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บทคัดย่อ 

ขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) เป็นขา้วพ้ืนเมืองของไทยท่ีมีศกัยภาพในการตา้นทานต่อเช้ือ
รา Pyricularia oryzae ไดด้ี สามารถตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท แต่พบว่ามี
เช้ือราบางไอโซเลทท่ีสามารถก่อโรคไดบ้นขา้วสายพนัธ์ุย ั้งมอง ซ่ึงช้ีให้เห็นถึงศกัยภาพในการก่อ
โรคของเช้ือราที่ก่อโรคไดม้คีวามแตกต่างจากเช้ือราไอโซเลทท่ีไม่สามารถก่อโรคได ้ งานวิจยัน้ีจึง
ไดท้ าการส ารวจและรวบรวมเช้ือรา Pyricularia oryzae ในประเทศไทย ไดเ้ช้ือราบริสุทธ์ิจ านวน 49 
ไอโซเลท ปลูกเช้ือท่ีรวบรวมไดล้งบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเพ่ือคดัเลือกไอโซเลทท่ีมีความสามารถใน
การก่อโรคและไม่ก่อโรค เมื่อประเมินการเกิดโรคของเช้ือราหลงัการปลูกเช้ือ 7 วนั พบว่าเช้ือรา
จ านวน 4 ไอโซเลท สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง คือ ไอโซเลท 
SKN2008 60867 ไอโซเลท UBN2010 196171 ไอโซเลท RBR55003 และไอโซเลท PLK40.4 
ในขณะท่ีเช้ือราจ านวน 45 ไอโซเลท ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้จากนั้นปลูกเช้ือรา P. 
oryzae ลงบนขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว (NILs) เพ่ือระบุยนีก่อโรคของเช้ือรา พบว่ายีนก่อโรคที่พบ
มากที่สุดคือ ยนีในกลุ่ม AVR-Pik จากนั้นเลือกเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ที่สามารถก่อโรคบนขา้ว
พนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้ว
พนัธ์ุย ั้งมองไดไ้ปศึกษาการแสดงออกของยีนก่อโรค AVR-Pik ร่วมกบัยนีอ่ืนๆ ที่เกี่ยวขอ้งกบัการก่อ
โรคของเช้ือรา P. oryzae บนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองดว้ยเทคนิค quantitative realtime RT-PCR พบว่าเช้ือรา
ไอโซเลท PLK40.4 มีการแสดงออกของยีน AVR–Pik และยีน MoHrip1 ซ่ึงเป็นยีนที่เกี่ยวขอ้งกบัการ
ก่อโรคของเช้ือราสูงกว่าเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 และพบว่าการแสดงออกของยนีตา้นทาน 
Pik มีการแสดงออกไม่แตกต่างกนัในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองท่ีปลูกเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 หรือไอโซ
เลท Chiangrai34.1 ตั้งแต่เวลา 12 ชัว่โมง ต่อเน่ืองไปจนถึงท่ีเวลา 48 ชัว่โมง การศึกษาชนิดของสาร
ทุติยภูมิท่ีสังเคราะห์โดยเช้ือรา P. oryzae ดว้ยเทคนิค Liquid Chromatography – Mass Spectrometry เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(LC–MS) พบสาร picolinic acid และสาร tenuazonic acid ซ่ึงเป็นสารที่เกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคไหม้
ของเช้ือราในอาหารเล้ียงเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 และไอโซเลท Chiangrai34.1 ตามล าดบั 
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ABSTRACT 

Thai indigenous rice variety, Yang Mawng (GS20874) is highly and broad-spectrum 
resistant to the infection of P. oryzae. However, some isolates were able to cause blast disease on 
Yang Mawng varietie. This indicates the different potential of the fungi to cause blast disease on 
Yang Mawng. In this study, 49 isolates of P. oryzae were obtained from disease epidermic areas in 
various regions of Thailand. Each isolate of P. oryzae was inoculated on Yang Mawng variety and 
the isolates that were able and unable to cause blast disease at 7 days after inoculation then were 
selected. The result showed that 4 isolates including SKN2008 60867, UBN2010 196171, 
RBR55003 and PLK40.4 were moderately virulent, while 45 isolates were unable to infect Yang 
Mawng variety. Examination of the AVR gene of each fungal isolate was conducted on 31 near 
isogenic lines (NILs) and the result revealed that the most frequently occurring genes were AVR-
Pik. The fungal isolate, PLK40.4 and Chiangrai34.1, were further used for gene expression analysis 
of AVR-Pik together with other genes in Yang Mawng variety using quantitative realtime RT-PCR. 
Expression of AVR-Pik and MoHrip1 in the isolate PLK40.4 was higher than Chiangrai34.1 and 
expression of resistance gene, Pik, was no different when Yang Mawng variety was inoculated with 
each isolate. Analysis of secondary metabolites of isolates PLK40.4 and Chiangrai34.1 using 
Liquid Chromatography – Mass Spectrometry (LC–MS) revealed that picolinic acid and tenuazonic 
acid was detected in PLK40.4 and Chiangrai34.1 culture filtrate, respectively. 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1  ความส าคัญและที่มา 
เช้ือรา Pyricularia oryzae เป็นสาเหตุโรคไหมข้า้วซ่ึงเป็นโรคที่มีความส าคญั และพบการ

แพร่ระบาดเป็นประจ าในพ้ืนท่ีปลูกขา้ว เช้ือราสาเหตุโรคไหมส้ามารถเขา้ท าลายขา้วไดใ้นทุกระยะ
การเจริญเติบโตตั้งแตร่ะยะกลา้จนถึงระยะออกรวง เม่ือเช้ือราเขา้ท าลายขา้วในระยะกลา้ ใบจะมี
แผลจุดสีน ้าตาลมีลกัษณะคลา้ยรูปตาสีเทาอยู่ตรงกลาง ถา้แผลลุกลามรวมกนัจะท าให้ตน้กลา้ขา้ว
แห้งและตาย ขนาดของแผลที่ใบในระยะแตกกอจะใหญ่กว่าท่ีพบในระยะกลา้ ใบจะมีลกัษณะเป็น
แผลช ้าสีน ้าตาลด า ระยะคอรวงพบแผลช ้าสีน ้าตาลท่ีคอรวง ท าให้รวงหักง่าย เมล็ดลีบ รวงขา้วไดร้ับ
ความเสียหายเป็นอย่างมาก (กรมการขา้ว. 2563ก) เช้ือรา P. oryzae เขา้ท าลายขา้วไดเ้มื่อมี
สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมคือ มีความช้ืนสูง และอุณหภูมิอยู่ในช่วง 22 – 25 องศาเซลเซียส โดยเช้ือ
ราสาเหตุโรคไหมเ้ป็นเช้ือราท่ีมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง (Mekwatanakarn et al. 2000) มี
การพฒันาปรับตวัไดอ้ย่างรวดเร็วในการเขา้ท าลายขา้ว ซ่ึงอาจส่งผลให้พนัธ์ุขา้วที่เคยตา้นทานต่อ
โรคไหมสู้ญเสียความตา้นทานลงได ้ ในประเทศไทยขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองจดัเป็นแหล่งพนัธุกรรมของ
ยีนที่มีความส าคญัในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเพื่อให้ไดพ้นัธ์ุขา้วมีคณุภาพดี และมีความตา้นทานต่อ
โรคได ้ โดยขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองมีลกัษณะความตา้นทานโรคไหมแ้บบกวา้ง (broad spectrum 
resistance) สามารถตา้นทานเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท จากงานวิจยัของ Salih et al. 
(2013) พบว่าขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเป็นขา้วพ้ืนเมืองของไทยท่ีมีความสามารถในการตา้นทานโรคไหมไ้ด้
ในระดบัดีมีลกัษณะความตา้นทานโรคไหมแ้บบกวา้ง (broad spectrum resistance) สามารถ
ตา้นทานเช้ือรา P. oryzae ได ้ 29 ไอโซเลท อย่างไรก็ตามพบว่าเช้ือรา P. oryzae บางไอโซเลท 
สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ แสดงให้เห็นว่าเช้ือราสาเหตุโรคไหมท่ี้ก่อโรคไดบ้นขา้ว
พนัธ์ุย ั้งมองมีศกัยภาพท่ีแตกต่างจากเช้ือราสาเหตุโรคไหมท่ี้ไม่สามารถก่อโรคได ้

เช้ือราสาเหตุโรคไหมมี้กลไกในการก่อโรคในขา้ว เช่น ปลดปล่อยโปรตีน (effector 
protein) ซ่ึงเป็นผลผลิตมาจากยีนก่อโรคท่ีมีอยู่ในเช้ือรา (AVR gene) เพื่อใชใ้นการก่อโรค ยีนก่อโรค
จะมีการแสดงออกโดยการถอดรหัสและแปลรหัสได ้Avirulence protein หรือ effector protein คือ 
โปรตีนท่ีจ าเป็นต่อการเขา้ท าลายพืชของเช้ือ หรือการสังเคราะห์สารพิษต่างๆ ที่มีคุณสมบตัิเป็นสาร
ทุติยภูมอิอกมาเพ่ือท าลายเน้ือเยื่อพืชอาศยั และช่วยให้การเขา้ท าลายพืชมีความรุนแรงมากขึ้น 
สารพิษท่ีเช้ือราสังเคราะห์ขึ้นจึงมีความสัมพนัธ์กบัการก่อโรคของเช้ือรา (Wolpert et al. 2002) 
ดงันั้นการศึกษาเกีย่วกบักลไกในการก่อโรคของเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ึงท าให้ทราบความสามารถ
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ของเช้ือราทีใ่ชใ้นการเขา้ท าลายขา้วสายพนัธ์ุตา้นทานและจะน าไปสู่การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วให้มี
ความตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้ดอ้ย่างอย่างมีประสิทธิภาพ  

งานวิจยัน้ีจึงท าการศึกษาศกัยภาพของเช้ือราท่ีสามารถก่อโรคไดบ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง โดย
คดัเลือกเช้ือราสาเหตุโรคไหมท่ี้สามารถก่อโรคและไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองและน าไป
ทดสอบบนขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว (NILs) ซ่ึงเป็นขา้วที่มีฐานพนัธุกรรมมาจากขา้วพนัธ์ุ 
Lijiangxintuanheigu (LTH) โดยแต่ละสายพนัธ์ุจะมียีนตา้นทานโรคไหมเ้พียงยีนเดยีวเพื่อระบุยีน
ก่อโรคท่ีมีอยู่ในเช้ือรา จากนั้นศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเกี่ยวกบัการก่อโรคของเช้ือรา และ
ศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ทีสั่งเคราะห์โดยเช้ือราสาเหตุโรคไหมท่ี้สามารถ
ก่อโรคและไม่สามารถก่อโรคบนขา้วสายพนัธ์ุย ั้งมอง ซ่ึงขอ้มูลที่ไดม้ีความส าคญักบัการปรับปรุง
พนัธ์ุขา้วให้สามารถตา้นทานต่อเช้ือราโรคไหมไ้ดห้ลายสายพนัธ์ุ 

1.2  วัตถุประสงค์  
1.2.1  เพื่อรวบรวมและคดัเลือกเช้ือราสาเหตุโรคไหม้จากพ้ืนท่ีปลูกขา้วของประเทศไทยท่ี

สามารถก่อโรคและไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 
1.2.2  เพื่อศึกษารูปแบบปฏิกิริยาการก่อโรค (pathotype) ของเช้ือราสาเหตุโรคไหมบ้นขา้วที่มี

ยีนตา้นทานเดี่ยว (NILs) 
1.2.3  เพื่อระบุยีนที่มีการแสดงออกสัมพนัธ์กบัความสามารถในการก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 
1.2.4  เพื่อศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิที่สังเคราะห์ขึ้นโดยเช้ือราสาเหตุโรคไหมท่ี้สามารถก่อ

โรคและไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 

1.3  สถานที่ด าเนินงาน 
ห้องปฏิบตัิการโรคพืช ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร 

สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพฯ 

1.4  วิธีการด าเนินการศึกษา 
รวบรวมและเก็บตัวอย่างใบข้าวท่ีแสดงอาการของโรคไหม้จากพ้ืนท่ีปลูกข้าวของ

ประเทศไทย เพื่อแยกเช้ือรา Pyricularia oryzae บริสุทธ์ิ ปลูกเช้ือรา P. oryzae ลงบนขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มองเพ่ือคดัเลือกเช้ือราท่ีสามารถก่อโรค และไม่สามารถก่อโรคได ้แลว้ปลูกเช้ือรา P. oryzae ที่ผ่าน
การคดัเลือกลงบนขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว ซ่ึงเป็นขา้วที่แต่ละสายพนัธ์ุมียีนตา้นทานโรคไหมเ้พียง
ยีนเดียวเพื่อระบุยีนก่อโรคในเช้ือราแต่ละไอโซเลท จากนั้นศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวขอ้ง
กับการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae บนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองด้วยเทคนิค quantitative realtime RT-PCR 
และสกัดสารทุติยภูมิของเช้ือราน าไปวิ เคราะห์ด้วยเทคนิค Liquid Chromatography – Mass 
Spectrometry (LC–MS) เพื่อศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิท่ีเช้ือราสังเคราะห์เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 2 

งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1  โรคไหม้ข้าว (Rice blast disease) 
โรคไหมข้า้วเป็นโรคที่มีความส าคญัท าให้ผลผลิตของขา้วเสียหายมาก เช้ือราสาเหตุโรค

ไหมส้ามารถเขา้ท าลายพืชไดห้ลายชนิดตั้งแต่ขา้ว (Oryza sativa L.) ขา้วสาลี (Triticum aestivum) และ
พืชตระกูลมิลเล็ท (Eleusine spp., Panicum spp. และ Setaria spp.) (พูนศกัดิ์  และคณะ. 2550; Klaubauf 
et al. 2014; Tosa and Chuma. 2014) ประเทศไทยพบการแพร่ระบาดของโรคไหมค้รั้ งแรกเม่ือปี พ.ศ. 
2496 ในขา้วพนัธ์ุหอมเศรษฐี ที่สถานีเกษตรกลางบางเขน และบริเวณใกลส้ถานีรถไฟมกักะสัน โดย
แผนกโรคพืชวิทยา กองพืชพนัธ์ุ กรมกสิกรรม สันนิษฐานว่าโรคน้ีอาจตดิมากบัฟางขา้วที่มาจาก
ประเทศญี่ปุ่ นสมยัสงครามโลกครั้ งท่ี 2 (ชวาลา. 2531) 

ในปัจจุบนัประเทศไทยพบปัญหาส าคญัที่ส่งผลกระทบต่อการปลูกขา้วและท าให้ผลผลิต
ขา้วลดลงอนัเน่ืองมาจากสาเหตุหลายประการ ทั้งสาเหตุจากส่ิงมีชีวิตและไม่มีชีวิต เช่น แมลงศตัรู
ขา้ว ปัญหาน ้าท่วม ดินขาดความอุดมสมบูรณ์ ความแห้งแลง้ และการระบาดของโรคพืชที่เกิดจาก
เช้ือรา แบคทีเรีย ไวรัส เป็นตน้ โดยโรคพืชที่เป็นปัญหาทีส่ าคญัอย่างยิ่ง คือ โรคไหมข้องขา้วที่เกดิ
จากเช้ือรา P. oryzae ซ่ึงเป็นโรคทีส่ามารถระบาดไดใ้นทุกพ้ืนท่ีที่ปลูกขา้ว เขา้ท าลายไดทุ้กส่วนของ
ตน้ขา้วตั้งแต่ระยะตน้กลา้จนถึงระยะออกรวง สร้างความเสียหายรุนแรงต่อคุณภาพ และผลผลิตของ
ขา้ว โดยในปี พ.ศ. 2562 พบการระบาดของโรคไหมข้า้วจ านวน 10 จงัหวดั ไดแ้ก่ นครศรีธรรมราช 
ล าปาง กาฬสินธ์ุ มหาสารคาม ชยัภูมิ สุรินทร์ ศรีสะเกษ สงขลา แพร่ และตาก คดิเป็นพ้ืนท่ีระบาด
จ านวน 509,637 ไร่ ระบาดมากในพ้ืนท่ีท่ีปลูกขา้วพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรค ไดแ้ก่ ขาวดอกมะลิ 105 กข
15 และ กข6 (กรมการขา้ว. 2562) ในปี พ.ศ. 2563 พบการระบาดของโรคไหมข้า้วจ านวน 26 จงัหวดั 
ไดแ้ก่ ล าปาง แพร่ น่าน พะเยา เชียงราย อุทยัธานี ตาก ขอนแก่น อุดรธานี หนองบวัล าภู สกลนคร 
มุกดาหาร มหาสารคาม นครราชสีมา สุรินทร์ บุรีรัมย ์อุบลราชธานี ยโสธร บึงกาฬ นครปฐม ลพบุรี 
สุพรรณบุรี ชลบุรี จนัทบุรี พทัลุง และสงขลา คิดเป็นพ้ืนท่ีระบาดจ านวน 38,200 ไร่ (กรมการขา้ว. 
2563ข) ในปี พ.ศ. 2564 มรีายงานการระบาดของโรคไหม ้จ านวน 15 จงัหวดั ไดแ้ก่ แพร่ น่าน พะเยา 
อุทยัธานี ตาก ขอนแกน่ อุดรธานี สกลนคร มหาสารคาม บุรีรัมย ์ อุบลราชธานี ยโสธร บึงกาฬ 
สุพรรณบุรี และจนัทบุรี คิดเป็นพ้ืนท่ีระบาดจ านวน 3,563 ไร่ (กรมการขา้ว. 2564) ในปัจจุบนัพบว่า
โรคไหมข้า้วมีการแพร่ระบาดอย่างกวา้งขวางในพ้ืนท่ีปลูกขา้วทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ
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2.2  เช้ือราสาเหตุโรคไหม้ 
โรคไหมข้า้วเกิดจากเช้ือรา Pyricularia oryzae มกีารสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ ส่วนใน

ระยะที่มีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศมีช่ือเรียกว่า Magnaporthe oryzae (Couch and Kohn. 2002) จ าแนก
ตามหมวดหมู่ไดด้งัน้ี (Zhang et al. 2016) 

Kingdom Fungi  
     Phylum Ascomycota  

      Class Sordariomycetes  
          Order Magnaporthales  

                Family Pyriculariaceae  
                  Genus Pyricularia  

                     Species P. oryzae  

เช้ือรา P. oryzae (ภาพท่ี 2.1) สร้างส่วนขยายพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศเรียกว่า โคนิเดีย 
(conidia) บนกา้นชูโคนิเดีย (conidiophore) เป็นกลุ่มบนเน้ือเยื่อพืช กา้นชูโคนิเดียมีผนงักั้น โดย 
โคนิเดียมรูีปร่างลกัษณะเป็นแบบ pyriform หรือ obclavate ปลายยอดของโคนิเดียแหลม (tapering) 
ภายในโคนิเดียแบ่งออกเป็น 3 เซลล ์ มี 2 ผนงักั้นเซลล์ (septate) บางครั้ งทีผ่นงักั้นเซลลอ์าจเวา้ 
(constrict) เล็กนอ้ย โคนิเดียมีลกัษณะใสไม่มีสี (hyaline) แต่ละไอโซเลทมีขนาดโคนิเดียแตกต่างกนั
โดยมีขนาดประมาณ 20.89 – 28.14 × 7.39 – 10.50 ไมครอน (สรินนา และคณะ. 2561)  

 

 

 ภาพที่ 2.1  ลกัษณะของ conidia ของเช้ือรา Pyricularia oryzae 
                   ที่มา : Klaubauf et al. (2014) 

 
2.3  ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือราโรคไหม้ 

เช้ือ P. oryzae เป็นเช้ือราท่ีมีความหลากหลายทางพนัธุกรรม และมีความแปรปรวน
มากกว่าเช้ือราชนิดอ่ืน มีการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมไดอ้ย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาไม่กี่ชัว่
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อายุ พบว่าความแปรปรวนทางพนัธุกรรมมีสาเหตุมาจากการกลายพนัธ์ุของเช้ือ และการสืบพนัธ์ุ
แบบอาศยัเพศมีส่วนท าให้เกิดเช้ือสายพนัธ์ุใหม่ๆ ส่งผลให้เช้ือรามีการปรับตวัไดอ้ย่างรวดเร็วใน
การเขา้ท าลายขา้ว การศึกษาประชากรเช้ือโรคไหมใ้นประเทศไทย พบว่าเช้ือโรคไหมใ้นประเทศ
ไทยมีความหลากหลายมากกว่าแหล่งปลูกขา้วอ่ืนๆ ของโลก เช้ือรามีความแตกต่างกนัไปตามแหล่ง
ปลูกขา้ว ฤดูปลูก และระยะการเจริญเติบโตของขา้ว ซ่ึงจะส่งผลให้ขา้วพนัธ์ุตา้นทานเกิดการสูญเสีย
ความตา้นทาน รวมถึงการเคล่ือนยา้ยประชากรของเช้ือราจากพ้ืนท่ีหน่ึงไปยงัพ้ืนท่ีหน่ึง ท าให้ตรวจ
พบสายพนัธ์ุเช้ือราแตกต่างจากท่ีมีอยู่เดิมในพ้ืนท่ี สาเหตุเหล่าน้ีท าให้เกิดการระบาดของโรคไหม้
อยู่เป็นประจ า (Mekwatanakarn et al. 2000)  

พูนศกัดิ์  และคณะ (2550) ตรวจสอบความหลากหลายของสายพนัธ์ุเช้ือราสาเหตุโรคไหม้
ในประเทศไทยโดยรวบรวมเช้ือราสาเหตุโรคไหมท้ี่พบในประเทศไทยระหว่างปี พ.ศ. 2545 – 2548 
แยกเช้ือบริสุทธ์ิแลว้น าไปทดสอบความรุนแรงของเช้ือบนพนัธ์ุขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว 18 พนัธ์ุ 
จากเช้ือราทั้งหมด 2,476 ไอโซเลท สามารถจ าแนกได ้623 สายพนัธ์ุ คือสายพนัธ์ุที่พบประจ าจ านวน 
186 สายพนัธ์ุ และสายพนัธ์ุที่พบไม่บ่อยจ านวน 437 สายพนัธ์ุ แสดงให้เห็นว่าประชากรเช้ือสาเหตุ
โรคไหมใ้นประเทศไทยมคีวามหลากหลายสูงโดยเฉพาะในพ้ืนท่ีปลูกขา้วภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
และสายพนัธ์ุที่พบประจ ามีความรุนแรงนอ้ยกว่าสายพนัธ์ุทีพ่บไม่บ่อย  

Sirithunya et al. (2008) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือราสาเหตุโรคไหม้
ในประเทศไทย โดยเก็บรวบรวมเช้ือราจากขา้ว ขา้วบาร์เลย ์ขา้วป่า และหญา้ ทั้งหมด 174 ไอโซเลท 
มาตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือราสาเหตุโรคไหมโ้ดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
Random Amplification Polymorphic DNA (RAPD) แลว้จดักลุ่มความสัมพนัธ์ของเช้ือราแต่ละ 
ไอโซเลทไดเ้ป็น 9 กลุ่ม ไดแ้ก ่กลุ่ม A ถึง กลุ่ม I พบว่า เช้ือราท่ีอยู่ในกลุ่ม B C และ H พบมากถึง 70 
เปอร์เซ็นตข์องเช้ือราทั้งหมดทีศ่ึกษา โดยเช้ือราท่ีอยู่ในกลุ่มดงักล่าวมีการกระจายตวัอยู่ทัว่ประเทศ
ไทย แต่เช้ือราท่ีอยู่ในกลุ่มอ่ืนๆ มีการกระจายตวัเฉพาะพ้ืนที่ เช่น เช้ือราท่ีอยู่ในกลุ่ม A กระจายตวัอยู่
ในบริเวณภาคใตข้องประเทศไทย จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าอิทธิพลส่ิงแวดลอ้มมีผลต่อ
ความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้โดยพบว่าภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาค
กลางของประเทศไทย มีความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคไหมสู้ง 

เพญ็นภา และคณะ (2557) วิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือราสาเหตุโรค
ไหม ้ดว้ยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์(Magnaporthe grisea microsatellite ; MGM) และจดักลุ่ม
ความสัมพนัธ์ของเช้ือรา พบว่ากลุ่มความสัมพนัธ์ของพนัธุกรรมเช้ือราไม่ไดข้ึ้นอยูก่บัแหล่งการ
ระบาดของโรคไหม ้ เช้ือรามีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง โดยเช้ือราที่มาจากแหล่งปลูกขา้ว
ต่างกนัมีพนัธุกรรมคลา้ยกนั แสดงให้เห็นว่าเช้ือมีการกระจายอย่างกวา้งขวางในภาคต่างๆ ของ
ประเทศไทย และเช้ือราที่มาจากแหล่งเดียวกนัมพีนัธุกรรมท่ีต่างกนั แสดงให้เห็นว่าบริเวณที่มีการ
ระบาดของโรคไหมส้ามารถพบเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท 
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Kawasaki et al. (2016) ศึกษาความหลากหลายของเช้ือสาเหตุโรคไหมใ้นประเทศญี่ปุ่น 
จ านวน 310 ไอโซเลท โดยการทดสอบความรุนแรงบนขา้ว 25 พนัธ์ุ สามารถแบ่งเช้ือไดเ้ป็น 3 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ กลุ่ม I เป็นเช้ือท่ีก่อโรคบนขา้วท่ีมียนีตา้นทาน Pik Pik-h Pik-p Pik-m Pi1 และ Pi7(t) กลุ่ม IIa 
เป็นเช้ือท่ีก่อโรคบนขา้วท่ีมียนีตา้นทาน Pia Pii Pi3 และ Pi5(t) และกลุ่ม IIb เช้ือท่ีก่อโรคบนขา้วท่ี
มียีนตา้นทาน Pik Pik-h Pik-p Pik-m Pi1 Pi7(t) Pia Pii Pi3 และ Pi5(t) โดยเช้ือในกลุ่ม I พบทาง
ตอนเหนือของญี่ปุ่น กลุ่ม IIb พบทีภ่าคกลางของญี่ปุ่น ในขณะทีก่ลุ่ม IIa พบไดใ้นแหล่งปลูกขา้ว
ทัว่ไปของญี่ปุ่ น 

2.4  ลักษณะอาการของโรคไหม้ 
เช้ือราโรคไหมส้ามารถเขา้ท าลายไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตของตน้ขา้วตั้งแต่ระยะตน้

กลา้จนถึงระยะคอรวง และทุกส่วนของตน้ขา้ว (ภาพท่ี 2.2)  แบ่งอาการของโรคเป็น 3 ระยะ 
(กรมการขา้ว. 2563ก) 

ระยะกลา้ ท่ีใบมีแผลจุดสีน ้าตาล ลกัษณะคลา้ยรูปตามีสีเทาอยู่ตรงกลาง แผลมีขนาด
แตกต่างกนัไป ความกวา้งของแผลประมาณ 2 – 5 มิลลิเมตร และความยาวประมาณ 15 – 20 
มิลลิเมตร จุดแผลน้ีสามารถขยายลุกลามจนแผลรวมกนัทัว่บริเวณใบ ในกรณีท่ีเป็นโรคไหมรุ้นแรง
ตน้กลา้ขา้วจะแห้งและตาย  

ระยะแตกกอ อาการของโรคจะพบที่ใบ กาบใบ ขอ้ต่อของใบ และขอ้ต่อของล าตน้ ขนาด
ของแผลจะใหญ่กว่าท่ีพบในระยะกลา้ แผลที่ลุกลามติดต่อกนับริเวณขอ้ต่อใบจะมีลกัษณะเป็น
แผลช ้าสีน ้าตาลด า และใบมกัหลุดจากกาบใบเสมอ  

ระยะคอรวง ถา้ขา้วเร่ิมออกรวงและถูกเช้ือราสาเหตุโรคไหมเ้ขา้ท าลายจะท าให้เมล็ดลีบ
แต่ถา้เช้ือราเขา้ท าลายตอนรวงขา้วแก่ใกลเ้ก็บเกี่ยว คอรวงจะปรากฏรอยแผลช ้าสีน ้าตาล ท าให้รวง
หักง่าย รวงขา้วจะไดร้ับความเสียหายมาก  

2.5  การแพร่ระบาดของโรคไหม้ 
เช้ือโรคไหมส้ามารถแพร่กระจายไดโ้ดยลม น ้า ดิน ช้ินส่วนของพืชหรือเมล็ด ในแหล่งท่ี

มีการปลูกขา้วมากกว่าปีละหน่ึงครั้ งจะพบโรคไหมแ้พร่ระบาดเป็นประจ า โดยเฉพาะในแหล่งท่ีมี
การปลูกขา้วหนาแน่น การใชพ้นัธ์ุขา้วที่อ่อนแอต่อโรคและการใส่ปุ๋ ยไนโตรเจนมากก็เป็นสาเหตุที่
ท าให้เกิดโรคไหมไ้ด ้ โดยสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมต่อการเกิดโรคท าให้เกิดการระบาดรุนแรง 
และเกิดการแพร่กระจายของโรคไดด้ี คือ ชว่งท่ีมีฝนตก อากาศค่อนขา้งเยน็ ตอนกลางคนืมีความช้ืน
สูง อุณหภูมิประมาณ 22 – 25 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพทัธ์สูงมากกว่า 85 เปอร์เซ็นต ์เมื่อพบ
โรคไหมใ้นพ้ืนท่ีปลูกขา้วหากมีลมแรงจะท าให้โรคแพร่กระจายไดด้ี (พูนศกัดิ์  และคณะ. 2550)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 2.2  ลกัษณะอาการของโรคไหมท้ี่พบทีใ่บ (ก) คอรวง (ข) และแปลงปลูกขา้ว (ค) 
 

2.6  การเข้าท าลายพืชของเช้ือราสาเหตุโรคไหม้ 
2.6.1  วงจรการเกดิโรคไหม้ 

การเขา้ท าลายของเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ะเกดิขึ้นหลงัจากโคนิเดียสัมผสักบัผิวพืช 
ความช้ืนบนผิวใบพืชจะกระตุน้ให้โคนิเดียงอกเส้นใยส้ันๆ (germ tube) ภายในเวลา 3 ชัว่โมง 
บริเวณปลาย germ tube จะพฒันาเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า appressorium ซ่ึงบริเวณผวิของ 
appressorium จะมีการสะสมของเมลานินเพ่ือช่วยเพ่ิมความเหนียว และทนต่อแรงดนัไดสู้ง แลว้
ส่งผ่านแรงดนัให้ penetration peg ซ่ึงเป็นเส้นใยเล็กๆ ที่มีลกัษณะเรียวแหลมแทงผ่านเน้ือเยื่อพืชชั้น 
cuticle และเซลล ์epidermis โดยเส้นใย infection hyphae ท่ีสร้างขึ้นจาก penetration peg จะสามารถ
เจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในเซลลพ์ืช และภายใน 72 – 96 ชัว่โมง หลงัการติดเช้ือแลว้จะปรากฏแผล
โรคไหม ้(Wilson and Talbot. 2009) 

 

ก 

ค 

ข 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.6.2  ยีนก่อโรคของเช้ือราสาเหตโุรคไหม้ 
เช้ือราสาเหตุโรคไหมม้ีการปลดปล่อยโปรตนีซ่ึงเป็นผลผลิตมาจากยนีก่อโรคที่มีอยู่ใน

เช้ือรา (avirulence gene, effector gene) เขา้สู่พืชเพ่ือไปยบัยั้งกระบวนการกระตุน้ภูมิคุม้กนัของพืช
และอ านวยความสะดวกในการตดิเช้ือ (Petit and Fudal. 2017) เช้ือก่อโรคมีกลไกในการเขา้ท าลาย
พืชและพืชเองก็มกีลไกต่อตา้นการเขา้ท าลายของเช้ือก่อโรค โดยโปรตีนก่อโรค (AVR protein) ของ
เช้ือราจะไปกระตุน้การท างานของกลไกป้องกนัท่ีขึ้นอยู่กบัการแสดงออกของยีนตา้นทานโรค (R 
gene) ในพืช ยนีก่อโรคมกีารแสดงออกโดยการถอดรหัสและแปลรหัสได ้Avirulence protein หรือ 
effector protein คือ โปรตีนท่ีจ าเป็นต่อการเขา้ท าลายพืชของเช้ือ ในกรณีท่ีเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้ม่
สามารถก่อโรคบนขา้วไดเ้น่ืองจากมกีารส่งสัญญาณและกระตุน้ให้ยีนตา้นทานที่สามารถจดจ าและ
เกิดปฏิสัมพนัธ์ที่เขา้กนัไดก้บัยีนก่อโรคให้ท าการถอดและแปลรหัสเป็นโปรตีนตา้นทานโรค ขา้ว
จึงไม่เกิดโรค ซ่ึงปฏิสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือสาเหตุโรคไหมก้บัขา้วเป็นไปตามทฤษฎี gene for gene 
ของ Flor (1971) ในปัจจุบนัมียนีก่อโรคของเช้ือ P. oryzae ที่โคลนและศึกษาแลว้ 12 ยีน ไดแ้ก ่AVR–
Pi54, AVR–Pi9, AVR–Pib, AVR–Pia, AVR–Pii, AVR–Pik/km/kp, AVR–Pizt, ACE1, AVR–Pita, 
AVR–CO39, PWL1 และ PWL2 (Li et al. 2019)  

Parinthawong and Tansian (2020) ทดสอบยีนก่อโรคของเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 
50 ไอโซเลทของประเทศไทย จากภาคเหนือ 18 ไอโซเลท ภาคตะวนัออกฉียงเหนือ 16 ไอโซเลท 
ภาคกลาง 7 ไอโซเลท ภาคตะวนัตก 1 ไอโซเลท และภาคใต ้8 ไอโซเลท โดยปลูกเช้ือลงบนขา้วท่ีมี
ยีนตา้นทานเดี่ยว จ านวน 31 สายพนัธ์ุ พบว่าเช้ือราที่ทดสอบมียีนก่อโรค AVR–Pik (AVR–Pikp AVR 
–Pikh AVR–Pikm AVR–Pi7(t)) และ AVR–Pita2 โดยพบยนี AVR–Pikp และ AVR–Pi7(t) ในเช้ือราท่ี
แยกมาจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 94 เปอร์เซ็นต ์ยีน AVR–Pita2 ในเช้ือราท่ีแยกมาจากภาคเหนือ 
83 เปอร์เซ็นต ์ยีน AVR–Pikp, AVR–Pikh, AVR–Pi1, AVR–Pi7(t), AVR–Piz, AVR–Pi12, AVR–Pi19 
และ AVR–Pi20 ในเช้ือราท่ีแยกมาจากภาคใต ้88 เปอร์เซ็นต ์และยีน AVR–Pi9 ในเช้ือราท่ีแยกมาจาก
ภาคกลาง 71 เปอร์เซ็นต ์

นอกจากน้ีเช้ือราสาเหตุโรคไหมย้งัมียนีที่จ าเป็นส าหรับการก่อโรคที่ไม่ใช่ Avirulence 
gene เช่น ยีน Slp1 ของเช้ือราสาเหตุโรคไหมส้ามารถยบัยัง้ความตา้นทานของขา้วได ้โดยการยบัยั้ง
การท างานของ chitin elicitor binding protein (CEBiP) ที่มีหนา้ท่ีจดจ า chitin ของเช้ือ ขา้วจึงไม่
สามารถจดจ าโมเลกุลของเช้ือได ้ ส่งผลให้ขา้วไม่เกิดปฏิกริิยาตอบสนองดว้ยการสะสมอนุมูลอิสระ
ของออกซิเจน (reactive oxygen species; ROS) ท่ีมีคุณสมบตัิเป็นพิษต่อเช้ือรา เช้ือราจึงสามารถเขา้
ท าลายขา้วได ้(Mentlak et al. 2012) และยีน MoHrip1 ของเช้ือราสาเหตุโรคไหมเ้ป็นยีนทีเ่กี่ยวขอ้ง
กบัความสามารถในการก่อโรคของเช้ือรา จะแสดงออกในระยะแรกท่ีเช้ือราเขา้ท าลายขา้ว และ
พบว่าเม่ือปลูกเช้ือราท่ียีน MoHrip1 จะยบัยั้งการแสดงออกของยีนท่ีเกีย่วขอ้งกบัความตา้นทานใน
ขา้ว แต่เม่ือปลูกเช้ือท่ีไม่มียีน MoHrip1 จะมีการแสดงออกของยีนที่เกีย่วขอ้งกบัความตา้นทานใน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ขา้ว คือ ยีน PBZ1, PAL และ PR1a และมกีารสังเคราะห์สารไฟโตอเล็กซิน (phytoalexin) คือ 
phytocasssane และ oryzalexin (Nie et al. 2019) 

2.6.3  สารทุติยภูมิของเช้ือราสาเหตโุรคไหม้ที่เกีย่วข้องกบัการก่อโรค 
เช้ือราสาเหตุโรคไหมมี้การสังเคราะห์สารทุตยิภูมิ (secondary metabolite) โดยสาร 

ทุติยภูมท่ีิเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือราคือ สารพิษท่ีส่งผลกระทบต่อพืชโดยสามารถยบัยั้งการ
เจริญเติบโตของพืช หรือมีบทบาทในการท าให้เกิดโรคพชื สารพิษที่มีความจ าเป็นในการก่อโรค
เรียกว่า primary determinant และสารพิษที่ไม่มีความจ าเป็นต่อการเกดิอาการโรคแต่ส่งเสริมให้
อาการของโรครุนแรงมากขึ้นเรียกว่า secondary determinant (ณรงค ์และคณะ. 2538) โดยทัว่ไปเช้ือ
จะสังเคราะห์สารพิษและมีความความรุนแรงเฉพาะกบัพืชอาศยัเท่านั้น (Otani et al. 1995) สารพิษที่
เช้ือสังเคราะห์ขึ้นจึงมีความสัมพนัธ์กบัการก่อโรคของเช้ือรา (Wolpert et al. 2002) เช้ือรา P. oryzae 
มีการสร้างสารพิษหลายชนิด ไดแ้ก่ pyricularine, pyricularic acid, coumarin, pyrichalasin H, 
tyrosol, pyricularol, piricularin, picolinic acid, tenuazonic acid และ pyriculol (Narayana and 
Suryanarayanan. 1974; Tsuneo et al. 1996) โดยพบว่าสารพิษเหล่าน้ีเกี่ยวขอ้งกบัความสามารถใน
การท าให้เกิดโรคไหม ้ 

ณรงค ์ และคณะ (2538) ศึกษาสารพิษของเช้ือราสาเหตุโรคไหมโ้ดยเล้ียงเช้ือในอาหาร
เหลว modified fries medium จากนั้นกรองเส้นใยเช้ือราออกจากอาหารเหลวจะไดข้องเหลวท่ี
เรียกว่า culture filtrate น า culture filtrate ไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค TLC พบสาร tenuazonic acid เมื่อ
น าไปทดสอบความเป็นพษิบนใบขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 พบว่าสาร tenuazonic acid สามารถ
ก่อให้เกิดแผลโรคไหมไ้ด ้และเมื่อใชค้วามเขม้ขน้ของสาร tenuazonic acid เพ่ิมขึ้นขนาดของแผลจะ
เพ่ิมขึ้น แสดงให้เห็นว่าสาร tenuazonic acid ท่ีเช้ือราสาเหตุโรคไหมสั้งเคราะห์ขึ้นมีบทบาทส าคญั
ต่อการเกดิอาการของโรคไหม ้

Kumar et al. (2006) ศึกษาสารพิษของเช้ือราสาเหตุโรคไหมใ้น finger millet (Eleusine 
coracana) โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร Potato dextrose broth (PDB) แลว้กรองเส้นใยเช้ือราออก จากนั้น
น า culture filtrate ที่ไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
พบสาร pyrichalasin H และเมื่อน าสาร pyrichalasin H ไปทดสอบกบัเมล็ด finger millet พบว่า
สามารถยบัยั้งการงอกของเมล็ด และยบัยั้งการเจริญเติบโตของตน้กลา้ finger millet ได ้

Tsurushima et al. (2009) ศึกษาสารพิษท่ีไดจ้ากเช้ือรา P. oryzae จ านวน 72 ไอโซเลท 
จากขา้ว และ crabgrass (Digitaria sanguinalis) โดยเล้ียงเช้ือในอาหาร soy sauce-sucrose medium 
แลว้กรองเส้นใยเช้ือราออกจากนั้นน า culture filtrate ที่ไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC พบว่าเช้ือ
รามีการสังเคราะห์สาร pyrichalasin H ทีส่ามารถก่อให้เกดิอาการแผลโรคไหมไ้ด ้และพบว่าเช้ือรา
สาเหตุโรคไหมท้ี่แยกไดจ้ากขา้วสาลีมีการสังเคราะห์สาร pyriculol และ epipyriculol ซ่ึงเป็นปัจจยัที่
ชกัน าให้เกิดอาการโรคไหม ้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Jacob et al. (2017) ศกึษาการสร้างสาร secondary metabolite ของเช้ือราสาเหตุโรคไหม้
โดยวิเคราะห์สารท่ีเช้ือสังเคราะห์ขึ้นดว้ยเทคนิค HPLC พบสาร pyriculol และ pyriculariol ซ่ึง
สามารถกระตุน้ให้เกิดแผลบนใบขา้วได ้ และศกึษาการแสดงออกของยีนพบว่ายนี MoPSK19 
เกี่ยวขอ้งกบัการสังเคราะห์สาร pyriculol และ pyriculariol ของเช้ือรา ซ่ึงเม่ือท าการยบัยั้งการท างาน
ของยีน MoPSK19 จะท าให้เช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้ม่สามารถสังเคราะห์สาร pyriculol และ 
pyriculariol ได ้

2.7  ข้าวที่เป็นแหล่งของความต้านทานโรคไหม้ 
ขา้ว (Rice) เป็นพืชใบเล้ียงเดี่ยวในตระกูลหญา้ (Gramineae หรือ Poaceae) จดัอยู่ในสกุล 

(Genus) Oryza ขา้วที่บริโภคมี 2 ชนิด คือ ขา้วปลูกเอเชีย (Oryza sativa) และขา้วปลูกแอฟริกา 
(Oryza glaberrima) ส าหรับขา้วปลูกเอเชียปลูกอยู่ทัว่ไปในเขตร้อน และเขตอบอุ่นของโลก ส่วน
ขา้วปลูกแอฟริกามีแหล่งปลูกเร่ิมแรกอยู่ในแอฟริกาตะวนัตก สามารถแบ่งขา้วปลูกเอเชียออกเป็น 3 
กลุ่ม คือ ขา้วอินดิกา (Indica) เป็นขา้วที่ปลูกกนัอย่างแพร่หลายในเขตร้อน โดยเฉพาะในประเทศ
อินเดีย ศรีลงักา ไทย และมาเลเซีย ขา้วจาปอนิกา (Japonica) ปลูกในเขตอบอุ่น คือ ประเทศญี่ปุ่ น จีน 
เกาหลี ไตห้วนั และออสเตรเลีย และขา้วจาวานิกา (Javanica) ปลูกบริเวณไหล่เขาของฟิลิปปินส์ 
และมาดากสัการ์ (กองวิจยัและพฒันาขา้ว. 2541) ขา้วเป็นพืชที่มีความส าคญัเน่ืองจากเป็นอาหาร
หลกัและเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย ประเทศไทยเป็นแหล่งปลูกขา้วที่ส าคญัมีพ้ืนท่ีการ
เพาะปลูกมากถึง 69 ลา้นไร่ (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร. 2563) โดยในปี พ.ศ. 2564 การส่งออก
ขา้วในช่วงเดือนมกราคม – กุมภาพนัธ์ 2564 มีปริมาณรวม 829,277 ตนั มูลค่า 15,542.4 ลา้นบาท 
(สมาคมผูส่้งออกขา้วไทย. 2564)  

ประเทศไทยอยู่ในเขตศูนยก์ลางแหล่งก าเนิดและการแพร่กระจายของขา้ว ประกอบกบั
สภาพพ้ืนท่ีและภูมิอากาศมคีวามแตกต่างกนัในแต่ละภาค จึงมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
พนัธ์ุขา้วในแหล่งปลูกขา้วต่างๆ ทัว่ประเทศ (ส านกัวจิยัและพฒันาขา้ว. 2552) ความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของพนัธ์ุขา้วที่พบเป็นผลมาจากการปรับตวัของพนัธ์ุขา้วให้เหมาะกบัสภาพแวดลอ้ม
ของทอ้งถ่ินนั้นๆ โดยพนัธ์ุขา้วป่าและพนัธ์ุขา้วพ้ืนเมืองนบัว่าเป็นแหล่งพนัธุกรรมที่ด ีเป็นพนัธ์ุขา้ว
ทีเ่กษตรกรไดค้ดัเลือกและเก็บรักษาพนัธ์ุสืบทอดกนัมาหลายชัว่อายุคน มีลกัษณะที่เป็นประโยชน์
ซ่ึงมีความส าคญัในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วให้มีคุณภาพดี มลีกัษณะเด่นคือ มคีุณค่าทางอาหารสูง มี
ความตา้นทานต่อโรคและแมลงศตัรูประจ าถ่ิน สามารถปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มไดด้ี (อิงออน 
และคณะ. 2553) 

2.7.1  ข้าวพ้ืนเมือง 
ขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองเป็นพนัธ์ุขา้วปลูกดั้งเดิมหรือปลูกเฉพาะถ่ินซ่ึงปลูกมาเป็นเวลานาน 

และมีความหลากหลายของสายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัไปในแตล่ะสภาพพ้ืนท่ีซ่ึงปลูกกนัทัว่ทุกภาคของเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



11 
 

 
 

ประเทศไทย ขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมและเป็นแหล่งพนัธุกรรมของยีนที่
ดใีนการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเพื่อให้ไดพ้นัธ์ุขา้วคณุภาพด ี สามารถทนต่อสภาพแวดลอ้มที่ไม่
เหมาะสมได ้ และมีความตา้นทานต่อโรคไดด้ี ซ่ึงลกัษณะเช่นน้ีเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรมาก
เน่ืองจากใชต้น้ทุนการผลิตต ่า และสามารถเป็นฐานพนัธุกรรมที่มีประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุ
ขา้วให้ไดพ้นัธ์ุขา้วที่ดีในอนาคต (เบญจวรรณ. 2555) ประเทศไทยมีขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองหลายสายพนัธ์ุ 
กรมวิชาการเกษตรไดจ้ดัตั้งโครงการรวบรวมและอนุรักษท์รัพยากรเช้ือพนัธ์ุขา้วในปี พ.ศ. 2538 ถึง
ปี พ.ศ. 2542 ด าเนินการโดยศูนยป์ฏิบตักิารและเก็บเมล็ดเช้ือพนัธ์ุขา้วแห่งชาติ ศูนยว์ิจยัขา้ว
ปทุมธานี ไดร้วบรวมพนัธ์ุขา้วปลูกทกุชนิดของประเทศไทยไวจ้ านวน 23,903 ตวัอย่าง จดัเป็นพนัธ์ุ
ขา้วพ้ืนเมืองจ านวน 17,093 ตวัอย่าง ขา้วสายพนัธ์ุต่างประเทศจ านวน 3,391 ตวัอย่าง ขา้วป่า (Oryza 
spp.) จ านวน 1,065 ตวัอย่าง และขา้วอ่ืนๆ (Oryza glaberima) จ านวน 19 ตวัอย่าง โดยการตั้งช่ือพนัธ์ุ
ขา้วพ้ืนเมืองของเกษตรกรหรือเจา้ของพนัธ์ุจะตั้งตามสถานท่ี แหล่งท่ีพบ สถานท่ีท่ีเก็บรวบรวม 
ลกัษณะรูปพรรณสัณฐานท่ีพบ จงัหวดั ช่ือของคน ดอกไม ้ผลไม ้สัตว ์หรือส่ิงของ (ฉวีวรรณ. 2543)  

ศรีสวสัดิ์  (2552) ไดค้น้หายีนตา้นทานโรคไหม ้Pi-ta และ Pi-b ในขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมือง 
จ านวน 201 พนัธ์ุ ขา้วป่าจ านวน 19 พนัธ์ุ และขา้วพนัธ์ุตา้นทานโรคไหมจ้ านวน 24 พนัธ์ุ พบยนี
ตา้นทานโรคไหม ้Pi-ta ในขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองจ านวน 57 พนัธ์ุ ขา้วป่าจ านวน 1 พนัธ์ุ และขา้วพนัธ์ุ
ตา้นทานโรคไหมจ้ านวน 11 พนัธ์ุ และพบยีนตา้นทานโรคไหม ้Pi-b ในขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองจ านวน 75 
พนัธ์ุ ขา้วพนัธ์ุตา้นทานโรคไหมจ้ านวน 6 พนัธ์ุ แต่ไม่พบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi-b ในขา้วป่า 

อิงออน และคณะ (2553) ศกึษายนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi–d2 ในขา้วพ้ืนเมืองของ
ประเทศไทยจ านวน 69 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ ขา้วไร่ภาคเหนือจ านวน 24 สายพนัธ์ุ และขา้วขึ้นน ้าภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือจ านวน 45 สายพนัธ์ุ ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยนีตา้นทาน 
Pi–d2 พบยีนตา้นทานโรคไหม ้Pi–d2 ในขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองทุกสายพนัธ์ุ 

กฤตกิตติศกัดิ์  และคณะ (2554) คน้หายนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพ้ืนเมืองไทยจ านวน 
203 พนัธ์ุ ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยนีตา้นทาน Pi9, Pi36 และ  Pigm(t) พบยีน 
Pi9 ในขา้วพ้ืนเมืองจ านวน 64 พนัธ์ุ โดยแบ่งเป็นขา้วพ้ืนเมืองภาคใตจ้ านวน 1 พนัธ์ุ ขา้วพ้ืนเมือง
ภาคเหนือจ านวน 16 พนัธ์ุ ขา้วพ้ืนเมืองภาคตะวนัออกเฉียงเหนือจ านวน 47 พนัธ์ุ พบยีน Pi36 ในขา้ว
พ้ืนเมืองจ านวน 18 พนัธ์ุ และพบยีน Pigm(t) ในขา้วพ้ืนเมืองจ านวน 201 พนัธ์ุ แสดงให้เห็นว่าขา้ว
พ้ืนเมืองเป็นแหล่งพนัธุกรรมที่มีความส าคญัในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วให้มีคณุภาพดีและมคีวาม
ตา้นทานต่อโรคไหมไ้ด ้

สมทรง และคณะ (2554) ประเมินลกัษณะตา้นทานโรคไหมข้องเช้ือพนัธุกรรมขา้ว
ประมาณ 5,000 ตวัอย่าง ที่ศูนยว์จิยัขา้วทัว่ประเทศในระหว่าง ปี พ.ศ. 2551–2553 พบพนัธ์ุขา้วส่วน
ใหญ่ค่อนขา้งอ่อนแอจนถึงอ่อนแอมาก มีพนัธ์ุขา้วที่สามารถตา้นทานโรคไหมใ้นระดบัสูง คือ พนัธ์ุ
ขา้วพ้ืนเมือง จ านวน 50 ตวัอย่าง เชน่ บกัมว่ย (GS. No. 07997) เหลืองทอง (GS. No. 12518) เจา้ด า 
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(GS. No. 21648) อียี่ (GS. No. 22769) ด าหอม (GS. No.  23509) เจา้พะแล (GS. No.  23694) หอม
พวง (GS. No. 8113) เหนียวแดง (GS. No. 8161) แผ่ไร่ (GS. No. 23257) ขา้วฮา้ว (GS. No. 23258) 
ก ่าไร่ (GS. No. 23259) อีลายใหญ่ (GS. No. 23260) ปลาซิวแดง (GS. No. 23262) ปลาซิวขาว (GS. 
No. 23264) เหนียวด า (GS. No. 23265) พญาลืมแกง (GS. No. 23269) ดอกดู่ (GS. No. 23270) และ
สังขห์ยด (GS. No. 15101) เป็นตน้ และมีพนัธ์ุขา้วที่สามารถตา้นทานโรคไหมใ้นระดบัปานกลาง
จ านวน 19 ตวัอย่าง เช่น ขาวแดง (GS. No. 23271) ขาวเกษตร (GS. No. 5467) หมากผาง (GS. No. 
13905) เหลืองนอ้ย (GS. No. 10703) อีโพน (GS. No. 10704) หลวงประทาน (GS. No. 5462) ขา้ว
ป้อม (GS. No. 5477) กระโชก (GS. No. 5479) ขาวคดั (GS. No. 5481) กอเดียว (GS. No. 10870) 
หมากผาง (GS. No. 13905) ขา้วกุ (GS. No. 13957) และจะหล่อยนะ (GS. No. 23152) เป็นตน้  

Panda et al. (2013) ส ารวจพนัธ์ุขา้วพ้ืนเมืองในเขตเคนดราปารา ประเทศอินเดีย พบ
ขา้วพ้ืนเมือง 69 สายพนัธ์ุ เป็นสายพนัธ์ุที่เหมาะกบัการปลูกในสภาพอากาศ และสภาพแวดลอ้มใน
เขตเคนดราปารา และยงัเป็นสายพนัธ์ุทีต่า้นทานโรคและแมลง และทนต่อสภาพน ้าท่วมขงั  

Chumpol et al. (2018) ปลูกเช้ือโรคไหม ้5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ UBN71684 NKI11397 
KKN191082 SKN205327 และ KKU2016 บนขา้วพ้ืนเมือง 256 สายพนัธ์ุ พบว่าขา้วพ้ืนเมือง 10 สาย
พนัธ์ุ ตา้นทานต่อโรคไหมไ้ดสู้ง ไดแ้ก่ ULR292, ULR242, ULR219, ULR162, ULR161, ULR134, 
ULR109, ULR098, ULR081 และ ULR066 และมี 6 สายพนัธ์ุที่สามารถตา้นทานต่อโรคไหมค้อรวง 
ไดแ้ก่ ULR162, ULR161, ULR134, ULR109, ULR098 และ ULR081 

2.7.2  ข้าวไร่ 
ขา้วไร่ คือ ขา้วที่มีการปลูกบนที่ไร่ ทีด่อน หรือที่สูง ไม่มีน ้าขงัในพ้ืนท่ีปลูก  และส่วน

ใหญ่ไม่มีการพรวนดิน โดยอาศยัน ้าฝนตามฤดูกาล มกัปลูกแบบหยอด พนัธ์ุขา้วท่ีปลูกมีทั้งขา้วเจา้
และขา้วเหนียว (กิตติชยั และคณะ. 2554) ส่วนใหญ่ปลูกในพ้ืนท่ีภาคเหนือ เช่น เชียงราย พะเยา 
เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน ล าพูน ล าปาง แพร่ พษิณุโลก เพชรบูรณ์ อุตรดิตถ ์ และน่าน ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ เช่น ขอนแกน่ มหาสารคาม สกลนคร ชยัภูมิ ร้อยเอ็ด เลย และอุบลราชธานี 
ภาคตะวนัตกปลูกทีจ่งัหวดัตาก อุทยัธานี และกาญจนบรีุ และภาคใตป้ลูกที่จงัหวดักระบี่ ชุมพร 
พงังา สงขลา สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พทัลุง ตรัง ระนอง และสตูล พนัธ์ุขา้วที่นิยมใชป้ลูกคือ
ขา้วพนัธ์ุพ้ืนเมืองของแต่ละทอ้งถ่ิน โดยเป็นขา้วทีม่คีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง แต่ละสาย
พนัธ์ุจะมีลกัษณะดี เช่น ความตา้นทานต่อโรคและแมลงศตัรูพืชในธรรมชาติ คณุภาพเมล็ด หรือ
ทนทานส่ิงแวดลอ้ม เป็นตน้ สามารถใชเ้ป็นฐานพนัธุกรรม และพฒันาขา้วให้ไดพ้นัธ์ุที่ดีในอนาคต
ได ้(ชยัฤทธ์ิ. 2555) 
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2.7.3  ข้าวพันธุ์ยั้งมอง 
ขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS. No. 20874) เป็นขา้วเจา้และขา้วไร่ สถานทีเ่ก็บรวบรวมพนัธ์ุขา้ว 

คือ อ าเภอทุง่ชา้ง จงัหวดัน่าน ลกัษณะประจ าพนัธ์ุของขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง แผน่ใบไม่มีขน แผ่นใบและ
กาบใบมีสีเขียว ล าตน้มีความแข็งปานกลาง คอรวงยาว เปลือกเมล็ดไม่มีขน เป็นขา้วไม่ไวต่อชว่ง
แสง ออกดอกไดต้ลอดทั้งปี (ศิริพร. 2560) ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเป็นพนัธ์ุขา้วตา้นทานโรคไหมท้ี่ผ่านการ
คดัเลือก โดยการปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 29 ไอโซเลท ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีเก็บรวบรวมจากพ้ืนท่ี
ภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 7 จงัหวดั ไดแ้ก่ พิษณุโลก อุบลราชธานี 
ขอนแก่น เชียงราย หนองคาย ชยัภูมิ และอุดรธานี ลงบนขา้วพ้ืนเมือง 263 พนัธ์ุ ผลการตรวจสอบ
พบขา้วพ้ืนเมืองจ านวน 25 พนัธ์ุ มีความสามารถในการตา้นทานโรคไหมไ้ด ้ ในจ านวนน้ีพบขา้ว
พ้ืนเมือง 4 พนัธ์ุ ที่สามารถตา้นทานโรคไหมไ้ดใ้นระดบัสูง ไม่พบอาการของโรคไหมเ้ลย ไดแ้ก่ GS. 
No. 23107 (ก ่าเฟ้ือย) GS. No. 19769 (ห้วย) GS. No. 23774 (ดอกพยอมไร่) และ GS. No. 20874 (ยั้ง
มอง) (Salih et al. 2013) โดยขา้วสายพนัธ์ุห้วย (GS. No. 19769) ซ่ึงเป็นหน่ึงในขา้วที่สามารถ
ตา้นทานโรคไหมไ้ดด้ีมีการศกึษาพบว่ามียนีตา้นทานมากกว่า 1 ยนี และมี 1 ยีนอยู่บนโครโมโซมคู่
ที่ 11 (Parinthawong et al. 2015) 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
 

3.1  อุปกรณ์และวัสดุการวิจัย 
3.1.1  พันธุ์ ข้าวทีใ่ช้ในการวิจัย 

3.1.1.1  ขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS. No. 20874) 
3.1.1.2  ขา้วที่มียีนตา้นทานเดีย่ว (Near Isogenic Lines ; NILs) จ านวน 31 สายพนัธ์ุ เป็น

ขา้วที่มีฐานพนัธุกรรมมาจากขา้วสายพนัธ์ุ Lijiangxintuanheigu (LTH)  
3.1.1.3  ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 เป็นขา้วพนัธ์ุเปรียบเทียบทีอ่่อนแอต่อโรคไหม ้
3.1.1.4  ขา้วพนัธ์ุเจา้หอมนิล เป็นขา้วพนัธ์ุเปรียบเทียบทีต่า้นทานต่อโรคไหม ้

3.1.2  ปุ๋ ยเคมี 
3.1.2.1  ปุ๋ ยสูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 

3.1.3  อาหารเลีย้งเช้ือรา 
3.1.3.1  potato dextrose agar (PDA)  
3.1.3.2  potato dextrose broth (PDB) 
3.1.3.3  rice Flour Agar (RFA) 
3.1.3.4  water Agar (WA) 

3.1.4  สารเคมี 
3.1.4.1  acetone (RCI Labscan, Thailand) 
3.1.4.1  agarose gel (Vivantis, Malaysia) 
3.1.4.2  diethyl pyrocarbonate water (DEPC water) 
3.1.4.3  DNase I (Thermo scientific, USA) 
3.1.4.4  chloroform (VWR international S.A.S., France) 
3.1.4.5  ethanol (J.T. Baker, Malaysia) 
3.1.4.6  ethyl acetate (RCI Labscan, Thailand) 
3.1.4.7  ethyl alcohol (Merck, Germany) 
3.1.4.8  ethylene diamine tetraacetic acid disodium salt (EDTA) (EMD chemicals,  

    Germany)  
3.1.4.9  gelatin (Gelita AG, Germany)  
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3.1.4.10  isopropanol (Merck, Germany) 
3.1.4.11  Novel Juice Supplied in 6X Loading Buffer (Bio–Helix, Taiwan)  
3.1.4.12  Oligo(dT)18 (Thermo scientific, USA) 
3.1.4.13  RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo scientific, USA) 
3.1.4.14  RibolockTM RNase Inhibitor (Thermo scientific, USA) 
3.1.4.15  5X HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (no–ROX) (Solis BioDyne, 

Estonia) 
3.1.4.16  0.5X TAE buffer 
3.1.4.17  Trizol reagent (Ambion, USA) 
3.1.4.18  yeast extract powder (Himedia, India) 

3.1.5 ดีเอน็เอมาตรฐาน 
3.1.5.1    100 bp DNA Ladder (Thermo scientific, USA)  

3.1.6 อุปกรณ์ 
3.1.6.1    กรวยกรอง (funnel) 
3.1.6.2    กระถางปลูกขนาด 10 น้ิว 
3.1.6.3    กระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman) 
3.1.5.4    กระบอกตวง (cylinder) 
3.1.6.5    กลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ (Nikon, Japan) 
3.1.6.6    กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Nikon, Japan) 
3.1.6.7    โกร่งบดสาร 
3.1.6.8    เคร่ืองแกว้และบีกเกอร์ขนาดต่างๆ 
3.1.6.9    เคร่ืองจ่ายไฟฟ้า (Bio–Rad, USA) 
3.1.6.10  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง (SDS, IDS-703, China) 
3.1.6.11  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Sartorius, BSA224S-CW, Germany) 
3.1.5.12  เคร่ืองป่ัน (Mitsumaru, Thailand) 
3.1.6.13  เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Eppendrof, Model 5418, USA) 
3.1.6.14  เคร่ืองป๊ัมลม 
3.1.6.15  เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือความดนัไอแบบอตัโนมตัิ (Tomy, Japan) 
3.1.6.16  เคร่ืองพ่นหมอก 
3.1.6.17  เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (Biometra, Germany) 
3.1.6.18  เคร่ืองโรตารีอีวาโพเรเตอร์ (Buchi, R-300, Switzerland) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.1.6.19  เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (Eppendrof, Model 6132, Germany) 
3.1.6.20  เคร่ืองอิเลคโตรโฟรีซีส  
3.1.6.21  เคร่ือง CFX96 TouchTM Real–Time PCR System (Bio–Rad, USA)  
3.1.6.22  เคร่ืองถ่ายภาพเจล BluPAD (Bio–Helix, Taiwan) 
3.1.5.23  ตะเกียงแอลกอฮอล ์
3.1.6.24  ตูดู้ดไอสารเคมี (Fume Hood) 
3.1.5.25  ตูบ่้มเช้ือแบบเขย่าควบคมุอุณหภูมิ (Daiki Science, KBLee 1001, USA) 
3.1.6.26  ตูป้ลอดเช้ือ (Bosstech, Thailand) 
3.1.6.27  ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) 
3.1.6.28  ตูแ้ช่ –20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand) 
3.1.6.29  ตูแ้ช ่–80 องศาเซลเซียส (Telstar, Spain) 
3.1.6.30  เตาอบไมโครเวฟ (Electrolux, Sweden) 
3.1.6.31  ถาดหลุมปลูกขา้ว ขนาดกวา้ง 7 เซนติเมตร ยาว 18 เซนติเมตร (3 × 7 หลุม) 
3.1.6.32  ถาดหลุมปลูกขา้ว ขนาดกวา้ง 18 เซนติเมตร ยาว 28 เซนติเมตร (7 × 12 หลุม) 
3.1.6.33  โถดูดความช้ืน (desiccator) 
3.1.6.34  ไมโครปิเปต (Gilson, France) 
3.1.6.35  อุปกรณ์ส าหรับปลูกเช้ือ 
3.1.6.36  อุปกรณ์ส าหรับเล้ียงเช้ือ 
3.1.5.37  หลอดแกว้ปลายแหลม 
3.1.6.38  หลอดทดลอง ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร (Biosharp, China) 
3.1.5.39  ห้องนบัเซลล ์(haemacytometer) 
3.1.6.40  ทิปขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
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3.2  วิธีด าเนินการวิจัย 
3.2.1  รวบรวมเช้ือราสาเหตุโรคไหม้จากพื้นทีป่ลกูข้าวของไทย 

รวบรวมและเก็บตวัอย่างขา้วที่แสดงอาการของโรคไหมข้า้วในจงัหวดัต่างๆ ตรวจดู
ลกัษณะแผลแต่ละรูปแบบแลว้น ามาแยกเช้ือบริสุทธ์ิตามวธีิการของ Sirithunya et al. (2008) ให้
ความช้ืนตวัอย่างขา้วที่เป็นโรค โดยเตรียมกระดาษทิชชูผ่านการฆ่าเช้ือวางในจานเล้ียงเช้ือ หยดน ้า
กลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือจนกระดาษมีความช้ืนท่ีพอเหมาะ ตดัส่วนของขา้วท่ีแสดงอาการโรคให้เป็น
ช้ินเล็กๆ ให้มีส่วนของขา้วที่แสดงอาการของโรคไหม ้ และมีส่วนที่ไม่แสดงอาการของโรคติดมา
ดว้ย ลา้งช้ินพืชดว้ยน ้ากลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือและซับดว้ยกระดาษทิชชูให้แห้ง น าไปวางบน
กระจกสไลด์ แลว้วางบนกระดาษทิชชูท่ีผ่านการฆ่าเช้ือในจานเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว ้ บ่มไวท่ี้
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นตรวจดกูารสร้างโคนิเดยีภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์สเตอริ
โอ เมื่อพบโคนิเดียใชห้ลอดแกว้ปลายแหลมแตะที่โคนิเดียยา้ยไปวางบนผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ 
Water ager (WA) บ่มให้เช้ือราเจริญเป็นเวลา 24 ชัว่โมง น ามาตรวจดกูารงอกของโคนิเดียภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ จากนั้นใชมี้ดฆ่าเช้ือดว้ยแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ตดัช้ินวุน้บริเวณปลาย
เส้นใยของเช้ือลงในอาหาร WA อีกหน่ึงครั้ ง บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 – 3 วนั ตรวจสอบว่า
ไม่มีการปนเป้ือนจากเช้ือจุลินทรียอ่ื์นจากนั้นยา้ยเช้ือลงอาหาร Potato dextrose agar (PDA) และ 
Rice flour agar (RFA) ตามล าดบั และน าเช้ือมาเก็บลงบนกระดาษกรอง โดยการน ากระดาษกรอง
ขนาดเส้นผ่านศนูยก์ลาง 9 เซนติเมตร ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือมาวางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ RFA แลว้วาง
เช้ือ P. oryzae ลงบนกระดาษกรอง บ่มท้ิงไวเ้พ่ือให้เส้นใยของเช้ือราเจริญอยู่บนกระดาษกรอง น า
กระดาษกรองออกจากจานเล้ียงเช้ือ น าไปท าให้แห้งในภาชนะแกว้ดูดความช้ืนเป็นเวลา 10 วนั เมื่อ
แห้งแลว้น ามาเก็บไวท้ี่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป  

3.2.2  การปลกูเช้ือ P. oryzae ที่รวบรวมได้ลงบนข้าวพันธุ์ยั้งมอง  
3.2.2.1  พันธุ์ข้าวทีใ่ช้ในการทดสอบ 

พนัธ์ุขา้วท่ีใชใ้นการทดสอบ ไดแ้ก่ ขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง โดยมขีา้วพนัธ์ุเปรียบเทียบ
ทีอ่่อนแอต่อโรคไหม ้คือ ขา้วขาวดอกมะลิ 105 และขา้วพนัธ์ุเปรียบเทียบที่ตา้นทานต่อโรคไหม ้คือ 
ขา้วเจา้หอมนิล 

3.2.2.2  การเตรียมสารแขวนลอยโคนิเดียของเช้ือราสาเหตโุรคไหม้ 
เตรียมสารแขวนลอยโคนิเดียจากเช้ือราสาเหตุโรคไหมโ้ดยน าเช้ือรามาเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเช้ือ RFA ปล่อยให้เช้ือราเจริญเป็นเวลา 8 – 10 วนั ที่อุณหภูมห้ิอง แลว้น าเช้ือรามา
กระตุน้ให้เกิดการสร้างโคนิเดียโดยใชแ้ท่งแกว้รูปตวัแอลลูบบริเวณเส้นใยบนผิวหนา้อาหาร เป็น
การท าลายเส้นใยเพื่อกระตุน้ให้เช้ือราสร้างโคนิเดีย แลว้บ่มให้เช้ือราสร้างโคนิเดียเป็นเวลา 2 วนั จะ
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ไดโ้คนิเดียเป็นจ านวนมาก จากนั้นเก็บโคนิเดียของเช้ือราดว้ยการเติมน ้ากลัน่ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแลว้
ขูดโคนิเดียให้หลุดออกจากเส้นใย กรองดว้ยผา้ขาวบาง แลว้ปรับความเขม้ขน้โคนิเดยีให้ได ้ 1×105 
โคนิเดียต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 24 มิลลิลิตร ผสมกบัเจลาตนิความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 6 
มิลลิลิตร เพื่อช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการยึดเกาะของโคนิเดีย 

3.2.2.3  การปลกูเช้ือรา P. oryzae บนต้นข้าว 
ปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหมบ้นตน้กลา้ขา้วโดยเพาะขา้วที่ใชท้ดสอบเป็นเวลา 2 

– 3 วนั จากนั้นยา้ยตน้กลา้ขา้วลงในถาดหลุมขนาดกวา้ง 7 เซนติเมตร ยาว 18 เซนติเมตร (จ านวน
หลุม 3 × 7 หลุม) โดยใช ้1 หลุม ต่อ 1 พนัธ์ุ พนัธ์ุละ 2 ตน้ ใส่ปุ๋ ยสูตร 46-0-0 ปริมาณ 1 กรัมต่อกระบะ 
หลงัการปลูกขา้ว 7 วนั น าสารแขวนลอยโคนิเดยีไปฉีดพน่ลงบนตน้ขา้วอายุ 14 วนั แลว้ใชก้ล่อง
พลาสติกสีด าครอบถาดขา้ว บ่มในห้องอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ความช้ืนโดยใชเ้คร่ืองพ่น
หมอกเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปไวใ้นโรงเรือน และฉีดพ่นน ้าทุกๆ 3 ชัว่โมง เป็นเวลา 2 วนั 
ท าจ านวน 2 ซ ้า ต่อการปลูกเช้ือ 1 ไอโซเลท  

3.2.2.4  การประเมินการเกดิโรค 
เก็บผลการทดลองหลงัการปลูกเช้ือ 7 วนั โดยประเมินปฏิกิริยาก่อโรคของเช้ือ

และให้คะแนนการเกิดโรคโดยใชร้ะดบัคะแนนการเกดิโรค 7 ระดบั (Roumen et al. 1997) ดงัน้ี 
(ภาพท่ี 3.1) 

0 คือ ไม่ปรากฏแผล  
1 คือ แผลจุดกลมสีน ้าตาลขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางนอ้ยกว่า  

   0.5 มิลลิเมตร  
2 คือ เกิดแผลกลมหรือยาวรีเล็กนอ้ยขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางระหว่าง  

 0.5 –1 มิลลิเมตร ไม่มีจุดเทาตรงกลางแผล 
3 คือ เกิดแผลจุดเล็กขนาดประมาณ 1 – 3 มิลลิเมตร มีจุดสีเทาตรงกลาง 

 แผล  
4 คือ เกิดแผลจุดขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร หรือยาวกว่าแผลเป็นสีเทา  

 และมีขอบแผลสีน ้าตาล 
5 คือ เกิดแผลสีเทาเกาะกนัเป็นกลุ่ม มีขอบแผลสีน ้าตาล เป็นอาการที ่

 แสดงถึงความอ่อนแอต่อโรค  
6 คือ เกิดแผลลุกลามยาวติดต่อกนัเป็นสีเทา ไม่มีขอบแผลที่แน่นอน 

 เป็นอาการที่แสดงถึงความอ่อนแอต่อโรค  
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โดยแบ่งความรุนแรงในการก่อโรคของเช้ือราออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่  
ระดบั  0 – 2  เป็นกลุ่มท่ีแสดงถึงความสามารถก่อโรคไมรุ่นแรงหรือไมก่่อโรค  
ระดบั  3 – 4  เป็นกลุ่มท่ีแสดงถึงความสามารถก่อโรคปานกลาง 
ระดบั  5 – 6  เป็นกลุ่มท่ีแสดงถึงความสามารถก่อโรครุนแรง  

 

 
ภาพที ่3.1  ลกัษณะอาการโรคไหมแ้ละระดบัคะแนนการเกิดโรค 7 ระดบั 

 
3.2.3  การปลกูเช้ือ P. oryzae บนข้าวที่มียีนต้านทานเดีย่ว (Near Isogenic Lines ; NILs) เพือ่

ศึกษารูปแบบปฏกิิริยาการก่อโรค (pathotype) ของเช้ือรา 

3.2.3.1  พันธุ์ข้าวทีใ่ช้ในการทดสอบ 
พนัธ์ุขา้วที่ใชใ้นการทดสอบ ไดแ้ก ่ขา้วที่มียีนตา้นทานเดีย่ว (NILs) จ านวน 31 

สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 3.1) เป็นขา้วที่มีฐานพนัธุกรรมมาจากขา้วพนัธ์ุ Lijiangxintuanheigu (LTH) 
ไดร้ับความอนุเคราะห์จาก International Rice Research Institute (IRRI) โดยแต่ละสายพนัธ์ุจะมียนี
ตา้นทานโรคไหมเ้พียงยีนเดยีว เพ่ือใชใ้นการวิเคราะห์ยีนก่อโรคท่ีเช้ือราใชใ้นการก่อโรคในขา้ว 
โดยมีขา้วพนัธ์ุเปรียบเทียบที่อ่อนแอต่อโรคไหม ้คือ ขา้วขาวดอกมะลิ 105 และขา้วพนัธ์ุเปรียบเทียบ
ทีต่า้นทานต่อโรคไหม ้คือ ขา้วเจา้หอมนิล ร่วมในการทดสอบ 

3.2.3.2  การเตรียมสารแขวนลอยโคนิเดียของเช้ือราสาเหตโุรคไหม้ 
เตรียมสารแขวนลอยโคนิเดียจากเช้ือราสาเหตุโรคไหมโ้ดยน าเช้ือรามาเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเช้ือ RFA ปล่อยให้เช้ือราเจริญเป็นเวลา 8 – 10 วนั ที่อุณหภูมห้ิอง แลว้น าเช้ือรามา
กระตุน้ให้เกิดการสร้างโคนิเดียโดยใชแ้ท่งแกว้รูปตวัแอลลูบบริเวณเส้นใยบนผิวหนา้อาหาร เป็น
การท าลายเส้นใยเพ่ือกระตุน้ให้เช้ือราสร้างโคนิเดีย แลว้บ่มให้เช้ือราสร้างโคนิเดียเป็นเวลา 2 วนั จะ
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ไดโ้คนิเดียเป็นจ านวนมาก จากนั้นเก็บโคนิเดียของเช้ือราดว้ยการเติมน ้ากลัน่ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแลว้
ขูดโคนิเดียให้หลุดออกจากเส้นใย กรองดว้ยผา้ขาวบาง แลว้ปรับความเขม้ขน้โคนิเดยีให้ได ้ 1×105 
โคนิเดียต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมกบัเจลาตินความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร  

3.2.3.3  การปลกูเช้ือรา P. oryzae บนต้นข้าว 
ปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหมบ้นตน้กลา้ขา้วโดยการเพาะขา้วที่ใชท้ดสอบเป็น

เวลา  2 – 3 วนั จากนั้นยา้ยตน้กลา้ขา้วลงในถาดหลุมขนาดกวา้ง 18 เซนติเมตร ยาว 28 เซนติเมตร 
(จ านวนหลุม 7 × 12 หลุม) โดยใช ้1 หลุม ต่อ 1 พนัธ์ุ พนัธ์ุละ 2 ตน้ ใส่ปุ๋ ยสูตร 46-0-0 ปริมาณ 1 กรัม
ต่อกระบะ หลงัการปลูกขา้ว 7 วนั แลว้น าสารแขวนลอยโคนิเดียไปฉีดพ่นลงบนตน้ขา้วอายุ 14 วนั 
แลว้ใชก้ล่องพลาสติกสีด าครอบถาดขา้ว บ่มในห้องอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ความช้ืนโดยใช้
เคร่ืองพ่นหมอก บ่มไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าไปไวใ้นสภาพธรรมชาติและฉีดพ่นน ้าทุกๆ 3 
ชัว่โมง เป็นเวลา 2 วนั เก็บผลการทดลองหลงัการปลูกเช้ือ 7 วนั โดยประเมินปฏิกิริยาก่อโรคของเช้ือ
และให้คะแนนการเกิดโรคโดยใชร้ะดบัคะแนนการเกดิโรค 7 ระดบั (Roumen et al. 1997) ตาม
วิธีการขอ้ 3.2.2.4 ท าจ านวน 2 ซ ้า ต่อการปลูกเช้ือ 1 ไอโซเลท 

3.2.3.4  การค านวณค่าดัชนีความรุนแรงของเช้ือ (Virulence index; VI) 
การค านวณค่าดชันีความรุนแรงของเช้ือโรคไหมแ้ต่ละไอโซเลท สามารถ

ค านวณไดโ้ดยน าจ านวนสายพนัธ์ุขา้วที่เป็นโรคไหม ้ (infected variety) เลือกใชผ้ลคะแนน 5 – 6 
หารดว้ยจ านวนสายพนัธ์ุขา้วทั้งหมดท่ีทดสอบตามสูตร (เสาวลกัษณ์ และคณะ. 2554) 

                                                    No        No. of infected variety 
    No. of tested variety 

3.2.3.5  การค านวนค่าดัชนีความต้านทาน (Resistance Index; RI) ของข้าวที่มียีน
ต้านทานเดีย่ว 

การค านวณค่าดชันีความตา้นทานต่อเช้ือโรคไหมข้องขา้วแต่ละสายพนัธ์ุ 
สามารถค านวณไดโ้ดย น าจ านวนไอโซเลทของเช้ือราท่ีไม่สามารถเขา้ท าลายขา้วพนัธ์ุนั้นได ้
(avirulence isolate) เลือกใชผ้ลคะแนน 0 – 2 หารดว้ยจ านวนเช้ือทั้งหมดท่ีทดสอบตามสูตร 
(เสาวลกัษณ์ และคณะ. 2554) 

                                                      No    No. of avirulence isolate 
   No. of tested isolate 

 
 

VI = 

RI = 
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3.2.3.6  การวิเคราะห์การจัดกลุ่มข้อมูลด้วยโปรแกรม NTSYSpc 2.10p 
การวิเคราะห์การจดักลุ่มเช้ือราโดยใชค้า่เฉล่ียของระดบัการเกิดโรคของเช้ือรา

แต่ละไอโซเลทบนขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYSpc 2.10p โดยการ
วิเคราะห์คา่สัมประสิทธ์ิความเหมือน (Similarity coefficient; SimInt) ดว้ยวิธี Canberra จากนั้นจดั
กลุ่มจากค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนดว้ยวิธี SHAN และสร้างแผนภาพแสดงความหลากหลายของ
เช้ือราสาเหตุโรคไหมด้ว้ยวิธี Tree plot โดยในการวิเคราะห์น้ีเลือกใชข้อ้มูลจากไอโซเลทที่มีขอ้มูล
สูญหาย (missing data) ไมเ่กิน 10 ขอ้มูล 

3.2.4  การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกีย่วข้องกบัการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae บนข้าว 
3.2.4.1  การเตรียมพันธุ์ข้าว 

เพาะเมล็ดขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเป็นเวลา 2 – 3 วนั จากนั้นปลูกขา้วลงในถาดหลุม
ขนาดกวา้ง 18 เซนติเมตร ยาว 28 เซนติเมตร (จ านวนหลุม 7 × 12 หลุม) ใส่ปุ๋ ยสูตร 46-0-0 ปริมาณ 
1 กรัมต่อกระบะ หลงัปลูกขา้ว 7 วนั เมื่อขา้วมีอายุ 14 วนั ปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหมโ้ดยน าสาร
แขวนลอยโคนิเดียฉีดพ่นลงบนตน้ขา้ว และเก็บตวัอย่างใบขา้วหลงัจากท าการปลูกเช้ือราในชัว่โมง
ที่ 12 24 และ 48 โดยการท าให้เยน็ทนัทีในไนโตรเจนเหลวเพื่อท าการสกดัอาร์เอ็นเอ 

3.2.4.2  การเตรียมอาร์เอ็นเอ และการเตรียม complementary DNA (cDNA) 
การสกัดอาร์เอน็เอ 
ท าการสกดัอาร์เอ็นเอโดยบดใบขา้วให้ละเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลวแลว้น า

เน้ือเยื่อแต่ละตวัอย่างใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Trizol reagent ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
ผสมให้เขา้กนัแลว้เติม chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาท ี
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บ
ของเหลวใสซ่ึงอยู่ดา้นบนใส่หลอดใหม่ ปริมาณ 500 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นตกตะกอนอาร์เอ็นเอ 
ดว้ยการเติม isopropanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 
นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที เก็บตะกอนอาร์เอ็นเอโดยเทสารละลายออกแลว้ลา้งตะกอนอาร์เอ็นเอดว้ยเอทิลแอลกอฮอล ์
(ethyl alcohol) ความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายท้ิง ละลายตะกอนอาร์
เอ็นเอดว้ยการเติม diethyl pyrocarbonate treated water (DEPC water) ปริมาณ 20 ไมโครลิตร 
จากนั้นเก็บอาร์เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 3.1 รายช่ือพนัธ์ุขา้วที่มียนีตา้นทานเดี่ยว (NILs) จ านวน 31 สายพนัธ์ุ ยีนตา้นทานโรคไหม ้
และสายพนัธุผ์ูใ้ห้ 

      พนัธ์ุข้าว ยีนต้านทาน สายพันธ์ุผู้ให้ 

      IRBLA–A Pia Aichi Asahi 
      IRBLA–C Pia CO39 
      IRBLI–F5 Pii Fujisaka 5 
      IRBLKS–F5 Pik–s Fujisaka 5 
      IRBLKS–S Pik–s Shin 2 
      IRBLK–Ka Pik Kanto 51 
      IRBLKP–K60 Pik–p K60 
      IRBLKH–K3 Pik–h K3 
      IRBLSH–B Pish BL1 
      IRBL1–CL Pi1 C101LAC 
      IRBL3–CP4 Pi3 C104PKT 
      IRBL5–M Pi5(t) RIL249 
      IRBL7–M Pi7(t) RIL29 
      IRBL9–W Pi9(t) WHD–IS–75–1–127 
      IRBL12–M Pi12 RIL10 
      IRBL19–A Pi19(t) Aichi Asahi 
      IRBLZ–Fu Piz Fukunishiki 
      IRBLZ5–CA Piz–5 C101A51 
      IRBLZT–T Piz–t Toride 1 
      IRBLTA–K1 Pita K1 
      IRBLTA–CT2 Pita C105TTP2L9 
      IRBLB–B Pib BL1 
      IRBLT–K59 Pita K59 
      IRBLSH–S Pish Shin 2 
      IRBLKM–TS Pik–m Tsuyuake 
      IRBL20–IR24 Pi20(t) ARL24 
      IRBLTA2–PI Pita–2 Pi No. 4 
      IRBLTA2–RE Pita–2 Reiho 
      IRBLTA–CP1 Pita C101PKT 
      IRBL11–ZH Pi11(t) Zhaiyeqing 8 
      IRBLZ5–C(R) Piz–5 CO39 
      LTH –        – 
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การตรวจสอบคุณภาพอาร์เอ็นเอ 
ตรวจสอบคณุภาพของอาร์เอ็นเอดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Eppendorf, 

Model 6132, Germany) ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) โดยเจือจาง
อาร์เอ็นเอที่ 2:50 (อาร์เอ็นเอ 2 ไมโครลิตร และ DEPC water ปริมาตร 48 ไมโครลิตร) น าความ
เขม้ขน้อาร์เอ็นเอที่ไดม้าค านวณและเตรียมอาร์เอ็นเอให้มีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
จากนั้นตรวจสอบดว้ยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส น าอาร์เอ็นเอ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 6X Loading 
dry ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้หยอดสารละลายทั้งหมดลงในหลุมของแผ่นอะกา
โรสเจลความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 40 นาที โดยใชส้ารละลาย 
0.5X TAE buffer เป็นตวักลางในการน ากระแสไฟฟ้า และตรวจดูแถบอาร์เอ็นดว้ยเคร่ืองถ่ายภาพ
เจล BluPAD (Bio-Helix, Taiwan) 

การก าจัดดีเอ็นเอออกจากอาร์เอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ DNase I  
น าอาร์เอ็นเอที่ไดม้าก าจดัดีเอ็นเอปนเป้ือนโดยใชเ้อนไซม ์ DNase I เตรียม

ปฏิกิริยาในปริมาณ 10 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 10X DNase I buffer ที่มี MgCl2 ความเขม้ขน้ 25 
มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร DNase I ความเขม้ขน้ 1 ยูนิตต่อไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร 
อาร์เอ็นเอความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร และ DEPC water ปริมาณ 
7 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร แลว้บ่มไวท้ี่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นเติม 25 mM ethylene diamine tetraacetic (EDTA) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูม ิ
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีเก็บอาร์เอ็นเอที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

การเตรียม complementary DNA (cDNA) 
น าอาร์เอ็นเอที่ไดไ้ปสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) ดว้ยชุด 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) ตามวิธีการที่บริษทัแนะน า 
โดยเตรียมปฏิกริิยาในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ยอาร์เอ็นเอความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร เติม Oligo(dT)18 ความเขน้ขน้ 100 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร เติม DEPC water ปริมาณ 10 ไมโครลิตร เติม 5X Reaction Buffer ปริมาณ 4 ไมโครลิตร 
เติม RibolockTM RNase Inhibitor ความเขม้ขน้ 20 ยนิูตต่อไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร เติม 
dNTPs ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตร และเติม RevertAid Reverse Transcriptase 
Inhibitor (Thermo Scientific, USA) ความเขม้ขน้ 200 ยูนิตต่อไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร แลว้
น าไปบ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เก็บ cDNA ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอด้วยเทคนิค PCR  
คดัเลือกไพร์เมอร์ของยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae (ตาราง

ที่ 3.2) เตรียมปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย cDNA ที่เจือจางในสัดส่วน 
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1:10 (cDNA ปริมาณ 1 ไมโครลิตรต่อน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาณ 9 ไมโครลิตร) ปริมาณ 1 ไมโครลิตร 
น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาณ 5.9 ไมโครลิตร 10X Taq polymerase buffer ปริมาณ 1 ไมโครลิตร dNTPs 
ความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร MgCl2 ความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาณ 1 
ไมโครลิตร ส่วนผสมระหว่าง Forward primer ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ และ Reverse primer 
ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร และ Taq polymerase ความเขม้ขน้ 5 ยูนิตต่อ
ไมโครลิตร ปริมาณ 0.1 ไมโครลิตร โดยขั้นตอนในการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ย 1) Initial 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 1 รอบ 2) Denaturation ที่อุณหภูม ิ
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 3) Annealing ใชอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการท างานของแต่ละ
ไพร์เมอร์ (ตารางท่ี 3.2) 4) Extension ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 วินาที ท าซ ้าขั้นตอน
ที่ 2 ถึง 4 จ านวน 30 รอบ และ 5) Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 1 
รอบ ตรวจสอบผลปฏิกิริยา PCR ดว้ยเทคนิค Agarose gel electrophoresis น าผลผลิต PCR ปริมาณ 
3 ไมโครลิตร ผสมกบั 6X Loading Buffer (Bio-Helix, Taiwan) ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร แลว้หยอด
สารละลายทั้งหมดลงในหลุมของแผ่นเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 
โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที โดยใชส้ารละลาย 0.5X TAE buffer เป็นตวักลางในการน ากระแสไฟฟ้า และ
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองถ่ายภาพเจล BluPAD (Bio-Helix, Taiwan) 

3.2.4.3  ศึกษาการแสดงออกของยีนทีเ่กีย่วข้องกบัการก่อโรคไหม้ด้วยเทคนิค 
quantitative realtime RT-PCR  

ตรวจสอบการแสดงออกของยีนดว้ยเทคนิค quantitative realtime RT-PCR ดว้ย
ชุด HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne, Estonia) ตามวิธีการที่
บริษทัแนะน า โดยเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาในปริมาณ 20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย HOT 
FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (no ROX) (Solis BioDyne, Estonia) ความเขม้ขน้ 5X 
ปริมาณ 4 ไมโครลิตร Forward primer ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร 
Reverse primer  ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ ปริมาณ 13 
ไมโครลิตร และ cDNA ปริมาณ 2 ไมโครลิตร แลว้น าไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง CFX96 Connect Real-
Time PCR Detection System (Bio–Rad, USA) โดยขั้นตอนในการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ย 1) 
Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 นาที จ านวน 1 รอบ 2) Denaturation ที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที 3) Annealing ใชอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการท างาน
ของแต่ละไพร์เมอร์ (ตารางท่ี 3.2) เป็นเวลา 20 วินาที 4) Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 วินาที ท าซ ้าขั้นตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 40 รอบ ในแต่ละยีนท าจ านวน 3 ซ ้า วิเคราะห์ผลที่ได้
ดว้ยโปรแกรม CFX Maestro version 1.1 แลว้น าผลที่ไดม้าค านวณหาค่าการแสดงออกของยีน 
(relative gene expression) โดยใชสู้ตรตามวิธีของ Livak and Schmittgen. (2001)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



25 
 

 
 

                                                                                         2ΔCt, target (control – sample) 

                                                                                         2Δ Ct, reference (control –sample) 

Target หมายถึง ยีนทีต่อ้งการตรวจสอบ 
Reference หมายถึง ยีน MGG_40S หรือ ยีน Actin1 ในขา้ว 
Control หมายถึง ตวัอย่างขา้วทีฉี่ดพ่นดว้ยน ้าน่ึงฆ่าเช้ือ 
Sample หมายถึง ตวัอย่างขา้วท่ีฉีดพ่นดว้ยเช้ือราทดสอบ 

หาค่าเฉล่ีย relative expression ของยนีทีท่ดสอบและวิเคราะห์
ขอ้มูลความแปรปรวน (analysis of variance) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ย Turkey HSD โดยถา้การ
แสดงออกของยีนเป็นแบบ up-regulation คือ ค่า relative expression ratio > 1 หมายถึงการแสดงออก
ของยีนมีการยกระดบัการแสดงออกมากขึ้นเม่ือเทียบกบักลุ่มตวัอย่างไม่ไดป้ลูกเช้ือ (control) 

 
 

ตารางที่ 3.2 ไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นการศึกษายนีของเช้ือรา P. oryzae ที่สัมพนัธ์กบัการก่อโรคไหม ้และ
ยีนตา้นทานในขา้ว 

 

ช่ือยีน ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (5' – 3') 

อุณหภูมิ 
annealing 

(องศา
เซลเซียส) 

ขนาด
ผลผลิต 
พีซีอาร์ 
(คู่เบส) 

เอกสารอ้างอิง 

ยีนของ 
เช้ือรา 

MoHrip1 F: CGCAAGACGGTGGACAACA 60 151 Nie et al. 2019 
 R: TGACCAGGGCGAAGGAGTAG    
AVR–Pik F: ATGCGTGTTACCACTTTTAACAC 54 342 Longya et al. 2019 
 R: TTAAAAGCCGGGCCTTTTTT    
MGG_40s F: ACAAGCTCAAGACCCTCGTC 56 80 Omar et al. 2016 
 R: GGTGGTGATGGTGAAGCAG    

ยีนของ
ขา้ว 

Pik F: GAAGCTCTGATCAACGGTATTCC 56 149 Zhai et al. 2011 
 R: TCTTTGATCATCTTCGGGATACG    
Actin1 F: CTTCATAGGAATGGAAGCTGC 60 197 * 
 R: CGACCACCTTGATCTTCATGC    

*ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ออกแบบและใช้ในงานทดลองนี้ 

 
 
 
 
 

Relative expression =  
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3.2.5  การศึกษาชนดิของสารทุติยภูมทิี่สังเคราะห์โดยเช้ือรา P. oryzae 
ศึกษาสารทุตยิภูมิของเช้ือราโดยดดัแปลงวิธีการของ Tsurushima et al. (2005) เล้ียงเช้ือ

ราในอาหารเล้ียงเช้ือ Potato dextrose agar (PDA) เป็นเวลา 3 วนั แลว้ตดัช้ินวุน้บริเวณขอบโคโลนี
เช้ือราจ านวน 3 ช้ิน น าไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Potato dextrose broth (PDB) ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขย่าโดยใชค้วามเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วนั จากนั้นยา้ย
เช้ือ ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDB ท่ีเติมใบขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 10 กรัม/ลิตร 
ปริมาณ 500 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขย่าโดยใชค้วามเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 วนั แลว้น าไปสกดัสารทุตยิภูมขิองเช้ือราโดยดดัแปลงวิธีการของ Jacob et al. (2017) ท าการ
กรองเส้นใยของเช้ือราออกจากอาหารเล้ียงเช้ือผ่านกระดาษกรองเบอร์ 1 ขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 125 
มิลลิเมตร (Whatman) ลดปริมาณของอาหารเล้ียงเช้ือให้เหลือ 100 มิลลิลิตร โดยใชเ้คร่ืองโรตารีอีวา
โพเรเตอร์ (rotary vacuum evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แลว้น าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไดไ้ป
สกดัดว้ยการเติมเอทิลอะซีเตต (ethyl acetate) ปริมาณ 200 มิลลิลิตร เขย่าท่ีความเร็ว 120 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จะไดส้ารละลาย 2 ชั้น คือ ชั้นของอาหารเล้ียงเช้ือและชั้นของเอทิลอะซีเตต 
เทสารละลายชั้นของเอทิลอะซีเตตเก็บไว ้แลว้น าสารละลายชั้นของอาหารเล้ียงเช้ือสกดัซ ้าให้ครบ 3 
รอบ แลว้น าสารละลายในชั้นของเอทิลอะซีเตตทั้ง 3 รอบ ไปก าจดัเอทิลอะซีเตตออกดว้ยเคร่ืองโร
ตารีอีวาโพเรเตอร์ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ให้เหลือสารละลายปริมาณ 5 มิลลิลิตร ท าให้แห้ง
ดว้ยตูอ้บลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แลว้ชัง่น ้าหนกัของสารสกดัหยาบท่ีได ้ ละลายสาร
สกดัหยาบที่สกดัไดใ้นเมทานอล 1 มิลลิลิตร แลว้กรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
น าไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Liquid Chromatography – Mass Spectrometry (LC–MS) ทดสอบโดยใช้
เคร่ือง Liquid chromatograph–quadrupole time – of – flight mass spectrometer (LC –  QTOF MS), 
1290 Infinity II LC–6545 Quadrupole–TOF (Agilent Technologies, USA) สภาวะที่ใชใ้นการ
วิเคราะห์ คือ ใชค้อลมัน์ Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid Resolution HD ยาว 150 มิลลิเมตร เส้นผ่าน
ศูนยก์ลางภายใน 2.1 มิลลิเมตร และขนาดอนุภาค (particle size) 1.8 ไมโครเมตร โดยอุณหภูมิของ
คอลมัน์เท่ากบั 40 องศาเซลเซียส ปริมาณของตวัอย่างท่ีฉีดคือ 2 ไมโครลิตร ใชเ้ฟสเคล่ือนที่ (Mobile 
phase)  A คือ Water และ B คือ Acetonitrile ใชโ้ปรแกรม gradient ในการแยกสารโดยมอีตัราการ
ไหล (flow rate) ที ่0.2 มิลลิลิตรต่อนาท ี(ตารางท่ี 3.3) ใชเ้วลาตรวจวดั 62 นาทีต่อตวัอย่าง วิเคราะห์
ขอ้มูลที่ไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม MassHunter Qualitative Analysis Software B.08.00A และเปรียบเทียบ
สารที่พบกบัฐานขอ้มูล Library METLIN database 
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ตารางที่ 3.3  โปรแกรม gradient ที่ใชใ้นการแยกสารของ  Liquid Chromatography 

Time (min) water Acetonitrile Flow rate (mL/min) 
0 95% 5% 0.2 
5 95% 5% 0.2 
6 75% 25% 0.2 
30 75% 25% 0.2 
31 65% 35% 0.2 
50 65% 35% 0.2 
51 100% 0% 0.2 
60 100% 0% 0.2 
62 95% 5% 0.2 
62 95% 5% 0.2 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1  รวบรวมเช้ือราสาเหตุโรคไหม้จากพื้นที่ปลูกข้าวของไทย 
การส ารวจและรวบรวมเช้ือรา P. oryzae ในแหล่งท่ีมกีารระบาดของโรคไหมข้า้วใน

ประเทศไทยไดเ้ช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 49 ไอโซเลท โดยเป็นเช้ือราท่ีไดร้ับความอนุเคราะห์
จากศูนยว์ิจยัขา้วอุบลราชธานี จ านวน 10 ไอโซเลท เช้ือราท่ีไดร้ับความอนุเคราะห์จากภาควิชาพืชไร่
นา คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ จ านวน 2 ไอโซเลท เช้ือราท่ีไดร้ับความอนุเคราะห์จาก
ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) จ านวน 1 ไอโซเลท เช้ือราท่ีไดร้ับ
ความอนุเคราะห์จากศนูยว์จิยัขา้วพทัลุงจ านวน 2 ไอโซเลท เช้ือราท่ีไดร้ับความอนุเคราะห์จากศูนย์
วิทยาศาสตร์ขา้ว มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน 1 ไอโซเลท เช้ือราท่ีรวบรวมโดย
ห้องปฏิบตัิการโรคพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจา้คณุทหาร
ลาดกระบงัจ านวน 9 ไอโซเลท และเช้ือราท่ีเก็บรวบรวมใหม่ในการทดลองน้ีจากฤดูปลูกปี พ.ศ. 
2561 – 2562 จ านวน 24 ไอโซเลท (ตารางท่ี 4.1) 

 
ตารางที่ 4.1  เช้ือรา P. oryzae ที่ใชใ้นการทดลอง 49 ไอโซเลท และแหล่งท่ีมา 

จังหวัด ไอโซเลท แหล่งที่มา 
อุบลราชธานี UBN2010 11351 

UBN2009 11308 
UBN2010 13515 
UBN2009 207129 
UBN2010 195167 
UBN2010 195171 

ศูนยว์ิจยัขา้วอุบลราชธานี 

หนองคาย NKI2010 47181  
สกลนคร SKN2008 60867  
ขอนแก่น KKN2008 7357 

KKN2009 61067 
 

เชียงราย Chiangrai34.1 ภาควิชาพืชไร่นา คณะเกษตร มหาวิทยาลยั 
เกษตรศาสตร์ 

พิษณุโลก PLK40.4  
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ตารางที่ 4.1  (ต่อ) 

จังหวัด ไอโซเลท แหล่งที่มา 
พิษณุโลก THL191 ส านกังานพฒันาวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยีแห่งชาต ิ
พทัลุง PL1 PL2 ศูนยว์ิจยัขา้วพทัลุง 
เชียงใหม่ THL794 ศูนยว์ิทยาศาสตร์ขา้ว 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตก าแพงแสน 

กรุงเทพฯ BKK55001        BKK55003 ห้องปฏิบตัิการโรคพืช คณะ
เทคโนโลยีการเกษตร สถาบนั
เทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจา้คุณ
ทหารลาดกระบงั 

ราชบุรี RBR55001        RBR55003 
สุรินทร์ 

ฉะเชิงเทรา 

SRN54002        SRN54005  
SRN54007        SRN62108 
CCO55002       CCO56004 

ล าปาง 

ตาก 
เพรชบูรณ ์
พทัลุง 
สกลนคร 
อุทยัธานี 
เชียงราย 
กระบี ่
พะเยา 
แม่ฮ่องสอน 
แพร่ 
อุบลราชธานี 
อุดรธานี 
ขอนแก่น 
มหาสารคาม 

LPG61004        LPG61005  
LPG61011 
TAK61002 
PNB61005        PNB61008 
PL61003           PL61017 
SKN61009       SKN62103 
UTI61101         UTI61106 
CRI61010 
KPT61002 
PYO61001 
MSN61005       MSN61008 
PRE61016 
UBN61016 
UDN61008 
KKN62107       KKN62112 
MKM62101 
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4.2  ผลการปลูกเช้ือราที่รวบรวมได้บนข้าวพันธ์ุยั้งมองเพื่อคัดเลือกไอโซเลทเช้ือราที่
สามารถ และไม่สามารถก่อโรคบนข้าวพันธ์ุยั้งมอง 

จากการปลูกเช้ือแต่ละไอโซเลทจ านวน 49 ไอโซเลท บนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง และขา้วสาย
พนัธ์ุเปรียบเทียบไดแ้ก ่ ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงเป็นขา้วพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคไหม ้ และขา้ว
พนัธ์ุเจา้หอมนิลซ่ึงเป็นขา้วตา้นทานโรคไหม ้ และประเมินความรุนแรงของโรคเม่ือปลูกเช้ือแต่ละ
ไอโซเลทไปแลว้ 7 วนั พบว่าเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 45 ไอโซเลท ไม่สามารถก่อโรคบนขา้ว
พนัธ์ุย ั้งมองได ้ คือ CCO56004, KKN2009 61067, KKN2008 7537, RBR55001, SRN54007, 
THL794, UBN2010 13515, UBN2009 207129, UBN2010 195167, UBN2009 11308, NKI2010 
47181, BKK55001, BKK55003, Chiangrai34.1, UBN2010 11351, LPG61004, TAK61002, 
PNB61005, PL61003, PL61017, PL1, PL2, LPG61005, LPG61011, PNB61008, UTI61101, 
UTI61106, CRI61010, KPT61002, PYO61001, MSN61005, MSN61008, PRE61016, SRN54005, 
SRN54002, THL191, CCO55002, UBN61016, UDN61008, SKN61009, KKN62107, SRN62108, 
SKN62103, KKN62112 และ MKM62101 เช้ือราจ านวน 4 ไอโซเลท สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มองไดใ้นระดบัปานกลาง คือ SKN2008 60867, UBN2010 195171, RBR55003 และ PLK40.4 
ในขณะที่ไม่พบเช้ือราท่ีสามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัรุนแรง โดยขา้วพนัธ์ุขาว
ดอกมะลิ 105 แสดงความอ่อนแอต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมม้ีระดบัคะแนน 5 – 6 และขา้วพนัธ์ุเจา้
หอมนิลแสดงความตา้นทานโรคไหมม้ีระดบัคะแนน 0 – 2  (ภาพท่ี 4.1) 

            

ภาพที ่4.1  ลกัษณะอาการของขา้วพนัธ์ุย ั้งมองภายหลงัจากการปลูกเช้ือราไอโซเลท RBR55001 (ก) 
ไอโซเลท UBN2010 195171 (ข) ขา้วพนัธ์ุเจา้หอมนิลภายหลงัการปลูกเช้ือราไอโซเลท 
RBR55001 (ค) และขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ภายหลงัจากการปลูกเช้ือราไอโซเลท 
RBR55001 (ง) เป็นเวลา 7 วนั 

ก ข ค ง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



31 
 

 
 

4.3 ผลการปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหม้บนข้าวที่มียีนต้านทานเดี่ยว (NILs) เพื่อระบุยีนก่อ
โรคของเช้ือรา 

จากการทดสอบปฏิกิริยาก่อโรคของเช้ือรา 49 ไอโซเลท บนขา้วที่มียนีตา้นทานเดี่ยว 31 
สายพนัธ์ุ โดยให้ระดบัคะแนน 0 – 6 โดยคะแนน 0 – 2 คือขา้วแสดงความตา้นทาน เป็นผลมาจาก
ปฏิกิริยาระหว่าง R gene และ AVR gene คะแนน 3 – 4 คือขา้วแสดงลกัษณะตา้นทานปานกลาง และ
คะแนน 5 – 6 ขา้วแสดงความอ่อนแอ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าไม่เกิดปฏิกิริยาระหว่าง R gene และ AVR 
gene จากนั้นน าผลคะแนน 5 – 6 ท่ีเกิดจากการปลูกเช้ือไปค านวณค่าดชันีความรุนแรง (Virulence 
Index; VI) ของเช้ือราแต่ละไอโซเลท โดยคดัเลือกเฉพาะไอโซเลทท่ีมีผลคะแนน 5 – 6 บนขา้วพนัธ์ุ
ขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุอ่อนแอไปค านวณ พบว่าเช้ือรา 49 ไอโซเลท มีค่า VI อยู่ระหว่าง 0 ถึง 
0.55 (ตารางท่ี 4.2)  

ในจ านวนเช้ือราท่ีทดสอบทั้งหมด พบว่าเช้ือราไอโซเลท UBN2010 13515 ซ่ึงเป็นไอโซ
เลทท่ีไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้มีค่า VI ของการทดสอบบนขา้วที่มียีนตา้นทานเดีย่ว 
คือ 0.55 ค่าดชันีความรุนแรงของเช้ือราท่ีก่อโรคบนขา้วท่ีมียีนตา้นทานเดี่ยวมากท่ีสุดของเช้ือราไอ
โซเลท UBN2010 13515 แสดงให้เห็นว่าเป็นเช้ือท่ีมีความรุนแรงสามารถเขา้ท าลายขา้วที่มียนี
ตา้นทานเดี่ยวไดห้ลายสายพนัธ์ุแต่ไม่สามารถเขา้ท าลายขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ และจากผลการทดสอบ
บนขา้วท่ีมียนีตา้นทานเดี่ยว ระบุว่าเช้ือราไอโซเลท UBN2010 13515 มียีนก่อโรค AVR–Piks, AVR–
Pikp, AVR–Pikh, AVR–Pish, AVR–Pi7(t), AVR–Pikm, AVR–Pi20 และ AVR–Pita ซ่ึงขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง
อาจมยีีนตา้นทาน (R gene) คือ Piks, Pikp, Pikh, Pish, Pi7(t), Pikm, Pi20 และ Pita ที่เขา้คู่กนัและท า
ปฏิกิริยากนัได ้จึงท าให้ไม่เกดิโรค และพบเช้ือราท่ีไม่สามารถก่อโรคบนขา้วท่ีมียนีตา้นทานเดี่ยวได ้
(ระดบัคะแนน 0 – 2) โดยมคี่าดชันีความรุนแรงเท่ากบั 0.00 มีจ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BKK55001, 
PL61003 และ RBR55001  

จากการวิเคราะห์ค่าดชันีความตา้นทาน (Resistance Index; RI) ของขา้วที่มียนีตา้นทาน
เดี่ยว โดยใชผ้ลคะแนนระหว่าง 0 – 2 ของขา้วแต่ละสายพนัธ์ุท่ีตอบสนองต่อเช้ือ 49 ไอโซเลท ผล
การวิเคราะห์พบว่ามีค่าระหว่าง 0.38 – 0.87 จากผลการทดสอบพบว่าขา้วที่มียนีตา้นทานเดี่ยวสาย
พนัธ์ุ IRBLkh-K3 ที่มียีนตา้นทาน Pikh และ IRBL7-M ที่มียีนตา้นทาน Pi7(t) มีค่า RI สูงท่ีสุดเท่ากนั 
คือ 0.87 และขา้วที่มียนีตา้นทานเดี่ยวสายพนัธ์ุ IRBLz5-CA ที่มียีนตา้นทาน Piz-5 มคี่า RI ต ่าท่ีสุด
คือ 0.38 (ตารางท่ี 4.3) ดชันีความตา้นทานของขา้วที่มยีีนตา้นทานเดี่ยว แสดงให้เห็นว่ายีนทีม่ี
ศกัยภาพตา้นทานต่อเช้ือราท่ีทดสอบไดม้ากท่ีสุด คือ ยีนตา้นทาน Pikh และ Pi7(t) แสดงให้เห็นว่า
ประชากรเช้ือราท่ีทดสอบทั้ง 49 ไอโซเลทน้ีส่วนใหญ่มียีนก่อโรคในกลุ่ม AVR–Pik (ภาพท่ี 4.2)  

จากการปลูกเช้ือ P. oryzae ลงบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเพ่ือคดัเลือกไอโซเลทท่ีสามารถและไม่
สามารถก่อโรคบนขา้วพ้ืนเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง และทดสอบปฏิกิริยาก่อโรคของเช้ือราบนขา้วท่ีมียนี
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ตา้นทานเดี่ยว พบว่าเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 สามารถกอ่โรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปาน
กลาง มียีนก่อโรค AVR–Pi1 ซ่ึงจดัอยู่ในกลุ่ม AVR–Pik และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่
สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ มียนี AVR–Pi1 (AVR–Pik) เช่นเดียวกนั จึงเลือกศึกษาการ
แสดงออกของยีน AVR–Pik ท่ีสัมพนัธ์กบัการก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 
 

 
 
ภาพที่ 4.2  เช้ือรา Pyricularia oryzae จ านวน 49 ไอโซเลท ที่ก่อโรคไมรุ่นแรงหรือไม่ก่อโรค (ระดบั  

  คะแนน 0 – 2) บนขา้วที่มียีนตา้นทานเดีย่วจ านวน 31 สายพนัธ์ุ 
 

เมื่อวิเคราะห์ระดบัคะแนนและสร้างแผนภาพ Dendrogram แสดงความสัมพนัธ์ของเช้ือ
แต่ละไอโซเลทดว้ยโปรแกรม NTSYSpc 2.10p วิเคราะห์ similarity ดว้ย SimInt เลือกใช ้Canberra 
เพื่อวิเคราะห์ค่า coefficient และจดักลุ่มความสัมพนัธ์ดว้ย SAHN (ภาพท่ี 4.3) เช้ือแต่ละสายพนัธ์ุมี
รูปแบบของการก่อให้เกิดโรคต่อพนัธ์ุขา้วต่างกนั สามารถจดักลุ่มความสัมพนัธ์ของเช้ือสาเหตุโรค
ไหม ้49 ไอโซเลทได ้2 กลุ่ม คือ  

กลุ่ม A พบเช้ือจ านวน 22 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NKI2010 47181, RBR55003, LPG61011, 
UBN61016, THL794, UBN2010 13515, CCO56004, UBN2009 11308, KKN2009 61067, PL2, 
UBN2010 195171, CCO55002, LPG61004, UDN61008, TAK61002, UBN2010 11351, 
SRN54002, PLK40.4, THL191, Chiangrai34.1, SRN54005 และ KKN2008 7537 ถูกจดัอยู่ในกลุ่ม
เดียวกนัเป็นเช้ือท่ีก่อโรครุนแรง และสามารถเขา้ท าลายขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยวไดห้ลายสายพนัธ์ุ 
เช้ือราท่ีก่อโรคบนขา้วที่มียนีตา้นทานเดี่ยวมากที่สุด และมีค่าดชันีความรุนแรงมากที่สุดเทา่กบั 0.55 
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คือ เช้ือราไอโซเลท UBN2010 13515 ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มน้ี ซ่ึงเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ทีส่ามารถก่อ
โรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อ
โรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มน้ีเช่นเดียวกนั 

กลุ่ม B พบเช้ือจ านวน 27 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BKK55001, UTI61106, UTI61101, 
MSN61008, MKM62101, KKN62112, SKN62103, SRN62108, KKN62107, PRE61016, 
MSN61005, RBR55001, CRI61010, KPT61002, PYO61001, PNB61008, BKK55003, UBN2009 
207129, PL1, PL61017, SRN54007, PNB61005, LPG61005, SKN61009, SKN2008 60867, 
PL61003 และ UBN2010 195167 ถูกจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกนัเป็นเช้ือท่ีก่อโรคไม่รุนแรงบนขา้วท่ีมียนี
ตา้นทานเดี่ยว โดยพบว่าเช้ือรากลุ่มท่ีไมก่่อโรคบนขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยวและมีค่าดชันีความ
รุนแรงเทา่กบั 0.00 มีจ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BKK55001, RBR55001 และ PL61003 ถูกจดัอยู่ใน
กลุ่มน้ี 

ตารางที่ 4.2  ค่าดชันีความรุนแรง (Virulence index; VI) ของเช้ือราบนขา้วท่ีมียีนตา้นทานเดี่ยว  
                     (NILs) 

 

ล าดบัที ่ ไอโซเลท VI ล าดบัที ่ ไอโซเลท VI 
1 UBN2010 13515 0.55 15 UBN2010 11351 0.10 
2 PLK40.4 0.42 16 BKK55003 0.06 
3 TAK61002 0.35 17 CCO56004 0.06 
4 THL794 0.29 18 KKN2009 

61067 
0.06 

5 LPG61004 0.23 19 LPG61011 0.06 
6 CCO55002 0.19 20 PL2 0.06 
7 UDN61008 0.19 21 SRN54007 0.06 
8 THL191 0.16 22 UBN195167 0.06 
9 UBN61016 0.16 23 KKN2008 7537 0.03 
10 Chiangrai34.1 0.13 24 SKN61009 0.03 
11 PNB61005 0.13 25 SRN54005 0.03 
12 PNB61008 0.13 26 BKK55001 0.00 
13 RBR55003 0.10 27 PL61003 0.00 
14 SRN54002 0.10 28 RBR55001 0.00 
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ตารางที่ 4.3  ค่าดชันีความตา้นทาน (Resistance index; RI) ของขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว (NILs) 31 
สายพนัธ์ุ ต่อเช้ือรา 49 ไอโซเลท 

ล าดบัที ่ NILs R gene RI ล าดบัที ่ NILs R gene RI 
1 IRBLa–A Pia 0.59 17 IRBLsh–B Pish 0.63 
2 IRBLa–C Pia 0.46 18 IRBL1–CL Pi1 0.75 
3 IRBL1–F5 Pii 0.61 19 IRBL3–CP4 Pi3 0.55 
4 IRBLks–F5 Piks 0.55 20 IRBL5–M Pi5(t) 0.71 
5 IRBLks–S Piks 0.67 21 IRBL7–M Pi7(t) 0.87 
6 IRBLk–Ka Pik 0.77 22 IRBL9–W Pi9 0.77 
7 IRBLkp–K60 Pikp 0.83 23 IRBL12–M Pi12 0.69 
8 IRBLkh–K3 Pikh 0.87 24 IRBL19–A Pi19 0.63 
9 IRBLz–Fu Piz 0.67 25 IRBLkm–Ts Pikm 0.83 
10 IRBLz5–CA Piz–5 0.63 26 IRBL20–IR24 Pi20 0.73 
11 IRBLzt–T Piz–t 0.67 27 IRBLta2–Pi Pita–2 0.75 
12 IRBLta–K1 Pita 0.57 28 IRBLta2–Re Pita–2 0.77 
13 IRBLta–CT2 Pita 0.61 29 IRBLta–CP1 Pita 0.69 
14 IRBLb–B Pib 0.55 30 IRBL11–Zh Pi11 0.59 
15 IRBLt–K59 Pita 0.55 31 IRBLz5–CA Piz–5 0.38 
16 IRBLsh–S Pish 0.69     
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ภาพที่ 4.3   แผนภาพแสดงความสัมพนัธ์ของเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 49 ไอโซเลท ตามรูปแบบ 

ปฏิกิริยาการก่อโรคเมื่อทดสอบบนขา้วที่มียนีตา้นทานเดี่ยว วิเคราะห์ขอ้มูลดว้ย
โปรแกรม NTSYSpc 2.10p วิเคราะห์ similarity ดว้ย SimInt เลือกใช ้ Canberra เพื่อ
วิเคราะห์ค่า coefficient และจดักลุ่มความสัมพนัธ์ดว้ย SAHN กลุ่ม A คือ เช้ือราจ านวน 
22 ไอโซเลท ที่ก่อโรครุนแรงและสามารถเขา้ท าลายขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว ไดห้ลาย
สายพนัธ์ุ กลุ่ม B คือ เช้ือราจ านวน 27 ไอโซเลท ที่กอ่โรคไมรุ่นแรงบนขา้วที่มียีน
ตา้นทานเดี่ยว  

Coefficient
0.000.200.400.600.80

Chiangrai34. 1
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4.4  การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae บน
ข้าวพันธ์ุยั้งมอง 

ศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae บนขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มอง รวมทั้งยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัความตา้นทานในขา้วดว้ยเทคนิค quantitative realtime RT-PCR โดย
คดัเลือกเช้ือราท่ีเป็นตวัแทนในกลุ่มไอโซเลทเช้ือราท่ีสามารถ และไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุ
ย ั้งมอง ไดแ้ก่ เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ทีส่ามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง 
และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ ตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนที่เวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากการปลูกเช้ือราลงบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง โดยยีน
ที่ท าการศึกษา มจี านวน 3 ยีน ไดแ้ก่ 1) ยีน MoHrip1 ซ่ึงเป็นยีนที่ก าหนดการสร้างโปรตีน 
hypersensitive response inducing protein 1 เป็นโปรตีนทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา และยงั
มีบทบาทเป็น pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) ไปกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ
ตา้นทานในขา้ว 2) ยีน AVR – Pik เป็นยนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา (avirulence gene, AVR 
gene) สังเคราะห์โปรตีน (effector protein) เพ่ือไปยบัยั้งกระบวนการตา้นทานในขา้ว และ 3) ยีน Pik 
เป็นยีนตา้นทานโรคไหมข้า้ว (resistance gene, R gene) ซ่ึงเป็นยีนเด่น สังเคราะห์โปรตีนตา้นทาน 
(R protein) เพื่อตา้นทานการเขา้ท าลายของเช้ือก่อโรค 

การศึกษาการแสดงออกของยนี AVR – Pik ซ่ึงเป็นยีนที่เกีย่วขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา 
จากการทดลองพบว่า เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ที่ก่อโรครุนแรงปานกลาง มีการแสดงออกของยีน
สูงสุดที่เวลา 12 ชัว่โมง และมกีารแสดงออกของยนีสูงกว่าเช้ือราไอโซเลท Chiangrai 34.1 ที่ไม่
สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (Turkey HSD, p < 0.05) หลงัจากนั้นที่
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 มีการแสดงออกของยีนที่ลดลงอย่างต่อเน่ือง 
เช่นเดียวกนัเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ทีม่ีการแสดงออกของยีนที่เวลา 12 ชัว่โมง และมีการ
แสดงออกของยีนที่ลดลงอย่างต่อเน่ืองจนถึงท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4.4) 

การศึกษาการแสดงออกของยนี MoHrip1 ซ่ึงเป็นยีนทีเ่กี่ยวขอ้งการก่อโรคของเช้ือราโดย
การสร้างโปรตนี hypersensitive response inducing protein 1 จากการทดลองพบว่า เช้ือราทั้ง 2 ไอ
โซเลท มีการแสดงออกของยีนที่เวลา 12 ชัว่โมง และมีการแสดงออกอย่างต่อเน่ืองไปจนถึงเวลา 24 
ชัว่โมง โดยที่เวลา 24 ชัว่โมง เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ทีก่่อโรครุนแรงปานกลาง มีการแสดงออก
ของยีนสูงกว่าเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (Turkey HSD, p < 0.05) หลงัจากนั้นท่ีเวลา 48 ชัว่โมง เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 
และ เช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 มีการแสดงออกของยนีที่ลดลง (ภาพท่ี 4.5) 

การศึกษาการแสดงออกของยนี Pik ซ่ึงเป็นยนีที่เกี่ยวขอ้งกบัความตา้นทานในขา้ว จาก
การทดลองพบว่า ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองที่ปลูกเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบน
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ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองมีการแสดงออกของยีนที่เวลา 12 ชัว่โมงหลงัการปลูกเช้ือรา และมีการแสดงออก
อย่างต่อเน่ืองไปจนถึงที่เวลา 48 ชัว่โมง ในขณะทีข่า้วพนัธ์ุย ั้งมองทีป่ลูกดว้ยเช้ือราไอโซเลท 
PLK40.4 ทีก่่อโรครุนแรงปานกลาง ทีเ่วลา 12 และ 24 ชัว่โมง ไม่มีการยกระดบัการแสดงออกของ
ยีน แต่พบการยกระดบัแสดงออกของยีนที่เวลา 48 ชัว่โมง โดยพบว่าการแสดงออกของยนีที่เวลา 48 
ชัว่โมงหลงัจากการปลูกเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 และไอโซเลท Chiangrai34.1 มกีารแสดงออก
ของยีนไมแ่ตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (Turkey HSD, p < 0.05) (ภาพท่ี 4.6) 

 
 

 

ภาพที่ 4.4  ระดบัการแสดงออกของยนี AVR – Pik ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองหลงัจากการปลูกเช้ือรา  
P. oryzae ไอโซเลท PLK40.4 ท่ีสามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปาน
กลาง และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้
ทีเ่วลา 12 24 และ 48 ชัว่โมงตามล าดบั ดว้ยวิธี quantitative realtime RT-PCR ค่าท่ีได้
เป็นค่าเฉล่ียการแสดงออกของยีนสัมพนัธ์กบัยีน MGG_40S สัญลกัษณ์ * แสดงความ
แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (Turkey HSD, p < 0.05) ระหว่างเช้ือ 2 ไอโซเลท 
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ภาพที่  4.5  ระดับการแสดงออกของยีน MoHrip1 ในข้าวพันธ์ุย ั้งมองหลังจากการปลูกเช้ือรา  
 P. oryzae ไอโซเลท PLK40.4 ท่ีสามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได้ในระดับปาน 
 กลาง และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ที ่ 
 เวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมงตามล าดบั ดว้ยวิธี quantitative realtime RT-PCR ค่าท่ีไดเ้ป็น 
 ค่าเฉล่ียการแสดงออกของยีนสัมพันธ์กับยีน MGG_40S สัญลักษณ์ * แสดงความ 
 แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (Turkey HSD, p < 0.05) ระหว่างเช้ือ 2 ไอโซเลท 
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ภาพที่ 4.6 ระดบัการแสดงออกของยีน Pik ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองหลงัจากการปลูกเช้ือรา P. oryzae 
ไอโซเลท PLK40.4 ท่ีสามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง และเช้ือ
ราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ทีเ่วลา 12 24 และ 
48 ชัว่โมงตามล าดบั ดว้ยวิธี quantitative realtime RT-PCR ค่าท่ีไดเ้ป็นค่าเฉล่ียการ
แสดงออกของยีนสัมพนัธ์กบัยนี Actin1  

4.5.  การศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิที่สังเคราะห์โดยเช้ือรา P. oryzae 
วิเคราะห์สารทุติยภูมิท่ีสังเคราะห์โดยเช้ือรา P. oryzae ดว้ยเทคนิค Liquid 

Chromatography – Mass Spectrometry (LC–MS) สารที่ถูกแยกดว้ยคอลมัน์จะถูกท าให้แตกตวัเป็น
ไอออนดว้ยเทคนิค Electrospray ionization (ESI) วิเคราะห์สารที่ไดโ้ดยการเปรียบเทียบความ
เหมือนของสารทีไ่ดก้บัฐานขอ้มูล Library METLIN database จะท าให้ทราบน ้าหนกัโมเลกุลและ
โครงสร้างทางเคมขีองสารเพื่อเป็นการยืนยนัชนิดของสารท่ีเช้ือราสังเคราะห์ได ้ 

ศึกษาสารทุตยิภูมิของเช้ือรา 2 ไอโซเลท คือ เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ทีส่ามารถก่อโรค
บนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรค
บนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ โดยหลงัจากน าอาหารเล้ียงเช้ือราไปสกดัดว้ยเอทิลอะซีเตต ไดป้ริมาณสาร
สกดัหยาบจากอาหารเล้ียงเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 เท่ากบั 15.3 มิลลิกรัม และไอโซเลท 
Chiangrai34.1 เท่ากบั 25.9 มิลลิกรัม 

ผลการวิเคราะห์สารทุตยิภูมพิบสาร picolinic acid และสาร tenuazonic acid (ตารางท่ี 4.4) 
เม่ือวิเคราะห์สารท่ีสกดัจากเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 หลงัจากที่
สารถูกแยกดว้ยคอลมัน์สารจะถูกท าให้กลายเป็นไอออน จากนั้นวิเคราะห์ไอออนในโหมดไอออน
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บวกและไอออนลบ การใชโ้หมดไอออนบวกในการวิเคราะห์ไม่พบสารทุติยภูมิท่ีเกี่ยวกบัการก่อ
โรคไหมข้า้ว และการใชโ้หมดไอออนลบในการวิเคราะห์สารสกดัหยาบจากเช้ือราไอโซเลท 
PLK40.4 พบสารทุติยภูมิท่ีเกี่ยวกบัการก่อโรคไหมข้า้ว คือ สาร picolinic acid ทีน่าทีท่ี 1.823 มีสูตร
เคมี คือ C6H5NO2 ซ่ึงเป็นอนุพนัธ์ของไพริดีนคาร์บอกซิลลิค (Pyridine carboxylic acids) มีหมู่คาร์
บอกซิล (-COOH) อยู่ที่ต าแหน่งท่ี 2 (ภาพท่ี 4.7 และ ภาพที่ 4.8) และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 
พบสารทุติยภูมิท่ีเกี่ยวกบัการก่อโรคไหมข้า้วและมีรายงานความสามารถยบัยั้งการเจริญของตน้กลา้
ขา้วได ้คือ สาร tenuazonic acid ที่นาทีที่ 9.144 เมื่อวิเคราะห์ในโหมดไอออนบวก มีสูตรเคมี คือ 
C10H15NO3 อยู่ในกลุ่มของสารประกอบท่ีเรียกว่า pyrroline ซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีมีวงแหวนไพโร
ลีน (pyrroline ring) ส่วนการใชโ้หมดไอออนลบในการวิเคราะห์ไมพ่บสารทุติยภูมิท่ีเกี่ยวกบัการก่อ
โรคไหมข้า้ว (ภาพท่ี 4.9 และ ภาพท่ี 4.10) 
 
ตารางที่ 4.4 สารทุติยภูมิท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 และเช้ือราไอโซ

เลท Chiangrai34.1 จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค LC–MS 

Isolates Compound 
Identification 

Formula Mass RT (min.) 

     PLK40.4        Picolinic acid C6 H5 NO2 123.0323 1.823 
Chiangrai34.1 Tenuazonic acid   C10 H15 NO3 197.1051 9.144 
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ภาพที่ 4.7 โครมาโทรแกรมของสารทุติยภูมิของเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 จากการวิเคราะห์ดว้ย   
เทคนิค LC–MS พบสาร picolinic acid ทีน่าทีท่ี 1.823 (เส้นประสีแดง) 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 4.8  โครงสร้างของสาร picolinic acid ท่ีตรวจพบในสารสกดัจากเช้ือราไอโซเลท PLK40.4  

 จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค LC–MS 
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ภาพที่ 4.9  โครมาโทรแกรมของสารทุติยภูมิของเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 จากการวิเคราะห์
ดว้ยเทคนิค LC–MS พบสาร tenuazonic acid ที่นาทีที่ 9.144 (เส้นประสีแดง) 

ภาพที่ 4.10  โครงสร้างของสาร tenuazonic acid ทีต่รวจพบในสารสกดัจากเช้ือราไอโซเลท 
Chiangrai34.1 จากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค LC–MS

Acquisition Time (min) 
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บทที่ 5 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

5.1  การปลูกเช้ือ P. oryzae ที่รวบรวมได้ลงบนข้าวพันธ์ุยั้งมองเพื่อคัดเลือกไอโซเลทที่
สามารถและไม่สามารถก่อโรคบนข้าวพันธ์ุยั้งมอง 

จากผลการปลูกเช้ือท่ีรวบรวมไดบ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองของเช้ือราจ านวน 49 ไอโซเลท น ามา
ตรวจสอบความสามารถในการก่อโรคไหม ้ พบว่าเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 45 ไอโซเลท ไม่
สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ และพบเช้ือราจ านวน 4 ไอโซเลท ทีส่ามารถก่อโรคบนขา้ว
พนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง คือ SKN2008 60867, UBN2010 196171, RBR55003 และ 
PLK40.4 ในขณะท่ีไม่พบเช้ือราท่ีสามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัรุนแรง จะเห็นได้
ว่าขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเป็นขา้วที่มีลกัษณะความตา้นทานแบบกวา้งต่อเช้ือสาเหตุโรคไหม ้ เน่ืองจาก
สามารถตา้นทานเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท ตามรายงานของ Salih et al. (2013) ที่
ตรวจสอบความตา้นทานโรคไหมพ้นัธ์ุขา้วของไทยจ านวน 311 ตวัอย่าง โดยแบ่งเป็นขา้วพ้ืนเมือง
จ านวน 263 ตวัอย่าง ขา้วทีไ่ดร้ับการปรับปรุงพนัธ์ุแลว้จ านวน 43 ตวัอย่าง และขา้วป่าจ านวน 5 
ตวัอย่าง โดยปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 29 ไอโซเลท ผลการตรวจสอบพบพนัธ์ุขา้วตา้นทาน
โรคไหมจ้ านวน 35 สายพนัธ์ุ แบ่งเป็นขา้วพ้ืนเมือง 25 สายพนัธ์ุ ขา้วทีไ่ดร้ับการปรับปรุงพนัธ์ุ
จ านวน 9 สายพนัธ์ุ และขา้วป่าจ านวน 1 สายพนัธ์ุ โดยขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเป็นหน่ึงในขา้วพ้ืนเมืองท่ี
ตา้นทานโรคไหมไ้ดใ้นระดบัดี  

ผลการทดสอบการก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองท่ีไดจ้ากงานวิจยัน้ีแตกต่างจากรายงานของ 
ศิริพร (2560) ทีไ่ดศ้กึษาการก่อโรคไหมข้องเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเลท บนขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มอง โดยปลูกเช้ือราลงบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง และประเมินการเกิดโรคไหมห้ลงัการปลูกเช้ือ 7 วนั จาก
รายงานดงักล่าว พบว่าเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 และ UBN195167 สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มองไดใ้นระดบัรุนแรง เช้ือราไอโซเลท BKK55001, BKK55003, Chiangrai34.1, CC055002, 
SRN54002, SRN54005, THL191 และ UBN11351 สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบั
ปานกลาง และเช้ือราไอโซเลท RBR55002, PL1 และ PL2 ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้
โดยงานวจิยัน้ีพบว่าเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 สามารถกอ่โรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปาน
กลาง และเช้ือราไอโซเลท UBN195167, BKK55001, BKK55003, Chiangrai34.1, CC055002, 
SRN54002, SRN54005, THL191 และ UBN11351 ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้
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5.2  การปลูกเช้ือ P. oryzae บนข้าวที่มียีนต้านทานเดี่ยว (Near Isogenic Lines ; NILs) 
เพื่อระบุยีนก่อโรคของเช้ือรา 

การทดสอบปฏิกิริยาก่อโรคของเช้ือรา 49 ไอโซเลท บนขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว 31 สาย
พนัธ์ุ พบว่ามีค่า VI อยู่ระหว่าง 0 – 0.55 ในจ านวนเช้ือราท่ีทดสอบทั้งหมด เช้ือราไอโซเลท 
UBN2010 13515 ซ่ึงเป็นไอโซเลทท่ีไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ มีค่า VI คือ 0.55 ค่า
ดชันีความรุนแรงของเช้ือราท่ีก่อโรคบนขา้วท่ีมียีนตา้นทานเดี่ยวมากท่ีสุดของเช้ือราไอโซเลท 
UBN2010 13515 แสดงให้เห็นว่าเป็นเช้ือท่ีมีความรุนแรงสามารถเขา้ท าลายขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว
ไดห้ลายสายพนัธ์ุแต่ไม่สามารถเขา้ท าลายขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ และจากผลการทดสอบบนขา้วท่ีมียีน
ตา้นทานเดี่ยว สามารถระบุยีนก่อโรคในเช้ือราไอโซเลท UBN2010 13515 ได ้8 ยีน ไดแ้ก่ ยีน AVR–
Piks, AVR–Pikp, AVR–Pikh, AVR–Pish, AVR–Pi7(t), AVR–Pikm, AVR–Pi20 และ AVR–Pita ซ่ึง
แสดงว่าขา้วพนัธ์ุย ั้งมองอาจมีโปรตีนท่ีเป็นผลผลิตของยนีตา้นทาน (resistance gene; R gene) ที่
สามารถจดจ าและเกิดปฏิสัมพนัธ์ที่เขา้กนัไดก้บัโปรตนีที่เป็นผลผลิตของยีนก่อโรค (avirulence 
genes; AVR gene) ของเช้ือราจึงท าให้ไม่เกิดโรค 

การวิเคราะห์ค่าดชันีความตา้นทาน (Resistance Index; RI) ของขา้วที่มียนีตา้นทานเดี่ยว 
พบว่าขา้วที่มยีีนตา้นทานเดี่ยวสายพนัธ์ุ IRBLkh-K3 ที่มียนีตา้นทาน Pikh และ IRBL7-M ที่มียีน
ตา้นทาน Pi7(t) มีค่า RI สูงท่ีสุดเท่ากนั คือ 0.84 และขา้วทีม่ียีนตา้นทานเดี่ยวสายพนัธ์ุ IRBLz5-CA 
ที่มียีนตา้นทาน Piz-5 มีค่า RI ต ่าท่ีสุดคือ 0.32 โดยดชันีความตา้นทานของขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยว 
ช้ีให้เห็นว่ายีนท่ีมีศกัยภาพตา้นทานต่อเช้ือราท่ีทดสอบไดม้ากท่ีสุด คือ ยนีตา้นทาน Pikh และ Pi7(t) 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเช้ือราท่ีทดสอบทั้ง 49 ไอโซเลทส่วนใหญ่มียีนก่อโรคในกลุ่ม 
AVR–Pik ซ่ึงเป็นไปในท านองเดียวกบังานวจิยัของ Parinthawong and Tansian (2020) ทีร่ายงานการ
ส ารวจเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้จากภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวนัตก และ
ภาคใตข้องประเทศไทย พบว่าประชากรเช้ือราท่ีทดสอบจ านวน 50 ไอโซเลท ส่วนใหญ่มียีนก่อโรค
ในกลุ่ม AVR–Pik (AVR–Pikp, AVR–Pikh, AVR–Pikm, AVR–Pi7(t)) และ AVR–Pita-2 โดย 94 
เปอร์เซ็นต ์ของเช้ือราท่ีแยกมาจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมียีน AVR–Pikp และ AVR–Pi7(t) และ
งานวิจยัของ Imam et al. (2015) ไดต้รวจสอบยีนก่อโรคของเช้ือราจ านวน 63 ไอโซเลท ในประเทศ
อินเดีย พบว่าเช้ือราทุกไอโซเลทมียีนก่อโรค AVR–Pik และ AVR–Pizt ส่วนยนีที่พบนอ้ยที่สุด คือ 
AVR–CO3 และ Lopez et al. (2019) ไดร้วบรวมและตรวจสอบยีนก่อโรคเช้ือราสาเหตุโรคไหมใ้น
ประเทศฟิลิปปินส์จ านวน 164 ไอโซเลท ยีนก่อโรคที่พบในเช้ือรามากที่สุด คือ AVR–Pik (81.50%) 
AVR–Pita (64.16%) และ AVR–Pii (47.98%) และยีนก่อโรคที่พบนอ้ย คือ AVR–Pizt (19.08%) และ 
AVR–Pia (5.20%) แสดงให้เห็นว่ายีนก่อโรคที่พบในประชากรเช้ือราที่ทดสอบส่วนใหญ่ คือ กลุ่ม
ยีน AVR–Pik และมีบทบาทในการก่อโรคไหมใ้นพ้ืนท่ีต่างๆ ท่ีมีการปลูกขา้ว 
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ผลการทดสอบปฏิกิริยาก่อโรคของเช้ือราไอโซเลทท่ีสามารถและไม่สามารถก่อโรคไหม้
บนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง บนขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยวจ านวน 31 สายพนัธ์ุ พบว่าเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 
ทีส่ามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง มียีนก่อโรค AVR–Pi1 ซ่ึงจดัอยู่ในกลุ่ม 
AVR–Pik และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ท่ีไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดมี้ยีนก่อโรค 
AVR–Pi1 (AVR–Pik) เช่นเดียวกนั แตค่วามสามารถในการก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองแตกต่างกนั 
ความสามารถในการก่อโรคของเช้ือราแต่ละไอโซเลทไม่ไดข้ึ้นอยูก่บัยีนก่อโรคเพียงอย่างเดยีวแต่
อาจมียีนอ่ืนๆ ท่ีมีอิทธิพลต่อการเกิดโรคไดน้อกเหนือไปจากยีน AVR–Pik ในขณะทีเ่ช้ือราไอโซเลท 
Chiangrai34.1 ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดอ้าจเป็นเพราะโปรตนีที่เป็นผลผลิตจากยนี
ก่อโรค AVR–Pik เกิดปฏิสัมพนัธ์ที่เขา้กนัไดก้บัโปรตีนที่เป็นผลผลิตจาก R gene ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง
จึงส่งผลให้ขา้วสามารถตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือก่อโรคเป็นซ่ึงไปตามทฤษฎี gene for 
gene ของ Flor (1971) 

5.3  การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae บน
ข้าวพันธ์ุยั้งมอง 

ศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae บนขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มอง รวมทั้งยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัความตา้นทานในขา้วดว้ยเทคนิค quantitative realtime RT-PCR ของ
เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ทีส่ามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ัง้มองไดใ้นระดบัปานกลาง และเช้ือราไอ
โซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่
เวลา 12 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัจากการปลูกเช้ือราลงบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง  

ผลศึกษาการแสดงออกของยีน AVR–Pik ซ่ึงเป็นยีนที่เกีย่วขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา 
จากการทดลองพบว่า เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 มีการแสดงออกของยีนสูงสุดที่เวลา 12 ชัว่โมง และ
มีการแสดงออกของยีนสูงกว่าเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 แสดงให้เห็นว่าการแสดงออกของยีน 
AVR–Pik อาจเป็นปัจจยัที่ส าคญักบัความสามารถในการกอ่โรคของเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 จาก
รายงานของ Parinthawong and Tansian (2020) ทีส่ ารวจเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ากภาคเหนือ ภาค
กลาง ภาคตะวนัตก ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคใตข้องประเทศไทย พบว่าประชากรเช้ือราท่ี
ทดสอบจ านวน 50 ไอโซเลท ส่วนใหญ่มียีนก่อโรค AVR–Pik แสดงให้เห็นว่ายีนก่อโรคในกลุ่ม 
AVR-Pik มีบทบาทส าคญัในการก่อโรคไหมข้า้ว โดยเช้ือราที่มียนีก่อโรค AVR–Pik แต่สามารถก่อ
โรคบนขา้วที่มียนีตา้นทาน Pik ได ้อาจเกิดจากเช้ือรามีการปรับตวัเพื่อให้สามารถเขา้ท าลายขา้วที่มี
ยีนตา้นทานได ้โดย Yoshida et al. (2009) รายงานว่าล าดบัดีเอ็นเอของ AVR–Pik มีความแปรปรวน
สูง และพบว่าเช้ือราในประเทศไทยที่มียีนก่อโรค AVR–Pik ความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง 
(Longya et al. 2019) จากงานวจิยัของ Kanzaki et al. (2012) ศึกษาการแสดงออกของยนีก่อโรค 
AVR–Pik–A ในเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้ตรวจสอบการแสดงออกของยีนที่เวลา 24 และ 40 ชัว่โมง ดว้ย
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เทคนิค Quantitative RT-PCR พบว่าท่ี 24 ชัว่โมงหลงัจากการปลูกเช้ือ มีการแสดงออกของยีน AVR–
Pik-A สูงท่ีสุด  

การศึกษาการแสดงออกของยนี MoHrip1 ซ่ึงเป็นยีนทีเ่กี่ยวขอ้งการก่อโรคของเช้ือราโดย
การสังเคราะห์โปรตีน hypersensitive response inducing protein 1 จากการทดลองพบว่า เช้ือราทั้ง 2 
ไอโซเลท มีการแสดงออกของยีนที่เวลา 12 ชัว่โมง และมีการแสดงออกอย่างต่อเน่ืองไปจนถึงเวลา 
24 ชัว่โมง โดยที่เวลา 24 ชัว่โมง เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ที่ก่อโรครุนแรงปานกลาง มีการ
แสดงออกของยีนสูงกว่าเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 
จากการทดลองของ Nie et al. (2019) ที่ไดต้รวจสอบการแสดงออกของยีน MoHrip1 พบว่าเช้ือ 
P. oryzae มีการแสดงออกของยีน MoHrip1 สูงสุดที่เวลา 24 ถึง 48 ชัว่โมงหลงัจากการปลูกเช้ือ และ
หลงัจากนั้นมีการแสดงออกลดลงตามล าดบั และขา้วท่ีถูกเช้ือรา P. oryzae ที่มียีน MoHrip1 เขา้
ท าลายจะมีความรุนแรงของโรคสูงกว่าเช้ือที่ถูกท าให้ยีน MoHrip1 กลายพนัธ์ุ (mutant) โดยเช้ือรา 
P. oryzae ที่มียีน MoHrip1 จะไปยบัยั้งการแสดงออกของยีน PBZ1, PAL และ PR1a ที่เกี่ยวขอ้งกบั
กลไกการป้องกนัตวัเองในขา้ว แสดงให้เห็นว่ายีน MoHrip1 อาจเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีใชใ้นการก่อโรค
ของเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 โดยยีน MoHrip1 อาจมีการผลิตโปรตีนไปยบัยั้งกระบวนการป้องกนั
ตวัเองในขา้วจึงสามารถก่อให้เกิดโรคบนขา้วได ้ 

การศึกษาการแสดงออกของยนี Pik ซ่ึงเป็นยนีที่ควบคุมลกัษณะความตา้นทานโรคไหม้
ในขา้ว จากการทดลองพบว่า ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองที่ปลูกเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 มีการแสดงออก
ของยีนที่เวลา 12 ชัว่โมง หลงัการปลูกเช้ือรา และมีการแสดงออกอย่างต่อเน่ืองไปจนถึงที่เวลา 48 
ชัว่โมง โดยมีการแสดงออกสูงสุดที่เวลา 48 ชัว่โมง แสดงให้เห็นว่าขา้วมีการสังเคราะห์ยีนตา้นทาน 
Pik อย่างต่อเน่ืองในขณะท่ีเช้ือราเขา้ท าลายขา้ว จึงท าให้สามารถยบัยั้งการเจริญของเช้ือราไอโซเลท 
Chiangrai34.1 ได ้ ในขณะท่ีขา้วพนัธ์ุย ั้งมองท่ีปลูกเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ที่เวลา 12 และ 24 
ชัว่โมง หลงัจากการปลูกเช้ือ ไม่มีการยกระดบัการแสดงออกของยีน จึงอาจเป็นปัจจยัที่ท าให้เช้ือรา
ไอโซเลท PLK40.4 สามารถก่อโรคได ้จากงานวิจยัของ Kanzaki et al. (2012) รายงานว่าเมื่อปลูกเช้ือ
ที่มียีน AVR-PikA ลงบนขา้วที่มียีนตา้นทาน Pik พบว่าสามารถก่อโรคไหมไ้ดใ้นระดบัรุนแรงปาน
กลาง ดงันั้นจึงสันนิษฐานว่าเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 อาจมียีนก่อโรค AVR-PikA จึงท าให้สามารถ
ก่อโรครุนแรงปานกลางไดบ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง แต่ในงานวิจยัน้ียงัไม่สามารถระบุไดว้่าเช้ือรา 
ไอโซเลท PLK40.4 มียีนก่อโรค AVR-PikA หรือไม่ และการก่อโรคของเช้ือราอาจจะขึ้นอยู่กบัหลาย
ปัจจยั เช่น เช้ือรามีการสังเคราะห์โปรตีนอ่ืนๆ ท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคไปยบัยั้งกระบวนการ
ตา้นทานโรคจึงท าให้เช้ือราสามารถก่อโรคบนขา้วได ้ เน่ืองจากเช้ือราอาจมียีนก่อโรคมากกว่า 1 ยีน 
จากรายงานของ Selisana et al. (2017) ไดต้รวจสอบยีนก่อโรคในเช้ือรา P. oryzae พบว่าเช้ือรา 
ไอโซเลท 5167-1 มียีน AVR–Pik, AVR–Pizt และ AVR–Pi9 และเช้ือรา P. oryzae ยงัมีความ
แปรปรวนสูงสามารถปรับตวัเขา้ท าลายขา้วที่มียนีตา้นทานในระยะเวลารวดเร็ว จากรายงานของ 
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Mekwatanakarn et al. (2000) ไดมี้การศึกษาประชากรเช้ือโรคไหมใ้นประเทศไทย พบว่าเช้ือโรค
ไหมใ้นประเทศไทยมีความแปรปรวนและหลากหลายมากกว่าแหล่งปลูกขา้วอ่ืนๆ ของโลก เช้ือรามี
ความสามารถในการก่อโรคแตกต่างกนัไปตามระยะการเจริญเติบโตของขา้ว แหล่งปลูกขา้ว และฤดู
ปลูก ส่งผลให้เช้ือรามีการปรับตวัไดอ้ย่างรวดเร็วในการเขา้ท าลายขา้ว เช้ือราสาเหตุโรคไหมท้ี่มียีน 
AVR-Pik ทีป่ระกอบดว้ยกรดอะมิโนจ านวน 113 กรดอะมโิน พบต าแหน่งท่ีมกีารเปล่ียนแปลงของ
กรดอะมิโนจ านวน 5 ต าแหน่ง ไดแ้ก ่ต าแหน่งท่ี 46 47 48 67 และ 78 ส่งผลให้กรดอะมิโนของยีน 
AVR-Pik เปล่ียนไปท าให้ยีน AVR-Pik มรูีปแบบของแอลลีลแตกต่างกนัคือ AVR-PikA, AVR-PikB, 
AVR-PikC,  AVR-PikD, AVR-PikE และ AVR-PikF (Yoshida et al. 2009) จากรายงานของ Longya 
et al. (2019) พบว่าเช้ือรา P. oryzae ในประเทศไทยมียีนก่อโรค AVR-PikA, AVR-PikD และ AVR-
PikE และพบ AVR-PikF ซ่ึงเป็นแอลลีลที่พบครั้ งแรกในประเทศไทย แสดงให้เห็นว่าเช้ือรา 
P. oryzae ในประเทศไทยมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน AVR-Pik สูง 

5.4  การศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิที่สังเคราะห์โดยเช้ือรา P. oryzae 
ผลการวิเคราะห์สารทุตยิภูมขิองเช้ือรา P. oryzae ดว้ยเทคนิค Liquid Chromatography – 

Mass Spectrometry (LC–MS) พบว่าเช้ือรา P. oryzae มีการสังเคราะห์และปลดปล่อยสารที่เกี่ยวขอ้ง
กบัการก่อโรคไหม ้ไดแ้ก่ picolinic acid และ tenuazonic acid โดยมีรายงานว่าสาร picolinic acid 
และ สาร tenuazonic acid เป็นสารท่ีเช้ือราสังเคราะห์ในระหว่างขบวนการเขา้ท าลายขา้ว และ
เกี่ยวขอ้งกบัความสามารถในการท าให้เกิดโรคไหมใ้นขา้ว (Narayana and Suryanarayanan. 1974)  

งานวิจยัน้ีศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือราไอโซเลท 
PLK40.4 ท่ีสามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง และเช้ือราไอโซเลท 
Chiangrai34.1 ท่ีไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ โดยพบว่าเช้ือราทั้ง 2 ไอโซเลท มีการ
สังเคราะห์สารที่แตกต่างกนั เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 สังเคราะห์สาร picolinic acid โดย Pooja and 
Katoch. (2014) รายงานว่าสาร picolinic acid ท่ีสังเคราะห์โดยเช้ือรา P. oryzae สามารถยบัยั้งการ
เจริญเติบโตของตน้กลา้ขา้วและมีบทบาทส าคญัในการก่อให้เกิดอาการโรคไหมบ้นขา้วได ้ จาก
งานวิจยัของ Lokeshwari and Suryanarayanan (1992) ทดสอบสารพิษจากเช้ือรา P. oryzae โดยหยด
สาร picolinic acid ลงบนใบขา้วพบว่าสามารถก่อให้เกิดแผลโรคไหมไ้ดเ้มื่อเปรียบเทียบกบัใบขา้ว
ที่ไม่ไดห้ยดสาร picolinic acid และ Domiciano et al. (2020) รายงานว่าใบขา้วที่ฉีดพน่ดว้ย picolinic 
acid ปรากฏอาการแผลโรคไหมท้ี่เหมือนกบัแผลที่เกดิจากการปลูกเช้ือดว้ยเช้ือรา P. oryzae โดย
งานวิจยัน้ีเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 สังเคราะห์สาร picolinic acid สารน้ีจึงอาจเป็นกลไกหน่ึงท่ีท า
ให้เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัรุนแรงปานกลาง 
ในขณะที่เช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 สังเคราะห์สาร tenuazonic acid แต่ไม่สามารถก่อโรคบน
ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดอ้าจเป็นเพราะเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 มีการสังเคราะห์สาร tenuazonic 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



48 

acid ในปริมาณท่ีนอ้ยเกินกว่าจะสามารถก่อให้เกิดโรคได ้โดยเช้ือราแต่ละไอโซเลทสร้างสารพิษได้
แตกต่างกนัทั้งชนิดและปริมาณซ่ึงความรุนแรงของโรคขึ้นอยู่กบัความเขม้ขน้ของสารพิษท่ีเช้ือรา
ปล่อยออกมา (Wang et al. 1988) จากงานวิจยัของ ณรงค ์และคณะ (2538) รายงานว่าเช้ือราสาเหตุ
โรคไหมม้ีการสังเคราะห์สาร tenuazonic acid และเมื่อน าไปทดสอบความเป็นพษิบนใบขา้วพนัธ์ุ
ขาวดอกมะลิ 105 พบว่าสาร tenuazonic acid สามารถก่อให้เกิดแผลโรคไหมไ้ด ้เมื่อใชค้วามเขม้ขน้
ของสาร tenuazonic acid เพ่ิมขึ้นขนาดของแผลจะเพ่ิมขึ้นอีกดว้ย อย่างไรกต็ามงานวิจยัน้ีไม่ไดท้ า
การตรวจสอบปริมาณสาร tenuazonic acid ท่ีเช้ือราสังเคราะห์ขึ้นในระหว่างการเขา้ท าลายขา้วจึงยงั
ไม่สามารถระบุไดช้ดัเจนว่าการท่ีเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มองไดเ้กี่ยวขอ้งกบัปริมาณของสารท่ีสังเคราะห์ขึ้นหรือไม่
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

จากการส ารวจและรวบรวมเช้ือรา Pyricularia oryzae ในประเทศไทย ไดเ้ช้ือราจ านวน 49 
ไอโซเลท เป็นเช้ือราท่ีไดร้ับความอนุเคราะห์จ านวน 25 ไอโซเลท และเช้ือราท่ีเก็บรวบรวมใหม่ใน
การทดลองน้ีจ านวน 24 ไอโซเลท 

ผลการศึกษาการปลูกเช้ือ P. oryzae ที่รวบรวมไดจ้ านวน 49 ไอโซเลท ลงบนขา้วสายพนัธ์ุ
ย ั้งมองเพ่ือคดัเลือกไอโซเลทท่ีสามารถและไม่สามารถก่อโรคบนขา้วสายพนัธ์ุย ั้งมอง มีเช้ือรา
จ านวน 4 ไอโซเลท สามารถก่อโรคบนขา้วสายพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง คือ เช้ือราไอโซ
เลท SKN2008 60867, UBN2010 195171, RBR55003 และ PLK40.4 เช้ือราจ านวน 45 ไอโซเลท ไม่
สามารถก่อโรคบนขา้วสายพนัธ์ุย ั้งมองได ้ และไม่พบเช้ือราท่ีสามารถก่อโรคบนขา้วสายพนัธ์ุย ั้ง
มองไดใ้นระดบัรุนแรง 

ผลการปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหมบ้นขา้วท่ีมียนีตา้นทานเดีย่ว เพ่ือระบุยีนก่อโรคของเช้ือ
ราจ านวน 49 ไอโซเลท จากปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง AVR gene ของเช้ือรา และ R gene ของขา้ว ยีนก่อ
โรคที่พบมากที่สุดในประชากรเช้ือราท่ีทดสอบทั้ง 49 ไอโซเลท คือ ยีนก่อโรคในกลุ่ม AVR–Pik 
จากการค านวนค่าดชันีความตา้นทาน (Resistance Index; RI) ของขา้วที่มยีีนตา้นทานเดี่ยวแต่ละสาย
พนัธ์ุ พบว่ามีค่า RI อยูร่ะหว่าง 0.38 – 0.87 โดยขา้วที่มียนีตา้นทานเดีย่วสายพนัธ์ุ IRBLkh-K3 ที่มี
ยีนตา้นทาน Pikh และขา้วสายพนัธ์ุ IRBL7-M ที่มียนีตา้นทาน Pi7(t) มีค่า RI สูงท่ีสุดเท่ากนั คือ 0.87 
และขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยวสายพนัธ์ุ IRBLz5-CA ที่มียนีตา้นทาน Piz-5 มคี่า RI ต ่าท่ีสุดคือ 0.38 
แสดงให้เห็นว่ายีนท่ีมีศกัยภาพตา้นทานต่อเช้ือราท่ีทดสอบไดม้ากท่ีสุด คือ ยีนตา้นทาน Pikh และ 
Pi7(t) และแสดงว่าเช้ือราที่ทดสอบส่วนใหญ่มียีนก่อโรคในกลุ่ม AVR–Pik ค่าดชันีความรุนแรง 
(Virulence Index ; VI) ของเช้ือรา 49 ไอโซเลท อยู่ระหวา่ง 0 ถึง 0.55 ในจ านวนเช้ือราท่ีทดสอบ
ทั้งหมด พบว่าเช้ือราไอโซเลท UBN2010 13515 มีค่าดชันีความรุนแรงมากที่สุด คือ 0.55 ซ่ึงสามารถ
เขา้ท าลายขา้วที่มียีนตา้นทานเดี่ยวไดห้ลายพนัธ์ุ แต่ไม่สามารถเขา้ท าลายขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้จากผล
การทดลองพบว่าเช้ือราไอโซเลท UBN2010 13515 มียนีกอ่โรค AVR–Piks, AVR–Pikp, AVR–Pikh, 
AVR–Pish, AVR–Pi7(t), AVR–Pikm, AVR–Pi20 และ AVR–Pita  

ผลศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา P. oryzae บนขา้วพนัธ์ุ
ย ั้งมองของเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 ทีส่ามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัปานกลาง 
และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ท่ีไม่สามารถก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองได ้ และยีนที่เกี่ยวขอ้ง
กบัการป้องกนัตวัเองในขา้ว ดว้ยวิธี quantitative realtime RT-PCR เมื่อเปรียบเทียบแสดงออกของ
ยีน AVR–Pik ซ่ึงเป็นยนีท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคของเช้ือรา ระหว่างเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 และ
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ไอโซเลท Chiangrai34.1 พบว่าเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 มีการแสดงออกของยีน AVR–Pik และยนี 
MoHrip1 สูงกว่าเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ที่เวลา 12 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั จึงอาจ
เป็นปัจจยัท่ีท าให้เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 สามารถก่อโรคไดบ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไดม้ากกว่าเช้ือรา
ไอโซเลท Chiangrai34.1  

ส าหรับการศึกษาการแสดงออกของยีนตา้นทานโรคไหม ้ Pik พบว่าขา้วพนัธ์ุย ั้งมองท่ี
ปลูกเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 มกีารแสดงออกของยนีที่เวลา 12 ชัว่โมง และมีการแสดงออก
อย่างต่อเน่ืองไปจนถึงท่ีเวลา 48 ชัว่โมง โดยการแสดงออกของยีน Pik น้ีอาจเป็นส่วนหน่ึงท่ีท าให้
สามารถยบัยั้งการเจริญของเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 ได ้ ในขณะท่ีขา้วพนัธ์ุย ั้งมองท่ีปลูกเช้ือ
ราไอโซเลท PLK40.4 ที่เวลา 12 และ 24 ชัว่โมง หลงัจากการปลูกเช้ือ ไม่มีการยกระดบัการ
แสดงออกของยีน จึงอาจท าให้เช้ือราไอโซเลท PLK40.4 สามารถก่อโรคได ้

ผลการศึกษาชนิดของสารทุติยภูมิท่ีสังเคราะห์โดยเช้ือรา P. oryzae ทั้งสองไอโซเลท ใน
สารท่ีสกดัจากอาหารเล้ียงเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 พบสาร picolinic acid เป็นสารทุติยภูมิท่ี
เกี่ยวกบัการก่อโรคไหมข้า้ว และเช้ือราไอโซเลท Chiangrai34.1 พบสาร tenuazonic acid เป็นสาร
ทุติยภูมิท่ีเกี่ยวกบัการก่อโรคไหมข้า้วและสามารถยบัยั้งการเจริญของตน้กลา้ขา้วได ้แสดงให้เห็นว่า
เม่ือเช้ือรา P. oryzae เขา้ท าลายขา้ว เช้ือราจะมีการสังเคราะห์สารท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการก่อโรคเพื่อ
ท าลายเซลลข์า้วและท าให้เกิดอาการของโรคไหมไ้ด ้

ข้อเสนอแนะ 
1. ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองเป็นขา้วที่สามารถตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท

จึงควรมกีารอนุรักษไ์วเ้พื่อใชเ้ป็นแหล่งพนัธุกรรมในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วให้ตา้นทานต่อโรคไหม้
ในอนาคต  

2. ขอ้มูลการประเมินความสามารถในการก่อโรค การระบยุีนก่อโรค และระบสุารทุติยภูมิ
ของเช้ือรา มีความส าคญัส าหรับการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วให้ตา้นทานโรคไหม ้ โดยนกัปรับปรุงพนัธ์ุ
ขา้วสามารถเลือกใชเ้ช้ือราในการประเมินความตา้นทานโรคในขา้วที่ผ่านการปรับปรุงพนัธ์ุให้มี
ความตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมใ้นประเทศไทยไดย้าวนานขึ้น 

3. การประเมินการเกิดโรคในขา้ว ควรมีการใชเ้ช้ือราสาเหตุโรคไหมห้ลายไอโซเลทใน
การทดสอบ เพื่อให้มีความหลากหลายของประชากรเช้ือราสาเหตุโรค และท าให้ไดข้า้วที่สามารถ
ตา้นทานเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

1.  Water Agar (WA) (1,000 ml) 
Agar powder 20 กรัม  

น า Agar powder ผสมกบัน ้ากลัน่ปริมาณ 500 มิลลิลิตร ตม้ให้วุน้ละลาย แลว้ปรับปริมาตร
ดว้ยน ้ากลัน่ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี

2.  Potato Dextrose Broth (PDA) (1,000 ml) 
Potato  200 กรัม 
Dextrose   20 กรัม 
Agar powder 20 กรัม  

ตดัมนัฝรั่งให้เป็นช้ินเล็กๆ ขนาดประมาณ 2 เซนติเมตร ตม้มนัฝรั่งกบัน ้ากลัน่ปริมาณ 500
มิลลิลิตร จนมนัฝรั่งสุก กรองเอามนัฝรั่งออกดว้ยผา้ขาวบาง เติมน ้าตาล Dextrose และ Agar powder 
ตม้จนน ้าตาลและวุน้ละลาย แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาท ี

3.  Rice Flour Agar (RFA) (1,000 ml) 
Rice flour  20 กรัม 
Yeast extract 2 กรัม 
Agar powder 20 กรัม   

น า Rice flour Yeast extract และ Agar powder ผสมกบัน ้ากลัน่ปริมาณ 500 มิลลิลิตร ตม้
ให้วุน้ละลาย แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที
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ภาคผนวก ข 

ผลการประเมินปฏิกิริยาการก่อโรคของเช้ือราบนข้าวสายพันธ์ุที่มี
ยีนต้านทานเดี่ยว (NILs) 
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ตารางผนวกที่ 1  ขอ้มูลระดบัคะแนนการก่อโรคของเช้ือราสาเหตุโรคไหมบ้นขา้วท่ีมียีนตา้นทานเดี่ยว (NILs)  
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BKK55001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

BKK55003 4 5 0 2 0 0 0 0 0 0 2 0 0 6 0 2 2 2 3 1 0 3 0 0 0 0 0 0 3 0 0 

CCO55002 2 4 3 5 1 1 0 0 0 2 1 2 1 5 2 1 4 5 0 0 0 0 0 3 0 4 6 6 4 5 2 

CCO56004 0 3 3 3 3 0 0 0 4 3 3 4 0 3 3 3 3 0 3 0 0 0 3 4 0 3 0 3 3 5 5 

Chiangrai34.1 0 3 2 0 2 0 2 1 3 3 5 5 2 5 0 3 3 2 3 0 1 3 0 - 0 0 1 0 2 6 - 

CRI61010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 2 2 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 1 

KKN2008- 
7537 

2 0 0 2 0 - 0 1 1 0 0 0 3 1 3 3 4 0 0 2 2 1 0 0 0 4 2 3 3 2 5 

KKN61067 1 3 3 3 4 3 4 0 3 0 5 4 4 3 4 3 1 0 2 3 - 0 2 3 0 5 3 4 4 3 - 

KKN62107 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 

KKN62112  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 

KPT61002 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 - 1 0 0 0 

LPG61004 5 2 4 4 3 0 4 1 0 3 5 5 0 0 4 6 6 0 4 0 0 3 2 5 0 2 0 3 0 4 5 

LPG61005 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 2 2 1 3 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

LPG61011 4 4 1 4 4 0 0 0 0 0 4 4 3 0 5 4 2 5 1 1 0 1 4 0 0 0 0 0 4 4 3 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางผนวกที่ 1  (ต่อ) 

ไอโซเลท / 
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MKM62101  0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

MSN61005 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

MSN61008 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

NKI2010 -
47181 

5 3 5 6 3 0 0 0 0 0 2 6 5 4 5 3 5 2 6 3 0 3 0 4 0 1 0 0 6 0 4 

PL1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 1 3 

PL2 0 3 3 5 4 0 0 0 3 0 3 4 3 1 3 1 1 1 3 3 0 0 0 3 0 0 2 0 5 4 3 

PL61003 1 3 0 0 2 0 0 0 3 3 1 3 3 3 0 1 0 0 3 1 1 0 - 0 3 1 0 0 0 0 - 

PL61017 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 3 0 0 0 0 0 1 1 0 0 3 0 0 0 0 1 4 5 

PLK40.4 5 5 4 3 4 3 - 3 4 5 4 4 3 3 5 5 3 1 5 3 4 0 3 6 5 5 5 5 5 3 5 

PNB61005 0 0 0 6 3 0 1 0 0 5 3 0 6 3 6 1 3 3 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 3 1 

PNB61008 6 3    3 6 6 4 3 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 0 6 0 0 - 0 0 0 0 0 0 - 

PRE61016 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 - 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

PYO61001 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 - 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 

RBR55001 3 3 3 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0 4 2 0 2 3 0 3 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางผนวกที่ 1  (ต่อ) 

ไอโซเลท / 
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RBR55003 6 5 0 5 1 1 0 0 3 3 2 0 3 0 1 3 3 2 3 3 0 3 0 3 0 4 0 0 1 1 4 

SKN 60867 3 3 0 0 0 2 0 0 0 1 1 1 1 0 2 2 2 3 3 3 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 4 

SKN61009 1 3 0 - 0 2 0 0 1 2 2 6 1 3 3 1 3 - 3 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 3 2 

SKN62103 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

SRN54002 4 4 0 3 3 1 0 3 0 4 4 4 4 4 4 4 2 2 4 1 1 2 5 1 4 4 1 0 0 5 5 

SRN54005 0 1 1 2 2 3 1 1 4 3 5 4 1 4 2 0 2 0 2 0 0 0 2 3 0 0 1 0 4 2 3 

SRN54007 1 1 3 0 0 0 0 2 0 1 1 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 5 0 0 2 2 5 

SRN62108 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TAK61002 5 6 0 5 0 3 3 2 0 3 3 2 0 5 4 0 5 6 4 4 0 3 4 0 0 3 6 6 6 6 5 

THL191 4 5 3 4 3 3 4 4 5 4 3 3 4 5 4 3 3 3 4 3 4 3 4 1 4 5 4 1 1 4 5 

THL794 5 5 3 4 4 0 3 0 0 4 6 4 6 4 6 1 1 0 3 2 0 3 0 5 0 5 5 4 3 3 5 

UBN195167 2 3 3 0 2 1 1 0 0 0 1 2 2 0 3 1 2 0 0 0 1 1 1 3 0 0 0 2 5 0 5 

UBN2010 
195171 

3 3 3 3 3 3 3  0 2 3 1 2 2 1 3 2 0 0 3 3 0 0 0 4 3 3 2 2 4 4 4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางผนวกที่ 1  (ต่อ) 

ไอโซเลท / 
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UBN2009 -
11308 

4 3 3 3 0 0 0 0 4 3 3 3 0 3 3 3 3 0 3 3 0 0 4 3 0 0 0 0 3 3 3 

UBN2010 -
11351 

3 3 3 3 4 2 0 3 4 4 0 5 3 5 4 3 3 2 3 0 0 0 3 0 3 1 1 0 0 2 5 

UBN2010 -
13515 

6 3 6 6 0 - 0 0 5 6 6 6 6 6 6 5 2 3 5 5 0 3 5 6 0 0 3 3 0 6 6 

UBN207129 0 0 0 0 2 2 2 0 1 1 1 3 3 0 3 0 0 2 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 - 

UBN61016 3 5 3 3 1 0 0 3 5 3 3 6 4 5 3 4 3 6 1 3 3 0 2 0 0 0 - 0 0 0 3 

UDN61008 6 5 4 6 2 0 0 0 4 3 0 6 0 6 6 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 - 0 0 4 

UTI61101 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

UTI61106 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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