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บทคดัย่อ 

 

  โรคไหมเ้ป็นโรคท่ีมีความส าคญัและสร้างความเสียหายใหก้บัผลผลิตเป็นอยา่งมาก มีสาเหตุ
จากเช้ือรา Pyricularia oryzae การใชพ้นัธ์ุขา้วท่ีมียนีตา้นทานถือเป็นวธีิการป้องกนัท่ีมีประสิทธิภาพ
มากท่ีสุด อยา่งไรก็ตามพนัธ์ุตา้นทานมกัจะสูญเสียความตา้นทานในระยะต่อมา เน่ืองจากเช้ือราสาเหตุ
โรคไหมมี้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง สามารถปรับตวัเขา้ท าลายพนัธ์ุขา้วตา้นทานภายในเวลา
ไม่ก่ีฤดูปลูก ดงันั้นการคน้หาและระบุยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้สามารถตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหม้
ไดห้ลากหลายสายพนัธ์ุจึงมีความส าคญัในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วใหต้า้นทานโรคไหม ้ งานวจิยัน้ีได้
ศึกษาความตา้นทานโรคไหมข้องขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) โดยปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 
ไอ-โซเลทลงบนขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอกมะลิ 105 (ขา้วสายพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคไหม)้ เจา้หอม
นิล และ IR64 (ขา้วสายพนัธ์ุตา้นทานต่อโรคไหม)้ และประเมินความตา้นทานโรคไหมห้ลงัปลูกเช้ือ 7 
วนัพบวา่ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองแสดงความตา้นทานในระดบัสูงต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้อโซเลท RBR55002 
PL1 และ PL2 แสดงความตา้นทานปานกลางต่อ BKK55001 BKK55003 CRI34.1 CCO55002 
SRN54002 SRN54005 THL191 และ UBN11351 และแสดงความอ่อนแอต่อไอโซเลท PLK40.4 และ 
UBN195167 ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองจึงมีความสามารถในการตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซ
เลท จากนั้นท าการระบุต าแหน่งยนีควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง โดยปลูกเช้ือ
สาเหตุโรคไหมท้ั้ง 13 ไอโซเลท ลงบนประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2-population) จ านวน 228 ตน้ ท่ีไดจ้าก
การผสมระหวา่งพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ท่ีอ่อนแอต่อโรคไหม ้ และพนัธ์ุย ั้งมอง ศึกษาปฏิกิริยาของยนี
ตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 และประเมินความตา้นทานโรคไหมห้ลงัปลูกเช้ือ 7 วนั พบ
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การกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานต่อลกัษณะอ่อนแอต่อโรคไหม ้ ในอตัราส่วน 15:1 (p=0.011, 
df=1.0) แสดงวา่ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองมียนีหลกัในการควบคุมลกัษณะความตา้นทาน    2    ยนี คดัเลือกเคร่ือง 
หมาย SSR เพื่อระบุต าแหน่งยนีตา้นทานโรคไหม ้จาก 230 เคร่ืองหมายพบ 3 เคร่ืองหมายท่ีสามารถแยก
ลกัษณะตา้นทานและอ่อนแอต่อโรคไหม ้ไดแ้ก่ เคร่ืองหมาย RM543 RM443 และ RM431 สร้างแผนท่ี
ระบุต าแหน่งยนีตา้นทานโรคไหมโ้ดยใชโ้ปรแกรม MAPMAKER  พบเคร่ืองหมาย RM543 RM431 
และ RM443 มีความเช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานบนโครโมโซมท่ี 1 เป็นระยะทาง 21.2 10.5 และ 3.2 cM 
ตามล าดบั เพื่อยนืยนัระยะทางระหวา่งยนีตา้นทานโรคไหมแ้ละเคร่ืองหมาย RM443 จึงท าการคดัเลือก
ประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 ท่ีมีลกัษณะตา้นทานโรคไหม ้ แสดงผลวเิคราะห์เคร่ืองหมาย RM443 เป็นโฮโม
ไซกสัไดแ้ก่ตน้ F2T185 F2T218 และ F2T222 ใชป้ระชากรรุ่น F3 ของแต่ละตน้ในการทดสอบความตา้นทาน
โรคไหม ้พบตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอ 3 ตน้ จาก 100 ตน้ จึงยนืยนัไดว้า่ระยะห่างระหวา่งเคร่ืองหมายกบั
ยนีตา้นทานโรคไหมเ้ท่ากบั 3.2 cM เม่ือโอกาสเกิดรีคอมบิเนชัน่ 1 เปอร์เซ็นตห์มายถึงระยะทางเท่ากบั 1 
cM จากนั้นศึกษาการแสดงออกของยีนตา้นทานโรคไหม ้ โดยคดัเลือกยนีท่ีมีรายงานการเช่ือมโยงกบั
เคร่ืองหมาย RM543 คือยนี Pi37 ในตน้กลา้ขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอกมะลิ 105 และ IR64 ภายหลงัปลูก
เช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเลท และเก็บตวัอยา่งใบขา้วหลงัจากท าการปลูกเช้ือท่ี 0 6 12 24 และ 
48 ชัว่โมง พบการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi37 ในขา้วพนัธ์ุ IR64 ในขณะท่ีไม่พบการ
แสดงออกของยนีในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองและขาวดอกมะลิ 105 ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ยนีท่ีควบคุมลกัษณะ
ความตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) จึงเป็นยนีอ่ืนท่ีอยูบ่ริเวณปลายดา้นล่าง
ของโครโมโซม 1 ระยะห่างจากเคร่ืองหมาย RM443 เท่ากบั 3.2 cM นอกจากน้ีการตรวจหายนีในกลุ่ม
ยนี Pi37 Pish และ Pi64 บนโครโมโซมดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ร่วมกบัไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนียนืยนัวา่
โครโมโซมขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไม่มียนีตา้นทานโรคไหมใ้นกลุ่ม Pi37 
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ABSTRACT 

 

 Rice blast, caused by Pyricularia oryzae, is a major disease of rice almost worldwide. 

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, finding of new rice blast 

resistance gene is a major approach for rice breeding program. A Thai indigenous rice variety, Yang 

Mawng, is highly resistant to the infection of P. oryzae. In this study, disease assessment was conducted 

using 13 rice blast fungal isolates from different blast disease regions of Thailand. Each fungal isolate 

was inoculated on 4 rice varieties included KDML105 (KDML105), Yang Mawng (YM), Jao Hom Nin 

(JHN) and IR64 and disease severity was scored. The result showed that Yang Mawng variety, was 

high resistant to blast isolate RBR55002, PL1 and PL2, moderate resistant to isolate BKK55001, 

BKK55003, CRI34.1, CCO55002, SRN54002, SRN54005, THL191 and UBN11351, and susceptible 

to isolate, PLK40.4 and UBN195167. The results indicated that Yang Mawng variety was broad 

spectrum resistance to multiple fungal isolates of blast pathogen. In order to map the resistance gene 

on chromosome, F1 and F2 populations from a cross between KDML105 and Yang Mawng were 

generated. The inheritance pattern of blast resistance and the linked markers associated with blast 

resistance in F2 population were identified. Two hundred and twenty eight F2 plants were inoculated 
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with conidia suspension mix of 13 isolates of P. oryzae and the disease was evaluated 7 days later. The 

segregation of resistance and susceptible phenotypes showed a goodness of fit to the ratio 15:1. The 

result suggested that 2 major resistance genes controlled resistant phenotype. Two hundred and thirty 

simple sequence repeat (SSR) markers were screened for polymorphism. Of 230 SSR markers, 3 

markers showed polymorphism between resistance and susceptible included RM431, RM443 and 

RM543 of chromosome 1. The linkage analysis with these markers showed that the markers RM543, 

RM431 and RM443 were linked to the blast resistance gene at the distance 21.2, 10.5 and 3.2 cM, 

respectively. To confirm the distance between resistance gene and RM443 marker, the F2 that showed 

resistance phenotype and homozygous of RM443 were selected included F2T185, F2T218 and F2T222. The 

F2 generation of each F2 plant were used for blast assessment. The finding of 3 susceptible in every 100 

F3 plants confirmed the distance 3.2 cM when 1 percent recombination is 1 cM. Expression analysis of 

candidate resistance gene linked to RM543, Pi37, was done in Yang Mawng, KDML105 and IR64 at 

0, 6, 12, 24 and 48 hours after inoculation with 13 blast isolates. The result showed that Pi37 expressed 

only in IR64 while no expression was found in Yang Mawng and KDML105. Suggesting that blast 

resistance gene in Yang Mawng was linked to RM443 with the distance of 3.2 cM and possibly not 

Pi37. Moreover, using of PCR technique with primers specific to genes in Pi37 cluster confirmed non 

existence of Pi37, Pish and Pi64 on the Yang Mawng chromosome. 
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 bp  = base pairs 
 cDNA       = complementary deoxyribonucleotide acid 

 PCR = polymerase chain reaction 
 β = beta 
 RT-PCR =  reverse transcription polymerase chain  
   reaction 
 M = molar 
 mM = millimolar 
 df = degree of freedom 
 p = probability 
 cM = centiMorgans 
 PAGE = Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
 BSA = Bulk Segregant Analysis 
 dNTPs = deoxynucleotide triphosphates 
 X2  = Chi-Square 
 UV = ultraviolet 
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บทที ่1 

บทน ำ 

 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ขา้วเป็นพืชอาหารท่ีส าคญัของโลก ประชากรมากกว่าคร่ึงของโลกโดยเฉพาะประชากรในทวีป
เอเชียบริโภคขา้วเป็นอาหารหลกั แหล่งปลูกขา้วท่ีส าคญัจึงอยูใ่นทวีปเอเชีย ในปี พ.ศ. 2557 ประเทศ
ไทยส่งออกขา้วมากเป็นอนัดบั 1 ของโลก (สมาคมผูส่้งออกขา้วไทย, 2558) ปริมาณส่งออกรวม 10.9 
ลา้นตนัขา้วสาร มูลค่า 174,853 ลา้นบาท ทั้งน้ีปริมาณขา้วท่ีส่งออกแยกเป็นขา้วหอมมะลิ 1.73 ลา้นตนั
ขา้วสาร (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2558)  ขา้วหอมมะลิของไทยเป็นท่ีนิยมทั้งชาวไทยและชาว
ต่างประเทศ เน่ืองจากมีคุณลกัษณะเด่น คือเป็นขา้วท่ีมีอะมิโลสต ่า คือประมาณ 13.6 เปอร์เซ็นต ์เม่ือหุง
เป็นขา้วสุกจึงมีลกัษณะนุ่มเหนียว และท่ีส าคญัมีกล่ินหอมท่ีเป็นเอกลกัษณ์ กรมการขา้ว กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์ ประกาศรับรองวา่ขา้วหอมมะลิของไทยคือพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ปริมาณการผลิต
ขา้วขาวดอกมะลิ 105 ในประเทศไทยยงัไม่เพียงพอต่อความตอ้งการของผูบ้ริโภคทัว่โลก ให้ผลผลิต
ประมาณ 363 กิโลกรัมต่อไร่ และยงัประสบปัญหาการสูญเสียผลผลิตท่ีเกิดจากการเขา้ท าลายของโรค
ไหม ้เน่ืองจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 เป็นพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อโรคไหม ้(กรมการขา้ว, 2556 ; ส านกัวจิยัและ
พฒันาขา้ว, 2553)  

  โรคไหมข้องขา้วเกิดจากเช้ือราสาเหตุ Pyricularia oryzae Sacc. มีช่ือเรียกในระยะสืบพนัธ์ุแบบ
ใชเ้พศวา่ Magnaporthe oryzae (Hebert) Barr. เช้ือราสามารถปรับตวัไดดี้ในทุกสภาพแวดลอ้ม มีพืช
อาศยัหลายชนิด สามารถเขา้ท าลายขา้วไดเ้กือบทุกระยะการเจริญเติบโต จึงเกิดการระบาดอยา่งรุนแรง
ไดใ้นทุกพื้นท่ีท่ีมีการปลูกขา้ว ท าใหผ้ลผลิตเสียหายเป็นจ านวนมาก (พนูศกัด์ิ, 2548) 

การควบคุมโรคไหมใ้นขา้วโดยใชพ้นัธ์ุตา้นทานเป็นวธีิการท่ีเหมาะสมมากวธีิหน่ึง เน่ืองจาก 
ใหผ้ลคุม้ค่าในระยะยาว ช่วยลดการใชส้ารเคมีป้องกนัก าจดัโรค ส่งผลใหต้น้ทุนในการปลูกขา้วลดลง 
และลดมลภาวะต่อส่ิงแวดลอ้มได ้ (พนูศกัด์ิ และคณะ, 2550) รวมถึงปลอดภยัทั้งต่อผูผ้ลิตและผูบ้ริโภค 
ปัจจุบนัไดมี้การคน้พบยนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้ว 96 ยนี และมียนีตา้นทานโรคไหม ้9 ยนีท่ีไดท้  าการ
โคลนยนีและมีขอ้มูลล าดบัเบสแลว้ ไดแ้ก่ ยนี  Pi-b Pi-ta Pi-kh Pi37 Piz-5 Piz-t Pi9 Pid2 และ Pi36 
(Miah et al., 2012)  ถึงแมว้า่การใชพ้นัธ์ุตา้นทานจะเป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพมาก แต่การใชย้นีตา้นทาน
โรคไหมแ้บบแคบท่ีจ าเพาะกบัเช้ือสาเหตุของโรคเพียงไม่ก่ีสายพนัธ์ุมกัจะส่งผลใหข้า้วพนัธ์ุตา้นทาน
สูญเสียความตา้นทานต่อโรคไดภ้ายในระยะเวลาไม่ก่ี ปีเน่ืองจากเช้ือราสาเหตุโรคไหมมี้การปรับตวั
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และมีววิฒันาการใหใ้หส้ามารถเขา้ท าลายขา้วได ้ (Sreewongchai et al. 2010) ดว้ยเหตุน้ีจึงมีการศึกษา
และคน้หายนีตา้นทานโรคไหมใ้หม่ๆ อยูเ่สมอ และแหล่งพนัธุกรรมของยีนตา้นทานโรคไหมส่้วนใหญ่
ไดม้าจากขา้วพนัธ์ุพื้นเมือง (ชชัวาล และ สุรีพร, 2552) แนวทางการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วใหต้า้นทานโรค
ไหมใ้นประเทศไทยจึงควรเลือกใชย้นีตา้นทานโรคไหมท่ี้ตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายสาย
พนัธ์ุ ควรมีการรวมยนีตา้นทานโรคไหมห้ลายๆ ยนีไวด้ว้ยกนั เพื่อใหไ้ดพ้นัธ์ุขา้วท่ีสามารถตา้นทาน
โรคไหมไ้ดอ้ยา่งย ัง่ยนื (ศรีสวสัด์ิ และคณะ, 2553)  

งานวิจยัน้ีไดท้  าการศึกษาปฏิกิริยาของยีนตา้นทานโรคไหมต่้อเช้ือราสาเหตุโรคไหมแ้ละระบุ
ต าแหน่งของยนีตา้นทานต่อโรคไหมใ้นขา้วพื้นเมืองไทยพนัธ์ุย ั้งมอง ซ่ึงยนีท่ีพบจากการศึกษาในคร้ังน้ี
จะเป็นขอ้มูลท่ีส าคญัและเป็นประโยชน์อย่างมากในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วหอมคุณภาพดีของไทยให้
ตา้นทานต่อโรคไหมอ้ยา่งย ัง่ยืนในอนาคต   และอาจส่งผลใหป้ระเทศไทยสามารถส่งออกขา้วหอมมะลิ
ไดม้ากข้ึน   เป็นการเพิ่มขีดความสามารถในการแข่งขนัของขา้วหอมไทยในตลาดโลก 

1.2 วตัถุประสงค์ของงำนวจัิย 
1.2.1 เพื่อศึกษาปฏิกิริยาของยนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้าก 

แหล่งต่างๆ ในประเทศไทย 

1.2.2 เพื่อศึกษาการถ่ายทอดพนัธุกรรมควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไปสู่ 

รุ่นลูก 

1.2.3 เพื่อคน้หาและระบุต าแหน่งของยนีตา้นทานโรคไหมบ้นโครโมโซมขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 
1.2.4 เพื่อตรวจสอบยนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองวา่เป็นยนีท่ีเคยมีการรายงานไวแ้ลว้ 

หรือไม่ 
1.3 สถำนทีด่ ำเนินงำน 
  หอ้งปฏิบติัการเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร 
คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพฯ 

  หอ้งปฏิบติัการโรคพืช ภาควชิาเทคโนโลยกีารผลิตพืช คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนั
เทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพฯ 
  โรงเรือนปลูกและทดลองขา้ว ภาควชิาเทคโนโลยกีารผลิตพืช คณะเทคโนโลยกีารเกษตร 
สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั กรุงเทพฯ 
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1.4 วธีิกำรด ำเนินกำรศึกษำ 

  ศึกษาปฏิกิริยาการก่อโรคของเช้ือสาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซเลทบนขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง เพื่อ
ทดสอบความตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมข้องขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง ใชข้า้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมองท่ีตา้นทาน
โรคไหม ้ น ามาผสมกบัพนัธ์ุขา้วขาวดอกมะลิ 105 ท่ีมีลกัษณะดีแต่ไม่ตา้นทานโรคไหม ้ เพื่อสร้าง
ประชากรขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 1 2 และ 3 น าประชากรขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 2 3 ไปทดสอบความตา้นทานโรค
ไหม ้ท าการคดัเลือกเคร่ืองหมาย SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุพอ่และพนัธ์ุแม่ได ้และ
น าเคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่างพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่มาแยกความแตกต่างระหวา่งความตา้น 

ทานและความอ่อนแอต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมด้ว้ยวธีิ bulk segregant analysis (BSA) และท าการ
ตรวจสอบยนีตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรลูกผสมชัว่ท่ี 2 โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีผา่นการ
คดัเลือกมาแลว้ และน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ผลทางสถิติร่วมกบัขอ้มูลฟีโนไทป์เพื่อสร้างแผนท่ียีน
ตา้นทานโรคไหมบ้นโครโมโซมขา้ว ท าการศึกษาขอ้มูลของยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้เช่ือมโยงกบัเคร่ือง 

หมายดีเอ็นเอในบริเวณท่ีระบุไดจ้ากการสร้างแผนท่ียนี เพื่อออกแบบไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี   ส าหรับ
ศึกษาการแสดงออกของยนีตา้นทานดงักล่าวดว้ยเทคนิค   RT-PCR   และตรวจสอบการมีอยูข่องยนี
ตา้นทานโรคไหมบ้างยนีในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองดว้ยเทคนิค PCR 
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บทที ่2 

งานวจิัยเกีย่วข้อง 
2.1 ข้าว  

  เป็นพืชอาหารท่ีส าคญัชนิดหน่ึงของโลก ประชากรมากกวา่คร่ึงของโลกโดยเฉพาะประชากร
ในทวปีเอเชียบริโภคขา้วเป็นอาหารหลกั โดยเฉพาะประเทศในภูมิภาคเอเชีย นิยมรับประทานขา้วเป็น
อาหารหลกัมากกวา่ในภูมิภาคอ่ืนๆ ของโลก ขา้วท่ีนิยมปลูก เพื่อบริโภคมีอยู ่ 2 ชนิด คือ ขา้วแอฟริกา 
(Oryza glaberrima Steud.) และขา้วเอเชีย (O. sativa L.)  ปลูกทัว่ไปๆ ทุกประเทศ โดยขา้วท่ีท าการ
คา้ขายกนัในตลาดโลกส่วนใหญ่เป็นขา้วเอเชีย ซ่ึงสามารถแบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยตามลกัษณะทรงกอ เมล็ด 
และแหล่งปลูกเป็น 3 กลุ่ม คือ ขา้วอินดิกา มีลกัษณะเมล็ดยาวรี เป็นขา้วท่ีปลูกในเอเชียเขตร้อนรวมทั้ง
ประเทศไทย ขา้วจาโปนิกา มีลกัษณะเมล็ดป้อมกลมรี รวงแน่น ปลูกในเขตอบอุ่น เช่น ญ่ีปุ่น เกาหลี และ
ขา้วจาวานิกา เป็นขา้วท่ีมีลกัษณะเมล็ดป้อมใหญ่ รวงยาว ปลูกในประเทศอินโดนีเซีย และฟิลิปปินส์แต่
ไม่ไดรั้บความนิยม เพราะใหผ้ลผลิตต ่า (ปิยะนนัท,์ 2543) ขา้วท่ีปลูกในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นขา้ว
อินดิกา ซ่ึงแบ่งตามปริมาณแป้งอะมิโลสและอะไมเลสแพคตินในเมล็ดออกเป็น ขา้วเจา้และขา้วเหนียว 
ประกอบดว้ยหลายพนัธ์ุ โดยมีการพฒันาสายพนัธ์ุข้ึนมาใหม่รวมกบัขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองเดิม พนัธ์ุขา้ว
เหล่าน้ีมีทั้งชนิดขา้วเจา้และขา้วเหนียว ทั้งพนัธ์ุท่ีปลูกเฉพาะนาปีและปลูกไดต้ลอดปี บางสายพนัธ์ุเป็น
ขา้วหอม พนัธ์ุขา้วส่วนใหญ่เป็นสายพนัธ์ุท่ีใหผ้ลผลิตสูง มีความตา้นทานต่อโรคและแมลงท่ีส าคญั มี
คุณภาพการหุงตม้ตามความตอ้งการของผูบ้ริโภค ตลอดจนทนทานต่อสภาพแวดลอ้มท่ีเป็นปัญหาส า- 

คญั อยา่งไรก็ตามงานปรับปรุงดูแลพนัธ์ุขา้วยงัคงตอ้งด าเนินการต่อไปอยา่งต่อเน่ือง (ส านกัวจิยัและ
พฒันาขา้ว, 2555) 

  ประเทศไทยตั้งอยูใ่นเขตศูนยก์ลางความผนัแปรของขา้ว ประกอบกบัสภาพแวดลอ้มและภูมิ 

อากาศมีความแตกต่างกนัในแต่ละพื้นท่ี ท าใหเ้กิดความหลากหลายของพนัธ์ุขา้วทั้งในกลุ่มของพนัธ์ุ
ขา้วท่ีนิยมปลูกอยูใ่นปัจจุบนั พนัธ์ุขา้วพื้นเมือง และพนัธ์ุขา้วป่า (สมทรง, 2550) ในประเทศไทยพบ
พนัธ์ุขา้วปลูกประมาณอยา่งนอ้ย 3,500 ช่ือท่ีมีลกัษณะต่างกนั โดยสถาบนัวจิยัขา้วไดร้วบรวมพนัธ์ุขา้ว
ปลูกและขา้วป่าของไทยไวไ้ดม้ากกวา่ 17,000 ตวัอยา่ง (สงกรานต ์และ บริบูรณ์, 2545) 

  ในปี พ.ศ. 2557 ประเทศไทยส่งออกขา้วมากเป็นอนัดบั 1 ของโลก (สมาคมผูส่้งออกขา้วไทย, 
2558) ปริมาณส่งออกรวม 10.969 ลา้นตนัขา้วสาร มูลค่า 174,853 ลา้นบาท ทั้งน้ีปริมาณขา้วท่ีส่งออก
เป็นขา้วหอมมะลิ 1.73 ลา้นตนัขา้วสาร (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2558) ขา้วหอมของไทยเป็นท่ี
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ตอ้งการทั้งภายในประเทศและนอกประเทศ ตลาดขา้วหอมโลกมีมูลค่าไม่ต ่ากวา่ 2 แสนลา้นบาท 
คร่ึงหน่ึงเป็นขา้วหอมมะลิ การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วหอมมะลิของไทยใหมี้คุณภาพท่ีดีข้ึน ตา้นทานต่อโรค
และแมลงศตัรู จะส่งผลใหป้ระเทศไทยส่งออกขา้วหอมไดม้ากข้ึน และเป็นการเพิ่มขีดความสามารถใน
การแข่งขนัของขา้วหอมไทยในตลาดโลก ตน้ทุนการผลิตขา้วหอมจะถูกลง ซ่ึงเป็นผลดีต่อเกษตรกร
และการแข่งขนัในตลาดโลก (ส านกัวจิยัและพฒันาขา้ว, 2553) 

 2.1.1  ข้าวขาวดอกมะล ิ105 (KDML105) 

 ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) ไดม้าจากการคดัเลือกแบบคดัพนัธ์ุบริสุทธ์ิ (pure 
line selection) จากนั้นถูกน าไปปลูกเปรียบเทียบพนัธ์ุท่ีสถานีทดลองขา้วโคกส าโรง และปลูก
เปรียบเทียบพนัธ์ุในทอ้งถ่ินภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ จนไดส้ายพนัธ์ุขาวดอก
มะลิ 4-2-105 ซ่ึงเลข 4 หมายถึง สถานท่ีเก็บรวงขา้ว คืออ าเภอบางคลา้ เลข 2 หมายถึงพนัธ์ุทดสอบท่ี 2 
คือ ขาวดอกมะลิ และเลข 105 หมายถึง แถวหรือรวงท่ี 105 จากจ านวน 199 รวง พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105  
เป็นขา้วเจา้ไวต่อช่วงแสงอยา่งอ่อน (weakly photoperiod sensitive) ปลูกใหผ้ลดีในฤดูนาปี ความสูงถึง
คอรวงเฉล่ีย 140 เซนติเมตร กอตั้ง ปลอ้งสีเหลืองอ่อน กาบใบและใบสีเขียว มีขนใบ ปลายใบตก ล้ินใบ
สีขาวรูปร่างแหลมมี 2 ยอด หูใบและขอ้ต่อใบสีเขียวอ่อน ปลายยอดดอกสีขาว กลีบรองดอกสีขาว ยอด
เกสรตวัเมียสีขาว ตน้ขา้วแขง็ปานกลาง (มีลม้บา้ง) รวงแน่นปานกลาง คอรวงยาว ระแงถ่ี้ ใบธงเอนปาน
กลาง เปลือกและยอดเมล็ดสีฟาง มีขนสั้นบนเปลือกเมล็ด กลีบรองดอกสั้นสีฟาง น ้าหนกัขา้วเปลือก 
1,000 เมล็ด ประมาณ 27.9 กรัม เมล็ดขา้วเปลือกยาว 10.4 มิลลิเมตร กวา้ง 2.6 มิลลิเมตร เมล็ดขา้วกลอ้ง
รูปร่างเรียวยาว ระยะพกัตวัของเมล็ด 8 สัปดาห์ ผลผลิตเฉล่ีย 515 กิโลกรัมต่อไร่ ขา้วหอมของไทยเป็นท่ี
นิยมทั้งชาวไทยและชาวต่างประเทศ เป็นขา้วท่ีมีคุณภาพเมล็ดดี ขา้วสารใส แกร่ง คุณภาพขดัสีดี ทอ้งไข่
นอ้ย มีปริมาณ amylose ต ่า ประมาณ 15–16 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือหุงสุกมีลกัษณะเหนียว นุ่ม และท่ีส าคญัมี
กล่ินหอมท่ีเป็นเอกลกัษณ์ เป็นพนัธ์ุขา้วท่ีทนปานกลางต่อสภาพแลง้ ดินเปร้ียว และดินเคม็ ปลูกไดใ้น
พื้นท่ีดอนและสภาพขา้วไร่ แต่มีขอ้จ ากดั คือ ผลผลิตค่อนขา้งต ่า ล าตน้อ่อนลม้ง่าย ไม่ตา้นทานต่อโรค
และแมลงศตัรูขา้วทุกชนิด โดยเฉพาะโรคไหม ้ พบวา่ท าความเสียหายต่อผลผลิตของขา้วขาวดอกมะลิ 
105 เป็นอยา่งมาก (ส านกัวจิยัและพฒันาขา้ว, 2553)  

 ในปี พ.ศ. 2541 สถาบนัวิจยัข้าวนานาชาติ (International Rice Research Institute, IRRI) 
ร่วมมือกบัศูนยว์จิยัขา้วอุบลราชธานี ด าเนินการปรับปรุงพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ใหต้า้นทานต่อโรคไหม ้
โดยรักษาคุณภาพเมล็ดและการหุงตม้ท่ีดีเช่นเดียวกบัพนัธ์ุเดิมไว ้และมีการปรับตวัไดดี้ในสภาพนา
น ้ าฝน ในภาคเหนือตอนบนและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ด าเนินการผสมพนัธ์ุขา้วท่ี IRRI ประเทศ
ฟิลิปปินส์ พนัธ์ุ IR70179-45-1-1-1 เป็นพนัธ์ุพ่อท่ีมีลกัษณะความตา้นทานโรคไหม ้และมีการปรับตวั
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ไดดี้ในนาน ้ าฝน โดยผา่นการคดัเลือกจากการปลูกทดสอบในศูนยว์ิจยัขา้วอุบลราชธานี และพนัธ์ุขาว
ดอกมะลิ 105 เป็นพนัธ์ุแม่ ปลูกลูกผสมชั่วท่ี 1 (F1- hybrid) และปลูกคดัเลือกประชากรชั่วท่ี 2 (F2 
population) โดยคดัเลือกตน้ท่ีตา้นทานโรคไหมแ้ละมีความหอม ผสมกลบั (backcross) ไปยงัพนัธ์ุขาว
ดอกมะลิ 105 ได้ลูกผสมกลบัชั่วท่ี 2 (BC1F2) ท าการทดสอบความตา้นทานโรคไหมแ้ละความหอม 
คดัเลือกและน าไปปลูกในนาขา้ว ผสมกลบัอีกคร้ังจนไดลู้กผสมกลบัคร้ังท่ี 2 ชัว่ท่ี 2 (BC2F2) จากนั้น
ปลูกคดัเลือกรุ่นต่อๆ ไป ในปี พ.ศ. 2545 คดัเลือกพนัธ์ุท่ีสามารถต้านทานโรคไหม้ได้ดี และน ามา
ทดสอบคุณภาพการหุงตม้ ไดข้า้วอายุเบาท่ีมีคุณสมบติัเหมือนขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 จ านวน 19 
สายพนัธ์ุ น ามาทดสอบการให้ผลผลิตเบ้ืองตน้ในฤดูแลง้และฤดูฝน ของปี พ.ศ. 2546–2547 ทั้งภายใน
สถานีและในแปลงนาเกษตรกร จนได้สายพนัธ์ุขา้ว IR77924-62-71-1-2 ท่ีไดจ้ากการปรับปรุงพนัธ์ุเป็น
ท่ียอมรับของเกษตรกร มีลกัษณะเด่น คือ เป็นขา้วไม่ไวต่อช่วงแสง อายุตกกลา้ถึงเก็บเก่ียวประมาณ 
100-110 วนั มีความตา้นทานโรคไหมท่ี้พบในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคเหนือของประเทศไทย 
คุณภาพเมล็ด การหุงตม้ เหมือนพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 (บุญรัตน์ และคณะ, 2548) เม่ือวนัท่ี 6 มีนาคม 
2550 คณะกรรมการพิจารณาพนัธ์ุ กรมการขา้ว มีมติให้ขา้วพนัธ์ุ IR77924-62-71-1-2 เป็นพนัธ์ุรับรอง 
ช่ือ กข33 (หอมอุบล 80) เพื่อแนะน าใหเ้กษตรกรปลูก (ส านกังานวจิยัและพฒันาขา้ว, 2557) 

2.1.2  ข้าวพืน้เมืองไทย  

     พนัธ์ุขา้วพื้นเมืองเป็นพนัธ์ุขา้วท่ีไดรั้บการคดัเลือกโดยเกษตรกร และสืบทอดกนัมา 
หลายชัว่อาย ุ เน่ืองจากเป็นพนัธ์ุพื้นเมืองมีคุณสมบติัท่ีดีเป็นท่ีตอ้งการของคนในแต่ละทอ้งถ่ิน สามารถ
ทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลง ทนต่อโรคและแมลง (วชิา, 2544) พนัธ์ุขา้วพื้นเมืองไทยทั้งหมดท่ี
เก็บรวบรวมจาก 76 จงัหวดั โดยจ าแนกช่ือเบ้ืองตน้มีช่ือไม่ซ ้ ากนัพบทั้งหมด 5,928 ช่ือพนัธ์ุ จากความ
หลากหลายของพนัธ์ุขา้วพื้นเมืองของประเทศไทยท าใหค้าดเดาไดว้า่น่าจะมีพนัธ์ุขา้วพื้นเมืองไทยมาก 
กวา่น้ี เพราะวา่ยงัมีอีกหลายตวัอยา่งท่ียงัไม่ทราบช่ือ และท่ีเก็บรวบรวมไวย้งัไม่ไดท้  าการประเมิน
ลกัษณะประจ าพนัธ์ุหรือจ าแนกช่ือพนัธ์ุ พนัธ์ุขา้วพื้นเมืองของไทยเหล่าน้ีมีความหลากหลายทางพนัธุ 
กรรมอยา่งมากและมีประโยชน์ต่อการปรับปรุงพนัธ์ุขา้ว (ฉววีรรณ, 2543) เน่ืองจากการปรับปรุงพนัธ์ุ
ขา้วเพื่อใหไ้ดข้า้วพนัธ์ุดีไม่วา่จะเป็นการเพิ่มผลผลิต เพิ่มคุณภาพ เพิ่มความตา้นทานโรค และเพิ่มความ
ตา้นทานแมลง นอกจากจะตอ้งอาศยัเทคนิคการปรับปรุงพนัธ์ุ การผสมพนัธ์ุ และการคดัเลือกพนัธ์ุ รวม
ไปถึงการทดสอบพนัธ์ุท่ีเหมาะสม ส่ิงท่ีส าคญัท่ีขาดไม่ได ้ คือ เช้ือพนัธ์ุขา้ว ยิง่เช้ือพนัธ์ุขา้วมีฐานทาง
พนัธุกรรมกวา้งมีความหลากหลายมากเท่าใด โอกาสและความส าเร็จท่ีจะไดพ้นัธ์ุขา้วตามตอ้งการก็จะมี
มากข้ึน (วชิา, 2544)  
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ศรีสวสัด์ิ (2552) คน้หายนีตา้นโรคไหม ้Pi-ta และ Pi-b ในขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองจ านวน 201 พนัธ์ุ 
ขา้วป่าจ านวน 19 พนัธ์ุ และขา้วตา้นทานโรคไหมจ้ านวน 24 พนัธ์ุ คน้หายนีตา้นทานโรคไหม ้Pi-ta โดย
ใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi-ta พบขา้วท่ีมียนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi-ta จ  านวน 69 
พนัธ์ุ โดยพบในขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองจ านวน 57 พนัธ์ุ ขา้วป่าจ านวน 1 พนัธ์ุ และขา้วตา้นทานโรคไหม้
จ านวน 11 พนัธ์ุ และพบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi-b ในขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองจ านวน 75 พนัธ์ุ ขา้วตา้นทาน
โรคไหมจ้ านวน 6 พนัธ์ุ และไม่พบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi-b ในขา้วป่า 

สมทรง และคณะ (2554) จ  าแนกและประเมินลกัษณะตา้นทานโรคไหมข้องเช้ือพนัธุกรรมขา้ว
ประมาณ 5,000 ตวัอยา่ง ท่ีศูนยว์จิยัขา้วทัว่ประเทศ ในระหวา่งปี พ.ศ. 2551–2553 พบพนัธ์ุขา้วส่วนใหญ่
ค่อนขา้งอ่อนแอจนถึงอ่อนแอมาก มีพนัธ์ุขา้วท่ีสามารถตา้นทานโรคไหมใ้นระดบัสูงจ านวน 50 
ตวัอยา่ง เช่น บกัม่วย (3257) เหลืองทอง (12518) เจา้ด า (21648) อียี ่ (22769) กข4 (22197) ด าหอม 
(23509) สังขห์ยด (15101) และดอเหมย (13773) เป็นตน้ และมีพนัธ์ุขา้วท่ีสามารถตา้นทานโรคไหมใ้น
ระดบักลางจ านวน 19 ตวัอยา่ง เช่น ขาวแดง (23271) ขาวเกษตร (5467) หมากผาง (13905) จะหล่อยนะ 
(23152) และเบลล้ะ (23728) เป็นตน้ 

Salih et al. (2013) จ  าแนกพนัธ์ุขา้วตา้นทานโรคไหม ้ จากพนัธ์ุขา้วของไทยทั้งหมด 311 
ตวัอยา่ง โดยแบ่งเป็น ขา้วพื้นเมืองจ านวน 263 ตวัอยา่ง ขา้วท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุแลว้จ านวน 43 
ตวัอยา่ง และขา้วป่าจ านวน 5 ตวัอยา่ง ตรวจสอบความตา้นทานโดยปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 29 
ไอโซเลทซ่ึงเป็นเช้ือท่ีเก็บรวบรวมจากพื้นท่ีภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
ไดแ้ก่ จงัหวดัพิษณุโลก อุบลราชธานี ขอนแก่น เชียงราย หนองคาย ชยัภูมิ และอุดรธานี จากการ
ตรวจสอบพบพนัธ์ุขา้วตา้นทานโรคไหมจ้ านวน 35 ตวัอยา่ง แบ่งเป็น ขา้วพื้นเมืองจ านวน 25 ตวัอยา่ง 
ขา้วท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุแลว้จ านวน 9 ตวัอยา่ง และขา้วป่าจ านวน  1 ตวัอยา่ง ในจ านวนพนัธ์ุ
พื้นเมือง 25 ตวัอยา่งพบวา่มีพนัธ์ุขา้วท่ีสามารถตา้นทานโรคไหมไ้ดใ้นระดบัสูงมากกวา่พนัธ์ุอ่ืนๆ ไดแ้ก่
หมายเลข GS23107 (ก ่าเฟ้ือย) GS19769 (ห้วย) GS20874 (ย ั้งมอง) และ GS23774(ดอกพยอมไร่) โดยไม่
พบอาการของโรคบนพนัธ์ุขา้วทั้ง 4 ตวัอยา่งเลย 

2.2  โรคไหม้ของข้าว (Rice Blast Disease) 

   ประเทศไทยมีรายงานวา่พบโรคน้ีคร้ังแรกเม่ือปี พ.ศ. 2496 โดยแผนกโรควทิยา กองพืชพนัธ์ุ 
กรม กสิกรรม โดยเกิดกบัขา้วพนัธ์ุหอมเศรษฐี ท่ีสถานีทดลองเกษตรกลางบางเขน และบริเวณใกล้
สถานีรถไฟมกักะสัน สันนิษฐานวา่โรคน้ีอาจติดมากบัขา้วท่ีมาจากประเทศญ่ีปุ่นสมยัสงครามโรคคร้ัง
ท่ี 2 (ชวาลา, 2531) 
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2.2.1  ลกัษณะอาการและการแพร่ระบาดของโรค 

    เช้ือราสาเหตุโรคไหมข้องขา้วสามารถเขา้ท าลายไดต้ั้งแต่ระยะกลา้จนถึงระยะออกรวง  

เช้ือราสามารถเขา้ท าลายไดทุ้กส่วนของตน้ขา้ว ตั้งแต่ใบ ล าตน้ ขอ้ และคอรวง โดยพนูศกัด์ิ (2548) แบ่ง
อาการของโรคตามอายขุองตน้ขา้วออกเป็น 3 ระยะ คือ ระยะกลา้ พบอาการของโรคเป็นจุดสีน ้าตาล
ขนาดเล็ก 1-2 มิลลิเมตร ในระยะท่ีเช้ือเขา้ท าลายในวนัท่ี 1-2 วนัแรก จากนั้นแผลจะเร่ิมขยายใหญ่ข้ึน
และเปล่ียนเป็นจุดสีเทาลกัษณะช ้าน ้า ขนาดของแผลประมาณ 2-3 มิลลิเมตร จะพบลกัษณะของแผลน้ี
เม่ือเช้ือราสาเหตุโรคไหมเ้ขา้ท าลายได ้ 3-5 วนั ต่อมาแผลจุดช ้าน ้าจะเปล่ียนเป็นรูปตาสีเทาขอบแผลสี
น ้าตาล ขนาดของแผลกวา้งประมาณ 3-5 มิลลิเมตร และยาว   5-15  มิลลิเมตร อาการเช่นน้ีจะพบมากเม่ือ
เขา้ท าลายได ้7-10 วนั ในกรณีท่ีมีการระบาดรุนแรงจะพบจุดช ้าน ้าในปริมาณมากทัว่ทั้งใบท าใหใ้บแหง้
ตายคลา้ยถูกน ้าร้อนลวก และในท่ีสุดท าใหต้น้กลา้ฟุบตายได ้ ระยะแตกกอ พบเช้ือสาเหตุโรคไหมเ้ขา้
ท าลายไดท่ี้ ใบ กาบใบ ขอ้ต่อใบ และขอ้ต่อล าตน้ อาการส่วนใหญ่จะพบจุดสีน ้าตาลรูปตาตรงกลาง
แผลเป็นสีเทา ขนาดแผลมกัจะใหญ่กวา่ระยะตน้กลา้ เม่ือเช้ือเขา้ท าลายท่ีขอ้ต่อใบและขอ้ต่อล าตน้จะพบ
แผลมีสีน ้าตาลเขม้ถึงด า ใบขา้วจะหลุดหรือพบัง่าย ในระยะออกรวง เช้ือสามารถเขา้ท าลายขา้วท่ีรวง
ขา้วไดจ้นถึงคอรวง ในระยะน้ีเรียกวา่ โรคไหมค้อรวง (panicle blast) โดยสปอร์ของเช้ือจะงอกเส้นใย
เขา้ท าลายรวงขา้วท าให้รวงขา้วมีเมล็ดลีบ เปลือกเมล็ดขา้วมีสีเทาด าของสปอร์ของเช้ือ ในกรณีท่ีรวง
ขา้วสามารถยดืข้ึนมาก่อนท่ีเช้ือโรคไหมเ้ขา้ท าลาย เช้ือก็ยงัสามารถเขา้ท าลายท่ีคอรวง บริเวณท่ีเช้ือเขา้
ท าลายจะมีสีเทาด า รวงขา้วมีลกัษณะเมล็ดไม่สะอาดและลีบเป็นจ านวนมาก ถา้เกิดการระบาดอยา่ง
รุนแรงจะพบรวงขา้วลีบทั้งรวงและรวงขา้วหกัง่ายในบริเวณท่ีเช้ือเขา้ท าลาย 

  โรคไหมข้องขา้วท่ีเกิดจากเช้ือรา Pyricularia grisea Sacc. หรือ P. oryzae Cav. มีช่ือเรียก
ในระยะสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศวา่ Magnaporthe grisea Barr. จดัอยูใ่น Class Ascomycete เดิมทีเช้ือราถูก
แบ่งออกเป็น 2 สปีชีส์ ถา้พบเช้ือเขา้ท าลายขา้วเรียก P. oryzae และถา้พบเขา้ท าลายพืชตระกลูหญา้อ่ืนๆ 
เรียก  P. grisea โดยท่ีเช้ือราทั้งสองน้ีพบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัไม่วา่ลกัษณะของเส้นใย จ านวน
นิวเคลียส ลกัษณะและสีของสปอร์ ในสภาพการเจริญและสืบพนัธ์ุแบบไม่ใชเ้พศ ดงันั้นในปี พ.ศ. 2535 
ไดส้รุปเหตุผลการเหมือนกนัของเช้ือทั้งสองน้ีวา่ควรท่ีจะใชช่ื้อเดียวคือ P. oryzae (พนูศกัด์ิ, 2548) 

  เช้ือราอยูข่า้มฤดูในรูปของเส้นใยและโคนิเดียในเศษซากพืชท่ีเป็นโรค ในเมล็ดขา้ว ตน้ 
ขา้วและนอกจากน้ียงัอยูต่ามพืชอาศยัอ่ืนๆ พืชอาศยัโดยมากอยูใ่นตระกลูหญา้ นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่
สามารถพบไดใ้นพืชตระกลูอ่ืนอีก เช่น Musaceae Cannaceae Zingiberaceae Cyperaceae และมีรายงาน
วา่ เช้ือราน้ีติดกบัเมล็ดขา้วไดน้านท่ีสุด 4 ปี (Neergaard et al., 1979) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



9 
 

            เช้ือราสาเหตุโรคไหมน้ี้สามารถเขา้ท าลายขา้วไดทุ้กระยะตั้งแต่ระยะกลา้จนถึงระยะออก
รวง โดยเช้ือจะสร้างโคนิเดียปลิวไปในอากาศ เม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสมไดแ้ก่ ความช้ืนในอากาศสูง 
อุณหภูมิอยูใ่นช่วง 25–30 องศาเซลเซียส เม่ือสปอร์ตกลงบนใบขา้วในสภาพท่ีใบขา้วเปียกช้ืนนานกวา่ 
10 ชัว่โมงข้ึนไปจะพบวา่เกิดการระบาดของโรคไหม ้  โดยท่ีสปอร์จะเร่ิมงอกเม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะ 

สมเพียง 30–90 นาที โดยอาศยัน ้าท่ีเกาะอยูท่ี่ผวิใบขา้วในการงอกเส้นใยและใชเ้วลาประมาณ 2–4 
ชัว่โมง สร้าง appressorium เพื่อท าหนา้ท่ียดึเกาะเพื่อท่ีจะใชอ้วยัวะปลายแหลมท่ีเรียกวา่ penetration peg 
แทรกตวัเขา้ไปในเน้ือเยื่อใบและเจริญใชอ้าหารในใบขา้ว (พนูศกัด์ิ, 2548) 

  การแพร่ระบาด พบโรคในแปลงท่ีตน้ขา้วหนาแน่นท าให้อบัลม ถา้ใส่ปุ๋ยอตัราสูงและมี
สภาพแหง้ในตอนกลางวนัและช้ืนจดัในตอนกลางคืน น ้ าคา้งยาวนานถึงตอนสายราว 9 โมงเชา้ ถา้
อากาศค่อนขา้งเยน็ อุณหภูมิประมาณ 22–25 องศาเซลเซียส ลมแรง จะช่วยใหโ้รคแพร่กระจายไดดี้ 
(ส านกัวจิยัและพฒันาการขา้ว, 2552) 

2.3 แหล่งของความต้านทานและการแสดงออกของยนีต้านทานโรคไหม้ 

  โรคไหมเ้ป็นโรคท่ีมีความส าคญัมากอนัดบัหน่ึงของขา้ว เช้ือราสามารถเขา้ท าลายตน้ขา้วได้
ตั้งแต่ระยะกลา้จนถึงระยะออกรวง ซ่ึงถา้ระบาดในระยะออกรวงจะท าใหผ้ลผลิตเสียหายอยา่งมาก การ
ลดความเสียหายของโรคไหมมี้ดว้ยกนัหลายวิธี ซ่ึงแต่ละวิธีการก็มีความเหมาะสมตามเหตุการณ์ท่ีเกิด
และสถานการณ์ตามช่วงเวลานั้น รวมทั้งผลกระทบกบัสภาพแวดลอ้มท่ีจะเกิดตามมา การใชพ้นัธ์ุขา้วท่ี
ต้านทานนับเป็นวิธีการท่ีดีวิธีหน่ึงในการควบคุมโรค ซ่ึงนอกจากจะช่วยลดการใช้สารเคมีแล้ว 
เกษตรกรยงัสามารถน าไปใชไ้ดง่้าย และประหยดั (องัคณา และคณะ, 2557) 

 2.3.1  แหล่งของความต้านทานโรคไหม้และยีนควบคุมลกัษณะต้านทานโรคไหม้ 

 การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วเพื่อให้ไดข้า้วพนัธ์ุดีไม่วา่จะเป็นการเพิ่มผลผลิต เพิ่มคุณภาพ หรือเพิ่ม
ความตา้นทานโรคหรือแมลง นอกจากจะตอ้งอาศยัวธีิการปรับปรุงพนัธ์ุ การผสมพนัธ์ุและคดัเลือกพนัธ์ุ 
รวมไปถึงการทดสอบพนัธ์ุท่ีเหมาะสม วตัถุดิบท่ีส าคญัท่ีขาดไม่ได ้คือ เช้ือพนัธ์ุขา้ว ยิ่งเช้ือพนัธ์ุขา้วมี
ฐานทางพนัธุกรรมกวา้งและแปรปรวนมากเท่าใด โอกาสและความส าเร็จท่ีจะไดพ้นัธ์ุตามตอ้งการก็จะ
มีมากข้ึน (วชิา, 2544) 

 มีรายงานการคน้พบยนีตา้นทานโรคไหมม้ากกวา่ 100 ยนี แต่มียนีตา้นทานเพียง 22 ยนีเท่านั้น
ท่ีไดรั้บการโคลน (clone) และศึกษาโครงสร้างทางพนัธุกรรมแลว้ (Wang et al., 2014) โดยยนีตา้นทาน
ท่ีถูกคน้พบจะเรียกช่ือน าหนา้วา่ Pi ตามหลกัเกณฑท่ี์ก าหนดโดยคณะกรรมการวา่ดว้ยการก าหนดยนี
สัญลกัษณ์ระหวา่งประเทศในปี ค.ศ.1995 เพื่อให้ การเรียกช่ือยนีตา้นทานเป็นไปในทิศทางเดียวกนั และ
หากพบยนีมากกวา่หน่ึงยนีท่ีสันนิษฐานวา่เป็นยนีท่ีเหมือนกนั การพิจารณาจะข้ึนอยูก่บัปฏิกิริยาของยนี
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นั้นท่ีมีต่อกลุ่มเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้ และผลการวเิคราะห์กลุ่มลิงเกจของยนี นอกจากน้ียงัมียนีอีกหลาย
ยนีท่ีมีการสันนิษฐานวา่มีต าแหน่งท่ีเช่ือมโยงใกลชิ้ดกนัมาก เช่น ยนี Pi2/Piz Piz-t กบัยนี Piz-5 บน
โครโมโซม 6 ยนี Pik Pik-s Pik-p Pik-m Pik-h กบัยนี Pik-g บนโครโมโซม 11 และยนี  Pita กบัยนี Pita-
2 บนโครโมโซม 12 (Koide et al., 2009) จากขอ้มูลการรายงานของ Wang et al. (2014) สามารถสรุปได้
วา่ยนีตา้นทานโรคไหมก้วา่คร่ึงหน่ึงท่ีพบมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 6 11 และ 12 และยงัพบยนี
ตา้นทานโรคไหมก้ระจายอยูเ่กือบทุกโครโมโซมของขา้ว ยกเวน้โครโมโซมท่ี 3 

          การตอบสนองของยนีตา้นทานต่อเช้ือชนิดต่างๆ มีการตอบสนองท่ีหลากหลายสามารถจ า- 
แนกยนีตา้นทานไดเ้ป็น 7 ประเภท กลุ่มท่ีใหญ่ท่ีสุดและส าคญัท่ีสุดคือ nucleotide binding site plus 
leucine-rich repeat (NBS-LRR) (Martin et al., 2003; Howles et al., 2005) ในปัจจุบนั ยนีตา้นทานโรค
ไหมจ้ านวน 22 ยนีท่ีไดรั้บการโคลนแลว้ ไดแ้ก่ Pit Pi37 Pish Pib Pi21 Pid2 Pi9 Pi2 Piz-t Pid3 Pi25 
Pi36 Pi5 Pi1 Pik Pikm Pikp Pikh Pi54rh Pia Pb1 และ Pita (Wang et al., 2014) ส่วนใหญ่มีโดเมน
โครงสร้างเป็น NBS-LRR ซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ีพบบ่อยท่ีสุดของยนีตา้นทานในพืช มีเพียงยนี Pid2 
เท่านั้นท่ีมีโครงสร้างโดเมนเป็น B-lectin (Bent, 1996; Hammond-Kosack and Jones, 1997; Hulbert et 
al., 2001) โดยสันนิษฐานวา่โดเมนโครงสร้างของ NBS-LRR เป็นส่วนท่ีเกิดปฏิกิริยาต่อยนีก่อโรคของ
เช้ือสาเหตุโรคซ่ึงเป็นไปตามกฎ gene-for-gene (Flor, 1971) 

  Prasad et al. (2009) วเิคราะห์ประชากรขา้ว near isogenic lines (NILs) ซ่ึงไดจ้ากการผสม
ระหวา่งพนัธ์ุ C101LAC ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหม ้ M. grisea สูง และขา้วอินดิคา
พนัธ์ุ Samba Mahsuri (BPT 5204) เป็นพนัธ์ุขา้วท่ีปลูกทัว่ประเทศอินเดีย มีเมล็ดเรียวยาวปานกลาง ให้
อตัราผลตอบแทนสูงและมีคุณภาพดีแต่อ่อนแอต่อโรคไหม ้ ทดสอบการเกิดโรคและสร้างแผนท่ีระบุ
ต าแหน่งยนีตา้นทานโรคไหม ้ พบการกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรขา้วชัว่ท่ี 2  
ในอตัราส่วน 3:1 (ตา้นทาน:อ่อนแอ) วเิคราะห์ดว้ยวธีิ bulk segregant analysis (BSA) พบยนีตา้นทาน
โรคไหม ้Pi1(t) มีความเช่ือมโยงกบัเคร่ืองหมาย RM224 บนโครโมโซม 11 

 Huang et al. (2011) คน้พบยนีตา้นทานโรคไหมย้นีใหม่ Pi47 และ Pi48 ในพนัธ์ุขา้วพื้นเมือง 
Xiangzi 3150 (XZ3150) ท่ีมีความตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหม ้M. grisea ท่ีเก็บรวบรวมจากมณฑลยู
นานในประเทศจีน การจ าแนกยนีตา้นทานโรคไหมใ้นพนัธ์ุขา้ว XZ3150 ในประชากรขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 
9  ซ่ึงเป็น recombinant inbred line (RILs)  จ  านวน  286 ตน้ ท่ีไดจ้ากการผสมระหวา่ง XZ3150 และ 
CO39 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อโรคไหม ้  คน้หาและสร้างแผนท่ีของยนีตา้นทานโดยใชเ้คร่ืองหมาย 
simple sequence repeat (SSR)  จากแผนท่ียนีพบวา่ยนีตา้นทานโรคไหมย้นีใหม่ Pi47 มีต าแหน่งท่ีตั้งอยู่
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บนโครโมโซมท่ี 11 ระหวา่งเคร่ืองหมาย RM206 และ RM224 และยนีตา้นทานโรคไหมย้นีใหม่ Pi48 มี
ต าแหน่งท่ีตั้งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 12 ระหวา่งเคร่ืองหมาย RM5364 และ RM7102 

 Koide et al. (2011) เก็บรวบรวมเช้ือสาเหตุโรคไหมใ้หม่ในประเทศฟิลิปปินส์จ านวน 23 ไอ-
โซเลท จ าแนกเช้ือสาเหตุออกเป็น 16 pathotype ซ่ึงมีเช้ือ 11 pathotype แสดงการเกิดรูปแบบปฏิกิริยาท่ี
แตกต่างกนัในอลัลีลของยนี Pik (Pik, Pik-m, Pik-h และ Pik-p) และ Pi1 ในการศึกษาน้ีพบยนี Pi19(t) มี
ความตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมห้ลายไอโซเลต พบวา่มีความเช่ือมโยงกบัเคร่ืองหมาย RM27937 
และ RM1337 และมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซม 12 

  Li et al. (2012) จ าแนกยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi1 ในขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองในมณฑลยนูาน
จ านวน 173 พนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมาย simple sequence repeat (SSR) คือเคร่ืองหมาย MRG4766 พบยนี
ตา้นทานโรคไหม ้ Pi1 ในขา้วพนัธ์ุพื้นเมือง 64 พนัธ์ุ คิดเป็น 36.99 เปอร์เซ็นต ์ ของพนัธ์ุขา้วทั้งหมด 
พบวา่พนัธ์ุขา้วท่ีมียนี Pi1 กระจายอยูท่ ัว่ไปในมณฑลยนูาน และยงัพบวา่ยนี Pi1 มีความถ่ีของการ
กระจายตวัสูงมากคิดเป็น 41.03 เปอร์เซ็นต ์ ในบริเวณพื้นท่ีปลูกขา้วทางตอนใตข้องมณฑลยนูาน 
ประเทศจีน 

 ส าหรับประเทศไทยมีต าแหน่งท่ีตั้งอยูใ่นเขตศูนยก์ลางความผนัแปรของขา้วประกอบกบั
สภาพแวดลอ้มและภูมิอากาศมีความแตกต่างกนัในแต่ละพื้นท่ี ท าใหเ้กิดความหลากหลายของพนัธ์ุขา้ว
ทั้งในกลุ่มของพนัธ์ุขา้วท่ีนิยมปลูกอยูใ่นปัจจุบนั พนัธ์ุขา้วพื้นเมือง และพนัธ์ุขา้วป่า (สมทรง, 2550) 

 อิงออน และคณะ (2553) คน้หายนีตา้นทานโรคไหม ้Pid2 ในขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองไทยจ านวน 
69 พนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เอท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อยนีตา้นทาน Pid2 ผลจากการ
ตรวจสอบพบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pid2 ในขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองทุกพนัธ์ุ ซ่ึงในจ านวนน้ีมี 39 พนัธ์ุท่ีมีอลั
ลีลท่ีของยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pid2 ยนืยนัผลการตรวจสอบโดยวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องพนัธ์ุ
ขา้วพื้นเมืองท่ีมีอลัลีลท่ีตา้นทานของยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pid2 เปรียบเทียบกบัพนัธ์ุท่ีมีอลัลีลท่ีไม่
ตา้นทานของยนี Pid2 

 กฤตกิตติศกัด์ิ และคณะ (2554) คน้หายนีตา้นทานโรคไหม ้Pi9, Pi36 และ Pigm(t) ในขา้วพื้น
เมืองไทยจ านวน 203 พนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อยนีตา้นทานโรคไหม้
ดงักล่าว จากการตรวจสอบพบวา่ขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองของไทยทั้งหมด 203 พนัธ์ุมียนีตา้นทานโรคไหม้
อยา่งนอ้ยหน่ึงยีน และมีขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองจ านวน 42 พนัธ์ุมียนีตา้นทานโรคไหมท้ั้ง 3 ยนี 

 2.3.2 การแสดงออกของยนีต้านทานโรคไหม้ 

 ความตา้นทานโรคท่ีเกิดข้ึนในพืช สามารถจ าแนกตามการเหน่ียวน าและกลไกของความ
ตา้นทานได ้2 ประเภท คือ ความตา้นทานท่ีมีอยู่แลว้ในพืช เช่น ความหนาและความแข็งแรงของผนงั
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เซลล์ ชั้นของแวกซ์ (wax) และคิวติเคิล (cuticle) ท่ีปกคลุมบริเวณล าตน้และผิวใบช่วยขดัขวางเช้ือรา
บางชนิดในการแทงเขา้สู่เซลลพ์ืช พืชบางชนิดสังเคราะห์สารไฟโตแอนทิซิปิน (phytoanticipin) ท่ีมีผล
ในทางยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราหรือแบคทีเรียสาเหตุโรค ซ่ึงโครงสร้างเหล่าน้ีเป็นเหมือนการป้องกนั
ชั้นแรกของพืช (Buchanan et al., 2000) และความตา้นทานท่ีพืชถูกเหน่ียวน าให้สร้างข้ึน เป็นลกัษณะ
ความตา้นทานท่ีพืชถูกกระตุน้ให้สร้างข้ึนมาเพื่อป้องกนัตวัเองภายหลงัเช้ือสาเหตุโรคเขา้ท าลาย โดย
โมเลกุลของพืชท่ีท าหนา้ท่ีเป็นตวัตอบสนองการกระตุน้ (pattern recognition receptor; PRR) สามารถ
ตรวจจบัโมเลกุลจากเช้ือสาเหตุโรค (pathogen-associated molecular pattern; PAMP) ท่ีสัมผสัผิวของ
เซลล์พืช ความตา้นทานลกัษณะน้ีมีช่ือเรียกเฉพาะวา่ PAMP-triggered immunity หรือ PTI การรับรู้ของ
พืชส่งผลให้เกิดการตอบสนองในแบบต่างๆ ทั้งในลกัษณะเพื่อป้องกนัพืชและเพื่อก าจดัเช้ือสาเหตุท่ีเขา้
ท าลายพืช (Thomma et al., 2011) 
 ยนีตา้นทานโรค (R gene) เป็นองคป์ระกอบหลกัของยนีตา้นทานโรคซ่ึงสามารถแปลรหสัเป็น
โปรตีนประกอบดว้ย nucleotide-binding site (NBS) ร่วมกบั leucine-rich repeats (LRRs) โปรตีน NBS-
LRR มีความส าคญัในเร่ืองการจดจ าและความตา้นทานต่อเช้ือก่อโรคท่ีหลากหลาย เช่น ไวรัสแบคทีเรีย 
เช้ือรา ไส้เดือนฝอย และแมลง (McHale et al., 2006) โปรตีน NBS-LRR มีหลากหลายกลไก กลไกหน่ึง
คือท าปฏิกิริยาโดยตรงกบั effector หรือผลผลิตยนี Avr ของเช้ือก่อโรค ท าใหไ้ม่สามารถก่อโรคได ้(Flor, 
1971) 
 Navadagi et al. (2014) โคลนยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi54 จากขา้วอินดิกาสายพนัธ์ุ Tetep ซ่ึง
สามารถตา้นทานแบบกวา้งต่อเช้ือรา M. oryzae จากการศึกษาลกัษณะโปรตีนของยีน Pi54 สามารถ
พิสูจน์ไดว้า่ โปรตีนของยนี Pi54 มีปฏิกิริยาต่อ Avr-Pi54 ยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi54 ถอดรหสัไดโ้ปรตีน
ขนาดประมาณ 43 kDa มีการแสดงออกต่อเช้ือรา M. oryzae ตรวจสอบดว้ยวธีิ phylogenetic และ western 
blot analysis และท าการยนืยนัผลของโปรตีนดว้ย MALDI-TOF analysis โปรตีนของยนี Pi54 มี
ปฏิกิริยาต่อ Avr-Pi54 ผา่นโดเมน LRR domain ไดแ้ก่ โดเมน STI1 และ RhoGEF  
 Parisa et al. (2015) ศึกษาขา้วสายพนัธ์ุมาเลเซียจ านวน 10 พนัธ์ุ โดยศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน
วทิยา สรีรวทิยา และการตอบสนองต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมด้ว้ยเทคนิค quantitative PCR (qPCR) 
ประเมินการเจริญเติบโตของประชากรเช้ือสาเหตุโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุตา้นทานและขา้วพนัธ์ุอ่อนแอ 
ตรวจดูการสังเคราะห์แสงและวดัคลอโรฟิลลเ์พื่อศึกษาผลกระทบเม่ือเช้ือ M. oryzae เขา้สู่ตน้ขา้วเหล่าน้ี 
และใชเ้ทคนิค real-time PCR ศึกษาการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหมจ้ านวน 8 ยนี ท่ีไดม้าจากขา้ว
สายพนัธ์ุมาเลเซียจ านวน 10 พนัธ์ุ พบวา่ยนีตา้นทาน Pikh Pi9 Pi21 และ Osw45 เก่ียวขอ้งกบัการ
ตอบสนองต่อการเขา้ท าลายของเช้ือ M. oryzae ในขา้วสายพนัธ์ุมาเลเซียจ านวน 10 สายพนัธ์ุ หลงัจาก
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ปลูกเช้ือเป็นเวลา 31 ชัว่โมง ทั้งคลอโรฟิลลแ์ละการสังเคราะห์แสงลดลง แต่ยนี Pikh แสดงออกอยา่ง
ต่อเน่ืองในขา้วสายพนัธ์ุอ่อนแอ ในขณะท่ียนีตา้นทาน Pi9 Pi21 และ Osw45 มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน 
2.4 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือสาเหตุโรคไหม้ในข้าว 

  เช้ือสาเหตุโรคไหมมี้ความแปรปรวนมากกวา่เช้ือราชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากเช้ือชนิดน้ีมีการเปล่ียน 
แปลงไดอ้ยา่งรวดเร็วภายในไม่ก่ีชัว่อาย ุ ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือราเกิดไดจ้ากหลาย
สาเหตุ ไดแ้ก่ ก) การกลายพนัธ์ุของเช้ือรา พบวา่การกลายของลกัษณะการสร้างเมด็สี (melanin pigment) 
บริเวณเยือ่หุม้เซลลมี์ผลต่อความรุนแรงของเช้ือรา โดยเม็ดสีของเช้ือสาเหตุโรคไหมป้ระกอบดว้ยสาร 
polymerized dihydroxynaphthalene สารน้ีเก่ียวขอ้งกบัขบวนการงอกเส้นใยและการแทงเขา้สู่ใบขา้ว 
(Wheerler and Bell, 1988; Howard and Ferrari, 1989 อา้งโดย พนูศกัด์ิ, 2548) การกลายพนัธ์ุของโคนิเดีย
เช้ือราท าใหมี้ความผดิปกติของรูปร่างลกัษณะท่ีถูกควบคุมดว้ยยนี SMO1 การกลายพนัธ์ุน้ีท าใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงการเกิดโรคของเช้ือรา (Shi and Leung, 1995 อา้งโดยพนูศกัด์ิ, 2548) ข) การแลกเปล่ียน
หน่วยพนัธุกรรมของเช้ือในระยะของ การแบ่งเซลลเ์กิดข้ึนในระยะท่ีเช้ือรามีการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ 
เกิด parasexual recombination ไดด้ว้ยความถ่ีสูง (Genovesi and Magill, 1976 อา้งโดย พนูศกัด์ิ, 2548) 
ค) การเกิด transposable element ซ่ึงเป็นช้ินส่วนของดีเอ็นเอขนาดสั้นๆ ท่ีสามารถเคล่ือนยา้ยเขา้ออกใน
จีโนมของพืชได ้อาจท าให้เช้ือสาเหตุโรคไหมเ้กิดการกลายพนัธ์ุได ้รวมไปถึง ง) การเคล่ือนยา้ยประชา- 
กรของเช้ือราจากแหล่งปลูกขา้วหน่ึงไปสู่อีกแหล่งหน่ึง ท าใหต้รวจพบสายพนัธ์ุเช้ือสาเหตุโรคไหมท่ี้
แตกต่างจากท่ีมีอยูเ่ดิมในพื้นท่ี ดว้ยสาเหตุเหล่าน้ีท าให้เกิดการระบาดของโรคไหมอ้ยูเ่ป็นประจ า เม่ือ
นกัปรับปรุงพนัธ์ุไดพ้ฒันาพนัธ์ุขา้วตา้นทานโรคไหมพ้นัธ์ุใหม่ออกมา เช้ือราก็สามารถปรับตวัเพื่อเขา้
ท าลายขา้วพนัธ์ุใหม่ไดใ้นระยะเวลาไม่นาน (พนูศกัด์ิ, 2548) 
 พนูศกัด์ิ และคณะ (2550) ตรวจสอบความหลากหลายของสายพนัธ์ุเช้ือราสาเหตุโรคไหมข้า้ว
ในประเทศไทย โดยปลูกพนัธ์ุขา้วท่ีมียนีตา้นทานโรคไหมท่ี้แตกต่างกนัจากแหล่งต่างๆ ในแปลง
ทดลองภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ไดแ้ก่ ศูนยว์จิยัขา้วอุบลราชธานี และศูนยว์จิยัขา้วขอนแก่น ใน
ภาคเหนือท่ีศูนยว์จิยัขา้วแพร่ ภาคเหนือตอนล่างท่ีศูนยว์จิยัขา้วพิษณุโลก และภาคใตท่ี้ศูนยว์จิยัขา้ว
พทัลุง เก็บตวัอยา่งเช้ือโรคไหมท่ี้เขา้ท าลายใบขา้วและคอรวงในพนัธ์ุทดสอบมาตรฐาน โดยวธีิการแยก
เช้ือใหไ้ดโ้คนิเดียเด่ียวจนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ แลว้น าไปทดสอบความรุนแรงในการเขา้ท าลายของเช้ือบน
พนัธ์ุขา้วท่ีมียนีตา้นทานเด่ียว 18 สายพนัธ์ุ จากเช้ือจ านวน 2,476 ไอโซเลต สามารถจ าแนกเช้ือได ้ 623 
สายพนัธ์ุ แบ่งออกเป็นสายพนัธ์ุท่ีพบประจ าจ านวน  186  สายพนัธ์ุ สายพนัธ์ุท่ีหายากจ านวน 437 สาย
พนัธ์ุ พบวา่ประชากรเช้ือสาเหตุโรคไหมข้า้วในประเทศไทยมีความหลากหลายสูง ยนีตา้นทานในขา้ว
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บางพนัธ์ุแสดงความตา้นทานไดเ้ฉพาะพื้นท่ีและฤดูปลูกขา้ว สายพนัธ์ุท่ีพบประจ ามีความรุนแรงนอ้ย
กวา่สายพนัธ์ุท่ีหายาก ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของไทยพบเช้ือเขา้ท าลายมากท่ีสุด 

 Sirithunya et al. (2007) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือรา P. grisea ในประเทศ
ไทย โดยเก็บรวบรวมเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้าก ขา้ว หญา้ ขา้วบาร์เลย ์และขา้วป่ารวมทั้งหมด 174 ไอโซ
เลท ตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือราโดยใชเ้ทคนิค Random Amplification 
Polymorphic DNA (RAPD) แลว้จดักลุ่มความสัมพนัธ์ของเช้ือราแต่ละไอโซเลตไดเ้ป็น 9 กลุ่ม ไดแ้ก่
กลุ่ม  A  ถึงกลุ่ม I พบวา่กลุ่ม B C และ H มีความโดดเด่นท่ีสุดพบมากถึง  70  เปอร์เซ็นตข์องเช้ือสาเหตุ
ทั้งหมดในการศึกษาน้ี จากการวเิคราะห์การกระจายตวัของเช้ือราจะเห็นวา่กลุ่มเช้ือราสายพนัธ์ุท่ีมีความ
โดดเด่นจะมีการกระจายตวัของประชากรสูงโดยจะกระจายตวัอยูท่ ัว่ประเทศไทย แต่ในสายพนัธ์ุอ่ืนๆ 
จะมีการกระจายตวัอยา่งจ ากดัเฉพาะพื้นท่ี เช่น สายพนัธ์ุกลุ่ม A ถูกจ ากดัอยูเ่พียงในบริเวณภาคใตข้อง
ประเทศไทย ในขณะท่ีสายพนัธ์ุกลุ่ม B และ C มีการกระจายตวัอยา่งกวา้งขวาง แสดงใหเ้ห็นถึงอิทธิพล
ของชีววทิยาและส่ิงแวดลอ้มท่ีมีผลกระทบต่อความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้ จากผลการ
วเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือรา พบวา่ในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และ
ภาคกลางของประเทศไทย มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือสาเหตุโรคไหมสู้ง ในขณะท่ีภาค
ตะวนัออกและภาคใตมี้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมค่อนขา้งต ่า 

2.5  การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลช่วยในการปรับปรุงพนัธ์ุ 

  การปรับปรุงพนัธ์ุพืชโดยการใชว้ธีิการปรับปรุงพนัธ์ุแบบดั้งเดิม (conventional breeding) เพื่อ
ปรับปรุงใหพ้ืชมีลกัษณะตามท่ีตอ้งการภายในตน้เดียว ถา้เป็นลกัษณะท่ีคดัเลือกยาก ถูกควบคุมดว้ยยนี
หลายต าแหน่งหรือมีอตัราการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมต ่า จ  าเป็นตอ้งใชค้วามเช่ียวชาญอยา่งมากในการ
คดัเลือก หรือใชร้ะยะเวลานานในการคดัเลือก ท าใหก้ารปรับปรุงพนัธ์ุพืชมีความล่าชา้ ดงันั้นในปัจจุบนั
จึงมีการน าเทคโนโลยทีางชีวภาพมาใชเ้พื่อช่วยในการคดัเลือกลกัษณะท่ีตอ้งการ เรียกวา่ Marker-
assisted selection (MAS) สามารถคดัเลือกไดค้ร้ังละหลายลกัษณะพร้อมกนั และใชเ้วลานอ้ยในการ
คดัเลือก ซ่ึงต่างจากวธีิการปกติท่ีตอ้งใชจ้  านวนรอบในการคดัเลือกมาก 

วราพงษ ์ และคณะ (2550) ปรับปรุงพนัธ์ุขา้ว กข6 ใหท้นต่อสภาพน ้าท่วมฉบัพลนัโดยการ
ถ่ายทอดช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีมียีนทนน ้าท่วม sub1 จากพนัธ์ุพอ่สายพนัธ์ุ KD571-77 ไปสู่พนัธ์ุแม่คือ กข6 
ดว้ยวธีิการผสมกลบั และใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs ต าแหน่ง RM0873 RM219 และ RM285 ซ่ึง
อยูบ่นโครโมโซม 9 ของขา้วช่วยในการคดัเลือก พบวา่เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 3 ต าแหน่งสามารถใช้
คดัเลือกประชากรผสมกลบัคร้ังท่ี 1 ชัว่ท่ี 1 (BC1F1) ท่ีมียนี sub1 จ านวน 16 ตน้ จากประชากรทั้งหมด 53 
ตน้ คิดเป็นร้อยละ 30 และเม่ือใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล PB7F และ PB8R ตรวจหาตน้ขา้วท่ีมียนีตา้นทาน
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โรคขอบใบแหง้ Xa21 พบวา่มี 3 ตน้ท่ีมียนีน้ีอยูด่ว้ย และในประชากรขา้วผสมกลบัคร้ังท่ี 2 ชัว่ท่ี 1 
(BC2F1) พบวา่จากจ านวนท่ีปลูกคดัเลือก 50 ตน้ มี 26 ตน้ท่ีมียนี sub1 การผสมกลบัคร้ังท่ี 3 ชัว่ท่ี 1 ถูก
ปล่อยใหผ้สมตวัเองเพื่อใหไ้ดป้ระชากรผสมกลบัคร้ังท่ี 3 ชัว่ท่ี 2 (BC3F2) ตน้ท่ีถูกคดัเลือกไวจ้ะถูกน าไป
ผสมกลบักบั กข6 จนไดส้ายพนัธ์ุ near-isogenic lines (NILs) ท่ีมีลกัษณะเหมือนกบัพนัธ์ุ กข6 แต่มี
ลกัษณะทนน ้าท่วมฉบัพลนั เพื่อน าไปทดสอบในแปลงและแนะน าใหเ้กษตรกรในพื้นท่ีเส่ียงต่อภาวะ
น ้าท่วมใชป้ลูกในท่ีสุด 

นทัทรียา และ ภิญญารัตน์ (2559) ใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะต่อยนีตา้นทานโรคไหม้
ทั้งส้ิน 5 ยนีไดแ้ก่ Pi27(t) Pib Pi36 Pik-h และ Pi20(t) ท่ีมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซม 1 2 8 11 และ 12 
ของขา้วตามล าดบั ช่วยในการคดัเลือกลกัษณะตา้นทานต่อโรคไหมใ้นประชากรผสมกลบัคร้ังท่ี 1 ชัว่ท่ี 
1 จ านวน 300 ตน้จากคู่ผสมระหวา่งพนัธ์ุสกลนคร (SKN) ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นขา้วเหนียว มีกล่ินหอมและ
คุณภาพขา้วสุกเหนียวนุ่ม กบัพนัธ์ุ กข33 (RD33) ท่ีมีศกัยภาพตา้นทานต่อโรคไหม ้โดยคดัเลือกตน้ท่ีมี
พนัธุกรรมแบบคงตวัในลกัษณะตา้นทานต่อโรคไหมไ้ดจ้  านวนทั้งส้ิน 160 ตน้ ซ่ึงจะไดน้ าไปใชใ้น
ขั้นตอนต่อไปของการปรับปรุงพนัธ์ุ นอกจากน้ีมีการใชข้อ้มูลทางฟีโนไทป์ของประชากรผสมกลบัคร้ัง
ท่ี 1 ชัว่ท่ี 1 มาประกอบการคดัเลือกเพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการคดัเลือกตน้ท่ีตอ้งการ 

2.6  การป้องกนัโรคไหม้ของข้าวโดยการใช้พนัธ์ุข้าวต้านทานโรคไหม้ 

  โคนิเดียสาเหตุโรคไหมข้องขา้วจะแพร่ระบาดไปกบัน ้าโดยเฉพาะเม่ือความช้ืนสูงสภาพจะช่วย
ใหโ้รคแพร่ระบาดอยา่งรวดเร็ว (วชิิต และคณะ, 2553) ซ่ึงปัจจยัท่ีเอ้ืออ านวยต่อการระบาดของโรคไหม ้
ไดแ้ก่ พนัธ์ุขา้วท่ีอ่อนแอ โดยเฉพาะพนัธ์ุขา้วขาวดอกมะลิ 105 รวมถึงการใส่ปุ๋ยไนโตรเจนในปริมาณ
มาก และมีสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมต่อการเกิดโรค การลดความเสียหายจากการเขา้ท าลายของโรค
ไหมส้ามารถท าไดห้ลายวธีิซ่ึงแต่ละวธีิการท่ีใชก้็ข้ึนอยูก่บัสถานการณ์และความเหมาะสมในช่วงเวลา
นั้นรวมทั้งผลกระทบท่ีจะเกิดข้ึนกบัสภาพแวดลอ้มท่ีจะเกิดตามมา ซ่ึงการใชพ้นัธ์ุขา้วตา้นทานนบัเป็น
วธีิท่ีเหมาะสมวธีิหน่ึงในการป้องกนัโรคไหม ้(องัคณา และคณะ, 2557)  

  อจัฉราพร (2554) ศึกษาการลดความรุนแรงของโรคไหมข้า้วโดยใชห้ลกัการปลูกขา้ว 2 สาย
พนัธ์ุร่วมกนัเพื่อขยายฐานความตา้นทานของพนัธ์ุขา้ว ในปี 2551 ไดท้ดสอบพนัธ์ุขา้วจ านวน 2 ชุดท่ี
พฒันามาจากขา้วขาวดอกมะลิ 105 ดว้ยการผสมกลบัโดยมีพนัธ์ุพอ่ท่ีใหค้วามตา้นทานต่อโรคไหมต่้าง 

กนั ท าการทดสอบโดยการปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมท่ี้มาจากต่างกลุ่มกนัในภาคเหนือตอนล่างลงบนขา้ว
อาย ุ 21 วนั คร้ังละ 1 ไอโซเลท รวม 10 ไอโซเลท ตรวจสอบผลหลงัปลูกเช้ือสาเหตุ 7 วนั พบวา่ไม่
สามารถเลือกคู่พนัธ์ุท่ีเหมาะสมจากขา้วทั้งสองชุดได ้ในปี 2552 ท าการทดสอบขา้วชุดท่ี 3 ซ่ึงเป็นขา้วท่ี
พฒันาจากลูกผสมกลบัขา้วขาวดอกมะลิ 105 โดยมีขา้วเจา้หอมนิล และ DHL-279 เป็นพนัธ์ุพอ่ท่ีให้
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ความตา้นทานต่อโรคไหมจ้ านวน 15 สายพนัธ์ุ ใชว้ธีิการและขั้นตอนเช่นเดียวกบัปี 2551 ผลการ
ทดสอบจากหอ้งควบคุมคดัเลือกได ้ 3 สายพนัธ์ุคือ UBN03005-6-3-26-10-49-10 UBN03004-3-16-20-
20-40-14 และ UBN03004-3-16-20-11-100-4 เม่ือน ามาทดสอบในเรือนทดลองโดยการปลูกเป็นคู่ได ้2 
คู่เปรียบเทียบกนั เม่ือปลูกแบบสายพนัธ์ุเดียว มีขา้วขาวดอกมะลิ 105 และ กข15 เป็นพนัธ์ุมาตรฐานไม่
ตา้นทานโรคเปรียบเทียบ ปลูกเช้ือโรคไหมใ้นระยะแตกกอและออกรวง การทดลองน้ีพบโรคไหมบ้น
ใบเล็กนอ้ย ส่วนอาการโรคไหมค้อรวงอยูร่ะหวา่ง 0–6 เปอร์เซ็นต ์การปลูกขา้วสายพนัธ์ุ UBN03005-6-
3-26-10-49-10 ร่วมกบั UBN03004-3-16-20-11-100-4 ไม่พบอาการโรคไหมค้อรวง ในขณะท่ีพบอาการ 
6 เปอร์เซ็นต ์ในขา้วขาวดอกมะลิ 105 และ 1.7 เปอร์เซ็นต ์ใน กข15 เม่ือทดสอบในโรงเรือนในปี 2553 
พบวา่ผลเป็นไปในแนวทางเดียวกนั  

  องัคณา และคณะ (2557) ทดสอบปฏิกิริยาโรคไหมข้องพนัธ์ุขา้วต่อโรคไหมภ้ายใตโ้ครงการ 
วจิยัและพฒันาพนัธ์ุขา้วนาสวนนาน ้าฝนและนาสวนนาชลประทานในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือเพื่อคดั 
เลือกสายพนัธ์ุขา้วท่ีมีความตา้นทานต่อโรคไหมใ้นระยะกลา้ และระยะออกรวง โดยใชส้ายพนัธ์ุขา้วนา
สวนนาน ้าฝนจ านวน 99 สายพนัธ์ุและขา้วนาสวนนาชลประทานจ านวน 35 สายพนัธ์ุ ทดสอบปฏิกิริยา
ต่อโรคไหมใ้นระยะกลา้แบบสภาพธรรมชาติบนพื้นท่ีดอน (upland short row) ในระยะออกรวงทดสอบ
โดยฉีดสปอร์แขวนลอยของเช้ือราโรคไหมบ้ริเวณกาบใบธง พบวา่สายพนัธ์ุขา้วนาสวนนาน ้าฝน
สามารถตา้นทานถึงค่อนขา้งตา้นทานโรคไหมร้ะยะกลา้ จ  านวน 52 สายพนัธ์ุ ค่อนขา้งตา้นทานโรคไหม้
ระยะออกรวง จ านวน 2 สายพนัธ์ุ และสายพนัธ์ุนาสวนนาชลประทานสามารถตา้นทานถึงค่อนขา้ง
ตา้นทานโรคไหมร้ะยะกลา้ จ านวน 23 สายพนัธ์ุ ค่อนขา้งตา้นทานโรคไหมร้ะยะออกรวง จ านวน 1 สาย
พนัธ์ุ 
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 

3.1 อุปกรณ์และวสัดุกำรวจัิย 

 3.1.1 พนัธ์ุข้ำวทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

     3.1.1.1  ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุขา้วคุณภาพดีแต่อ่อนแอต่อโรคไหม ้

    3.1.1.2  ขา้วพื้นเมืองไทยพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) 

 3.1.1.3  ขา้วพนัธ์ุ IR64 เป็นพนัธ์ุตา้นทานโรคไหมส้ าหรับทดสอบเปรียบเทียบ 

 3.1.1.4  ขา้วพนัธ์ุเจา้หอมนิลเป็นพนัธ์ุตา้นทานโรคไหมส้ าหรับทดสอบเปรียบเทียบ 

 3.1.2 ปุ๋ยเคมี 

 3.1.2.1  ปุ๋ยสูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 

 3.1.2.2  ปุ๋ยสูตร 15-15-15 (N-P2O5-K2O) 

 3.1.3 อำหำรเลีย้งเช้ือรำ 

 3.1.3.1  Rice Flour Agar (RFA) 

 3.1.3.2  Rice flour 

 3.1.3.3  Yeast extract (Svichem, India)  

 3.1.3.3  Agar powder (Biomark, India) 

 3.1.4  สำรเคมี 

 3.1.4.1  acetic acid (VWR international S.A.S., France) 

 3.1.4.2  acrylamide solution 40 % (29:1:0.9) (Merck, Germany) 

 3.1.4.3  agarose gel (Vivantis, Malaysia) 

 3.1.4.4  ammonium persulphate (APS, Ajax Finechem, Australia) 

 3.1.4.5  bromophenol blue (Ajax Finechem, Australia) 

 3.1.5.6  boric acid (VWR international, UK) 

 3.1.4.7  β-mercaptoethanol (Merck, Germany) 

 3.1.4.8  chloroform (VWR international S.A.S., France)
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 3.1.4.9  ethyl alcohol (Merck, Germany 3.1.4.10  ethidium bromide (Vivantis, 
Malaysia) 

 3.1.4.10  ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA), EMD chemicals, 
Germany) 

 3.1.4.11  formaldehyde (Ajax Finechem, Australia)   

 3.1.4.12  gelatin (Gelita AG, Germany) 

 3.1.4.13  Glass Bond (National diagnostics, USA) 

 3.1.4.14  isoamyl alcohol (Merck, Germany) 

 3.1.4.15  isopropanol (Merck, Germany) 

 3.1.4.16  phenol (Merck, Germany) 

 3.1.4.17  polyvinylpyrrolidone (PVP, Sigma-Aldrich, USA) 

 3.1.4.18  N, N, N΄, N΄– tetramethylethylenediamine (TEMED, EMD chemicals, 
Germany) 

 3.1.4.19  RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo scientific, USA) 

 3.1.4.20  RibolockTM RNase Inhibitor (Thermo scientific, USA) 

 3.1.4.21  Terra PCR Direct (Clontech Laboratories, USA) 

 3.1.4.22  Tris (hydroxymethyl) aminomethane (EMD chemicals, Germany)  

 3.1.4.23  Trizol reagent (Ambion, USA) 

 3.1.4.24  silver nitrate (Merck, Germany) 

 3.1.4.25  sodium acetate (Ajax Finechem, Australia)  

 3.1.4.26  sodium chloride (Ajax Finechem, Australia) 

 3.1.4.27  sodium dodecyl sulfate (SDS, EMD chemicals, Germany) 

 3.1.4.28  sodium hydroxide (Merck, Germany) 

 3.1.4.29  urea (Ajax Finechem, Australia) 

 3.1.4.30  xylene cyanol (Asia Pacific Specialty chemicals, Australia) 

 3.1.5 ดีเอน็เอมำตรฐำน 

 3.1.5.1  10 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA) 
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 3.1.5.2  1 kb DNA Ladder (Thermo scientific, USA) 
 3.1.6 เคร่ืองหมำยดีเอน็เอ 

  เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด simple sequence repeat (SSR) ท่ีครอบคลุมทั้ง 12 โครโมโซม
ของขา้ว จ านวนทั้งหมด 230 เคร่ืองหมาย (http://www.gramene.org) 
 3.1.7 อุปกรณ์ 

 3.1.8.1   กลอ้ง stereo microscope  

 3.1.8.2   กระบะปลูก ขนาด กวา้ง 7 หลุม ยาว 12 หลุม 

 3.1.8.3   กระถางปลูกขนาด 10 น้ิว 

 3.1.8.4   เคร่ืองแกว้และบีกเกอร์ขนาดต่างๆ 

 3.1.8.5   เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Sartorius, BP221S, Germany) 

 3.1.8.6   เคร่ืองป่ันสารและใหค้วามร้อน (Wisestir, MSH-20A, Korea) 

 3.1.8.7   เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Eppendrof, Model 5418, USA) 

 3.1.8.8   เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (Biometra, Germany) 

 3.1.8.9   เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (Eppendrof, Model 6132, Germany) 

 3.1.8.10 เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (Schott, cG 842, Germany) 

 3.1.8.11 เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (Consort, Germany) 

 3.1.8.12 ชุด Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Bio-Active, UK) 

 3.1.8.13 ชุดอุปกรณ์ส าหรับเล้ียงเช้ือ 

 3.1.8.14 ชุดอุปกรณ์ส าหรับผสมพนัธ์ุขา้ว 

 3.1.8.15 ไมโครปิเปต (Gilson, France) 

 3.1.8.16 เมด็ bead 

 3.1.8.17 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, SV-1422, Germany) 

 3.1.8.18 อุปกรณ์ส าหรับปลูกเช้ือ 

 3.1.8.19 PCR plate (Thermoscientific, UK) 

 3.1.8.20 Tip ขนาด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

 3.1.8.21 microtube ขนาด 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
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3.2  วธีิด ำเนินกำรวจัิย 

  3.2.1  กำรผสมพนัธ์ุเพือ่ผลิตข้ำวลูกผสม 

 3.2.1.1  กำรผสมพนัธ์ุข้ำวเพือ่ผลติลูกผสมช่ัวที ่1 (F1 - hybrid) 

  ผสมขา้มพนัธ์ุโดยใชพ้นัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) เป็นพนัธ์ุแม่ (female 
parent) และขา้วพื้นเมืองไทยพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ซ่ึงเป็นพนัธ์ุขา้วตา้นทานโรคไหมท่ี้ผา่นการ
ตรวจสอบแลว้จากงานวจิยัในโครงการคน้หายนีตา้นทานโรคไหมท่ี้เกิดจากเช้ือรา P. oryzea จากแหล่ง
พนัธุกรรมขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองของประเทศไทย (Salih et al., 2013) เป็นพนัธ์ุพอ่ (male parent) เร่ิมจากการ
เตรียมช่อดอกฝ่ายแม่ (KDML105) ในช่วงเวลาเยน็ก่อนผสมพนัธ์ุ 1 วนั โดยการท าหมนัเพศผู ้
(emasculation) โดยเลือกช่อดอกในระยะโผล่ช่อดอก (heading) ใชก้รรไกรตดัดอกท่ีผสมตวัเองไปแลว้
บริเวณปลายช่อดอกและดอกอ่อนเกินไปบริเวณโคนช่อดอกทิ้ง เหลือไวเ้ฉพาะดอกท่ีจะพร้อมผสมใน
วนัถดัไปประมาณ 20 ดอกต่อช่อ สังเกตไดจ้ากอบัละอองเกสรอยูใ่นต าแหน่งประมาณคร่ึงของความยาว
กาบหุม้ดอก จากนั้นใชก้รรไกรตดัปลายกาบหุม้ดอกประมาณ 1 ใน 2 เฉียงท ามุมประมาณ 45 องศาใช้
ปลายเขม็หมุดเข่ียอบัเกสรเพศผู ้ (anther) ทั้งหมดจ านวน 6 อบัเกสรออกจากกาบหุม้ดอกดว้ยความ
ระมดัระวงั พน่ดอกเพศเมียดว้ยน ้าเปล่าเพื่อใหค้วามชุ่มช้ืนแก่ดอก คลุมดว้ยขวดพลาสติกเจาะรู ตรวจ 

สอบดอกฝ่ายแม่ท่ีเตรียมไวอี้กคร้ังในช่วงเชา้ของวนัถดัไปวา่ไม่มีอบัเกสรเพศผูห้ลงเหลืออยู ่ น าเกสร
เพศผูจ้ากดอกขา้วพนัธ์ุพอ่ (GS20874) มาถ่ายลงบนยอดเกสรเพศเมีย (stigma) โดยอาจน าทั้งช่อดอกมา
เคาะใกล้ๆ  ยอดเกสรเพศเมียเพื่อใหล้ะอองเกสร (pollen grain) ตกลงบนยอดเกสรเพศเมีย หรือคีบอบั
ละอองเกสร (anther) ใส่ไวใ้นกาบดอกเพศเมียท่ีเตรียมไว ้ผกูป้ายช่ือไวก้บัช่อดอก ระบุช่ือพนัธ์ุพอ่และ
แม่พร้อมระบุวนัท่ีท าการผสมพนัธ์ุ (hybridization) ปล่อยใหมี้การผสมพนัธ์ุ และเก็บเก่ียวเมล็ดหลงัจาก
วนัท่ีผสมพนัธ์ุแลว้ประมาณ 30 วนั ระยะพกัตวัของขา้วประมาณ 8 สัปดาห์น าเมล็ด (F1-seed) ไปปลูก
เพื่อขยายใหไ้ดป้ระชากรลูกผสมชัว่ท่ี 2 ต่อไป 

 3.2.1.2  กำรสร้ำงประชำกรข้ำวลูกผสมช่ัวที ่2 (F2 population) 

 เพาะเมล็ดขา้วลูกผสม (F1-hybrid seed) ท่ีไดจ้ากการผสมขา้ม ในกระดาษทิชชูท่ีชุ่ม
น ้า เม่ือขา้วเร่ิมงอก ยา้ยลงเพาะในถาดหลุมเพื่อใหต้น้กลา้แขง็แรง เม่ือขา้วอาย ุ2 สัปดาห์ (มีใบประมาณ 
3-4 ใบ) ยา้ยลงกระถางขนาด 10 น้ิว โดยใส่ปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 (N-P2O5-K2O) รองกน้หลุม และใส่ปุ๋ย
สูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) ผสม 15-15-15 (N-P2O5-K2O) เม่ือขา้วอาย ุ 1, 2 และ 3 เดือน ในปริมาณท่ี
เหมาะสม เม่ือขา้วเร่ิมตั้งทอ้ง ปล่อยใหมี้การผสมตวัเองตามธรรมชาติ (selfed) บนัทึกลกัษณะประจ า
พนัธ์ุในแต่ละช่วงอายขุองขา้ว ทั้งในขา้วลูกผสม (F1-hybrid) และขา้วท่ีใชเ้ป็นพนัธ์ุพอ่และแม่ เก็บเมล็ด
พนัธ์ุ (F2- seed) ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห์ เพื่อท าลายระยะพกัตวัของเมล็ด เพาะเมล็ดพนัธ์ุขา้ว 
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F2 (F2- seed) จ านวน 228 เมลด็ในกระดาษทิชชูท่ีชุ่มน ้า เม่ือขา้วเร่ิมงอก ยา้ยลงเพาะในกระบะปลูกขนาด 
กวา้ง 7 หลุม ยาว 12 หลุม ใส่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 2 คร้ัง คร้ังแรกใส่ปุ๋ยประมาณ 5 กรัมต่อ
กระบะ ใส่หลงัจากท าการยา้ยเพาะแลว้ และใส่ปุ๋ยคร้ังท่ี 2 ประมาณ 1 กรัมต่อกระบะ หลงัจากตน้กลา้
ขา้วมีอาย ุ7 วนั ท าการทดสอบความตา้นทานโรคไหม ้เม่ือขา้วมีอาย ุ14 วนั 

 3.2.1.3  กำรสร้ำงประชำกรข้ำวลูกผสมช่ัวที ่3 (F3 population) 

 คดัเลือกประชากรขา้วชั่วท่ี 2 (F2) ท่ีมีลกัษณะตา้นทานทั้งลกัษณะทาง phenotype 
และลกัษณะทาง genotype เพาะเมล็ดประชากรขา้วชัว่ท่ี 3 (F3) จากตน้ F2 ท่ีคดัเลือกไวต้น้ละ 100 เมล็ด
ในกระดาษทิชชูท่ีชุ่มน ้า เม่ือขา้วเร่ิมงอก ยา้ยลงเพาะในกระบะปลูกขนาด กวา้ง 7 หลุม ยาว 12 หลุม ใส่
ปุ๋ยสูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 2 คร้ัง คร้ังแรกใส่ปุ๋ยประมาณ 5 กรัมต่อกระบะ ใส่หลงัจากท าการยา้ย
เพาะแลว้ และใส่ปุ๋ยคร้ังท่ี 2 ประมาณ 1 กรัมต่อกระบะ หลงัจากตน้กลา้ขา้วมีอายุ 7 วนั ท าการทดสอบ
ความตา้นทานโรคไหม ้เม่ือขา้วมีอาย ุ14 วนั 
 3.2.2  ควำมต้ำนทำนของข้ำวพนัธ์ุยั้งมองต่อประชำกรเช้ือรำ 
 ศึกษาความตา้นทานของขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมองต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซ
เลท ปลูกขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอกมะลิ 105 เจา้หอมนิล และ IR64 โดยเพาะเมล็ดพนัธ์ุขา้วใน
กระดาษทิชชูท่ีชุ่มน ้า เม่ือขา้วเร่ิมงอก ยา้ยลงเพาะในกระบะปลูกขนาด กวา้ง 7 หลุม ยาว 12 หลุม ใส่ปุ๋ย
สูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 2 คร้ัง คร้ังแรกใส่ปุ๋ยประมาณ 5 กรัมต่อกระบะ ใส่หลงัจากท าการยา้ยเพาะ
แลว้ และใส่ปุ๋ยคร้ังท่ี 2 ประมาณ 1 กรัมต่ะกระบะ หลงัจากตน้กลา้ขา้วมีอาย ุ7 วนั เม่ือขา้วมีอาย ุ14 วนั
ท าการประเมินความตา้นทานโรคไหมต่้อเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเลท 
 3.2.3  กำรประเมินควำมต้ำนทำนโรคไหม้ 

 3.2.3.1  กำรเตรียมสำรแขวนลอย conidia ของเช้ือสำเหตุโรคไหม้ 

   เตรียมสารแขวนลอยโคนิเดียจากเช้ือสาเหตุโรคไหมท่ี้ผา่นการแยกเช้ือแบบสปอร์
เด่ียว และเก็บในรูปเส้นใยแห้งบนกระดาษกรอง ตามวธีิของ Sirithunya et al. (2007) น าเช้ือราจ านวน 13 
ไอโซเลท (ตารางท่ี 3.1) มาเล้ียงบนอาหาร RFA เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ปล่อยใหเ้ช้ือราเจริญ
เป็นเวลา 10 วนั น าเช้ือรามากระตุน้ใหเ้กิดการสร้างโคนิเดียโดยลูบท่ีบริเวณเส้นใยบนผวิหนา้อาหาร
ดว้ยแท่งแกว้รูปตวัแอลเพื่อใหเ้ส้นใยขาด แลว้บ่มทิ้งไวใ้หเ้ช้ือราสร้างโคนิเดียเป็นเวลา 3 วนั จะไดโ้ค
นิเดียเป็นจ านวนมาก เตรียมสารแขวนลอยโคนิเดียดว้ยน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ ปรับความเขม้ขน้โคนิเดียใหไ้ด ้
1×105 โคนิเดียต่อมิลลิลิตร เติมเจลาตินในสารแขวนลอยโคนิเดียใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ย 2 เปอร์เซ็นต ์
สารละลายเจลาตินมีความหนืดสูงเม่ือพน่หมอกสารแขวนลอยโคนิเดียท่ีผสมเจลาตินลงบนใบขา้ว เจ-
ลาตินจะจบัตวัเป็นฟิลม์ปกคลุมแผน่ใบขา้ว ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการยดึเกาะของโคนิเดียเช้ือรา 
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 3.2.3.2  กำรปลูกเช้ือสำเหตุโรคไหม้บนต้นกล้ำข้ำว 
 ปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมบ้นตน้กลา้ขา้วตามวธีิของ Roumen et al. (1997) โดยปลูก
เช้ือสาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซเลท (ตารางท่ี 3.1) ท่ีความเขม้ขน้ 1×105 โคนิเดียต่อมิลลิลิตร เตรียมปริมาณ 
100 มิลลิลิตรต่อกระบะปลูก ใชว้ธีิปลูกเช้ือโดยพน่หมอกบนใบขา้วอาย ุ2 สัปดาห์ท่ีปลูกอยูใ่นถาดหลุม 
หลงัจากปลูกเช้ือแลว้น าตน้กลา้ขา้วไปบ่มในหอ้งท่ีมีความช้ืนสัมพทัธ์สูงเป็นเวลา 12-18 ชัว่โมง จากนั้น
ยา้ยไปเก็บในโรงเรือนท่ีมีความช้ืนสูง และท าการฉีดพน่ดว้ยน ้าเปล่าในช่วงเวลากลางวนัในทุกๆ 4 
ชัว่โมง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการก่อโรคของเช้ือรา 
 3.2.3.3  วธีิประเมินกำรเกดิโรค 

 ตรวจสอบความตา้นทานโรคของขา้วหลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 7 วนั บนัทึกผลตาม
เกณฑใ์หค้ะแนนการเกิดโรคตามระดบัคะแนนของ Roumen et al. (1997) โดยมีระดบัคะแนนดงัน้ี 

   ระดบั  0  ไม่มีแผลปรากฏ 

   ระดบั  1  แผลจุดกลมสีน ้าตาลเล็กๆ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางนอ้ยกวา่ 0.5 
มิลลิเมตร ไม่มีจุดเทาตรงกลางแผล 

  ระดบั  2   แผลกลม หรือ รียาวเล็กนอ้ย ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 0.5–
1 มิลลิเมตรไม่มีจุดเทาตรงกลางแผล 

  ระดบั  3   แผลจุดเล็กๆ ขนาดประมาณ 1-3 มิลลิเมตร และมีจุดเทาตรงกลาง
แผล 

  ระดบั  4  แผลจุดเล็กๆ ขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตรหรือยาวกวา่ แผลเป็นสีเทา
และมีขอบสีน ้าตาล 

  ระดบั  5   แผลสีเทาเกาะกนัเป็นกลุ่ม มีขอบแผลสีน ้าตาล เป็นอาการท่ีแสดงถึง
ความอ่อนแอต่อโรค 

  ระดบั  6   แผลลุกลามติดต่อกนัมีสีเทาไม่มีขอบแผลท่ีแน่นอน เป็นอาการท่ี
แสดงถึงความอ่อนแอต่อโรค 

   แบ่งความตา้นทานออกเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ ระดบั 0 1 และ 2 เป็นกลุ่มท่ีแสดงความ 
ตา้นทานโรคไหมใ้นระดบัสูง ในระดบั 3 และ 4 เป็นกลุ่มท่ีแสดงความตา้นทานโรคไหมใ้นระดบัปาน
กลาง และในระดบั 5 และ 6 เป็นกลุ่มท่ีแสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม ้(ภาพท่ี 3.1) 
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ตำรำงที ่3.1 เช้ือสาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซเลทท่ีใชใ้นการทดสอบความตา้นทานโรคและแหล่งท่ีมา 

จงัหวดั ไอโซเลท 
กรุงเทพฯ  BKK55001 BKK55003 
ฉะเชิงเทรา  CCO55002 
ราชบุรี  RBR55001  
อุบลราชธานี  UBN11351 UBN195167 
สุรินทร์  SRN54002 SRN54005 
พิษณุโลก  THL191 PLK 40.4 
เชียงราย  CRI 43.1 
พทัลุง  PL1PL2 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่3.1 เกณฑใ์หค้ะแนนการเกิดโรคตามระดบัคะแนนของ Roumen et al. (1997) 

 

 3.2.4  กำรวเิครำะห์กำรกระจำยตัวของลกัษณะต้ำนทำนโรคไหม้ในข้ำว 

 วเิคราะห์การกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 popula- 

tion) จากขอ้มูล phenotype ท่ีได ้ดว้ยการทดสอบ Chi square โดยวเิคราะห์การกระจายตวัของประชากร
วา่เป็นไปตามท่ีคาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) ดว้ยโปรแกรม Microsoft Excel 2013 (ฟังกช์นั 

0        1              2               3                 4                5                   6 
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CHISQ.TEST) โดยก าหนดใหร้ะดบัคะแนนการเกิดโรค 0–4 หมายถึงลกัษณะตา้นทาน และ 5–6 
หมายถึงลกัษณะอ่อนแอ 

 3.2.5  กำรวเิครำะห์กำรกระจำยตัวของเคร่ืองหมำย SSR ในประชำกรข้ำวช่ัวที ่2 (F2 population) 

  3.2.5.1  กำรคัดเลอืกเคร่ืองหมาย SSR ท่ีสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพ่อและแม่ได้ 

    กำรสกดัดีเอน็ใบข้ำว 

   สกดัดีเอน็เอขา้วพนัธ์ุพอ่ คือ ขา้วพื้นเมืองพนัธ์ย ั้งมอง และขา้วพนัธ์ุแม่ คือ พนัธ์ุขาว
ดอกมะลิ 105 ดว้ยวธีิ CTAB method ตามขั้นตอนดงัน้ี ตดัตวัอยา่งใบขา้วใส่ในหลอด microtube ขนาด 
2 มิลลิลิตร ประมาณคร่ึงหลอด เติม CTAB extraction buffer หลอดละ 600 ไมโครลิตร จากนั้นใส่เมด็ 
bead (2 เมด็) น าไปเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่นาน 2 นาที บ่มหลอดในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม chloroform : isoamyl (24:1) 600 ไมโครลิตร แลว้พลิก
หลอดไปมา ป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสดา้นบนปริมาณ 400 ไมโครลิตร ใส่
ลงในหลอด microtube หลอดใหม่ เติม isopropanol ปริมาณ 400 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบาๆ ป่ัน
เหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสดา้นบนทิ้งใหเ้หลือตะกอนดีเอน็เอท่ีกน้หลอด
ดา้นล่าง ลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ย ethyl alcohol 70 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ป่ันเหวีย่งท่ี 
12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนใสดา้นบนทิ้งให้เหลือตะกอนดีเอน็เอ ลา้งตะกอนดีเอน็เอซ ้ าอีก 
2 คร้ัง ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องจนดีเอ็นเอแหง้ ละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ย 1X TE buffer ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร วเิคราะห์ค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 
เตรียมดีเอ็นใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากนั ท่ีความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเป็นดี
เอน็เอตน้แบบในปฏิกิริยา PCR 
   กำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR 

   ใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเคร่ืองหมาย SSR ครอบคลุมทั้ง 12 โครโมโซมของขา้ว
จ านวน 230 คู่ ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยา PCR น าดีเอ็นเอท่ีปรับความเขม้ขน้เป็น 10 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตรมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 
ไมโครลิตรประกอบดว้ย ดีเอน็เอความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัม ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ
ปริมาตร 5.9 ไมโครลิตร 10X Taq polymerase buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 2.5 มิลลิโมลาร์ dNTPs 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 1.5 มิลลิโมลาร์ MgCl2 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ส่วนผสมระหวา่ง Forward 
Primer (5 ไมโครโมลาร์) และ Reverse Primer (5 ไมโครโมลาร์) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ Taq 
polymerase (1 ยนิูต/ไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร โดยก าหนดอุณหภูมิและจ านวนรอบดงัน้ี 1) 
ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน10 นาที จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที 
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3) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ ้ าขั้นตอนท่ี 
2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ 5) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที จ านวน 1 รอบ เม่ือครบจ านวนรอบ
น าไปตรวจสอบผลดว้ยเทคนิค Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) 
   กำรวเิครำะห์ผลจำกกำรท ำปฏิกริิยำ PCR 

   วเิคราะห์ผลดว้ยเทคนิค PAGE โดยใช ้polyacrylamide gel ความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์
ตรวจสอบผลดว้ยการยอ้มสีแถบดีเอน็เอดว้ยสารละลาย silver nitrate (AgNO3) ตามวธีิการของ 
Benbouza et al. (2006) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 
     กำรเตรียม chamber และกระจก ท าความสะอาดแผน่กระจกและ chamber 
ดว้ย ethanol 95 เปอร์เซ็นต ์ ใหท้ัว่ทั้งแผน่ จากนั้นเช็ดแผน่กระจกดว้ย ethanol 95 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 
992.5 ไมโครลิตร ท่ีผสมดว้ย glass bond ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร และ acetic acid ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
เช็ดใหท้ัว่กระจก แลว้เช็ดตามดว้ย ethanol 95 เปอร์เซ็นต ์จ านวน 2 คร้ังใหท้ัว่กระจก ส่วน chamber เช็ด
ดว้ย clear view ใหท้ัว่ chamber และเช็ดตามดว้ย ethanol 95 เปอร์เซ็นต ์จ านวน 2 คร้ัง เม่ือเช็ดกระจก
เสร็จแลว้ให้น ากระจกและ chamber มาประกบกนั โดยคัน่ดว้ย spacer โดยวาง spacer ท่ีดา้นริมกระจก
ทั้ง 2 ดา้น แลว้ใชค้ลิปหนีบกระจกบริเวณส่วนของ spacer ทั้ง 2 ขา้งเพื่อยดึกระจกก่อนเทเจล 
      กำรเตรียม acrylamide gel เตรียม acrylamide gel โดยมีส่วนประกอบคือ 
acrylamide gel ท่ีความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีประกอบดว้ย acrylamide solution 
ความเขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต ์ปริมาณ 7.5  มิลลิลิตร ยเูรีย 21.03 กรัม และ 10X TBE ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
และเติม APS (ammonium persulphate) ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ 
TEMED (N,N,N΄,N΄– tetramethylethylenediamine) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัเบาๆ เท 
acrylamide gel ลงในช่องวา่งระหวา่งกระจกกบั chamber จนเตม็ ระมดัระวงัไม่ใหเ้กิดฟองอากาศ เสียบ
หวดีา้นท่ีไม่มีซ่ีแหลมลงไปดา้นบนใหลึ้ก 0.5 เซนติเมตร เพื่อใหเ้กิดช่องวา่ง วางทิ้งไวใ้นแนวราบ ปล่อย
ใหเ้จลแขง็ตวัประมาณ 2 ชัว่โมง เม่ือเจลแขง็ตวัแลว้ท าความสะอาดกระจก และท าการเช็ดยเูรียส่วนเกิน
ออก 
       กำรแยกช้ินส่วนดีเอน็เอด้วยวธีิอเิลก็โทโฟรีซิส ประกอบกระจกเขา้กบัชุดอิ
เล็กโทโฟรีซิส เติม 1X TBE buffer ลงในช่องดา้นบน และช่องดา้นล่าง เสร็จแลว้ท าการ pre-run โดยใช้
กระแสไฟฟ้าท่ี 70 วตัต ์หรือประมาณ 1600 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที แลว้ท าการปิดเคร่ือง ท าการไล่ยเูรีย
ส่วนเกินออก โดยใชไ้มโครปิเปต และเสียบหวใีหด้า้นแหลมปักลงบนผวิหนา้ของเจล หยอดตวัอยา่งดี
เอน็เอท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาณ 2 ไมโครลิตรต่อช่อง พร้อมทั้ง DNA standard marker ขนาด 10
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คู่เบส ปริมาณ 2 ไมโครลิตร ปล่อยกระแสไฟฟ้าโดยใชก้ าลงัไฟท่ี 45 วตัต ์นาน 5 นาที ดึงหวอีอก ปล่อย
กระแสไฟฟ้าต่อ นาน 2 ชัว่โมง เม่ือเสร็จแลว้ท าการแยกกระจกและ chamber ออกจากกนั  
     กำรตรวจสอบผลด้วยกำรย้อม Silver staining ยอ้มสีแถบดีเอน็เอดว้ย
สารละลาย silver nitrate ตามวธีิการของ Benbouza et al. (2006) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 1) fixation ดว้ย
สารละลายปริมาณ 2 ลิตร ท่ีประกอบดว้ย absolute alcohol 10 เปอร์เซ็นต ์และ acetic acid 0.5 เปอร์เซ็นต ์
แช่นาน 5 นาที 2) impregnation ดว้ยสารละลายปริมาณ 2 ลิตร ท่ีประกอบดว้ย silver nitrate (AgNO3) 
ปริมาณ 3 กรัม และ formaldehyde 37 เปอร์เซ็นต ์แช่นาน 7 นาที 3) ลา้งโดยการน าเจลท่ีติดกบักระจกจุ่ม
ลงในน ้ากลัน่แลว้ยกข้ึนทนัที 4) development ดว้ยสารละลายปริมาณ 2 ลิตร ท่ีประกอบดว้ย sodium 
hydroxide (NaOH) ปริมาณ 300 กรัม และ formaldehyde 37 เปอร์เซ็นต ์แช่นาน 3-5 นาที หรือ จนแถบ
ดีเอ็นเอปรากฏ 5) หยดุปฏิกิริยาดว้ยสารละลายปริมาณ 2 ลิตร ท่ีประกอบดว้ย absolute alcohol 10 
เปอร์เซ็นต ์และ acetic acid 0.5 เปอร์เซ็นต ์แช่นาน 2 นาที แลว้ผึ่งเจลใหแ้หง้ 

 3.2.5.2 กำรคัดเลอืกเคร่ืองหมำย SSR ทีส่ำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงควำมต้ำนทำน
และควำมอ่อนแอได้ 

  น าเคร่ืองหมาย SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุพอ่และพนัธ์ุแม่ไดม้า
คดัเลือกดว้ยวธีิ bulk segregant analysis (BSA) เพื่อคน้หาเคร่ืองหมาย SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่าง 
(polymorphism) ระหวา่งความตา้นทานและความอ่อนแอได ้ โดยใชดี้เอน็เอรวมของประชากร 4 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 คือดีเอ็นเอของพนัธ์ุแม่ กลุ่ม 2 ดีเอ็นเอของพนัธ์ุพอ่ กลุ่มท่ี 3 ดีเอน็เอของประชากรท่ี
แสดงความตา้นทาน (resistant) ระดบั 0 กลุ่มท่ี 4 ดีเอน็เอของประชากรท่ีแสดงความอ่อนแอ 
(susceptible) ระดบั 5 และ 6 และเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR และตรวจสอบผลดว้ยการยอ้มสี
แถบดีเอ็นเอดว้ยสารละลาย silver nitrate (AgNO3) ตามท่ีอธิบายไวใ้นขอ้ 3.2.5.1 ก าหนดเคร่ืองหมาย
ใหก้บัผลของท าปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
 A หมายถึง มีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุแม่ (parent 1, P1) 
 B หมายถึง มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่ (parent 2, P2) 
                                         H หมายถึง มีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนทั้งพนัธ์ุพอ่และแม่ 
 3.2.5.3  กำรวเิครำะห์กำรกระจำยตัวของเคร่ืองหมำย SSR ทีส่ำมำรถแยกควำมแตกต่ำง
ระหว่ำงควำมต้ำนทำนและควำมอ่อนแอในประชำกรข้ำวช่ัวที ่2 (F2 population) 

  ใชเ้คร่ืองหมาย SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งความตา้นทานและความ
อ่อนแอได ้จากการวิเคราะห์ดว้ยวธีิ bulk segregant analysis (BSA) เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอในปฏิกิริยา 
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PCR เพื่อวเิคราะห์การกระจายตวัของเคร่ืองหมาย SSR ในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 ท่ีไดจ้ากตน้ F1T1 
ทั้งหมด 228 ตน้ 
 กำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR 

 ใชชุ้ด Terra PCR Direct (Clontech Laboratories, USA) น าใบขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 
105 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุแม่ และใบขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ซ่ึงเป็นพนัธ์ุพอ่ และประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 
ทั้งหมด 228 ตน้ น ามาตดัให้ไดเ้น้ือเยือ่รูปวงกลมเส้นผา่นศูนยก์ลางขนาด 2  มิลลิเมตร ใชเ้น้ือเยื่อจ านวน 
5 ช้ิน ใส่ลงใน PCR plate เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 ไมโครลิตรประกอบดว้ยน ้ากลัน่
ฆ่าเช้ือปริมาตร 2.2  ไมโครลิตร Terra PCR Direct Buffer (2X) ท่ีมี MgCl2 และ dNTPs ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ส่วนผสมของ Forward Primer (5 ไมโครโมลาร์) และ Reverse Primer (5 ไมโครโมลาร์) 
ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร และ Terra PCR Direct Polymerase Mix (1.25 ยนิูต/ไมโครลิตร) ปริมาตร 0.2 
ไมโครลิตร โดยก าหนดอุณหภูมิและจ านวนรอบดงัน้ี 1) ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
จ านวน 1 รอบ 2) ท่ีอุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส นาน 10 วนิาที 3) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 15 
วนิาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที ท าซ ้ าขั้นตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 40 รอบ 5) ท่ีอุณหภูมิ 
68 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที จ านวน 1 รอบ เม่ือครบจ านวนรอบน าไปตรวจสอบผลโดยการยอ้มสี
แถบดีเอ็นเอดว้ยสารละลาย silver nitrate ตามท่ีอธิบายไวใ้นขอ้ 3.2.5.1 และก าหนดเคร่ืองหมายใหก้บั
ผลของปฏิกิริยา PCR ดงัน้ี 
  A หมายถึง มีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุแม่ (parent 1, P1) 
  B หมายถึง มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่ (parent 2, P2) 
  H หมายถึง มีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนทั้งพนัธ์ุพอ่และแม่ 
 3.2.5.4 กำรวเิครำะห์กำรกระจำยตัวของเคร่ืองหมำยในประชำกรข้ำวช่ัวที่ 2 (F2 popula- 

tion) ทั้งหมด 228 ต้น 

 วเิคราะห์การกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 
population) จากขอ้มูลท่ีได ้ซ่ึงเป็นขอ้มูล genotype ดว้ยการทดสอบ Chi square โดยวเิคราะห์การกระ 
จายตวัของประชากรวา่เป็นไปตามท่ีคาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) ดว้ยโปรแกรม Microsoft Excel 
2013 (ฟังกช์นั CHISQ.TEST) โดยก าหนดให้ A หมายถึงมีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุแม่ B 
หมายถึงมีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุพอ่ และ H หมายถึงมีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนทั้งพนัธ์ุพอ่
และแม่ 
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 3.2.6 สร้ำงแผนที่ระบุต ำแหน่งยนีต้ำนทำนโรคไหม้จำกเปอร์เซ็นต์รีคอมบิเนช่ัน (recombine- 

tion) 

 การหาระยะทางระหวา่งต าแหน่งของยนีท่ีควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคใชห้ลกัการค านวณ 
หาความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ หรือความถ่ีของการเกิดครอสซิงโอเวอร์ (crossing over)  โดยคู่ของ
ยนีท่ีมีต าแหน่งอยูใ่กลชิ้ดกนับนโครโมโซมจะมีความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ต ่า ส่วนคู่ของยนีท่ีมี
ต าแหน่งอยูห่่างกนับนโครโมโซมจะมีความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่สูง โดยมีค่าความถ่ีของการเกิดรี
คอมบิเนชัน่สูงสุดไม่เกิน 50 เปอร์เซ็นต ์ ค่าความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ 1 เปอร์เซ็นต ์ เท่ากบั 1 
centiMorgans (cM) ซ่ึงเป็นหน่วยของระยะห่างระหวา่งยีนบนแผนท่ียนี (mapping function) ในการ
ทดลองน้ีใชข้อ้มูล phenotype และ genotype ของประชากรท่ีแสดงความอ่อนแอต่อโรคไหมอ้ยา่งชดัเจน
มีการเกิดโรคท่ีระดบั 5 และ 6  เน่ืองจากเป็นประชากรท่ีมี phenotype ถูกตอ้งแน่นอน จึงเป็นประชากรท่ี
เหมาะสมส าหรับน ามาวเิคราะห์เพื่อระบุต าแหน่งท่ีตั้งของยนีตา้นทานโรคไหมใ้นการศึกษาน้ี น าขอ้มูล 
phenotype และ genotype ของแต่ละเคร่ืองหมายจากการทดสอบการเกิดโรคมาวเิคราะห์ร่วมกนั 
ค านวณหาค่าความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ ของยนีตา้นทานโรคไหม ้ และค่าความถ่ีการเกิด 
recombination ของแต่ละคู่ของเคร่ืองหมายเพื่อวาดแผนท่ีระบุต าแหน่งยนีตา้นทานโรคไหม ้โดยใชสู้ตร
ดงัน้ี (Morgan, 2008) 

Recombination frequency =     number of recombinant progeny 
     total number of progeny 
 

 3.2.7 กำรสร้ำงแผนทีเ่พือ่ระบุต ำแหน่งของยนีต้ำนทำนโรคไหม้ด้วโปรแกรม MAPMAKER 

 สร้างแผนท่ีพนัธุกรรมระบุต าแหน่งของยีนตา้นทานโรคไหม ้ และเคร่ืองหมาย SSR ดว้ย
โปรแกรม MAPMAKER/EXP version 3.0b (Lincoln et al., 1993) ตามหลกัการดงัน้ี 
 3.2.7.1 จัดกลุ่มควำมเช่ือมโยงของแต่ละเคร่ืองหมำยกบัยนีต้ำนทำนโรคไหม้  
  โดยก าหนดระดบัมาตรฐานใหส้อดคลอ้งกบัระดบัความน่าเช่ือถือและลกัษณะ
ของขอ้มูลท่ีค านวณ ค่ามาตรฐานของโปรแกรมจะอยูท่ี่ logarithm of odds (LOD) = 3.0 
 3.2.7.2 จัดล ำดับกำรวำงตัวของแต่ละเคร่ืองหมำยกบัต ำแหน่งของยนีในแต่ละกลุ่มทีถู่ก
แบ่ง  
  โดยเลือกล าดบัการวางตวัของเคร่ืองหมายท่ีมีค่า likelihood สูงท่ีสุด คือ มีค่า 
likelihood = 0.00 
 

× 100 
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 3.2.7.3 ค ำนวณหำระยะห่ำงระหว่ำงแต่ละเคร่ืองหมำยและยีนต้ำนทำนโรคไหม้ 
  โดยเลือก Kosambi function ระยะห่างท่ีไดมี้หน่วยเป็น centiMorgans (cM) 
 3.2.7.4 ตรวจสอบควำมถูกต้องของผลทีค่ ำนวณได้  

 วาดแผนท่ีพนัธุกรรมดว้ยโปรแกรม MapChart version 2.2 (Voorrips. 2002) โดย 
น าขอ้มูลระยะห่างของแต่ละเคร่ืองหมายจากโปรแกรม MAPMAKER มาค านวณระยะห่างเป็นแบบ
ผลบวกสะสม (accumulative distance) ในโปรแกรม Microsoft Excel หลงัจากนั้นคดัลอกขอ้มูลท่ีเตรียม
ไว ้เขา้โปรแกรม MapChart เลือก file ตามดว้ย new วางขอ้มูล และเลือก chart โปรแกรมจะสร้างแผนท่ี
พนัธุกรรมให้ 
 3.2.8   ศึกษำกำรแสดงออกของยนีต้ำนทำนโรคไหม้ 
 3.2.8.1 ออกแบบไพร์เมอร์ของยนีต้ำนทำนโรคไหม้ 

 เม่ือสร้างแผนท่ีเพื่อระบุต าแหน่งของยนีตา้นทานโรคไหมแ้ลว้ศึกษาต าแหน่งยนี
ตา้นทานโรคไหมบ้นโครโมโซมขา้ว เพื่อดูวา่เคร่ืองหมาย SSR ท่ีเช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหมข้อง
ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองมีการเช่ือมโยงกบัยนีใดในบริเวณท่ีระบุต าแหน่งบนโครโมโซม    หลงัจากการศึกษาขอ้ 
มูลพบวา่เคร่ืองหมาย RM543 เช่ือมโยงกบัยนี Pi37 จึงท าการออกแบบไพร์เมอร์ใหจ้  าเพาะกบัยนี
ตา้นทานโรคไหม ้Pi37  
 3.2.8.2 กำรเตรียมพันธ์ุข้ำวเพือ่ดูกำรแสดงออกของยนีต้ำนทำนโรคไหม้ Pi37 

 ปลูกขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง ขา้วสายพนัธ์ุท่ีคาดวา่มียนีตา้นทานโรคไหม ้ขาวดอกมะลิ 105 
ซ่ึงเป็นขา้วสายพนัธ์ุอ่อนแอ และพนัธ์ุ IR64 ท่ีเป็นขา้วตา้นทานโรคไหม ้ โดยเพาะเมล็ดพนัธ์ุขา้วใน
กระดาษทิชชูท่ีชุ่มน ้า เม่ือขา้วเร่ิมงอก ยา้ยลงเพาะในกระบะปลูกขนาด กวา้ง 7 หลุม ยาว 12 หลุม ใส่ปุ๋ย
สูตร 46-0-0 (N-P2O5-K2O) 2 คร้ัง คร้ังแรกใส่ปุ๋ยประมาณ 5 กรัมต่อกระบะ ใส่หลงัจากท าการยา้ยกลา้
แลว้ และใส่ปุ๋ยคร้ังท่ี 2 ประมาณ 1 กรัมต่ะกระบะ หลงัจากตน้กลา้ขา้วมีอาย ุ7 วนั เม่ือขา้วมีอาย ุ14 วนั
ท าการปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้ เล้ียงเช้ือราสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเลทบนอาหาร RFA ตาม
วธีิการขอ้ 3.2.3.1 และปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมบ้นตน้กลา้ขา้วตามวธีิการขอ้ 3.2.3.2 และท าการเก็บ
ตวัอยา่งใบขา้วหลงัจากท าการปลูกเช้ือราในชัว่โมงท่ี 0 6 12 24 และ 48 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งโดยการท า
ใหเ้ยน็ทนัทีในไนโตรเจนเหลว โดยท าการทดลองน้ีทั้งหมด 2 ซ ้ า 

 3.2.8.3 ตรวจสอบกำรแสดงออกของยนีต้ำนทำนโรคไหม้ 

  กำรสกดัอำร์เอน็เอ บดใบขา้วใหล้ะเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลว  น าเน้ือเยือ่แต่ละตวั 
อยา่งใส่ microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Trizol reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปเขยา่ใหเ้ขา้กนั แลว้
เติม chloroform ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2–3 นาที เขยา่ใหเ้ขา้กนั จากนั้น
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30 
 

น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ดูด
สารละลายดา้นบนปริมาณ 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด microtube ใหม่ เติม isopropanol ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั และตั้งทิ้งท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายดา้นบนทิ้งเหลือตะกอน
อาร์เอน็เอท่ีกน้หลอดดา้นล่าง ลา้งตะกอนอาร์เอ็นเอดว้ย ethyl alcohol 75 เปอร์เซ็นต ์ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เท
สารละลายทิ้งคว  ่าหลอดบนกระดาษทิชชู เพื่อใหต้ะกอนอาร์เอน็เอแหง้ เม่ือตะกอนอาร์เอน็เอแหง้เติม 
diethyl pyrocarbonate water (DEPC water) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ 
จากนั้นเก็บอาร์เอน็เอท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 กำรตรวจสอบปริมำณและคุณภำพอำร์เอ็นเอด้วยกำรวดัค่ำดูดกลืนแสง และวธีิอเิล็ก
โทรีซีส วดัปริมาณและความบริสุทธ์ิของอาร์เอ็นเอดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 
และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) โดยเจือจางอาร์เอ็นเอท่ีสัดส่วน 1:100 (DEPC water ปริมาตร 99 
ไมโครลิตร และอาร์เอน็เอ 1 ไมโครลิตร) อาร์เอน็เอท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงจะมีค่า A260/A280 เขา้ใกล ้2.0 
(Sambrook et al., 1989) น าปริมาณอาร์เอ็นเอท่ีได้มาค านวณและเตรียมอาร์เอ็นเอให้มีความเข้มข้น
เท่ากบั 1 ไมโครกรัม จากนั้นน าอาร์เอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10X loading dye ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้หยอดสารละลายทั้งหมดลงใน
หลุมของแผ่นอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที 
โดยใช้สารละลาย 0.5X TAE buffer เป็นตวักลางในการน ากระแสไฟฟ้า เม่ือแสร็จแล้วยอ้มเจลใน
สารละลายเอทธีเดียมโบรมายด์ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที แลว้ลา้งดว้ย
น ้ากลัน่ และตรวจดูแถบอาร์เอน็ดว้ยเคร่ือง UV transilluminator  

 กำรก ำจัดดีเอน็เอออกจำกอำร์เอน็เอโดยใช้เอนไซม์ DNase I น าอาร์เอน็เอท่ีไดม้า
ก าจดัดีเอน็เอปนเป้ือนโดยใชเ้อนไซม ์DNase I เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 
10X DNase I buffer ท่ีมี MgCl2 1 ไมโครลิตร 1 ยนิูต/ไมโครลิตร RibolockTM RNase Inhibitor (Thermo 
Scientific, USA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 1 ยนิูต/ไมโครลิตร DNase I ปริมาตร 1 ไมโครลิตร. อาร์เอน็เอ
ความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ DEPC water ปริมาตร 6 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร แลว้ท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที จากนั้นเติม 50 mM ethylene diamine tetraacetic (EDTA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร. น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บอาร์เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
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  กำรสังเครำะห์ complementary DNA (cDNA) สังเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอ 
เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตร 12.5 ไมโครลิตรประกอบดว้ยอาร์เอน็เอความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม ปริมาตร 
3 ไมโครลิตร 10 mM Oligo(dT)18 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ DEPC water ปริมาตร 8.5 ไมโครลิตร 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปวางบนน ้าแขง็จากนั้นเติม  5X 
Reaction Buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร RibolockTM RNase Inhibitor 0.5 ไมโครลิตร 2.5 mM dNTPs 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ 200 ยนิูตต่อไมโครลิตร RevertAid Reverse Transcriptase Inhibitor (Thermo 
Scientific, USA) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
และท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บ cDNA ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
  กำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยเทคนิค PCR ใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนี Actin1 และ 
Pi37 ท่ีออกแบบไดใ้นปฏิกิริยา PCR โดยเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 10 ไมโครลิตร
ประกอบดว้ย cDNA ท่ีเจือจางในสัดส่วน 1:10 (cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตรต่อน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาตร 
9 ไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาตร 5.9 ไมโครลิตร 10X Taq polymerase 
buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 2.5 มิลลิโมลาร์ dNTPs ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 1.5 มิลลิโมลาร์ MgCl2 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ส่วนผสมระหวา่ง Forward Primer (5 ไมโครโมลาร์) และ Reverse Primer (5 ไม
โครโมลาร์) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ Taq polymerase (1 ยนิูต/ไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร 
โดยก าหนดอุณหภูมิและจ านวนรอบดงัน้ี 1) ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ 2) 
ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที 3) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 4) ท่ีอุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ท าซ ้ าขั้นตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ 5) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 6 นาที จ  านวน 1 รอบ เม่ือครบจ านวนรอบน าไปตรวจสอบผลดว้ยวธีิอิเล็กโทโฟรีซีส 
 กำรวเิครำะห์ผลจำกกำรท ำปฏิกริิยำ PCR น าผลผลิต PCR ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
ผสมกบั 10X loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน ้ากลัน่ฆ่าเช้ือปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนัแลว้หยอดสารละลายทั้งหมดลงในหลุมของแผน่อะกาโรสเจลความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์ ใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ เป็นเวลา 40 นาที โดยใชส้ารละลาย 0.5X TAE buffer เป็นตวักลางในการ
น ากระแสไฟฟ้า เม่ือแสร็จแลว้ยอ้มเจลในสารละลายเอทธีเดียมโบรมายดค์วามเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัม/
ไมโครลิตร เป็นเวลา 10 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ และตรวจดูแถบดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง UV 
transilluminator  

 3.2.9 ตรวจสอบยนีต้ำนทำนโรคไหม้ Pi37 บนโครโมโซมข้ำว 

 เพื่อยนืยนัผลท่ีไดจ้ากการศึกษาเร่ืองการแสดงออกของยีนตา้นทานโรคไหม ้ ใชไ้พร์เมอร์ท่ี
จ  าเพาะต่อยนีตา้นทานโรคไหมใ้นกลุ่ม Pi37 ซ่ึงประกอบไปดว้ยยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi37 Pish และ 
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Pi64 จากตารางท่ี 3.2 และดีเอน็เอขา้ว 5 ตวัอยา่ง ประกอบดว้ยดีเอน็เอขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ย ั้งมอง 
เจา้หอมนิลซ่ึงเป็นขา้วสายพนัธ์ุท่ีผา่นการยนืยนัวา่มียนีตา้นทานโรคไหมใ้นกลุ่ม Pi37 (Chaivarakun et 
al., 2017)  และพนัธ์ุ CO39 ซ่ึงเป็นขา้วพนัธ์ุอ่อนแอ มาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของแต่ละยนีดว้ยเทคนิค PCR
และวเิคราะห์ผลจากการท าปฏิกิริยา PCR ดว้ยเทคนิคอิเล็กโทโฟรีซีส 
 
ตำรำงที ่3.2 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้

 

 
 
 

 
ทีม่ำ: Chaivarakun et al. (2017) 

 
 

Gene 
Primer sequences (5'-3') 

Forward primer Reverse primer 
Pi37 CCATCACCATCTGTTCTTAT GGGTTCCACCATATATATACC 
Pish CACGAGGAGAG ATGAGATT TAGTTGAGTGTTCAACAGAC 
Pi64 GTCCGGCTAGAATATCTTAG ATATGTGCCAATCTTGGGGT 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ความต้านทานของข้าวพันธ์ุยั้งมองต่อประชากรเช้ือราจ านวน 13 ไอโซเลท 

   ศึกษาความตา้นทานของขา้วพนัธ์ุย ั้งมองต่อประชากรเช้ือราจ านวน 13 ไอโซเลท เพื่อ

ตรวจสอบความสามารถในการตา้นทานต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหม ้โดยการปลูกขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอก

มะลิ 105 ซ่ึงเป็นขา้วสายพนัธ์ุอ่อนแอ เจา้หอมนิลและ IR64 ซ่ึงเป็นขา้วตา้นทานโรคไหม ้และปลูกเช้ือ

สาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซเลทบนกลา้ขา้วทดสอบทีละไอโซเลท และประเมินความตา้นทานโรคของขา้ว

หลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 7 วนั บนัทึกผลตามเกณฑใ์หค้ะแนนการเกิดโรคของ Roumen  et al. (1997) ท า

การทดลองทั้งหมด 2 คร้ัง ในแต่ละคร้ังท า 2 ซ ้ า  พบวา่ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองแสดงความตา้นทานสูงต่อเช้ือรา

สาเหตุโรคไหมไ้อโซเลท RBR55002 PL1 และ PL2 แสดงความตา้นทานปานกลางต่อเช้ือราไอโซเลท 

BKK5500, BKK55003 CRI34.1 CCO55002 SRN54002 SRN54005 THL191 และ UBN11351 และ

แสดงความอ่อนแอต่อเช้ือราไอโซเลท PLK40.4 และ UBN195167 (ตาราง 4.1) จากผลการทดลองพบวา่

ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองมีลกัษณะความตา้นทานแบบกวา้งต่อเช้ือสาเหตุโรคไหม ้ เน่ืองจากสามารถตา้นทานต่อ

เช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท 

4.2 การผสมพนัธ์ุเพือ่ผลติข้าวลูกผสม 

 4.2.1 ลกัษณะของข้าวลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1 - hybrid) 

  ลกัษณะประจ าพนัธ์ุของขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105  เป็นขา้วเจา้ไวต่อช่วงแสงอยา่งอ่อน มีขน
บนแผน่ใบ แผน่ใบและกาบใบเป็นสีเขียว ล้ินใบมีสีขาวมีลกัษณะ 2 ยอด หูใบและสีขอ้ต่อใบสีเขียวอ่อน 
ปลอ้งสีเขียว ทรงกอแผ ่ ยอดเกสรเพศเมียและยอดกาบดอกสีขาว กลีบรองดอกสีเขียว ความแขง็ล าตน้
ปานกลาง คอรวงยาว มีขนเปลือกเมล็ด เปลือกเมล็ดสีฟาง 
  ลกัษณะประจ าพนัธ์ุของขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) เป็นขา้วเจา้ไม่ไวต่อช่วงแสง ไม่มีขน
แผน่ใบ แผน่ใบและกาบใบเป็นสีเขียว ล้ินใบมีสีขาวมีลกัษณะ 2 ยอด หูใบมีสีเขียว สีขอ้ต่อใบสีเขียว
อ่อน ปลอ้งสีเขียว ทรงตั้ง ยอดเกสรเพศเมียและยอดกาบดอกสีขาว กลีบรองดอกขาว  ความแขง็ล าตน้
ปานกลาง คอรวงยาว ไม่มีขนเปลือกเมล็ด เปลือกเมล็ดสีฟาง ไม่มีหางขา้ว 

  ลกัษณะประจ าพนัธ์ุของขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 1 (F1- hybrid) ท่ีไดจ้ากการผสมระหวา่งพนัธ์ุขาว
ดอกมะลิ 105 กบัขา้วพื้นเมืองไทยพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ไม่มีขนบนแผน่ใบ แผน่ใบมีสีเขียว กาบใบสี
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เขียว ล้ินใบมีสีขาวมีลกัษณะ 2 ยอด และมีความยาว 25 มิลลิเมตร หูใบและสีขอ้ต่อใบสีเขียว ปลอ้งสี
เหลืองอ่อน ทรงกอตั้ง ยอดเกสรเพศเมียสีขาว ยอดกาบดอกและกลีบรองดอกสีขาว ความแขง็ล าตน้ปาน
กลาง คอรวงยาว ไม่มีขนบนเปลือกเมล็ด เปลือกเมล็ดสีฟาง ไม่มีหางขา้ว ลกัษณะท่ีพบวา่มีความ
เหมือนกบัพนัธ์ุแม่ คือ มียอดเกสรเพศเมียและยอดกาบดอกสีขาว ลกัษณะท่ีพบวา่มีความเหมือนกบั
พนัธ์ุพอ่ คือ ทรงกอตั้ง ไม่มีขนแผน่ใบ ไม่มีขนเปลือกเมล็ด พบลกัษณะท่ีต่างจากพอ่และแม่ คือ มีปลอ้ง
สีเหลืองอ่อน 

 4.2.2  ประชากรข้าวช่ัวที ่2 (F2 population) 

   ผลการผสมขา้มระหวา่งขา้วขาวดอกมะลิ 105 ใชเ้ป็นพนัธ์ุแม่ และขา้วพื้นเมืองไทยพนัธ์ุย ั้ง
มอง (GS20874) ใชเ้ป็นพนัธ์ุพอ่ ซ่ึงเป็นพนัธ์ุขา้วตา้นทานโรคไหม ้ ไดข้า้วลูกผสมชัว่ท่ี 1 (F1- hybrid) 
จ านวน 1 เมล็ด ปลูกและปล่อยใหมี้การผสมตวัเองตามธรรมชาติไดเ้มล็ด (F2-seed) จ านวน 228 เมล็ด 
เม่ือน าเมล็ดไปปลูกจึงไดป้ระชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2- plant) จ  านวน 228 ตน้ 
4.3 การกระจายตัวของลกัษณะต้านทานโรคไหม้โดยวธีิทดสอบการเกดิโรคในประชากรข้าวช่ัวที ่ 2 (F2 

population) 

   ผลการทดสอบการเกิดโรคโดยการปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเลท บนกลา้ขา้ว

จ านวน 228 ตน้ พบตน้ตา้นทานโรคไหมร้ะดบัสูง (ระดบัคะแนน 0 1 และ 2) จ านวน 209 ตน้ แสดงความ

ตา้นทานโรคไหมใ้นระดบัปานกลาง (ระดบัคะแนน 3 และ 4) จ านวน 14 ตน้ อ่อนแอต่อโรคไหม ้(ระดบั

คะแนน 5 และ 6) จ านวน 5 ตน้ ผลประเมินการเกิดโรคของประชากรขา้ว F2 ทั้งหมด 228 ตน้ จึงแบ่งเป็น

ตน้ท่ีแสดงลกัษณะตา้นทาน 223 ตน้ และตน้ท่ีแสดงลกัษณะอ่อนแอ 5 ตน้ น าขอ้มูลท่ีไดม้าวเิคราะห์การ

กระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมว้า่เป็นตามท่ีคาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) โดยทดสอบ

หาค่า Chi square เน่ืองจากประชากรท่ีศึกษาเป็นประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 หากความตา้นทานโรคไหมท่ี้

ศึกษาถูกควบคุมดว้ยยนีเพียงยนีเดียว การกระจายตวัของยนีควบคุมลกัษณะตา้นทาน-อ่อนแอต่อโรค

ไหมจ้ะมีสัดส่วนตา้นทาน (resistance, R): อ่อนแอ (susceptible, S) เท่ากบั 3:1   

   ผลการค านวณการกระจายตวัของยนีควบคุมลกัษณะตา้นทานในอตัราส่วน 3:1 (R:S) พบ

ค่าสถิติ Chi square เท่ากบั 63.24 เม่ือเปรียบเทียบกบัตาราง Chi square ท่ี degree of freedom (df) เท่ากบั 

1 พบวา่มีค่าความน่าจะเป็น (probability, p) เท่ากบั 1.81 แสดงใหเ้ห็นวา่การกระจายตวัของยนีควบคุม

ลกัษณะตา้นทานโรคไหมไ้ม่เป็นไปตามอตัราส่วน 3:1 (R:S) ดงันั้นจึงวิเคราะห์การกระจายตวัของยนี

ควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นอตัราส่วน 15:1 (R:S) พบมีค่าสถิติ Chi square เท่ากบั 6.13 เม่ือ

เปรียบเทียบกบัตาราง Chi square ท่ี df เท่ากบั 1 พบวา่มีค่า p เท่ากบั 0.011 แสดงใหเ้ห็นวา่การกระจาย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



35 
 

ตวัของยนีควบคุม ลกัษณะตา้นทานโรคไหมเ้ป็นไปตามอตัราส่วน 15:1 (R:S) เป็นไปไดว้า่ลกัษณะ

ตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ถูกควบคุมดว้ยยนีหลกั (major gene) จ านวน 2 ยนี โดย

ยนีตา้นทานโรคไหมเ้ป็นยนีข่มทั้ง 2 ยนี (dominant allele) ข่มต่อยนีควบคุมลกัษณะไม่ตา้นทานโรค

ไหม ้(ตารางท่ี 4.2) 

 

ตารางที ่4.1  ปฏิกิริยาก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอกมะลิ 105  เจา้หอมนิล และพนัธ์ุ IR64 หลงัจาก

ปลูกเช้ือราสาเหตุโรคไหมที้ละไอโซเลทจ านวน 13 ไอโซเลท  

* 0-6 คือ ระดบัคะแนนการเกิดโรคตามวธีิของ Roumen et al. (1997) 

 

 

 

 

ไอโซเลท พนัธ์ุขา้ว 
ขาวดอกมะลิ105 เจา้หอมนิล IR64 ย ั้งมอง 

PL2 
PL1 
UBN195167 
UBN11351 
BKK55003 
SRN54002 
THL191 
PLK40.4 
RBR55002 
BKK55001 
CRI34.1 
CCO55002 
SRN54005 

3* 
0 
6 
5 
6 
6 
5 
5 
5 
3 
6 
5 
6 

5 
0 
6 
6 
6 
6 
6 
5 
6 
3 
6 
5 
6 

2 
2 
0 
1 
1 
1 
0 
5 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
2 
0 
0 
0 
0 
0 
6 
1 
0 
0 
0 
1 

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

0 
0 
0 
2 
0 
1 
0 
2 
0 
0 
0 
0 
1 

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

2 
0 
5 
3 
3 
4 
3 
6 
0 
0 
5 
3 
3 
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ตารางที ่4.2  อตัราการกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานและอ่อนแอต่อเช้ือสาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซ 

เลทในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 population) จ านวน 228 ตน้ 

*ค่าสถิติ Chi square (2) =0.05, df=1 

**R คือ Resistant (ตา้นทาน), S คือ Susceptible (อ่อนแอ), p คือ probability 

 

4.4 คัดเลอืกเคร่ืองหมายทีส่ามารถแยกความแตกต่าง (polymorphism) ระหว่างพ่อและแม่ 

  คดัเลือกเคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่าง (polymorphism) ระหวา่งพ่อและแม่ไดโ้ดยใช้

ไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเคร่ืองหมาย SSR ครอบคลุมทั้ง 12 โครโมโซมขา้วจ านวน 230 คู่ท่ีกระจายอยูบ่น

ทุกโครโมโซมของขา้วในปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบผลจากการท าปฏิกิริยา PCR ดว้ยเทคนิค PAGE โดย

ใช ้polyacrylamide gel ความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์ยอ้มสีแถบดีเอน็เอดว้ยสารละลาย silver nitrate พบ

เคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่าง (polymorphism) ระหวา่งพอ่และแม่ได ้ จ านวน 111 

เคร่ืองหมาย ซ่ึงคิดเป็น 48.26 เปอร์เซ็นตข์องเคร่ืองหมายทั้งหมด โดยแบ่งตามโครโมโซมไดด้งัน้ี 

โครโมโซม 1 จ านวน 13 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 2 จ านวน 7 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 3 จ านวน 13 

เคร่ืองหมาย โครโมโซม 4 จ านวน 14 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 5 จ านวน 7 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 6 

จ านวน 11 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 7 จ านวน 8 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 8 จ านวน 6 เคร่ืองหมาย 

โครโมโซม 9 จ านวน 6 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 10 จ านวน 6 เคร่ืองหมาย โครโมโซม 11 จ านวน 9 

เคร่ืองหมาย และโครโมโซม 12 จ านวน 11 เคร่ืองหมาย (ตารางท่ี 4.3) 

4.5 คัดเลอืกเคร่ืองหมายทีส่ามารถแยกความต้านทานและความอ่อนแอด้วยวธีิ bulk segregant 

analysis 

   น าเคร่ืองหมาย SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งพอ่และแม่ไดจ้  านวน 111 เคร่ืองหมาย

มาคดัเลือกเคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่าง (polymorphism) ระหวา่งความตา้นทานและความ

ประชากร (จ านวนตน้) 
Expected 

ratio 

Expected 

No. 

Observed 

No. 
2* p 

  R** S R S   

F2 (228) 

F2 (228) 

3:1 

15:1 

171 

214 

57 

14 

223 

223 

5 

5 

63.24 

6.13 

1.81 

0.011 
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อ่อนแอไดด้ว้ยวธีิ bulk segregant analysis (BSA) โดยใชดี้เอน็เอของประชากร 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 คือ

ดีเอ็นเอของพนัธ์ุแม่ กลุ่ม 2 ดีเอ็นเอของพนัธ์ุพอ่ กลุ่มท่ี 3 ดีเอน็เอของประชากร F2T1 ท่ีแสดงความ

ตา้นทาน (resistant) ระดบั 0 และกลุ่มท่ี 4 ดีเอน็เอของ ประชากร F2T1 ท่ีแสดงความอ่อนแอ (susceptible) 

ระดบั 5 และ 6 น าดีเอ็นเอของแต่ละกลุ่มมาวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค PCR ตรวจสอบผลจากการท าปฏิกิริยา 

PCR ดว้ยเทคนิค PAGE ดว้ย polyacrylamide gel ความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์ยอ้มสีแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ

บนเจลดว้ยสารละลาย silver nitrate วเิคราะห์โดยแทนรูปแบบดีเอน็เอเป็นตวัอกัษร A B และ H โดย

ก าหนดให ้ A หมายถึงมีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุแม่ B หมายถึงมีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุ

พอ่ H หมายถึงมีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่และแม่ จากการทดสอบทั้งหมด 111 เคร่ืองหมาย พบ

เคร่ืองหมาย SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งความตา้นทานและความอ่อนแอไดจ้  านวน 4 

เคร่ืองหมาย ไดแ้ก่ เคร่ืองหมาย RM495 RM543 RM443 และ RM431 ซ่ึงมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 

1 ในเคร่ืองหมาย RM443 และ RM431 มีการแสดงผลของเคร่ืองหมายเรียงตามกลุ่ม 1 ถึง 4 คือ ABAB 

แต่เคร่ืองหมาย RM543 มีการแสดงของเคร่ืองหมายเรียงตามกลุ่ม 1 ถึง 4 คือ ABHH และในเคร่ืองหมาย 

RM495 มีการแสดงของเคร่ืองหมายเรียงตามกลุ่มคือ ABAA (ภาพท่ี 4.1) 

4.6 การกระจายตัวของเคร่ืองหมาย microsatellite ในประชากรข้าวช่ัวที ่2 (F2 population) 

  ใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเคร่ืองหมาย RM495 RM543 RM443 และ RM431 ซ่ึงมีต าแหน่งอยูบ่น
โครโมโซมท่ี 1 ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบผลจากการท าปฏิกิริยา PCR ดว้ย
เทคนิค PAGE โดยใช ้polyacrylamide gel ความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์ยอ้มสีแถบดีเอน็เอดว้ยสารละลาย 
silver nitrate แทนผลของรูปแบบดีเอน็เอดว้ยตวัอกัษร A B และ H ผลการวเิคราะห์ของเคร่ืองหมาย 
RM543 ในประชากรขา้ว F2 จ  านวน 228 ตน้ พบผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุแม่ (A) จ านวน 52 ตน้ 
ผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่ (B) จ านวน 66 ตน้ และพบผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนทั้งพนัธ์ุพอ่และ
แม่ (H) จ านวน 110 ตน้ (ภาพท่ี 4.2) ผลการวเิคราะห์ของเคร่ืองหมาย RM431 พบผลผลิตช้ินดีเอน็เอ
เหมือนพนัธ์ุแม่ (A) จ านวน 75 ตน้ พบผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุพอ่ (B) จ านวน 51 ตน้ และพบ
ผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนทั้งพนัธ์ุพอ่และแม่ (H) จ านวน 102 ตน้ (ภาพท่ี 4.3) ผลการวเิคราะห์ของ
เคร่ืองหมาย RM443 พบผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุแม่ (A) จ านวน 64 ตน้ พบผลผลิตช้ินดีเอน็เอ
เหมือนพนัธ์ุพอ่ (B) จ านวน 63 ตน้ และพบผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนทั้งพนัธ์ุพอ่และแม่ (H) จ านวน 101 
ตน้ (ภาพท่ี 4.4) และผลการวเิคราะห์ของเคร่ืองหมาย RM495 พบผลผลิตช้ินดีเอน็เอของประชากรทั้ง 
228 ตน้ เหมือนพนัธ์ุแม่ (A) ทั้งหมด 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.3  ล าดบันิวคลีโอไทดข์องเคร่ืองหมาย SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งพ่อและแม่

รวมทั้งผลรูปแบบแถบดีเอน็เอจากเทคนิค BSA จ านวน 111 เคร่ืองหมาย 

 

 

  Primer sequences (5'-3') BSA 

Chromosome Marker Forward primer Reverse primer score band 

1 RM5 TGCAACTTCTAGCTGCTCGA CAACGATGACGAACACAACC ABHH 

 RM495 AATCCAAGGTGCAGAGATGG CAACGATGACGAACACAACC ABAA 

 RM312 GTATGCATATTTGATAAGAG AAGTCACCGAGTTTACCTTC ABHH 

 RM428 AACAGATGGCATCGTCTTCC CGCTGCATCCACTACTGTTG ABHH 

 RM443 GATGGTTTTCATCGGCTACG AGTCCCAGAATGTCGTTTCG ABAB 

 RM283 GTCTACATGTACCTTGTTGGG CGGCATGAGAGTCTGTGATG ABHH 

 RM431 TCCTGCGAACTGAAGAGTTG AGAGCAAAACCCTGGTTCAC ABAB 

 RM84 TAAGGGTCCATCCACAAGATG TTGCAAATGCAGCTAGAGTAC ABHH 

 RM265 CGAGTTCGTCCAAGTGAGC CATCCACCATTCCACCAATC ABHH 

 RM128 AGCTTGGGTGATTTCTTGGAAGCG ACGACGAGGAGTCGCCGTGCAG ABHH 

 RM1 GCGAAAACACAATGCAAAAA GCGTTGGTTGGACCTGAC ABHH 

 RM543 CTGCTGCAGACTCTACGCG AAATATTACCCATCCCCCCC ABAH 

 RM472 CCATGGCCTGAGAGAGAGAG AGCTAAATGGCCATACGGTG ABHH 

2 RM300 GCTTAAGGACTTCTGCGAACC CAACAGCGATCCACATCATC ABHH 

 RM405 TCACACACTGACAGTCTGAC AATGTGGCACGTGAGGTAAG ABHH 

 RM526 CCCAAGCAATACGTCCCTAG ACCTGGTCATGACAAGGAGG ABHH 

 RM71 CTAGAGGCGAAAACGAGATG GGGTGGGCGAGGTAATAATG ABHH 

 RM341 CAAGAAACCTCAATCCGAGC CTCCTCCCGATCCCAATC ABHH 

 RM475 CCTCACGATTTTCCTCCAAC ACGGTGGGATTAGACTGTGC ABHH 

 RM53 ACGTCTCGACGCATCAATGG CACAAGAACTTCCTCGGTAC ABHH 

3 RM55 CCGTCGCCGTAGTAGAGAAG TCCCGGTTATTTTAAGGCG ABHH 

 RM22 GGTTTGGGAGCCCATAATCT CTGGGCTTCTTTCACTCGTC ABHH 

 RM442 CTTAAGCCGATGCATGAAGG ATCCTATCGACGAATGCACC ABHH 

 RM545 CAATGGCAGAGACCCAAAAG CTGGCATGTAACGACAGTGG ABHH 

 RM514 AGATTGATCTCCCATTCCCC CACGAGCATATTACTAGTGG ABHH 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3  (ต่อ) 

 

 

  Primer sequences (5'-3') BSA 

Chromosome Marker Forward primer Reverse primer score band 

3 RM85 CCAAAGATGAAACCTGGATTG GCACAAGGTGAGCAGTCC ABHH 

 RM416 GGGAGTTAGGGTTTTGGAGC TCCAGTTTCACACTGCTTCG ABHH 

 RM7 TTCGCCATGAAGTCTCTCG CCTCCCATCATTTCGTTGTT ABHH 

 RM338 CACAGGAGCAGGAGAAGAGC GGCAAACCGATCACTCAGTC ABHH 

 RM571 GGAGGTGAAAGCGAATCATG CCTGCTGCTCTTCATCAGC ABHH 

 RM16 CGCTAGGGCAGCATCTAAA AACACAGAAGGTACGCGC ABHH 

4 RM6314 GATTCGTGTCGGTTGTCAAG GGTTCAGGGACGAATTTCAG ABHH 

 RM6748 ATTGGGTTTCTCATATTATG CCAACACTCCTAACTAGTTC ABHH 

 RM280 ACACGATCCACTTTGCGC TGTGTCTTGAGCAGCCAGG ABHH 

 RM559 ACGTACACTTGGCCCTATGC ATGGGTGTCAGTTTCCTTCC ABHH 

 RM1136 ATGTCATCCAGAGTCGCCTC AGGACGTATTCACACACGAC ABHH 

 RM518 CTCTTCACTCACTCACCATGG ATCCATCTGGAGCAAGCAAC ABHH 

 RM241 GAGCCAAATAAGATCGCTGA TGCAAGCAGCAGATTTAGTG ABHH 

 RM564 CATGGCCTTGTGTATGCATC ATGCAGAGGATTGGCTTGAG ABHH 

 RM252 TTCGCTGACGTGATAGGTTG ATGACTTGATCCCGAGAACG ABHH 

 RM303 GCATGGCCAAATATTAAAGG GGTTGGAAATAGAAGTTCGGT ABHH 

 RM317 CATACTTACCAGTTCACCGCC CTGGAGAGTGTCAGCTAGTTGA ABHH 

 RM307 GTACTACCGACCTACCGTTCAC CTGCTATGCATGAACTGCTC ABHH 

 RM471 ACGCACAAGCAGATGATGAG GGGAGAAGACGAATGTTTGC ABHH 

 RM3335 TAATCCACTGTGTCATTTAA ACCATCATCTTGTACCTAGT ABHH 

5 RM459 CTGCAATGCTGCATGACC CACTTTCTCTGCAGCACCAG ABHH 

 RM3663 CATCAACCTCCACGAACATG CTCGGTGGTGATCCTCCTC ABHH 

 RM178 TCGCGTGAAAGATAAGCGGCGC GATCACCGTTCCCTCCGCCTGC ABHH 

 RM87 CCTCTCCGATACACCGTATG GCGAAGGTACGAAAGGAAAG ABHH 

 RM413 GGCGATTCTTGGATGAAGAG TCCCCACCAATCTTGTCTTC ABHH 

 RM137 ACACCAACCAGATCAGGGAG TGCTCGTCAATGGTGAGTTC ABHH 

 RM1054 TGCATATGTACCGCAACCTC TTTCTGCATGATCCCCTCTG ABHH 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3   (ต่อ) 

 

 

 

  Primer sequences (5'-3') BSA 

Chromosome Marker Forward primer Reverse primer score band 

6 RM170 TCGCGCTTCTTCCTCGTCGACG CCCGCTTGCAGAGGAAGCAGCC ABHH 

 RM162 GCCAGCAAAACCAGGGATCCGG TCAAGGTCTTGTGCGGCTTGAGG ABHH 

 RM494 GGGAGGGGATCGAGATAGAC TTTAACCTTCCTTCCGCTCC ABHH 

 RM510 AACCGGATTAGTTTCTCGCC TGAGGACGACGAGCAGATTC ABHH 

 RM204 GTGACTGACTTGGTCATAGGG GCTAGCCATGCTCTCGTACC ABHH 

 RM225 TGCCCATATGGTCTGGATG GAAAGTGGATCAGGAAGGC ABHH 

 RM136 ATTGGGTTTCTCATATTATG CCAACACTCCTAACTAGTTC ABHH 

 RM454 CTCAAGCTTAGCTGCTGCTG GTGATCAGTGCACCATAGCG ABHH 

 RM400 ACACCAGGCTACCCAAACTC CGGAGAGATCTGACATGTGG ABHH 

 RM276 CTCAACGTTGACACCTCGTG TCCTCCATCGAGCAGTATCA ABHH 

 RM8226 TTAGGATACGGCTTCTAGGC CGTAATTGTTGCATATGGTG ABHH 

7 RM428 AACAGATGGCATCGTCTTCC CGCTGCATCCACTACTGTTG ABHH 

 RM11 TCTCCTCTTCCCCCGATC ATAGCGGGCGAGGCTTAG ABHH 

 RM125 ATCAGCAGCCATGGCAGCGACC AGGGGATCATGTGCCGAAGGCC ABHH 

 RM455 AACAACCCACCACCTGTCTC AGAAGGAAAAGGGCTCGATC ABHH 

 RM118 CCAATCGGAGCCACCGGAGAGC CACATCCTCCAGCGACGCCGAG ABHH 

 RM501 GCCCAATTAATGTACAGGCG ATATCGTTTAGCCGTGCTGC ABHH 

 RM1132 ATCACCTGAGAAACATCCGG CTCCTCCCACGTCAAGGTC ABHH 

 RM234 ACAGTATCCAAGGCCCTGG CACGTGAGACAAAGACGGAG ABHH 

8 RM408 CAACGAGCTAACTTCCGTCC ACTGCTACTTGGGTAGCTGACC ABHH 

 RM25 GGAAAGAATGATCTTTTCATGG CTACCATCAAAACCAATGTTC ABHH 

 RM44 ACGGGCAATCCGAACAACC TCGGGAAAACCTACCCTACC ABHH 

 RM404 CCAATCATTAACCCCTGAGC GCCTTCATGCTTCAGAAGAC ABHH 

 RM339 GTAATCGATGCTGTGGGAAG GAGTCATGTGATAGCCGATATG ABHH 

 RM384 ATCTCTGATACTCCATCCATCC CCTGTACGTTGATCCGAAGC ABHH 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3   (ต่อ) 

 

 

 

  Primer sequences (5'-3') BSA 

Chromosome Marker Forward primer Reverse primer score band 

9 RM409 CCGTCTCTTGCTAGGGATTC GGGGTGTTTTGCTTTCTCTG ABHH 

 RM410 GCTCAACGTTTCGTTCCTG GAAGATGCGTAAAGTGAACGG ABHH 

 RM5122 CTCGCAATTTATACGTAATC CTCACGAAATAAAATGAGTG ABHH 

 RM215 CAAAATGGAGCAGCAAGAGC TGAGCACCTCCTTCTCTGTAG ABHH 

 RM205 CTGGTTCTGTATGGGAGCAG CTGGCCCTTCACGTTTCAGTG ABHH 

 RM201 CTCGTTTATTACCTACAGTACC CTACCTCCTTTCTAGACCGATA ABHH 

10 RM271 TCAGATCTACAATTCCATCC TCGGTGAGACCTAGAGAGCC ABHH 

 RM258 TGCTGTATGTAGCTCGCACC TGGCCTTTAAAGCTGTCGC ABHH 

 RM590 CATCTCCGCTCTCCATGC GGAGTTGGGGTCTTGTTCG ABHH 

 RM7217 TTTGTAGGATGACACGTGGC CGGGATTTCAGTACCTCACG ABHH 

 RM3123 ATTTCCCACACATCTCGCTG GTGTCGCCGGTCAAGAAC ABHH 

 RM239 TACAAAATGCTGGGTACCCC ACATATGGGACCCACCTGTC ABAH 

11 RM5599 CTCACAATATCACCATCCAC AATTTTGTGCTGTTGTTGAA ABHH 

 RM4601 CATACATGTGAACCTGACTG CTAGCTTAGCATCTCCTCAA ABHH 

 RM479 CCCCTTGCTAGCTTTTGGTC CCATACCTCTTCTCCTCCCC ABHH 

 RM552 CGCAGTTGTGGATTTCAGTG TGCTCAACGTTTGACTGTCC ABHH 

 RM6272 AACATCTACTCCGCCACCAC CAGCAAGCAGATGGTGGC ABHH 

 RM287 TTCCCTGTTAAGAGAGAAATC GTGTATTTGGTGAAAGCAAC ABHH 

 RM224 ATCGATCGATCTTCACGAGG TGCTATAAAAGGCATTCGGG ABHH 

 RM144 TGCCCTGGCGCAAATTTGATCC GCTAGAGGAGATCAGATGGTAGTGCATG ABHH 

 RM6440 ATTGCTGGTCTATCGGCAAC TGTCTCAGTTGGGTCTGCTC ABHH 

12 RM247 TAGTGCCGATCGATGTAACG CATATGGTTTTGACAAAGCG ABHH 

 RM313 TGCTACAAGTGTTCTTCAGGAC GCTCACCTTTTGTGTTCCAC ABHH 

 RM19 CAAAAACAGAGCAGATGAC CTCAAGATGGACGCCAAGA ABHH 

 RM270 GGCCGTTGGTTCTAAAATC TGCGCAGTATCATCGGCGAG ABHH 

 RM83 ACTCGATGACAAGTTGAGG CACCTAGACACGATCGAG ABHH 

 RM1261 GTCCATGCCCAAGACACAAC GTTACATCATGGGTGACCCC ABHH 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3   (ต่อ) 

 

  จากนั้นวเิคราะห์การกระจายตวัของเคร่ืองหมายดีเอน็เอ RM495 RM543 RM443 และ RM431 
ในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 วา่เป็นตามท่ีคาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) โดยทดสอบหาค่า Chi square 
วเิคราะห์การกระจายตวัของเคร่ืองหมายในอตัราส่วน 1:2:1 นัน่คือ มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่ 
(B) : มีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุพอ่และแม่ (H) : มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุแม่ (A) ผลการ
วเิคราะห์พบวา่ค่าสถิติ Chi square ส าหรับการกระจายตวัของเคร่ืองหมายในอตัราส่วน 1:2:1 (B:H:A) 
ของเคร่ืองหมาย RM543 มีค่าเท่ากบั 1.99 เคร่ืองหมาย RM431 มีค่าสถิติ Chi square เท่ากบั 7.57 และ
เคร่ืองหมาย RM443 มีค่าสถิติ Chi square เท่ากบั 1.69 แสดงใหเ้ห็นวา่การกระจายตวัของเคร่ืองหมายดี
เอน็เอเป็นไปตามสัดส่วน 1:2:1 (B:H:A) ส่วนเคร่ืองหมายดีเอน็เอ RM495 มีค่าสถิติ Chi square เท่ากบั 
684 แสดงใหเ้ห็นวา่การกระจายตวัของเคร่ืองหมายดีเอน็เอไม่เป็นไปตามอตัราส่วน 1:2:1 ซ่ึงอาจเป็นผล
จากเคร่ืองหมายดีเอน็เอ RM495 ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งความตา้นทานและความอ่อนแอ
ไดจ้ากการทดสอบดว้ยเทคนิค BSA โดยใหผ้ลผลิตช้ินดีเอน็เหมือนของแม่ทั้ง 2 กลุ่ม จึงท าใหมี้การ
กระจายตวัท่ีผดิปกติ (ตารางท่ี 4.4) 
 

 

 

 
 

  Primer sequences (5'-3') BSA 

Chromosome Marker Forward primer Reverse primer score band 

12 RM519 AGAGAGCCCCTAAATTTCCG AGGTACGCTCACCTGTGGAC ABHH 

 RM277 CGGTCAAATCATCACCTGAC CAAGGCTTGCAAGGGAAG ABHH 

 RM3483 CCTAGCTTTCAGGAGCAAG CCCACAATGAGAAACAGTTG ABHH 

 RM463 TTCCCCTCCTTTTATGGTGC TGTTCTCCTCAGTCACTGCG ABHH 

 RM17 TGCCCTGTTATTTTCTTCTCTC GGTGATCCTTTCCCATTTCA ABHH 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.1 ผลการวเิคราะห์เคร่ืองหมายดว้ยวธีิ bulk segregant analysis (BSA) เปรียบเทียบระหวา่งขาว 
ดอกมะลิ 105 (P1) พนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) (P2)  ประชากรขา้วกลุ่มตา้นทาน (B1) ประชากร
ขา้วกลุ่มอ่อนแอ (B2)  โดย A คือ ผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุแม่ B คือ ผลผลิตช้ินดีเอ็นเอ
เหมือนพนัธ์ุพอ่ H คือ ผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่และแม่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RM443 RM431 

RM495 RM543 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



44 
 

 
 

 
ภาพที ่ 4.2 รูปแบบดีเอน็เอของเคร่ืองหมาย RM543 ในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 population) จ านวน     

   228ตน้ P1 คือ พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 และ P2 คือ พนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) M คือ 10 bp 
DNA ladder 

 

 

 

 

 

 

 

 

98 bp 

98 bp 

M P1 P2 85                           126 M                                                         

         98 bp 

M P1 P2 169                                           210 M
                    M                                                               

   

98 bp 

98 bp 

98 bp 

M P1 P2 211                                                                 228  M 

      
                    M                                                          

        

M P1 P2 127                      168 M  

M P1 P2 43                                                 84 M  

 M P1 P2 1                                                                                       42  M                           

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.3  รูปแบบดีเอน็เอของเคร่ืองหมาย RM443 ในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 population) จ านวน 
228 ตน้ P1 คือ พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 และ P2 คือ พนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874 ) M คือ 10 bp 
DNA ladder 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

124 bp 

124 bp 

M P1 P2 169                                       210 M
                    M                                                               

   

124 bp 

M P1 P2 127                    168 M  

124 bp 

124 bp 

M P1 P2 85                   126  M                                                         

         

124 bp 

M P1 P2 211                                                                       228  M
      

                     M                                                         

      
   

M P1 P2 43                                        84 M  

M P1 P2 1                                                                           42 M                           

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.4  รูปแบบดีเอน็เอของเคร่ืองหมาย RM431 ในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 population) จ านวน 

228 ตน้ P1 คือ พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 และ P2 คือ พนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874 ) M คือ 10 bp 

DNA ladder 

 

 

 

 

 

 

 

251 bp 

251 bp 

251 bp 

251 bp 

251 bp 

251 bp 

M P1 P2 211                                                                 228   
      

                    M                                                          

        

M P1 P2 169                                         210 M

                    M                                                               
   

M P1 P2 85                       126  M                                                         

         

M P1 P2 127                   168 M  

M P1 P2 43                                           84 M  

M P1 P2 1                                                                               42  M                           

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.5  รูปแบบดีเอน็เอของเคร่ืองหมาย RM495 ในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 population) จ านวน 
228 ตน้ P1 คือ พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 และ P2 คือ พนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874 ) M คือ 10 bp 
DNA ladder 

 

 

 

 

159 bp 

159 bp 

159 bp 

159 bp 

159 bp 

159 bp 

M P1 P2 211                                                            228
     

                      M                                                         
     

    

M P1 P2 169                                               210 M

                    M                                                               

   

M P1 P2 85                               126  M                                                         
         

M P1 P2 43                                               84 M                                        

M P1 P2 1                                                                               42  M                           

 M P1 P2 127                           168 M  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.4 การกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 2 จ านวน  

228 ตน้ 

 

Marker Expected 
ratio 

Expected No. Observed No. 2 p 

  B H A B H A   
RM495 
RM543 
RM443 
RM431 

1:2:1 
1:2:1 
1:2:1 
1:2:1 

57 
57 
57 
57 

114 
114 
114 
114 

57 
57 
57 
57 

0 
66 
63 
51 

0 
110 
101 
102 

228 
52 
64 
75 

684 
1.99 
2.96 
7.57 

2.96 
0.36 
0.22 

0.022 

*ค่าสถิติ Chi square (2) =0.05, df = 2 
**R คือ Resistant (ตา้นทาน), S คือ Susceptible (อ่อนแอ), p คือ probability 

 

4.7 สร้างแผนที่ระบุต าแหน่งยนีต้านทานโรคไหม้จากเปอร์เซ็นต์ recombination 

  การหาระยะทางระหวา่งต าแหน่งของยนีท่ีควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคใชห้ลกัการค านวณ 

หาความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ หรือความถ่ีของการเกิดครอสซิงโอเวอร์ (crossing over)  โดยคู่ของ

ยนีท่ีมีต าแหน่งอยูใ่กลชิ้ดกนับนโครโมโซมจะมีความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ต ่า ส่วนคู่ของยนีท่ีมี

ต าแหน่งอยูห่่างกนับนโครโมโซมจะมีความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่สูง โดยมีค่าความถ่ีของการเกิดรี

คอมบิเนชัน่สูงสุดไม่เกิน 50 เปอร์เซ็นต ์ ค่าความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ 1 เปอร์เซ็นต ์ เท่ากบั 1 

centiMorgans (cM) ซ่ึงเป็นหน่วยของระยะห่างระหวา่งยีนบนแผนท่ียนี (mapping function) ในการ

ทดลองน้ีใชข้อ้มูลลกัษณะตา้นทานโรคท่ีปรากฎ (phenotype) และลกัษณะทางพนัธุกรรม (genotype) 

ของประชากร 5 ตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอต่อโรคไหมอ้ยา่งชดัเจนพบการเกิดโรคท่ีระดบั 5  และ 6 

เน่ืองจากเป็นประชากรท่ีมี phenotype ถูกตอ้งแน่นอน จึงเป็นประชากรท่ีเหมาะสมส าหรับน ามา

วเิคราะห์เพื่อระบุต าแหน่งท่ีตั้งของยนีตา้นทานโรคไหม ้ ในการศึกษาน้ีพบวา่เคร่ืองหมาย RM443 ซ่ึงมี

ต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซม 1 มีการเกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 40 เปอร์เซ็นต ์ แสดงให้เห็นวา่ยนีตา้นทาน

โรคไหมมี้ความเช่ือมโยงกบัเคร่ืองหมาย RM431 มีระยะห่างระหวา่งยนีตา้นทานโรคไหมแ้ละเคร่ือง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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หมาย RM443 เป็นระยะทาง 40 cM และเคร่ืองหมาย RM543 และ RM431 เกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 60 

เปอร์เซ็นต ์ แสดงวา่เคร่ืองหมายเป็นอิสระจากยนีตา้นทานโรคไหมแ้ละอาจอยูห่่างจากยนีตา้นทานโรค

ไหมเ้ป็นระยะทาง 60 cM ดงันั้นเพื่อเป็นการช่วยยนืยนัถึงการมีอยูข่องจ านวนยีนและระบุต าแหน่งท่ีตั้ง

ของยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้ชดัเจนข้ึน จึงตอ้งท าการวเิคราะห์การกระจายตวัของเคร่ืองหมาย SSR ต่อไป 

4.8 การสร้างแผนทีเ่พือ่ระบุต าแหน่งของยนีต้านทานโรคไหม้ด้วยโปรแกรม MAPMAKER 

  โอกาสเกิดรีคอมบิเนชัน่มีความสัมพนัธ์โดยตรงกบัระยะทางระหวา่งยนีในโครโมโซมเดียว 

กนั ค่าความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ 1 เปอร์เซ็นต ์เท่ากบั 1 cM ซ่ึงเป็นหน่วยของระยะห่างระหวา่งยนี

บนแผนท่ียนี ในการทดลองน้ีใชข้อ้มูล phenotype และ genotype ของประชากร 5 ตน้ท่ีแสดงความ

อ่อนแอต่อโรคไหมอ้ยา่งชดัเจนพบการเกิดโรคท่ีระดบั 5 และ 6 ซ่ึงเป็นประชากรท่ีมี phenotype ท่ี

ถูกตอ้งแน่นอน        จึงเป็นประชากรท่ีเหมาะสมส าหรับน ามาวเิคราะห์เพื่อระบุต าแหน่งท่ีตั้งของยนีตา้น 

ทานโรคไหม ้ น ามาสร้างแผนท่ียนีตา้นทานโรคไหม ้ ท าการจดักลุ่มและค านวณหาค่าระยะห่างของแต่

ละเคร่ืองหมาย และระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้ ดว้ยโปรแกรม MAPMAKER/EXP 

version 3.0b และวาดแผนท่ีพนัธุกรรมดว้ยโปรแกรม MapChart version 2.2 จดักลุ่มเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ

และยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้มีความใกลชิ้ดกนั ท่ีค่า logarithm of odds (LOD) =3.0 พบเคร่ืองหมายท่ีมี

ความเช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) คือ เคร่ืองหมาย RM543 RM443 

และ RM431 มีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 1 จากการค านวณหาระยะห่างของแต่ละเคร่ืองหมาย และ

ระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหมด้ว้ย Kosambi function พบวา่ยนีตา้นทานโรคไหมมี้

ระยะห่างจากเคร่ืองหมาย RM543 เป็นระยะทาง 85.1 cM ห่างจากเคร่ืองหมาย RM431 เป็นระยะห่าง 

73.6 cM และห่างจากเคร่ืองหมาย RM443 เป็นระยะทาง 45.8 cM (ภาพท่ี 4.5) ซ่ึงมีระยะห่างระหวา่ง

เคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานมากเกินไป 

  จึงท าการทดสอบเพิ่มโดยใชป้ระชากรท่ีสร้างโดย บดีเอก (2558) ท่ีท าการผสมระหวา่งพนัธ์ุ

ขา้วขาวดอกมะลิ 105 ใชเ้ป็นพนัธ์ุแม่ และขา้วพื้นเมืองไทยพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ใชเ้ป็นพนัธ์ุพอ่ ได้

ขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 1 (F1- hybrid) จ านวน 2 เมล็ด คือ F1T2 และ F1T5 ปลูกและปล่อยใหมี้การผสมตวัเอง

ตามธรรมชาติ ไดเ้มล็ดจาก F1T2 จ  านวน 78 เมล็ดและจาก F1T5 จ านวน 124 เมล็ด ท าการทดสอบการเกิด

โรคโดยการปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมแ้ละวเิคราะห์การกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมโ้ดยวธีิ

ทดสอบการเกิดโรคในประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 พบตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอ (การเกิดโรคระดบั 5 และ 6)

ทั้งหมด 43 ตน้ เม่ือน ามารวมกบั F1T1 ท่ีพบตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอจ านวน 5 ตน้ จึงมีขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ท่ีแสดงความอ่อนแอทั้งหมดจ านวน 48 เม่ือใชข้อ้มูล phenotype และ genotype ของประชากรทั้ง 48 ตน้ 

มาสร้างแผนท่ียนีตา้นทานโรคไหม ้ ท าการจดักลุ่มและค านวณหาค่าระยะห่างของแต่ละเคร่ืองหมาย

และระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยีนตา้นทานโรคไหมด้ว้ยโปรแกรม MAPMAKER/EXP version 3.0b วาด

แผนท่ีพนัธุกรรมดว้ยโปรแกรม MapChart version 2.2 จดักลุ่มเคร่ืองหมายดีเอน็เอและยนีตา้นทานโรค

ไหมท่ี้มีความใกลชิ้ดกนั ท่ีค่า logarithm of odds (LOD) =3.0 พบวา่ยนีตา้นทานโรคไหมห่้างจาก

เคร่ืองหมาย RM543 เป็นระยะทาง 21.2 cM ห่างจากเคร่ืองหมาย RM431 เป็นระยะห่าง 10.5 cM และ

ห่างจากเคร่ืองหมาย RM443 เป็นระยะห่าง 3.2 cM (ภาพท่ี 4.6 ) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.6 แผนท่ีระบุต าแหน่งของยนีตา้นทานโรคไหม ้และระยะห่างระหวา่งเคร่ืองหมายบน 

โครโมโซมท่ี 1 ของขา้ว เม่ือวเิคราะห์จากประชากรขา้ว 5 ตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอต่อเช้ือ

สาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซเลท 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.7 แผนท่ีระบุต าแหน่งของยนีตา้นทานโรคไหม ้และระยะห่างระหวา่งเคร่ืองหมายบน 

 โครโมโซมท่ี 1 ของขา้ว เม่ือวเิคราะห์จากประชากรขา้ว 48 ตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอต่อเช้ือ 

 สาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซเลท 

 

4.9 การทดสอบความต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าวช่ัวที ่3 (F3 population) 

  ใชป้ระชากรขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 3 ท่ีไดจ้ากคดัเลือกประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 ท่ีมีลกัษณะตา้นทานทั้ง

ลกัษณะทาง phenotype และ genotype เพื่อยนืยนัระยะห่างระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหม้

จากการสร้างแผนท่ียนีตา้นทานโรคไหม ้ท าการจดักลุ่มและค านวณหาค่าระยะห่างของแต่ละเคร่ือง 

หมาย และระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหมด้ว้ยโปรแกรม MAPMAKER/EXP version 3.0b 

ท่ีแสดงผลวา่ยนีตา้นทานโรคไหมห่้างจากเคร่ืองหมาย RM443 เป็นระยะทาง 3.2 cM ซ่ึงหมายความวา่มี

ค่าความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 3.2 เปอร์เซ็นต ์ หรือพบตน้ท่ีใหผ้ล genotype ต่างจาก 

phenotype จ านวน 3 ตน้ นัน่หมายความวา่ในจ านวน 100 ตน้ถา้มีการเกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 3.2 

เปอร์เซ็นตจ์ะมีขา้วจ านวน 3 ตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอ จึงท าการคดัเลือกประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 ท่ีมีลกัษณะ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตา้นทานทั้งลกัษณะทาง phenotype และลกัษณะทาง genotype ไดแ้ก่ตน้ F2T185 F2T218 และ F2T222 น า

เมล็ดของตน้ดงักล่าวจ านวนตน้ละ 100 เมล็ด มาทดสอบโรคบนกลา้ขา้วดว้ยประชากรเช้ือ 13 ไอโซเลท 

พบวา่ประชากร F3 ของตน้ F2T185  ภายหลงัท าการทดสอบโรคมีลูกผสมชัว่ท่ี 3 ท่ีแสดงความตา้นทาน

จ านวน 78 ตน้ แสดงความตา้นทานปานกลางจ านวน 9 ตน้ และแสดงความอ่อนแอ 3 ตน้ มีเมล็ดท่ีไม่

งอกจ านวน 10 เมล็ด ตน้ F2T218 มีขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 3 ท่ีแสดงความตา้นทานจ านวน 78 ตน้ แสดงความ

ตา้นทานปานกลางจ านวน 7 ตน้ และแสดงความอ่อนแอ 4 ตน้ มีเมล็ดท่ีไม่งอกจ านวน 11 เมล็ด และตน้ 

F2T222 มีขา้วลูกผสมชัว่ท่ี 3 ท่ีแสดงความตา้นทานจ านวน 77 ตน้ แสดงความตา้นทานปานกลางจ านวน 9 

ตน้ และแสดงความอ่อนแอ 5 ตน้ มีเมล็ดท่ีไม่งอกจ านวน 9 เมล็ด (ตารางท่ี 4.5)  

 

ตารางที่ 4.5    ผลประเมินการเกิดโรคดว้ยเช้ือสาเหตุโรคไหม ้13 ไอโซเลท บนประชากรขา้วชัว่ท่ี 2  

(F2 population)  

ประชากร 
จ านวนตน้ 
ท่ีประเมิน 

ระดบัความตา้นทาน (ตน้)  
เปอร์เซ็นต ์
ตน้อ่อนแอ 

ตา้นทานสูง 
(0-2)* 

ตา้นทานปานกลาง 
(3-4) 

อ่อนแอ 
(5-6) 

F2T185 90 78 9 3 3.33 

F2T218 89 78 7 4 4.49 

F2T222 91 77 9 5 5.49 

* 0-6 คือ ระดบัคะแนนการเกิดโรคตามวธีิของ Roumen et al. (1997) 

4.10 การศึกษาการแสดงออกของยนีต้านทานโรคไหม้ 

 4.10.1  การออกแบบไพร์เมอร์ทีจ่ าเพาะต่อยนีต้านทานโรคไหม้ 

        เม่ือทราบต าแหน่งของยีนตา้นทานโรคไหมแ้ลว้จึงศึกษาขอ้มูลบริเวณต าแหน่งเคร่ือง- 

หมายดีเอ็นเอท่ีเช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้ วา่มีความเช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหมย้นีใด  พบ 

วา่เคร่ืองหมาย RM543 เช่ือมโยงกบัยนี Pi37 (Lin et al., 2007) ในขณะท่ีเคร่ืองหมาย RM443 เช่ือมโยง

กบัยนี Rf3 เก่ียวขอ้งกบัการแกค้วามเป็นหมนัในขา้ว (fertility restorer) (Bazrkar et al., 2008) และ 

RM431 เช่ือมโยงกบัยนี qVTY11 ซ่ีงคือยนีทนแลง้ (Vikram et al., 2015) ยงัไม่พบขอ้มูลท่ีรายงานวา่

เคร่ืองหมาย RM431 และ RM443 เช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้จึงออกแบบไพร์เมอร์ให้จ  าเพาะกบั

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi37 โดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล Genbank ในการออกแบบ

ไพร์เมอร์ใหจ้  าเพาะกบัยนี ซ่ึงยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi37 มี exon ทั้งหมด 3 ท่อน ออกแบบไพร์เมอร์

จ านวน 2 เส้น เส้นแรก เป็น forward primer ออกแบบใหจ้ าเพาะกบับริเวณส่วนทา้ยของ exon 1 และ เส้น

ท่ี 2 เป็น reverse primer ออกแบบใหจ้ าเพาะกบับริเวณส่วนตน้ของ exon 2 (ตารางท่ี 4.6 และ ภาพท่ี 4.7) 

ยนี Pi37 เป็นยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้คาดวา่เป็นยีนท่ีควบคุมลกัษณะการตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วลูกผสม

ชัว่ท่ี 2 ท่ีผสมจากขา้วพนัธ์ุแม่พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 และขา้วพนัธ์ุพอ่พนัธ์ุย ั้งมองท่ีตา้นทานต่อเช้ือรา

สาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเลท  

 

ตารางที ่4.6   ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพร์เมอร์ท่ีออกแบบใหจ้ าเพาะกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 

 

 

ภาพที ่4.8  ยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 และต าแหน่งของไพร์เมอร์บนยนี 

 

  

 

 

Primer sequences (5'-3') Position PCR 
product Forward primer Reverse primer 

ATGAGTAGAGGTACGATCTC - exon 1 
430 bp 

- CCAGAAGGTCCTCAGCAT exon 2 
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 4.10.2   ศึกษาการแสดงออกของยนีต้านทานโรคไหม้ Pi37 ในข้าวลูกผสมช่ัวที ่2 ด้วยเทคนิค RT-

PCR 

   ศึกษาการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi37 ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองซ่ึงเป็นขา้วสาย

พนัธ์ุท่ีคาดวา่มียนีตา้นทานโรคไหม ้ พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคไหม ้ และ

ขา้วพนัธ์ุ IR64 ท่ีเป็นขา้วตา้นทานโรคไหม ้ดว้ยเทคนิค RT-PCR พบการแสดงออกของยนีตา้นทานโรค

ไหม ้Pi37 ในขา้วพนัธ์ุ IR64 ในขณะท่ีไม่พบการแสดงออกของยนี Pi37 ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองและขาวดอก

มะลิ 105 ผลการเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของแถบดีเอน็เอบนเจล ซ่ึงในการทดลองน้ีใชย้นี Actin1 เป็น

ยนีอา้งอิง เม่ือสามารถปรับปริมาณ cDNA ของแต่ตวัอยา่งใหเ้ท่ากนัส าหรับท า RT-PCR จึงท าการ

เปรียบเทียบการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi37 ในขา้วพนัธ์ุท่ีใชใ้นการทดสอบ พบวา่ยนี

ตา้นทานโรคไหม ้Pi37 มีการแสดงออกท่ีสม ่าเสมอตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 6 12 24 และ 48 ชัว่โมงในขา้วพนัธ์ุ 

IR64 (ภาพท่ี 4.8) 

4.11  ตรวจสอบการมีอยู่ของยนีต้านทานโรคไหม้ Pi37 บนโครโมโซมของข้าวพนัธ์ุยั้งมอง 

   เน่ืองจากไม่พบการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 ในการตรวจสอบดว้ยเทคนิค RT-
PCR จึงท าการตรวจสอบการมีอยูข่องยีน Pi37 บนโครโมโซมดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชดี้เอน็เอของ
ขา้ว 5 ตวัอยา่ง ประกอบดว้ยดีเอ็นเอขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 พนัธ์ุย ั้งมอง พนัธ์ุ IR64 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุขา้ว
ท่ีใชใ้นการศึกษาเร่ืองการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหม ้ พนัธ์ุเจา้หอมนิลท่ีเป็นขา้วสายพนัธ์ุท่ี
ไดรั้บการยนืยนัวา่มียนีตา้นทานโรคไหม ้ Pi37 และขา้วพนัธ์ุ CO39 เป็นขา้วพนัธ์ุอ่อนแอโดยท าการ
ตรวจสอบยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้อยูใ่นกลุ่มหรือบริเวณใกลเ้คียงกบัยนี Pi37 ซ่ึงประกอบไปดว้ยยนี 
Pi37 Pish และ Pi64 (Chaivarakun et al., 2017) ใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ าเพาะในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ย
เทคนิค PCR และวเิคราะห์ผลจากการท าปฏิกิริยา PCR จากผลการตรวจสอบพบแถบดีเอน็เอของยนี
ตา้นทานโรคไหม ้Pi37 Pish และ Pi64 ในตวัอยา่งดีเอน็เอขา้วพนัธ์ุเจา้หอมนิล และพบแถบดีเอ็นเอยีน
ตา้นทานโรคไหม ้ Pi64 ในตวัอยา่งดีเอน็เอขา้วพนัธ์ุ IR64 ในขณะท่ีไม่พบแถบดีเอ็นเอของยนีใดๆ ใน
ตวัอยา่งดีเอ็นเอขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (ภาพท่ี 4.9) 
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ภาพที ่4.9    การแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 (A)ในขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง ขา้วพนัธ์ุขาว 

  ดอกมะลิ 105 และพนัธ์ุ IR64 เม่ือใชเ้ทคนิค RT-PCR เปรียบเทียบขนาดกบัดีเอน็เอ 

  มาตรฐาน 1Kb DNA ladder (M) โดยใชก้ารแสดงออกของยนี Actin1 (B) เป็นยนีอา้งอิง 

 

 

 

ภาพที ่4.10 ผลการตรวจสอบยนีตา้นทานโรคไหมใ้นกลุ่ม Pi37 ในดีเอน็เอจากขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 

105 (KD) พนัธ์ุย ั้งมอง (YM) พนัธ์ุ IR64 (IR64) พนัธ์ุเจา้หอมนิล (JHN) และพนัธ์ุ CO39 

(CO39) โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนีตา้นทานโรคไหม ้Pish Pi37 และ Pi64 

เปรียบเทียบกบั 1 Kb DNA ladder (M) 

IR64 

1000 bp. 

YM IR64 YM IR64 YM KD YM IR64 KD M 

YM YM YM YM 

430 bp 

KD 

M KD KD KD KD KD IR64 IR64 IR64 IR64 IR64 YM 

0 hr. 6 hr. 12 hr. 

24 hr. 

48 hr. 

KD IR64 YM KD 
A 

B 

0 hr. 6 hr. 12 hr. 

24 hr. 

48 hr. 

1,000 bp 

3,000 bp 

Pi64 Pi37 Pish 

M       KD     YM     IR64     JHN     CO39      KD     YM     IR64   JHN   CO39     KD      YM     IR64     JHN   CO39 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที ่5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 

 

5.1 ความต้านทานของข้าวพันธ์ุยั้งมองต่อประชากรเช้ือ 13 ไอโซเลท 

  ศึกษาปฏิกิริยาก่อโรคบนขา้วพนัธ์ุย ั้งมองโดยการปลูกขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอกมะลิ 
105 ท่ีเป็นขา้วสายพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคไหม ้เจา้หอมนิล และ IR64 ท่ีเป็นขา้วตา้นทานโรคไหม ้ภายหลงั
ปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหม ้ 13 ไอโซเลทบนกลา้ขา้วทดสอบทีละไอโซเลทพบวา่ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองแสดง
ความตา้นทานสูงต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้อโซเลท RBR55002 PL1 และ PL2 แสดงความตา้นทานปาน
กลางต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้อโซเลท BKK55001 BKK55003 CRI43.1 CCO55002 SRN54002 
SRN54005 THL191 และ UBN11351 และแสดงความอ่อนแอต่อเช้ือราสาเหตุโรคไหมไ้อโซเลท 
PLK40.4 และ UBN195167 จะเห็นไดว้า่ขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมองแสดงความตา้นทานโรคในระดบัสูง
กบัเช้ือจ านวน 3 ไอโซเลท และตา้นทานเช้ือสาเหตุโรคไหมใ้นระดบัปานกลางจ านวน 8 ไอโซเลท มีเช้ือ
สาเหตุโรคไหมเ้พียง 2 ไอโซเลทท่ีสามารถเขา้ท าลายขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบัรุนแรง 
จึงสามารถสรุปไดว้า่ขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมองเป็นขา้วท่ีมีลกัษณะความตา้นทานแบบกวา้งต่อเช้ือสาเหตุ
โรคไหม ้ เน่ืองจากสามารถตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท ซ่ึงเป็นการยนืยนังานวจิยั
ของ Salih et al. (2013) ท่ีจ  าแนกขา้วพนัธ์ุตา้นทานโรคไหมจ้ากพนัธ์ุขา้วของไทย 311 ตวัอยา่ง โดย
แบ่งเป็นขา้วพื้นเมืองจ านวน 263 ตวัอยา่ง ขา้วท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุแลว้จ านวน 43 ตวัอยา่ง และขา้ว
ป่าจ านวน 5 ตวัอยา่ง ตรวจสอบความตา้นทานโรคไหมโ้ดยการปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 29 ไอ
โซเลท ผลการตรวจสอบพบพนัธ์ุขา้วตา้นทานโรคไหมจ้ านวน 35 สายพนัธ์ุ แบ่งเป็น ขา้วพื้นเมือง 25 
สายพนัธ์ุ ขา้วท่ีไดรั้บการปรับปรุงจ านวน 9 สายพนัธ์ุ และขา้วป่าจ านวน 1 สายพนัธ์ุ และขา้วพนัธ์ุย ั้ง
มองคือหน่ึงในประชากรขา้วพื้นเมืองท่ีผา่นการคดัเลือก 
5.2 การกระจายตัวของยีน และแผนที่ระบุต าแหน่งยนีต้านทานโรคไหม้บนโครโมโซมข้าว 

 5.2.1 การกระจายตัวของลกัษณะต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าวช่ัวที ่2 (F2 population) 

  ทดสอบการเกิดโรคโดยการปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเลท บนกลา้ขา้วพบการ
แสดงออกของลกัษณะความตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 จ านวน 228 ตน้ แบ่งเป็นตน้ท่ี
แสดงลกัษณะตา้นทานจ านวน 223 ตน้ และตน้ท่ีแสดงลกัษณะอ่อนแอจ านวน 5 ตน้ วเิคราะห์การ
กระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมว้า่เป็นตามท่ีคาดหมายหรือไม่ (goodness of fit) เน่ืองจาก
ประชากรท่ีศึกษาเป็นประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 หากความตา้นทานโรคไหมท่ี้ศึกษาถูกควบคุมดว้ยยนีเพียง
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ยนีเดียว จะพบการกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นอตัราส่วน 3:1 (R:S) แต่จากผลการ
ทดลองเม่ือวเิคราะห์การกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นอตัราส่วน 3:1 (R:S) ไดค้่า chi-
square เท่ากบั 63.24 และมีค่า p เท่ากบั 1.18 ซ่ึงไม่เป็นไปตามสมมติฐาน แสดงวา่ลกัษณะตา้นทานโรค
ไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองไม่ไดถู้กควบคุมดว้ยยนีเพียงยนีเดียว จึงท าการวเิคราะห์การกระจายตวัของ
ลกัษณะตา้นทานในอตัราส่วน 15:1 (R:S) จากผลการวเิคราะห์ไดค้่า chi-square เท่ากบั 6.13 ค่า p 
เท่ากบั 0.011 การกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมจึ้งเป็นไปตามอตัราส่วน 15:1 (R:S) แสดง
วา่ลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ถูกควบคุมดว้ยยนีหลกั จ านวน 2 ยนี โดย
ยนีตา้นทานโรคไหมเ้ป็นยนีข่มทั้ง 2 ยนี (dominant allele) ข่มต่อยนีควบคุมลกัษณะไม่ตา้นทานโรค
ไหม ้ดงัตวัอยา่งงานวิจยัของ Huang et al. (2011) วเิคราะห์การกระจายตวัของยนีตา้นทานโรคไหมใ้น
ประชากรชัว่ท่ี 2 จ านวน 378 ตน้ ท่ีไดจ้ากการผสมพนัธ์ุระหวา่งขา้วพนัธ์ุ Xiangzi3150 และ CO39 
ทดสอบการเกิดโรคดว้ยเช้ือสาเหตุโรคไหมส้ายพนัธ์ุ (race) ZC11 ไอโซเลท 193-1-1 ในประเทศจีน 
ผลการวเิคราะห์การกระจายตวัยนีตา้นทานโรคไหม ้พบการกระจายตวัของยนีตา้นทานโรคไหมเ้ป็น 
ไปตามอตัราส่วน 15:1 (R:S) แสดงวา่มียนีตา้นทานโรคไหมท่ี้ควบคุมความตา้นทานมากกวา่ 1 ยนี 
และเม่ือวเิคราะห์การกระจายตวัของยนีตา้นทานโรคไหมด้ว้ยเคร่ืองหมาย microsatellite จดักลุ่มของ
เคร่ืองหมายและหาระยะทางระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้ สามารถระบุต าแหน่งยนี
ตา้นทานโรคไหม ้Pi-47 และ Pi-48 บนโครโมโซมท่ี 11 และ 12 ตามล าดบั 
 5.2.2 การกระจายตัวของเคร่ืองหมาย SSR ในประชากรข้าวช่ัวที ่2 (F2 generation) 

     จากการคดัเลือกเคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งพอ่และแม่ได ้ จ านวน 111 
เคร่ืองหมาย ซ่ึงคิดเป็น 48.26 เปอร์เซ็นตข์องเคร่ืองหมายทั้งหมด เม่ือน ามาคดัเลือกเคร่ืองหมายท่ี
สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งความตา้นทานและความอ่อนแอไดด้ว้ยวธีิ bulk segregant analysis 
(BSA) ซ่ึงเป็นการคดัเลือกเคร่ืองหมายท่ีมีความเช่ือมโยงกบัลกัษณะตา้นทานโรคไหมท่ี้สนใจ ดว้ยการ
ผสมรวมดีเอน็เอ (bulk) ของประชากรขา้วในกลุ่มท่ีแสดงความตา้นทานและกลุ่มท่ีแสดงความอ่อนแอ 
การคดัเลือกเคร่ืองหมายดว้ยวธีิ BSA เป็นวธีิท่ีน ามาใชเ้พื่อลดระยะเวลาและประหยดัค่าใชจ่้ายในการ
ด าเนินงานวจิยั ผลการคดัเลือกดว้ยวธีิ BSA พบเคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งความ
ตา้นทานและความอ่อนแอไดช้ดัเจนจ านวน 3 เคร่ืองหมาย ไดแ้ก่ เคร่ืองหมาย RM543 RM431 และ 
RM443 ซ่ึงมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซม 1 ในขณะท่ีเคร่ืองหมาย RM495 ไม่สามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งความอ่อนแอและความตา้นทานได ้จากการวเิคราะห์การกระจายตวัของเคร่ืองหมายในประชา- 
กรขา้วชัว่ท่ี 2 ทั้งหมด 228 ตน้ ดว้ยเคร่ืองหมาย RM543 RM431 และ RM443 พบวา่การกระจายตวัของ
เคร่ืองหมายดีเอน็เอเป็นไปตามอตัราส่วน 1:2:1 (B:H:A) ทั้งน้ีงานวจิยัของ He et al. (2012) ประสบ
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ความส าเร็จในการใชเ้ทคนิค BSA ช่วยในการคดัเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ท่ีเช่ือมโยงกบัลกัษณะ
ตา้นทานโรคไหมใ้นประชากรชัว่ท่ี 4 ไดแ้ก่ เคร่ืองหมาย RM223 และ RM503 ซ่ึงมีการกระจายตวัของ
เคร่ืองหมายดีเอน็เอเป็นไปตามอตัราส่วน 1:2:1 และสามารถระบุยนีดอ้ยท่ีอยูบ่นโครโมโซมขา้วคู่ท่ี 8 
คือ Pi55(t) มีระยะห่างระหวา่งยนีตา้นทานและเคร่ืองหมายดีเอน็เอเท่ากบั 14 และ 4.1 cM ตามล าดบั 
 5.2.3 การสร้างแผนทีร่ะบุต าแหน่งยนีต้านทานโรคไหม้จากเปอร์เซ็นต์รีคอมบิเนช่ันของประชา- 

กรจ านวน 5 ต้น 

  การหาระยะทางระหวา่งต าแหน่งของยนีท่ีควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคใชห้ลกัการค านวณ 
หาความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ หรือความถ่ีของการเกิดครอสซิงโอเวอร์ (crossing over)  โดยคู่ของ
ยนีท่ีมีความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ต ่าจะมีต าแหน่งอยูใ่กลชิ้ดกนับนโครโมโซม ส่วนคู่ของยนีท่ีมี
ความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่สูงจะมีต าแหน่งอยูห่่างกนับนโครโมโซม โดยมีค่าสูงสุดไม่เกิน 50 
เปอร์เซ็นต ์ ค่าความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่ 1 เปอร์เซ็นต ์ เท่ากบั 1 cM ซ่ึงเป็นหน่วยของระยะห่าง
ระหวา่งยนีบนแผนท่ียนี ในการทดลองน้ีใชข้อ้มูล phenotype และ genotype ของประชากร 5 ตน้ท่ีแสดง
ความอ่อนแอต่อโรคไหมอ้ยา่งชดัเจน (เกิดโรคท่ีระดบัคะแนน 5 และ 6) เน่ืองจากเป็นประชากรท่ีมี 
phenotype ถูกตอ้งแน่นอน จึงเป็นประชากรท่ีเหมาะสมส าหรับน ามาวิเคราะห์เพื่อระบุต าแหน่งท่ีตั้งของ
ยนีตา้นทานโรคไหมใ้นการศึกษาน้ี พบวา่เคร่ืองหมาย RM443 ซ่ึงมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 1 มีการ
เกิดรีคอมบิเนชัน่ เท่ากบั 40 เปอร์เซ็นต ์และเคร่ืองหมาย RM543 และ RM431 เกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 
60 เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่เคร่ืองหมาย RM543 และ RM431 เป็นอิสระจากยนีตา้นทานโรคไหมแ้ละอาจมี
ต าแหน่งอยูห่่างจากยนีตา้นทานโรคไหมม้ากเกินไป พบยีนตา้นทาน 1 ต าแหน่งท่ีเช่ือมโยงกบัเคร่ือง 
หมาย RM443 ซ่ึงงานวจิยัของเพญ็นภา (2557) ใชว้ธีิเดียวกนัโดยการสร้างแผนท่ีระบุต าแหน่งยนี
ตา้นทานโรคไหมด้ว้ยเปอร์เซ็นตรี์คอมบิเนชัน่ โดยใชป้ระชากร 15 ตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอต่อโรคไหม ้
พบเคร่ืองหมาย RM144 และ RM224 ท่ีอยูบ่นโครโมโซม 11 เกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 20 เปอร์เซ็นต ์
แสดงวา่ยนีตา้นทานโรคไหมมี้ความเช่ือมโยงกบัเคร่ืองหมาย RM144 และ RM224 โดยมีระยะห่างจาก
ทั้ง 2 เคร่ืองหมายเป็นระยะทาง 20 cM 
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 5.2.4 การสร้างแผนทีร่ะบุต าแหน่งของยนีต้านทานโรคไหม้ด้วยโปรแกรม MAPMAKER 

  การทดลองน้ีใชข้อ้มูล phenotype และ genotype ของประชากร 5 ตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอ
ต่อโรคไหมน้ ามาวเิคราะห์ร่วมกนั จดักลุ่ม และค านวณหาค่าระยะห่างของแต่ละเคร่ืองหมาย และ
ระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้ ดว้ยโปรแกรม MAPMAKER และวาดแผนท่ีพนัธุกรรม
ดว้ยโปรแกรม MapChart จดักลุ่มเคร่ืองหมายดีเอ็นเอและยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้มีความใกลชิ้ดกนั ท่ีค่า 
logarithm of odds (LOD) = 3.0 ซ่ึงหมายถึงโอกาสท่ีเคร่ืองหมายท่ีถูกจดักลุ่มอยูด่ว้ยกนัจะไม่มีความ
เช่ือมโยงกนั เท่ากบั 0.01 หรือ 1 ใน 1000 แสดงใหเ้ห็นวา่การจดักลุ่มของเคร่ืองหมายมีความละเอียดมาก 
วเิคราะห์ความเช่ือมโยง 1000 คร้ังมีเพียง 1 คร้ังท่ีอาจพบวา่เคร่ืองหมายไม่มีความเช่ือมโยงกนั 
เคร่ืองหมายท่ีถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั คือ เคร่ืองหมายท่ีมีความเช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหมแ้ละมี
ระยะห่างจากยนีนอ้ยกวา่ 50 cM การจดัเรียงตวัของแต่ละเคร่ืองหมายบนโครโมโซม เลือกผลการ
ค านวณท่ีแสดงค่า likelihood สูงท่ีสุด คือ เท่ากบั 0 และการค านวณระยะห่างของเคร่ืองหมายดว้ย 
Kosambi function ซ่ึงเคร่ืองหมายท่ีมีความเช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหมแ้ละมีระยะห่างนอ้ยกวา่ 50 
cM ไดแ้ก่ เคร่ืองหมาย RM431 เพียงเคร่ืองหมายเดียว ในส่วนของเคร่ืองหมาย RM543 และ RM443 มี
ระยะห่างระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหมม้ากกวา่ 50 cM จึงเพิ่มขอ้มูล phenotype และ 
genotype ของประชากรตน้ท่ีแสดงความอ่อนแอต่อโรคไหมจ้ านวน 43 ตน้ ท่ีไดรั้บมาจาก บดีเอก 
(2558) รวมเป็นทั้งหมด 48 ตน้ น ามาวเิคราะห์ร่วมกนัท าการจดักลุ่มและค านวณหาค่าระยะห่างของแต่
ละเคร่ืองหมาย และระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้ พบวา่เคร่ืองหมายมีความเช่ือมโยงกบั
ยนีตา้นทานโรคไหมแ้ละมีระยะห่างจากยนีนอ้ยกวา่ 50 cM ทั้ง 3 เคร่ืองหมาย ไดแ้ก่เคร่ืองหมาย RM543 
RM443 และ RM431  

 จากแผนท่ีระบุต าแหน่งของยีนตา้นทานโรคไหมโ้ดยใชโ้ปรแกรม MAPMAKER พบวา่ยนี
ตา้นทานโรคไหมมี้ความเช่ือมโยงกบัเคร่ืองหมาย RM543 RM443 และ RM431 บนโครโมโซมท่ี 1 โดย
มีระยะห่างจากเคร่ืองหมาย RM543 RM431 และ RM443 เป็นระยะทาง 21.2 cM 10.5 cM และ 3.2 cM 
ตามล าดบั โดยบริเวณเคร่ืองหมายเหล่าน้ีเคยมีรายงานพบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 มีต าแหน่งห่างจาก
เคร่ืองหมาย RM543 และ RM302 เป็นระยะห่าง 0.7 cM และ 0.07 cM ตามล าดบั (Lin et al., 2007) และ
บริเวณใกลเ้คียงยนี Pi37 พบยนี Pi35(t)  อยูบ่ริเวณดา้นบนยนี Pi37 มีระยะห่างระหวา่งยนี 4.1 cM 
(Wang et al., 2014) ใขณะท่ียงัไม่พบรายงานขอ้มูลของเคร่ืองหมาย RM431 และ RM443 วา่เช่ือมโยงกบั
ยนีตา้นทานโรคไหมใ้ดๆ จึงยงัไม่สามารถยนืยนัไดว้า่ยนีตา้นทานของขา้วพนัธ์ุย ั้งมองน้ีเป็นยนีเดียวกบั
ท่ีเคยมีผูร้ายงานไวห้รือไม่ งานวจิยัน้ีจึงนบัวา่เป็นการคน้พบยนีตา้นทานโรคไหมย้นีใหม่ซ่ึงยงัไม่เคยมี
รายงานมาก่อน 
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 5.2.5 การทดสอบความต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าวช่ัวที ่ 3 (F3 population) เพือ่ยนืยนั
ต าแหน่งยนีต้านทานโรคไหม้ 

 ผลการจดักลุ่มและค านวณหาค่าระยะห่างของแต่ละเคร่ืองหมาย และระหวา่งเคร่ืองหมาย
กบัยนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง พบวา่ยนีตา้นทานโรคไหมห่้างจากเคร่ืองหมาย RM443 เป็น
ระยะทาง 3.2 cM ซ่ึงหมายความวา่ค่าความถ่ีของการเกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 3.2 เปอร์เซ็นต ์หรือพบตน้
ท่ีใหผ้ล phenotype และ genotype ต่างกนัมีจ านวน 3.2 เปอร์เซ็นต ์ นัน่หมายความวา่ในประชากรขา้ว
จ านวน 100 ตน้จะมีการเกิดรีคอมบิเนชัน่ เท่ากบั 3.2 เปอร์เซ็นตห์รือมีขา้วจ านวน 3 ตน้ท่ีแสดงความ
อ่อนแอ ดงันั้นเพื่อยนืยนัระยะทางระหวา่งเคร่ืองหมายและยนีตา้นทานโรคไหมด้ว้ยค่าความถ่ีของการ
เกิดรีคอมบิเนชัน่ จึงคดัเลือกประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 ท่ีมีลกัษณะตา้นทานทั้งลกัษณะทาง phenotype และ
ลกัษณะทาง genotype จ านวน 3 ตน้ไดแ้ก่ F2T185 F2T218 และ F2T222 โดยท าการประเมินความตา้นทานโรค
ไหมใ้นประชากรขา้วชัว่ท่ี 3 ของแต่ละตน้ดงักล่าว พบวา่ประชากรชัว่ท่ี 3 ของตน้ F2T185 แสดงความ
ตา้นทานจ านวน 87 ตน้ และแสดงความอ่อนแอ 3 ตน้ ประชากรชัว่ท่ี 3 ของตน้ F2T218 แสดงความ
ตา้นทานจ านวน 85 ตน้ และแสดงความอ่อนแอ 4 ตน้ และประชากรชัว่ท่ี 3 ของตน้ F2T222  แสดงความ
ตา้นทานจ านวน 86 ตน้ และแสดงความอ่อนแอ 5 ตน้ ซ่ึงแสดงวา่มีโอกาสเกิดรีคอมบเนชัน่อยูท่ี่ 3–5 
เปอร์เซ็นต ์หรือมีระยะห่างระหวา่งยนีตา้นทานโรคไหมก้บัเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีเช่ือมโยงกบัยนีตา้น 
ทานโรคไหมเ้ท่ากบั 3–5 cM จึงสามารถยนืยนัไดว้า่ ระยะห่างระหวา่งยนีตา้นทานโรคไหมก้บั
เคร่ืองหมายดีเอน็เอ RM443 มีระห่างอยูท่ี่ 3.2 cM 

5.3 การศึกษาการแสดงออกของยนี Pi37 

 เม่ือผลการระบุต าแหน่งของยนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองพบวา่มีระยะห่างจาก
เคร่ืองหมาย RM443 อยูท่ี่ 3.2 cM โดย Lin et al. (2007) รายงานไวว้า่พบวา่เคร่ืองหมาย RM543 เช่ือมโยง
กบัยนี Pi37 จึงศึกษาการแสดงออกของยีนตา้นทานโรคไหม ้Pi37 ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง ผลการทดลองพบ
การแสดงออกของยนี Pi37 ในขา้วพนัธ์ุ IR64 ในขณะท่ีไม่พบการแสดงออกในขา้วพนัธ์ุย ั้งมองและขาว
ดอกมะลิ 105 ในขา้วพนัธ์ุ IR64 พบการแสดงออกของยีน Pi37 อยา่งต่อเน่ืองตั้งแต่ 0 ชัว่โมงจนถึง 48 
ชัว่โมง ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Lin et al. (2007) ไดศึ้กษาการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคไหม ้
Pi37 ในขา้วพนัธ์ุ St. No. 1 ตั้งแต่ 0 24 และ 48 ชัว่โมง พบมีการแสดงออกของยนีอยา่งต่อเน่ือง เร่ิมตั้งแต่ 
0 ชัว่โมงจนถึง 48 ชัว่โมง จึงมีความเป็นไปไดว้า่ในขา้วพนัธ์ุ IR64 มีการแสดงออกยนี Pi37 ตลอดเวลา 
ดงันั้นยนีท่ีควบคุมลกัษณะความตา้นทานในขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) อาจเป็นยนีอ่ืนท่ีอยู ่
บริเวณดา้นล่างของโครโมโซมท่ี 1 ของขา้ว  
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5.4  ยนืยนัการมีอยู่ของยีนต้านทานโรคไหม้ Pi37 บนโครโมโซมของข้าวพนัธ์ุยั้งมอง 
 เน่ืองจากไม่พบการแสดงออกของยนี Pi37 ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่การแสดง 
ออกของยีนอาจมีระดบัต ่าเกินไปท่ีจะสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเทคนิค RT-PCR ดงันั้นจึงตรวจสอบ
การมีอยูข่องยนี Pi37 บนโครโมโซมของขา้วพนัธ์ุย ั้งมองดว้ยเทคนิค PCR โดยท าการตรวจสอบยนี
ตา้นทานท่ีมีรายงานอยูใ่นกลุ่มของยนีตา้นทาน Pi37 (gene cluster) ซ่ึงประกอบไปดว้ยยนี Pi37 Pish 
และ Pi64 (Chaivarakun et al., 2017) ผลการตรวจสอบพบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 Pish และ Pi64 ใน
ขา้วพนัธ์ุเจา้หอมนิล และพบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi64 ในขา้วพนัธ์ุ IR64 ในขณะท่ีไม่พบยนี Pi37 Pish 
และ Pi64 ในขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง จึงสามารถสรุปไดว้า่ยนีท่ีควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพื้น 
เมืองพนัธ์ุย ั้งมองคือยนีอ่ืนท่ีไม่ใช่ Pi37 Pish หรือ Pi64 ทั้งน้ีงานวจิยัของ Lin et al. (2007) รายงานวา่พบ
ยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 ในขา้วสายพนัธ์ุ St. No. 1 บนโครโมโซมคู่ท่ี 1 และงานวจิยัของ Jian  et al. 
(2015) รายงานวา่ขา้วสายพนัธ์ุ Yangmaogu ท่ีมีลกัษณะความตา้นทานแบบกวา้งต่อเช้ือสาเหตุโรคไหม ้
เม่ือวิเคราะห์ทาง genotype พบวา่มียนีเด่นท่ีควบคุมลกัษณะความตา้นทานนอ้ยกวา่ 3 ยนี และยนี Pi64 
คือหน่ึงยนีท่ีพบบนโครโมโซมคู่ท่ี 1 ของขา้วสายพนัธ์ุ Yangmaogu 
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สรุปผลการทดลอง 
 

   โรคไหมข้องขา้วเกิดจากเช้ือราสาเหตุ Pyricularia oryzae เป็นเช้ือราท่ีเป็นปัญหาต่อการปลูก
ขา้วของประเทศไทย ท าความเสียหายอยา่งมากต่อผลผลิตขา้ว โดยเฉพาะพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ซ่ึงเป็น
พนัธ์ุขา้วท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของประเทศไทย แนวทางการป้องกนัก าจดัท่ีมีประสิทธิภาพ 
ปลอดภยัต่อผูผ้ลิตและผูบ้ริโภค คือ การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วอ่อนแอให้ตา้นทานโรคไหม ้แต่เน่ืองจากเช้ือ
สาเหตุโรคไหมมี้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง สามารถปรับตวัใหเ้ขา้ท าลายพนัธ์ุขา้วตา้นทานได ้
ส่งผลใหพ้นัธ์ุขา้วตา้นทานเดิมสูญเสียความตา้นทาน ดว้ยเหตุน้ีจึงมีการศึกษาและระบุต าแหน่งของยนี
ตา้นทานโรคไหมท่ี้สามารถตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลากหลายสายพนัธ์ุ ในงานวจิยัน้ีได้
ความตา้นทานของขา้วพนัธ์ุย ั้งมองต่อประชากรเช้ือ 13 ไอโซเลทท่ีเก็บรวบรวมจากพื้นท่ีปลูกขา้วใน
ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และภาคใต ้  โดยทดสอบความตา้นทานของเช้ือสาเหตุ
โรคไหมบ้นขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอกมะลิ 105 ท่ีเป็นขา้วสายพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคไหม ้พนัธ์ุเจา้
หอมนิล และ IR64 ท่ีเป็นขา้วตา้นทานโรคไหม ้ เม่ือท าการปลูกเช้ือสาเหตุโรคทีละไอโซเลท ท าการ
ทดลองจ านวน 2 คร้ัง คร้ังละ 2 ซ ้ า พบวา่ขา้วพนัธ์ุย ั้งมองแสดงความตา้นทานระดบัสูงต่อเช้ือราสาเหตุ
โรคไหมจ้ านวน 3 ไอโซเลท และแสดงความตา้นทานในระดบัปานกลางต่อเช้ือจ านวน 8 ไอโซเลท มี
เช้ือสาเหตุโรคไหมเ้พียง 2 ไอโซเลทท่ีสามารถเขา้ท าลายขา้วพนัธ์ุพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมองไดใ้นระดบั
รุนแรง ดงันั้นขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมองเป็นขา้วท่ีมีลกัษณะความตา้นทานแบบกวา้งต่อเช้ือสาเหตุโรค
ไหม ้เน่ืองจากสามารถตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรคไหมไ้ดห้ลายไอโซเลท 
   ผลการศึกษาการกระจายตวัของลกัษณะตา้นทานโรคไหมโ้ดยวธีิทดสอบการเกิดโรคในประ- 

ชากรขา้วชัว่ท่ี 2 (F2 population) ทดสอบการเกิดโรคโดยการปลูกเช้ือสาเหตุโรคไหมจ้ านวน 13 ไอโซเล

ทลงบนกลา้ขา้วจ านวน 228 ตน้ ท่ีไดจ้ากการผสมขา้มระหวา่งพนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 ท่ีอ่อนแอต่อเช้ือ

สาเหตุโรคไหม ้ กบัขา้วพื้นเมืองไทยพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ท่ีใชเ้ป็นแหล่งพนัธุกรรมของยนีตา้นทาน

โรคไหม ้ พบการกระจายตวัของลกัษณะตา้นทาน : อ่อนแอโรคไหมใ้นอตัราส่วน 15:1 และในกลุ่มท่ี

แสดงความตา้นทาน (15 ใน 16 ส่วน) มีระดบัความตา้นทานแตกต่างกนั แสดงวา่ลกัษณะตา้นทานโรค

ไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง (GS20874) ถูกควบคุมดว้ยยนีหลกั (major gene) จ านวน 2 ยนี โดยยนีตา้นทาน

โรคไหมเ้ป็นยนีข่มทั้ง 2 ยนี (dominant allele) ข่มต่อยนีควบคุมลกัษณะไม่ตา้นทานโรคไหม้
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  ผลการระบุต าแหน่งของยีนตา้นทานโรคไหมโ้ดยคดัเลือกเคร่ืองหมาย  SSR  จาก   230   เคร่ือง 

หมายท่ีครอบคลุมทุกโครโมโซมขา้ว พบ 111 เคร่ืองหมายสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งพอ่และแม่

ได ้ จากนั้นคดัเลือกเคร่ืองหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งความตา้นทานและความอ่อนแอได้

ดว้ยวธีิ bulk segregant analysis (BSA) พบ 4 เคร่ืองหมาย ไดแ้ก่ RM543 RM431 RM443 และ RM495 

ซ่ึงมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 1 เม่ือวิเคราะห์การกระจายตวัของแต่ละเคร่ืองหมายในประชากรขา้ว

ชัว่ท่ี 2 จ านวน 228 ตน้ พบการกระจายตวัของเคร่ืองหมาย RM543 RM431 และ RM443 เป็นไปตาม

อตัราส่วน 1:2:1 คือ มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่ (B): มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่และ

แม่ (H): มีผลผลิตช้ินดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุแม่ (A) มีค่า Chi square เท่ากบั 1.99 7.57 และ 2.96 ตามล าดบั 

โดยมีค่า probability (p) เท่ากบั 0.36 0.022 และ 0.22 ตามล าดบั ส าหรับเคร่ืองหมาย RM495 มีค่าสถิติ 

Chi square เท่ากบั 684 โดยมีค่า p เท่ากบั 2.96 แสดงใหเ้ห็นวา่การกระจายตวัของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอไม่

เป็นไปตามอตัราส่วน 1:2:1 จากนั้นสร้างแผนท่ีระบุต าแหน่งยนีตา้นทานโรคไหมจ้ากเปอร์เซ็นตรี์คอม-

บิเนชัน่ โดยเลือกใชป้ระชากรขา้วท่ีแสดงความอ่อนแอต่อโรคไหมอ้ยา่งชดัเจนจ านวน 5 ตน้ พบวา่

เคร่ืองหมาย RM443 ซ่ึงมีต าแหน่งอยูบ่นโครโมโซม 1 มีการเกิดรีคอมบิเนชัน่เท่ากบั 40 เปอร์เซ็นต ์

แสดงใหเ้ห็นวา่ยนีตา้นทานโรคไหมมี้ความเช่ือมโยงกบัเคร่ืองหมาย RM443 และมีระยะห่างจาก

เคร่ืองหมาย RM443 เป็นระยะทาง 40 cM ในขณะท่ีเคร่ืองหมาย RM543 และ RM431 เกิดรีคอมบิเนชัน่

เท่ากบั 60 เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่เคร่ืองหมายเป็นอิสระจากยนีตา้นทานโรคไหม ้ดงันั้นเพื่อเป็นการยนืยนั

ต าแหน่งของยนีตา้นทานโรคไหมท่ี้ชดัเจนข้ึน จึงท าการวเิคราะห์การกระจายตวัของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ

ดว้ยโปรแกรม MAPMAKER และวาดแผนท่ีพนัธุกรรมดว้ยโปรแกรม MapChart พบวา่ยนีตา้นทานโรค

ไหมมี้ระยะห่างจากเคร่ืองหมาย RM543 RM431 และ RM443 เป็นระยะทาง 85.1 73.6 และ 45.8 cM 

ตามล าดบั ซ่ึงมีระยะห่างระหวา่งเคร่ืองหมายกบัยนีตา้นทานมากเกินไป จึงเพิ่มประชากรขา้วชัว่ท่ี 2 ท่ี

แสดงความอ่อนแออีก 43 ตน้ รวมเป็น 48 ตน้ ผลการวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม MAPMAKER พบวา่ยนี

ตา้นทานโรคไหมห่้างจากเคร่ืองหมาย RM543 RM431 และ RM443 เป็นระยะทาง 21.2 10.5 และ 3.2 

cM ตามล าดบั ท าใหส้ามารถระบุไดว้า่ต าแหน่งของยนีตา้นทานโรคไหมข้องขา้วพนัธ์ุย ั้งมองอยูบ่ริเวณ

ดา้นล่างของโครโมโซมท่ี 1 

  จากการศึกษาขอ้มูลของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ พบรายงานระบุวา่เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ RM543 
เช่ือมโยงกบัยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 จึงท าการออกแบบไพร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี Pi37 เพื่อตรวจสอบ
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การแสดงออกของยนี Pi37 ในขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง พนัธ์ุขาวดอกมะลิ 105 และพนัธ์ุ IR64 ผลการ
ตรวจสอบดว้ยเทคนิค RT-PCR พบการแสดงออกของยนี Pi37 ในขา้วพนัธ์ุ IR64 ในขณะท่ีไม่พบการ
แสดงออกในขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง และขาวดอกมะลิ 105 นอกจากน้ียนี Pi37 มีการแสดงออก
ต่อเน่ืองในขา้วพนัธ์ุ IR64 เม่ือไม่พบการแสดงออกของยนี Pi37 จึงท าการยนืยนัการมีอยูข่องยีน Pi37 
โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนีในกลุ่ม Pi37 ซ่ึงประกอบไปดว้ยยนี Pi37 Pish และ Pi64 ในปฏิกิริยาพีซี
อาร์ ใชดี้เอ็นเอขา้ว 5 สายพนัธ์ุ ประกอบดว้ย ขา้วพื้นเมืองพนัธ์ุย ั้งมอง ขาวดอกมะลิ 105 พนัธ์ุ IR64 เจา้
หอมนิล และพนัธ์ุ CO39 ผลการทดลองพบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi37 Pish และ Pi64 ในขา้วพนัธ์ุเจา้
หอมนิล และพบยนีตา้นทานโรคไหม ้Pi64 ในขา้วพนัธ์ุ IR64 ในขณะท่ีไม่พบยนีใดในขา้วพนัธ์ุย ั้งมอง 
ดงันั้นยนีควบคุมลกัษณะตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วพนัธ์ุย ั้งมองจึงเป็นยนีอ่ืนท่ีไม่ใช่ยนี Pi37 Pish หรือ
Pi64 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ และสารละลาย
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1. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ  

1.1 Rice Flour Agar (RFA) 

 rice flour  20  กรัม 

 yeast extract  2  กรัม 

 agar powder  20  กรัม 

  ผสมรวมกนัปรับปริมาตรให้ได ้  1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา-

 เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

1.2 Water Agar  

 agar powder  17  กรัม 

 water  1,000  มิลลิลิตร 

  ผสมรวมกนั น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 

 เป็นเวลา 15 นาที 

2. การเตรียมสารละลาย 

2.1 CTAB extraction buffer 

 cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 2%           1   กรัม 

 5 M NaCl           14   มิลลิลิตร 

 0.5 M ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)            2   มิลลิลิตร 

 1 M Tris-HCL     5   มิลลิลตร

polyvinylpyrrolidone (PVP)         2   กรัม 

 β-mercaptoethanol          100   ไมโครลิตร 

  ผสมรวมกนัปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้ 50 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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 2.2 Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25: 24: 1) 

 phenol  25 มิลลิลิตร 

 chloroform  24 มิลลิลิตร 

 isoamyl alcohol 1  มิลลิลิตร 

 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั เทใส่ขวดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

2.2 1X TE buffer 

 10 mM Tris-HCl (pH 8)    1,000  ไมโครลิตร 

 1 mM ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 100  ไมโครลิตร 

 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรใหไ้ด ้50 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 

 อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

2.3 10X TBE  

 boric acid      55.64 กรัม 

 Tris-HCL      109.02 กรัม 

 ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)  2.92 กรัม 

  ละลายสารท่ีชัง่ดว้ยน ้ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร เก็บที 

 อุณหภูมิ 37 องศาเซลซียส 

2.4 Acrylamide gel ความเข้มข้น 6 เปอร์เซ็นต์ 

 acrylamide solution (29:1) 40 % 120  มิลลิลิตร 

 urea    336.56  กรัม 

 10X TBE    80  มิลลิลิตร 

 ผสมสารละลาย 10X TBE กบั urea เม่ือละลายเขา้ดว้ยกนัแลว้เติม acrylamide solution  

 40 % ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้800 มิลลิลิตร กรองดว้ยกระดาษกรองใส่ขวดสีชา 
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 2.5 Chloroform : Isoamyl alcohol (24: 1) 

 chloroform   48  มิลลิลิตร 

 isoamyl alcohol  2  มิลลิลิตร 

 ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั เทใส่ขวดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 

2.5 Sequencing dye  

   formamide     49  มิลลิลิตร 

 0.1 % bromphenol blue   12.5  มิลลิลิตร 

 xylene cyanol    0.0125  กรัม 

 ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 1  มิลลิลิตร 

  ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั ปรับปริมาตรใหไ้ด ้ 50 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ

 แลว้ 

 2.7 10% Ammonium persulfate (APS) 

 ammonium persulfate  2 กรัม 

 ละลายดว้ยน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้ 20 มิลลิลิตร ใส่ขวดสีชา เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 

ผลวเิคราะห์การกระจายตวัของยนีต้านทานโรคไหม้ในประชากรข้าวช่ัวที่ 2 

จ านวน 228 ต้น ด้วยเคร่ืองหมาย SSR 
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ตารางผนวกที ่1 ผลวเิคราะห์การกระจายตวัของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในประชากรขา้ว F2 จ  านวน 

228 ตน้ ดว้ยเคร่ืองหมาย SSR 
phenotype genotype phenotype genotype 
    RM543 RM431 RM443     RM543 RM431 RM443 

KDML105 6 A A A 32 1 B A H 
Yang mawng 0 B B B 33 1 A B B 

1 0 B H H 34 0 B A A 
2 3 H H H 35 1 H A H 
3 1 H H B 36 2 H A H 
4 1 A H A 37 1 H H H 
5 1 H B H 38 0 A H H 
6 1 H A H 39 0 A B A 
7 1 H B H 40 2 H A H 
8 2 H H A 41 1 B H H 
9 0 B H A 42 0 A A A 

10 2 B B B 43 0 H H H 
11 1 A B B 44 2 H H A 
12 2 B A A 45 1 H H H 
13 1 B B A 46 4 H H A 
14 2 H A H 47 0 A H B 
15 1 H A H 48 1 A H H 
16 2 H B H 49 1 H H H 
17 1 B A H 50 3 H B A 
18 2 H H A 51 1 B H B 
19 2 B A A 52 2 B H A 
20 2 H B H 53 3 B H A 
21 0 B A H 54 2 A H B 
22 1 H H H 55 4 B B A 
23 3 B H A 56 0 B H B 
24 1 H A H 57 0 A H A 
25 2 H H H 58 1 B H H 
26 2 H H H 59 1 H B H 
27 2 B B H 60 0 H H A 
28 0 H A H 61 0 A H H 
29 1 B H B 62 1 B H H 
30 0 H H H 63 1 H H B 
31 0 H H A 64 0 H H H 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 
phenotype genotype phenotype genotype 
    RM543 RM431 RM443     RM543 RM431 RM443 

KDML105 6 A A A 98 0 H A H 
Yang mawng 0 B B B 99 0 H B B 

65 1 B H H 100 2 A A A 
66 0 H H H 101 2 A A H 
67 0 B H B 102 0 B A H 
68 1 A H A 103 2 A H H 
69 1 H B H 104 0 H H H 
70 2 B A H 105 1 B B A 
71 0 H B H 106 2 H A H 
72 2 H H A 107 0 H H H 
73 2 B H A 108 1 H A A 
74 6 A A H 109 0 B H H 
75 1 H B B 110 1 A H A 
76 1 A A A 111 1 H H H 
77 1 B B A 112 0 H H A 
78 0 A A H 113 1 H H B 
79 1 B A H 114 0 B H H 
80 0 H B H 115 0 B H H 
81 1 H A H 116 1 B B A 
82 3 H H A 117 0 B H B 
83 0 H A A 118 1 H H A 
84 0 H B H 119 0 B H A 
85 2 H A H 120 1 B H B 
86 0 H H H 121 1 H B A 
87 0 H H A 122 0 H H B 
88 0 H A H 123 2 B H A 
89 1 A H H 124 0 H H H 
90 0 A H H 125 0 A B H 
91 0 H B H 126 3 H H A 
92 0 H H H 127 2 B H H 
93 0 H H H 128 0 A H A 
94 0 B H H 129 0 B H H 
95 1 A H H 130 0 H H A 
96 2 H B H 131 1 H B B 
97 0 H H A 132 2 H H H 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

phenotype genotype phenotype genotype 
    RM543 RM431 RM443     RM543 RM431 RM443 

KDML105 6 A A A 166 0 B A H 
Yang mawng 0 B B B 167 0 A B B 

133 2 H H H 168 0 B A A 
134 0 B H H 169 0 H A H 
135 1 H H B 170 0 B A H 
136 1 B H A 171 6 A A A 
137 0 H B H 172 0 A H H 
138 0 H A H 173 0 H B A 
139 1 H B H 174 1 H A H 
140 0 H H A 175 0 B H H 
141 2 H H A 176 0 H A A 
142 0 A B B 177 2 A H H 
143 1 B B B 178 0 B H A 
144 2 B A A 179 0 B H H 
145 2 A B A 180 0 H H A 
146 1 A A H 188 0 B H B 
147 5 H A A 189 0 A H H 
148 0 B B H 190 1 H H H 
149 0 H A H 191 0 A B A 
150 0 H H A 192 6 H A A 
151 0 H A A 193 0 B H A 

1352 1 B B H 194 0 H H A 
153 3 H A H 195 1 B H B 
154 1 H H H 196 0 B B A 
155 1 H H A 197 0 H H B 
156 2 A A H 198 1 H H A 
157 1 A H H 199 1 H H H 
158 2 H H H 200 1 A B H 
159 2 H B H 201 1 B H A 
160 1 H H H 202 1 H B A 
161 3 H B H 203 1 H H H 
162 0 H H H 204 1 B A H 
163 1 H H A 205 0 H H B 
164 1 H H HB 206 2 H H H 
165 1 H B  207 0 H A H 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

phenotype Genotype phenotype genotype 
    RM543 RM431 RM443     RM543 RM431 RM443 

KDML105 6 A A A 218 1 H A H 
Yang mawng 0 B B B 219 2 H B B 

209 1 A H H 220 1 H A A 
210 1 A H H 221 0 H A H 
211 1 H H B 222 0 A A H 
212 3 H H A 223 0 H H H 
213 0 H B H 224 0 H H H 
214 0 A A H 225 0 H B A 
215 0 H B H 226 0 H A H 
216 0 H H A 227 0 H H H 
217 1 H H A 228 3 H A A 

* 0-6 คือ ระดบัคะแนนการเกิดโรคตามวธีิของ Roumen et al. (1997) 

** A คือ มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุแม่, B คือ มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่,  

H คือ มีผลผลิตช้ินดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุพอ่และแม่ 
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