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บทคัดย่อ

ประเมินความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ข้าว (Pyricularia grisea) จ�ำนวน 53 
ไอโซเลท โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR ท่ีจ�ำเพาะต่อเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ (MGM) จ�ำนวน 14 เคร่ืองหมาย  
ท่ีครอบคลมุทัง้ 7 โครโมโซมของเชือ้ราสามารถแยกความแตกตา่งของพนัธกุรรมเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้ พบเคร่ืองหมาย 
MGM มีคา่ polymorphic information content (PIC) อยู่ระหว่าง 0.30 ถึง 1.00 แสดงถึงความมีศกัยภาพของ
เคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR ในการใช้วิเคราะห์ความหลากหลายของพนัธกุรรมเชือ้สาเหตโุรคไหม้ การวิเคราะห์ความ
หลากหลายทางพนัธกุรรมและจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้โดยวิธี SHAN จากคา่สมัประสทิธ์ิความ
ตา่งท่ี 80 เปอร์เซน็ต์ สามารถจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของประชากรเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้ 4 กลุม่ พบวา่การจดักลุม่ของ
พนัธุกรรมเชือ้ไม่ได้ขึน้อยู่กบัแหล่งท่ีมีการระบาดของโรคไหม้ โดยเฉพาะในกลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วยเชือ้ราจ�ำนวน  
48 ไอโซเลท ท่ีมีแหล่งท่ีมาจากทุกภาคของประเทศไทย คือ ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง  
ภาคตะวนัออก และภาคใต้ของประเทศ กลุม่ท่ี 2 และกลุม่ 3 ประกอบด้วยเชือ้ราจ�ำนวน 1 และ 2 ไอโซเลท จากภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ตามล�ำดบั ในขณะท่ีกลุม่ 4 ประกอบด้วยเชือ้ราจ�ำนวน 2 ไอโซเลท จากภาคเหนือและภาค 
ตะวนัออกเฉียงเหนือ เชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ท่ีส�ำรวจและเก็บในชว่งปีท่ีตา่งกนั (2541 — 2556) จดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนั 
เชน่เดียวกบัเชือ้บางไอโซเลทท่ีเก็บในปีเดียวกนัและจงัหวดัเดียวกนัถกูจดัให้อยูใ่นกลุม่เดียวกนั เชือ้ราสว่นใหญ่ถกู
จดัอยูใ่นกลุม่ท่ี 1 และมีเพียงไมก่ี่ไอโซเลทท่ีถกูจดัอยูใ่นกลุม่ท่ี 2 – 4 แสดงให้เหน็วา่เชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ท่ีรวบรวม
ไว้ในการทดลองนีมี้ฐานพนัธกุรรมคล้ายกนั ซึง่เกิดจากการสืบพนัธุ์แบบไมอ่าศยัเพศของเชือ้และการปรับตวัให้เข้า
ท�ำลายพนัธุ์ข้าวท่ีมียีนต้านทานตา่งๆ ได้ ท�ำให้เป็นอปุสรรคในการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้ ข้อมลูท่ีได้
จากการทดลองนีจ้งึมีประโยชน์ตอ่นกัปรับปรุงพนัธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้ในการเลือกใช้กลุม่สายพนัธุ์เชือ้ราท่ีเหมาะ
สมในการทดสอบความต้านทานโรค

ค�ำส�ำคัญ : โรคไหม้ข้าว, Pyricularia grisea, Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) markers,เคร่ืองหมาย 
                 โมเลกลุ SSR

Abstract

Fifty three isolates of rice blast pathogen (Pyricularia gresea) were genetic diversity analyzed 
using 14 Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) markers distributed along 7 chromosomes. Polymorphic 
information content (PIC) value of MGM markers were between 0.30 to 1.00, indicated their good potential 
as marker for genetic diversity analysis. Cluster analysis using SHAN method with 80% level of confidence 
separated fungal population into 4 groups.  The cluster according to the fungal genetic did not depend 
on blast epidemic area. Group 1 consisted of 48 isolates from all regions of Thailand including Northern, 
North-eastern, Central, Eastern and Southern. Group 2 and 3 comprised of 1 and 2 isolates from 
North-eastern region, respectively. While group 4 was composted of 2 isolates from Northern and  
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



53วารสารเกษตรพระจอมเกล้า
 
North-eastern regions. The isolates collected in different years (1998 — 2013) were grouped together as  
in case of isolates collected in the same year or same province. The fungal isolates were mainly in group 
1 and only few isolates were in group 2-4, indicated their genetic similarity. This probably resulted from 
their asexual reproduction and adaptation to invade resistant rice cultivars, which caused major obstruct 
to rice breeders. The results reported here is useful for rice breeder to choose appropriate fungal isolates 
for breeding of rice blast resistant cultivar.
Keyword : rice blast disease, Pyricularia grisea, Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) markers, SSR markers

บทน�ำ

โรคไหม้ของข้าว (rice blast disease) เกิดจากเชือ้รา Pyricularia grisea Sacc. (Magnaporthe grisea 
(Hebert) Barr.) เป็นโรคท่ีมีความส�ำคญัต่อการปลกูข้าว ก่อให้เกิดความเสียหายและมีการระบาดของโรคอย่าง 
กว้างขวาง ส�ำหรับประเทศไทยนัน้มีการระบาดของโรคมากโดยเฉพาะในพืน้ท่ีปลกูข้าวภาคเหนือและภาคตะวนัออก
เฉียงเหนือ ซึง่มีสภาพภมิูอากาศและความชืน้เหมาะสมตอ่การเข้าท�ำลาย การเข้าท�ำลายของเชือ้ราโรคไหม้นีส้ามารถ
เข้าท�ำลายได้ทกุสว่นของต้นข้าว ทัง้ในระยะต้นกล้าจนถงึระยะออกรวง โดยเฉพาะในระยะออกรวงมีผลให้มีเปอร์เซน็ต์
การตดิเมลด็น้อยลง น�ำ้หนกัและขนาดของเมลด็ลดลง (พนูศกัดิ์ และคณะ, 2550) ในปี 2535 พบการระบาดของ 

โรคไหม้ในระยะออกรวงบริเวณภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ท�ำให้พืน้ท่ีปลกูข้าวได้รับ
ความเสียหายประมาณ 1.2 ล้านไร่ (Disthaporn, 1994) ในปี 2544 มีพืน้ท่ีปลกูข้าวได้รับความเสียหายประมาณ 
78,778 ไร่ และในปี 2553 พบการระบาดในจงัหวดัมหาสารคาม อบุลราชธานี และบรีุรัมย์ ในชว่งเดือนกนัยายน-
ธนัวาคม มีพืน้ท่ีได้รับความเสียหายมากกวา่ 793,200 ไร่ (ศรีสวสัดิ์ และคณะ, 2010) เชือ้รานีเ้ป็นเชือ้ราท่ีมีความ
หลากหลายทางพนัธกุรรม มีความแปรปรวนของเชือ้มากกวา่เชือ้ราชนิดอ่ืน มีการเปลีย่นแปลงได้อยา่งรวดเร็วภายใน
ระยะเวลาไมก่ี่ชัว่อาย ุ(Ou, 1985) Giatgong and Frederiksen, (1969) ได้ศกึษาความแปรปรวนทางพนัธกุรรมของ
เชือ้ราโรคไหม้ โดยพบวา่มีสาเหตขุองความแปรปรวนมาจากการกลายพนัธุ์และการสืบพนัธุ์แบบไมอ่าศยัเพศท�ำให้
เกิดเชือ้สายพนัธุ์ใหม่ๆ สง่ผลให้เชือ้รามีการปรับตวัได้อย่างรวดเร็วในการเข้าท�ำลายข้าว การศกึษาประชากรเชือ้ 
โรคไหม้ในประเทศไทยของ Mekwatanakarn et al. (2000) พบวา่เชือ้โรคไหม้ในประเทศไทยมีความแปรปรวนและ
หลากหลายมากกวา่แหลง่ปลกูข้าวอ่ืนๆ ของโลก เชือ้รามีความแตกตา่งกนัไปตามแหลง่ปลกูข้าว ฤดปูลกู และระยะ
การเจริญเติบโตของข้าว พนูศกัดิ์ และคณะ (2550) ได้รวบรวมเชือ้สาเหตโุรคไหม้ท่ีพบในประเทศไทยระหว่าง 

ปี พ.ศ. 2545-2548 ได้ทัง้หมด 2,476 ไอโซเลท สามารถจ�ำแนกเชือ้ได้ 623 สายพนัธุ์ และมีความหลากหลายของ
เชือ้สาเหตโุรคไหม้สงูถงึ 83 เปอร์เซน็ต์ จากการท่ีประชากรเชือ้ราโรคไหม้นีมี้ความหลากหลายและมีความแปรปรวน
เน่ืองจากเชือ้ราสามารถปรับตวัให้เข้าท�ำลายพนัธุ์ข้าวท่ีมียีนต้านทานตา่งๆ ได้ ท�ำให้เป็นอปุสรรคท่ีส�ำคญัในการ
ปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้ ด้วยเหตนีุก้ารศกึษาเก่ียวกบัความรุนแรงและความหลากหลายของเชือ้โรคไหม้
จงึจ�ำเป็นตอ่การปรับปรุงพนัธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้

ปัจจบุนัมีการศกึษาความหลากหลายของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุอยา่งกว้างขวาง 
เน่ืองจากผลท่ีได้มีความถกูต้องแมน่ย�ำ เคร่ืองหมายโมเลกลุ Simple sequence repeat (SSR) หรือ microsatellite 
ของ Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) ซึง่พฒันาขึน้โดย Brondani et al. (2000), Kaye et al. (2003) 
และ Zheng et al., (2008) ต�ำแหน่งของเคร่ืองหมายครอบคลมุทัง้ 7 โครโมโซมของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ ซึ่ง
เคร่ืองหมาย SSR นี ้เป็นกลุม่ดีเอน็เอท่ีมีล�ำดบัเบสซ�ำ้เป็นชดุ ความผนัแปรของจ�ำนวนเบสซ�ำ้ในจีโนมของสิง่มีชีวิต
สามารถน�ำมาประยกุต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุในการแยกความแตกตา่งของสิง่มีชีวิตได้ดี (สรีุพร, 2546)	
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	 การวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้สาเหตโุรคไหม้จ�ำนวน 53  
ไอโซเลท ท่ีเก็บรวบรวมจากพืน้ท่ีปลกูข้าวทัว่ทกุภมิูภาคของประเทศไทย ทัง้ท่ีมีการเก็บรวบรวมไว้แล้วและเก็บรวบรวม
ใหม ่ โดยเลือกใช้เคร่ืองหมาย MGM จ�ำนวน 14 เคร่ืองหมาย ท่ีกระจายอยูบ่นโครโมโซมของเชือ้รา P.grisea ทัง้  
7 โครโมโซม ข้อมลูท่ีได้จะอธิบายความหลากหลายทางพนัธกุรรมของประชากรเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้และเป็นประโยชน์
ตอ่นกัปรับปรุงพนัธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้ในการเลอืกใช้กลุม่สายพนัธุ์เชือ้ราท่ีเหมาะสมในการทดสอบความต้านทานโรค  

อุปกรณ์และวธีิการ

1.ตวัอย่างเชือ้ราและการสกัดดเีอน็เอจากเส้นใยเชือ้รา
รวบรวมเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ (P. grisea) จากพืน้ท่ีปลกูข้าวในประเทศไทยท่ีมีการระบาดของโรค ทัง้หมด

จ�ำนวน 53 ไอโซเลท (Table 1) ประกอบด้วยเชือ้ราโรคไหม้ท่ีได้รับความอนเุคราะห์จากศนูย์วิจยัข้าวอบุลราชธานี  
ศนูย์วิจยัข้าวพทัลงุ ส�ำนกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ชาติ (สวทช.) ภาควิชาพืชไร่นา คณะเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ และเชือ้ราท่ีเก็บรวบรวมเอง ท�ำการแยกเชือ้บริสทุธ์ิและเลีย้งบนอาหาร Rice Flour Agar 
(RFA) เก็บเชือ้ราในรูปเส้นใยแห้งบนกระดาษกรอง ตามวิธีการของ Sirithunya et al. (2008) ระบบการตัง้ช่ือเชือ้ราท่ี
เก็บรวบรวมเองนัน้ ตวัอกัษรสามตวัแรกหมายถงึช่ือยอ่ภาษาองักฤษของจงัหวดัท่ีเก็บ ตวัเลขสองตวัตอ่จากตวัอกัษร
คือ ปี พ.ศ. ท่ีเก็บ และตวัเลขสามตวัสดุท้ายคือ หมายเลขของไอโซเลทเชือ้รา เม่ือต้องการเส้นใย น�ำกระดาษกรองท่ี
มีเชือ้ราแตล่ะไอโซเลทมาเลีย้งบนอาหาร RFA ประมาณ 3 วนั ใช้ cork borer เจาะชิน้วุ้นท่ีมีเชือ้ราย้ายลงในอาหาร
เหลว Potato dextrose broth (PDB) จ�ำนวน 5 ชิน้ เขยา่ท่ีความเร็ว 100 รอบตอ่นาที อณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส 
นาน 4-6 วนั เก็บเก่ียวเส้นใยเชือ้ราเพ่ือใช้ในการสกดัดีเอน็เอ ตามวิธีการของ Matsumoto et al. (1999)

Table 1  Isolates of Pyricularia grisea and their locations.

Region Province Isolates

Northern Chiang Rai Chiangrai34.1

Phitsanulok Phitsanulok1.1, Phitsanulok40.4, THL84, THL191, 

North-eastern Ubon Ratchathani UBN2010 7384, UBN2010 11351, UBN2009 11308, UBN2010 13515, UBN2010 61112, 

UBN2009 207129, UBN2009 207128, UBN2010 13512, UBN2009 128351, UBN2010 195167, 

UBN2010 61086, UBN2010 195171, UBN2010 94678, UBN2008 7344, UBN2010 94677

Nong Khai NKI2007 211170, NKI2010 47181

Sakon Nakhon SKN2008 60867, SKN2007 10389

Khon Kaen KKN2009 11321, KKN2010 61119, KKN2008 7357, KKN2009 61067

Surin SRN54002, SRN54005, SRN54006, SRN54007, SRN54009

Chaiyaphum CPM55001, CPM55002, CPM55003

Central Bangkok BKK55001, BKK55002, BKK55003

Ratchaburi THL794, RBR55001, RBR55002, RBR55003, RBR55004

Easthern Chachoengsao CCO55002, CCO56001, CCO56003, CCO56004,

Nakhon Nayok NYK55001, NYK56003

Southern Phatthalung PL1, PL2, PL3
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2.การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอด้วยปฏกิริิยาพซีีอาร์ (Polymerase chain reaction)
	 เตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 10 µl ท่ีประกอบด้วย 10x buffer, 2.5 mM MgCl

2
, 0.5mM dNTPs 

1 U Taq DNA polymerase (Thermo Scientific, USA), ไพร์เมอร์ส�ำหรับเคร่ืองหมาย MGM (Table 2) ความเข้ม
ข้น 0.3 µM  และ DNA template 10 ng ขัน้ตอนในการท�ำปฏิกิริยาประกอบด้วย 1) Initial denaturation ท่ีอณุหภมิู 
95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 1 รอบปฏิกิริยา 2) Denaturation ท่ีอณุหภมิู 95 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที 3) 
Annealing ท่ีอณุหภมิู 55 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที 4) Extension ท่ีอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
ท�ำซ�ำ้ขัน้ท่ี 2-4 จ�ำนวน 35 รอบ และ 5) Final extension ท่ีอณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 1 รอบปฏิกิริยา 
วิเคราะห์ขนาดดีเอน็เอท่ีได้จากการท�ำพีซีอาร์ด้วยเทคนิค polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) โดยใช้ 
polyacrylamide gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซน็ต์ และย้อมสีแถบดีเอน็เอด้วย silver nitrate (AgNO3) ตามวิธีการ
ของ Benbouza et al. (2006) 

Table 2	 Sequence of the MGM markers used in this study, number of alleles and polymorphic information 
              content  (PIC)  value.

No. Chr. Name
Primer sequence (5’ - 3’) No. of 

alleles PIC
Forward Reverse

1 1 MGM447 AGACTTGTTACTCGGGTCTTGA CCAGATGTCACTCCCCTGTA 151 1.00

2 1 MGM35 GTTGAATTACCTTTCGGACTGG AAGGACTTTGCTCAGACCGTAG 53 0.78

3 2 MGM192 GGAGGGCGTCACTGTACCTA ATGAGGCATGTACCCCAAAA 50 0.91

4 2 MGM185 AATGCTTCGAGGTCCCAGT GCTTATCGACGGCGTATTTG 50 0.30

5 3 MGM436 GACCTTTATCGGATGCGTGT CACACAGTGGCCATCTAACG 199 0.72

6 3 MGM209 TCACCCTCAACTGCAGTCAT GTTGCCGCTGTTGTTGAATA 53 0.33

7 4 MGM237 AACCTGAAGCTCCTCGACAG ATGGGGGCTGTACTTGTGTC 78 0.65

8 4 MGM249 CGAGAAGAAGACGGTCAAGG CATCTTTGGCCAGTTTGTCA 120 0.31

9 5 MGM453 CACCACTTTATGGCGCAGT ACCTAGGTAGGTATACATGTTGTT 95 0.52

10 5 MGM110 ACCGGGTAGTGATGGACTCA AATCGTATGCGGCTGAGTTT 53 0.61

11 6 MGM266 TGTGGTGGGTGATCTTGTTG ATTCCCGGCGAGAGAGATT 130 0.71

12 6 MGM400 GGCATTACCCAAGAAGCAAA CTCGTTGCAGATGGTGATGA 105 0.71

13 7 MGM282 TTGGCTGGCAAGACAGTTAAT GGGCTTTGTCTATTCCAGCA 53 0.68

14 7 MGM414 ACGTACACGTCCCTGACACA CTGATCCACATGAGCCACAC 53 0.63

3.การวเิคราะห์ความหลากหลายของเชือ้ราและศักยภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR 
	 แปลงรูปแบบดีเอน็เอท่ีปรากฏชดัเจนภายหลงัการย้อมให้เป็นข้อมลูตวัเลขเพ่ือน�ำมาวเิคราะห์ความหลาก
หลายทางพนัธกุรรมและจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป NTSYSpc 2.10p จาก
นัน้วิเคราะห์คา่ Similarity เลือกตวัเลือกของการวิเคราะห์เป็น SimInt โดยใช้คา่สมัประสทิธ์ิของ Canberra เลือกวิธี
การจดักลุม่โดยใช้วิธี SHAN เพ่ือสร้างแผนภาพความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้โรคไหม้ และวิเคราะห์หาคา่  
polymorphic information content (PIC) เพ่ือประเมินคณุสมบตัขิองเคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR โดยใช้สตูร 
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         n

PIC
i
 = 1- ∑ p2

ij

        j=1

โดย Pij คือ ความถ่ีของแอลลีล j ของ marker i

ผลการทดลอง

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ จ�ำนวน 53 ไอโซเลท โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ 
SSR จ�ำนวน 14 เคร่ืองหมาย คือ MGM447, MGM35, MGM192, MGM185, MGM204, MGM209, MGM237, 
MGM249, MGM453, MGM110, MGM266, MGM400, MGM282 และ MGM414 ท่ีครอบคลมุโครโมโซมเชือ้รา
ทัง้ 7 โครโมโซม สามารถแยกความแตกตา่งของพนัธกุรรมเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้ พบเคร่ืองหมาย MGM มีคา่ PIC อยู่
ระหวา่ง 0.3 ถงึ 1 แสดงถงึความมีศกัยภาพของเคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR ในการใช้เพ่ือวิเคราะห์ความหลากหลาย
ของพนัธกุรรมของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ (Table 2) วิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธกุรรมและจดักลุม่ความสมัพนัธ์
ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ด้วยโปรแกรม NTSYSpc 2.10p จากคา่สมัประสทิธ์ิความตา่งท่ี 80 เปอร์เซน็ต์ (Figure 1) 
สามารถจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้ 4 กลุม่ ดงันี ้กลุม่ท่ี 1 ประกอบด้วยเชือ้สาเหตโุรคไหม้ 48  
ไอโซเลท แบง่ออกเป็นกลุม่ยอ่ย 2 กลุม่ คือ กลุม่ท่ี 1.1 ประกอบด้วยเชือ้ท่ีมีแหลง่ท่ีมาจากภาคเหนือ คือ THL84, 
THL191 และ Chiangrai34.1 ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ คือ UBN2010 11351, UBN2009 128351, UBN2009 
11308, UBN2010 7384, UBN2010 94677, UBN2009 207129, UBN2009 207128, UBN2010 61112, UBN2010 
13515, UBN2010 13512, UBN2010 195167 และ SKN2008 60867 ภาคกลาง คือ RBR55002 และ RBR55004 
ภาคตะวนัออก คือ  NYK56003, CCO55002, CCO56003 และ CCO56004 กลุม่ท่ี 1.2 ประกอบด้วยเชือ้ท่ีมีแหลง่
ท่ีมาจากภาคเหนือ คือ Phitsanulok1.1 ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ คือ CPM55001, CPM55002, CPM55003, 
KKN2009 11321, KKN2010 61119, KKN2008 7357, KKN2009 61067, SKN2007 10389, NKI2007 211170, 
NKI2010 47181, SRN54002, SRN54005, SRN54006, SRN54007 และ SRN54009 ภาคกลาง คือ RBR55001, 
RBR55003, BKK55001, BKK55002, BKK55003 และ THL794 ภาคตะวนัออก คือ NYK55001 และ CCO56001 
ภาคใต้ คือ PL1, PL2 และ PL3 กลุม่ท่ี 2 ประกอบด้วยเชือ้สาเหตโุรคไหม้ 1 ไอโซเลท เป็นเชือ้สาเหตโุรคไหม้ท่ีมีแหลง่
ท่ีมาจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ คือ UBN2010 61086 กลุม่ท่ี 3 ประกอบด้วยเชือ้สาเหตโุรคไหม้ 2 ไอโซเลท เป็น
เชือ้สาเหตโุรคไหม้ท่ีมีแหลง่ท่ีมาจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ คือ UBN2010 195171 และ UBN2010 94678 กลุม่
ท่ี 4 ประกอบด้วยเชือ้สาเหตโุรคไหม้ท่ีมีแหลง่ท่ีมาจากบริเวณภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคเหนือ คือ UBN2008 
7344 และ Phitsanulok40.4 ตามล�ำดบั

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้เม่ือวิเคราะห์ในด้านของอายุหรือปีท่ีเก็บรวบรวมเชือ้นัน้ เชือ้ 
ไอโซเลทท่ีเก็บในปีเดียวกนัและสถานท่ีเดียวกนัมีแนวโน้มสงูท่ีถกูจดัอยูใ่นกลุม่ยอ่ยเดียวกนั เชน่ เชือ้โรคไหม้ท่ีมีแหลง่
ท่ีมาจากจงัหวดัอบุลราชธานี คือ UBN2009 128351 ถกูจดัอยูใ่กล้ชิดกบั UBN2009 11308 เชือ้ไอโซเลท UBN2010 
13515 ถกูจดัอยูใ่กล้ชิดกบั UBN2010 13512 เชือ้ท่ีเก็บจากจงัหวดัฉะเชิงเทราคือ CCO56003 ถกูจดัอยูใ่กล้ชิดกบั 
CCO56004 เชือ้ท่ีเก็บจากจงัหวดัสริุนทร์คือ SRN54002 ถูกจดัอยู่ใกล้ชิดกับ SRN54005 และเชือ้ท่ีเก็บจาก
กรุงเทพมหานครคือ BKK55001 ถกูจดัอยูใ่กล้ชิดกบั BKK55002 เป็นต้น
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Figure 1 Dendrogram represented genetic diversity of 53 rice blast fungus (Pyriculariaoryzae)  
                 isolates generated   by SAHN analysis method from 14 MGM markers. Vertical line indicated          	
                 80 percent level of confidence. 

วจิารณ์ผลการทดลอง

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ จ�ำนวน 53 ไอโซเลท โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ 
SSR จ�ำนวน 14 เคร่ืองหมาย พบเคร่ืองหมาย MGM มีคา่ PIC อยูร่ะหวา่ง 0.30 ถงึ 1.0 แสดงวา่เคร่ืองหมายท่ีน�ำมา
ใช้นัน้มีประสทิธิภาพในการแยกความแตกตา่งทางพนัธกุรรมของเชือ้โรคไหม้ ซึง่เคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีมีประสทิธิภาพ
นัน้จะต้องมีคา่ PIC อยูร่ะหวา่ง 0 ถงึ 1 (Botstein et al., 1980) และจากการจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของเชือ้ราพบวา่
เชือ้สาเหตโุรคไหม้มีความหลากหลายทางพนัธุกรรม กลุม่ความสมัพนัธ์ของพนัธุกรรมเชือ้ไม่ได้ขึน้อยู่กบัแหลง่ท่ีมี
การระบาดของโรคไหม้ เชือ้ราสว่นใหญ่ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนัคือ กลุม่ท่ี 1 และมีเพียงไมก่ี่ไอโซเลทท่ีถกูแยกออก
มาในกลุม่ท่ี 2 – 4 อาจเป็นเพราะวา่เชือ้รามีฐานพนัธกุรรมคล้ายกนัเกิดจากการสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศของเชือ้และ
แพร่กระจายอย่างกว้างขวางในทกุภาคของประเทศไทย ซึง่มีรายงานว่าประชากรเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้นีส้ามารถ
กระจายหรือเคลื่อนย้ายข้ามพืน้ท่ีท่ีมีลกัษณะทางภมิูศาสตร์ท่ีแตกตา่งกนั (พนูศกัดิ์, 2548)
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เชือ้ราท่ีมีแหลง่ท่ีมาจากจงัหวดัเดียวกนั ปีท่ีเก็บเดียวกนั แตถ่กูจดัแยกกลุม่กนั เชน่ เชือ้ราท่ีเก็บรวบรวม
จากจงัหวดัอบุลราชธานี ในปี ค.ศ. 2010 (พ.ศ. 2553) แสดงให้เหน็วา่เชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ท่ีเก็บจากจงัหวดัเดียวกนั 
ในปีเดียวกนัอาจมีพนัธุกรรมท่ีตา่งกนั ในจงัหวดัเดียวกนัอาจพบเชือ้สาเหตเุข้าท�ำลายข้าวได้มากกวา่ 1 ไอโซเลท 
สอดคล้องกบังานวิจยัของ เสาวลกัษณ์ และคณะ (2554) ท่ีรายงานวา่เชือ้สาเหตโุรคไหม้ท่ีเก็บจากจงัหวดัเดียวกนั
มีความหลากหลายของระดบัความรุนแรงในการก่อโรคท่ีตา่งกนัไมส่ามารถจดักลุม่ร่วมกนัได้ เชือ้ราบางไอโซเลทท่ี
เก็บจากจงัหวดัเดียวกนัและปีเดียวกนัถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนั เชน่ เชือ้ราท่ีมีแหลง่ท่ีมาจากจงัหวดัสริุนทร์ กรุงเทพฯ 
และพทัลงุ เป็นต้น แสดงให้เหน็วา่เชือ้ราสาเหตโุรคไหม้นีมี้พนัธกุรรมท่ีคล้ายกนั เชือ้ราท่ีเก็บจากจงัหวดัเดียวกนัแต่
ปีท่ีเก็บต่างกนัถกูจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกนั คือ เชือ้ราท่ีเก็บจากจงัหวดัฉะเชิงเทรา ในปี พ.ศ. 2555-2556 จงัหวดั
หนองคายในปี ค.ศ. 2007-2010 (พ.ศ. 2550-2553) และจงัหวดัขอนแก่นในปี ค.ศ. 2008-2009 (พ.ศ. 2551-2552) 
แสดงให้เหน็วา่เชือ้รามีการระบาดซ�ำ้เป็นประจ�ำทกุปีในจงัหวดัเดียวกนั เน่ืองจากเชือ้รานีมี้การอยูข้่ามฤดแูละมีพืช
อาศยัหลายชนิด สามารถด�ำรงชีพอยู่ในซากพืชได้ และ conidia จะมีชีวิตอยู่ในเมล็ดข้าวได้นานท่ีสดุถึง 2 ปี  
(Ou, 1985) การปลกูข้าวพนัธุ์เดียวซ�ำ้กนัในพืน้ท่ีเดมิ (Disthaporn, 1994) และนอกจากนี ้เชือ้รายงัมีการแพร่กระจาย
ไปยงัพืน้ท่ีอ่ืนโดยอาศยัลม ฝน และการขนสง่สนิค้าเกษตรตา่งๆ (Ou, 1985 และ McCartney et al., 2006) ส�ำหรับ
เชือ้ราท่ีเก็บจากจงัหวดัเดียวกนั ปีท่ีเก็บตา่งกนัถกูจดัแยกกลุม่กนั คือ เชือ้ราท่ีเก็บจากจงัหวดันครนายก ในปี พ.ศ. 
2555-2556 จงัหวดัอบุลราชธานีในปี ค.ศ. 2008-2010 (พ.ศ. 2551-2553) จงัหวดัสกลนครในปี ค.ศ. 2007-2008 
(พ.ศ. 2550-2551) แสดงวา่เชือ้ราโรคไหม้นีมี้ความแปรปรวนทางพนัธกุรรมหรือปรับตวัให้เข้ากบัสภาพแวดล้อมของ
พืน้ท่ีนัน้ๆ ในแตล่ะปี ซึง่พืน้ท่ีปลกูข้าวในภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือนัน้ มีปัจจยัการเกิดโรคท่ีเหมาะสม
ตอ่การพฒันาของเชือ้ราท่ีสมบรูณ์มากกวา่พืน้ท่ีปลกูข้าวในภาคอ่ืนๆ ของประเทศ เชน่ อณุหภมิู ความชืน้ และพนัธุ์
ข้าวท่ีเกษตรกรนิยมปลกู เชน่ ขาวดอกมะล ิ105 กข6 หรือ กข15 ท่ีเป็นพนัธุ์ออ่นแอตอ่โรคไหม้ จงึท�ำให้พบการระบาด
ของเชือ้มาก (Disthaporn, 1994)

พนูศกัดิ์และคณะ (2554) ได้ศกึษาความหลากหลายประชากรโรคไหม้ข้าวในระหวา่งปี พ.ศ. 2548–2552 
พบประชากรเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ในภาคเหนือ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมีความหลากหลายสงู ทัง้นีส้อดคล้อง
กบัผลการทดสอบทาง pathotype ของนวรัตน์ และ นงลกัษณ์ (2557) คือ เชือ้โรคไหม้ท่ีมีแหลง่ท่ีมาจากภาคตะวนั
ออกเฉียงเหนือโดยเฉพาะเชือ้ท่ีมาจากอบุลราชธานีมีลกัษณะการก่อโรคบนข้าวพนัธุ์ทดสอบท่ีหลากหลายและมีความ
รุนแรงปานกลางถงึรุนแรงมาก ซึง่ถกูจดักระจายในทกุกลุม่ pathotype เม่ือวิเคราะห์ผลการทดสอบทาง pathotype 
ร่วมกบัผลการทดสอบทาง genotype พบวา่มีความสอดคล้องกนัคือ จากแผนภาพเดนโดรแกรมของการจดักลุม่ความ
หลากหลายทาง pathotype (นวรัตน์ และ นงลกัษณ์, 2557) และ genotype นัน้ พบเชือ้ไอโซเลท PL1 และ PL2 มีแหลง่
ท่ีมาจากจงัหวดัพทัลงุ ถกูจดัให้อยูใ่นกลุม่ยอ่ยเดียวกนัเหมือนกนัในทัง้สองแผนภาพ แสดงวา่เชือ้ทัง้สองไอโซเลทนี ้
อาจมีพนัธกุรรมและความสามารถในการก่อโรคท่ีเหมือนกนั เชือ้ท่ีมีความสามารถในการก่อโรคท่ีระดบัรุนแรงจนถงึ
ระดบัท่ีไมรุ่นแรงบนข้าวพนัธุ์ขาวดอกมะล ิ 105 ถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนัเกือบทัง้หมด อาจเป็นเพราะวา่เชือ้ราโรค
ไหม้แตล่ะไอโซเลทซึง่มีแหลง่ท่ีมาจากภาคตา่งๆ ของประเทศไทยนัน้มีพนัธกุรรมคล้ายกนัหรืออยูใ่น race เดียวกนั 
โดย Sirithunya et al. (2008) ได้ศกึษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้ P. grisea จ�ำนวน 174 ไอโซเลท 
จากข้าวบาร์เลย์ ข้าว ข้าววชัพืช และข้าวป่า ท่ีปลกูในประเทศไทย โดยใช้เทคนิค RAPD พบวา่เชือ้ P. grisea ท่ีเก็บ
รวบรวมจากภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคกลางของประเทศไทย เป็นแหลง่ท่ีมีความหลากหลายทาง
พนัธกุรรมมากท่ีสดุ ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยันี ้นัน่คือ เชือ้ท่ีรวบรวมจากพืน้ท่ีท่ีมีการระบาดของโรคในภาคตะวนัออก
เฉียงเหนือมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมมากเม่ือเปรียบเทียบกบัเชือ้ท่ีเก็บรวบรวมจากพืน้ท่ีในภาคอ่ืน ในด้าน
ของอายขุองเชือ้หรือปีท่ีเก็บเชือ้นัน้ไมมี่ผลตอ่การประเมินความหลากหลายทัง้ทาง pathotype และ genotype จาก
ผลการจดักลุม่ของเชือ้แสดงให้เหน็วา่เชือ้ท่ีเก็บตา่งปีกนัมีการจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนั เน่ืองจากเชือ้รามีการระบาดซ�ำ้ 
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เป็นประจ�ำทกุปีจงึสามารถท�ำให้พบเชือ้ราท่ีมีฐานพนัธกุรรมเดมินัน้ขยายพนัธุ์และระบาดอยูใ่นพืน้ท่ีได้

การประเมินความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้ราโรคไหม้โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR นัน้ชว่ยให้
ผลการทดลองมีความแมน่ย�ำมากย่ิงขึน้ เน่ืองจากเคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR พฒันามาจากกลุม่ดีเอน็เอท่ีมีล�ำดบัเบส
ซ�ำ้เป็นชดุของเชือ้ราโรคไหม้และสามารถน�ำมาประยกุต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุในการแยกความแตกต่างได้ดี  
(สรีุพร, 2546) งานทดลองนีไ้ด้คดัเลือกเคร่ืองหมาย SSR จ�ำนวน 14 เคร่ืองหมายท่ีกระจายอยูบ่นทัง้ 7 โครโมโซม
ของเชือ้รา ข้อมลูท่ีได้สามารถจดักลุม่เชือ้ราได้ อย่างไรก็ตาม การเพ่ิมจ�ำนวนเคร่ืองหมาย SSR จะท�ำให้ผลการ
วิเคราะห์มีความแมน่ย�ำย่ิงขึน้ เม่ือน�ำผลการวิเคราะห์ความหลากหลายโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR มาวิเคราะห์
ร่วมกบัผลการจดักลุม่ความแปรปรวนและความหลากหลายทางคณุสมบตักิารก่อโรคจากงานวิจยัของนวรัตน์ และ 
นงลกัษณ์ (2557) จงึเป็นข้อมลูส�ำคญัท่ีจะเป็นประโยชน์ตอ่นกัปรับปรุงพนัธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้ ในการเลอืกใช้เชือ้
ราสาเหตโุรคส�ำหรับทดสอบความต้านทานโรคของข้าว

สรุปผลการทดลอง

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ จ�ำนวน 53 ไอโซเลท โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ 
SSR (MGM) จ�ำนวน 14 เคร่ืองหมาย พบวา่เป็นเคร่ืองหมายท่ีมีศกัยภาพดีและเหมาะสมในการใช้เพ่ือศกึษาความ
หลากหลายของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ท่ีเก็บรวบรวมจากพืน้ท่ีปลกูข้าวในประเทศไทย และการจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของ
เชือ้สาเหตโุรคไหม้ด้วยโปรแกรม NTSYSpc 2.10p จากคา่สมัประสทิธ์ิความตา่งท่ี 80 เปอร์เซน็ต์ สามารถจดักลุม่
ความสมัพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้ 4 กลุม่ พบเชือ้สาเหตโุรคไหม้มีความหลากหลายทางพนัธกุรรมสงู กลุม่ความ
สมัพนัธ์ของพนัธุกรรมเชือ้ไมไ่ด้ขึน้อยูก่บัแหลง่ท่ีมีการระบาดของโรคไหม้ เม่ือวิเคราะห์ในด้านของอายหุรือปีท่ีเก็บ
รวบรวมเชือ้พบวา่เชือ้ราสาเหตโุรคไหม้ท่ีเก็บรวบรวมตา่งปีกนัถกูจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนัและยงัพบวา่เชือ้บางไอโซเลท
ท่ีเก็บในปีเดียวกนัและสถานท่ีเดียวกนัยงัคงจดัอยูใ่นกลุม่เดียวกนั
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