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บทคัดย่อ 
  เชื้อรา Pyricularia grisea เป็นเชื้อสาเหตุโรคไหม้ ข้าวที่มีความสำคัญและระบาดทำความเสีย
หายต่อผลผลิตข้าวในหลายพื้นที่ของประเทศไทย การใช้พันธุ์ต้านทานเป็นวิธีการป้องกันกำจัดที่มี
ประสิทธิภาพและคุ้มค่าทางเศรษฐกิจ อย่างไรก็ตามพันธุ์ต้านทานมักจะสูญเสียความต้านทานในระยะต่อ
มา เนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคไหม้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง สามารถปรับตัวเข้าทำลายพันธุ์ข้าว
ต้านทานภายในเวลาไม่กี่ฤดูปลูก ดังนั้นการค้นหาและระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ที่สามารถ
ต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้หลากหลายสายพันธุ์จึงมีความสำคัญในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้
ต้านทานโรคไหม้ งานวิจัยนี้ได้ศึกษาความหลากหลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่เก็บรวบรวมจากพื้นที่ปลูก
ข้าวในภาคต่างๆ ของประเทศไทย จำนวน 19 ไอโซเลท วิเคราะห์ความหลากหลายของเชื้อราด้วย
เครื่องหมาย Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) จำนวน 14 เครื่องหมาย พบ 13 
เครื่องหมายสามารถแยกความแตกต่างทางพันธุกรรมของเชื้อราได้ โดยมีค่า Polymorphism 
information content (PIC) อยู่ระหวา่ง 0.1 ถงึ 0.8 จดักลุ่มความสมัพนัธข์องเชื้อสาเหตโุรคไหม ้ 19 ไอโซ
เลทได ้4 กลุ่ม ไดแ้ก ่กลุ่ม 1 คดิเปน็ 73 เปอรเ์ซน็ตข์องเชื้อราทั้งหมด ซึ่งเปน็เชื้อราจากบรเิวณภาคเหนอื ภาค
ตะวนัออกเฉยีงเหนอื และภาคกลาง กลุ่ม 2 คดิเปน็ 15 เปอรเ์ซน็ตข์องเชื้อราทั้งหมด เปน็เชื้อราจากภาคตะวนั
ออกเฉยีงเหนอืและภาคใต ้และพบเชื้อราจากภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอืแยกออกเปน็เชื้อเดี่ยว ในกลุ่ม 3 และ 4 
ความสมัพนัธร์ะหวา่งพนัธกุรรมของเชื้อสาเหตโุรคไหมไ้มไ่ดข้ึ้นอยู่กบัแหลง่หรอืบรเิวณที่มกีารระบาดของโรค
ไหม ้ ในจงัหวดัเดยีวกนัอาจมจีำนวนเชื้อเขา้ทำลายขา้วมากกวา่ 1 ไอโซเลท เชื้อสาเหตุโรคไหม้ทั้ง 19 ไอโซ
เลทถูกนำมาใช้ในการทดสอบการเกิดโรคบนประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2 -population) จำนวน 250 ต้น ที่
ได้จากการผสมระหว่างพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ที่อ่อนแอต่อโรคไหม้ และข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย 
(GS19769) ซึ่งเป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองหนึ่งในสี่สายพันธุ์ที่ผ่านการคัดเลือกลักษณะต้านทานโรคไหม้ ศึกษา
ปฏิกิริยาของยีนต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าว F2 โดยประเมินการเกิดโรค 7 วัน ภายหลังปลูกเชื้อรา
ทั้ง 19 ไอโซเลทที่ความเข้มข้น 105 conidia ต่อมิลลิลิตร พบการกระจายตั วของลักษณะ
ต้านทาน:อ่อนแอโรคไหม้ในอัตราส่วน 15:1 (X2 =0.90, df=1.0) แสดงว่าข้าวพันธุ์ห้วยมี ยีนหลักในการ
ต้านทานโรคไหม้ 2 ยีน (2 major resistant alleles) โดยแต่ละยีนเป็นอิสระต่อกัน (non-linkage) ระบุ
ตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้โดยใช้เครื ่องหมาย microsatellite คัดเลือกเครื่องหมาย 
microsatellite จาก 230 เครื่องหมาย พบ 66 เครื่องหมายสามารถแยกความแตกต่างระหว่างพ่อและเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แม่ได้ คัดเลือกด้วยวิธี bulk segregant analysis (BSA) พบ 3 เครื่องหมายสามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ชัดเจน ได้แก่ เครื่องหมาย RM125, RM144 และ RM224 
การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ทั้ง 3 เครื่องหมายในประชากรข้าว F2 จำนวน 250 ต้น 
มีอัตราส่วนระหว่างมีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ (A) : มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ 
(H) : มีผลผลิตชิ้นดี เอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ (B) เป็น 1 : 2 : 1 ด้วยค่า Chi square 0.05 (df=2.0), 0.1 
(df=2.0), 0.5 (df=2.0) สำหรับเครื่องหมาย RM125, RM144 และ RM224 ตามลำดับ แสดงว่า
เครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 3 สัมพันธ์กับยีนควบคุมความต้านทานต่อโรคไหม้ในข้าวพันธุ์ห้วย จากนั้น
วิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย RM11 และ RM1132 บนโครโมโซม 7 เครื่องหมาย RM287, 
RM5926 และ RM6094 บนโครโมโซม 11 และเครื่องหมาย RM247, RM235 และ RM1261 บน
โครโมโซม 12 เพื่อใช้ยืนยันตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ โดยเลือกใช้ประชากรข้าวที่มี phenotype 
อ่อนแอต่อโรคไหม้อย่างชัดเจนจำนวน 15 ต้น สร้างแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ด้วย
เปอร์เซ็นต์ recombination พบเครื่องหมาย RM144, RM224, RM5926 และ RM6094 ที่อยู่บน
โครโมโซม 11 มีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ โดยทั้ง 4 เครื่องหมายมีระยะห่างจากยีนต้านทาน 
20, 20, 26.67 และ 26.67 cM ตามลำดับ เมื่อสร้างแผนที่ระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้โดยใช้
โปรแกรม MAPMAKER พบยีนต้านทานโรคไหม้มีตำแหน่งที่ตั้งอยู่บริเวณปลายด้านล่างโครโมโซม 11 
วางตัวอยู่ใกล้กับเครื่องหมาย RM144, RM224, RM5926 และ RM6094 โดยมีระยะห่างจาก
เครื่องหมาย RM144 และ RM224 เท่ากันคือ 13.7 cM ห่างจากเครื่องหมาย RM5926 เป็นระยะทาง 
17.1 cM และห่างจากเครื่องหมาย RM6094 เป็นระยะทาง 20.5 cM จากผลการวิเคราะห์ความหลาก
หลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ประกอบกับผลการศึกษาปฏิกิริยาของยีนและการระบุตำแหน่งของยีน
ต้านทานโรคไหม้ พบว่าข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วยเป็นพันธุ์ที่มีความต้านทานต่อโรคไหม้แบบกว้าง 
(broad spectrum) สามารถต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้หลายไอโซเลท โดยมียีนหลัก 2 ยีนที่เป็น
อิสระต่อกันควบคุมความต้านทาน และตรวจพบว่า 1 ใน 2 ยีนนี้มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 11 ข้าวพื้น
เมืองไทยพันธุ์ห้วยจึงเป็นแหล่งของยีนต้านทานโรคไหม้ที่สำคัญ สามารถใช้เป็นแหล่งพันธุกรรมในการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานต่อโรคไหม้ได้  

คำสำคัญ  ข้าวพันธุ์พื้นเมืองไทย พันธุ์ต้านทานโรคไหม้ การปรับปรุงพันธุ์โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล Pyricularia 

grisea ความต้านทานโรคแบบกว้าง 
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ABSTRACT   
  
 Pyricularia grisea is a fungal pathogen of rice blast disease, a major disease that 
currently outbreak and causes yield losses in several rice growing areas of Thailand. 
Utilization of the resistant varieties is considered to be the most effective and 
economical method to control the rice blast. However, resistant varieties are usually 
have less durable resistance because the fungus is high genetic diversity, and able to 
break the resistance within a few seasons. Therefore, the screening and mapping for 
blast resistant genes that confer resistant to several blast isolates is important in 
breeding for the resistant varieties. In this research, genetic diversity of 19 isolates of rice 
blast pathogen collected from paddy fields in Thailand were analyzed using 14 
Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) markers. Thirteen markers resulted to 
polymorphism and their polymorphism information content (PIC) values were 0.1 to 0.8. 
Cluster analysis grouped the 19 isolates of fungal pathogen into 4 groups, group 1 
comprised 73% of the total included isolates from the North, Northeast and Central 
regions. Group 2 was 15% composed of isolates from the Northeast and South, and 2 
isolates from the Northeast were separated from others and set in group 3 and 4. 
Relationship of rice blast fungi in each group did not depend on the outbreak area. The 
disease outbreak area in the same province appeared to be infected by more than one 
isolates. The nineteen isolates of rice blast pathogen were pathogenicity tested on 250 
F2- plants derived from a cross between Huai variety (GS19769), one out of four Thai 
indigenous rices that show highly resistant to blast, and KDML105, the susceptible 
cultivar. Reaction of blast resistant genes in F2 population was evaluated 7 days after 
inoculation with a mix of 19 isolates at concentration of 105 conidia/ml. The result 
showed the distribution of blast resistance: susceptible in a good fit ratio of 15:1 (X2 = 
0.90, df = 1.0), indicating that Huai variety carried 2 non-linkage of major dominant 
resistant alleles. The location of blast resistant genes was identified by using 
microsatellite marker. Out of 230 markers, 66 markers were able to distinguish the 
parents. Only 3 markers, namely RM125, RM144 and RM224 were selected after 
screening by BSA method. Distribution of 3 microsatellite markers in 250 F2- plants for 
the proportion of the susceptible parent allele; A: both parent allele; H: resistant parent 
allele; B, showed a good fit to the ratio of 1:2:1 with the Chi- square value of 0.05, 0.1 
and 0.5 (df=2.0) for the RM125, RM144 and RM224, respectively. The result indicated 
that each marker linked to each single blast resistant allele. Analysis of marker RM11 
and RM1132 on chromosome 7, marker RM287, RM5926 and RM6094 on chromosome 
11 and marker RM247, RM235 and RM1261 on chromosome 12 were conducted to 
confirm the gene location using 15 F2- plants that showed the susceptible phenotype to 
blast disease. Recombination frequency of each marker was analyzed and the results 
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showed that the marker RM144, RM224, RM5926 and RM6094 on chromosome 11 were 
linked to the blast resistant gene at the distance of 20, 20, 26.67 and 26.67 cM, 
respectively. The location of the resistant gene was analyzed using MAPMAKER software. 
The resistant gene located at the bottom end of chromosome 11 and linked to markers 
RM144, RM224, RM5926 and RM6094, at a distance of 13.7, 13.7, 7.1 and 20.5 cM, 
respectively. The results of the genetic diversity of rice blast pathogen and identification 
of blast resistant gene indicated that Huai variety was broad spectrum resistant to 
multiple fungal isolates of blast pathogen. It carried 2 non-linkage major resistant genes 
and one gene located on chromosome 11. Therefore, Huai variety can be used as 
genetic resource in breeding program for resistance to rice blast disease. 

Keywords Thai indigenous rice, Blast resistance variety, Marker assisted selection, Pyricularia grisea, 
Broad spectrum resistance 
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บทที่ 1 
บทนำ 

1.1  ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 
 ข้าวเป็นทั้งพืชอาหารและพืชเศรษฐกิจที่สำคัญของประเทศไทย โดยแผนพัฒนาเศรษฐกิจและ
สังคมแห่งชาติตั้งแต่ฉบับแรก (ฉบับที่ 1: พ.ศ. 2505 - 2509) จนถึงฉบับปัจจุบัน (ฉบับที่ 12: 
2560-2564) ได้กำหนดให้ข้าวเป็นพืชที่ต้องปลูกเพื่อความมั่นคงของประเทศ และเป็นพืชที่มีเป้าหมาย
ในการผลิต ทั้งนี้การผลิต การบริโภค และการค้าข้าวส่วนใหญ่อยู่ในภูมิภาคทวีปเอเชีย ซึ่งประเทศที่มี
บทบาทมากที่สุดในการผลิตและส่งออกข้าวคือประเทศไทย รองลงมาคืออินเดีย เวียตนาม จีน และพม่า 
ตามลำดับ อย่างไรก็ตาม การผลิตข้าวในประเทศไทยโดยเฉพาะข้าวขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเป็นข้าวที่เป็น
ที่นิยมในการบริโภคทั้งของคนไทยและชาวต่างประเทศ ยังประสบปัญหาการสูญเสียผลผลิตที่เกิดขึ้น
จากการเข้าทำลายของโรคไหม้โดยเฉลี่ยพบว่ามีถึง 10 เปอร์เซ็นต์จากผลผลิตข้าวขาวดอกมะลิ 105 ที่
ควรผลิตได้ในประเทศ 
 โรคไหม้เป็นโรคที่มีการระบาดทุกพื้นที่ของการเพาะปลูกข้าวในประเทศไทย มีเชื้อรา 
Pyricularia grisea เป็นเชื้อก่อโรคที่สร้างความเสียหายแก่ต้นข้าวในทั้ง 3 ระยะ คือ ระยะต้นกล้ า 
ระยะแตกกอ และระยะออกรวง ส่งผลให้ผลผลิตข้าวลดลงอย่างมากในแต่ละปี จากปัญหาดังกล่าว ได้มี
หน่วยงานที่ดำเนินการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มีลักษณะต้านทานโรคไหม้โดยใช้แหล่งความต้านทานจาก
ข้าวสายพันธุ์ต่างๆ อย่างไรก็ตาม เชื้อราสาเหตุโรคไหม้เป็นเชื้อราที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 
(Sirithunya et al, 2008) มีการพัฒนาปรับตัวได้อย่างรวดเร็วในการเข้าทำลายข้าว จากเชื้อที่ไม่รุนแรง
สามารถพัฒนาเป็นเชื้อที่รุนแรง และมีผลทำให้ข้าวพันธุ์ต้านทานพันธุ์ใหม่ที่มีการส่งเสริมให้เกษตรกร
ปลูกเกิดการสูญเสียความต้านทานภายในระยะเวลาไม่กี่ฤดูกาลหลังจากที่มีการส่งเสริม (Hammond-
Kosack and Jones, 2000) ข้อมูลด้ านการปรับตั วของเชื้อสาเหตุโรคไหม้จึงเป็นปัจจัยสำคัญในการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้ 
 ข้าวพันธุ์พื้นเมืองของไทยที่มีอยู่กว่า 20,000 สายพันธุ์ เป็นพันธุ์ข้าวที่ผ่านกระบวนการปรับตัว
ให้เข้ากับระบบนิเวศท้องถิ่นมาเป็นเวลานาน เช่น มีความเหมาะสมกับสภาพพื้นที่ ทนทานต่อสภาพภูมิ
อากาศ และอาจรวมถึงคุณสมบัติในการทนต่อโรคไหม้ที่มีการระบาดอยู่ในบริเวณพื้นที่เหล่านั้น ข้าว
พันธุ์พื้นเมืองนี้จึงเป็นแหล่งพันธุกรรมสำคัญที่สามารถนำไปค้นหาลักษณะความต้านทานโรคไหม้ โดย
เฉพาะลักษณะความต้านทานโรคไหม้ที่ครอบคลุมชนิดของเชื้อโรคอย่างกว้างขวาง (broad spectrum 
resistance) ทั้งเชื้อราสาเหตุโรคไหม้สายพันธุ์รุนแรง และสายพันธุ์ไม่รุนแรงที่อาจมีการพัฒนาเป็นสาย
พันธุ์รุนแรงได้ในอนาคต ซึ่งเมื่อประกอบกับข้อมูลด้านการปรับตัวของเชื้อสาเหตุโรคแล้ว จะเป็นข้อมูล
สำคัญต่อการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้มีความต้านทานโรคไหม้ เพื่อลดความรุนแรงของการระบาดของโรค
ไหม้ที่จะทำให้ผลผลิตข้าวลดลง นอกจากนี้แหล่งความต้านทานใหม่ที่ค้นพบนี้ยังสามารถนำมาใช้เป็น
แหล่งพันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้ต่อไปได้ในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1.2.1 เพื่อศึกษาปฏิกิริยาสัมพันธ์ของการเกิดโรคไหม้ระหว่างสายพันธุ ์ข้าวพื ้นเมืองใน
ประเทศไทยที่ตอบสนองต่อการเข้าทำลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 
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 1.2.2 เพื่อค้นหาแหล่งพันธุกรรมของความต้านทานโรคไหม้ใหม่จากข้าวพันธุ์พื ้นเมืองใน
ประเทศไทย 
 1.2.3 เพื่อระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมของข้าว 
 1.2.4 เพื่อพัฒนาโมเลกุลเครื่องหมายเพื่อใช้ในการตรวจสอบยีนต้านทานโรคไหม้ 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
  คัดเลือกข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่มีความต้านทานโรคไหม้แบบกว้างจากทั้งหมด 300 สายพันธุ์ ด้วย
เชื้อราที่เก็บรวบรวมจากพื้นที่ที่มีการระบาดของโรคไหม้ในประเทศไทย นำข้าวสายพันธุ์ที่ผ่านการคัด
เลือกไปผสมกับข้าวขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ่อนแอต่อโรคไหม้ เพื่อสร้างประชากร F1 และ 
F2  ศึกษาการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรค รวมทั้งยีนควบคุมลักษณะความต้านทาน จากนั้น
ระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมและเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความสัมพันธ์กับยีน
ต้านทานโรคไหม้ 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1.4.1 ได้ประชากรเชื้อสาเหตุโรคไหม้ข้าวจากพื้นที่ปลูกข้าวบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
ภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวันออก 
 1.4.2 ได้ข้อมูลด้านความต้านทานโรคไหม้ของข้าวพันธุ์พื้นเมืองของไทยจำนวน 200 สายพันธุ์ 
 1.4.3 ได้สายพันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้อย่างน้อย 1 สายพันธุ์ 
 1.4.4 ค้นพบยีนต้านทานโรคไหม้จากประชากรข้าวพันธุ์พื้นเมืองของไทย 
 1.4.5 สามารถระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ยีนใหม่ ซึ่งจะเป็นประโยชน์สำหรับการทำ 
fine mapping การทำ position cloning และการศึกษายีนต้านทานโรคไหม้ 
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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี และงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1  แนวคิด ทฤษฎีหลัก 
  การผลิตข้าวในประเทศไทยประสบปัญหาสำคัญหลายประการโดยเฉพาะการระบาดของโรค
และแมลง เช่น โรคไหม้ โรคขอบใบแห้ง โรคเมล็ดด่าง โรคใบแห้งที่เกิดจากเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาลและ
เพลี้ยกระโดดหลังขาว โรคจู๋ที่เกิดจากไวรัส รวมทั้งอุปสรรคทางด้านสภาพแวดล้อม เชน่ น้ำท่วม ดินเค็ม 
ภัยแล้ง เป็นต้น สำหรับปัญหาของการผลิตข้าวในนาชลประทานและนาน้ำฝนนั้น พบว่าโรคไหม้มีความ
สำคัญมากที่สุด และมีการระบาดบ่อยที่สุด โดยพบมีการระบาดในแหล่งปลูกข้าวทั่วประเทศ โดยเฉพาะ
ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซึ่งการระบาดสามารถเกิดขึ้นได้ในทุกช่วงอายุของข้าวตั้งแต่
ระยะต้นกล้าจนถึงระยะเก็บเกี่ยว ระดับความรุนแรงของโรคจะแตกต่างกันตามพื้นที่และสภาพแวดล้อม
ของแต่ละพื้นที่ ซึ่งรายงานในปี 2535 พบว่ามีการระบาดของโรคไหม้ที่รุนแรงในพื้นที่กว่า 70% ของ
พื้นที่ปลูกข้าวในภาคเหนือของประเทศ โดยมีการระบาดมากในข้าวหอมมะลิ 105 กข 6 กข 8 กข 10 
เหมยนอง เหนียวอุบล และเหนียวสันป่าตอง (Disthaporn, 1994) 
  โรคไหม้มีสาเหตุจากเชื้อรา Pyricularia grisea (asexual stage) หรือ Magnaporthe grisea 
(sexual stage) สามารถทำลายข้าวได้ทุกระยะตั้งแต่เริ่มปลูกจนถึงเก็บเกี่ยว ความรุนแรงของโรคจะ
เพิ่มขึ้นเมื่อมีสภาพแวดล้อมเหมาะสม คือ สภาพความชื้นสูงตั้งแต่ 80% ขึ้นไป อุณหภูมิที่อยู่ระหว่าง 
22-28 องศาเซลเซียส และที่สำคัญคือการใช้พันธุ์อ่อนแอต่อโรค เมื่อสภาพแวดล้อมเหมาะสม ส่วน
ขยายพันธฺุ์คือ conidia ที่แพร่กระจายมาตามกระแสลมและตกลงบนต้นข้าวจะงอก และสร้าง 
appressorium และ infection peg เพื่อแทงผ่านชั้นของ cuticle และ epidermis ของต้นข้าว หรือ
อาจเจริญผ่านทางปากใบ (stomata) เนื้อเยื่อบริเวณที่เชื้อราเข้าทำลายจะเกิดลักษณะอาการเป็นแผล
ไหม้ที่แบ่งเป็น 3 บริเวณ คือ บริเวณรอบนอกมีสีเหลือง เรียกว่า venetrate zone เป็นบริเวณที่เกิด
จากการที่เชื้อราปล่อยสารพิษ (toxin) ออกมา บริเวณถัดจากรอบนอกเข้าไปด้านในมีสีน้ำตาล เรียกว่า 
necrotic zone และบริเวณด้านในมีขนาดใหญ่ที่สุดเรียกว่า disintegrated zone ซึ่งจะมีสีเทา หรือ
บางครั้งจะมีลักษณะใน และแผลช้ำ (Ou, 1985) 
  เชื้อรา P. grisea เป็นเชื้อราที่มีความหลากหลายทางพั นธุกรรม และมีการพัฒนาพันธุกรรม
ใหม่ๆ ขึ้นเสมอ ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อราโรคไหม้ในธรรมชาติมีสาเหตุจาก
กระบวนการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศเป็นปัจจัยหลัก (Genovesi and Magill, 1976; Crawford et 
al., 1986) เช่ น การกลายพันธุ์ (mutation) การเกิดลักษณะ heterokaryosis หรื อการเกิด 
parasexual cycle โดย Soubabere et al. (2001) ได้รายงานการเปรียบเทียบความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้จากพื้นที่ต่างๆ ทั่วโลก พบว่าเชื้อสาเหตุโรคไหม้จากทวีปเอเชียมีความ
หลากหลายมากที่สุด และเชื้อจากทวีปยุโรปมีความหลากหลายต่ำที่สุด สำหรับการศึกษาความหลาก
หลายทางพันธุกรรมของเชื้อในประเทศไทยโดย Mekwatanakarn et al. (1999) ด้วยเทคนิค 
Amplified Fragment Length Polymorphis (AFLP) และใช้เครื่องหมายโมเลกุล MGR536 พบว่า
เชื้อราสาเหตุโรคไหม้ในประเทศไทยมีความหลากหลายสูงมากเมื่อเทียบกับประเทศอื่น และยังพบว่าเชื้อ
ราสาเหตุโรคสามารถขยายพันธุ์แบบใช้เพศไทย ซึ่งอาจเป็นสาเหตุสำคัญที่ทำให้ประเทศไทยมีความ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



!4

หลากหลายและมีความแปรปรวนของเชื้อสาเหตุโรคสูง นอกจากนี้การทดสอบปฏิกิริยาของพันธุ์ข้าวต่อ
โรคไหม้ในประเทศไทยที่ดำเนินการโดยศูนย์วิจัยข้าวและสถานีทดลองข้าวที่กระจายอยู่ทุกภูมิภาคของ
ประเทศ ชี้ให้เห็นว่าสายพันธฺุ์ของเชื้อโรคไหม้มีความแตกต่างกันในแต่ละพื้นที่ปลูกข้าว (วัชระ, 2534) 
  จากการที่เชื้อสาเหตุโรคไหม้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมและมีการปรับตัวให้เข้ากับสภาพ
แวดล้อมได้เร็ว การปรับปรุงพันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้จึงมีการดำเนินการอย่างต่อเนื่อง โดยมีเป้าหมาย
เพื่อให้ได้พันธุ์ที่มียีนต้านทานแบบยั่งยืน (durable resistance) นั่นคือการพัฒนาให้ข้าวมียีนต้านทาน
แบบจำเพาะ (major gene) หลายตำแหน่ง ร่วมกับยีนต้านทานแบบให้ผลน้อย หรือ minor gene 
(Bonman and Mackill, 1988) จะทำให้ข้าวมีความต้านทานต่อโรคไหม้ได้อย่างยาวนาน หรือการ
พัฒนาให้มียีนควบคุมความต้านทานโรคไหม้ที่มีผลครอบคลุมชนิดของเชื้ออย่างกว้างขวาง (broad-
spectrum resistance) ที่จะทำให้เชื้อโรคไม่สามารถพัฒนาตัวเองเข้าทำลายพันธุ์ข้าวเหล่านั้นได้ ยีน
ต้านทานโรคไหม้ที่มีการศึกษาแล้วส่วนใหญ่อยู่บนบริเวณโครโมโซมที่ 6 และ 12 (Nagato and 
Yoshimura, 1998) สำหรับยีนควบคุมความต้านทานโรคไหม้ได้อย่างกว้างขวางมีตำแหน่งอยู่บน
โครโมโซมที่ 7 และ 9 ในขณะที่ยีนควบคุมความต้านทานโรคไหม้คอรวงอยู่ที่โครโมโซมที่ 4 5 6 และ 
11 และยังพบว่าการทำงานของยีนแต่ละตำแหน่งมีความสัมพันธ์กัน (Sirithunya et al., 2002) 
  ประเทศไทยมีพันธุ์ข้าวปลูกประมาณ 24,000 ตัวอย่าง รวบรวมโดยศูนย์ปฏิบัติการและเก็บ
เมล็ดเชื้อพันธุ์ข้าวแห่งชาติ กรมวิชาการเกษตร และ ฉวีวรรณ (2543) ได้รายงานจำนวนพันธุ์ข้าวพื้น
เมืองของไทยที่รวบรวมไว้ในธนาคารพันธุ์ข้าวว่ามีมากกว่า 5,900 สายพันธุ์ นอกเหนือไปจากข้าวพันธุ์ดี 
เป็นที่ต้องการของตลาด ข้าวพันธุ์ป่า ข้าวพันธุ์ปรับปรุง จึงนับได้ว่าประเทศไทยมีทรัพยากรพันธุ์ข้าว
มากแห่งหนึ่งของโลก พันธุ์ข้าวพื้นเมืองเป็นพันธุ์ข้าวที่ได้รับการคัดเลือกโดยเกษตรกร เนื่องจากเป็น
พันธุ์พื้นเมืองมีคุณสมบัติที่ดีเป็นที่ต้องการของคนในแต่ละท้องถิ่น สามารถทนต่อสภาพแวดล้อมที่
เปลี่ยนแปลง ทนต่อโรค และแมลง ซึ่งเป็นศักยภาพของแหล่งพันธุกรรมข้าวของไทยที่มีการปรับตัวได้ดี 
และอาจเป็นแหล่งพันธุกรรมข้าวไทยที่สามารถนำมาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ต้านทานโรคไหม้ได้ 

2.2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 2.2.1 ข้าวและความสำคัญ 
  ข้าวเป็นธัญพืชที่อยู่ในวงศ์เดียวกับพืชจำพวกหญ้า (Family Gramineae or Poaceae) ถูก
จัดอยู่ในสกุล (Genus) Oryza มีจำนวนโครโมโซมเป็น 2 ชุด (diploid, 2n=24) ข้าวที่ปลูกเป็นอาหาร 
(cultivated species) ถูกแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ ข้าวเอเชีย (O. sativa L.) และข้าวแอฟริกา (O. 
glaberrima Steud.) ส่วนที่เหลืออีก 21 ชนิดเป็นข้าวป่า (wild species) ซึ่งเกิดขึ้นเองตามธรรมชาติใน
ประเทศต่างๆ ของทุกทวีปที่ปลูกข้าว เช่น O. perennis, O. officinalis, O. spontanea และ O. 
nivara เป็นต้น ข้าวเอเชีย (O. sativa L.) แบ่ งได้เป็น 3 ชนิด คือ ข้าวอินดิคา (Indica rice) เป็นข้าว
เมล็ดยาวเรียวเจริญเติบโตได้ดีในบริเวณเขตร้อน ข้าวจาโปนิคา (Japonica rice) เป็นข้าวเมล็ดสั้นป้อม 
เจริญเติบโตดีในเขตอบอุ่น และข้าวจาวานิคา (Javanica rice) เป็นข้าวต้นสูง เมล็ดใหญ่ป้อม ปลูกมากใน
ประเทศอินโดนีเซีย (บุญหงส์, 2549)  
  ประเทศไทยตั้งอยู่ในเขตศูนย์กลางความผันแปรของข้าว ประกอบกับสภาพแวดล้อมและภูมิ
อากาศมีความแตกต่างกันในแต่ละพื้นที่ ทำให้เกิดความหลากหลายของพันธุ์ข้าวทั้งในกลุ่มของพันธุ์ข้าวที่
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นิยมปลูกอยู่ในปัจจุบัน พันธุ์ข้าวพื้นเมือง และพันธุ์ข้าวป่า (สมทรง, 2550) ในประเทศไทยพบพันธุ์ข้าว
ปลูกประมาณอย่างน้อย 3,500 ชื่อที่มีลักษณะต่างกัน โดยสถาบันวิจัยข้าวได้รวบรวมพันธุ์ข้าวปลูกและ
ข้าวป่าของไทยไว้ได้มากกว่า 17,000 ตัวอย่าง (สงกรานต์ และ บริบูรณ์, 2544)  
  ประชากรกว่าครึ่งโลกบริโภคข้าวเป็นอาหารหลักโดยเฉพาะประชากรในทวีปเอเชีย แหล่ง
ปลูกข้าวที่สำคัญจึงอยู่ในทวีปเอเชีย (สงกรานต์, 2544) ความสามารถในการผลิตข้าวของไทย ในปี พ.ศ. 
2555-2556 ข้าวนาปีมีเนื้อที่เพาะปลูก 64.35 ล้านไร่ ผลผลิต 26.60 ล้านตันข้าวเปลือก ผลผลิตต่อไร่ 
413 กิโลกรัม และข้าวนาปรังมีเนื้อที่เพาะปลูก 16.07 ล้านไร่ ผลผลิต 10.74 ล้านตันข้าวเปลือก ผลผลิต
ต่อไร่ 669 กิโลกรัม การบริโภคในประเทศประมาณ 14.10 ล้านตันข้าวเปลือก ประเทศอินเดียส่งออก
ข้าวได้มากเป็นอันดับ 1 ของโลก รองลงมาได้แก่ เวียดนาม สำหรับไทยส่งออกข้าวได้เป็นอันดับ 3 ของ
โลก (สำนักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2556) ในปี พ.ศ. 2556 ไทยส่งออกข้าวรวมทั้งหมด 6.61 ล้านตัน
ข้าวสาร มูลค่า 133,839 ล้านบาท ทั้งนี้ปริมาณข้าวที่ส่งออกแยกเป็นข้าวหอมมะลิ 29 เปอร์เซ็นต์ หรือ 
1.91 ล้านตันข้าวสาร มีมูลค่าการส่งออก 59,479  ล้านบาทหรือคิดเป็น  44 เปอร์เซ็นต์ของมูลค่าการส่ง
ออกข้าวทั้งหมด (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2556)  

 2.2.2 ข้าวขาวดอกมะลิ 105 
  พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105  ได้มาจากการคัดเลือกแบบคัดพันธุ์บริสุทธิ์ (pure line 
selection) ปลูกเปรียบเทียบพันธุ์ที่สถานีทดลองข้าวโคกสำโรง และปลูกเปรียบเทียบพันธุ์ในท้องถิ่น
ภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จนได้สายพันธุ์ขาวดอกมะลิ 4-2-105 ซึ่งเลข 4 
หมายถึง สถานที่เก็บรวงข้าว คืออำเภอบางคล้า เลข 2 หมายถึงพันธุ์ทดสอบที่ 2 คือ ขาวดอกมะลิ และ
เลข 105 หมายถึง แถวหรือรวงที่ 105 จากจำนวน 199 รวง พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105  เป็นข้าวเจ้าไวต่อ
ช่วงแสงอย่างอ่อน (weakly photoperiod sensitive) ปลูกให้ผลดีในฤดูนาปี ความสูงถึงคอรวงเฉลี่ย 
140 เซนติเมตร กอตั้ง ปล้องสีเหลืองอ่อน กาบใบและใบสีเขียว มีขนใบ ปลายใบตก ลิ้นใบสีขาวรูป
ร่างแหลมมี 2 ยอด หูใบและข้อต่อใบสีเขียวอ่อน ปลายยอดดอกสีขาว กลีบรองดอกสีขาว ยอดเกสรตัว
เมียสีขาว ต้นข้าวแข็งปานกลาง (มีล้มบ้าง) รวงแน่นปานกลาง คอรวงยาว ระแง้ถี่ ใบธงเอนปานกลาง 
เปลือกและยอดเมล็ดสีฟาง มีขนสั้นบนเปลือกเมล็ด กลีบรองดอกสั้นสีฟาง น้ำหนักข้าวเปลือก 1,000 
เมล็ด ประมาณ 27.9 กรัม เมล็ดข้าวเปลือกยาว 10.4 มิลลิเมตร กว้าง 2.6 มิลลิเมตร เมล็ดข้าวกล้อง
รูปร่างเรียวยาว ระยะพักตัวของเมล็ด 8 สัปดาห์ ผลผลิตเฉลี่ย 515 กิโลกรัมต่อไร่ ข้าวหอมของไทยเป็น
ที่นิยมทั้งชาวไทยและชาวต่างประเทศ เป็นข้าวที่มีคุณภาพเมล็ดดี ข้าวสารใส แกร่ง คุณภาพขัดสีดี ท้อง
ไข่น้อย มีปริมาณ amylose ต่ำ ประมาณ 15-16 เปอร์เซ็นต์ เมื่อหุงสุกมีลักษณะเหนียว นุ่ม และที่
สำคัญมีกลิ่นหอมที่เป็นเอกลักษณ์ เป็นพันธุ์ข้าวที่ทนปานกลางต่อสภาพแล้ง ดินเปรี้ยว และดินเค็ม 
ปลูกได้ในพื้นที่ดอนและสภาพข้าวไร่ แต่มีข้อจำกัด คือ ผลผลิตค่อนข้างต่ำ ลำต้นอ่อนล้มง่าย ไม่
ต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูข้าวทุกชนิด โดยเฉพาะโรคไหม้ พบว่าทำความเสียหายต่อผลผลิตของข้าว
ขาวดอกมะลิ 105 เป็นอย่างมาก (สำนักวิจัยและพัฒนาข้าว, 2553)  
  ข้าวหอมของไทยเป็นที่ต้องการทั้งภายในประเทศและนอกประเทศ ตลาดข้าวหอมโลกมี
มูลค่าไม่ต่ำกว่า 2 แสนล้านบาท ครึ่งหนึ่งเป็นข้าวหอมมะลิ การปรับปรุงพันธุ์ข้าวหอมมะลิของไทยให้มี
คุณภาพที่ดีขึ้น ต้านทานต่อโรคและแมลง จะส่งผลให้ประเทศไทยส่งออกข้าวหอมได้มากขึ้น และ
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เป็นการเพิ่มขีดความสามารถในการแข่งขันของข้าวหอมไทยในตลาดโลก ต้นทุนการผลิตข้าวหอมจะถูก
ลง ซึ่งเป็นผลดีต่อเกษตรกรและการแข่งขันในตลาดโลก (สำนักวิจัยและพัฒนาข้าว, 2553) 
  ในปี พ.ศ. 2541 สถาบันวิจัยข้าวนานาชาติ (International Rice Research Institute, 
IRRI) ร่วมมือกับศูนย์วิจัยข้าวอุบลราชธานี ดำเนินการปรับปรุงพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105  ให้ต้านทานต่อ
โรคไหม้ โดยรักษาคุณภาพเมล็ดและการหุงต้มที่ดีเช่นเดียวกับพันธุ์เดิมไว้ และมีการปรับตัวได้ดีในสภาพ
นาน้ำฝน ในภาคเหนือตอนบนและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ดำเนินการผสมพันธุ์ข้าวที่ IRRI ประเทศ
ฟิลิปปินส์ พันธุ ์IR70179-45-1-1-1 เป็นพันธุ์พ่อที่มีลักษณะความต้านทานโรคไหม้ และมีการปรับตัวได้
ดีในนาน้ำฝน โดยผ่านการคัดเลือกจากการปลูกทดสอบในศูนย์วิจัยข้าวอุบลราชธานี คือ และพันธุ์ขาว
ดอกมะลิ 105  เป็นพันธุ์แม่ ปลูกประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 (F1- hybrid) และชั่วที่ 2 (F2) โดยคัดเลือก
ต้นที่ต้านทานโรคไหม้และมีความหอม ผสมกลับไปยังพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ได้ลูกผสมกลับชั่วที่ 1 
(BC1F2) ทำการทดสอบความต้านทานและความหอม คัดเลือกและนำไปปลูกในนาข้าว ผสมกลับอีกครั้ง
จนได้ลูกผสมกลับชั่วที่ 2 (BC2F2) และรุ่นต่อๆ ไป ในปี พ.ศ. 2545 คัดเลือกพันธุ์ที่สามารถต้านทานโรค
ไหม้ได้ดี และนำมาทดสอบคุณภาพการหุงต้ม ได้ข้าวอายุเบาที่มีคุณสมบัติเหมือนขาวดอกมะลิ 105 
จำนวน 19 สายพันธุ์ นำมาทดสอบการให้ผลผลิตเบื้องต้นในฤดูแล้งและฤดูฝน ของปี พ.ศ. 2546-2547 
ทั้งภายในสถานีและในแปลงนาเกษตรกร จนได้พันธุ์ข้าว IR77924-62-71-1-2 ที่ได้จากการปรับปรุง
พันธุ์เป็นที่ยอมรับของเกษตรกร มีลักษณะเด่น คือ เป็นข้าวไม่ไวต่อช่วงแสง อายุตกกล้าถึงออกดอก
ประมาณ 100-110 วัน มีความต้านทานโรคไหม้ที่พบในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือของ
ประเทศไทย คุณภาพเมล็ด การหุงต้ม เหมือนพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (บุญรัตน์ และคณะ, 2548) เมื่อ
วันที่ 6 มีนาคม 2550 คณะกรรมการพิจารณาพันธุ์ กรมการข้าว มีมติให้ข้าวพันธุ์ IR77924-62-71-1-2 
เป็นพันธุ์รับรอง ชื่อ กข33 (หอมอุบล 80) เพื่อแนะนำให้เกษตรกรปลูก (สำนักงานวิจัยและพัฒนาข้าว, 
2557) 

 2.2.3 โรคไหม้ของข้าว 
  โรคไหม้ของข้าวเกิดจากเชื้อราสาเหตุ P. grisea Sacc. มีชื่อเรียกในระยะสืบพันธุ์แบบใช้เพศ
ว่า M. grisea (Hebert) Barr. อยู่ใน Class Ascomycete จีโนมของเชื้อรามีขนาด 37.8 ล้านคู่เบส มี
จำนวนโครโมโซม 2 ชุด (diploid, 2n=14) เป็นเชื้อราที่มีความสำคัญและเป็นปัญหาต่อการปลูกข้าวใน
หลายพื้นที่ทั่วโลก (Dean et al., 2005) โดยในปี พ.ศ. 2535 ประเทศไทยพบการระบาดของโรคไหม้ใน
ระยะข้าวออกรวงบริเวณภาคเหนือ ทำให้พื้นที่ปลูกข้าวได้รับความเสียหายเป็นปริมาณกว่า 1.2 ล้านไร่ มี
รายงานมูลค่าความเสียหายประมาณ 436 ล้านบาท (Disthaporn. 1994) 
  2.2.3.1 วงจรชีวิตของเชื้อรา 
   2.2.3.1.1 ระบบสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ (sexual reproductive) 
    เชื้อราใน Class Ascomycete สามารถสืบพันธุ์โดยอาศัยเพศได้โดยมี
ยีนที่ควบคุมการผสมพันธุ์ คือ MAT1 โดยมีเพศอยู่ 2 แบบ (mating type) ได้แก่ MAT1-1 และ 
MAT1-2 เชื้อราสามารถผสมพันธุ์กันได้เมื่อเชื้อรามีเพศที่ต่างกัน เส้นใยของเชื้อราต่างเพศกันเริ่มเชื่อม
ติดกัน มีการรวมตัวของนิวเคลียส (mating) เชื้อราจะสร้างเนื้อเยื่อห่อหุ้มที่มีลักษณะทรงชมพู่ เรียกว่า  
perithecia ภายในสร้าง ascus และภายในแต่ละ ascus สร้างส่วนขยายพันธุ์หรือ ascospore จำนวน 
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8 ascospore ในบางครั้งเชื้อราสามารถผสมพันธุ์กันได้แต่ไม่สมบูรณ์อาจพบว่ามีการสร้าง perithecia 
ที่ภายในสร้าง ascus แต่ไม่สามารถสร้าง ascospore ได้ ทำให้เชื้อราไม่สามารถสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ
ได้อย่างสมบูรณ์ (พูนศักดิ์, 2548) เมื่อ ascospore ถูกปล่อยออกจาก ascus จะงอกเป็นเส้นใยและ
เจริญเป็นกลุ่มเส้นใย และสามารถสร้าง conidia ได้ต่อไป (Dean et al., 2005) (ภาพที่ 2.1) ใน
ประเทศไทยพบเชื้อราสามารถผสมพันธุ์กันทั้งแบบสมบูรณ์และไม่สมบูรณ์ เชื้อสาเหตุโรคไหม้ทั้งสอง
เพศ คือ MAT1-1 และ MAT1-2 แต่ส่วนใหญ่พบเป็นเพศ MAT1-2 (Mekwatanakarn et al. 1999 
อ้างโดยพูนศักดิ์  (2548) 
  

 

ภาพที่ 2.1 วงจรชีวิต (Life cycle) และวงจรการเกิดโรค (Pathogenesis cycle) ของเชื้อสาเหตุ 
  โรคไหม้ (Dean et al., 2005) 

   2.2.3.1.2 ระบบสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ (asexual reproductive) 
    เชื้อราสามารถสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ โดยการสร้างส่วนขยายพันธุ์
จากปลายของเส้นใยที่เรียกว่า conidiophore ส่วนขยายพันธุ์ที่ได้ เรียกว่า conidia ลักษณะของ 
conidia มีรูปร่างแตกต่างกันคืออาจมีรูปร่างแบบ pyriform จนถึง obclavate ส่วนมากด้านปลายแคบ
กว่าด้านโคน และมี 2 เส้นกั้น (septate) มีขนาดที่หลากหลายแตกต่างกันตามพืชอาศัยและสภาพ
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แวดล้อม โดยปกติมีขนาด 19-23 x 7-9 ไมโครเมตร ไม่มีสีหรือมีสีเขียวมะกอกอ่อน ส่วนมาก conidia 
จะเจริญจากเซลล์ปลาย (apical cell) หรือเซลล์ฐาน (basal cell) มากกว่าที่จะเจริญจากเซลล์กลาง 
(middle cell) conidiophore มีรูปร่างยาวเป็นส่วนก้านที่ช่วยพยุง conidia ไว้ ส่วนมากที่ฐานมีขนาด
ใหญ่กว่าส่วนปลาย เกิดเป็นกลุ่มโผล่มาจากปากใบหรือจากผนังเซลล์พืช มี 2-4  เส้นกั้น ในหนึ่ง 
conidiophore มักพบ conidia ประมาณ 1-20 conidia ซึ่ง conidia เป็นส่วนของเชื้อราที่สามารถปลิว
ไปตามลม และสามารถเข้าทำลายส่วนต่างๆ ของข้าวได้ (Ou, 1985) (ภาพที่ 2.1) 
  2.2.3.2 วงจรการเกิดโรค 
   เชื้อสาเหตุโรคไหม้จะสร้าง conidia และปลิวไปในอากาศ เมื่อ conidia ของเชื้อรา 
ตกลงบนส่วนต่างๆ ของข้าว (attachment) conidia จะเริ่มงอก (germination) ภายในระยะเวลา 
30-90 นาที เมื่อพบสภาพแวดล้อมเหมาะสม ได้แก่ ความชื้นในอากาศสูง และอุณหภูมิอยู่ในช่วง 25-30 
องศาเซลเซียส มีการเจริญของเส้นใยและทำการยึดเกาะ (hooking) ประมาณ 2-4 ชั่วโมง หลังจากนั้น
เชื้อราจะสร้าง appressorium และใช้อวัยวะปลายแหลมที่เรียกว่า penetration peg แทงแทรกตัว
เข้าไป เชื้อราเจริญโดยใช้อาหารในข้าว ภายหลังเชื้อราเข้าทำลายประมาณ 7 วัน ข้าวจะแสดงบาดแผลที่
เกิดจากการเข้าทำลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ (lesion) การเข้าทำลายของเชื้อมักเกิดขึ้นในช่วงเวลากลาง
คืนซึ่งอุณหภูมิค่อนข้างเย็นและมีความชื้นสูง (ภาพที่ 2.1) (พูนศักดิ์, 2548; Dean et al., 2005) 
  2.2.3.3 ลักษณะอาการของโรคไหม้ 
   เชื้อสาเหตุโรคไหม้สามารถเข้าทำลายข้าวได้ทุกระยะการเจริญเติบโต ตั้งแต่ระยะ
ต้นกล้าไปจนถึงระยะออกรวง อาการของโรคปรากฏบนส่วนของข้าวที่อยู่เหนือดิน คือ ใบ กาบใบ ข้อต่อ
ของใบ ข้อของลำต้น และคอรวง โดยแบ่งอาการของโรคตามอายุของข้าวออกเป็น 3 ระยะ 
  ระยะกล้า (leaf blast) ในระยะเริ่มแรกพบจุดสีน้ำตาลขนาด 1-2 มิลลิเมตร บนใบ
ข้าว จากนั้นจุดสีน้ำตาลจะขยายใหญ่ขึ้นและมีสีเทาตรงกลางแผลขอบแผลมีสีน้ำตาล ลักษณะแผลคล้าย
รูปตา ความกว้างของแผลประมาณ 3-5 มิลลิเมตร และความยาวประมาณ 5-15 มิลลิเมตร แผลสามารถ
ขยายลุกลามและกระจายทั่วบริเวณใบ หากอาการของโรครุนแรงกล้าข้าวจะแห้งฟุบตาย อาการคล้ายถูก
ไฟไหม้ (พูนศักดิ์, 2548) 
  ระยะแตกกอ (collar blast, node blast) อาการพบได้ที่ใบ กาบใบ ข้อต่อของใบ 
และข้อของลำต้น อาการส่วนใหญ่จะพบจุดสีน้ำตาลรูปตาตรงกลางแผลเป็นสีเทา ขนาดแผลจะใหญ่กว่า
ที่พบในระยะกล้า แผลลุกลามติดต่อกันได้ ที่บริเวณข้อต่อใบจะมีลักษณะแผลช้ำสีน้ำตาลดำ ใบข้าวจะ
หลุดหรือหักพับง่าย (พูนศักดิ์, 2548) 
  ระยะออกรวง (panicle blast) เชื้อราสามารถเข้าทำลายที่รวงข้าวจนถึงคอรวง 
โรคไหม้ในระยะนี้ เรียกว่า โรคไหม้คอรวง (neck blast) หากเชื้อเข้าทำลายในระยะที่ข้าวเพิ่งออกรวง จะ
ทำให้เมล็ดข้าวลีบหมด เปลือกเมล็ดข้าวมีสีเทาดำของ conidia เชื้อรา แต่ถ้าเป็นโรคในระยะรวงข้าวแก่
ใกล้เก็บเกี่ยว จะปรากฏรอยแผลช้ำสีน้ำตาลที่บริเวณคอรวงทำให้เปราะหักง่าย รวงข้าวร่วงหล่นเสียหาย
มาก ถ้าเกิดการระบาดอย่างรุนแรงโดยเฉพาะในระยะที่ข้าวเริ่มออกรวงจะทำให้รวงข้าวลีบทั้งรวงไม่
สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้ (สำนักงานวิจัยและพัฒนาข้าว, 2552) 
  2.2.3.4 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ในข้าว 
   เชื้อสาเหตุโรคไหม้มีความแปรปรวนมากกว่าเชื้อราชนิดอื่นๆ เนื่องจากเชื้อราชนิดนี้
มีการเปลี่ยนแปลงได้อย่างรวดเร็วภายในไม่กี่ชั่วอายุ ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา เกิดได้
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จากหลายสาเหตุ ได้แก่ การกลายพันธุ์ของเชื้อรา พบว่าการกลายของลักษณะการสร้างเม็ดสี (melanin 
pigment) บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ มีผลต่อความรุนแรงของเชื้อรา โดยเม็ดสีของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ประกอบ
ด้วยสาร polymerized dihydroxynaphthalene สารนี้เกี่ยวข้องกับขบวนการงอกเส้นใยและการแทง
เข้าสู่ใบข้าว (Wheerler and Bell, 1988; Howard and Ferrari, 1989 อ้างโดย พูนศักดิ์, 2548)  
การกลายพันธุ์ของ conidia เชื้อราทำให้มีความผิดปกติของรูปร่างลักษณะที่ถูกควบคุมด้วยยีน SMO1 
การกลายพันธุ์นี้ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการเกิดโรคของเชื้อรา (Shi and Leung, 1995 อ้างโดยพูน
ศักดิ์, 2548) การรวมตัวของยีนแบบ parasexual (parasexual recombination) คือ การแลกเปลี่ยน
หน่วยพันธุกรรมของเชื้อในระยะของการแบ่งเซลล์ เกิดขึ้นในระยะที่เชื้อรามีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ 
และพบว่าแสงยูวีสามารถกระตุ้นให้เชื้อสาเหตุโรคไหม้เกิด parasexual recombination ได้ด้วยความถี่
สูง (Genovesi and Magill, 1976 อ้างโดย พูนศักดิ์, 2548) การเกิด transposable element ซึ่งเป็น
ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอขนาดสั้นๆ ที่สามารถเคลื่อนย้ายเข้าออกในจีโนมของพืชได้ อาจทำให้เชื้อสาเหตุโรค
ไหม้เกิดการกลายพันธุ์ได้ รวมไปถึงการเคลื่อนย้ายประชากรของเชื้อราจากแหล่งปลูกข้าวหนึ่งไปสู่อีก
แหล่งหนึ่ง ทำให้ตรวจพบสายพันธุ์เชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่แตกต่างจากที่มีอยู่เดิมในพื้นที่ ด้วยสาเหตุเหล่านี้
ทำให้เกิดการระบาดของโรคไหม้อยู่เป็นประจำ เมื่อนักปรับปรุงพันธุ์ได้พัฒนาพันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้
พันธุ์ใหม่ออกมา เชื้อราก็สามารถปรับตัวเพื่อเข้าทำลายข้าวพันธุ์ใหม่ได้ในระยะเวลาไม่นาน (พูนศักดิ์, 
2548) 
  พูนศักดิ์ และคณะ (2550) ตรวจสอบความหลากหลายของสายพันธุ์เชื้อสาเหตุโรค
ไหม้ในประเทศไทย โดยนำพันธุ์ข้าวมาตรฐานที่มียีนต้านทานเดี่ยวมาจำแนกและวิเคราะห์ความรุนแรง
ของสายพันธุ์เชื้อรา ปลูกพันธุ์ข้าวที่มียีนต้านทานโรคไหม้ที่แตกต่างกันในแปลงทดลองภาคตะวันออก
เฉียงเหนือที่ศูนย์วิจัยข้าวอุบลราชธานี และศูนย์วิจัยข้าวขอนแก่น ภาคเหนือที่ศูนย์วิจัยข้าวแพร่ ภาค
เหนือตอนล่างที่ศูนย์วิจัยข้าวพิษณุโลก และภาคใต้ที่ศูนย์วิจัยข้าวพัทลุง เก็บตัวอย่างเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่
เข้าทำลายใบข้าวและคอรวงข้าวในพันธุ์ข้าวทดสอบมาตรฐานที่มียีนต้านทานโรคไหม้ยีนเดี่ยว โดยวิธีการ
แยกเชื้อให้ได้ conidia เดี่ยวจนได้เชื้อบริสุทธิ์ นำไปทดสอบความรุนแรงในการเข้าทำลายของเชื้อบนพันธุ์
ข้าวมาตรฐานที่มียีนต้านทานเดี่ยว 18 สายพันธุ์ จากเชื้อจำนวน 2,476 ไอโซเลท สามารถจำแนกเชื้อได้
จำนวน 623 รูปแบบการเกิดโรค (pathotype) บนพันธุ์ข้าว แบ่งออกเป็น 186 pathotype ที่พบมีการ
ระบาดของโรคไหม้ และ 437 pathotype เป็น pathotype ที่หายาก ซึ่งแสดงให้เห็นว่าประชากรเชื้อ
สาเหตุโรคไหม้ข้าวในประเทศไทยมีความหลากหลายสูง pathotype ของเชื้อราที่พบประจำมีความ
รุนแรงน้อยกว่า pathotype ที่หายาก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทยมีจำนวน pathotype ของเชื้อ
ราที่เข้าทำลายข้าวมากที่สุด 
  Sirithunya et al. (2008)  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา P. 
grisea ในประเทศไทย โดยเก็บรวบรวมเชื้อสาเหตุโรคไหม้จากข้าว หญ้า ข้ าวบาร์เลย์ และข้าวป่ารวม
ทั้งหมดจำนวน 174  ไอโซเลท ตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา โดยใช้เทคนิค 
Random Amplification Polymorphic DNA (RAPD) แล้วจัดกลุ่มความสัมพันธ์ของเชื้อราได้เป็น 9 
กลุ่ม ได้แก่กลุ่ม A ถึงกลุ่ม I พบว่ากลุ่ม B, C และ H มีความโดดเด่นที่สุดพบมากถึง 70 เปอร์เซ็นต์ของ
เชื้อราทั้งหมดในการศึกษานี้ และมีการกระจายตัวของประชากรสูง โดยมีกระจายตัวของประชากรเชื้อรา
อย่างกว้างขวางทั่วประเทศไทย แต่ในสายพันธุ์อื่นๆ จะมีการกระจายตัวของประชากรเชื้อราอย่างจำกัด
แค่ในพื้นที่นั้นๆ เช่น สายพันธุ์กลุ่ม A ถูกจำกัดอยู่เพียงในบริเวณภาคใต้ของประเทศไทย จากผลการ
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วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา พบว่าในภาคตะวันออกเฉียงเหนือภาคเหนือ และ
ภาคกลางของประเทศไทย มีความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้สูง ในขณะที่ภาค
ตะวันออกและภาคใต้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างต่ำ 
  อัจฉราพร และ พูนศักดิ์ (2552) ทำการเก็บรวบรวมเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่ทำให้เกิด
อาการบนข้าวต่างสายพันธุ์ ที่ศูนย์วิจัยข้าวพิษณุโลกและแปลงนาเกษตรกรบริเวณภาคเหนือตอนล่างใน
ระหว่างฤดูปลูก พ.ศ. 2550-2551 โดยเก็บจากนิเวศนาชลประทานและนาน้ำฝน ในข้าวพื้นเมืองและข้าว
ไร่ รวบรวมเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้ทั้งหมด 80 ไอโซเลท แยกเชื้อให้บริสุทธิ์แล้วนำมาทดสอบกับชุดข้าว 
Near Isogenic Lines (NILs) ของสถาบันวิจัยข้าวนานาชาติ (IRRI) ที่มีฐานพันธุกรรมคล้ายกันแต่มียีน
ต้านทานโรคไหม้ที่แตกต่างกันสายพันธุ์ละ 1 ยีน รวมทั้งหมดจำนวน 18 สายพันธุ์ เพื่อจำแนก 
pathotype ของเชื้อรา พบว่าที่ความเหมือน 80 เปอร์เซ็นต์ สามารถจำแนกเชื้อราได้จำนวน 13 
pathotypes  โดยมีสัดส่วนไอโซเลท: pathotype เท่ากับ 6.2:1 แสดงว่ามีความหลากหลายของเชื้อรา
ในจังหวัดพิษณุโลกและพื้นที่ใกล้เคียงไม่มากนัก แต่พบว่าเชื้อรามีความรุนแรงมาก เพราะพันธุ์ข้าว
ทดสอบที่มียีนต้านทานโรคไหม้ สามารถต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้เพียง 20 ไอโซเลทจาก 80 ไอโซ
เลท  

 2.2.4 ยีนต้านทานโรคไหม้ของข้าว 
  ปัจจุบันได้มีการค้นพบยีนต้านทานโรคไหม้ในข้าวประมาณ 96 ยีนกระจายอยู่ทั่วจีโนมข้าว 
พบมากบริเวณโครโมโซมที่ 2, 6, 11 และ 12 และมียีนต้านทานโรคไหม้ 9 ยีนที่ได้ทำการโคลนยีนและหา
ลำดับเบสแล้ว ได้แก่ ยีน Pib (Wu et al., 2004), Pi-ta (Bryan et al., 2000), Pik-h (Sharma et al., 
2005), Pi37 (Lin et al., 2007), Piz-5 และ Piz-t (Zhou et al., 2005), Pi9 (Qu et al., 2006), 
Pid2 (Chen et al., 2006) และ Pi36 (Liu et al., 2007)  
  Prasad et al. (2009) วิเคราะห์ประชากรข้าว near isogenic lines (NILs) ซึ ่งได้จากการ
ผสมระหว่างพันธุ์ C101LAC ซึ่งเป็นพันธุ์ที่ต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ M. grisea สูง และข้าวอินดิคา
พันธุ์ Samba Mahsuri (BPT 5204) เป็นพันธุ์ข้าวที่ปลูกทั่วประเทศอินเดีย มีเมล็ดเรียวยาวปานกลาง ให้
อัตราผลตอบแทนสูงและมีคุณภาพดีแต่อ่อนแอต่อโรคไหม้ ทดสอบการเกิดโรคและสร้างแผนที่ระบุ
ตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ พบการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าวชั่วที่ 2  ใน
อัตราส่วน 3:1 (ต้านทาน:อ่อนแอ) วิเคราะห์ด้วยวิธี bulk segregant analysis (BSA) พบยีนต้านทาน
โรคไหม้ Pi1(t) มีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RM224 บนโครโมโซม 11 
  Koide et al. (2011) เก็บรวบรวมเชื้อสาเหตุโรคไหม้ใหม่ในประเทศฟิลิปปินส์จำนวน 23 
ไอโซเลท จำแนกเชื้อสาเหตุออกเป็น 16 pathotypes ซึ่งมีเชื้อ 11 pathotypes แสดงการเกิดรูปแบบ
ปฏิกิริยาที่แตกต่างกันในอัลลีลของยีน Pik (Pik, Pik-m, Pik-h และ Pik-p) และ Pi1 ในการศึกษานี้พบ
ยีน Pi19(t) มีความต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้หลายไอโซเลต พบว่ามีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย 
RM27937 และ RM1337 และมีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 12 
  Zeng et al. (2011) พบยีน Pia บนโครโมโซม 11 ในข้าวพันธุ์ Aichi Asahi แสดงความ
ต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้จากทุกมณฑลในประเทศจีนยกเว้นมณฑลเจียงซู ตรวจสอบความรุนแรง
ของการเกิดโรคโดยใช้เชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่เก็บรวบรวมในประเทศจีน 612 ไอโซเลท และวิเคราะห์การก
ระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้และการกระจายตัวของเครื่องหมายโมเลกุล ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 
(F2) จำนวน 800 ต้น ที่ได้จากการผสมระหว่างพันธุ์ Aichi Asahi และพันธุ์ Kasalath พบยี นต้านทาน 
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Pia-1, Pia-2, Pia-3 และ Pia-4 มีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย A17, A25, A26 และ A27 และยังพบ
ว่า ยีน Pia-3 เป็นยีนที่สำคัญที่สุดสำหรับยีนต้านทานโรคไหม้ Pia บนโครโมโซม 11 
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ตารางที่ 2.1 ตำแหนง่ของยนีตา้นทานโรคไหมท้ี่เชื่อมโยงกบัเครื่องหมายดเีอน็เอบนโครโมโซมขา้ว 

Chr. Gene Marker name Map position (cM) Reference

1 Pi24(t) K5 64.4 Salad et al., 2003

Pitp(t) RM246 114.1 Barman et al., 2004

Pi35(t) RM1216, RM1003 132.0 - 136.6 Nguyen et al., 2006

2 Pid(t)1 G1314A, G45 87.5-89.9 Chen et al., 2004

Pi25(t) RG520 157.9 Sallaud et al., 2003

Pib RM138, RM166, 
RM208, RM266

154.1 Fjellstrom et al., 2004

Pitq5 RG522, RG446 150.5 - 157.9 Tabien et al., 2000

Pi-g(t) RM166, RM208 Zhou et al., 2004

4 Pi39(t) RM3843, RM5473 107.4 - 108.2 Terashima et al. 2008

Pi46(t) RM6748, RM5473 Matsushita et al., 2003

5 Pi26(t) RG313 22.5 - 24.7 Sallaud et al., 2003

6 Pid(t)2 RM527, RM3 65.8 Chen et al., 2004

Pitq(t)2 C236, RZ508 103.0 - 124.4 Tabien et al., 2000

Pi8 Amp-3 Pan et al., 1996

Pigm(t) C26348 65.8 Deng et al., 2006

Piz RM527 RoyChowdhury et al., 2012

Pi40(t) RM3330, RM527 54.1 - 61.6 Jung et al., 2007

Pi27(t) Est-2 51.9 Sallaud et al., 2003

8 Pi29(t) RZ617, RGA-IR86 69 Sallaud et al., 2003

Pi33 RM72, RM44 45.4 Berruyer et el., 2003

Pi36 RM5647 21.6 - 25.2 Liu et a., 2005

9 Pi15 CRG5, CRG2 31.3 - 34.9 Lin et al., 2007

Pi5(t) S04G03 31.3 -33.0 Jean et al., 2003

10 Pi28(t) RZ500 114.7 Sallaud et al., 2003

11 Pia yca72 36 Kwon et al., 2008; Zeng et al., 
2011

PiCO39(t) RGA8, RZ141, 
RGACO39

49.1 Chauhan et al., 2002

Pilm2 RZ536 56.2 - 117.9 Tabien et al., 2000
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 2.2.5 ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเชื้อสาเหตุโรคไหม้กับพันธุ์ข้าวต้านทาน 
  การเกิดโรคในพืชเป็นผลมาจากปฏิกิริยาระหว่างพืชและเชื้อสาเหตุโรค ซึ่งพืชอาจต้านทาน
หรืออ่อนแอต่อเชื้อสาเหตุโรค และเช่นเดียวกันเชื้อสาเหตุโรคอาจเข้าทำลายพืชหรือไม่สามารถเข้าทำลาย
พืชได้ การเกิดโรคคือปฏิกิริยาระหว่างยีนที่อยู่ในพืชและยีนที่อยู่ในเชื้อสาเหตุโรค เรียกทฤษฎีนี้ว่า gene 
for gene hypothesis ถูกค้นพบและเสนอโดย Flor (1971) สรุปได้ว่าหากมียีนหนึ่งที่ควบคุมปฏิกิริยา
ความต้านทาน (resistance gene, R gene) ในพืชย่อมมีอีกยีนหนึ่งที่คู่กันทำหน้าที่ควบคุมปฏิกิริยาก่อ
โรค (avirulence, AVR gene) ในเชื้อสาเหตุโรค และการแสดงออกของความต้านทาน (resistant) จะ
เกิดขึ้นก็ต่อเมื่อยีนที่เข้าคู่กันทั้งในพืชและในเชื้อสาเหตุโรคเป็นยีนเด่น (dominant gene) เท่านั้น หาก
ยีนใดยีนหนึ่งเป็นยีนด้อย (recessive gene) จะแสดงความไม่ต้านทานโรคหรืออ่อนแอต่อโรค 

Chr. Gene Marker name Map position (cM) Reference

11 Pi30(t) OpZ11-f, RGA-IG14 59.4 - 60.4 Sallaud et al., 2003

Pi34 C1172-RG702 79.1 - 91.4 Zenbayashi et al., 2002

Pi38 RM206, RM21 79.1 - 88.7 Gowda et al., 2006

Pi44(t) AF349 - AF348 91.4 - 117.9 Chen et al., 1999

Pik-h RM224, RM1233, 
RM144

101.9 Shama et al., 2005; Fjellstrom 
et al., 2004

Pi1 RM224, RM6094 112.1 - 117.9 Hittalmani et al., 2000

Pi1(t) RM224, RM6094 - Fuentes et al., 2008

Pi18(t) RZ536 117.9 Ahn et al., 2000

Pik-s RM144, RM224, 
RM1233

115.1 - 117.3 Fjellstrom et al., 2004

Pi47 RM206, RM224 - Huang et al., 2011

Pike RM224, RM144 - Jia et al., 2009

12 Pitq6 RG869, L102 29.2 - 47.5 Tabien et al., 2000

Pi31(t) O10-800 44.3 Sallaud et al., 2003

Pi32(t) AF6 47.5 Sallaud et al., 2003

Pi-ta YL153/YL154 50.4 Jia et al., 2009

Pita-2 RM155, RM7102 50.4 Fjellstrom et al., 2004

Pi19(t) RM27973, RM1337 - Koide et al., 2011

Pi20(t) RM1337, RM5364, 
RM7102

51.5 - 51.8 Li et al., 2008

Pi48 RM5364, RM7102 - Huang et al., 2011
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(susceptible) ดังนั้นแม้ว่าต้นพืชจะมียีนต้านทานโรคไหม้อยู่ 1 ยีนหรือมีมากกว่าก็ตาม พืชจะถูกเชื้อเข้า
ทำลายได้ก็ต่อเมื่อถูกเชื้อโรคที่มียีนแบบ recessive gene เข้าทำลาย ตัวอย่างเช่น ในเชื้อสาเหตุโรคไหม้มี 
AVR-Pi-ta ซึ่งเป็น dominant gene เข้าทำลายข้าว ในพันธุ์ข้าวต้องมียีนต้านทานโรคไหม้ Pi-ta ที่เป็น 
dominant gene เช่นกัน จึงจะเกิดปฏิกิริยาแบบ compatible ทำให้พืชมีความต้านทานโรคเกิดขึ้น (Jia 
et al., 2009) ซึ่งเชื ้อราสาเหตุโรคไหม้นั้นมีความหลากหลายทางพันธุกรรรมสูง สามารถปรับตัวให้เข้า
ทำลายพืชได้ในระยะเพียงไม่กี่ชั่วอายุ สามารถปรับเปลี่ยนจากยีนที่เป็น dominant gene ให้เป็น 
recessive gene เพื่อเข้าทำลายพืชได้ (Valent and Chumley, 1994; ดำเนิน, 2541) 

 2.2.6 การปรับปรุงพันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้ในประเทศไทย 
  การใช้พันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้เป็นวิธีการป้องกันกำจัดโรคที่มีประสิทธิภาพ แต่อย่างไร
ก็ตามเชื้อสาเหตุโรคไหม้เป็นเชื้อราที่มีความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูง ทำให้เชื้อรามีโอกาสกลายพันธุ์
เกิดสายพันธ์ใหม่ๆ ที่มีความรุนแรง และสามารถเข้าทำลายพันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้พันธุ์เดิมได้ ดังนั้น
การปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้ โดยใช้ยีนต้านทานที่สามารถต้านทานต่อเชื้อราได้หลายสาย
พันธุ์ หรือ การปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้โดยการรวมยีนต้านทานโรคไหม้หลายๆ ยีนไว้รวมกัน 
จึงเป็นแนวทางในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้ได้อย่างยั่งยืน โดยทั่วไปการปรับปรุงพันธุ์ข้าว
ด้วยวิธีแบบดั้งเดิมจะใช้ระยะเวลานาน ที่สำคัญในขั้นตอนการคัดเลือกลักษณะต้านทานโรคไหม้เป็นขั้น
ตอนที่ต้องใช้แรงงานและค่าใช้จ่ายสูง ต้องอาศัยสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม และจำเป็นต้องใช้ระยะเวลา
ในการปรับปรุงพันธุ์ประมาณ 8 ปี จึงทำให้ไม่สามารถปรับปรุงพันธุ์ข้าวได้ทันตามความต้องการของ
เกษตรกร ปัจจุบันมีการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยในการปรับปรุงพันธุ์ โดยนำมาช่วยคัดเลือกลักษณะ
ความต้านทาน แทนการคัดเลือกจาก phenotype ซึ่งผลที่ได้มีความแม่นยำเนื่องจากเป็นการคัดเลือกที่ 
genotype หรือยีนที่ควบคุมลักษณะดังกล่าวโดยตรง (ศรีสวัสดิ์ และคณะ, 2553) 
  สมใจ และคณะ (2553) พัฒนาสายพันธุ์ข้าวเหนียวให้ต้านทานโรคไหม้ ได้ข้าวเหนียวสาย
พันธุ์ดีเด่น RGD334-3-11-1-1-147-1KPS-3 ซึ่งคัดเลือกได้จากการผสมกลับระหว่างข้าวเหนียวพันธุ์ 
กข6 ใช้เป็นพันธุ์แม่ และพันธุ์เจ้าหอมนิลใช้เป็นพันธุ์พ่อ โดยผสมกลับไปหาพันธุ์ กข6 จำนวน 4 ครั้ง ใช้
เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยในการคัดเลือก (Marker assisted selection, MAS) ลักษณะต้านทานโรคไหม้ 
ดำเนินการทดลองที่หน่วยค้นหาและใช้ประโยชน์จากยีนข้าว ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แห่งชาติ อำเภอกำแพงแสน จังหวัดนครปฐม เมื่อปี พ.ศ. 2545 และคัดเลือกสายพันธุ์ที่ต้องการที่
ศูนย์วิจัยข้าวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ข้าวสายพันธุ์ใหม่ที่ได้เป็นข้าวเหนียวไวต่อช่วงแสง ออกดอก
ประมาณวันที่ 22 ตุลาคม เก็บเกี่ยว 22 พฤศจิกายน ความสูงเฉลี่ย 144 เซนติเมตร จำนวน 9 รวงต่อกอ 
ในสภาพแปลงทดลองของศูนย์วิจัยข้าวให้ผลผลิตเฉลี่ย 642 กิโลกรัมต่อไร่ และในแปลงนาเกษตรกรให้
ผลผลิตเฉลี่ย 538 กิโลกรัมต่อไร่ ข้าวเปลือกสีน้ำตาล เมล็ดข้าวกล้องยาว 6.99 มิลลิเมตร รูปร่างเรียว 
อุณหภูมิแป้งสุกต่ำ ข้าวนึ่งสุกเหนียวนุ่ม ไม่มีกลิ่นหอม คุณภาพการสีดีมากโดยได้ข้าวเต็มเมล็ด ต้านทาน
ต่อโรคไหม้ได้ดีกว่าพันธุ์ กข6 แต่อ่อนแอต่อโรคขอบใบแห้งและเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาลเหมือนพันธุ์ กข6 มี
เสถียรภาพในการให้ผลผลิตสูง ปรับตัวได้ดีในหลายสภาพแวดล้อม และสามารถนำไปปลูกในพื้นที่ต่างๆ 
ได้อย่างกว้างขวาง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  พูนศักดิ์ และคณะ (2554) พัฒนาข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ให้ต้านทานต่อโรคไหม้ด้วยวิธี
การผสมกลับ (backcross) โดยใช้ข้าวจำนวน 5 สายพันธุ์ ได้แก่ IR77955-14-17, IR77955-22-53, 
IR77955-24-75, IR77955-24-88 และ IR77955-30-13 ซึ่งเป็นข้าวลูกผสมระหว่างพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 และพันธุ์เจ้าหอมนิล (JHN) หรือ DHL279 ซึ่งเป็นพันธุ์ถ่ายยีนต้านทานโรคไหม้ และทำการผสม
กลับไปยังพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 จึงมีลักษณะต่างๆ เหมือนพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ทำการผสมกลับไปยัง
พันธุ์รับทั้ง 5 สายพันธุ์ จำนวน 3 ครั้ง ในแต่ละชั่วทดสอบความต้านทานของสายพันธุ์ข้าวด้วยการ
ทดสอบโรคไหม้ในระยะกล้าด้วยเชื้อสาเหตุโรคไหม้จำนวน 20 สายพันธุ์ และตรวจหาต้นที่มียีนต้านทาน
โรคไหม้โดยใช้เครื่องหมาย RM246, RM319 และ RM212 สำหรับคัดเลือกต้นที่มียีนต้านทานโรคไหม้บน
โครโมโซม 1 และใช้เครื่องหมาย AP10, RM224 และ RM144 สำหรับคัดเลือกต้นที่มียีนต้านทานโรคไหม้
บนโครโมโซม 11 จนได้ประชากรข้าว BC3F1 จำนวน 20 สายพันธุ์ นำไปปลูกเร่งชั่วอายุ และคัดเลือกข้าว
สายพันธุ์ผสมกลับจนได้ชั่วที่ 5-6 (BC3F5-6) ที่ต้านทานโรคไหม้ ศึกษาพันธุ ์เบื ้องต้นจำนวน 105 สายพันธุ์ 
ส่งเปรียบเทียบผลผลิตระหว่างสถานี และในแปลงนาเกษตรกร ทั้งชุดต้านทานโรคไหม้อายุเบา 30 สาย
พันธุ์ และอายุปานกลาง 43 สายพันธุ์ ในปี 2551-2553 จากการเปรียบเทียบผลผลิตระหว่างสถานี พบ
ชุดต้านทานโรคไหม้อายุเบาจำนวน 6 สายพันธุ์ให้ผลผลิตสูงกว่าพันธุ์เปรียบเทียบมาตรฐาน (กข15) 
ตั้งแต่ 2-10 เปอร์เซ็นต์ และชุดต้านทานโรคไหม้อายุปานกลางจำนวน 9 สายพันธุ์ พบว่าให้ผลผลิตสูง
กว่าพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ตั้งแต่ 0.1 – 11 เปอร์เซ็นต์ ในฤดูนาปี 2553 พบข้าวชุดต้านทานโรคไหม้อายุ
เบาจำนวน 6 สายพันธุ์ให้ผลผลิตสูงกว่าพันธุ์เปรียบเทียบมาตรฐาน (กข15) ตั้งแต่ 11–34 เปอร์เซ็นต์ 
และข้าวชุดต้านทานโรคไหม้อายุปานกลางจำนวน 9 สายพันธุ์ พบว่าให้ผลผลิตสูงกว่าพันธุ์ขาว-ดอกมะลิ 
105 ตั้งแต่ 1.6–9 เปอร์เซ็นต์ 
  สมใจ และคณะ (2554) พัฒนาสายพันธุ์ข้าวเหนียวอายุเบาให้ต้านทานต่อโรคไหม้ ได้ข้าว
เหนียวสายพันธุ์ดีเด่น KKN97057-7-1-1-6-4-NKI-1-1 ซึ่งคัดเลือกได้จากการผสมกลับระหว่างข้าวเหนียว
พันธุ์ กข6 เป็นพันธุ์แม่ กับข้าวเหนียวพันธุ์หางยี 71 เป็นพันธุ์พ่อ โดยผสมกลับไปหาพันธุ์ กข6 จำนวน 2 
ครั้ง ที่ศูนย์วิจัยข้าวขอนแก่น ข้าวสายพันธุ์นี้เป็นข้าวเหนียวไวต่อช่วงแสง ออกดอกประมาณวันที่ 2 
ตุลาคม เก็บเกี่ยวประมาณวันที่ 2 พฤศจิกายน ความสูงต้นเฉลี่ย 148 เซนติเมตร จำนวนรวง 10 รวงต่อ
กอ ให้ผลผลิตเฉลี่ยในสภาพแปลงทดลองของศูนย์วิจัยข้าว 557 กิโลกรัมต่อไร่ และให้ผลผลิตเฉลี่ยใน
สภาพแปลงนาเกษตรกร 532 กิโลกรัมต่อไร่ ข้าวเปลือกสีน้ำตาล เมล็ดยาว รูปร่างเรียว ข้าวกล้องยาว 
7.36 มิลลิเมตร อุณหภูมิแป้งสุกต่ำ ข้าวนึ่งสุกเหนียวนุ่ม มีกลิ่นหอม คุณภาพการสีดีมาก ได้ข้าวเต็มเมล็ด
และต้นข้าวร้อยละ 61 ลักษณะเด่น คือ มีอายุเบากว่าพันธุ์ กข12 ประมาณ 1 สัปดาห์ เหมาะสำหรับ
พื้นที่นาค่อนข้างดอนซึ่งไม่เหมาะสมกับพันธุ์ กข12 ค่อนข้างต้านทานต่อโรคไหม้ในหลายพื้นที่ คุณภาพ
การหุงต้มและรับประทานดี มีกลิ่นหอม เป็นที่ยอมรับของเกษตรกร แต่มีข้อควรระวัง คือ อ่อนแอต่อโรค
ขอบใบแห้งและเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาล 
  อนุชาติ และคณะ (2556) พัฒนาสายพันธุ์ข้าวเจ้าอายุเบาไวต่อช่วงแสงให้ต้านทานต่อโรค
ไหม้ โดยผสมระหว่างพันธุ์ IR77955-24-75-284 เป็นพันธุ์แม่ กับพันธุ์ DHL-279 ที่มียีนต้านทานโรคไหม้
เป็นพันธุ์พ่อ ดำเนินการที่ศูนย์วิจัยข้าวอุบลราชธานีในฤดูนาปี พ.ศ. 2546 ทำการปรับปรุงพันธุ์โดยใช้วิธี
การปรับปรุงพันธุ์แบบปกติ (conventional breeding) ร่วมกับการใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการคัด
เลือก (marker assisted selection, MAS) จนได้สายพันธุ์ UBN03007-47-7-7-26-35-19 ซึ่งเป็นข้าว
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เจ้าไวต่อช่วงแสง ความสูงเฉลี่ย 157 เซนติเมตร จำนวน 9 รวงต่อกอ ให้ผลผลิตเฉลี่ยในสภาพแปลง
ทดลองของศูนย์วิจัยข้าว 517 กิโลกรัมต่อไร่ และให้ผลผลิตเฉลี่ยในสภาพแปลงนาเกษตรกร 431 
กิโลกรัมต่อไร่ ข้าวเปลือกสีฟาง เมล็ดข้าวกล้องยาว 7.80 มิลลิเมตร รูปร่างเรียว ปริมาณ amylose ต่ำ 
อุณหภูมิแป้งสุกต่ำ คุณภาพข้าวสุก เหนียว นุ่ม มีกลิ่นหอม ลักษณะเด่น คือ ต้านทานต่อโรคไหม้ทั้งใบ
ไหม้และไหม้คอรวง อายุเบา ให้ผลผลิตเฉลี่ยในสภาพแปลงนาเกษตรกร สูงกว่าพันธุ์ กข15 คิดเป็น 24 
เปอร์เซ็นต์ 

 2.2.7 ข้าวพื้นเมืองไทยและการค้นพบยีนต้านทานโรคไหม้ในพันธุ์ข้าวพื้นเมือง 
  พันธุ์ข้าวพื้นเมืองเป็นพันธุ์ข้าวที่ได้รับการคัดเลือกโดยเกษตรกร และสืบทอดกันมาหลายชั่ว
อายุ เนื่องจากเป็นพันธุ์พื้นเมืองมีคุณสมบัติที่ดีเป็นที่ต้องการของคนในแต่ละท้องถิ่น สามารถทนต่อ
สภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลง ทนต่อโรค และแมลง (วิชา, 2544) พันธุ์ข้าวพื้นเมืองไทยทั้งหมดที่เก็บ
รวบรวมจาก 76 จังหวัด โดยจำแนกชื่อเบื้องต้นมีชื่อไม่ซ้ำกันพบทั้งหมด 5,928 ชื่อพันธุ์ จากความหลาก
หลายของพันธุ์ข้าวพื้นเมืองของประเทศไทยทำให้คาดเดาได้ว่าน่าจะมีพันธุ์ข้าวพื้นเมืองไทยมากกว่านี้ 
เพราะว่าพันธุ์ข้าวยังมีอีกหลายตัวอย่างที่ยังไม่ทราบชื่อ และที่เก็บรวบรวมไว้ยังไม่ได้ทำการประเมิน
ลักษณะประจำพันธุ์หรือจำแนกชื่อพันธุ์ พันธุ์ข้าวพื้นเมืองของไทยเหล่านี้มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมอย่างมาก และมีประโยชน์ต่อการปรับปรุงพันธุ์ข้าว (ฉวีวรรณ, 2543) เนื่องจากการปรับปรุง
พันธุ์ข้าวเพื่อให้ได้ข้าวพันธุ์ดีไม่ว่าจะเป็นการเพิ่มผลผลิต เพิ่มคุณภาพ เพิ่มความต้านทานโรค และความ
ต้านทานแมลง นอกจากจะต้องอาศัยเทคนิคการปรับปรุงพันธุ์ การผสมพันธุ์ และการคัดเลือกพันธุ์ รวม
ไปถึงการทดสอบพันธุ์ที่เหมาะสม สิ่งที่สำคัญที่ขาดไม่ได้ คือ เชื้อพันธุ์ข้าว ยิ่งเชื้อพันธุ์ข้าวมีฐานทาง
พันธุกรรมกว้างมีความหลากหลายมากเท่าใด โอกาสและความสำเร็จที่จะได้พันธุ์ข้าวตามต้องการก็จะมี
มากขึ้น (วิชา, 2544) 
  สมทรง และคณะ (2554) จำแนกและประเมินลักษณะต้านทานโรคไหม้ของเชื้อพันธุกรรม
ข้าวประมาณ 5,000 ตัวอย่าง ที่ศูนย์วิจัยข้าวทั่วประเทศ ในระหว่างปี พ.ศ. 2551-2553 พบพันธุ์ข้าว
ส่วนใหญ่ค่อนข้างอ่อนแอ จนถึงอ่อนแอมาก มีพันธุ์ข้าวที่สามารถต้านทานโรคไหม้ในระดับสูงจำนวน 50 
ตัวอย่าง เช่น บักม่วย (3257), เหลืองทอง (12518), เจ้าดำ (21648), อียี่ (22769), กข4 (22197), ดำ
หอม (23509), สังข์หยด (15101) และดอเหมย (13773) เป็นต้น และมีพันธุ์ข้าวที่สามารถต้านทานโรค
ไหม้ในระดับกลางจำนวน 19 ตัวอย่าง เช่น ขาวแดง (23271), ขาวเกษตร (5467), หมากผาง (13905), 
จะหล่อยนะ (23152) และเบล้ละ (23728) เป็นต้น 
  Zhu et al. (2004) พบข้าวพื้นเมืองของประเทศจีนพันธุ์ Q14 แสดงความต้านทานโรคไหม้ 
มียีน Pi27(t) ซึ่งต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ ที่เก็บรวบรวมจากประเทศญี่ปุ่น ไทย และจีน ค้นหาและ
ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้โดยทดสอบการเกิดโรคในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) ที่ผสมพันธุ์ระหว่าง
ข้าวพันธุ์ Q14 และข้าวพันธุ์ Q16 ที่อ่อนแอต่อโรคไหม้ พบการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้ใน
อัตราส่วน 3:1 (ต้านทาน:อ่อนแอ) คัดเลือกเครื่องหมายเพื่อใช้ในการวิเคราะห์หาตำแหน่งยีนด้วยเทคนิค 
bulk segregant analysis (BSA) จากเครื่องหมาย microsatellite จำนวน 189 เครื่องหมาย พบ
จำนวน 2 เครื่องหมายสามารถแยกความแตกต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ คือ 
เครื่องหมาย RM151 และ RM259 ซึ่งมีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 1 เลือกใช้ประชากรข้าว F2 จำนวน 
155 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ เมื่อตรวจสอบการกระจายตัวของเครื่องหมาย พบยีนเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ต้านทานโรคไหม้ถูกควบคุมด้วยยีนเพียงยีนเดียว ซึ่งมีตำแหน่งอยู่ระหว่างเครื่องหมาย RM151 และ 
RM259 เป็นระยะทาง 11.9 และ 9.7 centiMorgans (cM)  ตามลำดับ 
  เมทินี และคณะ (2552) ตรวจสอบยีนต้านโรคไหม้ Pib, Pi-2t  และ Pi-ta บนโครโมโซม 2, 
6 และ 12 ตามลำดับ ในข้าวพื้นเมืองไทยจำนวน 110 ตัวอย่าง โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความ
จำเพาะเจาะจงต่อยีนต้านทานโรคไหม้ทั้ง 3 ยีน พบว่าข้าวพื้นเมืองของไทยจำนวน 79 ตัวอย่าง มียีน
ต้านทานโรคไหม้อย่างน้อยหนึ่งยีน และมีข้าวพื้นเมือง 3 ตัวอย่าง ได้แก่ ข้าวขาวใหญ่ (D001) ข้าวตะ
หมาย (D016) และข้าวเหนียวแพร่ไร่ (D058) ที่มียีนต้านทานโรคไหม้ทั้ง 3 ยีน  
  อิงออน และคณะ (2553) ค้นหายีนต้านทานโรคไหม้ Pid2 ในข้าวพื้นเมืองไทยจำนวน 69 
พันธุ์ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอที่มีความจำเพาะเจาะจงต่อยีนต้านทาน Pid2 ผลจากการตรวจ
สอบพบยีนต้านทานโรคไหม้ Pid2 ในข้าวพื้นเมืองจำนวน 39 พันธุ์ ที่มีอัลลีลของยีนต้านทานโรคไหม้ 
Pid2 ยืนยันผลการตรวจสอบโดยวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของพันธุ์ข้าวพื้นเมืองที่มีอัลลีลของยีน
ต้านทานโรคไหม้ Pid2 เปรียบเทียบกับพันธุ์ที่มีอัลลีลที่ไม่ต้านทานของยีน Pid2 พบว่ามี single 
nucleotide polymorphism (SNP) A/G ในส่วน recognition site ของเอนไซม์ตัดจำเพาะ Mlu I โดย
พันธุ์ข้าวพื้นเมืองที่มีอัลลีลที่ต้านทานของยีนต้านทานโรคไหม้ Pid2 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ 5-A*CGCGT-3 
ทำให้ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 700 และ 400 คู่เบส หลังจากตัดด้วยเอนไซม์ Mlu I ส่วนในข้าวพันธุ์ที่มีอัล
ลีลที่ไม่ต้านทานของยีน Pid2 มีลำดับนิวคลีโอไทด์  
5-G*CGCGT-3 ซึ่งเอนไซม์ Mlu I ไม่สามารถตัดนิวคลีโอไทด์ในส่วนนี้ได้ จึงยังคงได้แถบดีเอ็ นเอขนาด 
1,100 คู่เบส 
  Shi et al. (2010) ระบุ Quantitative Trait Loci (QTL) ในข้าวพันธุ์พื้นเมือง Heikezijing 
ที่แสดงความต้านทานต่อโรคไหม้แบบกว้าง (broad spectrum) โดยใช้ประชากร recombinant 
inbred lines (RILs) ที่ได้จากการผสมระหว่างข้าวพันธุ์ Heikezijing ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวพื้นเมืองของ
ประเทศจีน สามารถต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ในประเทศจีนและญี่ปุ่นได้ในระดับสูง และข้าวพันธุ์ 
Suyunuo ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวที่อ่อนแอต่อโรคไหม้ ทดสอบความต้านทานโรคไหม้โดยการปลูกเชื้อสาเหตุโรค
ไหม้ 18 ไอโซเลท บนประชากร RILs จำนวน 166 ต้น ข้าวพันธุ์พ่อและแม่ รวมถึงพันธุ์ข้าวเปรียบเทียบที่
ต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ พบในข้าวพื้นเมืองพันธุ์ Heikezijing มีตำแหน่ง QTL บนโครโมโซม 11 
และพบบาง QTLs เช่น qtl11-5-5 แสดงความต้านทานต่อเชื้อสาเหตุ โรคไหม้ 2 ไอโซเลท หรือมากกว่า  
QTLs กลุ่มหนึ่งประกอบด้วย  qtl11-2-2, qtl11-3-1, qtl11-4-1, qtl11-5-5, qtl11-6-1, qtl11-7-5, 
qtl11-8-2, qtl11-9-2, qtl11-10-4 และ qtl11-11-1 ผลจากการศึกษานี้ชี้ให้เห็นว่าข้าวพื้นเมืองพันธุ์ 
Heikezijing สามารถต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้หลายไอโซเลท ยีนต้านทานที่พบเป็นยีนต้านทาน
โรคไหม้แบบกว้าง (broad  spectrum) 
  กฤตกิตติศักดิ์ และคณะ (2554) ค้นหายีนต้านทานโรคไหม้ Pi9 และ Pigm(t) บนโครโมโซม 
6 และยีน Pi36 บนโครโมโซม 8 ในข้าวพื้นเมืองไทยจำนวน 203 พันธุ์ โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มี
ความจำเพาะเจาะจงต่อยีนต้านทานโรคไหม้ดังกล่าว จากการตรวจสอบพบว่าข้าวพื้นเมืองของไทย
ทั้งหมดจำนวน 203 พันธุ์มียีนต้านทานโรคไหม้อย่างน้อยหนึ่งยีน และมีข้าวพื้นเมืองจำนวน 42 พันธุ์มียีน
ต้านทานโรคไหม้ทั้ง 3 ยีน 
  Huang et al. (2011) ค้นพบยีนต้านทานโรคไหม้ยีนใหม่ Pi47 และ Pi48 บนโครโมโซม11 
และ 12 ตามลำดับ ในข้าวพื้นเมืองพันธุ์ Xiangzi 3150 (XZ3150) ซึ่งมีความต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรค
ไหม้ M. grisea ที่เก็บรวบรวมจากมณฑลยูนานในประเทศจีน ค้นหาและสร้างแผนที่ระบุยีนต้านทานโรค
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ไหม้ในพันธุ์ข้าว XZ3150 โดยวิเคราะห์การกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าวชั่วที่ 9 
ซึ่งเป็นประชากร recombinant inbred line (RILs)  จำนวน  286 ต้น ได้จากการผสมระหว่างพันธุ์ 
XZ3150 เป็นพันธุ์พ่อ และ CO39 เป็นพันธุ์แม่ที่อ่อนแอต่อโรคไหม้  ค้นหาและสร้างแผนที่ของยีน
ต้านทานโดยใช้เครื่องหมาย simple sequence repeat (SSR) พบว่ายีนต้านทานโรคไหม้ยีนใหม่ Pi47 
มีตำแหน่งตั้งอยู่บนโครโมโซม 11 อยู่ระหว่างเครื่องหมาย RM206 และ RM224 และยีนต้านทานโรคไหม้
ยีนใหม่ Pi48 มีตำแหน่งตั้งอยู่บนโครโมโซม 12 อยู่ระหว่างเครื่องหมาย RM5364 และ RM7102 และยัง
สรุปอีกว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ยีนใหม่ที่พบในการศึกษานี้ จะเป็น
ประโยชน์อย่างมากในการสร้างแผนที่ยีนต้านทานโรคไหม้ในอนาคต และยังสามารถใช้ประโยชน์ในการ
โคลนยีน และการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้ต้านทานโรคไหม้โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือก 
  Li et al. (2012) ตรวจสอบยีนต้านทานโรคไหม้ Pi1 ในข้าวพื้นเมื องของมณฑลยูนาน
จำนวน 173 พันธุ์ โดยใช้เครื่องหมาย MRG4766 ซึ่งเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด simple sequence 
repeat (SSR) คือ พบยีนต้านทานโรคไหม้ Pi1 ในข้าวพันธุ์พื้นเมืองจำนวน 64 พันธุ์ คิดเป็น 36.99 
เปอร์เซ็นต์ของพันธุ์ข้าวทั้งหมดที่ทำการตรวจสอบ พบว่าพันธุ์ข้าวที่มียีน Pi1 มีการกระจายอยู่ทั่วไปใน
มณฑลยูนาน และยังพบว่ายีน Pi1 มีความถี่ของการกระจายตัวสู งมากคิดเป็น 41.03 เปอร์เซ็นต์ ใน
บริเวณพื้นที่ปลูกข้าวทางตอนใต้ของมณฑลยูนานในประเทศจีน 

 2.2.8 เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
  เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ชิ้นส่วนหรือบริเวณของดีเอ็นเอที่มีตำแหน่ง
อยู่บนโครโมโซมหรือดีเอ็นเอในออร์แกเนลล์ ใช้เป็นเครื่องหมายติดตามหน่วยพันธุกรรม หรือยีนของสิ่งมี
ชีวิตและสามารถถ่ายทอดจากรุ่นหนึ่งไปสู่อีกรุ่นหนึ่งได้ ใช้บ่งชี้ความจำเพาะของสิ่งมีชีวิต เครื่องหมาย
ดีเอ็นเอสามารถใช้เป็นเครื่องหมายบ่งชี้ความจำเพาะได้เนื่องจาก พืชแต่ละชนิดแต่ละสายพันธุ์มีการจัด
เรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ หรือ ลำดับเบสในโมเลกุลดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์และมีความแตกต่างกัน 
(polymerphism) (สรุนิทร,์ 2552) เครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพมาก ผลที่ได้ถูกต้อง
และแม่นยำมากกว่าการใช้ลักษณะรูปร่างหรือสัณฐานของพืช (morphological marker) ที่มักผันแปรไป
ตามสภาพแวดล้อม (ปิยะดา, 2554) 
  ปัจจุบันเครื่องหมายดีเอ็นเอได้เข้ามามีบทบาทสำคัญในงานด้านพันธุศาสตร์ และการ
ปรับปรุงพันธุ์พืชอย่างมาก เช่น ใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) ใช้
เพื่อติดตามหายีนที่ควบคุมลักษณะที่ดีต่างๆ ใช้เป็นข้อมูลสำหรับวิเคราะห์หาตำแหน่งยีนและสร้างแผนที่
ยีน เป็นต้น ซึ่งแผนที่ของยีนที่ควบคุมลักษณะที่ดีต่างๆ เป็นข้อมูลสำคัญช่วยให้นักปรับปรุงพันธุ์ทราบถึง
จำนวน ตำแหน่ง และอิทธิพลของยีนที่มีความสำคัญ เพื่อเป็นแนวทางในการผนวกรวมยีนเหล่านั้นเพื่อ
สร้างพืชสายพันธุ์ใหม่ได้อย่างรวดเร็ว เครื่องหมายดีเอ็นเอที่นำมาประยุกต์ใช้ในงานด้านพืชมีหลาย
ประเภท ได้แก่ เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP), 
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism 
(AFLP) และ Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ microsatellite โดยการเลือกใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ
ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ และคุณสมบัติของเครื่องหมายดีเอ็นเอแต่ละประเภท (จุฑาพร, 2555) 
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  2.2.8.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
   เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้นโดยอาศัยความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอที่เกิด
จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) สามารถตรวจสอบโดยอาศัยหลักการเข้าคู่ 
(hybridization) ของดีเอ็นเอที่มีเบสคู่สมกันระหว่างดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) กับชิ้นดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างที่ศึกษา ข้อดีของเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้ คือ การตรวจสอบแบบเจาะจงตำแหน่งที่แน่นอนบน
โครโมโซม สามารถทำซ้ำได้ผลเหมือนเดิม สามารถแยกแสดงแถบดีเอ็นเอแบบข่มร่วมกัน (co-
dominance) ทำให้สามารถตรวจสอบ heterozygous ได้ แต่มีข้อจำกัดที่สำคัญ คือ ขั้นตอนยุ่งยาก ซับ
ซ้อน ใช้เวลานาน และค่าใช้จ่ายในการดำเนินงานสูง (สุรีพร, 2546)  
   Yu et al. (1996) สร้างแผนที่ยี นต้านทานโรคไหม้ Pi-1(t) ซึ่งได้รั บจากข้าวพันธุ์ 
LAC23 ทดสอบการเกิดโรคและวิเคราะห์การกระจายตัวของลักษณะต้านทานในประชากรผสมกลับชั่วที่ 
6 (BC6F3) และวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย Restriction Fragment Length 
Polymorphisms (RFLP) ในประชากร nearly isogenic line (NILs) หรือ BC6F4 พบยีน Pi-1(t) มี
ตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 11 มีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RZ536 โดยมีระยะห่าง 14±4.5 cM สร้าง
แผนที่ยีนต้านทานโรคไหม้ยีนที่สอง โดยใช้ประชากรข้าว Double haploid (DH) ที่ผสมระหว่างพันธุ ์
Apure ซึ่งต้านทานโรคไหม้ และพันธุ์ IRAT177 ซึ่งอ่อนแอต่อโรคไหม้ พบยีนต้านทานโรคไหม้มีตำแหน่ง
อยู่บนโครโมโซมที่ 12 โดยอยู่ระหว่างเครื่องหมาย RG457 และ RG869 มีระยะห่าง 13.5±4.3 และ 
17.7±4.5 cM ตามลำดับ ยีนที่พบบนโครโมโซม 12 อาจเป็น allelic กันกับยีน Pi-ta (หรือ Pi-4(t)) ใน
ข้าวพันธุ์ Tetep ซึ่งมีรายงานว่ามีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RG869 โดยมีระยะห่าง 15.4±4.7 cM 
  2.2.8.2 Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) 
   เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้หลักการ short nucleotide sequence ประมาณ 
10 เบสเป็นไพร์เมอร์ (primer) เพื่อใช้ในการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอในตำแหน่งที่ primer นั้นสามารถจับ
ได้ โดยอาศัยหลักการ Polymerase chain reaction (PCR) ข้อดีของเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้ คือ 
ทำได้ง่าย และประหยัดต้นทุนในการดำเนินงาน ใช้ดีเอ็นเอเริ่มต้นในปริมาณน้อย แต่เครื่องหมายดีเอ็นเอ
ชนิดนี้เป็นแบบ dominant marker จึงไม่สามารถตรวจสอบ heterozygous ได้ (สุรินทร์, 2552) 
  2.2.8.3 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
   เป็นเครื่องหมายที่รวมหลักการของ RFLP และ RAPD เข้าด้วยกัน โดยการตัดสาย 
ดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ (restriction enzyme) จากนั้นนำ adapter ของเอนไซม์มาเชื่อมต่อกัน
กับชิ้นส่วนดีเอ็นเอ แล้วนำมาเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอนั้นโดยใช้หลักการ PCR ข้อดีของเครื่องหมาย
ชนิดนี้ คือ พบ polymorphism สูงต่อการทำแต่ละครั้ง แต่เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้เป็นแบบ 
dominant marker และที่สำคัญมีความยุ่งยากในการเก็บข้อมูล และจำนวนขั้นตอนการทำที่ซับซ้อน 
(สุรินทร์, 2552) 
  2.2.8.4 Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ microsatellite 
   เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบจำเพาะ ตรวจสอบดีเอ็นเอได้ครั้งละ 1 ตำแหน่ง 
(single-locus marker) ลำดับเบสซ้ำๆ ท่อนสั้นๆ หรือแบบ microsatellite พบได้มากมายและกระจาย
ตัวอยู่ทั่วจีโนม โดยลำดับเบสของ microsatellite มักเป็นลำดับเบสจำเพาะ มีเพียงจุดเดียวในจีโนม 
(unique sequence) ดังนั้นถ้าสามารถหาลำดับเบสที่อยู่สองข้างของส่วน microsatellite นำมา
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ออกแบบสังเคราะห์ primer สำหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR จะเป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ในตำแหน่งที่จำเพาะเพียงบริเวณเดียว และเนื่องจาก microsatellite เป็นส่วนที่มีการกลายพันธุ์โดยการ
ลดลงหรือเพิ่มขึ้นของจำนวนชุดซ้ำได้ง่าย การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณที่รวม
เอาส่วนของ microsatellite ไว้ภายใน จะทำให้มีโอกาสได้ขนาดดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน เนื่องจากจำนวน
ชุดซ้ำที่ไม่เท่ากัน การตรวจสอบด้วยเครื่องหมาย microsatellite จึงพบ polymorphism ค่อนข้างสูง 
นอกจากนี้ยังสามารถแสดงแถบดีเอ็นเอแบบ co-dominance ทำให้สามารถตรวจสอบ heterozygous 
ได้ (สุรินทร์, 2552)  
   ศิริภา และคณะ (2552) ค้นหาตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ในพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite ค้นหาตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ที่มีความจำเพาะ
ต่อเชื้อไอโซเลท B1-2 จากประชากรข้าว recombinant inbred lines (RILs) จำนวน 252 สายพันธุ์ ซึ่ง
ได้จากการผสมระหว่างพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 กับพันธุ์เจ้าหอมนิล จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ระหว่างการเกิดโรคและรูปแบบอัลลีลของเครื่องหมาย microsatellite พบว่ายีนต้านทานโรคไหม้แบบ
จำเพาะในพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 8 ใกล้กับโมเลกุลเครื่องหมาย RM72 แม้ว่า
บริเวณดังกล่าวเคยมีการพบยีนต้านทาน แต่ข้อมูลในปัจจุบันยังไม่สามารถยืนยันได้ว่า ยีนที่ค้นพบครั้งนี้
เป็นยีนเดียวกันกับยีนที่รายงานไว้แล้วหรือไม่การศึกษานี้จึงนับได้ว่าเป็นการค้นพบยีนใหม่ซึ่งยังไม่เคยมี
รายงานในข้าวหอมมะลิของไทย 
   He et al. (2012) รายงานว่าข้าวพันธุ์ Yuejingsimiao 2 (YJ2) เป็นข้ าวที่มี
ลักษณะดีหลายประการ คือ มีคุณภาพดี ให้ผลผลิตสูง และมีความต้านทานต่อ M. grisea พันธุ์ YJ2 
แสดงความต้านทาน 100 เปอร์เซ็นต์ ในประชากรเชื้อราที่เก็บจากมณฑลกวางตุ้ง เสฉวน เหลียวหนิง 
และเฮยหลงเจียงในประเทศจีน ซึ่งเป็นความต้านทานที่สูงกว่าในพันธุ์ Sanhuangzhan 2 และ 28zhan 
ซึ่งเป็นพันธุ์ต้านทานโรคไหม้ วิเคราะห์การกระจายตัวของลักษณะต้านทานในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
และชั่วที่ 4 (F4) พบว่าความต้านทานในพันธุ์ YJ2 ถูกควบคุมโดยยีนต้ านทานหลายตัวทั้งที่เป็นแบบ 
dominant และ recessive วิเคราะห์หาตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้โดยใช้เครื่องหมาย microsatellite 
ที่ตั้งอยู่บนโครโมโซม 2, 6, 8, และ 12 ด้วยวิธี bulk segregant analysis ในประชากรข้าว F4 พบมี
การกระจายตัวแบบ recessive ในอัตราส่วน 1:3  (ต้านทาน:อ่อนแอ) พบยีนต้านทานแบบ recessive 
บนโครโมโซมที่ 8 อยู่ระหว่างเครื่องหมาย RM3452 และ RM1345 โดยมีระยะห่าง 3.2 และ 2.7 cM 
ตามลำดับ พบว่าไม่เคยมีรายงานพบยีนต้านทานโรคไหม้ในช่วงตำแหน่งนี้ยีนที่พบจึงน่าจะเป็น ยีนใหม่
โดยถูกกำหนดให้เป็นยีน pi55(t) 
   RoyChowdhury et al. (2012) ศึกษาและค้นหายีน Pi-z ในพันธุ์ข้าวจำนวน 111 
เชื้อพันธุกรรมโดยใช้เครื่องหมาย simple sequence repeat (SSR) ได้แก่ RM527, AP4791, 
AP5659-1 และ AP5659-5 ที่มีความเชื่อมโยงกับยีน Pi-z และทดสอบการเกิดโรคโดยใช้เชื้อสาเหตุโรค
ไหม้ที่ก่อโรคไม่รุนแรง (avirulent) 1 สายพันธุ์ คือ IE1k และก่อโรครุนแรง (virulent) 2 สายพันธุ์ คือ 
IB33 และ IB49 พบวา่ในพนัธุ์ขา้วจำนวน 111 เชื้อพนัธุ์ขา้ว ม ี73 เชื้อพนัธุ์ขา้วที่มยีนีตา้นทานโรคไหม ้Pi-z 
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บทที่ 3 
วิธีดำเนินการวิจัย 

3.1 การสำรวจและเก็บเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ 
 3.1.1 การเก็บรวบรวมเชื้อราจากพื้นที่ปลูกข้าวในประเทศไทย 
  ออกสำรวจพื้นที่ปลูกข้าวในทุกระยะ ได้แก่ ระยะต้นกล้า ระยะแตกกอ และระยะออกรวง ใน
ช่วงเริ่มฤดูฝน บริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือตอนล่าง และในภาคตะวันออกพบบางพื้นที่จะ
เริ่มมีการระบาดของเชื้อซึ่งจะพบในระยะกล้าและระยะแตกกอ ส่วนในระยะออกรวงจะสามารถเก็บได้ใน
ช่วงปลายฤดูฝนต้นฤดูหนาว หรือประมาณเดือนตุลาคม – ธันวาคม ซึ่งจะเป็นช่วงการเก็บเกี่ยวข้าวในฤดู
นาปี โดยการระบาดมากจะเกิดมากในภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่มีการปลูกข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
ซึ่งเป็นพันธุ์ที่อ่อนแอต่อโรค 
 3.1.2 การแยกเชื้อราให้บริสุทธิโดยวิธี Tissue transplanting method 
  การดำเนินงานทุกขั้นตอนจะต้องปลอดเชื้อ (aseptic technique) เร่ ิมจากการทำ moist 
chamber โดยตัดกระดาษทิชชูให้ได้ขนาดเท่าจานเลี้ยงเชื้อแล้ววางลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ เทน้ำกลั่น
ลงบนกระดาษทิชชูปริมาณ 5 มิลลิลิตร นำชิ้นส่วนของข้าวที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นเล็กๆ จากส่วนของข้าว
ที่แสดงอาการของโรคไหม้ และส่วนที่ไม่ได้แสดงอาการให้ติดมาด้วยเล็กน้อย นำตัวอย่างวางบนกระดาษ
ทิชชูที่ในจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้แล้วปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อให้
เชื้อสร้าง conidia ตรวจหา conidia ด้วยกล้อง stereo microscope ใช้แท่งแก้วปลายแหลมเกี่ยวที่ 
conidia นำมาวางบนอาหาร Water agar (WA) ทำการแยกแต่ละ conidia ให้อยู่ห่างกัน บ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำมาส่องด้วยกล้อง stereo microscope เพื่อตรวจหา conidia ที่
งอกแล้ว จากนั้นใช้เข็มเขี่ยเชื้อตัดตรงส่วนปลายของเส้นใยที่งอกจาก conidia ย้ายลงอาหาร Rice Flour 
Agar (RFA) ซึ่งประกอบด้วยข้าวบดละเอียด 20 กรัม วุ้น 20 กรัม และยีสต์ 2 กรัม ต่อน้ำ 1 ลิตร ปล่อย
ให้เชื้อราเจริญเป็นเส้นใยแล้วนำมาตรวจสอบใต้กล้องจุลทรรศน์ (ภาพที่ 3.1) 
 

ภาพที่ 3.1  การตรวจหา conidia ด้วยกล้อง Stereo microscope และการเลือกเกี่ยว conidia ด้วย
หลอดแก้วปลายแหลม 
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 3.1.3 การเก็บรักษาเชื้อรา 
  ทำการเก็บเชื้อราแบบแห้ง ด้วยการนำกระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร ที่
ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว วางลงบนอาหาร RFA จากนั้นวางเชื้อ P. grisea ลงบนกระดาษกรองบ่มทิ้งไว้เมื่อ
ครบ 10 วัน จะพบเส้นใยสีขาวเจริญอยู่บนกระดาษกรอง นำกระดาษกรองออกจากจานเลี้ยงเชื้อ นำไป
ทำให้แห้งในภาชนะแก้วดูดความชื้น เมื่อแห้งแล้วนำกระดาษกรองที่มีเชื้อรามาตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ใส่ถุงซิป
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป  

3.2 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 
 3.2.1 การเตรียมดีเอ็นเอเชื้อรา 
  สกัดดีเอ็นเอจากเส้นใยเชื้อสาเหตุโรคไหม้จำนวน 19 ไอโซเลท (ตารางที่ 3.1) โดยเลี้ยงเชื้อรา
บนอาหาร RFA นาน 4 วัน จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 มิลลิลิตรเจาะที่ปลาย
เส้นใย นำชิ้นส่วนเชื้อราที่เจาะย้ายลงในอาหารเหลว Yeast Extract Glucose (YEG) เขย่าที่ความเร็ว 
100 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 4 วัน กรองเอาแต่เส้นใยเชื้อราด้วยกระดาษกรอง
เพื่อสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของ Matsumato et al. (1999) บดเส้นใยเชื้อราด้วยไนโตรเจนเหลวจนเป็น
ผงแป้ง นำผงแป้งปริมาณ 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม lysis buffer 
(50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM EDTA, 3 % SDS, 1 % β-merceptoethanol) ปริมาณ 
700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน (vortex) จากนั้นนำหลอดบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสด้าน
บนปริมาณ 600 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microtube ใหม่ เติม phenol : chloroform : isoamyl 
alcohol (25:24:1) ปริมาณ 600 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบาๆ ปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 20 นาที ดูดส่วนใสด้านบนปริมาณ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดใหม่ เติม phenol : chloroform 
: isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาณ 500 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบาๆ ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ
ต่อนาที นาน 20 นาที ดูดส่วนใสด้านบนปริมาณ 300 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microtube ใหม่ เติม 3 
M sodium acetate ปริมาณ 30 ไมโครลิตร และ absolute ethyl alcohol ปริมาณ 600 ไมโครลิตร 
พลิกหลอดไปมาเบาๆ บ่มทิ้งไว้ข้ามคืน ที่ -20 องศาเซลเซียส จากนั้นนำมาปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อ
นาที นาน 3 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้งให้เหลือตะกอนดีเอ็นเอที่ก้นหลอดด้านล่าง ล้างตะกอนดีเอ็นเอ
ด้วย ethyl alcohol 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนาที นาน 2 
นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้งให้เหลือตะกอนดีเอ็นเอ ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนดีเอ็นเอแห้ง ละลายตะกอน
ดีเอ็นเอด้วย 1X TE buffer ปริมาณ 50 ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
 3.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  โดยใช้ชุด KAPA3G Plant PCR Kits (Kapa Biosystems, USA) ซึ่งเป็นชุด Kit ที่สามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ได้โดยไม่ต้องผ่านขั้นตอนการเตรียมดีเอ็นเอก่อน ใช้ primer ของ
เครื่องหมาย Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) จำนวน 14 เครื่องหมาย (ตารางที่ 4.2) ใน
ปฏิกิริยา PCR เตรียมส่วนประกอบ (master mix) ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบ
ด้วย dH2O 3.32 ไมโครลิตร, KAPA Plant PCR Buffer (2X) ที่มี MgCl2 และ dNTPs 5 ไมโครลิตร, 
ส่วนผสมระหว่าง Forward Primer (5 µM) และ Reverse Primer (5 µM) 0.6 ไมโครลิตร, KAPA 
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Plant DNA Polymerase (2.5 U/µL) 0.08 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอของเชื้อราความเข้มข้น 10 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตรปริมาณ 1 ไมโครลิตร โดยตั้งอุณหภูมิและกำหนดจำนวนรอบดังนี้ 1) ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จำนวน 1 รอบ 2) ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 3) ที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 4) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  ทำซ้ำขั้นตอนที่ 
2 ถึง 4 จำนวน 40 รอบ 5) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที จำนวน 1 รอบ เมื่อครบจำนวน
รอบนำไปตรวจสอบผลด้วยเทคนิค Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 

ตารางที่ 3.1 เชื้อสาเหตุโรคไหม้ 19 ไอโซเลทที่ใช้ในการทดสอบความต้านทานโรคและแหล่งที่มา 

 3.2.3 การวิเคราะห์ผลจากการทำปฏิกิริยา PCR 
  วิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค PAGE โดยใช้ polyacrylamide gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ 
ตรวจสอบผลด้วยการย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver nitrate (AgNO3) ตามวิธีการของ 
Benbouza et al. (2006) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
  3.2.3.1 การเตรียม chamber และกระจก 
   ทำความสะอาด chamber ด้วย ethyl alcohol 95 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 3 ครั้ง 
เคลือบ chamber ด้วย Gel Save เพื่อป้องกัน acrylamide gel เกาะติดกับ chamber โดยใช้กระดาษ 
kimwipes สุดท้ายเช็ด ethyl alcohol 95 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ครั้ง ด้วยกระดาษ kimwipes แผ่นเดิม 
เพื่อเกลี่ยสารให้ทั่ว chamber สำหรับกระจกเช็ดด้วย ethyl alcohol 95 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 3 ครั้ง 

จังหวัด ไอโซเลท
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ชัยภูมิ  CPM55002, CPM55003
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สุรินทร์  SRN54002
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เคลือบด้วย Glass Bond ปริมาณ 1,000 ไมโครลิตร โดยใช้กระดาษ kimwipes และเช็ด ethyl 
alcohol 95 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 2 ครั้งโดยใช้กระดาษ kimwipes แผ่นเดิม เพื่อเกลี่ยสารให้ทั่วกระจก 
นำ chamber และกระจกมาประกอบเข้าชุดโดยวางกระจกทับลงบน chamber ที่มี spacer วางไว้ตรง
ขอบทั้งสองข้างของ chamber เพื่อให้เกิดช่องว่างระหว่าง chamber กับกระจก ใช้ clamp หนีบกระจก
เข้ากับ chamber 
  3.2.3.2 การเตรียม acrylamide gel 
   เตรียม acrylamide gel โดยมีส่วนประกอบคือ acrylamide gel ความเข้มข้น 6 
เปอร์เซ็นต์ ที่ประกอบด้วย 40 % acrylamide solution ปริมาณ 7.5 มิลลิลิตร ยูเรีย 21.03 กรัม และ 
10X TBE 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ได้ 50 มิลลิลิตรด้วยน้ำกลั่น เติม 10% APS (ammonium 
persulphate) ปริมาณ 200 ไมโครลิตร และ TEMED (N,N,N΄,N΄– tetramethylethylenediamine) 
ปริมาณ 100 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันเบาๆ เท acrylamide gel ลงในช่องว่างระหว่างกระจกกับ 
chamber จนเต็ม เสียบหวีด้านที่ไม่มีซี่แหลมลงไปด้านบนให้ลึก 0.5 เซนติเมตร ตั้งทิ้งไว้รอให้เจลแข็งตัว
ประมาณ 2 ชั่วโมง 
  3.2.3.3 Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 
   ประกอบชุด PAGE (Bio-Active, UK) และต่อเข้ากับเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า 
(electrophoresis power supply) ใช้ 1X TBE buffer ปริมาณ 1,500 มิลลิลิตร เป็นตัวกลาง ดึงหวี
ออก ใช้ปิเปตไล่ฟองอากาศบริเวณขอบเจลออก ทำการ pre-run โดยใช้กำลังไฟที่ 70 วัตต์ นาน 30 นาที 
ระหว่างนี้เตรียมตัวอย่าง โดยเติม sequencing dye  (Formamide 4 9 มิ ล ลิ ลิ ต ร , 0 . 1 % 
bromphenol blue 12.5 มิลลิลิตร, Xylene cyanol 0.0125 กรัม, EDTA 1 มิลลิลิตร) ปริมาณ 10 
ไมโครลิตร  ลงในผลผลิต PCR ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วหมุนเหวี่ยงให้รวมอยู่ก้นหลอด 
เสียบหวีให้ด้านแหลมปักลงบนผิวหน้าของเจล หยอดตัวอย่าง ปริมาณ 2 ไมโครลิตรต่อช่อง ปล่อยกระแส
ไฟฟ้า (run gel) โดยใช้กำลังไฟที่ 45 วัตต์ นาน 5 นาที ดึงหวีออก run gel ต่อ นาน 1 ชั่วโมง 30 นาที 
  3.2.3.4 การย้อมสีแถบดีเอ็นเอ 
   ย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver nitrate ตามวิธีการของ Benbouza et 
al. (2006) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 1) fixation ด้วยสารละลายปริมาณ 2 ลิตร ที่ประกอบด้วย absolute 
alcohol 10 เปอร์เซ็นต์ และ acetic acid 0.5 เปอร์เซ็นต์ แช่นาน 5 นาที 2) impregnation ด้วย
สารละลายปริมาณ 2 ลิตร ที่ประกอบด้วย silver nitrate (AgNO3) ปริมาณ 3 กรัม และ 
formaldehyde 37 เปอร์เซ็นต์ แช่นาน 7 นาที 3) ล้างโดยการนำเจลที่ติดกับกระจกจุ่มลงในน้ำกลั่นแล้ว
ยกขึ้นทันที 4) development ด้วยสารละลายปริมาณ 2 ลิตร ที่ประกอบด้วย sodium hydroxide 
(NaOH) ปริมาณ 30 กรัม และ formaldehyde 37 เปอร์เซ็นต์ แช่นาน 3-5 นาที หรือ จนแถบดีเอ็นเอ
ปรากฏ 5) หยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลายปริมาณ 2 ลิตร ที่ประกอบด้วย absolute alcohol 10 
เปอร์เซ็นต์ และ acetic acid 0.5 เปอร์เซ็นต์ แช่นาน 2 นาที  
 3.2.4 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมและจัดกลุ่มความสัมพันธ์ของเชื้อรา 
  วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS version 2.10 โดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์ความต่าง 
(dissimilarity) ของ Canberra และจัดกลุ่มความสัมพันธ์โดยวิธี SAHN เพื่อสร้างเป็นแผนภาพแสดง
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ความหลากหลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ วิเคราะห์หาค่า polymorphic information content (PIC) 
เพื่อประเมินคุณสมบัติของเครื่องหมาย MGM โดยใช้สูตร (Zheng et al., 2008) 

PICi= 1n- ∑ p2
ij 

j=1 
โดย n คือ จำนวนอัลลีลของเครื่องหมาย i และ Pij คือ ความถี่ของอัลลีล j สำหรับเครื่องหมาย i  

3.3 การคัดเลือกข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่ีมีลักษณะต้านทานโรคไหม้แบบกว้าง 
 3.3.1 สายพันธุ์ข้าวที่ใช้ในการทดสอบ 
  พันธุ์ข้าวที่ใช้ในการทดสอบ ได้รับความอนุเคราะห์จากกองคุ้มครองพันธุ์พืช กรมวิชาการ
เกษตร โดยแบ่งเป็น ข้าวพันธุ์พื้นเมือง 263 สายพันธุ์ (จากภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาค
เหนือ และภาคใต้ จำนวน 69, 88, 67 และ 39 สายพันธุ์ ตามลำดับ) ข้าวพันธุ์แนะนำ 43 สายพันธุ์ และ
ข้าวป่า 5 สายพันธุ์ 
 3.3.2 การคัดเลือกข้าวสายพันธุ์ต้านทานโรค 
  ขั้นตอนนี้ดำเนินการและเผยแพร่โดย Salih et al. (2013) นำเมล็ดข้าวทั้ง 263 สายพันธุ์ 
รวมทั้งพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และพันธุ์ IR64 ซึ่งเป็นสายพันธุ์อ่อนแอและต้านทานโรคไหม้ เพื่อใช้
เป็นการทดลองควบคุม เพาะข้าวแต่ละสายพันธุ์บนกระดาษทิชชูที่ชุ่มน้ำ เมื่อข้าวเริ่มงอก ย้ายลงเพาะใน
ถาดหลุมขนาดกว้าง 7 หลุม ยาว 12 หลุม เพื่อให้ต้นกล้าแข็งแรง เมื่อข้าวอายุ 2 สัปดาห์ (มีใบประมาณ 
3-4 ใบ) ย้ายลงกระถางขนาด 10 นิ้ว โดยใส่ปุ๋ยเคมีสูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 1 ครั้ง ประมาณ 125 
กรัมต่อกระบะ ใส่ปุ๋ยที่ 7 และ 14 วันหลังปลูกลงกระบะแล้ว 
  ปลูกเชื้อสาเหตุโรคไหม้ตามวิธีของ Roumen et al. (1997) ด้วยสารแขวนลอยโคนิเดียของ
เชื้อสาเหตุโรคไหม้จำนวน 29 ไอโซเลท ที่ความเข้มข้น 5 x 105 โคนิเดียต่อมิลลิลิตร เตรียมปริมาณ 100 
มิลลิลิตรต่อกระบะปลูก ปลูกเชื้อด้วยวิธีพ่นหมอกบนใบข้าวที่มีอายุ 2 สัปดาห์ หลังจากปลูกเชื้อแล้ว นำ
ต้นกล้าข้าวไปบ่มในห้องที่มีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส และมีความชื้นสูงเป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้น
ย้ายไปเก็บในโรงเรือนที่มีความชื้นสูง ฉีดพ่นด้วยน้ำเปล่าในช่วงเวลากลางวันในทุกๆ 4 ชั่วโมง เพื่อเพิ่ม
ความชื้น 
 3.3.3 การประเมินโรค 
  ตรวจสอบความต้านทานโรคของข้าวหลังจากปลูกเชื้อแล้ว 7 วัน คัดเลือกสายพันธุ์ที่ไม่แสดง
อาการโรคไหม้เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 

3.4 การวิเคราะห์การกระจายตัวของยีนและการสร้างแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้บน
โครโมโซมข้าว 
 3.4.1 การสร้างประชากรข้าว 
  3.4.1.1 การสร้างประชากรข้าวลูกผสมชั่วที่ 1 (F1 - hybrid) 
   ผสมพันธุ์ระหว่างข้าวขาวดอกมะลิ 105 ใช้เป็นพันธุ์แม่ (female parent) และข้าว
พื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย (GS19769) ใช้เป็นพันธุ์พ่อ (male parent) ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวต้านทานโรคไหม้ที่
ผ่านการคัดเลือกแล้ว (Salih et al., 2013) จากงานวิจัยในโครงการค้นหายีนต้านทานโรคไหม้ที่เกิดจาก
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เชื้อรา P. grisea จากแหล่งพันธุกรรมข้าวพันธุ์พื้นเมืองของประเทศไทย เริ่มจากในช่วงเวลาเย็นก่อนผสม
พันธุ์ 1 วัน เตรียมช่อดอกฝ่ายแม่ (KDML105) โดยการทำหมันเพศผู้ (emasculation) โดยเลือกช่อดอก
ในระยะโผล่ช่อดอก (heading) ใช้กรรไกรตัดดอกที่ผสมตัวเองไปแล้วบริเวณปลายช่อดอกและดอกอ่อน
เกินไปบริเวณโคนช่อดอกทิ้ง เหลือไว้เฉพาะดอกที่จะพร้อมผสมในวันถัดไปประมาณ 20 ดอกต่อช่อ 
สังเกตได้จากอับละอองเกสรอยู่ในตำแหน่งประมาณครึ่งของความยาวกาบหุ้มดอก จากนั้นใช้กรรไกรตัด
ปลายกาบหุ้มดอกประมาณ 1 ใน 3 เฉียงทำมุมประมาณ 45 องศาใช้ปลายเข็มหมุดเขี่ยอับเกสรเพศผู้ 
(anther) ออกจากกาบหุ้มดอกด้วยความระมัดระวัง พ่นดอกเพศเมียด้วยน้ำเปล่าเพื่อให้ความชุ่มชื้นแก่
ดอก คลุมด้วยขวดพลาสติกเจาะรู ช่วงเช้าของวันถัดไปตรวจสอบดอกฝ่ายแม่ที่เตรียมไว้อีกครั้งว่าไม่มีอับ
เกสรเพศผู้หลงเหลืออยู่ นำเกสรเพศผู้จากดอกข้าวพันธุ์พ่อ (GS19769) มาถ่ายลงบนยอดเกสรเพศเมีย 
(stigma) โดยอาจนำทั้งช่อดอกมาเคาะใกล้ๆ ยอดเกสรเพศเมียเพื่อให้ละอองเกสร (pollen grain) ตกลง
บนยอดเกสรเพศเมีย หรือคีบอับละอองเกสร (anther) ใส่ไว้ในกาบดอกเพศเมียที่เตรียมไว้ ผูกป้ายชื่อไว้
กับช่อดอก ระบุชื่อพันธุ์พ่อและแม่พร้อมระบุวันที่ทำการผสมพันธุ์ (fertilization) ปล่อยให้มีการผสม
พันธุ์ และเก็บเกี่ยวเมล็ดหลังจากวันที่ผสมพันธุ์แล้ว 30 วัน ปล่อยให้เมล็ดข้าวพักตัวประมาณ 8 สัปดาห์ 
(ภาพที่ 3.2) 

 
 

 
 
 

 

ภาพที่ 3.2 การผสมพันธุ์ข้าว (ก) คือ ใช้ กรรไกรตั ดปลายกาบหุ้มดอก (ข) คือ ใช้ปลายเข็มหมุ ดเขี่ยอับ
เกสรเพศผู้ (anther) ออก (ค) คือ พ่นดอกเพศเมียด้วยน้ำเปล่า (ง) คือ คลุมด้วยขวด
พลาสติกเจาะรู (จ) คือ คีบอับละอองเกสร (anther) ใส่ไว้ในกาบดอกเพศเมีย (ฉ) คือ นำทั้ง
ช่อดอกเพศผู้มาเคาะใกล้ๆ ยอดเกสรเพศเมีย (ช) คือ เมล็ดที่ได้รับการผสมพันธุ์ 

(ก) (ข)

(ฉ)(จ)

(ง)(ค)

(ช)
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  3.4.1.2 การสร้างประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
   เพาะเมล็ดข้าวลูกผสม F1 ที่ได้จากการผสมพันธุ์ระหว่ างขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเป็น
พันธุ์แม่และข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย (GS19769) ซึ่งเป็นพันธุ์พ่อ ในกระดาษทิชชูที่ชุ่มน้ำ เมื่อข้าวเริ่ม
งอก ย้ายลงเพาะในถาดหลุมเพื่อให้ต้นกล้าแข็งแรง เมื่อข้าวอายุ 2 สัปดาห์ (มีใบประมาณ 3-4 ใบ) ย้าย
ลงกระถางขนาด 10 นิ้ว โดยใส่ปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 (N-P2O5-K2O) รองก้นหลุม และใส่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 
(N-P2O5-K2O) ผสม 15-15-15 (N-P2O5-K2O) เมื่อข้าวอายุ 1, 2 และ 3 เดือน ในปริมาณที่พอเหมาะ เร่ง
ให้ข้าวออกดอกโดยนำข้าวอายุประมาณ 2.5-3 เดือนเข้าห้องมืดเพื่อควบคุมช่วงแสง ในช่วงเวลา 17.00 - 
8.00 นาฬิกา จนข้าวเริ่มตั้งท้อง ปล่อยให้มีการผสมตัวเองตามธรรมชาติ (selfed) บันทึกลักษณะประจำ
พันธุ์ในแต่ละช่วงอายุของข้าว ทั้งในข้าวลูกผสม F1 และข้าวที่ใช้เป็นพันธุ์พ่อและแม่ เก็บเมล็ดพันธุ์ (F2- 
seeds) ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห์ เพื่อทำลายระยะพักตัวของเมล็ด ปลูกประชากรข้าว F2 
เพาะเมล็ดพันธุ์ข้าว F2 (F2- seeds) จำนวน 250 เมล็ดในกระดาษทิชชูที่ชุ ่มน้ ำ เมื่อข้าวเริ่มงอก ย้ายลง
เพาะในกระบะปลูกขนาด กว้าง 7 หลุม ยาว 12 หลุม ใส่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 1 ครั้ง ประมาณ 
125 กรัม ต่อกระบะ ใส่ปุ๋ยที่ 7 และ 14 วันหลังปลูกลงกระบะแล้ว 
 3.4.2 การวิเคราะห์การกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้โดยวิธีทดสอบการเกิดโรคใน
ประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
  3.4.2.1 การเตรียมสารแขวนลอย conidia ของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ 
   นำเชื้อรา P. grisea จำนวน 19 ไอโซเลท (ตารางที่ 3.1) เลี้ยงบนอาหาร RFA เก็บไว้
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ปล่อยให้เชื้อราเจริญเป็นเวลา 10 วัน เมื่อเชื้อราเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยง
เชื้อแล้วนำเชื้อราไปกระตุ้นให้เกิดการสร้าง conidia โดยการเติมน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วปริมาณ 2 
มิลลิลิตร ลงบนหน้าอาหารที่มีเชื้อราเจริญ จากนั้นใช้แท่งแก้วรูปตัวแอลขูดที่บริเวณเส้นใยบนผิวหน้า
อาหารให้ทั่ว เปิดฝาจานเลี้ยงเชื้อทิ้งไว้ให้แห้ง บ่มที่อุณหภูมิห้อง ปล่อยให้เชื้อราสร้าง conidia เป็นเวลา 
2 วัน จะได้ conidia เป็นจำนวนมาก เตรียมสารแขวนลอย conidia ด้วยน้ำกลั่นฆ่าเชื้อ นำสาร
แขวนลอย conidia ที่ได้ไปคำนวณหาความเข้มข้นด้วย haemacytometer ปรับความเข้มข้นของ 
conidia ให้ได้ 105 conidia ต่อมิลลิลิตร เติมเจลาติน 0.5 เปอร์เซ็นต์ สารละลายเจลาตินมีความหนืดสูง
เมื่อพ่นหมอกสารแขวนลอย conidia ที่ผสมเจลาตินลงบนใบข้าว เจลาตินจะจับตัวเป็นฟิล์มปกคลุมแผ่น
ใบข้าว ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการยึดเกาะของ conidia เชื้อรา 
  3.4.2.2 การปลูกเชื้อสาเหตุโรคไหม้บนกล้าข้าว 
   ปลูกเชื้อสาเหตุโรคไหม้ตามวิธีของ Roumen et al. (1997) ด้วยสารแขวนลอย 
conidia ของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 19 ไอโซเลท ที่ความเข้มข้น 105 conidia ต่อมิลลิลิตร เตรียมปริ มาณ 
100 มิลลิลิตรต่อกระบะปลูก พ่นหมอกบนใบข้าวที่มีอายุ 2 สัปดาห์ หลังจากปลูกเชื้อแล้วนำต้นกล้าข้าว
ไปบ่มในห้องที่มีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส และมีความชื้นสูงเป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นย้ายไปเก็บใน
โรงเรือนที่มีความชื้นสูง ฉีดพ่นด้วยน้ำเปล่าในช่วงเวลากลางวันในทุกๆ 4 ชั่วโมง เพื่อเพิ่มความชื้น การ
ทดลองนี้จะทำการปลูกเชื้อ 2 ครั้ง โดยครั้งที่ 2 ปลูกเชื้อในวันที่ 3 หลังจากปลูกเชื้อครั้งแรก 
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  3.4.2.3 วิธีประเมินการเกิดโรคในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
   ตรวจสอบความต้านทานโรคของข้าวหลังจากปลูกเชื้อแล้ว 7 วัน บันทึกผลตาม
เกณฑ์ให้คะแนนการเกิดโรคตามระดับคะแนนของ Roumen et al. (1997) โดยมีระดับคะแนนดังนี้ 
(ภาพที่ 3.3) 

   ระดับ 0 ไม่มีแผลปรากฏ 
   ระดับ 1 แผลจุดกลมสีน้ำตาลเล็กๆ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางน้อยกว่า 0.5 
มิลลิเมตรไม่มีจุดเทาตรงกลางแผล 
   ระดับ 2 แผลกลม หรือ รียาวเล็กน้อย ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 0.5-1 
มิลลิเมตรไม่มีจุดเทาตรงกลางแผล 
   ระดับ 3 แผลจุดเล็กๆ ขนาดประมาณ 1-3 มิลลิเมตร และมีจุดเทาตรงกลางแผล 
   ระดับ 4 แผลจุดเล็กๆ ขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตรหรือยาวกว่า แผลเป็นสีเทา
และมีขอบสีน้ำตาล 
   ระดับ 5 แผลสีเทาเกาะกันเป็นกลุ่ม มีขอบแผลสีน้ำตาล เป็นอาการที่แสดงถึง
ความอ่อนแอต่อโรค 
   ระดับ 6 แผลลุกลามติดต่อกันมีสีเทาไม่มีขอบแผลที่แน่นอน เป็นอาการที่แสดง
ถึงความอ่อนแอต่อโรค 
 

ภาพที่ 3.3 เกณฑ์ให้คะแนนการเกิดโรคตามระดับคะแนนของ Roumen et al. (1997) 
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   แบ่งความต้านทานออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ระดับ 0, 1 และ 2 เป็นกลุ่มที่แสดงความ
ต้านทานโรคไหม้ในระดับสูง ในระดับ 3 และ 4 เป็นกลุ่มที่แสดงความต้านทานโรคไหม้ในระดับปานกลาง 
และในระดับ 5 และ 6 เป็นกลุ่มที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้ (Sallaud et al., 2003)  
  3.3.2.4 การวิเคราะห์การกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ในข้าว 
   วิเคราะห์การกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าว F2 จากข้อมูล
ที่ได้ ซึ่งเป็นข้อมูล phenotype ด้วยการทดสอบ Chi square โดยวิเคราะห์การกระจายตัวของประชากร
ว่าเป็นไปตามที่คาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) ด้วยโปรแกรม Microsoft Excel 2007 (ฟังก์ชัน 
CHISQ.TEST) 

 3.4.3 การวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 
(F2) 
  3.4.3.1 การคัดเลือกเครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพ่อ
และแม่ได้ จากจำนวนเครื่องหมาย microsatellite ทั้งหมด 230 เครื่องหมายที่ครอบคลุมทั้ง 12 
โครโมโซมข้าว (ภาพที่ 3.4)  
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ภาพที่ 3.4  ตำแหน่งของเครื่องหมาย microsatellite 230 เครื่องหมาย บนโครโมโซมของข้าว 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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    3.4.3.1.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
    โดยใช้ชุด KAPA3G Plant PCR Kits (Kapa Biosystems, USA) 
เครื่องหมาย microsatellite ทั้งหมด 230 เครื่องหมายใช้เป็น primer ในปฏิกิริยา PCR นำใบข้าวพันธุ์
ขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเป็นพันธุ์แม่ และใบข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) ซึ่งเป็นพันธุ์พ่อ มาเจาะด้วย Harris 
UNI-CORETM ได้เนื้อเยื่อรูปวงกลมเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.5 มิลลิเมตร ใช้เนื้อเยื่อจำนวน 5 ชิ้น ใส่
ลงใน PCR plate เตรียมส่วนผสม (master mix) ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 ไมโครลิตรประกอบด้วย 
dH2O 4.32 ไมโครลิตร, KAPA Plant PCR Buffer (2X) ที่มี MgCl2 และ dNTPs 5 ไมโครลิตร, ส่วน
ผสมระหว่าง Forward Primer (5 µM) และ Reverse Primer (5 µM) 0.6 ไมโครลิตร และ KAPA 
Plant DNA Polymerase (2.5 U/µL) 0.08 ไมโครลิตร โดยตั้งอุณหภูมิและกำหนดจำนวนรอบดังนี้ 1) 
ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จำนวน 1 รอบ 2) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 20 
วินาที 3) ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที 4) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  
ทำซ้ำขั้นตอนที่ 2 ถึง 4 จำนวน 40 รอบ 5) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที จำนวน 1 รอบ 
เมื่อครบจำนวนรอบนำไปตรวจสอบผลด้วยเทคนิค PAGE 
   3.4.3.1.2 การวิเคราะห์ผลจากการทำปฏิกิริยา PCR 
    วิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค PAGE โดยใช้ polyacrylamide gel ความเข้ม
ข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ตรวจสอบผลโดยการย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver nitrate ตามวิธีการของ 
Benbouza et al. (2006) ตามวิธีการข้อ 3.2.3 
  3.4.3.2 การคัดเลือกเครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง
ความต้านทานและความอ่อนแอได้ 
   นำเครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์พ่อและ
พันธุ์แม่ได้มาคัดเลือกด้วยวิธี bulk segregant analysis (BSA) เพื่อค้นหาเครื่องหมาย microsatellite 
สามารถแยกความแตกต่าง (polymorphism) ระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ โดยใช้ดีเอ็นเอ
รวมของประชากร 6 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 คือดีเอ็นเอของพันธุ์แม่ กลุ่ม 2 ดีเอ็นเอของพันธุ์พ่อ กลุ่มที่ 3 
ดีเอ็นเอของประชากร F2T1 ที่แสดงความต้านทาน (resistant) ระดับ 0 กลุ่มที่ 4 ดีเอ็นเอของประชากร 
F2T1 ที่แสดงความอ่อนแอ (susceptible) ระดับ 5 และ 6 กลุ่มที่ 5 ดีเอ็นเอของประชากร F2T2 ที่แสดง
ความต้านทาน (resistant) ระดับ 0 และกลุ่มที่ 6 ดีเอ็นเอของประชากร F2T2 ที่แสดงความอ่อนแอ 
(susceptible) ระดับ 5 และ 6 
   3.4.3.2.1 การเตรียมดีเอ็นเอข้าว 
    สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB method ตามขั้นตอนดังนี้ ตัดตัวอย่างใบ
ข้าวใส่ในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประมาณครึ่งหลอด เติม CTAB extraction buffer  
[CTAB (hexadecyltrimethylammonium bromide) 2 กรัม, 1 M Tris-HCl (pH=8) 10 มิลลิลิตร, 
0.5 M EDTA pH 8.0 4 มิลลิลิตร, 5 M NaCl 28 มิลลิลิตร, PVP 40 (polyvinylpyrrolidone) 1 กรัม, 
0.2 % β-mercaptoethanol] หลอดละ 700 ไมโครลิตร จากนั้นปั่นด้วยเม็ด bead (2 เม็ ด) นาน 2 
นาที นำหลอดบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม 
chloroform : isoamyl (24:1) 700 ไมโครลิตร แล้วพลิกหลอดไปมา ปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ดูดส่วนใสด้านบนปริมาณ 400 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microtube ใหม่ เติม 
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isopropanol (แช่ -20 องศาเซลเซียส ก่อนใช้งาน) ปริมาณ 400 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบาๆ ปั่น
เหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้งให้เหลือตะกอนดีเอ็นเอที่ก้นหลอดด้าน
ล่าง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย ethyl alcohol 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 
12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้งให้เหลือตะกอนดีเอ็นเอ ล้างตะกอนดีเอ็นเอซ้ำอีก 
2 ครั้ง ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกว่าดีเอ็นเอแห้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย 1X TE buffer ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร วิเคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโน
เมตร เตรียมดีเอ็นให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน ที่ความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร นำไปเป็น
ดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยา PCR 
   3.4.3.2.2 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
    โดยใช้ชุด KAPA3G Plant PCR Kits (Kapa Biosystems, USA) ใช้ 
primer ของเครื่องหมาย microsatellite ในปฏิกิริยา PCR เตรียมส่วนประกอบ (master mix) 
ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 ไมโครลิตรประกอบด้วย dH2O 3.32 ไมโครลิตร, KAPA Plant PCR 
Buffer (2X) ที่มี MgCl2 และ dNTPs 5 ไมโครลิตร, ส่วนผสมระหว่าง Forward Primer (5 µM) และ 
Reverse Primer (5 µM) 0.6 ไมโครลิตร, KAPA Plant DNA Polymerase (2.5 U/µL) 0.08 
ไมโครลิตร และดีเอ็นเอของเชื้อราความเข้มข้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร โดยตั้งอุณหภูมิ
และกำหนดจำนวนรอบดังนี้ 1) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จำนวน 1 รอบ 2) ที่อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที 3) ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที 4) ที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที ทำซ้ำขั้นตอนที่ 2 ถึง 4 จำนวน 40 รอบ 5) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาที จำนวน 1 รอบ เมื่อครบจำนวนรอบนำไปตรวจสอบผลด้วยเทคนิค PAGE 
   3.4.3.2.3 การวิเคราะห์ผลจากการทำปฏิกิริยา PCR  
    วิเคราะห์ผลด้วยวิธีเทคนิค PAGE โดยใช้ polyacrylamide gel ความ
เข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ตรวจสอบผลด้วยการย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver nitrate ตามวิธีการ
ของ Benbouza et al. (2006) ตามวิธีการข้อ 3.2.3 ผลจากการทำปฏิกิริยา PCR กำหนดเครื่องหมาย
ดังนี้ 
    A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ (parent 1, P1) 
    B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ (parent 2, P2) 
    H คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนทั้งพันธุ์พ่อและแม่ 
    เมื่อกำหนดเครื่องหมาย A, B และ H แล้วคัดเลือกเครื่องหมายที่แสดง
รูปแบบดีเอ็นเอในกลุ่ม 4 และ 6 เป็น A หรือกลุ่มใดกลุ่มหนึ่งระหว่าง 4 และ 6 เป็น A มาใช้ในการ
วิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายในประชากร 250 ต้นต่อไป 
  3.4.3.3 การวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
   ใช้เครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างความต้านทาน
และความอ่อนแอได้ จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี bulk segregant analysis (BSA) เป็น primer ใน
ปฏิกิริยา PCR เพื่อวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าว F2 
ทั้งหมด 250 ต้น 
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   3.4.3.3.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
    ใช้ชุด KAPA3G Plant PCR Kits (Kapa Biosystems, USA) นำใบข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ซึ่งเป็นพันธุ์แม่ และใบข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) ซึ่งเป็นพันธุ์พ่อ และประชากร
ข้าว F2 ทั้งหมด 250 ต้น มาเจาะด้ วย Harris UNI-CORETM ได้เนื้อเยื่อรูปวงกลมเส้นผ่านศูนย์กลาง
ขนาด 0.5 มิลลิเมตร ใช้เนื้อเยื่อจำนวน 5 ชิ้น ใส่ลงใน PCR plate เตรียมส่วนประกอบ (master mix) 
ปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 ไมโครลิตรประกอบด้วย dH2O 4.32 ไมโครลิตร, KAPA Plant PCR 
Buffer (2X) ที่มี MgCl2 และ dNTPs 5 ไมโครลิตร, ส่วนผสมของ Forward Primer (5 µM) และ 
Reverse Primer (5 µM) 0.6 ไมโครลิตร และ KAPA Plant DNA Polymerase (2.5 U/µL) 0.08 
ไมโครลิตร โดยตั้งอุณหภูมิและกำหนดจำนวนรอบดังนี้ 1) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จำนวน 1 รอบ 2) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที 3) ที่อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 
15 วินาที 4) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  ทำซ้ำขั้นตอนที่ 2 ถึง 4 จำนวน 40 รอบ 5) 
ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที จำนวน 1 รอบ เมื่อครบจำนวนรอบนำไปตรวจสอบผลด้วย
เทคนิค PAGE 
   3.4.3.3.2 การวิเคราะห์ผลจากการทำปฏิกิริยา PCR 
    วิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค PAGE โดยใช้ polyacrylamide gel ความเข้ม
ข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ตรวจสอบผลโดยการย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver nitrate ตามวิธีการของ 
Benbouza et al. (2006) ตามวิธีการข้อ 3.2.3 ผลจากการทำปฏิกิ ริยา PCR กำหนดเครื่องหมายดังนี้ 
(ภาพที่ 3.5) 
    A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ (parent 1, P1) 
    B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ (parent 2, P2) 
    H คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนทั้งพันธุ์พ่อและแม่ 

 

ภาพที่ 3.5 ตัวอย่างรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของประชากร F2 ที่ปรากฏและการกำหนดเครื่องหมาย A  
  สำหรับประชากรที่มีผลผลิตดีเอ็นเอเหมือนแม่ (P1), B สำหรับประชากรที่มีผลผลิตดีเอ็นเอ 
  เหมือนพ่อ (P2), และ H สำหรับประชากรที่มีผลผลิตดีเอ็นเอเหมือนทั้งแม่และพ่อ 

   A        B        B       A      H       B       B     A      A       A      H       B      B      H       A

 P1 P2 1       2      3      4    5      6      7       8      9      10     11    12     13
ประชากร F2
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   3.4.3.3.3 การวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายในประชากรข้าวชั่วที่ 2 
(F2) ทั้งหมด 250 ต้น 
    วิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายจากข้อมูลที่ได้ ซึ่งเป็นข้อมูล
ทาง genotype ด้วยการทดสอบ Chi square โดยวิเคราะห์การกระจายตัวในประชากรข้าว F2 ทั้งหมด 
250 ต้น ของแต่ละเครื่องหมายว่าเป็นตามที่คาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) ด้วยโปรแกรม 
Microsoft Excel 2007 (ฟังก์ชัน CHISQ.TEST) 
 3.4.4 สร้างแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว จากเปอร์เซ็นต์รีคอมบิ
เนชั่น (recombination) 
  สร้างแผนที่ยีนต้านทานโรคไหม้ โดยการคำนวณหาค่าความถี่ของการเกิด recombination 
หรือความถี่ของการเกิดครอสซิงโอเวอร์ (crossing over) ซึ่งโอกาสเกิด recombination มีความสัมพันธ์
โดยตรงกับระยะทางระหว่างยีนในโครโมโซมเดียวกัน ค่าความถี่ของการเกิด recombination 1 
เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 1 centiMorgans (cM) ซึ่งเป็นหน่วยของระยะห่างระหว่างยีนบนแผนที่ยีน 
(mapping function) ในการทดลองนี้ใช้ข้อมูล phenotype และ genotype ของประชากรเพียง 15 
ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้อย่างชัดเจนพบการเกิดโรคที่ระดับ 5 และ 6 เนื่องจากเป็นประชากรที่
มี phenotype ถูกต้องแน่นอน จึงเป็นประชากรที่เหมาะสมสำหรับนำมาวิเคราะห์เพื่อระบุตำแหน่งที่ตั้ง
ของยีนต้านทานโรคไหม้ในการศึกษานี้ นำข้อมูล phenotype จากการทดสอบการเกิดโรคในประชากร
ข้าวและ genotype  ของแต่ละเครื่องหมายจากการวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายมา
วิเคราะห์ร่วมกัน คำนวณหาค่าความถี่ของการเกิด recombination ของยีนต้านทานโรคไหม้ และค่า
ความถี่การเกิด recombination ของแต่ละคู่ของเครื่องหมายเพื่อวาดแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรค
ไหม้ โดยใช้สูตรดังนี้ (Morgan. 2008) 

  recombination frequency =     number of recombinant progeny 
       total number of progeny 

 3.4.5 การวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite เพื่อยืนยันจำนวนและระบุ
ตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ 
  จากเครื่องหมาย microsatellite จำนวน 66 เครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างพันธุ์พ่อและพันธุ์แม่ได้ นำมาคัดเลือกเครื่องหมายที่มีตำแหน่งตั้งอยู่บนโครโมโซมเดียวกันกับ
เครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ โดยทำการคัดเลือก
เครื่องหมาย microsatellite อื่น ที่มีตำแหน่งตั้งอยู่ใกล้และไกลกับเครื่องหมายที่สามารถแยกความแตก
ต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ นำเครื่องหมายที่คัดเลือกมาวิเคราะห์เพื่อช่วยยืนยันความ
แม่นยำในการจัดกลุ่มของเครื่องหมายดีเอ็นเอ และระบุตำแหน่งที่แน่นอนของยีนต้านทานโรคไหม้บน
โครโมโซมข้าว วิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าว F2 จำนวน 15 
ต้นที่แสดงลักษณะอ่อนแอต่อโรคไหม้อย่างชัดเจน เป็นประชากรที่มี phenotype ที่ถูกต้องแน่นอน 
วิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite โดยดำเนินการตามข้อ 3.4.3.3.1 ถึงข้อ 
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3.4.3.3.3 และสร้างแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว จากเปอร์เซ็นต์รีคอมบิ
เนชั่น (recombination) ตามข้อ 3.3.4 
 3.4.6 การสร้างแผนที่เพื่อระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ด้วยโปรแกรม MAPMAKER  
  ใช้ข้อมูล phrnotype และ gonotype ของแต่ละเครื่องหมายเพื่อสร้างแผนที่พันธุกรรมระบุ
ตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ และเครื่องหมาย microsatellite ด้วยโปรแกรม MAPMAKER/EXP 
version 3.0b (Lincoln et al., 1993) ตามหลักการดังนี้ 
  3.4.6.1 จัดกลุ่มความเชื่อมโยงของแต่ละเครื่องหมายและยีนต้านทานโรคไหม้ โดยกำหนด
ระดับมาตรฐานให้สอดคล้องกับระดับความน่าเชื่อถือและลักษณะของข้อมูลที่คำนวณ ค่ามาตรฐานของ
โปรแกรมจะอยู่ที่ logarithm of odds (LOD) =3.0 
  3.4.6.2 จัดลำดับการวางตัวของแต่ละเครื่องหมาย และตำแหน่งของยีนในแต่ละกลุ่มที่ถูก
แบ่งจากข้อ 3.2.2.6.1 โดยเลือกลำดับการวางตัวของเครื่องหมายที่มีค่า likelihood สูงที่สุด คือ มีค่า 
likelihood = 0.00 
  3.4.6.3 คำนวณหาระยะห่างของแต่ละเครื่องหมายและยีนต้านทานโรคไหม้ โดยเลื อก 
Kosambi function ระยะห่างที่ได้มีหน่วยเป็น centiMorgans (cM) 
  3.4.6.4 ตรวจสอบความถูกต้องของผลที่คำนวณได้ 
  วาดแผนที่พันธุกรรมด้วยโปรแกรม MapChart version 2.2 (Voorrips, 2002) โดยนำ
ข้อมูลระยะห่างของแต่ละเครื่องหมายจากโปรแกรม MAPMAKER มาคำนวณระยะห่างเป็นแบบผลบวก
สะสม (accumulative distance) ในโปรแกรม Microsoft Excel หลักจากนั้นคัดลอกข้อมูลที่เตรียมไว้ 
เข้าโปรแกรม MapChart เลือก file ตามด้วย new วางข้อมูล และเลือก chart โปรแกรมจะสร้างแผนที่
พันธุกรรมให้ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

4.1 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 
  วิเคราะห์ความหลากหลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ จำนวน 19 ไอโซเลท ซึ่งเก็บรวบรวม
จากพื้นที่ปลูกข้าวที่พบว่ามีการระบาดของโรคไหม้ในประเทศไทย โดยสุ่มเลือกเครื่องหมาย MGM 
จำนวน 14 เครื่องหมาย ที่ครอบคลุมทั้ง 7 โครโมโซมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ โดยแบ่งเป็นโครโมโซมละ 
2 เครื่องหมายใช้เป็น primer ในปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบผลจากปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค PAGE 
โดยใช้ polyacrylamide gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver 
nitrate จากเครื่องหมาย MGM ที่ใช้ในการวิเคราะห์ทั้งหมด 14 เครื่องหมาย พบ 13 เครื่องหมาย
สามารถแยกความแตกต่างของพันธุกรรมเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้ ในขณะที่เครื่องหมาย MGM57 ที่อยู่
บนโครโมโซมที่ 2 ไม่สามารถแยกความแตกต่างได้โดยแสดงแถบดีเอ็นเอที่เท่ากันขนาด 210 คู่เบส ทั้ง 
19 ไอโซเลทของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ (ภาพที่ 4.1) เครื่องหมาย MGM จำนวน 13 เครื่องหมาย มีค่า 
polymorphic information content (PIC) อยู่ระหว่าง 0.1 ถึง 0.8 ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.38 แสดงถึง
ความมีศักยภาพของเครื่องหมาย MGM ในการใช้เพื่อวิเคราะห์ความหลากหลายของพันธุกรรมเชื้อ
สาเหตุโรคไหม้ (ตารางที่ 4.1) 
  วิเคราะห์ความหลากหลายของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ด้วยโปรแกรม NTSYS version 2.10 
โดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์ความต่าง (dissimilarity) ของ Canberra และจัดกลุ่มความสัมพันธ์โดยวิธี 
SAHN เพื่อสร้างเป็นแผนภาพแสดงความหลากหลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ จากค่าสัมประสิทธิ์ความ
ต่างที่ 90 เปอร์เซ็นต์ สามารถจัดกลุ่มความสัมพันธ์ของเชื้อสาเหตุโรคไหม้จาก 19 ไอโซเลทได้จำนวน 
4 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่ม 1 คิดเป็น 73 เปอร์เซ็นต์ของประชากรเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่ศึกษา ประกอบด้วยเชื้อ
รา 14 ไอโซเลท ซึ่งเป็นเชื้อราที่ระบาดบริเวณภาคเหนือ ได้แก่ PLK1.1, PLK40.0, THL84, THL191 
และ CRI34.1 เชื้อราที่ระบาดบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ CPM55003, KKN2010 61119, 
KKN2008 7357 และ SRN54002 และเชื้อราที่ระบาดบริเวณภาคกลาง ได้แก่ BKK55003, 
BKK55004, CC055002, RBR55002 และ RBR55004 กลุ่ม 2 คิดเป็น 15 เปอร์เซ็นต์ของประชากร
เชื้อราที่ศึกษา ประกอบด้วยเชื้อรา 3 ไอโซเลท เป็นเชื้อราที่ระบาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ 
NKI2010 13502 และ UBN2010 11351 และเชื้อราที่ระบาดบริเวณภาคใต้ ได้แก่ PL3 นอกจากนี้
พบเชื้อราที่ระบาดบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือถูกจัดกลุ่มแยกออกเป็นเชื้อเดี่ยว ในกลุ่ม 3 และ 4 
ได้แก่ UBN2010 195167 และ CPM55002 ตามลำดับ (ภาพที่ 4.2) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ primer ของเครื่องหมายโมเลกุล MGM และค่า  
   polymorphic information content (PIC) 

ลำดบันวิคลโีอไทด ์(5’ -  3’) PIC

Chr. เครื่องหมาย Forward Reverse

1 MGM446 TTGGGATCTTCGGTAAGACG GCCGACAAGACACTGAATGA 0.101

1 MGM35 GTTGAATTACCTTTCGGACTGG AAGGACTTTGCTCAGACCGTAG 0.803

2 MGM185 AATGCTTCGAGGTCCCAGT GCTTATCGACGGCGTATTTG 0.189

2 MGM57 GATACGGATGCGGTAGAGGA GCCTATTCCTGAGCTTCGTG 0.000

3 MGM436 GACCTTTATCGGATGCGTGT CACACAGTGGCCATCTAACG 0.196

3 MGM209 TCACCCTCAACTGCAGTCAT GTTGCCGCTGTTGTTGAATA 0.285

4 MGM246 CCGGATGTCACCTACCAACT CCTTGTTTTCCCCCTGTGTA 0.484

4 MGM87 GTCCACCGCTTAAACACTGC CTCCACTCGCTATGCACGTA 0.285

5 MGM119 GGGTCGCGTCAGTGAACTA ACGGCTTGAACCCAATACAG 0.706

5 MGM177 TGACTCGACCTGACATCTGC TTCCTGGGACTGTTTCATGG 0.196

6 MGM400 GGCATTACCCAAGAAGCAAA CTCGTTGCAGATGGTGATGA 0.101

6 MGM269 GATGGCCAGGTCAGCTTTT ACTCTTTGCAGCCATGGAAC 0.640

7 MGM282 TTGGCTGGCAAGACAGTTAAT GGGCTTTGTCTATTCCAGCA 0.562

7 MGM286 CGGCTGTGGTTTAACGATTT CCATCAGGATCCATGAACAC 0.488

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.1 รูปแบบดีเอ็นเอของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 19 ไอโซเลท จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้ primer ของเครื่องหมาย MGM209 และ MGM57 (1 คือ BKK55OO3, 2 คือ 
BKK55OO4, 3 คือ CCO55002, 4 คือ CPM55002, 5 คือ CPM55003, 6 คือ 
KKN61119, 7 คือ KKN7357, 8 คือ NKI13502, 9 คือ RBR55001, 10 คือ RBR55004, 
11 คือ SRN54002, 12 คือ THL191, 13 คือ THL84,  14 คือ CRI34.1,  15 คือ 
PLK1.1, 16 คือ PLK40.4, 17 คือ PL3, 18 คือ UBN195167, 19 คือ UBN11351 และ 
M คือ 20 bp DNA ladder) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.2 แผนภาพแสดงความสัมพันธ์ (Dendrogram) ของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 19 ไอโซเลท 
วิเคราะห์โดยวิธี SAHN จากเครื่องหมาย MGM จำนวน 13 เครื่องหมาย 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.2 ข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่มีลักษณะต้านทานโรคไหม้ 
  ผลการคัดเลือกข้าวสายพันธุ์ต้านทานโรคไหม้ด้วยการปลูกเชื้อราที่ผสมกัน 29 ไอโซเลท 
ลงบนต้นกล้าข้าวพันธุ์พื้นเมือง ข้าวพันธุ์แนะนำ และข้าวป่า ทั้งหมด 311 สายพันธุ์ พบข้าวที่สามารถ
ต้านทานต่อการเข้าทำลายของเชื้อราทั้ง 29 ไอโซเลท ในระดับสูง หรือไม่แสดงอาการของโรค จำนวน 
9 สายพันธฺุ์ ประกอบด้วย 
   1. GS23107 
   2. GS19769 
   3. GS20874 
   4. GS23774 
   5. ชัยนาท 1 
   6. สุพรรณบุรี 1 
   7. สุพรรณบุรี 60 
   8. สุพรรณบุรี 90 
   9. เจ้าหอมนิล 
  จากผลการคัดเลือก พบว่าข้าวพันธฺุ์พื้นเมืองที่ต้านทานโรคไหม้ในระดับสูงมีจำนวน 4 สาย
พันธุ์ (ลำดับที่ 1-4) ในจำนวนนี้ ข้าวพื้นเมืองสายพันธุ์ GS19769 ซึ่งมีชื่อเรียกในท้องถิ่นคือ พันธุ์ห้วย 
ถูกเลือกเพื่อใช้ในการศึกษาการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้ในงานวิจัยครั้งนี้ 

4.3 การกระจายตัวของยีนและการสร้างแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว 
 4.3.1 ประชากรข้าว 
  4.3.1.1 ประชากรข้าวลูกผสมชั่วที่ 1 (F1 - hybrid) 
   ลักษณะประจำพันธุ์ของข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) เป็นข้าวเจ้าไว
ต่อช่วงแสงอย่างอ่อน มีขนบนแผ่นใบ แผ่นใบและกาบใบเป็นสีเขียว ลิ้นใบมีสีขาวมีลักษณะ 2 ยอด 
และมีความยาว 26 มิลลิเมตร หูใบและสีข้อต่อใบสีเขียวอ่อน ปล้องสีเขียว ทรงกอแผ่ ยอดเกสรเพศ
เมียและยอดกาบดอกสีขาว กลีบรองดอกสีเขียว ความแข็งลำต้นปานกลาง ความยาวลำต้น 150 
เซนติเมตร คอรวงยาว มีขนบนเปลือกเมล็ด เปลือกเมล็ดสีฟาง (ภาพที่ 4.3) 
   ลักษณะประจำพันธุ์ของข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย (GS19769) เป็นข้าวเจ้าแบบ
นาสวนในอำเภอปาย จังหวัดแม่ฮ่องสอน ไม่มีขนบนแผ่นใบ แผ่นใบมีสีเขียวม่วงที่ปลายใบ กาบใบสี
เขียวเส้นม่วง ลิ้นใบมีสีขาวมีลักษณะ 2 ยอด และมีความยาว 25 มิลลิเมตร หูใบและสีข้อต่อใบสีม่วง 
ปล้องสีเขียว ทรงกอแผ่ ยอดเกสรเพศเมียสีขาว ยอดกาบดอกและกลีบรองดอกสีม่วง ความแข็งลำต้น
ปานกลาง ความยาวลำต้น 150 เซนติเมตร คอรวงยาว มีขนบนเปลือกเมล็ด เปลือกเมล็ดสีฟาง จาก
การสังเกตลักษณะที่พบเห็นได้ชัดเจน และพบว่ามีความแตกต่างจาก KDML105 คือ การมีสีของแผ่น
ใบเป็นสีเขียวปลายม่วง สีกาบใบเขียวเส้นม่วง มีสีของหูใบและข้อต่อใบเป็นสีม่วง รวมถึงสียอดกาบ
ดอกและสีกลีบรองดอกก็ยังเป็นสีม่วง (ภาพที่ 4.3) 
   ลักษณะประจำพันธุ์ของข้าวลูกผสมชั่วที่ 1 (F1- hybrid) ที่ได้จากการผสม
ระหว่างพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 กับข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย (GS19769) มีขนบนแผ่นใบ แผ่นใบมีสี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เขียวเข้ม กาบใบสีม่วง ลิ้นใบมีสีขาวมีลักษณะ 2 ยอด และมีความยาว 25 มิลลิเมตร หูใบและสีข้อต่อ
ใบสีม่วงอ่อน ปล้องสีเขียว ทรงกอแผ่ ยอดเกสรตัวเมียสีม่วงดำ ยอดกาบดอกและกลีบรองดอกสีม่วง 
ความแข็งลำต้นปานกลาง ความยาวลำต้น 150 เซนติเมตร คอรวงยาว มีขนบนเปลือกเมล็ด เปลือก
เมล็ดสีฟาง ลักษณะที่พบว่ามีความเหมือนกับพันธุ์แม่ คือ มีขนบนแผ่นใบ ลักษณะที่พบว่ามีความ
เหมือนกับพันธุ์พ่อ คือ ยอดดอกและกลีบรองดอกสีม่วง และพบลักษณะที่ต่างจากพ่อและแม่ คือ แผ่น
ใบมีสีเขียวเข้ม กาบใบสีม่วง หูใบและสีข้อต่อใบสีม่วงอ่อน และยอดเกสรตัวเมียสีม่วงดำ (ภาพที่ 4.3) 

 

ภาพที่ 4.3  ลักษณะประจำพันธุ์ของข้าว ก) พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) ข) พื้นเมืองไทย
พันธุ์ห้วย (GS19769) และ ค) ลูกผสมชั่วที่ 1 (KDML105 x GS19769) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  4.3.1.2 ประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
   ผสมระหว่างพันธุ์ข้าวขาวดอกมะลิ 105 ใช้เป็นพันธุ์แม่ (female parent) และ
ข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย (GS19769) ใช้เป็นพันธุ์พ่อ (male parent) ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวต้านทานโรค
ไหม้ ได้ข้าวลูกผสมชั่วที่ 1 (F1- hybrid) จำนวน 2 เมล็ด ปลู กและปล่ อยให้มีการผสมตัวเองตาม
ธรรมชาติ ลูกผสมชั่วที่ 1 ต้นที่ 1 (F1T1) ได้เมล็ดจำนวน 165 เมล็ด ลูกผสมชั่วที่ 1 ต้นที่ 2 (F1T2) ได้
เมล็ดจำนวน 85 เมล็ด รวมได้เมล็ดจากข้าวลูกผสม F1 จำนวน 250 เมล็ด (F2- seed) เมื่อนำไปปลูก
จะได้ประชากรข้าว F2 (F2- plant) 
 4.3.2 การกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้โดยวิธีทดสอบการเกิดโรคในประชากร
ข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
  ทดสอบการเกิดโรคโดยการปลูกเชื้อสาเหตุโรคไหม้จำนวน 19 ไอโซเลท บนกล้าข้าว
จำนวน 250 ต้น พบการแสดงออกของลักษณะความต้านทานโรคไหม้ระดับสูง (ระดับ 0, 1 และ 2) 
จำนวน 193 ต้น โดยแยกเป็นประชากรข้าว F2 ที่ได้ จากข้าวลูกผสม F1T1 (F2T1) จำนวน 124 ต้น 
และประชากรข้าว F2 ที่ได้จากข้าวลูกผสม F1T2 (F2T2) จำนวน 69 ต้น แสดงความต้านทานโรคไหม้
ในระดับปานกลาง (ระดับ 3 และ 4) จำนวน 42 ต้น โดยแยกเป็นประชากรข้าว F2T1 จำนวน 33 ต้น 
และประชากรข้าว F2T2 จำนวน 9 ต้น พบลักษณะที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้ (ระดับ 5 และ 6) 
จำนวน 15 ต้น โดยแยกเป็นประชากรข้าว F2T1 จำนวน 8 ต้น และประชากรข้าว F2T2 จำนวน 7 ต้น 
(ตารางที่ 4.2) ผลประเมินการเกิดโรคของประชากรข้าว F2 ทั้งหมด 250 ต้น แบ่งเป็นต้นที่แสดง
ลักษณะต้านทาน 235 ต้น และต้นที่แสดงลักษณะอ่อนแอ 15 ต้น นำข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์การกระ
จายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ว่าเป็นตามที่คาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) โดยทดสอบหา
ค่า Chi square เนื่องจากประชากรที่ศึกษาเป็นประชากรข้าว F2 หากความต้านทานโรคไหม้ที่ศึกษา
ถูกควบคุมด้วยยีนเพียงยีนเดียว การกระจายตัวของยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคไหม้จะเท่ากับ 3:1 
นั่นคือ ต้านทาน (resistance, R): อ่อนแอ (susceptible, S) 

ตารางที่ 4.2  ผลประเมินการเกิดโรคด้วยเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 19 ไอโซเลท บนประชากรข้าวชั ่วที่ 2 
 (F2) จำนวน 250 ต้น 

 * 0-6 คือ ระดับคะแนนการเกิดโรคตามวิธีของ Roumen et al. (1997) 
 ** 0-2 จัดอยู่ในกลุ่มต้านทาน 3-4 จัดอยู่ในกลุ่มต้านทานปานกลาง และ 5-6 จัดอยู่ในกลุ่ม
อ่อนแอต่อ โรคไหม้ (Sallaud et al., 2003) 

ประชากร
จำนวนต้น 
ที่ประเมิน

ต้านทาน** 
(ต้น)

ต้านทาน 
ปานกลาง (ต้น)

อ่อนแอ 
(ต้น)

0* 1 2 3 4 5 6

F2T1 165 75 28 21 30 3 8 0

F2T2 85 59 5 5 5 4 5 2

รวม 250 134 33 26 35 7 13 2

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  ผลการกระจายตัวของยีนควบคุมลักษณะต้านทานในอัตราส่วน 3:1 (R:S) พบค่าสถิติ Chi 
square เท่ากับ 48.133 เมื่อเปรียบเทียบกับตาราง Chi square ที่ degree of freedom (df) 
เท่ากับ 1 พบว่ามีค่าความน่าจะเป็น (Probability, P) เท่ากับ 0.000 แสดงให้เห็นว่าการกระจายตัว
ของยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคไหม้ไม่เป็นไปตามอัตราส่วน 3:1 (R:S) ดังนั้นจึงวิเคราะห์การกระ
จายตัวของยีนควบคุมลักษณะต้านทานในอัตราส่วน 15:1 (R:S) พบมีค่าสถิติ Chi square เท่ากับ 
0.027 เมื่อเปรียบเทียบกับตาราง Chi square ที่ df เท่ากับ 1 พบว่ามีค่า P เท่ากับ 0.870 หรือ 0.90 
< P < 0.95 แสดงให้เห็นว่าการกระจายตัวของยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคไหม้เป็นไปตาม
อัตราส่วน 15:1 (R:S) เป็นไปได้ว่าลักษณะต้านทานโรคไหม้ในข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) ถูกควบคุม
ด้วยยีนหลักที่เป็นยีนเด่นจำนวน 2 ยีน (2 major dominantly resistant genes) โดยยีนหลัก 2 
ตำแหน่งนี้มีปฏิกิริยาข่มข้ามตำแหน่งระหว่างกัน (interallelic interaction) และเมื่อพิจารณาข้อมูล
ในตารางที่ 4.2 จะเห็นว่าในกลุ่มที่ต้านทานมีบางส่วนแสดงความต้านทานปานกลาง แสดงว่าปฏิกิริยา
ระหว่างยีนต้านทานโรคไหม้ 2 ตำแหน่งนี้ในข้าวพันธุ์ห้วยเป็นแบบ (additive-addition interaction) 
(ตารางที่ 4.3) 

ตารางที่ 4.3  อัตราการกระจายตัวของลักษณะต้านทานและอ่อนแอต่อเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 19 ไอ
โซเลท ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) จำนวน 250 ต้น 

* ค่าสถิติ Chi square (X2) =0.05, df=1.0 (3.84, 1), **X2 =0.90, df=1.0 (0.02, 1) R คือ 
Resistant (ต้านทาน), S คือ Susceptible (อ่อนแอ), P คือ Probability 

 4.3.3 การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
  4.3.3.1 เครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้ 
   คัดเลือกเครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่าง (polymorphism) ระหว่างพ่อ
และแม่ได้โดยใช้เครื่องหมาย microsatellite จำนวน 230 เครื่องหมายที่กระจายอยู่บนทุกโครโมโซม
ของข้าวเป็น primer ในปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบผลจากการทำปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค PAGE โดย
ใช้ polyacrylamide gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver 
nitrate พบเครื่องหมาย microsatellite จำนวน 66 เครื่องหมายสามารถแยกความแตกต่าง 
(polymorphism) ระหว่างพ่อและแม่ได้ คิดเป็น 28.44 เปอร์เซ็นต์ของเครื่องหมายทั้งหมด กระจาย
อยู่ทั่วจีโนมของข้าว โดยแบ่งตามโครโมโซมได้ดังนี้ โครโมโซม 1 จำนวน 5 เครื่องหมาย โครโมโซม 2 
จำนวน 7 เครื่องหมาย โครโมโซม 3 จำนวน 4 เครื่องหมาย โครโมโซม 4 จำนวน 9 เครื่องหมาย 

ประชากร (จำนวนต้น)
Expected 

ratio Expected No.
Observed 

No. X2 P

R S R S

F2 (250) 3:1 187.5 62.5 235 15 48.133* 0

F2 (250) 15:1 234.4 15.6 235 15 0.027** 0.87

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โครโมโซม 5 จำนวน 7 เครื่องหมาย โครโมโซม 6 จำนวน 4 เครื่องหมาย โครโมโซม 7 จำนวน 6 
เครื่องหมาย โครโมโซม 8 จำนวน 4 เครื่องหมาย โครโมโซม 9 จำนวน 4 เครื่องหมาย โครโมโซม 10 
จำนวน 4 เครื่องหมาย โครโมโซม 11 จำนวน 7 เครื่องหมาย และโครโมโซม 12 จำนวน 5 
เครื่องหมาย (ตารางที่ 4.4) 
  4.3.3.2 เครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอ
ได้ 
   นำเครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้จำนวน 66 
เครื่องหมายมาคัดเลือกเครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยกความแตกต่าง (polymorphism) 
ระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ ด้วยวิธี bulk segregant analysis (BSA) โดยใช้ดีเอ็นเอ
รวมของประชากร 6 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 คือดีเอ็นเอของพันธุ์แม่ กลุ่ม 2 ดีเอ็นเอของพันธุ์พ่อ กลุ่มที่ 
3 ดีเอ็นเอของประชากร F2T1 ที ่แสดงความต้านทาน (resistant) ระดับ 0 กลุ่มที่ 4 ดีเอ็นเอของ
ประชากร F2T1 ที่แสดงความอ่อนแอ (susceptible) ระดับ 5 และ 6 กลุ่มที่ 5 ดีเอ็นเอของประชากร 
F2T2 ที่แสดงความต้านทาน (resistant) ระดับ 0 และกลุ่มที่ 6 ดีเอ็ นเอของประชากร F2T2 ที่แสดง
ความอ่อนแอ (susceptible) ระดับ 5 และ 6 นำดีเอ็นเอของแต่ละกลุ่มมาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR 
ตรวจสอบผลจากการทำปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค PAGE ด้วย polyacrylamide gel ความเข้มข้น 6 
เปอร์เซ็นต์ ย้อมสีแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนเจลด้วยสารละลาย silver nitrate วิเคราะห์แปลงรูปแบบ
ดีเอ็นเอเป็นข้อมูล A, B และ H โดยกำหนดให้ A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ B คือ มี
ผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ H คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ พบเครื่องหมาย 
microsatellite ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้จำนวน 3 
เครื่องหมาย ได้แก่ เครื่องหมาย RM125 ซึ่งมีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซมที่ 7 มีการแสดงของ
เครื่องหมายเรียงตามกลุ่ม 1 ถึง 6 คือ ABHABA เครื่องหมาย RM144 อยู่บนโครโมโซมที่ 11 มีการ
แสดงของเครื่องหมายเรียงตามกลุ่ม 1 ถึง 6  คือ ABHAHA และเครื่องหมาย RM224 อยู่บน
โครโมโซมที่ 11 มีการแสดงของเครื่องหมายเรียงตามกลุ่ม 1 ถึง 6  คือ ABBABA นอกจากนี้ยังพบ
เครื่องหมาย microsatellite ที่มีความเป็นไปได้ว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างความต้านทาน
และความอ่อนแอได้ คือ เครื่องหมาย RM247 อยู่บนโครโมโซมที่ 12 มีการแสดงของเครื่องหมายเรียง
ตามกลุ่ม 1 ถึง 6 คือ ABHABH แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมาย RM247 สามารถแยกความแตกต่างของ
กลุ่มที่แสดงความต้านทานและความอ่อนแอได้ในประชากรข้าว F2T1 เท่านั้น ดังนั้นจึงเลือกใช้
เครื่องหมาย RM125, RM144 และ RM224 เพื่อวิเคราะห์การกระจายตัวของของเครื่องหมาย 
microsatellite ในประชากรข้าว F2 จำนวน 250 ต้นต่อไป (ภาพที่ 4.4 และตารางที่ 4.4) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.4 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของเครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างพ่อและแม่ได้จำนวน 66 เครื่องหมาย และผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี bulk 
segregant analysis (BSA) 

Primer sequences (5'-3') BSA

Chr. Marker Forward primer Reverse primer score band

1 RM495 AATCCAAGGTGCAGAGATGG CAACGATGACGAACACAACC ABHHHH*

RM312 GTATGCATATTTGATAAGAG AAGTCACCGAGTTTACCTTC ABHAHH

RM428 AACAGATGGCATCGTCTTCC CGCTGCATCCACTACTGTTG ABABBB

1 RM433 GATGGTTTTCATCGGCTACG AGTCCCAGAATGTCGTTTCG ABBBBB*

RM472 CCATGGCCTGAGAGAGAGAG AGCTAAATGGCCATACGGTG ABHHHH

2 RM106 CGTCTTCATCATCGTCGCCCCG GGCCCATCCCGTCGTGGATCTC ABHHHH

RM6 GTCCCCTCCACCCAATTC TCGTCTACTGTTGGCTGCAC ABHHHH

RM208 TCTGCAAGCCTTGTCTGATG TAAGTCGATCATTGTGTGGACC ABABAA

RM71 CTAGAGGCGAAAACGAGATG GGGTGGGCGAGGTAATAATG ABHHHH

RM341 CAAGAAACCTCAATCCGAGC CTCCTCCCGATCCCAATC ABHHHH

RM475 CCTCACGATTTTCCTCCAAC ACGGTGGGATTAGACTGTGC ABHHHH

RM526 CCCAAGCAATACGTCCCTAG ACCTGGTCATGACAAGGAGG ABHHHH

3 RM55 CCGTCGCCGTAGTAGAGAAG TCCCGGTTATTTTAAGGCG ABHHHH

OSR16 AAAACTAGCTTGCAAAGGGGA TGCCGGCTGATCTTGTTCTC ABAAAH

RM7 TTCGCCATGAAGTCTCTCG CCTCCCATCATTTCGTTGTT ABHHHB

RM85 CCAAAGATGAAACCTGGATTG GCACAAGGTGAGCAGTCC ABBAAH

4 RM551 AGCCCAGACTAGCATGATTG GAAGGCGAGAAGGATCACAG ABHHHH

RM471 ACGCACAAGCAGATGATGAG GGGAGAAGACGAATGTTTGC ABHHHH

RM252 TTCGCTGACGTGATAGGTTG ATGACTTGATCCCGAGAACG ABHHHH

RM280 ACACGATCCACTTTGCGC TGTGTCTTGAGCAGCCAGG ABHHHH

RM559 ACGTACACTTGGCCCTATGC ATGGGTGTCAGTTTGCTTCC ABHHHH

RM3524 CGGAGCTGGTCTAGCCATC GTCTCCGTCTTCCTCACTCG ABHHHH

RM1136 ATGTCATCCAGAGTCGCCTC AGGACGTATTCACACACGAC ABHHHH
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Primer sequences (5'-3') BSA

Chr. Marker Forward primer Reverse primer score band

4 RM241 GAGCCAAATAAGATCGCTGA TGCAAGCAGCAGATTTAGTG ABHHHH

  RM6748 ATTGGGTTTCTCATATTATG CCAACACTCCTAACTAGTTC ABHHHH

5 RM413 GGCGATTCTTGGATGAAGAG TCCCCACCAATCTTGTCTTC ABHHHH

RM509 TAGTGAGGGAGTGGAAACGG ATCGTCCCCACAATCTCATC ABHHHH

RM178 TCGCGTGAAAGATAAGCGGCGC GATCACCGTTCCCTCCGCCTGC ABBBBH

RM2010 ATCTTCTAGGAAATCGAGGA GTTGGCAACTTGTAGTCTTG ABHHHH

RM5140 GACGAGGTTGTTTATTAGTG CTTATTTTCACGTGTACGTT ABBBBA

RM598 GAATCGCACACGTGATGAAC ATGCGACTGATCGGTACTCC ABHHHH

RM3663 CATCAACCTCCACGAACATG CTCGGTGGTGATCCTCCTC ABHHHH

6 RM204 GTGACTGACTTGGTCATAGGG GCTAGCCATGCTCTCGTACC ABHHHH*

RM225 TGCCCATATGGTCTGGATG GAAAGTGGATCAGGAAGGC ABHHHH

RM136 GAGAGCTCAGCTGCTGCCTCTAGC GAGGAGCGCCACGGTGTACGCC ABBHBH

RM7434 GGAGGAAAGGTTGGAGAAGG TTTCCCGTATTCCATGAGCC ABHHHH

7 RM125 ATCAGCAGCCATGGCAGCGACC AGGGGATCATGTGCCGAAGGCC ABHABA

RM11 TCTCCTCTTCCCCCGATC ATAGCGGGCGAGGCTTAG ABHHHH

RM4098 CGTTTGGATGAAGAAGAAGA AGTGTTCGTTTCGGATTAGA ABHHHH

RM1253 CTGAACTTGCCTGAGAACTC GACGACCTCTCCATGCTCG ABHHHH

RM1973 GAGTTGCAAGGATATTTTAA TGGAGCCTAGAGAATACATA ABHHHH

  RM1132 ATCACCTGAGAAACATCCGG CTCCTCCCACGTCAAGGTC ABHHHH

8 RM152 GAAACCACCACACCTCACCG CCGTAGACCTTCTTGAAGTAG ABHHHH

RM44 ACGGGCAATCCGAACAACC TCGGGAAAACCTACCCTACC ABHHHH

RM38 ACGAGCTCTCGATCAGCCTA TCGGTCTCCATGTCCCAC ABABBH

RM8264 ACGCTCCTCGCTTTCTAC GCACCTCACACCAGTAATTC ABHHHH

9 RM201 CTCGTTTATTACCTACAGTACC CTACCTCCTTTCTAGACCGATA ABHHHH

RM205 CTGGTTCTGTATGGGAGCAG CTGGCCCTTCACGTTTCAGTG ABHHHH

RM5122 CTCGCAATTTATACGTAATC CTCACGAAATAAAATGAGTG ABHHHH

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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*เรียงตามกลุ่ม 1 ถึง 6 โดย A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่, B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอ
เหมือนพันธุ์พ่อ, H คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ 

Primer sequences (5'-3') BSA

Chr. Marker Forward primer Reverse primer score band

9 RM1553 AATTAGAGGGTCCACATGTC ATTACCCTCATTTTCTACGC ABHHHH

10 RM474 AAGATGTACGGGTGGCATTC TATGAGCTGGTGAGCAATGG ABHHHH

RM590 CATCTCCGCTCTCCATGC GGAGTTGGGGTCTTGTTCG ABHHHH

RM7217 TTTGTAGGATGACACGTGGC CGGGATTTCAGTACCTCACG ABAAAA

RM3123 ATTTCCCACACATCTCGCTG GTGTCGCCGGTCAAGAAC ABHHHH

11 RM287 TTCCCTGTTAAGAGAGAAATC GTGTATTTGGTGAAAGCAAC ABHHHH

RM457 CTCCAGCATGGCCTTTCTAC ACCTGATGGTCAAAGATGGG ABHHHH

RM206 CCCATGCGTTTAACTATTCT CGTTCCATCGATCCGTATGG ABHHHH

RM224 ATCGATCGATCTTCACGAGG TGCTATAAAAGGCATTCGGG ABBABA

RM144 TGCCCTGGCGCAAATTTGATCC GCTAGAGGAGATCAGATGGTAGTGCATG ABHAHA

RM3717 AGCTCTACCTTTGCTGTCGG AACTCCCTAGACCCACCTGC ABHHHH

11  RM4601 CATACATGTGAACCTGACTG CTAGCTTAGCATCTCCTCAA ABHHHH*

12 RM415 CTTCGATCCATCATCCATGG ATTGCTGTACGCAGTTTCGG ABHHHH

RM247 TAGTGCCGATCGATGTAACG CATATGGTTTTGACAAAGCG ABHABH

RM235 AGAAGCTAGGGCTAACGAAC TCACCTGGTCAGCCTCTTTC ABBBBB

RM1261 GTCCATGCCCAAGACACAAC GTTACATCATGGGTGACCCC ABHHHH

  RM1103 CAGCTGCTGCTACTACACCG CTACTCCACGTCCATGCATG ABBBBB

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.4  รูปแบบดีเอ็นเอของเครื่องหมายที่วิเคราะห์ด้วยวิธี bulk segregant analysis (BSA) 
เลข 1 คือ ขาวดอกมะลิ 105 เป็นพันธุ์แม่, 2 คือ พันธุ์ห้วย (GS19769) เป็นพันธุ์พ่อ, 3 
คือ ประชากรข้าว F2T1 กลุ่มต้านทาน, 4 คือ ประชากรข้าว F2T1 กลุ่มอ่อนแอ, 5 คือ 
ประชากรข้าว F2T2 กลุ่มต้านทาน, 6 คือ ประชากรข้าว F2T2 กลุ่มอ่อนแอ, A คื อ มี
ผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่, B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ, H คือ มี
ผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ 

  4.3.3.3 การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
   ใช้เครื่องหมาย microsatellite RM125, RM144 และ RM224 เป็น primer ใน
ปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบผลจากการทำปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค PAGE โดยใช้ polyacrylamide 
gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย silver nitrate วิเคราะห์แปลงรูป
แบบดีเอ็นเอเป็นข้อมูล A, B และ H โดยกำหนดให้ A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ B คือ มี
ผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ H คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ ผลการวิเคราะห์
ของเครื่องหมาย RM144 ในประชากรข้าว F2 จำนวน 250 ต้น พบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่
กำหนดให้เป็น A จำนวน 71 ต้น พบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อกำหนดให้เป็น B จำนวน 46 
ต้น และพบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนทั้งพันธุ์พ่อและแม่กำหนดให้เป็น H จำนวน 133 ต้น ผลการ
วิเคราะห์ของเครื่องหมาย RM224 ในประชากรข้าว F2 จำนวน 250 ต้น พบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือน
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พันธุ์แม่กำหนดให้เป็น A จำนวน 66 ต้น พบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อกำหนดให้เป็น B 
จำนวน 49 ต้น และพบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนทั้งพันธุ์พ่อและแม่กำหนดให้เป็น H จำนวน 135 ต้น
และผลการวิเคราะห์ของเครื่องหมาย RM125 ในประชากรข้าว F2 จำนวน 250 ต้น พบผลผลิตชิ้น
ดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่กำหนดให้เป็น A จำนวน 65 ต้น พบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อกำหนด
ให้เป็น B จำนวน 55 ต้น และพบผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนทั้งพันธุ์พ่อและแม่กำหนดให้เป็น H 
จำนวน 130 ต้น (ตารางที่ 4.5) 
   จากนั้นวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย RM125, RM144 และ RM224 
ในประชากรข้าว F2 ว่าเป็นตามที่คาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) โดยทดสอบหาค่า Chi square 
วิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายในอัตราส่วน 1 : 2 : 1 นั่นคือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือน
พันธุ์พ่อ (B): มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ (H): มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ (A) 
ผลการวิเคราะห์พบว่าค่าสถิติ Chi square สำหรับการกระจายตัวของเครื่องหมายในอัตราส่วน 1 : 
2 : 1 (B:H:A) ของเครื่องหมาย RM144 มีค่าเท่ากับ 6.024 เมื่อเปรียบเทียบกับตาราง Chi square ที่ 
df  เท่ากับ 2 พบว่ามีค่า P เท่ากับ 0.049 หรืออยู่ระหว่าง 0.025<P<0.05 (ตารางที่ 4.5, ภาพที่ 4.5) 
เครื่องหมาย RM224 มีค่าสถิติ Chi square เท่ากับ 3.912 เมื่อเปรียบเทียบกับตาราง Chi square ที่ 
df  เท่ากับ 2 พบว่ามีค่า P เท่ากับ 0.141 หรืออยู่ระหว่าง 0.10<P<0.25 (ตารางที่ 4.5, ภาพที่ 4.6) 
และเครื่องหมาย RM125 มีค่าสถิติ Chi square เท่ากับ 1.200  เมื่อเปรียบเทียบกับตาราง Chi 
square ที่ df  เท่ากับ 2 พบว่ามีค่า P เท่ากับ 0.549 หรืออยู่ระหว่าง 0.50<P<0.75 แสดงให้เห็น
ว่าการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้เป็นไปตามสัดส่วน 1 : 2 : 1 (B:H:A) (ตารางที่ 4.5, ภาพที่ 
4.7) 
 4.3.4 สร้างแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว จากเปอร์เซ็นต์รีคอมบิ
เนชั่น (recombination) 
  โอกาสเกิด recombination มีความสัมพันธ์โดยตรงกับระยะทางระหว่างยีนในโครโมโซม
เดียวกัน ค่าความถี่ของการเกิด recombination 1 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ 1 centiMorgans (cM) ซึ่ง
เป็นหน่วยของระยะห่างระหว่างยีนบนแผนที่ยีน (mapping function) ในการทดลองนี้ใช้ข้อมูล 
phenotype และ genotype ของประชากรเพียง 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้อย่างชัดเจน 
พบการเกิดโรคที่ระดับ 5 และ 6 เป็นประชากรที่มี phenotype ถูกต้องแน่นอน จึงเป็นประชากรที่
เหมาะสมสำหรับนำมาวิเคราะห์เพื่อระบุตำแหน่งที่ตั้งของยีนต้านทานโรคไหม้ พบว่าเครื่องหมาย 
RM144 และ RM224 ซึ่งมีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 11 มีการเกิด recombination เท่ากับ 20 
เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่ายีนต้านทานโรคไหม้มีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RM144 และ RM224 
โดยมีระยะห่างจากทั้ง 2 เครื่องหมายเป็นระยะทาง 20 cM และมีตำแหน่งที่ตั้งอยู่บนโครโมโซม 11 
ผลของเครื่องหมาย RM125 ซึ่งมีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 7 มีการเกิด recombination เท่ากับ 60 
เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าเครื่องหมายเป็นอิสระจากยีนต้านทานโรคไหม้อาจอยู่ห่างจากยีนต้านทานโรคไหม้
มากเป็นระยะทาง 60 cM หรือไม่ได้มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซมเดียวกันกับยีนต้านทานโรคไหม้ 
(ตารางที่ 4.6, ภาพที่ 4.8) เพื่อเป็นการช่วยยืนยันถึงการมีอยู่ของจำนวนยีนและระบุตำแหน่งที่ตั้งของ
ยีนต้านทานโรคไหม้ที่ชัดเจนขึ้น จึงทำการวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite 
ต่อไป 
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ตารางที่ 4.5 อัตราการกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรชั่วที่ 2 (F2) 
จำนวน 250 ต้น 

*ค่า Chi square (X2) =0.05, df=2.0 (5.99, 2), **X2 =0.1, df=2.0 (4.61, 2),***X2 =0.5, df=2.0 
(1.39, 2) A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ H คือ 
มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ 

 4.3.5 การวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite เพื่อยืนยันจำนวนและ
ระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ 
  จากผลการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ในข้าว ด้วยการทดสอบการเกิดโรคใน
ประชากรข้าว F2 ทั้งหมดจำนวน 250 ต้น พบว่าการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้เป็นไป
ตามอัตราส่วน 15:1 (R:S) เป็นไปได้ว่าลักษณะต้านทานโรคไหม้ในข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) ถูก
ควบคุมด้วยยีนหลักที่เป็นยีนเด่นจำนวน 2 ยีน (2 major dominantly resistant genes) และผล
การกระจายตัวของเครื่องหมาย RM125 บนโครโมโซม 7, RM144 และ RM224 บนโครโมโซม 11 ใน
ประชากรข้าว F2 ทั้งหมดจำนวน 250 ต้น พบทั้ง 3 เครื่องหมายมีการกระจายตัวของเครื่องหมายใน
อัตราส่วน 1 : 2 : 1 (B : H : A) เมื่อคำนวณเปอร์เซ็นต์การเกิด recombination เพื่อสร้างแผนที่ระบุ
ตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ พบเครื่องหมาย RM144 และ RM224 มีการเกิด recombination เท่า
กัน คือ 20 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่ายีนต้านทานโรคไหม้มีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RM144 
และ RM224 บนโครโมโซม 11 
  เพื่อค้นหายีนต้านทานโรคไหม้ที่ควบคุมความต้านทานในข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) ซึ่ง
อาจมีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RM125 ที่มีตำแหน่งบนโครโมโซม 7 และ RM247 มีตำแหน่งบน
โครโมโซม 12 ซึ่งเป็นเครื่องหมายที่มีความเป็นไปได้ว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างความ
ต้านทานและความอ่อนแอได้ (ภาพที่ 4.4) เนื่องจากสามารถแยกความแตกต่างของกลุ่มที่แสดงความ
ต้านทานและความอ่อนแอได้ในประชากรข้าว F2T1 จึงคัดเลือกเครื่องหมายที่สามารถแยกความแตก
ต่างระหว่างพ่อและแม่ได้ และมีตำแหน่งของเครื่องหมายบนโครโมโซม 7 จำนวน 2 เครื่องหมาย 
ได้แก่ เครื่องหมาย RM11 และ RM1132 (ภาพที่ 4.8) และคัดเลือกเครื่องหมายบนโครโมโซม 12 ที่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้จำนวน 2 เครื่องหมาย ได้แก่ เครื่องหมาย RM1261 
และ RM235 (ภาพที่ 4.9) นำมาวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายในประชากร 15 ต้นที่แสดง

ประชากร 
(จำนวน
ต้น)

โครโมโซ
ม เครื่องหมาย

Expected 
ratio

Expected No. Observed No.

X2
Probabilit

yB H A B H A

F2(250) 11 RM144 1:2:1 62.5 125 62.5 46 133 71 6.024* 0.049

11 RM224 1:2:1 62.5 125 62.5 49 135 66 3.912** 0.141

7 RM125 1:2:1 62.5 125 62.5 55 130 65
1.200**

* 0.549
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ความอ่อนแอต่อโรคไหม้อย่างชัดเจนเป็นประชากรที่มี phenotype ที่ถูกต้องแน่นอน วิเคราะห์การก
ระจายตัวของเครื่องหมาย โดยใช้เทคนิค PCR ตรวจสอบผลจากการทำปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค 
PAGE โดยใช้ polyacrylamide gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย 
silver nitrate วิเคราะห์แปลงรูปแบบดีเอ็นเอเป็นข้อมูล A, B และ H โดยกำหนดให้ A คือ มีผลผลิต
ชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่ B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ H คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอ
เหมือนพันธุ์พ่อและแม่ และคำนวณเปอร์เซ็นต์การเกิด recombination เพื่อหาระยะทางระหว่าง
เครื่องหมายและยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว จากการวิเคราะห์การกระจายตัวของ
เครื่องหมาย RM11 และ RM1132 พบว่าไม่มีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ โดยมีเปอร์เซ็นต์ 
recombination เท่ากับ 73.33 และ 80 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ  ส่วนเครื่องหมายที่มีตำแหน่งอยู่บน
โครโมโซมที่ 12 ได้แก่ RM247, RM1261 และ RM235 มีเปอร์เซ็นต์ recombination เท่ากับ 73.33, 
53.33 และ 66.66 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ เนื่องจากทั้ง 3 เครื่องหมายมีเปอร์เซ็นต์ recombination 
มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าเครื่องหมายเป็นอิสระจากยีนต้านทานโรคไหม้อาจอยู่ห่างจากยีน
ต้านทานโรคไหม้มาก หรือ ไม่ได้มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซมเดียวกันกับยีนต้านทานโรคไหม้ (ตารางที่ 
4.6) 
  เพื่อระบุตำแหน่งที่แน่นอนของยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซม 11 ในข้าวพื้นเมืองไทย
พันธุ์ห้วย (GS19769) จึงคัดเลือกเครื่องหมาย microsatellite บนโครโมโซม 11 ที่สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้ และมีตำแหน่งของเครื่องหมายอยู่ใกล้และอยู่ไกลจากเครื่องหมาย 
RM144 และ RM224 จำนวน 3 เครื่องหมาย ได้แก่ เครื่องหมาย RM5926, RM6094 และ RM287 
(ภาพที่ 4.10) นำมาวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมายในประชากร 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอ
ต่อโรคไหม้อย่างชัดเจนเป็นประชากรที่มี phenotype ที่ถูกต้องแน่นอน วิเคราะห์การกระจายตัวของ
เครื่องหมาย โดยใช้เทคนิค PCR ตรวจสอบผลจากการทำปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค PAGE โดยใช้ 
polyacrylamide gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ ย้อมสีแถบดีเอ็นเอด้วย silver nitrate (AgNO3) 
วิเคราะห์แปลงรูปแบบดีเอ็นเอเป็นข้อมูล A, B และ H โดยกำหนดให้ A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอ
เหมือนพันธุ์แม่ B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ H คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ
และแม่ และคำนวณเปอร์เซ็นต์การเกิด recombination เพื่อหาระยะทางระหว่างเครื่องหมายและ
ยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว ผลจากการวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย RM5926, 
RM6094 และ RM287 พบว่ามีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ โดยพบว่ามีเปอร์เซ็นต์ 
recombination เท่ากับ  26.67,  26.67 และ 60 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางที่ 4.6) นำข้อมูล 
genotype ของเครื่องหมายบนโครโมโซม 11 ที่ทำการวิเคราะห์ทั้งหมดมาวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูล 
phenotype ของประชากร 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้อย่างชัดเจนเป็นประชากรที่มี 
phenotype ที่ถูกต้องแน่นอน โดยคำนวณเปอร์เซ็นต์ recombination ระหว่างแต่ละคู่ของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอ เพื่อวาดภาพระบุตำแหน่งของเครื่องหมายดีเอ็นเอตามเปอร์เซ็นต์การเกิด 
recombination ระยะห่างบนโครโมโซมมีหน่วยเป็น centiMorgans (cM) แสดงให้เห็นว่ายีน
ต้านทานโรคไหม้มีตำแหน่งที่ตั้งอยู่บนโครโมโซมที่ 11 มีระยะห่างจากเครื่องหมาย RM144 และ 
RM224 เป็นระยะทาง 20 cM มีระยะห่างจากเครื่องหมาย RM5926 เป็นระยะทาง 26.67 cM มี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ระยะห่างจากเครื่องหมาย RM6094 เป็นระยะทาง 33.34 cM และมีระยะห่างจากเครื่องหมาย 
RM287 เป็นระยะทาง 86.67 cM (ภาพที่ 4.11 ก ) 

 4.3.6 การสร้างแผนที่เพื่อระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ด้วยโปรแกรม MAPMAKER 
  สร้างแผนที่ยีนต้านทานโรคไหม้ โดยนำข้อมูลการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้
ที่ได้จากการทดสอบการเกิดโรคไหม้ในประชากรข้าว F2 ซึ่งเป็นข้อมูล phenotype และข้อมูลการก
ระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากร 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้อย่าง
ชัดเจน ซึ่งเป็นข้อมูล genotype มาวิเคราะห์ร่วมกัน ทำการจัดกลุ่มและคำนวณหาค่าระยะห่างของ
แต่ละเครื่องหมาย และระหว่างเครื่องหมายกับยีนต้านทานโรคไหม้ ด้วยโปรแกรม MAPMAKER/EXP 
version 3.0b และวาดแผนที่พันธุกรรมด้วยโปรแกรม MapChart version 2.2 จัดกลุ่มเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอและยีนต้านทานโรคไหม้ที่มีความใกล้ชิดกัน ที่ค่า logarithm of odds (LOD) =3.0 พบ
เครื่องหมายที่มีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ในข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) คือ เครื่องหมาย 
RM144, RM224, RM5926 และ RM6094 มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซมที่ 11 จากการคำนวณหาระยะ
ห่างของแต่ละเครื่องหมาย และระหว่างเครื่องหมายกับยีนต้านทานโรคไหม้ด้วย Kosambi function 
พบว่ายีนต้านทานโรคไหม้มีระยะห่างจากเครื่องหมาย RM144 และ RM224 เป็นระยะทางเท่ากันคือ 
13.7 cM ห่างจากเครื่องหมาย RM5926 เป็นระยะทาง 17.1 cM และห่างจากเครื่องหมาย RM6094 
เป็นระยะทาง 20.5 cM (ภาพที่ 4.11 ข) 
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ภาพที่ 4.5 รปูแบบดเีอน็เอของเครื่องหมาย RM144 ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) จำนวน 250 ต้น ด้วย 

เลข 1 คือ พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105, 2 คือ พันธุ์ห้วย (GS19769)  

 

  

ภาพที่ 4.6 รปูแบบดเีอน็เอของเครื่องหมาย RM224 ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) จำนวน 250 ต้น ด้วย 

เลข 1 คือ พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105, 2 คือ พันธุ์ห้วย (GS19769)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.7 รปูแบบดเีอน็เอของเครื่องหมาย RM125 ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) จำนวน 250 ต้น ด้วย 
เลข 1 คือ พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105, 2 คือ พันธุ์ห้วย (GS19769) 

 

ภาพที่ 4.8 รปูแบบดเีอน็เอของเครื่องหมาย RM11 และ RM1132 โครโมโซม 7 ในประชากรข้าว 
    15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้ P1 คอื พนัธุ์ขาวดอกมะล ิ105, P2 คอื พนัธุ์หว้ย 
    (GS19769) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.9 รปูแบบดเีอน็เอของเครื่องหมาย RM247, RM1261 และ RM235 โครโมโซม 12 ในประชากร
ข้าว 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้ P1 คอื พนัธุ์ขาวดอกมะล ิ105, P2 คอื พนัธุ์ห้วย 
(GS19769)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.10 รปูแบบดเีอน็เอของเครื่องหมาย RM5926, RM6094 และ RM287 โครโมโซม 11 ใน
ประชากรข้าว 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้ P1 คอื พนัธุ ์ขาวดอกมะล1ิ05, P2 คอื 
พนัธุ์หว้ย (GS19769) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.6  การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าว 15 ต้นที่แสดงความ
  อ่อนแอต่อโรคไหม้ และเปอร์เซ็นต์การเกิด recombination ของยีนต้านทานโรคไหม้ 

A คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์แม่, B คือ มีผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อ, H คือ มีผลผลิตชิ้น
ดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์พ่อและแม่ 

ประชากรข้าว F2 จำนวน 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้

  โครโมโซม
เครื่อง 
หมาย P1 P2 157 158 159 160 161 162 163 164 79 80 81 82 83 84 85

% 
recombina

tion

Geno- 
type 7 RM125 A B H H A H A H A H H A A H H A H 60

7 RM11 A B H B A B A H B H H A H H H A H 73.33

7 RM1132 A B H B A H A B H H H H H H H A B 80

11 RM287 A B A A B B A H H B B A B A H H A 60

11 RM224 A B A B A A A A H H A A A A A A A 20

11 RM144 A B A B A A A A H H A A A A A A A 20

11 RM6094 A B A H A A A A H H A A A A H A A 26.67

11 RM5926 A B A B A A A A H H A A A A H A A 26.67

12 RM247 A B A H A H H H H B H B H A B H A 73.33

12 RM1261 A B A A A A A A H B H H A H B H H 53.33

12 RM235 A B A B A A B B B B B B A B B B A 66.66

Pheno-
type   5 0 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 6 5 5 5 6  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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[  
ภาพที่ 4.11 แผนที่ระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ และระยะห่างระหว่างเครื่องหมายบน

โครโมโซม 11 ของข้าว วิเคราะห์ในประชากรข้าว 15 ต้นที่แสดงความอ่อนแอต่อเชื้อ
สาเหตุโรคไหม้ 19 ไอโซเลท ก) คำนวณเปอร์เซ็นต์ recombination ของยีนต้านทาน
โรคไหม้และระหว่างแต่ละคู่ของเครื่องหมายดีเอ็นเอ ข) คำนวณหาระยะหา่งของแตล่ะ
เครื่องหมายและยนีตา้นทานโรคไหมด้ว้ยโปรแกรม MAPMAKER และวาดแผนที่พนัธกุรรม
ดว้ยโปรแกรม MapChart 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บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

5.1 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ 
 วิเคราะห์ความหลากหลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ด้วยเครื่องหมาย Magnaporthe grisea 
microsatellite (MGM) จำนวน 14 เครื่องหมาย ซึ่งเป็นเครื่องหมายที่ได้รับการพัฒนาขึ้นโดย Zheng 
et al. (2008) ได้พัฒนาเครื่องหมาย MGM จำนวน 313 เครื่องหมาย โดยใช้ประชากรเชื้อที่ได้จากการ
ผสมพันธุ์ระหว่างเชื้อสาเหตุโรคไหม้ไอโซเลท Guy11 และ 2539 สามารถระบุตำแหน่งของเครื่องหมาย 
MGM ได้ 176 เครื่องหมาย ซึ่งมีตำแหน่งครอบคลุมทั้ง 7 โครโมโซมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ และได้สร้าง
ฐานข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์พร้อมระบุตำแหน่งของแต่ละเครื่องหมายบนโครโมโซมของเชื้อสาเหตุโรค
ไหม้ไว้เรียบร้อยแล้ว (http://ibi.zju.edu.cn/pgl/MGM/index.html) 
 ผลการวิเคราะห์ความหลากหลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้จากเครื่องหมาย MGM จำนวน 14 
เครื่องหมายพบจำนวน 13 เครื่องหมายสามารถแยกความแตกต่างของพันธุกรรมเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้ ใน
ขณะที่เครื่องหมาย MGM57 ไม่สามารถแยกความแตกต่างได้ โดยแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดเท่ากัน คือ 
210 คู่เบส ในประชากรเชื้อรา 19 ไอโซเลท แสดงให้เห็นว่าบริเวณที่มีการสังเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ใน
ปฏิกิริยา PCR ด้วย primer ของเครื่องหมาย MGM57 เป็นบริเวณที่มีจำนวนซ้ำของ microsatellite ที่
ไม่เท่ากันในเชื้อสาเหตุโรคไหม้ทั้ง 19 ไอโซเลท (ภาพที่ 4.1) เครื่องหมาย MGM จำนวน 13 เครื่องหมาย 
มีค่า PIC อยู่ระหว่าง 0.1 ถึง 0.8 ค่าเฉลี่ยค่า PIC เท่ากับ 0.38 แสดงถึงความมีศักยภาพของเครื่องหมาย 
MGM ในการใช้เพื่อวิเคราะห์ความหลากหลายของพันธุกรรมเชื้อสาเหตุโรคไหม้ มีความใกล้เคียงกับงาน
วิจัยของ Zheng et al. (2008) ได้พัฒนาเครื่องหมาย MGM จำนวน 313 เครื่องหมายและพบค่ า 
polymorphic information content (PIC) ของแต่ละเครื่องหมาย ตั้งแต่ 0.20 ถึง 0.89 ค่าเฉลี่ยของ
ค่า PIC เท่ากับ 0.53 (ตารางที่ 4.1)  
 ผลการจัดกลุ่มความสัมพันธ์ด้วยวิธี SAHN โดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์ความต่างของ Canberra พบว่า
ค่าสัมประสิทธิ์ความต่างที่ 90 เปอร์เซ็นต์ สามารถจัดกลุ่มความสัมพันธ์ของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 19 ไอโซ
เลทได้ 4 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม 1 คิดเป็น 73 เปอร์เซ็นต์ของประชากรเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่ศึกษา ประกอบ
ด้วยเชื้อรา 14 ไอโซเลท ซึ่งเป็นเชื้อราที่ระบาดบริเวณภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง
ของประเทศไทย กลุ่ม 2 คิดเป็น 15 เปอร์เซ็นต์ของประชากรเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่ศึกษา ประกอบด้วย
เชื้อรา 3 ไอโซเลท ซึ่งเป็นเชื้อราที่ระบาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้ของประเทศไทย และพบ
ว่าเชื้อสาเหตุโรคไหม้จากบริเวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีการจัดกลุ่มแยกออกเป็นเชื้อเดี่ยว ในกลุ่ม 3 
และ 4 (ภาพที่ 4.2)  
 เชื้อราสาเหตุโรคไหม้ที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม 1 เป็นเชื้อราที่เก็บจากจังหวัดพิษณุโลก เชียงราย ชัยภูมิ 
ขอนแก่น สุรินทร์ กรุงเทพฯ ฉะเชิงเทรา และราชบุรี แสดงให้เห็นว่าเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่มีพันธุกรรม
เหมือนกันมีการกระจายอย่างกว้างขวางในพื้นที่ปลูกข้าวของประเทศไทย ซึ่งอาจเกิดจากการเคลื่อนย้าย
ของประชากรเชื้อรา ตามรายงานของ พูนศักดิ์ (2548) มีความเป็นไปได้ว่าประชากรของเชื้อสาเหตุโรค
ไหม้มีการเคลื่อนย้ายข้ามพื้นที่ที่มีลักษณะทางภูมิศาสตร์ที่แตกต่างกัน และการเคลื่อนย้ายของประชากร
ของเชื้อราทำให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ได้ 
 นอกจากนี้ พบว่าเชื้อราที่เก็บจากจังหวัดเดียวกันในพื้นที่ใกล้เคียงกัน เช่น เชื้อสาเหตุโรคไหม้ไอ
โซ-เลท UBN2010 195167 และ UNB2010 11357 เป็นเชื้อราที่เก็บจากจังหวัดอุบลราชธานี เช่นเดียว
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กับกรณีของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ไอโซเลท CPM55002 และ CPM55003 เป็นเชื้อราที่เก็บจากจังหวัดชัยภูมิ 
เชื้อสาเหตุโรคไหม้ทั้ง 4 ไอโซเลทถูกจัดแยกกลุ่มกัน โดยพบว่าเชื้อสาเหตุโรคไหม้ไอโซเลท UBN2010 
195167 และ CPM55002 ถูกจัดกลุ่มแยกออกเป็นเชื้อเดี่ยวในกลุ่มที่ 3 และ 4 ตามลำดับ เชื้อสาเหตุโรค
ไหม้ไอโซเลท UNB2010 11357 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มที่ 2 และเชื้อสาเหตุโรคไหม้ไอโซเลท CPM55003 ถูก
จัดอยู่ในกลุ่มที่ 1 แสดงให้เห็นว่าเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่เก็บจากจังหวัดเดียวกันพื้นที่ใกล้เคียงกันมี
พันธุกรรมของเชื้อที่ต่างกัน และบริเวณที่มีการระบาดของโรคไหม้ในจังหวัดเดียวกันพื้นที่ใกล้เคียงกันมี
จำนวนเชื้อราเข้าทำลายข้าวปลูกได้มากกว่า 1 ไอโซเลท สอดคล้องกับงานวิจัยของ เสาวลักษณ์ และคณะ 
(2554) ที่รายงานว่าเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่เก็บจากจังหวัดเดียวกัน มีความหลากหลายของระดับความ
รุนแรงในการก่อโรคไหม้แตกต่างกันไม่สามารถจัดกลุ่มร่วมกันได้ และเชื้อราที่เข้าทำลายข้าวจากบริเวณ
แผลเดียวกันมีมากกว่า 1 เชื้อพันธุ์ (race) ในงานวิจัยนี้ยังพบว่าเชื้อสาเหตุโรคไหม้ที่พบระบาดในบริเวณ
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีความหลากหลายมากกว่าบริเวณพื้นที่ปลูกข้าวแหล่งอื่น เนื่องจากสามารถจัด
กลุ่มแยกกันในกลุ่มที่ 1 ถึง 4 ซึ่งมีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ พูนศักดิ์ และคณะ (2550) ที่รายงาน
ว่าเชื ้อราสาเหตุโรคไหม้ข้าวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีความหลากหลายของสายพันธุ ์เชื ้อ 
(pathotype) มากที่สุด 

5.2 การคัดเลือกข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่มีลักษณะต้านทานโรคไหม้ 
 ผลการคัดเลือกข้าวสายพันธุ์ต้านทานโรค จากข้าวพันธุ์พื้นเมือง ข้ าวพันธุ์แนะนำ และข้าวป่า 
รวมทั้งสิ้น 311 สายพันธุ์ พบข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่ไม่แสดงอาการของโรค 4 สายพันธุ์ คือ GS23107, 
GS19769, GS20874 และ GS23774 ข้าวพันธุ์แนะนำที่ไม่แสดงอาการของโรค 4 สายพันธฺุ์ คือ ชัยนาท 
1 สุพรรณบุรี 1 สุพรรณบุรี 60 และสุพรรณบุรี 90 และพันธุ์เจ้าหอมนิล ในจำนวนนี้ สายพันธฺุ์ GS19769 
ถูกเลือกเพื่อใช้ในการศึกษาในงานวิจัยครั้งนี้ 

5.3 การกระจายตัวของยีน และแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว 
 5.3.1 ลักษณะประจำพันธุ์ 
  ลักษณะประจำพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) ที่ปลูกและใช้ในการทดลองพบว่ามี
ความคล้ายคลึงกับลักษณะที่มีรายงานไว้โดย สำนักวิจัยและพัฒนาข้าว (2553) โดยเฉพาะลักษณะดังนี้ 
กาบใบและใบสีเขียว มีขนใบ ลิ้นใบสีขาวรูปร่างแหลมมี 2 ยอด หูใบและข้อต่อใบสีเขียวอ่อน ปลายยอด
ดอกสีขาว ยอดเกสรเพศเมียสีขาว ต้นข้าวแข็งปานกลาง (มีล้มบ้าง) คอรวงยาว มีขนบนเปลือกเมล็ด 
เปลือกเมล็ดสีฟาง 
  ลักษณะประจำพันธุ์ห้วย (GS19769) ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวพื้นเมืองของไทย พบปลูกใน
อำเภอปาย จังหวัดแม่ฮ่องสอน เป็นพันธุ์ข้าวที่ยังไม่พบมีรายงานลักษณะประจำพันธุ์ข้าว ด้วยเหตุนี้จึง
เห็นว่าลักษณะของพันธุ์ข้าวที่ได้ศึกษาและรายงานไว้ในงานวิจัยนี้ จะเป็นฐานข้อมูลที่สำคัญและเป็น
ประโยชน์ต่อโครงการอนุรักษ์พันธุ์ข้าวพื้นเมืองของไทย และการนำไปประยุกต์ใช้ปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้
ต้านทานต่อโรคได้ จากการสังเกตลักษณะที่พบเห็นได้ชัดเจน และพบว่าลักษณะประจำพันธุ์ห้วย 
(GS19769) มีความแตกต่างจากข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 คือ การมีสีของแผ่นใบเป็นสีเขียวปลายม่วง 
สีกาบใบเขียวเส้นม่วง มีสีของหูใบและข้อต่อใบเป็นสีม่วง รวมถึงสียอดกาบดอกและสีกลีบรองดอกก็ยัง
เป็นสีม่วง 
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  ลักษณะประจำพันธุ์ข้าวลูกผสม F1 เนื่องจากเป็นข้าวลูกผสม F1 ดังนั้นลักษณะที่
พบเห็นจึงมีความเหมือนทั้งในพันธุ์พ่อและแม่ โดยลักษณะที่พบว่ามีความเหมือนกับพันธุ์แม่ คือ มีขนบน
แผ่นใบ ลักษณะที่พบว่ามีความเหมือนกับพันธุ์พ่อ คือ ยอดดอกและกลีบรองดอกสีม่วง และพบลักษณะที่
ต่างจากพ่อและแม่ คือ แผ่นใบมีสีเขียวเข้ม กาบใบสีม่วง หูใบและสีข้อต่อใบสีม่วงอ่อน และยอดเกสรตัว
เพศสีม่วงดำ (ภาพที่ 4.3) ซึ่งลักษณะทาง phenotype ทีพบเป็นลักษณะที่บ่งบอกได้ว่าข้าว F1 ที่ได้เป็น
ข้าวลูกผสม F1 ได้จากการผสมระหว่างพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 กับข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย (GS19769) 
 5.3.2 การกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) 
  ทดสอบการเกิดโรคโดยการปลูกเชื้อสาเหตุโรคไหม้จำนวน 19 ไอโซเลท บนกล้าข้าว พบ
การแสดงออกของลักษณะความต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าว F2 จำนวน 250 ต้น แบ่งเป็นต้นที่
แสดงลักษณะต้านทานจำนวน 235 ต้น และต้นที่แสดงลักษณะอ่อนแอจำนวน 15 ต้น วิเคราะห์การกระ
จายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ว่าเป็นตามที่คาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) เนื่องจาก
ประชากรที่ศึกษาเป็นประชากรข้าว F2 หากความต้านทานโรคไหม้ที่ศึกษาถู กควบคุมด้วยยีนเพียงยีน
เดียว จะพบการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ในอัตราส่วน 3:1 (R:S) ตัวอย่างงานวิจัยของ 
Prasad et al. (2009) วิเคราะห์การกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้ในประชากร F2 จำนวน 184 ต้น 
ที่ได้จากการผสมพันธุ์ระหว่างข้าวพันธุ์ Samba Mahsuri (BPT5204) และ C101LAC ทดสอบการเกิด
โรคด้วยเชื้อสาเหตุโรคไหม้ไอโซเลท DRR 001 วิเคราะห์การกระจายตัวยีนต้านทานโรคไหม้ พบมีการกระ
จายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้เป็นไปตามอัตราส่วน 3:1 (R:S) แสดงว่ามียีนต้านทานโรคไหม้ที่ควบคุม
ความต้านทานเพียงยีนเดียว วิเคราะห์การกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้ด้วยเครื่องหมาย 
microsatellite จัดกลุ่มของเครื่องหมายและหาระยะทางระหว่างเครื่องหมายกับยีนต้านทานโรคไหม้ 
พบยีนต้านทานโรคไหม้ Pi-1(t) มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 11 แต่จากผลการทดลองนี้พบว่าการกระจาย
ตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ไม่เป็นไปตามอัตราส่วน 3:1 (R:S) แสดงให้เห็นว่าลักษณะต้านทานโรค
ไหม้ในข้าวพันธุ์ห้วยไม่ได้ถูกควบคุมด้วยยีนเพียงยีนเดียว  
  เมื่อการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าว F2 จำนวน 250 ต้น
ไม่เป็นไปตามอัตราส่วน 3:1 (R:S) จึงวิเคราะห์การกระจายตัวของลักษณะต้านทานในอัตราส่วน 15:1 
(R:S) ซึ่งบ่งชี้ว่ามียีนที่ควบคุมความต้านทานโรคไหม้มากกว่า 1 ยีน จากผลการทดลองพบว่าการกระจาย
ตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้เป็นไปตามอัตราส่วน 15:1 (R:S) โดยมีค่า P เท่ากับ 0.87 หรือ 0.90 < 
P < 0.95 เป็นไปได้ว่าลักษณะต้านทานโรคไหม้ในข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) ถูกควบคุมด้วยยีนหลักที่เป็น
ยีนเด่นจำนวน 2 ยีน (2 major dominantly resistant genes) ดังตัวอย่างงานวิจัยของ Huang et al. 
(2011) วิเคราะห์การกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้ในประชากร F2 จำนวน 378 ต้น ที่ได้จากการ
ผสมพันธุ์ระหว่างข้าวพันธุ์ Xiangzi3150 และ CO39 ทดสอบการเกิดโรคด้วยเชื้อสาเหตุโรคไหม้ สาย
พันธุ์ (race) ZC11 ไอโซเลท 193-1-1 ในประเทศจีน วิเคราะห์การกระจายตัวยีนต้านทานโรคไหม้ พบมี
การกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้เป็นไปตามอัตราส่วน 15:1 (R:S) แสดงว่ามียีนต้านทานโรคไหม้ที่
ควบคุมความต้านทานมากกว่า 1 ยีน และวิเคราะห์การกระจายตัวของยีนต้านทานโรคไหม้ด้วย
เครื่องหมาย microsatellite จัดกลุ่มของเครื่องหมายและหาระยะทางระหว่างเครื่องหมายกับยีน
ต้านทานโรคไหม้ พบยีนต้านทานโรคไหม้ Pi-47 และ Pi-48 มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซมที่ 11 และ 12 
ตามลำดับ 
 5.3.3 การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าวชั่วที่ 2 (F2) และ
แผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้จากเปอร์เซ็นต์ recombination 
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  จากการคัดเลือกเครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้ จำนวน 
66 เครื่องหมาย ซึ่งคิดเป็น 28.44 เปอร์เซ็นต์ของเครื่องหมายทั้งหมด นำมาคัดเลือกเครื่องหมาย 
microsatellite สามารถแยกความแตกต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ ด้วยวิธี bulk 
segregant analysis (BSA) ซึ่งเป็นการคัดเลือกเครื่องหมายที่มีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ที่
สนใจ ด้วยการผสมรวมดีเอ็นเอ (bulk) ของประชากรข้าวในกลุ่มที่แสดงความต้านทานและกลุ่มที่แสดง
ความอ่อนแอ การคัดเลือกเครื่องหมายด้วยวิธี BSA เป็นวิธีที่นำมาใช้เพื่อลดระยะเวลาและประหยัดค่าใช้
จ่ายในการดำเนินงานวิจัย ผลการคัดเลือกด้วยวิธี BSA พบเครื่องหมาย microsatellite ที่สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้ชัดเจนจำนวน 3 เครื่องหมาย ได้แก่ 
เครื่องหมาย RM125, RM144 และ RM224 ซึ่งมีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 7, 11 และ 11 ตามลำดับ 
นอกจากนี้ยังพบเครื่องหมาย RM247 มีตำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 12 แต่พบว่าสามารถแยกความแตก
ต่างระหว่างความต้านทานและความอ่อนแอได้เฉพาะในประชากร F2T1 เท่านั้น  
  จากการวิเคราะห์การกระจายตัวของเครื่องหมาย microsatellite ในประชากรข้าว F2 
ทั้งหมด 250 ต้น ด้วยเครื่องหมาย RM144, RM224 และ RM125 พบว่าการกระจายตัวของยีนต้านทาน
โรคไหม้เป็นไปตามอัตราส่วน 1:2:1 (B:H:A) เมื่อคำนวณการเกิด recombination เพื่อสร้างแผนที่ระบุ
ตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ พบยีนต้านทาน 1 ตำแหน่งบนโครโมโซม 11 มีความเชื่อมโยงกับ
เครื่องหมาย RM144 และ RM224 จากผลของการวิเคราะห์การกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคไหม้
ด้วยการทดสอบการเกิดโรคในประชากรข้าว F2 ทั้งหมด 250 ต้น ที่พบว่าการกระจายตัวของยีนต้านทาน
โรคไหม้เป็นไปตามอัตราส่วน 15:1 (R:S) เป็นไปได้ว่าลักษณะต้านทานโรคไหม้ในข้าวพันธุ์ห้วย 
(GS19769) ถูกควบคุมด้วยยีนหลักที่เป็นยีนเด่นจำนวน 2 ยีน (2 major dominantly resistant 
genes) ดังนั้นเพื่อค้นหายีนต้านทานโรคไหม้ที่ควบคุมความต้านทานในข้าวพันธุ์ห้วย (GS19769) จึงคัด
เลือกเครื่องหมายที่มีตำแหน่งของเครื่องหมายบนโครโมโซมที่ 7 จำนวน 2 เครื่องหมาย ได้แก่ 
เครื่องหมาย RM11 และ RM1132 เครื่องหมายบนโครโมโซมที่ 12 จำนวน 2 เครื่องหมาย ได้แก่ 
เครื่องหมาย RM1261 และ RM235 และเครื่องหมายบนโครโมโซมที่ 11 จำนวน 3 เครื่องหมาย ได้แก่ 
เครื่องหมาย RM287, RM5926 และ RM6094 นำมาวิเคราะห์การกระจายตัวในประชากร 15 ต้นที่
แสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม้อย่างชัดเจน พบการเกิดโรคที่ระดับ 5 และ 6 เนื่องจากเป็นประชากรที่มี 
phenotype ที่ถูกต้องแน่นอน จึงเป็นประชากรที่เหมาะสมสำหรับนำมาวิเคราะห์เพื่อระบุตำแหน่งที่ตั้ง
ของยีนต้านทานโรคไหม้ในการศึกษานี้ เมื่อคำนวณเปอร์เซ็นต์การเกิด recombination พบว่า
เครื่องหมายบนโครโมโซมที่ 7 ได้แก่เครื่องหมาย RM125, RM11 และ RM1132 เครื่องหมายบน
โครโมโซมที่ 11 ได้แก่เครื่องหมาย RM287 เครื่องหมายบนโครโมโซมที่ 12 ได้แก่เครื่องหมาย RM247, 
RM1261 และ RM235 ทั้ง 7 เครื่องหมายไม่มีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ ในขณะที่
เครื่องหมาย RM144, RM224, RM6094 และ RM5926 พบว่ามีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ 
ซึ่งตำแหน่งที่ตั้งของเครื่องหมายอยู่บนโครโมโซมที่ 11 จากผลการวิเคราะห์การกระจายตัวของ
เครื่องหมาย microsatellite ทั้งหมด ช่วยระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ที่ควบคุมความต้านทาน
โรคไหม้ในการศึกษานี้ โดยพบว่ามียีนต้านทานโรคไหม้ 1 ตำแหน่งอยู่บนโครโมโซมที่ 11 และมีความ
เชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RM144, RM224, RM5926 และ RM6094 	
 5.3.4 แผนที่ระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้ 
  จากการวาดแผนที ่ร ะบุ ตำแหน่ งของยีนต้ านทานโรคไหม้ ด้ วย เปอร์ เซ็ นต์ 
recombination ของยีนต้านทานโรคไหม้ และเปอร์เซ็นต์ recombination ระหว่างแต่ละคู่ของ
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เครื่องหมาย สามารถระบุถึงตำแหน่งที่ตั้งของยีนต้านทานโรคไหม้และระยะห่างระหว่างเครื่องหมายได้ 
ซึ่งผลที่ได้มีความแตกต่างกันเล็กน้อย เนื่องจากการสร้างแผนที่ระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้ด้วย
โปรแกรม MAPMAKER มีการจัดกลุ่มของเครื่องหมายด้วยค่า logarithm of odds (LOD) =3.0 ซึ่ง
หมายถึงโอกาสที่เครื่องหมายที่ถูกจัดกลุ่มอยู่ด้วยกันจะไม่มีความเชื่อมโยงกัน เท่ากับ 0.01 หรือ 1 ใน 
1000 แสดงให้เห็นว่าการจัดกลุ่มของเครื่องหมายมีความละเอียดมากวิเคราะห์ความเชื่อมโยง 1000 ครั้ง
มีเพียง 1 ครั้งที่อาจพบว่าเครื่องหมายไม่มีความเชื่อมโยงกัน เครื่องหมายที่ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน คือ 
เครื่องหมายที่มีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้และมีระยะห่างจากยีนน้อยกว่า 50 cM ซึ่งได้แก่ 
เครื่องหมาย RM144, RM224, RM5926 และ RM6094 การจัดเรียงตัวของแต่ละเครื่องหมายบน
โครโมโซม เลือกผลการคำนวณที่แสดงค่า likelihood ที่สูงที่สุด คือ เท่ากับ 0.00 และการคำนวณระยะ
ห่างของเครื่องหมายด้วย Kosambi function โปรแกรมมีคำสั่ง ripple เพื่อใช้ตรวจสอบความถูกต้อง
ของลำดับการเรียงตัวของเครื่องหมาย และมีคำสั่ง error detection on เพื่อใช้ตรวจสอบความผิดพลาด
ที่อาจเกิดจากค่า genotype ของประชากร ดังนั้นการสร้างแผนที่ระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้
โดยใช้โปรแกรม MAPMAKER จึงมีความละเอียดและแม่นยำกว่าการคำนวณเปอร์เซ็นต์ recombination 
  จากแผนที่ระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคไหม้โดยใช้โปรแกรม MAPMAKER พบว่ายีน
ต้านทานโรคไหม้มีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RM144, RM224, RM5926 และ RM6094 โดยมีระยะ
ห่างจากเครื่องหมาย RM144 และ RM224 เป็นระยะทางเท่ากันคือ 13.7 cM ห่างจากเครื่องหมาย 
RM5926 เป็นระยะทาง 17.1 cM และห่างจากเครื่องหมาย RM6094 เป็นระยะทาง 20.5 cM ยีน
ต้านทานโรคไหม้มีตำแหน่งตั้งอยู่บนโครโมโซมที่ 11 โดยบริเวณที่พบว่าเป็นที่ตั้งของยีนต้านทานโรคไหม้
นี้ เคยมีรายงานพบยีนต้านทานโรคไหม้ Pi1 ซึ่งอยู่ระหว่างเครื่องหมาย RZ536 และ RM144 โดยมีระยะ
ห่าง 9.7 cM และ 6.8 cM ตามลำดับ (Liu et al., 2003) พบยี น Pi-1(t) ซึ่งอยู่ระหว่างเครื่องหมาย 
RM224 และ RM6094 โดยมีระยะห่าง 0 cM และ 23.8 cM ตามลำดับ (Fuentes et al., 2008) พบ
ยีน Pik อยู่ระหว่างเครื่องหมายหมาย RM224 และ RM144 โดยมีระยะห่าง 2.9 cM และ 1.2 cM ตาม
ลำดับ (Jia et al., 2009) พบยีน Pik-h อยู่ระหว่างเครื่องหมาย RM224 และ RM144 โดยมีระยะห่าง 0 
cM และ 4 cM ตามลำดับ ยีน Pik-s อยู ่ระหว่ างเครื่องหมาย RM224 และ RM144 โดยมีระยะห่าง 0 
cM และ 2.7 cM ตามลำดับ (Fjellstrom et al., 2004) และพบยีน Pi-18 มีความเชื่อมโยงกับ
เครื่องหมาย RM224 โดยมีระยะห่าง 11.4 cM (Ahn et al., 2000)  
  นอกจากนี้เครื่องหมาย RM144 ที่มีความเชื่อมโยงกับยีนต้านทานโรคไหม้ในข้าวพันธุ์
ห้วย (19769) ยังมีความเชื่อมโยงกับ quantitative trait loci (QTL) ที่ต้านทานโรคไหม้หลายยีนด้วยกัน 
ได้แก่ qLB12-1 อยู่ระหว่าง RM21 และ RM144, qNB21-1 อยู่ระหว่าง RM206 และ RM144, 
qLB11-3 อยู่ระหว่าง RM206 และ RM144 และ qNB11-3 อยู่ระหว่าง RM254 และ RM144 (อภิชาต 
และคณะ. 2549) และ Shi et al. (2010) รายงานพบตำแหน่ งยี น qtl11-10-4 และ qtl11-11-1 อยู่
ระหว่าง RM27385 และ RM144 ตำแหน่งยีน qtl11-9-2, qtl11-9-2 และ qtl11-10-4 อยู่ระหว่าง 
RM27386 และ RM144 ตำแหน่งยีน qtl11-10-4 และ qtl11-10-4 อยู่ระหว่าง RM27389 และ 
RM144 และยังมีการพบตำแหน่งยีน qBFR-11a อยู่ระหว่าง RM5474 และ RM144 ตำแหน่งยีน 
qBFR-11b อยู่ระหว่ าง RM144 และ RM1341 (Sabouri et al., 2011) และยังพบว่าเครื ่องหมาย 
RM144 และ RM114 นี้มีความเชื่อมโยงกับยีนที่ควบคุมลักษณะอื่นๆ อีก ได้แก่ ยีนที่ควบคุมลักษณะ
ความต้านทานต่อเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae เป็นเชื้อสาเหตุโรคขอบใบแห้ง 
พบยีน Xa22(t) อยู่ระหว่าง RM144 และ RM224 (Wang et al., 2003) ยีน Xa-4 มีความเชื่อมโยงกับ
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เครื่องหมาย RM144 (Nguyen et al., 2005) และยีน Xa35(t) มีความเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย RM144 
โดยมีระยะห่าง 1.8 cM (Guo et al., 2010) เครื่องหมาย RM144 ยั งมี ความเชื่อมโยงกับยีนที่ควบคุม
ลักษณะความต้านทานต่อเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาล (brown plant hopper, BPH) (Sana et al., 2004) 
และนอกจากนี้เครื่องหมาย RM144 ยังมีความเชื่อมโยงกีบยีนที่ควบคุมลักษณะอื่นๆ เช่น ยีน qCTP11 
ซึ่งเป็นยีน QTL ที่ความคุมลักษณะทางปริมาณของความทนต่ออากาศหนาวเย็น (Baruah et al., 2009) 
ยีน tgw11 ซึ่งเป็นยี น QTL ที่ความคุมลักษณะทางปริมาณของน้ำหนักเมล็ด (Oh et al., 2011) ยีน 
qGT-11 ซึ่งเป็ นยีน QTL ที่ควบคุมลักษณะทางปริมาณของคุณภาพเมล็ดข้าวมีตำแหน่งของยีนอยู่
ระหว่างเครื่องหมาย RM144 และ RM1341 (Sabouri, 2009) แม้ว่าบริเวณใกล้เคี ยงเคยมีการพบยีน
ต้านทานโรคไหม้ แต่ข้อมูลในปัจจุบันยังไม่สามารถยืนยันได้ว่ายีนที่ค้นพบในงานวิจัยนี้เป็นยีนเดียวกับที่
เคยรายงานไว้หรือไม่ งานวิจัยนี้จึงนับว่าเป็นการค้นพบยีนต้านทานโรคไหม้ยีนใหม่ซึ่งยังไม่เคยมีรายงาน
ในข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย 
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บทที่ 6 
สรุปผลผลิตที่ได้จากงานวิจัย 

6.1 ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 
 6.1.1 ระดับชาติ จำนวน 1 เรื่อง 
(1) เพ็ญนภา ตันเซียน ธานี ศรีวงศ์ชัย และ นงลักษณ์ เภรินทวงค์. ๒๕๕๗. วิเคราะห์ความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ในประเทศไทยโดยใช้เครื่องหมายไมโครแซท
เทลไลท์. หน้า ๔๐๐-๔๐๖ ใน เรื่องเต็ มการประชุมทางวิชาการ ครั้งที่ ๕๒ มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ เล่มที่ ๑ สาขาพืช, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ, ๔-๗ กุมภาพันธ์ 
๒๕๕๗. 

 6.1.2 ระดับนานาชาติ จำนวน 3 เรื่อง 
(2) Salih, A., Sreewongchai, T., Sripichitt, P. and Parinthawong, N. 2013. Identification of 

blast-resistant varieties from landrace, improved and wild species of rice. 
Kasetsart Journal (Natural Science), 47: 1-7. 

(3) Pramrit, S. and Parinthawong, N. 2015. Identification of blast resistance gene in Yang 
Mawng variety of Thai indigenous rice. page 309-312 In Proceedings of the 2nd 
International Symposium on Agricultural Technology. July 1-3, 2015, A-One 
The Royal Cruise Hotel, Pattaya, Thailand. (Proceeding-Poster) 

(4) Parinthawong, N., Tansian, P. and Sreewongchai, T. 2015. Genetic mapping of leaf 
blast resistance gene in landrace rice cultivar ‘GS19769’. Maejo International 
Journal of Science and Technology 9(02): 278-287. 

6.2 การร่วมประชุมวิชาการ 
 6.2.1 ระดับชาติ จำนวน 1 เรื่อง 
(5) เพ็ญนภา ตันเซียน ธานี ศรีวงศ์ชัย และ นงลักษณ์ เภรินทวงค์. ๒๕๕๗. วิเคราะห์ความหลากหลาย

ทางพันธุกรรมของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ในประเทศไทยโดยใช้เครื่องหมายไมโครแซท
เทลไลท์. การประชุมทางวิชาการ ครั้งที่ ๕๒ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ, ๔-๗ กุมภาพันธ์ ๒๕๕๗. 

 6.2.2 ระดับนานาชาติ จำนวน 3 เรื่อง 
(6) Parinthawong, N., Tansian, P. and Sreewongchai, T. 2014. Genetic Mapping of Oryza 

sativa Resistant Gene Corresponding to Leaf Blast Disease in Landrace Rice 
Cultivars ‘GS19769’. International Congress on Molecular Plant-Microbe 
Interactions. July 6-10, 2014, Rhodes, Greece. (Abstract-Poster) 

(7) Parinthawong, N., Pramrit, S. and Sreewongchai, T. 2014. Marker assisted selection of 
gene resistance to leaf blast disease in Thai landrace rice. The 5th Asian 
Conference on Plant Pathology. November 3-6, 2014, The Empress Hotel, 
Chiang Mai, Thailand. (Abstract-Poster) 
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(8) Pramrit, S. and Parinthawong, N. 2015. Identification of blast resistance gene in Yang 
Mawng variety of Thai indigenous rice. The 2nd International Symposium on 
Agricultural Technology. July 1-3, 2015, A-One The Royal Cruise Hotel, 
Pattaya, Thailand. (Proceeding-Poster) 

6.3 การผลิตบัณฑิต 
 6.3.1 ระดับปริญญาโท จำนวน 2 คน 
  ชื่อ-นามสกุล  นางสาวเพ็ญนภา ตันเซียน  
  หลักสูตร  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  
     สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 
  ปีที่จบ   พ.ศ. 2557 
  หัวข้อวิทยานิพนธ์ พันธุกรรมควบคุมลักษณะและการระบุตำแหน่งยีนต้านทานโรคไหม้
     ในข้าวพื้นเมืองไทยพันธุ์ห้วย (KMITL-2014-AG-M-101-168)  

  ชื่อ-นามสกุล  นางสาวศิริพร เปรมฤทธิ์ 
  หลักสูตร  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  
     สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 
  ปีที่จบ   กำลังศึกษา 
  หัวข้อวิทยานิพนธ์ ..... 
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สรุปการใช้จ่ายเงิน 
สัญญาเลขที่ KREF045401 

โครงการ ภาษาไทย การค้นหายีนต้านทานโรคไหม้ที่เกิดจากเชื้อรา Pyricularia grisea 
จากแหล่งพันธุกรรมข้าวพันธุ์พื้นเมืองของประเทศไทย 
   ภาษาอังกฤษ Screening and molecular mapping of rice blast resistance 
gene corresponding to rice blast fungus (Pyricularia grisea) from landrace rice of 
Thailand 
—————————————————————————————————————— 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัย ผู้รับทุน ผศ.ดร. นงลักษณ์  เภรินทวงค์ 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 21 มิถุนายน 2556   ถึงวันที่  9 กันยายน 2559 

สรุปงบประมาณค่าใช้จ่ายที่ใช้นับตั้งแต่เริ่มทำการวิจัยถึงปัจจุบัน 

จำนวนเงินที่ได้รับและจำนวนเงินที่ใช้จ่าย 

หมวดค่าใช้จ่าย งบประมาณรวม
ทั้งโครงการ

ค่าใช้จ่ายจาก
รายงานครั้งก่อน

ค่าใช้จ่ายงวด
ปัจจุบัน

รวมค่าใช้จ่าย
สะสมถึง
ปัจจุบัน

คงเหลือ  
(หรือเกิน)

งบบุคลากร: ค่าจ้างชั่วคราว

งบดำเนินงาน:
   ค่าตอบแทน 144,000.00 108,000.00 - 108,000.00 36,000.00
   ค่าใช้สอย 102,000.00 50,649.00 52,201.14 102,850.14 -850.14

   ค่าวัสดุ 234,000.00 76,712.61 158,500.00 235,212.61 -1,212.61
   ค่าสาธารณูปโภค

งบลงทุน: ค่าครุภัณฑ์

รวม 480,000 235,361.61 210,701.14 446,062.75 -2,062.75

งวดเงินที่ได้รับ จำนวนเงินที่ได้รับ (บาท) เมื่อ (ระบุวัน เดือน ปี)
งวดที่ 1 237,000.00 11 กรกฎาคม 2554
งวดที่ 2 207,000.00 25 สิงหาคม 2557

รวม 444,000.00

งวดที่ จำนวนเงินที่ใช้จ่าย (บาท) เมื่อ (ระบุวัน เดือน ปี)
งวดที่ 1 54,061.00 21 ธันวาคม 2554

งวดที่ 2 69,606.20 28 มิถุนายน 2555

งวดที่ 3 111,694.41 21 มิถุนายน 2556

งวดที่ 4 210,701.14 9 กันยายน 2559

รวม 446,062.75

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ดอกเบี้ยที่ได้รับระหว่างดำเนินโครงการ 

จำนวนเงินคงเหลือ 1-2 = 444,000.00 - 446,062.75 = -2,062.75  บาท 

…………………………………………………     ………………………………………………. 
ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน       ลงนามเจ้าหน้าที่การเงินโครงการ 

ครั้งที่ จำนวนเงิน เมื่อ (ระบุ วัน เดือน ปี)
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 1 823.91 25 ธันวาคม 2554
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 2 461.76 25 มิถุนายน 2555
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 3 195.93 25 ธันวาคม 2555
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 4 7.41 25 มิถุนายน 2556
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 5 1.79 25 ธันวาคม 2556
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 6 1.05 25 มิถุนายน 2557
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 7 260.40 25 ธันวาคม 2557
ดอกเบี้ย ครั้งที่ 8 265.17 25 มิถุนายน 2558

รวมดอกเบี้ย 2,017.42

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ประวัติผู้วิจัย 

1. ชื่อ-นามสกุล (ภาษาไทย)  นางสาว นงลักษณ์ เภรินทวงค์ 
    (ภาษาอังกฤษ)  Miss Nonglak Parinthawong 
2. เลขหมายบัตรประจำตัวประชาชน 3220100451961 
3. หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดต่อได้สะดวก พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และไปรษณีย์
อิเล็กทรอนิกส์ (e-mail) 
   ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
ถนนฉลองกรุง เขตลาดกระบัง กรุงเทพฯ 10520 

 โทรศัพท์ 089-8216377 โทรสาร  02-3298513 
 e-mail nonglak.pa@kmitl.ac.th , ae_nonglak@hotmail.com 

4. ประวัติการศึกษา 

5. ประสบการณ์งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และ/หรือ ที่ผ่านมา ทั้งภายในและภายนอกประเทศ 
 5.1 ในฐานะหัวหน้าโครงการวิจัย 
  ชื่อโครงการวิจัย การศึกษาการแสดงออกของยีนต้านทานต่อโรคที่สำคัญทางเศรษฐกิจในผัก
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B-aminobutyric acid เพื่อการพัฒนาเป็น gene marker สำหรับการตรวจหาระดับความต้านทานโรค
   หัวหน้าโครงการวิจัย ดร. นงลักษณ์ เภรินทวงค์ 
   ผู้ร่วมวิจัย   ผศ.ดร. พรหมมาศ คูหากาญจน์ 
   แหล่งทุน  คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
   ปีงบประมาณ  2551 ปีที่แล้วเสร็จ 2555 
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