบ็ PCR product ที่ 4°C เพ่ือน าไปวิเคราะห์

ความเหมือนความแตกต่างกับ ยีน Bph14 ด้วย 1%  

gel electrophoresis จากนั้น purified PCR products  

จากเจลโดยการใช้ชุด HiYield
TM
 Gle/PCR DNA 

Fragments Extraction Kit(RBCBioscience) และ

วิเคราะห์ล าดับเบส โดยส่ง purified DNA ไปตรวจสอบ

ที่ คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

5.  วิเคราะห์ความเหมอืน และความแตกต่าง 

 น าล าดับเบสที่ได้จากข้อ 4 มาตรวจสอบหายีน 

Bph14 และ ยีน Bph14 homologues โดยเทียบกับยีน 

Bph14 (accession number: Os03g0848700 หรือ 

FJ941067) โดยใช้โปรแกรม BLAST และ ClustalW2 

 

ผลการศึกษา 

 

การตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ 

เพ่ือตรวจสอบปริมาณ และคุณภาพดีเอน็เอที่สกัด

จากตวัอย่างข้าว (สุ่มมา12 พันธุ ์จากข้าวทั้งหมดจ านวน 

37 พันธุ)์ พบว่าข้าวหมายเลข 4, 8, 15, 19, 26, 35 

และ 37 มีความเข้มข้นประมาณ 25 ng/µl (เทยีบกบั

ความเข้มข้นของ λ DNA มาตรฐาน) ข้าวหมายเลข 2 

และ 31 มีความเข้มข้นประมาณ 50 ng/µl  

ข้าวหมายเลข 27 และ 30 มีความเข้มข้นประมาณ  
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100 ng/µl และข้าวหมายเลข 20 มีความเข้มข้น

มากกว่า 100 ng/µl (รูปที่ 1) การทดลองบ่งชี้ ว่าดีเอน็

เอที่สกัดได้จากวิธีที่ดัดแปลงมาจาก Doyle, & Doyle 

(1987, pp. 11-15) มีคุณภาพ และความบริสทุธิ์สูง 

ตลอดจนมีปริมาณเพียงพอซึ่ งสามารถน าไปใช้ใน

ปฏกิริิยา Polymerase chain reaction (PCR) 
 

 

 

     
    

รูปท่ี 1 การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอน็เอที่สกดัจากใบอ่อนข้าว บน 1%agarose gel electrophoresis M1,  M2 และ M3 

แสดง λ DNA ที่มีความเข้มข้น 25, 50 และ 100 ng/µl ตามล าดับ หมายเลข 2, 4, 8, 15,  19, 20, 26, 27, 30, 31, 35 

และ 37 แทนตัวอย่างข้าวที่ใช้ในการศกึษา (ดูได้จากวิธกีารที่ 2) 

 

จากรายงานของ Du, et al. (2009, pp. 22163–

22168) พบว่า ยีนต้านทานเพลี้ ยกระโดดสีน า้ตาล 

(Bph14) ในข้าวกลุ่ม Oryza officinalis ประกอบด้วย

ต าแหน่งอนุรักษ์ (conserved) 3 domains ได้แก่ 

coiled-coil (CC), nucleotide-binding (NB) และ 

leucine-rich-repeat (LRR) domain อย่างไรกต็ามยัง 

ไม่มีรายงานการค้นพบยีน Bph14 ในข้าวกลุ่ มอื่ น 

(Tamura, et al., 2014, p. 5872) ดังนั้นงานวิจัยนี้  

จึงมจุีดมุ่งหมาย เพ่ือศึกษาตรวจหา homologues ของยีน

ต้านทานเพลี้ ยกระโดดสีน า้ตาล Bph14 ในข้าวพ้ืนเมือง 

ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย โดยท าการวิเคราะห์ 3 domains 

ได้แก่ CC-, NB- และ LRR- domain ซึ่งผลการทดลอง

มดีงันี้  

การทดสอบ CC-domain ของยีน bph14 ในขา้ว

พื้ นเมือง ขา้วปลูก และขา้วป่าของไทย โดยใชเ้ทคนิค PCR  

การทดสอบ CC-domain ของยีน Bph14 ในข้าว

พ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าของไทย โดยใช้เทคนิค 

PCR ท าการวิเคราะห์ต าแหน่งของ CC-domain ของยีน 

Bph14 เพ่ือใช้ท านายผลิตภัณฑพี์ซีอาร์ ส าหรับปฏกิริิยา 

PCR สามารถท าได้โดยน าล าดับเบสของ CC-primer 

(Du, et al., 2009, pp. 22163–22168) ได้แก่ Forward 

primer (5'-CACTGCTGTCCATGGTGAA-3') และ 

Reverse primer (5'-CAAGGCCAAGGGGCACTAC-3') 

มา alignment เปรียบเทยีบกบัล าดับเบสของยีน Bph14 

(accession number: FJ941067) โดยโปรแกรม 

ClustalW2 ผลการตรวจสอบพบว่าล าดับเบสของ  

CC-domain มคีวามเหมอืน 100% โดยมตี าแหน่งอยู่ใน

ส่วนของยีน Bph14 โดยมีล าดับเบสอนุรักษ์ที่ต าแหน่ง

ระหว่ าง  3,076-3,343bp (มี ค ว ามยา ว  276 bp)  

(รปูที่ 2) ซึ่งผลการวิเคราะห์นี้ บ่งชี้ ว่าการใช้เทคนิค PCR 

ร่วมกับ CC-primer สามารถน ามาใช้ตรวจสอบ  

CC-domain ในตวัอย่างข้าวที่ใช้ศกึษาได้ โดยถ้าข้าวพันธุ์

ใดที่มี CC-domain ต้องให้ผล PCR product ที่มีขนาด

เท่ากบั 276bp  
 

 

รูปที่ 2 แผนที่แสดงต าแหน่งของล าดับเบสของ 3 domains ในยีน Bph14 ที่มีขนาด 9,576bp ตัวยีนเร่ิมตั้งแต่ต าแหน่ง 2,752–

8,545bp ประกอบด้วย intron 2 ต าแหน่ง 6,946-7,591bp และ 7,660-7,782bp, CC-domain อยู่ที่ต าแหน่ง 3,076-

3,343bp (ขนาด 267bp), NB domain อยู่ที่ต าแหน่ง 4,150-4,484bp (ขนาด 334bp), และ LRR domain อยู่ที่ต าแหน่ง 

6,848-7,793bp (ขนาด 945bp) (   ) แทนยีน Bph14, (   ) แทนต าแหน่ง intron, (   ) แทนต าแหน่ง CC domain, (   ) 

แทนต าแหน่ง NB domain, (   ) แทนต าแหน่ง LRR domain 
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เมื่อท าการตรวจสอบ CC-domain ในตัวอย่างข้าว

พ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย จ านวน 37 พันธุ ์ 

โดยใช้ CC-primer ในปฏิกิริยา PCR ผลการทดลอง

พบว่า ข้าวทั้ง 37 พันธุ์ ปรากฏแถบของ PCR Product  

มีขนาดประมาณ 267bp (รูปที่ 3) นั่นแสดงว่าข้าว 

ทุกพันธุ์ที่ศึกษามี CC-domain อยู่ในส่วนของจีโนม 

ดงันั้นจึงควรท าการวิเคราะห์ความเหมือนความแตกต่าง

ของล าดบัเบสของ PCR product ต่อไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 รูปที่  3 การทดสอบ CC-domain กับข้าวจ านวน 37 พันธุ์ Marker Gene Ruler DNA Ladder Mix(M1), Negative 

control (N) หมายเลขแทนตัวอย่างข้าวดูได้จาก (วิธกีารที่ 2) 

 

เพ่ือวิเคราะห์ความเหมือนของ CC-domain ในข้าว

พ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย (โดยเปรียบเทียบ

ล าดับเบสกับ CC-domain ในยีน Bph14) ท าการ

ทดลองโดยสุ่มตัวอย่างข้าวจ านวน 11 พันธุ์ จาก 37 

พันธุ์ มาท าการ Purified PCR product โดยใช้ชุด 

HiYield
TM
 Gle/PCR DNA Fragments Extraction 

Kit(RBCBioscience) แล้วส่งตวัอย่างไปวิเคราะห์ล าเบส 

ที่คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

จากนั้ นน าล าดับเบสมาวิ เคราะห์เ พ่ือเปรียบเทียบ

เปอร์เซน็ความเหมือนของ CC-domain กับข้าวพันธุ์

ต่างๆ เทียบกับล าดับเบสของ CC-domain ในยีน 

Bph14 ด้วยโปรแกรม ClustalW2 ผลการวิเคราะห์

พบว่า ข้าว 11 สายพันธุ์ที่สุ่มตัวอย่าง มีค่าความเหมือน

ของล าดับเบสอยู่ในช่วง 93-95% (ดังตารางที่ 2)  

ซึ่งบ่งชี้ ว่ามีต าแหน่งอนุรักษ์ของ CC-domain อยู่ในข้าว

ทุกพันธุ ์ 

 

ตารางที่  2  การเปรียบเทยีบเปอร์เซน็ต์ความเหมือนของล าดับเบสใน CC-domain ของข้าว 11 สายพันธุ์ที่สุ่มมาศึกษา (โดยเทยีบกับ 

CC-domain ของยีน Bph14) 

ล าดบั หมายเลขพนัธุข์า้ว รายช่ือพนัธุข์า้ว เปอรเ์ซ็นตค์วามเหมือน 

1 19 Taichung Native 1 (TN1) 95 

2 20 Oryza officinalis 95 

3 4 Babawee 94 

4 8 Chin Saba 95 

5 26 พิษณโุลก 2 95 

6 27 หอมพิษณโุลก 2 93 

7 30 O. rufipogon GS.NO.18887 94 

8 31 O. nivara GS.NO.18855 93 

9 35 O. officinalis GS.NO.18859 95 

10 15 หอมนิล (สริุนทร์) 93 

11 18 ข้าวพ้ืนเมืองสตูล 95 
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การทดสอบ NB-domain ของยีน bph14 ในขา้ว

พื้ นเมือง ขา้วปลูก และขา้วป่าของไทย โดยใชเ้ทคนิค 

PCR  

ท าการวิเคราะห์ต าแหน่งของ NB-domain ของยีน 

Bph14 เพ่ือใช้ท านายผลิตภัณฑพี์ซีอาร์ ส าหรับปฏกิริิยา 

PCR สามารถท าได้โดยน าล าดับเบสของ NB-primer 

(Du, et al., 2009, pp. 22163–22168) ได้แก่ Forward 

primer (5'-TGCCAAGAAATGTTCTGGTTC-3') และ 

Reverse primer (5'-TTTCAGTGAGTTGGTGTCAAGG-3')  

มา alignment เปรียบเทยีบกบัล าดับเบสของยีน Bph14 

โดยโปรแกรม ClustalW2 ผลการตรวจสอบ พบว่า 

ล าดับเบสของ NB-domain มีความเหมือน 100%  

โดยมีล าดับเบสอนุรักษ์ที่ต าแหน่งระหว่าง 4,150-

4,484bp (มีความยาว 334bp) (รูปที่ 2) ซึ่งผลการ

วิเคราะห์นี้ บ่งชี้ ว่าการใช้เทคนิค PCR ร่วมกับ NB-

primer สามารถน ามาใช้ตรวจสอบ NB-domain  

ในตัวอย่างข้าวที่ ใ ช้ศึกษาได้ โดยถ้าข้าวพันธุ์ใดที่ม ี  

NB-domain ต้องให้ผล PCR product ที่มีขนาดเท่ากบั 

334bp  

ท าการตรวจสอบ NB-domain ในตัวอย่าง 

ข้าวพ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย จ านวน 37 พันธุ ์ 

มาทดสอบโดยใช้ NB-primer ในปฏกิริิยา PCR ผลการ

ทดลองพบว่า ข้าวทั้ง 37 พันธุ์ ปรากฏแถบของ PCR 

Product มีขนาดประมาณ 334bp (รูปที่ 4) นั่นแสดงว่า

ข้าวทุกพันธุม์ี NB-domain อยู่ในส่วนของจีโนม จึงควร

วิเคราะห์ความเหมือนความแตกต่างของล าดับเบส  

ของ PCR product ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                รูปที่ 4 การทดสอบ NB-domain กบัข้าวจ านวน 37 พันธุ ์Marker Gene Ruler DNA Ladder Mix (M1), Negative 

control (N) หมายเลขแทนตัวอย่างข้าวดูได้จาก (วิธกีารที่ 2) 

 

เ พ่ื อวิ เคราะ ห์คว าม เหมือนของล าดับ เบสใน  

NB-domain  ของข้าวพ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย 

(โดยเปรียบเทยีบกบัล าดับเบสของ NB-domain ในยีน 

Bph14) จึงท าการทดลองโดยสุ่มตัวอย่างข้าวจ านวน  

8 พันธุ ์จาก 37 พันธุ ์มาท าการ Purified PCR product 

โดยใช้ชุด HiYield
TM
 Gle/PCR DNA Fragments 

Extraction Kit(RBCBioscience) แล้วส่งไปวิเคราะห์ 

ล าเบส ที่คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัย

นเรศวร จากนั้นท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบเปอร์เซ็น

ความเหมอืนของล าดับเบสใน NB-domain ของตัวอย่าง

ข้าวที่ศึกษา กับ NB-domain ในยีน Bph14  

ด้วยโปรแกรม ClustalW2 ผลการวิเคราะห์ พบว่า  

จากข้าว 8 สายพันธุ์ที่สุ่มตัวอย่างมาศึกษา มีค่าความ

เหมือนอยู่ในช่วง 91-98% (ดังตารางที่ 3) ซึ่งบ่งชี้ ว่า 

ในมีต าแหน่งอนุรักษ์ของ NB-domain อยู่ในตัวอย่าง

พันธุข้์าว  
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ตารางที่  3  การเปรียบเทยีบเปอร์เซน็ต์ความเหมือนของล าดับเบสใน NB-domain ของข้าว 8 สายพันธุ์ที่สุ่มมาศึกษา (โดยเทยีบกับ 

NB-domain ของยีน Bph14) 

ล าดบั หมายเลขพนัธุข์า้ว รายช่ือพนัธุข์า้ว เปอรเ์ซ็นความเหมือน 

1 19           Taichung Native 1 (TN1) 94 

2 20           Oryza officinalis 98 

3 4           Babawee 94 

4 8           Chin Saba 93 

5 30           O. rufipogon GS.NO.18887 94 

6 35           O. officinalis GS.NO.18859 97 

7 15           หอมนิล (สริุนทร์) 91 

8 18           ข้าวพ้ืนเมืองสตูล 94 

 

การทดสอบ LRR domain ของยีน bph14 ในขา้ว

พื้ นเมือง ขา้วปลูก และขา้วป่าไทย โดยใชเ้ทคนิค PCR  

ท าการวิเคราะห์ต าแหน่งของ LRR-domain ของยีน 

Bph14 เพ่ือใช้ท านายผลิตภัณฑพี์ซีอาร์ ส าหรับปฏกิริิยา 

PCR สามารถท าได้โดยน าล าดับเบสของ LRR-primer 

(Du, et al., 2009, pp. 22163–22168) ได้แก่ Forward 

primer (5'- AAATTCGTGGTTGTTCTGGT-3') และ 

Reverse primer (5'-CCTTGTAGGATCGTTACCGA-3') 

มา alignment เปรียบเทยีบกบัล าดับเบสของยีน Bph14 

โดยโปรแกรม ClustalW2 ผลการตรวจสอบ พบว่า 

ล าดับเบสของ LRR-domain มีความเหมือน 100%  

โ ด ย มี ล า ดั บ เ บ ส อ นุ รั ก ษ์ ที่ ต า แ ห น่ ง ร ะ ห ว่ า ง  

6,848-7,793bp (มีความยาว 945bp) (รูปที่ 2)  

ซึ่งผลการวิเคราะห์นี้ บ่งชี้ ว่าการใช้เทคนิค PCR ร่วมกับ 

LRR-primer สามารถน ามาใช้ตรวจสอบ LRR-domain 

ในตวัอย่างข้าวที่ใช้ศกึษาได้ โดยถ้าข้าวพันธุใ์ดที่ม ีLRR-

domain ต้องให้ผลผลิตพีซีอาร์ที่มขีนาดเท่ากบั 945bp 

เมื่อท าการตรวจสอบ LRR-domain ในตัวอย่างข้าว

พ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย จ านวน 37 พันธุ ์ 

โดยใช้ LRR-primer ในปฏิกริิยา PCR ผลการทดลอง

พบว่า ให้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีขนาดแตกต่างกันใน 

สายพันธุ์ข้าวที่ใช้ศึกษา โดยผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่มีขนาด

ใกล้เคียงกับ LRR-domain ที่คาดการณ์ คือ ประมาณ 

1,000bp ซึ่งพบในข้าวสายพันธุท์ี่ 1, 2, 5, 10 และ 34 

(รูปที่  5) นั่ นแสดงว่าข้าวบางพันธุ์เ ท่านั้ นที่ อาจม ี 

LRR-domain จึ ง ค ว ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ค ว า ม เ ห มื อ น 

ความแตกต่างของล าดบัเบส ของ PCR product ต่อไป   

นอกจากนี้ ผลการทดลองยังพบอีกว่า การตรวจสอบ 

LRR-domain ในข้าวพันธุต้์านทาน (O.officinalis, หมายเลข 

20) และพันธุไ์ม่ต้านทาน (Taichung Native 1, หมายเลข 

19) (รปูที่ 5) ให้ผลผลิตภัณฑพี์ซีอาร์ที่แตกต่างกนั คือ 

ขนาด 170, 400 และ 600bp ในพันธุต้์านทาน แต่ไม่

พบในพันธุ์อ่อนแอ ดั้งนั้นจึงควรวิเคราะห์ความเหมือน

ความแตกต่างของล าดบัเบส ของ PCR product ต่อไป   
 

  

 

 

 

 

 

 

 

   

 รูปที่ 5  การทดสอบ LRR domain กับข้าวจ านวน 37 พันธุ์ Marker Gene Ruler DNA Ladder Mix(M1), Negative control (N) 

หมายเลขแทนตัวอย่างข้าวดูได้จาก (วิธกีารที่ 2) 
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เพ่ือวิเคราะห์ความเหมอืนของ LRR-domain ในข้าว

พ้ืนเมือง ข้าวปลูก และข้าวป่าไทย (โดยเปรียบเทียบ

ล าดับเบสกับ LRR-domain ในยีน Bph14) ท าการ

ทดลองโดยท าการสกัดดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ 

ที่มีขนาด 1,000bp จากตัวอย่างอย่างข้าวหมายเลข  

1, 2, 5, 10 และ 34 แล้วน ามา Purified PCR product 

โดยใช้ชุด HiYield
TM
 Gle/PCR DNA Fragments 

Extraction Kit(RBCBioscience) จากนั้นส่งไปวิเคราะห์

ล าเบสที่  คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัย

นเรศวร จากนั้นท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบเปอร์เซ็น

ความเหมือนของล าดับเบสใน LRR-domain ของ

ตัวอย่างข้าวที่ศึกษา กบั LRR-domain ในยีน bph14 

ด้วยโปรแกรม ClustalW2 ผลการวิ เคราะห์  พบว่า  

จากข้าว 5 สายพันธุ์ที่สุ่มตัวอย่างมาศึกษา โดยมีเพียง

ข้าวหมายเลขที่ 5 และ 34 เท่านั้นที่ได้ข้อมูลของล าดับ

เบสเพ่ือวิเคราะห์ค่าความเหมอืน (ส่วนหมายเลขที่ 1, 2, 

และ 10 พบว่าการอ่านข้อมูลล าดับเบสไม่สมบูรณ์)  

ซึ่งผลพบว่าอยู่ในช่วง 67.26-78.65% (ดังตารางที่ 4) 

ซึ่งบ่งชี้ ว่าในมีต าแหน่งอนุรักษ์ของ LRR domain อยู่ใน

ตวัอย่างพันธุข้์าว  

นอกจากนี้ จากการวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับ

เบสของผลิตภัณฑพี์ซีอาร์ ขนาด 170, 400 และ 600bp 

ใ น พั น ธุ์ ต้ า น ท า น  ( 2 0 )  พ บ ว่ า มี เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์ 

ความเหมอืนกบั LRR-domain ในยีน Bph14 อยู่ในช่วง 

75.1-84.7% (ดงัตารางที่ 4) 

 

ตารางที่  4 การเปรียบเทยีบเปอร์เซน็ต์ความเหมือนของล าดับเบสใน LRR-domain ของข้าว 3 สายพันธุ์ที่ สุ่มมาศึกษา (โดยเทยีบกับ 

LRR-domain ของยีน Bph14) 

ล าดบั หมายเลขพนัธุข์า้ว รายช่ือพนัธุข์า้ว เปอรเ์ซ็นความเหมือน 

1 5                 Swarnalata 67.26 

2 34                 Oryza rufipogon GS.NO.15157 78.65 

3 20
170**

                 O.officinalis 84.7 

4 20
400**

                 O.officinalis 81.1 

5 20
600**

                 O.officinalis 75.1 

170**
 แทนขนาดของ PCR product ขนาดประมาณ 170bp, 

400**
แทนขนาดของ PCR product ขนาดประมาณ 400bp, 

600**
แทนขนาดของ PCR product ขนาดประมาณ 600bp 

 

อภิปรายผลการศึกษา 

 

จากการสกดัดีเอน็เอจากใบข้าว ด้วยวิธดีัดแปลงจาก 

Doyle, & Doyle (1987, pp. 11-15) โดยไม่เติม  

2-β-mercaptoethanol ผลการทดลองพบว่าดีเอ็นเอ 

ที่ได้มีคุณภาพสงูและมีปริมาณเพียงพอส าหรับใช้ในงาน 

พีซีอาร์ได้ ทั้งนี้ อาจเนื่องจากคุณสมบัติของ 2% CTAB 

(cetyltrimethylammonium bromide) เหมาะสมใน 

การก าจัดสารโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งเป็นองค์ประกอบส าคัญ

ในใบข้าวได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังมีรายงานการใช้

วิธีการสกัดดีเอ็นเอโดย CTAB ได้ผลดีในกล้วยไม้ 

สกุลช้าง (ธนากร วงษศา, อภินันท์ ลิ้ มมงคล และ

อนุพันธ ์กงบงัเกดิ, 2008, น. 165-175) และ ข้าวโพด 

(วันชัย เย็นเพชร, ชบา จ าปาทอง, และศานนท ์ 

สขุสถาน, 2010, น. 360-366) ผลการทดลองนี้ บ่งชี้  

ได้ว่าวิธีดัดแปลงจาก Doyle, & Doyle (1987, pp.  

11-15) เป็นวิธีหนึ่งที่ เหมาะสมส าหรับสกัดดีเอ็นเอ 

จากใบข้าว เนื่องจากให้ดีเอ็นเอที่มีคุณภาพสูง ที่ ง่าย 

รวดเร็ว  ราคาไ ม่แพง และปลอดภัยจากสารเคม ี

โดยเฉพาะ  2-β-mercaptoethanol ที่ เ ป็ นอันตราย 

ต่อทางเดินหายใจและผิวหนัง (Chevron Phillips 

Chemical Company LP, 2014) 

จากการตรวจสอบ homologues ของยีนต้านทาน

เพลี้ยกระโดดสนี า้ตาล (ยีน Bph14) ในข้าวพ้ืนเมอืงไทย 

ข้าวปลูก และข้าวป่า จ านวน 37 สายพันธุ์ โดยท า 

การตรวจสอบ 3 conserved domains ยีน Bph14 ได้แก่ 

coiled-coil (CC), nucleotide-binding (NB) และ 

leucine-rich-repeat (LRR) domains ด้วยเทคนิค PCR 

และ DNA sequencing  ผลทดลองพบว่า ในจีโนมของ

ข้าวทุกสายพันธุ์ที่ใช้ศึกษา ประกอบด้วย CC- และ  
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NB-domain โดยมีความเหมือนของล าดับเบสสูง

ประมาณ 91-98% (เทยีบกบั CC- และ NB-domain 

ใน Bph14, FJ941067) ซึ่งบ่งชี้ ว่าในข้าวพันธุท์ี่ศึกษา

อาจมียีนที่ เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคและแมลง 

(อาจไม่ใ ช่หรือไ ม่ ใ ช่ยีน  Bph14)  ทั้ งนี้ เ นื่ องจาก  

CC-NB-domain เป็นบริเวณอนุรักษ์ที่พบในส่วนของยีน

จ านวนมากที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคและแมลง 

(Takken, & Tameling, 2009, pp. 744-746) เช่น 

พบในข้าวบางสายพันธุข์อง Oryza rufipogon, Oryza 

japonica, และ Oryza indica (Du, et al., 2009,  

pp. 22163–22168) และข้าวเวียดนามสายพันธุ ์Oryza 

sativa (Sai Duong Kien An และ Loc Nuoc)  

(Mai, & Hong, 2012, pp. 1424-1433 ) เป็นต้น  

เพ่ือยืนยันความเป็น homologues ของยีน Bph14  

จึงท าการตรวจสอบ LRR-domain ในข้าวทั้ง 37 สายพันธุ ์

โดยใช้เทคนิค PCR พบว่ามีเพียง 5 สายพันธุเ์ท่านั้นที่ม ี

LRR-domain อยู่ในจีโนม ซึ่งอาจบ่งชี้ ได้ว่าข้าวทั้ง 5 สายพันธุ ์

อาจมียีน Bph14 หรือ Bph14-homologues จึงท า 

การตรวจสอบโดยการวิเคราะห์ล าดับเบส ผลการทดลอง

พบว่า มีความเหมือนของล าดับเบสเพียง 67.26-

78.65% ( เ ที ย บ กั บ  LRR-domain ใ น  Bph1 4 

FJ941067) ซึ่งผลบ่งชี้ ได้เพียงว่ายีนดงักล่าวที่พบในข้าว

สายพันธุ์ดังกล่าวอาจเป็นเพียง Bph14-homologues 

เนื่องจากมีค่าความเหมือนของล าดับเบสน้อยกว่า 90% 

ถงึแม้ว่า LRR-domain เป็นต าแหน่ง conserved domain 

ในยีนที่ เกี่ ยว ข้องกับความต้านทานโรคและแมลง 

(Takken, & Tameling, 2009, pp. 744-746) แต่กม็ี

ความหลายลายและมีความจ าเพาะในแต่ละยีน เช่น ใน 

Bph14 พบว่า LRR-domain มีกรดอะมิโนแตกต่างจาก

ยีนเด่น Bph หรือ ยีนด้อย bph อื่นๆ ประมาณ 54 ตัว 

และมตี าแหน่งกรดอะมิโนขาดหายไป 2 ตัว (Du, et al., 

2009, pp. 22163–22168) ท าให้ LRR-domain อาจ

เป็นตัวก าหนดความจ าเพาะในการต้านทานต่อชนิดของ

โรค เช่น ใน flax (Martin, Bogdanove, & Sessa, 

2003, pp. 23–61)  

อย่างไรกต็ามผลจากการวิจัยครั้งนี้ท  าให้ทราบข้อมูล

พ้ืนฐานของข้าวบางสายพันธุ์ที่อาจมียีนต้านทานเพล้ีย

กระโดดสีน า้ตาล แบบ Bph14-homologues หรืออาจ

เป็นยีนตัวใหม่ ดังนั้นควรท าการตรวจสอบ โดยการ

วิ เคราะ ห์ล าดับ เบสทั้ งหมดของยีน  จากนั้ นควร

ท าการศึกษาหน้าที่การท างานของยีนในการตอบสนอง

ความต้านทานเพลี้กระโดดสนี า้ตาลต่อไป 
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