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การเกิดความตา้นทานต่อโรคไหมใ้นขา้วทีÉเกิดจากเชืÊอรา Magnaporthe oryzae  เป็นผลจาก

การทาํงานร่วมกนัระหว่างยนีตา้นทาน (R gene) ในขา้ว และยีนก่อโรค (AVR gene) ในเชืÊอก่อโรค 

ซึÉงปฏิสมัพนัธที์ÉเกิดขึÊนเป็นไปตาม gene-for-gene concept การใชพ้นัธุข์า้วทีÉมียนีตา้นทานต่อเชืÊอรา

โรคไหม้เป็นวิ ธีการป้องกันการเกิดโรคไหม้ทีÉ มีประสิทธิภาพ แต่เ มืÉอระยะเวลาผ่านไป

ความสามารถในการต้านทานต่อเชืÊอราโรคไหมค่้อย ๆ สูญเสียไป อนัเนืÉองมาจากเชืÊอรามีการ

เปลีÉยนแปลงจนเกิดเชืÊอราสายพนัธุ์ใหม่ๆ ขึÊน วตัถุประสงค์ของการวิจยัในครัÊ งนีÊ เพืÉอศึกษาความ

หลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนก่อโรคในเชืÊอราโรคไหม้ AVR-Pita1 AVR-Pik และ 

AVR-Pii ทีÉมีผลต่อการปรับตัวของสายพนัธุ์เชืÊอราให้สามารถก่อโรคไหมใ้นขา้วได้ และศึกษา

รูปแบบของการเกิดวิวฒันาการของยนีก่อโรคในเชืÊอราโรคไหม ้ตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมถู้กคดัแยก

มาจากขา้วปลกูทีÉแสดงลกัษณะอาการของโรคไหมจ้ากภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ

ประเทศไทย ซึÉงไดเ้ก็บรวบรวมไวเ้มืÉอปี 2549 และปี 2553 จาํนวน 78 isolated ตรวจสอบหาลาํดบันิ

วคลีโอไทดข์องยนีก่อโรคเพืÉอวิเคราะห์หาความหลากหลายและการทดสอบสมดุลประชากรดว้ย

โปรแกรม DnaSP 5.0 และศึกษารูปแบบความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการดว้ยโปรแกรม MEGA 5.0 

ผลจากการวิจยัพบว่าลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนก่อโรคในเชืÊอราโรคไหมมี้ความหลากหลายมาก

นอ้ยแตกต่างกนัในแต่ละยนีและยงัแสดงใหเ้ห็นถึงกลไกในการคดัเลือกรูปแบบทางวิวฒันาการของ

ตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมใ้นประเทศไทย รายละเอียดของการวิเคราะห์ไดอ้ธิบายไวใ้นบทความนีÊ  

ขอ้มลูทีÉไดจ้ากการวิจยัในครัÊ งนีÊสามารถนาํมาใชเ้ป็นขอ้มลูเพืÉอการปรับปรุงพนัธุข์า้วใหต้า้นทานต่อ

การเขา้ทาํลายของเชืÊอราโรคไหม ้
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The interaction between rice, Oryza sativa, and rice blast fungus, Magnaporthe oryzae, is 

triggered by an interaction between the protein products of the host resistant gene, and the 

pathogen avirulence gene. This interaction follows the idea of ‘gene-for-gene concept’. The 

resistant gene has been effectively protecting rice plant from rice blast infection. However, the 

resistant genes usually break down several years after the release of the resistant rice varieties 

because the fungus has evolved to new races. The objective of this study is to investigate the 

nucleotide sequence variation of the AVR-Pita1, AVR-Pik and AVR-Pii gene that influences the 

adaption of rice blast fungus to overcome the resistant gene. Seventy eight rice blast fungus 

isolates were collected in 2549 and 2553 from infected rice plants in northern and northeastern 

Thailand. The nucleotide sequences of avirulence genes were amplified and analyzed using 

DnaSP 5. Phylogenetic analysis was conducted with MEGA 5.0 program. The results of this 

study revealed that the different level of nucleotide sequence polymorphisms and the genetic 

selection pressure in each AVR-gene in rice blast isolates. The details of sequence variation 

analysis were described in this article. The information from this study can be used for rice blast 

resistant breeding program in the future. 
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องคป์ระกอบของนิวคลีโอไทดใ์นยนีก่อโรคทัÊง 3 ชนิด 

Haplotype ของเชืÊอราโรคไหมเ้มืÉอเปรียบเทียบโดยใชค้วามแตกต่างของลาํดบั

กรดอะมิโน AVR-Pii  
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ของยนี AVR-Pii 
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(4) 



 

 
 

คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 

 

bp = base pair 

CTAB = cetyltrimethylammonium bromide 

DNA = deoxyribonucleic acid 

DNase  =  deoxyribonuclease 

dNTP = deoxynucleotide triphosphate 

EDTA = ethylene diamine tetraacetic acid 

EtBr = ethidium bromide 

HCl = hydrochloric 

kb = kilobasepair (1,000 base pair) 

KCl  =  potassium chloride 

M = molar 

mg = milligram 

MgCl2 = magnesium chloride 

mM = millimolar 

NaCl = sodium chloride 

ng  = nanogram 

PCR = polymerase chain reaction 

RNase  =  ribonuclease 

Taq = Thermus aquaticus 

TBE = Tris-Borate-EDTA 

TE = Tris-EDTA buffer 

Tm = melting temperature 

Tris = 2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 

UV = ultraviolet 

µg = microgram 

µl = microliter 

µM  = micromolar 

(5) 
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ความหลากหลายของลําดับนิวคลโีอไทด์ยีนก่อโรค 

ในเชืÊอราโรคไหม้ของข้าวในประเทศไทย 

 

Sequence Variation of Avirulence Genes of Rice Blast Fungus,  

Magnaporthe oryzae in Thailand 

 

คาํนํา 

 

ขา้วเป็นพืชเศรษฐกิจทีÉมีความสาํคญัอยา่งยิ Éง เนืÉองจากประชากรมากกว่าครึÉ งหนึÉ งของโลก

บริโภคขา้วเป็นอาหารหลกั ในประเทศไทยขา้วเป็นสินคา้ส่งออกหลกัทีÉสาํคญัและทาํรายไดห้ลกั

เป็นอนัดบัหนึÉง โดยในปี พ.ศ. 2552  มีปริมาณส่งออกมากถึง 8.5-9 ลา้นตนั (กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ์) แต่ผลผลิตทีÉไดถู้กจาํกดัดว้ยอิทธิพลจากโรคต่าง ๆ อนัเนืÉองมาจากปัญหาการเขา้ทาํลาย

ของศตัรูพืชหลายชนิดทัÊ งทีÉ เกิดจากเชืÊอรา เชืÊอแบคทีเรีย ไวรัส และแมลง โรคขา้วทีÉสําคัญทีÉมี

ผลกระทบกบัเศรษฐกิจไดแ้ก่ โรคไหม ้โรคขอบใบแหง้และโรคใบจุดสีนํÊ าตาล  โดยเฉพาะอย่างยิ Éง

โรคไหมข้องข้าว เนืÉองจากเชืÊอราสาเหตุโรคนีÊ สามารถเข้าทาํลายข้าวได้ในทุกระยะของการ

เจริญเติบโต   ตัÊ งแต่ระยะตน้กลา้ไปจนถึงระยะเก็บเกีÉยว ประมาณค่าไดว้่าขา้วทีÉเหลือจากการเขา้

ทาํลายจากโรคไหมข้า้วในแต่ละปีสามารถเลีÊยงประชากรไดถึ้ง 60 ลา้นคน (Dean, 2005) เป็นผลทาํ

ใหป้ระเทศชาติตอ้งสูญเสียรายไดห้ลายร้อยลา้นบาทต่อปี 

   

โรคไหมใ้นขา้ว (rice blast) ซึÉงมีสาเหตุมาจากเชืÊอรา Magnaporthe oryzae โรคนีÊ สามารถ

แพร่ระบาดในทุกพืÊนทีÉของการเพาะปลกูขา้วอยา่งกวา้งขวางและรุนแรงมาก ส่งผลกระทบอยา่งมาก

ต่อผลผลิตขา้วโดยเฉพาะอย่างยิ Éงในระยะใบ (leaf blast) ทาํให้การสังเคราะห์แสงมีประสิทธิภาพ

ลดลง มีผลให้ขา้วชะงกัการเจริญเติบโตจนในบางครัÊ งก็ทาํให้ตน้ขา้วตายได ้และในระยะคอรวง 

(neck blast) จะทาํใหค้อรวงหักและเมล็ดลีบหมด เชืÊอรา M. oryzae ทีÉเป็นเชืÊอสาเหตุโรคไหมข้อง

ขา้วนัÊนมีหลายสายพนัธุ ์(race) แต่ละสายพนัธุมี์ระดบัความรุนแรงในการทาํใหข้า้วเกิดโรคแตกต่าง

กนั โดยปัจจยัทีÉช่วยส่งเสริมใหเ้กิดการระบาดของโรคนีÊ  ไดแ้ก่ สภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสมต่อการ

เจริญของเชืÊอรา มีความชืÊนสมัพทัธสู์ง การใหปุ๋้ยไนโตรเจนในอตัราสูง และการปลูกพนัธุ์ขา้วทีÉไม่

ตา้นทานต่อโรคไหม ้เช่นขา้วพนัธุ ์กข 6 และกข 23 โดยเฉพาะขา้วหอมพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 นัÊน

อ่อนแอต่อโรคนีÊ เป็นอยา่งมาก ในปี พ.ศ. 2535 เกิดการระบาดของโรคไหมค้อรวงอย่างรุนแรงใน
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เขตภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ทาํความเสียหายแก่พืÊนทีÉปลูกข้าวนับลา้นไร่ ทัÊ งนีÊ

เนืÉองจากสภาพอากาศเยน็และฝนตกติดต่อกนัหลายวนั ทาํให้เหมาะสมกบัการเกิดโรคและเอืÊอต่อ

การแพร่ระบาดของเชืÊอไดเ้ป็นอย่างดี (Disthaporn, 1994) จึงทาํให้การปรับปรุงพนัธุ์ขา้วตา้นทาน

ต่อโรคไหม้ทีÉผ่านมาประสบปัญหาเป็นอย่างมาก ทัÊ งนีÊ เนืÉ องจากเชืÊอสาเหตุของโรคมีความ

หลากหลายสูง 

 

เชืÊอราชนิดนีÊ มีความแปรปรวนของสายพนัธุม์ากอนัเนืÉองมาจากการเปลีÉยนแปลงไปของยีน

ก่อโรค (avirulence gene) ในเชืÊอสาเหตุ ซึÉงเป็นการเปลีÉยนแปลงอย่างรวดเร็วในเวลาไม่กีÉชั Éวอาย ุ 

AVR gene  คือยีนทีÉเกีÉยวข้องกบัความสามารถในการก่อให้เกิดโรคโดยจะมีการแสดงออกเป็น

โปรตีนทีÉเกีÉยวขอ้งกบัเอนไซมที์Éใชใ้นขบวนการเกิดโรคและถูกส่งผ่านเขา้ไปภายในเซลลพื์ช เมืÉอ

เชืÊอราโรคไหมเ้ขา้โจมตีขา้วทีÉมียีนตา้นทาน (resistance gene) ต่อโรคไหม ้ยีนตา้นทานจะมีการ

แสดงออกเพืÉอสร้างโปรตีน receptor ทีÉมีคุณสมบติัสามารถตรวจจบัโปรตีน AVR และกระตุน้ให้พืช

เกิดขบวนการตา้นทาน ซึÉงปฏิสัมพนัธ์ทีÉเกิดขึÊ นเป็นไปตาม gene-for-gene concept ดงันัÊนการใช้

พนัธุข์า้วตา้นทานจึงเป็นวิธีการทีÉมีประสิทธิภาพในการป้องกนัต่อการเกิดโรคไหม ้แต่เมืÉอเวลาผ่าน

ไปความสามารถในการตา้นทานค่อย ๆ สูญเสียไป เนืÉองจากเชืÊอราโรคไหมมี้วิวฒันาการจนเกิดสาย

พนัธุใ์หม่ทีÉสามารถก่อใหเ้กิดโรคได ้ 

 

ปัจจุบนัไดมี้การนาํเทคโนโลยทีางอณูพนัธุศาสตร์มาใชใ้นการจดัจาํแนกยีนตา้นทานเพืÉอ

ศึกษาโครงสร้าง หนา้ทีÉ และวิวฒันาการ เพืÉอประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธุข์า้วใหต้า้นทานต่อโรค

ไหม ้ และไดมี้การตรวจหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเชืÊอราโรคไหมแ้ละเผยแพร่เป็นขอ้มูลสาธารณะ

โดยสามารถสืบค้นได้จากเว็บไซด์ www.broad.mit.edu/annootation/fungi/magnaporthe ซึÉงเป็น

ความร่วมมือกันระหว่าง International Rice Blast Genome Project กบั Center for Genome 

Research 

 

ดงันัÊนความเขา้ใจเกีÉยวกบัขบวนการเขา้โจมตีของเชืÊอราโรคไหม ้Magnaporthe oryzae  ต่อ

ขา้วสายพนัธุ์ต่าง ๆ ในระดับโมเลกุล ถือเป็นสิÉงจาํเป็นอย่างยิ Éงต่อความเขา้ใจในขบวนการเกิด

วิวฒันาการของเชืÊอราโรคไหมจ้นสามารถเขา้ทาํลายสายพนัธุ์ขา้วทีÉมียีนตา้นทานอยู่ได ้ตลอดจน

เป็นขอ้มลูในการคาดคะเนความเป็นไปไดข้องการเปลีÉยนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนก่อ

โรคทีÉมีผลต่อความสามารถในการก่อใหเ้กิดโรคและเป็นขอ้มลูเพืÉอให้เขา้ใจในปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง

พืชอาศยัและเชืÊอสาเหตุโรคพืชมากยิ ÉงขึÊน  
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วตัถุประสงค์ 

 

1. ศึกษาการเกิดการกลายพนัธุใ์นยนีก่อโรคของเชืÊอราโรคไหม ้

 

2. ศึกษากลไลทางวิวฒันาการทีÉทาํใหย้นีก่อโรคมีการเปลีÉยนแปลงไป 

 

3. ศึกษาสายสมัพนัธท์างววิฒันาการในยนีก่อโรคของเชืÊอราโรคไหม ้
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การตรวจเอกสาร 

 

1.  เชืÊอสาเหตุโรคไหม้ในข้าว Magnaporthe oryzae 

 

เชืÊอรา Magnaporthe oryzae  (anamorph : Pyricularia oryzae) อยูใ่นกลุ่มของเชืÊอราแอสโค

ไมซิส  มีจีโนมขนาดประมาณ 40 เมกกะเบส  มีจาํนวนโครโมโซม 7 แท่ง (Dean et al., 2005) โรค

นีÊ จะทาํความเสียหายทั Éวทุกแห่งในบริเวณทีÉมีการเพาะปลกูขา้ว มกัระบาดและเขา้ทาํลายขา้วทัÊ งใน

ระยะกลา้ แตกกอและออกรวง การเกิดและการแพร่ระบาดของโรคจะรุนแรงถา้สภาพแวดลอ้ม

เหมาะสม (อุณหภูมิ 24-32 ºC ความชืÊนในอากาศ 95% ขึÊนไป) เนืÉองจากเชืÊอราสาเหตุโรคไหมมี้

หลายสายพนัธุ ์(race) ดงันัÊนจึงมีความสามารถในการเขา้ทาํลายพนัธุ์ขา้วแตกต่างกนั ในพนัธุ์ขา้ว

ตา้นทานจะสามารถตา้นทานต่อเชืÊอโรคไหมไ้ด ้แต่ความสามารถในการตา้นทานของพนัธุ์ขา้วจะ

สูญเสียไปเนืÉองจากเชืÊอราชนิดนีÊสามารถสร้างเชืÊอสายใหม่ ๆ ทีÉมีความรุนแรงในการเขา้ทาํลายและ

ทาํลายขา้วพนัธุต์า้นทานนัÊน ๆ ได ้(Zeigler et at., 1998)  

 

ในประเทศไทยตามรายงานของแผนกโรคพืชวิทยา กองพืชพรรณ กรมกสิกรรม ยืนยนัว่า

พบโรคไหมค้รัÊ งแรกในปี พ.ศ. 2496 ซึÉงเกิดกบัขา้วพนัธุเ์ศรษฐี ทีÉสถานีทดลองเกษตรกลาง บางเขน 

และบริเวณมกักะสนั พระโขนง ซึÉงชาวบา้นเรียกว่าโรคตายพราย โรคไหมนี้Ê เป็นโรคทีÉสาํคญัทาง

เศรษฐกิจเนืÉองจากสามารถแพร่กระจายไปไดท้ั ÉวทุกบริเวณทีÉมีการปลกูขา้วและยงัมีพืชอาศยัทีÉกวา้ง 

(Scardaci et al., 2003)  

 

เชืÊอรามีการสร้างโคนิเดียบนโคนิดิโอฟอร์ (ภาพทีÉ 1) โดยทีÉเชืÊอจะสร้างสปอร์เป็นกลุ่มบน

เนืÊอเยืÉอพืชและโคนิดิโอฟอร์มีผนังกัÊน มีการสร้างโคนิเดีย จาํนวน 1-20 โคนิเดียต่อโคนิดิโอฟอร์ 

และโคนิเดียมีรูปร่างลกัษณะไม่แน่นอน อาจเป็นแบบ pyriform หรือ obclevate ปลายยอดของโค

นิเดียแหลม (tapering) มี 3 เซลล์บางครัÊ งตรงผนังกัÊนเซลล์ (septate) อาจจะเวา้ (constricted) 

เลก็นอ้ย ซึÉงมีลกัษณะใสไม่มีสี (hyaline)  มีขนาดตัÊงแต่ 8.1-10.3 X 19.2-27.3 ไมครอน (Ou, 1973) 

(ภาพทีÉ 1)   
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ภาพทีÉ 1  a. ภาพวาดลกัษณะของเชืÊอรา M. oryzae ทีÉมี (1) โคนิดิโอฟอร์ (2) โคนิเดียมทีÉมีรูปร่างเป็น 

pyriform และ (3) appresorium b. ลกัษณะของ (A) appresorium (C) โคนิเดียม และ (G) 

germ tube ทีÉยอ้มสี cotton blue ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์(x40)  

 

ทีÉมา: Mehrotra, 2003  

 

2.  ลกัษณะอาการของโรคไหม้ 

 

โรคนีÊ สามารถแพร่ระบาดในทุกพืÊนทีÉของการเพาะปลูกข้าว ลกัษณะอาการเริÉ มแรก

คลา้ยกนัในระยะกลา้และระยะแตกกอ โดยเริÉมแรกมีแผลขนาดเลก็เป็นจุดกลมสีเทา ลกัษณะเป็นจุด

ฉํÉานํÊ าบนใบ ต่อมาแผลจะขยายใหญ่ขึÊนเปลีÉยนเป็นสีนํÊ าตาล ลกัษณะรูปร่างคลา้ยตา แผลเกิดขึÊนตาม

ความยาวของใบขา้ว ปลายแผลทัÊงสองดา้นแหลม บริเวณตรงกลางแผลมีสีเทาหรือขาว ขอบแผลมีสี

นํÊ าตาลหรือสีนํÊ าตาลแดง รูปร่างของแผลไม่แน่นอน แผลมีขนาดแตกต่างกนัไปตามความตา้นทาน

ของสายพันธุ์ข้าว (ภาพทีÉ  2) ซึÉ งมีความกว้างอยู่ระหว่าง 3-5 มิลลิเมตร และความยาว 10-15 

มิลลิเมตร โดยถา้แผลมีลกัษณะป็นจุดขนาดเลก็จดัเป็นพนัธุต์า้นทาน ส่วนแผลขนาดใหญ่หรือรูปตา

จดัเป็นพนัธุอ่์อนแอ ถา้สภาพแวดลอ้มเอืÊอต่อการพฒันาของโรค แผลจะขยายลุกลามจนทั Éวบริเวณ

ใบ ในกรณีทีÉโรครุนแรงตน้กลา้จะแหง้และตาย มีอาการคลา้ยถกูไฟไหม ้(blast) สาํหรับโรคไหมที้É

ตรงขอ้ต่อใบ กาบใบ หรือคอรวง อาการจะเหมือนกบัในระยะกลา้ แต่แผลจุดสีนํÊ าตาลจะใหญ่ขึÊน

และขอบแผลจะเป็นสีนํÊ าตาลเขม้บริเวณขอ้ต่อ ใบจะเป็นสีนํÊ าตาลดาํและใบจะหลุดออกจากกาบใบ

a. 
 
b. 
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ในทีÉสุด ส่วนในระยะคอรวงทาํให้เกิดแผลสีนํÊ าตาล เรียกอาการของโรคทีÉเขา้ทาํลายในระยะนีÊ ว่า 

“ไหมค้อรวง” (neck blast  neck rot หรือ rotten neck) เมืÉอเชืÊอนีÊ เขา้ทาํลายในระยะเริÉ มให้รวงจะ

ทาํลายทุกส่วนของรวงขา้ว การเขา้ทาํลายในระยะนีÊ จะทาํให้เมล็ดลีบหมดเห็นเป็นสีขาว แต่ถา้เชืÊอ

ราเขา้ทาํลายตอนรวงขา้วแก่ใกลเ้ก็บเกีÉยวทาํใหเ้มลด็ขา้วสูญเสียความงอก คอรวงปรากฏรอยแผลชํÊ า

สีนํÊ าตาลทาํใหเ้ปราะหกัพบัง่าย และเมลด็ขา้วร่วงหล่นเสียหาย (สมคิด, 2532) 

 

ลกัษณะแผลแบ่งออกเป็น 3 บริเวณ คือบริเวณรอบนอกสุดจะมีสีเหลือง (venerate zone) 

เป็นบริเวณทีÉเชืÊอราปล่อยสารพิษ (toxin) ออกมา บริเวณทีÉสองถดัมามีสีนํÊ าตาล (necrotic zone) ส่วน

บริเวณกลางแผลมีขนาดใหญ่ทีÉสุดจะเห็นแผลตรงกลางสีเทาบางหรือบางครัÊ งจะใสและลกัษณะแผล

จะชํÊ า (disintegrated zone) (Ou, 1985)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2  ลกัษณะอาการของโรคไหมที้ÉเกิดจากเชืÊอรา M. oryza สามารถเขา้ทาํลายตน้ขา้วเกิดความ

เสียหายทุกระยะการเจริญเติบโต ตัÊงแต่ (a) ระยะกลา้ทีÉฟุบตายหมด (b) Leaf blast แผลบน

ใบมีลกัษณะเป็นรูปตาตามความยาวของใบ  (c) Collar blast แผลบริเวณกาบใบ และ (d) 

Neck blast ทาํใหเ้กิดโรคไหมค้อรวง  

 
ทีÉมา: Mehrotra, 2003  
 
 

a.
n.

b 

c d 
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3.  วฎัจกัรการเข้าทําลายและการระบาดของเชืÊอราสาเหตุโรคไหม้ 

 

การแพร่กระจายของโรคนีÊ เชืÊอสาเหตุสามารถติดไปกบัเมลด็ ใบ ขอ้ปลอ้ง ช่อดอก และตน้

ขา้ว (Sesma and Osbourn, 2004)  แพร่กระจายตามดิน นํÊ า ลม และเศษฟางขา้ว การเขา้ทาํลายของ

เชืÊอราสาเหตุโรคนีÊ ในระยะแรกจะเกิดขึÊนหลงัจากโคนิเดียสัมผสักบัผิวพืชโดยใชส่้วนทีÉเรียกว่า 

“spore tip mucilage” ซึÉงอยูบ่ริเวณปลายสุดของโคนิเดีย โดยมีนํÊ าทีÉใหค้วามชืÊนอยา่งเพียงพอต่อการ

กระตุน้ใหเ้กิดการงอกและพบว่าการงอกของโคนิเดียจะเกิดขึÊนอย่างรวดเร็วโดยจะเกิดขึÊนภายใน

ชั ÉวโมงแรกของการทีÉเชืÊอเขา้สัมผสักบัพืช (Kang et al., 2000) จากนัÊนเชืÊอจะสร้าง infection tube 

โดยใช ้appressorium แทงผา่นเนืÊอเยืÉอพืชชัÊนคิวติเคิลและอิพิเดอร์มิส โดยการเขา้ทาํลายของเส้นใย

เชืÊอราเขา้ไปในเซลลพื์ชโดยผ่านทางปากใบ เนืÉองจากใบขา้วถูกหุ้มดว้ยชัÊนคิวติเคิล เมืÉอโคนิเดีย

สัมผสับนผิวพืชจะงอกหลอดละอองเรณู ภายในเวลา 4 ชั ÉวโมงซึÉ งมีลกัษณะเป็นตะขอตรงปลาย 

(germ-tube tip hook) และมีการบวมขึÊนเพืÉอสร้างเป็น appressorium (Howard, 1994) ในระหว่าง

การพฒันาของ appressorium จะมีการสะสมเม็ดสีเพิÉมมากขึÊ นตรงบริเวณผนังเซลล์ทีÉอยู่ตรงรู

ระหว่าง appressorium กบัใบขา้ว จากนัÊนเส้นใยเชืÊอราจะแทงเขา้ไปยงัเซลลพื์ช โดยใชแ้รงดนัเต่ง 

(tugor pressure) ขบัเคลืÉอนให้ penetration peg แทงเขา้ไปในผิวพืช (Howard and Valent, 1996) 

เสน้ใยของเชืÊอราสามารถเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วทั Éวใบขา้วโดยใชเ้วลาประมาณ 72 ชั Éวโมง หลงั

การปลูกเชืÊอ พบว่าส่วนประกอบของเชืÊอราเป็น 10% ของมวลรวม (biomass) ใบพืชทีÉถูกทาํลาย 

(Talbot et al., 1996) ลกัษณะอาการในระยะนีÊสามารถเห็นชดัและเริÉมเกิดแผลรูปไข่ขนาดเล็กและมี

ลกัษณะเหลืองซีด (chlorosis) ต่อมาแผลลุกลามเชืÉอมต่อกนัเป็นแผลเนืÊอเยืÉอตาย (necrosis) ในทีÉสุด  

 

ส่วนการแพร่ระบาดของเชืÊอรา M. oryzae จัดเป็นพวก air borne โคนิเดียสามารถ

แพร่กระจายไปตามกระแสลมไดใ้นระยะไกล ๆ และสามารถปลิวขึÊนไปสูงถึง 7,000 ฟุต (ชาตรี, 

2540) โคนิเดียทีÉเข้าทาํลายต้นข้าวในระยะแรกเรียกว่า primary inoculum นอกจากนีÊ เชืÊอรายงั

สามารถอยูข่า้มฤดูหนึÉงไปยงัฤดูถดัไปไดบ้นพืชทีÉเป็นโรคและวชัพืชบางอยา่งสามารถเป็น alternate 

host ไดดี้และเมลด็ขา้วทีÉตกหล่นในลกัษณะเส้นใยติดไปกบัเมล็ด (seed borne) หรืออาจจะตกคา้ง

อยูก่บัเศษซากพืช (debris borne) ไดแ้ก่ ฟางขา้วและตอซงั อีกทัÊงยงัพบว่าเชืÊอรานีÊสามารถเขา้ทาํลาย

พืชตระกลูหญา้ชนิดต่าง ๆ ไดอ้ยา่งนอ้ย 50 ชนิดและพืชเศรษฐกิจอืÉน ๆ ไดแ้ก่ ขา้ว ขา้วบาร์เลย ์ขา้ว

สาลีและขา้วฟ่าง (Zeigler, 1998) เมืÉอสภาพแวดลอ้มเหมาะสมต่อเชืÊอทีÉฟักตวัอยู่จึงเจริญเติบโตเป็น 

secondary inoculum เขา้ทาํลายพืชอาศยัต่อไป ดว้ยเหตุนีÊ เองจึงทาํให้การแพร่ระบาดของโรคไหม้

ในขา้วรุนแรงและต่อเนืÉองตลอดทัÊงปี 
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วฎัจกัรของโรคเริÉมเกิดขึÊนเมืÉอโคนิเดียเขา้ทาํลาย ทาํใหเ้กิดแผลบนตน้ขา้วและสิÊนสุดลงเมืÉอ

เชืÊอราสร้างโคนิเดียและโคนิเดียแพร่กระจายไป หากมีสภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสมวฏัจกัรของโรค 1 

รอบอาจใชเ้วลาเพียง 1 สปัดาห์เท่านัÊน สามารถเกิด infection ไดห้ลายครัÊ งและจะมีโคนิเดียจาํนวน

มาก เมืÉอหมดฤดูปลกูแหล่งเชืÊอจาํนวนมากนีÊ สามารถเขา้ทาํลายขา้วไดอ้ย่างรุนแรง (ภาพทีÉ 3) โรค

ไหมอ้าจจะเจริญไดห้ลายระยะของตน้ขา้ว เริÉ มจากใบไหมแ้ละตามดว้ยโรคไหมค้อรวง อาการใบ

ไหม้มักจะเพิÉมมากขึÊ นในช่วงต้นฤดูจากนัÊ นก็จะลดลง ขณะทีÉ ใบข้าวจะอ่อนแอน้อยลง 

สภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสมต่อการเกิดโรคไหมใ้นข้าวมีความชืÊนอยู่ในช่วงระยะเวลาทีÉยาวนาน 

ความชืÊนสมัพทัธสู์ง มีลมไม่มากในเวลากลางคืน อุณหภูมิอยู่ระหว่าง 22-28 ºC ใบทีÉเปียกนํÊ าคา้งมี

ส่วนช่วยใหเ้กิดการเขา้ทาํลายไดดี้ขึÊน การสร้างโคนิเดียและปลดปล่อยโคนิเดียเกิดภายใตค้วามชืÊน

สัมพทัธ์สูงและจะไม่สร้างโคนิเดีย หากความชืÊนสัมพทัธ์ต ํÉากว่า 89% และมีการสร้างโคนิเดีย

เพิÉมขึÊนเมืÉอความชืÊนสมัพทัธม์ากกว่า 93% และอุณหภูมิทีÉเหมาะสมต่อการงอกของโคนิเดียและการ

เกิดแผลคือ 28 ºC  

 

 นอกจากนีÊ ปัจจยัทีÉช่วยส่งเสริมการเกิดโรคไหมน้ัÊน จะเกิดขึÊนไดดี้ในสภาพดินทีÉแห้งแลง้ 

การใชปุ๋้ยไนโตรเจนอตัราสูงมากเกินไปเพืÉอเร่งการเจริญเติบโตของตน้ขา้ว ยิ Éงส่งเสริมให้สภาพ

แวดเหมาะสมต่อการระบาดของโรคมากยิ ÉงขึÊน  เนืÉองจากตน้ขา้วทีÉไดรั้บไนโตรเจนมากเกินไปจะ

พบว่ามีธาตุซิลิกาในเซลลช์ัÊนอิพิเดอร์มิสตํÉา เป็นสาเหตุทีÉทาํใหค้วามแข็งแรงของเซลลพื์ชลดลง เชืÊอ

ราจึงสามารถเขา้ทาํลายไดง่้าย (Wakimoto and Yoshii, 1958) นอกจากนีÊ  Matsuyama (1975) 

รายงานว่า การใส่ปุ๋ยไนโตรเจนจะไปลดปริมาณสารเฮมิเซลลูโลสและลิกนินในผนังเซลลท์าํให้

กลไกความตา้นทานต่อโรคไหมล้ดลง เนืÉองจากดินทีÉมีไนโตรเจนและไนไตรทในปริมาณสูงจะทาํ

ใหต้น้ขา้วอ่อนแอมากขึÊน แอมโมเนียมจะเปลีÉยนรูปเป็นไนเตรทเมืÉอระบายนํÊ าออกจากพืÊนทีÉปลูก

และมีอากาศในดิน จึงช่วยอธิบายไดว้่าทาํไมขา้วจึงอ่อนแอในพืÊนทีÉทีÉนํÊ าไม่ท่วมหรือสภาพแห้งแลง้

และในแปลงนาทีÉมีการปลูกขา้วหนาแน่นเกินไปทาํให้เกิดสภาพ microclimate ซึÉงส่งเสริมต่อการ

เกิดโรคมากขึÊน 
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ภาพทีÉ 3  วงจรการเขา้ทาํลายและการสร้างส่วนขยายพนัธุข์องเชืÊอ M. oryzae สาเหตุของโรคไหม ้ 

 

ทีÉมา: Dean et al., 2005 

 

4.  สารพษิของเชืÊอรา Magnaporthe oryzae และบทบาททีÉเกีÉยวข้องกบัการเกดิโรค 

 

สารพิษทีÉสร้างโดยเชืÊอรา Magnaporthe oryzae ไดแ้ก่ piricularin (Tamari และ Kaji, 1954) 

picolinic acid และ tenuazonic acid (Narayara and Suryanarayanan, 1974) โดย piricularin มีผลทาํ

ใหเ้กิดอาการจุดสีนํÊ าตาล (necrosis) คลา้ยคลึงกบัลกัษณะอาการของโรคไหมแ้ละยบัย ัÊงการเจริญ

ของตน้กลา้ขา้ว (Tamari and Kaji, 1954) จากการทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคพบว่า 

สารพิษ tenuazonic acid ทีÉถกูสร้างขึÊนมาโดยเชืÊอ M. oryzae จะยบัย ัÊงการเจริญของยอดและรากของ

ตน้ขา้ว โดยไปรบกวนกระบวนการสงัเคราะห์โปรตีนทีÉระดบัไรโบโซม จากการทดสอบสารพิษ 3 

ชนิดไดแ้ก่ piricularin picolinic acid และ tenuazonic acid บนใบข้าวพบว่า ขนาดของแผลจะ

เพิÉมขึÊนเมืÉอความเขน้ขน้ของสารพิษเพิÉมขึÊน และไม่สามารถตรวจสอบสารพิษเหล่านีÊ จากสารละลาย

สปอร์ ซึÉงชีÊใหเ้ห็นว่า สปอร์ของเชืÊอทีÉปล่อยออกมาใหม่จะผลิตสารพิษชนิดใหม่ขึÊนมาอีก (Arase et 

al., 1990) นอกจากนัÊนสารเหล่านีÊ ยงัสามารถระงบัการงอกของโคนิเดียของเชืÊอราสาเหตุโรคไหมไ้ด้

อีกดว้ย Ouyange และคณะ (1987) ใชส้ปอร์และสารพิษของเชืÊอรา M. oryzae ทดสอบกบัตน้กลา้

ขา้วเพืÉอชกันาํใหต้น้กลา้มีความสามารถในการตา้นทานต่อโรค พบว่าตน้กลา้จะมีความตา้นทานต่อ

เชืÊอมากขึÊ นสามารถตรวจพบสารพิษทีÉสะสมในต้นกล้าเหล่านีÊ โดยใช้ปฏิกิริยา phenylalanine 
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amonialyase นอกจากนีÊ ยงัพบว่าสาร phenolics ทีÉพบในตน้ขา้วซึÉงประกอบดว้ย chlorogenic acid 

และ ferulic acid สามารถลดความเป็นพิษ (detoxification) ของสาร piricularin ได ้ (Mehrotra, 

2003) อยา่งไรก็ตาม วชัระ (2534) รายงานว่าสาร pyricularin ทีÉเชืÊอราสาเหตุโรคไหมส้ร้างขึÊนนัÊน 

ถา้ความเขม้ขน้ค่อนขา้งตํÉาจะมีผลเร่งการเจริญเติบโตและเพิÉมอตัราการหายใจในพืช แต่ถา้ความ

เขม้ขน้อยูใ่นระดบัสูงจะมีผลทาํใหก้ารเจริญเติบโตและอตัราการหายใจชา้หรือหยดุชะงกัลง วาสนา 

(2544) ไดศึ้กษาผลของสารพิษของเชืÊอรานีÊ จาํนวน 118 ตวัอย่างโดยใช ้CET (crude extract toxins) 

ในการทดสอบความสามารถในการทาํให้เกิดโรคกบัพนัธุ์ขา้วทดสอบ 34 สายพนัธุ์ พบว่าให้ผล

เช่นเดียวกบัการปลกูเชืÊอดว้ยโคนิเดียของเชืÊอรา 

 

5.  ความหลากหลายของเชืÊอราสาเหตโุรคไหม้ 

                    

การศึกษาความผนัแปรของยนีก่อโรคของเชืÊอราสาเหตุโรคไหมข้องขา้วไดมี้การศึกษากนั

อยา่งแพร่หลาย สาเหตุทีÉทาํใหเ้ชืÊอราสาเหตุโรคไหมเ้กิดความผนัแปรขึÊนไดใ้นสภาพธรรมชาตินัÊน

เนืÉองจาก  

 

จากผลการวิจยัของ Suzuki ในปี ค.ศ. 1965 และ 1967 ไดร้ายงานว่า conidia appressorium 

และ mycelial cell ของเชืÊอราโรคไหม ้มีลกัษณะเป็น heterokaryotic ซึÉงการรวมตวักนัของเซลล ์

(anastomosis) ต่าง ๆ โดยสามารถเกิดขึÊนไดง่้าย ทาํใหแ้ต่ละเซลลมี์จาํนวนนิวเคลียสต่างกนัตัÊงแต่ 3-

7 อนัต่อเซลล์ โดยผลการวิจัยนีÊ สรุปสาเหตุของความผนัแปรของเชืÊอน่าจะเกิดจากขบวนการ 

heterokaryosis  

 

เกิดจาก parasexualism และ heterocytosome ดงัเช่น Yamasaki และ Niizeki พบว่าเมืÉอเส้น

ใยรวมตวักัน (hyphal anastomosis) นิวเคลียสจะเคลืÉอนยา้ยจากเซลล์หนึÉ งไปสู่เซลล์หนึÉ ง และ

นิวเคลียส 2 อนั บางครัÊ งอาจจะรวมตัวกันทาํให้เกิด heterozygous diploid หลงัจากนัÊ นเกิด 

haploidization ขึÊน ขบวนการเช่นนีÊ จะทาํให้เกิดการเปลีÉยนแปลงของยีน เป็นเหตุให้เกิดสายพนัธุ ์

(race) ใหม่ ๆ ของ pathogen ขึÊนมา 
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จากการศึกษาพนัธุกรรมของเชืÊอจุลินทรีย ์พบว่าความผนัแปรของยนีก่อโรคอาจเกิดขึÊนได้

จาก transposition และ interconversion ระหว่าง chromosome ต่าง ๆ ไดด้ว้ย 

 

การรวมตวักนัของเส้นใย (hyphal fusion) นัÊนเป็นสาเหตุสาํคญัทีÉทาํให้เกิดความผนัแปร

ของเชืÊอราโรคไหม ้Tsujimoto และคณะ (1998) ไดท้ดสอบการเกิด parasexual recombination ของ

เชืÊอโดยใช้ auxotrophic complementation และ segregation of nutritional marker พบว่าการ

แลกเปลีÉยน mating type และความสามารถในการทาํใหเ้กิดโรคนัÊนเป็นสิÉงยนืยนัการเกิด parasexual 

recombination  นอกจากนีÊ  Shen และคณะ (1998) พบว่าการเกิด hyphal fusion เป็นสาเหตุสาํคญั

อันหนึÉ งทีÉทําให้เกิดการผ ันแปรของเชืÊ อ ซึÉ งมีความสําคัญพอ ๆ กับ sexual hybridization 

heterokaryosis และทาํใหเ้กิดการผนัแปรในธรรมชาติ  

 

 จากการศึกษาคน้ควา้เรืÉ องการสืบพนัธุ์ของเชืÊอราโรคไหม ้นักวิจยัยงัไม่พบการสืบพนัธุ์

แบบอาศยัเพศของเชืÊอราชนิดนีÊ ในสภาพธรรมชาติ แต่ Hebert (1971) ไดร้ายงานว่าสามารถกระตุน้

ใหเ้ชืÊอราโรคไหมส้ร้างเซลลสื์บพนัธุแ์บบอาศยัเพศไดใ้นหอ้งปฏิบติัการโดยเขาไดแ้ยกเชืÊอดงักล่าว

ออกมาจากขา้ว ขา้วสาลี ขา้วฟ่าง เพืÉอวิเคราะห์ลกัษณะ mating type ของเชืÊอรา M. oryzae ซึÉงเป็น 

telemorph (sexual stage) ของเชืÊอ P. oryzae และสามารถประเมินค่าความหลากหลายทาง

พนัธุกรรมของเชืÊอราชนิดนีÊ ได้ ซึÉ งการค้นพบในครัÊ งนีÊ นําไปสู่วิธีการปรับปรุงพนัธุ์เพืÉอความ

ตา้นทานโรคเพืÉอควบคุมโรคไหมข้องขา้วในปัจจุบนั (Mekwantanakarn, 1996; Hutamekalin et al., 

2001)  ซึÉงงานวิจยันีÊ แสดงให้เห็นถึงการเกิด sexual reproduction ในธรรมชาติและสามารถเกิดขึÊน

ในห้องปฏิบติัการไดโ้ดยใชเ้ชืÊอตวัทดสอบ (tester) ทีÉทราบชนิดการผสมพนัธุ์กบัเชืÊอทีÉตอ้งการ

ตรวจสอบซึÉงมีชนิดผสมพนัธุต์รงขา้มกนักบัชนิดของตวัทดสอบ หากเกิดการผสมพนัธุ์กนัระหว่าง

เชืÊอทีÉมีชนิดการผสมพนัธุต่์างกนั เชืÊอจะสามารถสร้าง perithecia สีนํÊ าตาลหรือนํÊ าตาลเขม้สามารถ

สังเกตเห็นภายใตก้ลอ้ง stereomicroscope ได ้(Herbert, 1971 and Ou, 1985)  ในประเทศไทย 

Sriprakhon และคณะ (2001) ไดจ้าํแนกเพศของเชืÊอรา M. oryzae ทีÉเป็นเชืÊอสาเหตุของโรคไหมข้อง

ขา้วจากพืÊนทีÉเพาะปลกูในภาคกลางและภาคเหนือ พบว่า เชืÊอราส่วนใหญ่ทีÉคดัแยกไดมี้ลกัษณะเป็น

หมนั (incompatibility) ซึÉงเป็น mating type 2 มากกว่า mating type 1 
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6.  การตอบสนองของพชืทีÉทาํให้เกดิความต้านทานต่อการเข้าทําลายของเชืÊอ 

 

เชืÊอราชนิดนีÊ ประกอบด้วยหลายสายพนัธุ์ (race) แต่ละสายพนัธุ์สามารถเขา้ทาํลายข้าว

หลายสายพนัธุแ์ตกต่างกนั  จึงทาํใหพ้นัธุข์า้วทีÉมีความตา้นทานต่อโรคไหมใ้นแหล่งทีÉปลกูแห่งหนึÉง

อาจไม่ตา้นทานเมืÉอเปลีÉยนแหล่งทีÉปลูกไปอีกแห่งหนึÉ ง (ชาตรี, 2540) Goatgong  และ Frederikson 

(1969) ไดศึ้กษาเชืÊอทีÉแยกมาจากโคนิเดียเดีÉยวโดยศึกษาเชืÊอทีÉเลีÊยงบนอาหารเลีÊยงเชืÊอรุ่นต่าง ๆ 

พบว่านอกจากมีลกัษณะสีของเสน้ใยไม่คงทีÉแลว้ยงัพบว่าเชืÊอมี pathotype ทีÉต่างไปจากเดิมดว้ย Ou 

(1985) ใหเ้หตุผลว่า pathotype ของเชืÊอทีÉมีความหลากหลายและเปลีÉยนแปลงอย่างต่อเนืÉองอาจเป็น

สาเหตุหนึÉ งทีÉทาํให้เมืÉอผลิตพนัธุ์ขา้วตา้นทานใหม่ ๆ มาได้ไม่นานเชืÊอสามารถทีÉจะปรับตวัและ

สามารถเขา้ทาํลายพนัธุข์า้วพนัธุใ์หม่ ๆ ไดใ้นทีÉสุด  

 

พืชตอบสนองต่อการเขา้ทาํลายของเชืÊอโรคโดยแสดงความตา้นทานหรืออ่อนแอต่อการ

เกิดโรค การตอบสนองของพืชทีÉทาํใหเ้กิดความตา้นทานมี 2 ลกัษณะคือ 1. การแสดงความตา้นทาน

โดยการยบัย ัÊงกระบวนการเขา้ทาํลายของเชืÊอเนืÉองจากโครงสร้างทีÉมีอยู่ก่อนแลว้ในพืช  เช่น ความ

หนาของชัÊนคิวติเคิลและอิพิเดอร์มิสและ 2. การแสดงความตา้นทานทีÉพืชถูกชกันาํให้เกิดขึÊนมา

ภายหลงั เนืÉองจากถกูกระตุน้ดว้ยเชืÊอ สารเคมี หรือวิธีกล ทาํให้เกิดการตายของเซลลอ์ย่างรวดเร็ว

บริเวณทีÉเชืÊอเข้าทําลายเพืÉอยบัย ัÊงการเจริญของเชืÊอ เรียกปฏิกิริยาทีÉเกิดขึÊ นนีÊ ว่า Hypersensitive 

response (HR) (Hammond-Kosack and Jones, 1996) 

 

การเกิดปฏิกิริยา HR มีผลให้เกิดความต้านทานกับพืชทัÊ งต้นด้วยขบวนการ systemic 

aquired resistance (SAR) คือหลงัจากเกิดการตายของเซลลอ์ยา่งรวดเร็วบริเวณทีÉเชืÊอเขา้ทาํลายแลว้

ส่งผลใหเ้กิดความตา้นทานกบัพืชทั ÉวทัÊงตน้ ซึÉงอาจตา้นทานต่อเชืÊอสาเหตุโรคชนิดแรกทีÉเขา้ทาํลาย 

หรือตา้นทานต่อเชืÊอสาเหตุโรคอืÉน ๆ (Schneider et al., 1996) 

 

การเกิด SAR เกิดขึÊนเมืÉอเชืÊอเขา้ทาํลายพืช หลงัจากนัÊ นเชืÊอจะมีการปล่อยสารทีÉเรียกว่า 

elicitor และพืชจะมีตวัรับทีÉเรียกว่า receptor ซึÉงเป็นกระบวนการจดจาํของพืชต่อเชืÊอ ส่งผลให้เกิด

การเปลีÉยนแปลงของไอออนทีÉชัÊนพลาสมาเมมเบรน ทาํให้เกิดการแตกตวัของออกซิเจนและสร้าง 

niticoxide (NO) และสารพวก reactive oxygen intermediates (ROIs) ไดแ้ก่ superoxide (O2) และ 

Hydrogen peroxide (H2O2) นอกจากนีÊ ยงัพบว่ามีการสะสมของ salicylic acid (SA) ทัÊ ง  NO, ROIs  

และ SA อาจมีผลโดยตรงต่อเชืÊอหรือเป็นสารทีÉส่งสญัญาณเพืÉอให้พืชสร้างความตา้นทาน เช่น การ
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สร้างผนงัเซลลใ์ห้หนาขึÊน หรือการสร้างสารเคมีเพืÉอทาํลายเชืÊอ นอกจากนีÊ ในขบวนการ SAR ยงั

พบว่า jasmonic acid และ ethylene ซึÉงเป็นฮอร์โมนเกีÉยวขอ้งกบัการตอบสนองเพืÉอให้เกิดความ

ตา้นทานในพืช หลงัจากพืชแสดงความตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของเชืÊอพบว่าพืชสร้างโปรตีนทีÉ

เรียกว่า pathogenesis related protein (PR-protein) ชนิดของ PR-protein ทีÉพืชสร้างขึÊนจะแตกต่าง

กนัขึÊนอยูก่บัพืชและเชืÊอสาเหตุโรค ในขา้วทีÉแสดงความตา้นทานต่อเชืÊอ Magnaporthe oryzae สร้าง

โปรตีน Lipoxygenase (Hofmann and Babuin, 1993) 

 

การเกิดปฏิกิริยา HR หลงัจากเชืÊอเขา้ทาํลายแลว้ก่อใหเ้กิดความตา้นทานโรคเป็นลกัษณะทีÉ

ควบคุมดว้ยสารพนัธุกรรมของพืชและเชืÊอสาเหตุตามทฤษฎี gene-for-gene ของ Flor (1971) โดย

การทาํปฏิกิริยากนัระหว่างยนีทีÉควบคุมลกัษณะตา้นทานของพืช (R gene) กบัยีนทีÉควบคุมลกัษณะ

อ่อนแอของเชืÊอ (AVR-gene) ซึÉงทัÊงสองยนีเป็นยนีเดีÉยว (single gene) (ตารางทีÉ 1) การประเมินความ

แตกต่างของความรุนแรงของโรคระหว่างแต่ละสายพนัธุ์ของประชากรเชืÊอกับสายพนัธุ์ข้าวทีÉ

เกิดขึÊนตามธรรมชาติเป็นไปเป็นตามกฏ “gene-for-gene” ของ Flor’s (1971) ทีÉกล่าวว่า พืชมียีนทีÉ

ก ําหนดความต้านทาน (resistant)  เป็นยีนเ ด่น (dominant)  และยีนทีÉก ําหนดความอ่อนแอ 

(susceptible) เป็นยีนด้อย (recessive) ในขณะทีÉ เชืÊอสาเหตุโรคมียีนทีÉกาํหนดความไม่รุนแรง 

(avirulent) เป็นยนีเด่น และยนีทีÉกาํหนดความรุนแรง (virulent) เป็นยีนดอ้ย ความสัมพนัธ์ของยีน

ระหว่างพืชอาศยักบัเชืÊอสาเหตุโรคพืชในลกัษณะทีÉไม่ทาํให้พืชเกิดโรคมีอยู่กรณีเดียวคือ พืชอาศยั

ตอ้งมียนีตา้นทาน และเชืÊอสาเหตุโรคพืชมียนีอ่อนแอทีÉแสดงออก (ตารางทีÉ 1) ดงันัÊนถึงแมว้่าเชืÊอจะ

มียนีทีÉแสดงความไม่รุนแรงแต่ถา้พืชอาศยัมียนีอ่อนแอ เชืÊอสาเหตุโรคพืชนัÊนก็ทาํให้พืชอาศยัแสดง

อาการของโรคได ้และพบว่า avirulence gene เป็นแหล่งโมเลกุลเครืÉองหมายทีÉดีในการจาํแนกความ

แตกต่างของสายพนัธุเ์ชืÊอทีÉเขา้ทาํลายสายพนัธุข์า้วโดยมีการพฒันาสายพนัธุข์า้วทีÉเป็น Standard sets 

of differential cultivars แสดง pathotype ต่าง ๆ ในการเปรียบเทียบ (Babujee and Gnanamanickam, 

2000)  ซึÉงในปัจจุบนัสามารถแยกสกดัยนีตา้นทานของพืชหลาย ๆ ชนิดไดส้าํเร็จ 

 

ตารางทีÉ 1  การแสดงออกร่วมกนัระหว่างยนีก่อโรคและยนีตา้นทานตาม “gene-for-gene” concept 

 

                        Host 

       Pathogen 
R r 

AVR Resistance susceptible 

avr susceptible susceptible 
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ดงันัÊนการปรับปรุงพนัธุพื์ชใหต้า้นทานต่อโรคเป็นงานทีÉใชร้ะยะเวลานานและค่าใชจ่้ายใน

การดาํเนินงานสูง ในปัจจุบนัจึงไดมี้การพฒันาเทคนิคทางอณูวิทยามาใชเ้พืÉอช่วยในการคดัเลือก

พนัธุที์Éตา้นทานโรค โดยนาํความกา้วหน้าทางเทคโนโลยีเครืÉองหมายโมเลกุลซึÉงเป็นเครืÉองมือทีÉมี

ประสิทธิภาพและมีความแม่นยาํสูงมาประยุกต์ใช้ในการศึกษาทางด้านพนัธุศาสตร์และการ

ปรับปรุงพนัธุ ์เช่น การศึกษาตาํแหน่งของยีน การตรวจสอบลกัษณะ quantitative trait loci (QTL) 

ใชเ้ป็น marker-assisted selection และ map based cloning  

 

7.  ยนีทีÉเกีÉยวข้องกบัความสามารถในการก่อให้เกดิโรคไหม้ 

Avirulence protein คือ โปรตีนทีÉไดจ้ากการถอดรหัสและแปลรหัสของยีน AVR ทีÉมีความ

จาํเป็นต่อการเขา้ทาํลายพืชของเชืÊอ ยนีตา้นทาน(resistant gene)ในพืชสามารถจดจาํโปรตีนดงักล่าว

ได ้จึงทาํใหเ้กิดขบวนการตา้นทานต่อเชืÊอ พืชจึงไม่มีการแสดงอาการของโรคไหม ้ซึÉง avirulence 

protein นีÊมกัจะเกีÉยวขอ้งกบัเอนไซมที์Éใชใ้นกระบวนการก่อใหเ้กิดโรคของเชืÊอราสาเหตุ ในปัจจุบนั

จึงไดมี้การนําเทคโนโลยีทางอณูวิทยามาใชใ้นการจัดจาํแนกยีนตา้นทาน เพืÉอศึกษาโครงสร้าง 

หนา้ทีÉ และวิวฒันาการ เพืÉอประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธุ์พืชให้ตา้นทานต่อโรค มีการหาลาํดบั   

นิวคลีโอไทดข์องเชืÊอราสาเหตุโรคไหมแ้ละเผยแพร่เป็นขอ้มลูสาธารณะแลว้สามารถสืบคน้ไดจ้าก 

Magnaporthe oryzae Genome ซึÉงเป็นความร่วมมือในการทาํงานของ International Rice Blast 

Genome Project กบั Center for Genome Research 

 

ปัจจุบนัพบว่ามี AVR gene มากกว่า 25 ยีนทีÉไดมี้การศึกษา แต่มีเพียง 9 ยีนเท่านัÊนทีÉไดรั้บ

การโคลนและศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์แลว้ ประกอบไปดว้ย AVR-Pita (Orbach et al., 2000), 

AVR1-CO39 (Farman and Leong, 1998), PWL1 (Kang et al., 1995), PWL2 (Sweigard, 1995), 

ACE1 (Fudal et al., 2005), AVR-Pizt (Li et al., 2009), AVR-Pia, AVR-Pii, และ AVR-Pik/km/kp 

(Yoshida et al., 2009) Orbach และคณะ (2000) ไดศึ้กษาความสัมพนัธ์ระหว่างยีน AVR-Pita ของ

เชืÊอราสาเหตุโรคไหมใ้นขา้วทีÉมียีน Pita พบว่า ยีน AVR-Pita วางอยู่บนปลายโครโมโซมทีÉ 3 ของ

เชืÊอราโรคไหมป้ระมาณ 1.5 kb จาก telomere ซึÉงเป็นตาํแหน่งทีÉสามารถเกิด rearrangement และ 

deletion ตรงตาํแหน่ง AVR-Pita ไดง่้าย ซึÉงหมายถึงความไม่เสถียรของยีนนีÊ  นาํไปสู่การสูญเสีย

หน้าทีÉของยีน AVR นีÊ ไดง่้าย  ส่วน Fudal และคณะ  (2005) ไดศึ้กษายีน Avirulence Conferring 

Enzyme 1 (ACE 1) เป็น avirulence gene แอลลีลทีÉไดม้าจากเชืÊอรา Magnaporthe oryzae เชืÊอสาย

พนัธุ์ 2/0/3 ทีÉเป็น virulent isolate ซึÉงแทรกอยู่ตรง MINE retrotransposon ปลาย exon ทีÉตาํแหน่ง 
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1.9 kb ACE1 ส่วน Bohnert และคณะ (2004) พบว่ายีน ACE1 ทีÉไดจ้ากเชืÊอ Magnaporthe oryzae นีÊ

จดจาํเฉพาะต่อยนีตา้นทานในพนัธุข์า้ว (Oryza sativa) ทีÉมียนี Pi33 เท่านัÊน และยงัไดมี้การศึกษายีน

ก่อโรค AvrPiz-t โดย Wei Li และคณะ (2009) พบว่ายีน AvrPiz-t  ทีÉสามารถแยกไดจ้ากเชืÊอรา M. 

oryzae สามารถกระตุน้ใหข้า้วทีÉมียนีตา้นทาน Piz-t เกิดความตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของเชืÊอได ้

 

จากการศึกษาของ Yoshida และคณะ (2009) ได้ทําการตรวจหาลาํดับนิวคลีโอไทด ์

(genome sequence) ของเชืÊอราโรคไหม ้M. oryzae สายพนัธุ์ Ina 168 และเปรียบเทียบกบัลาํดบั      

นิวคลีโอไทดข์องจีโนม เชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์70-15 ทีÉไดมี้การรายงานก่อนหนา้นีÊ  พบว่ามีลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์นาด 1.68Mb ทีÉไม่ปรากฏในจีโนม ของเชืÊอราสายพนัธุ ์70-15 จากการแปลรหัสเป็น

กรดอะมิโนพบว่ามีโปรตีน 3 ชนิดทีÉลกัษณะเกีÉยวขอ้งกบั avirulence protein โดยมีการแสดงออก

ของยนี 3 ยนีทีÉควบคุมการสร้างโปรตีน 3 ชนิดนัÊนเมืÉอเชืÊอราเขา้โจมตีขา้ว แต่ยงัไม่สามารถทราบ

หนา้ทีÉไดอ้ยา่งแน่ชดั จากการศึกษาพบว่ายีนทัÊ ง 3 ยีนคือ AVR-Pia ซึÉงสามารถกระตุน้ให้พืชทีÉมียีน

ตา้นทาน Pia แสดงความตา้นทานต่อการเขา้โจมตีได้ AVR-Pii มีปฏิสัมพนัธ์กนักับข้าวทีÉมียีน

ตา้นทาน Pii ทาํใหข้า้วมีการแสดงความตา้นทานต่อโรคได ้และ AVR-Pik/km/kp สามารถกระตุน้

ใหพื้ชทีÉมียนีตา้นทาน 3 ชนิดคือ Pik, Pikmและ Pikp แสดงความตา้นทานไดเ้มืÉอเชืÊอรามีการเขา้โจมตี

กบัขา้วสายพนัธุที์Éมียนีตา้นทานนัÊน ๆ 

 

Couch และคณะ (2005) ไดพ้ฒันาเครืÉองหมายโมเลกุลทีÉเฉพาะ AVR-CO39, AVR-Pita1 

และ ACE1 มาตรวจสอบเชืÊอราสาเหตุโรคไหมจ้าํนวน 497 เชืÊอสายพนัธุ์ทีÉมาจากข้าวและหญ้า 

พบว่าสามารถจาํแนกเชืÊอราสาเหตุทีÉไดจ้ากใบไหมข้องขา้วและวชัพืชของขา้วอย่างชดัเจนและเชืÊอ

ราชนิดนีÊ มีความแปรปรวนสูงมาก 

 

8.  ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างยนีต้านทาน (R gene) และ ยนีก่อโรค (avirulence gene) 

 

พืชมีกลไกเพืÉอต่อตา้นโรคพืชจากสาเหตุต่าง ๆ เช่น แบคทีเรีย ไวรัส รา หนอนตวักลม 

แมลง ฯลฯ โดยผา่นระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย โดยกลไลในการตอบสนองของพืช สามารถ แบ่ง

ออกเป็น 2 ชนิด คือ basal  และ R-gene-mediated resistance (Abramovitch et al., 2006) ซึÉงการ

ตอบสนองแบบ R-gene-mediated resistance มีประสิทธิภาพและเหมาะสมทีÉจะนําไปพฒันา

ปรับปรุงพนัธุต่์อไป (Flor, 1956) กระบวนการตา้นทานนีÊ  R gene จะสร้าง receptor ทีÉสามารถจดจาํ
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และตอบสนองต่อ AVR gene ของเชืÊอก่อโรค และกระตุน้ให้พืชแสดงกลไกในการตอบสนองใน

ระดบัต่าง ๆ ต่อไป (Baker et al., 1997) (ภาพทีÉ 4) ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างการตอบสนองของยีน

ตา้นทาน (resistance gene) และยีนก่อโรค (avirulence gene) เป็นไปตามทฤษฎี the gene-for-gene 

system (Flor, 1971) โดยเฉพาะอยา่งยิ Éงปฏิสมัพนัธร์ะหว่างขา้วและเชืÊอราโรคไหมเ้ป็นโมเดลทีÉนิยม

ใชส้าํหรับศึกษาเรืÉองของปฏิกิริยาระหว่างพืชและเชืÊอก่อโรค (plant–microbe interactions) (Valent 

et al., 1991) จากการศึกษาพบว่ายีนต้านทานมีลกัษณะเป็นกลุ่มของยีนหลาย  ๆ  ซํÊ าทีÉ มี

ความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัเป็นยีนแฟมิลีÉ (Bai et al., 2002) เช่น กลุ่มยีนตา้นทาน rp1 ในขา้วโพด 

(Saxena and Hooker, 1968; Collins et al., 1999)  กลุ่มยีนตา้นทาน Mla ในขา้วบาเล่ร์ (Wei et al., 

2002) กลุ่มยีนตา้นทาน Pm3 ในขา้วสาลี (Yahiaoui et al., 2004) กลุ่มยีนตา้นทาน Xa26 และกลุ่ม

ยนีตา้นทาน Pi9 ในขา้ว (Sun et al., 2004) โดยการตอบสนองของยนีตา้นทานต่อเชืÊอชนิดต่าง ๆ จะ

มีความระบบการตอบสนองทีÉหลากหลายแตกต่างกนั (Dangl and Jones 2001; Martin et al., 2003) 

โดยสามารถจาํแนกยีนต้านทานได้เป็น 7 ประเภท กลุ่มทีÉสําคัญและเป็นกลุ่มใหญ่ทีÉสุดคือ  

nucleotide-binding site plus leucine-rich repeat R genes (NBS–LRR) (Martin et al., 2003; Dangl 

and Jones,  2001; Meyers et al., 2003; Howles et al., 2005; Dangl and Jones, 2001) โดย NBS–

LRR ประกอบดว้ย cytoplasmic protein ทีÉประกอบดว้ย leucine zipper, nucleotide- binding site 

(NBS) และ C-terminal leucine-rich repeat (LRR) motif (Bent et al., 1994; Mindrinos et al., 1994; 

Hammond-Kosack and Jones, 1997; Dangl and Jones, 2001; Martin et al., 2003; Nimchuk et al., 

2003; Iyer and McCouch, 2004) และ NBS domain ในส่วนของ NBS–LRR protein นัÊ นจะ

ประกอบดว้ยส่วนอนุรักษห์ลาย ๆ ส่วน เช่น kinase-1a หรือ P-loop, kinase 2, และ kinase 3a ส่วน

ของ xxLxLxx motif ใน LRR domain สันนิษฐานว่ามีการจดัตวัของโครงสร้างแบบ a b-strand/b-

turn เพืÉอช่วยในปฏิสัมพนัธ์ระหว่าง Avr gene ของเชืÊอโรค (Hammond-Kosack and Jones, 1997; 

Jones and Jones, 1997) ทีÉอาจมีผลต่อการทาํงานของ R protein โดยผ่าน nucleotide binding การ 

hydrolysis และการทาํใหเ้ซลลต์าย (Martin et al., 2003) NBS-LRR ในธญัพืชส่วนใหญ่มกัจะมีอิน

ทรอนตรงบริเวณ NBS (Bai et al., 2002) ตวัอย่างเช่น ยีนตา้นทานโรคไหม ้Pib (Wang et al., 

1999) มีอินทรอน 2 ตาํแหน่ง ในบริเวณถอดรหสัยนี (1,340 และ 308 คู่เบส) ในขณะทีÉยีนตา้นทาน

โรคไหม ้Pita มีอินทรอนขนาด 1,463 คู่เบสในบริเวณถอดรหัสยีน  (Bryan et al., 2000) ยีน

ตา้นทานโรคไหม ้Pi9 มีอินทรอน 2 ตาํแหน่ง ในบริเวณถอดรหัสยีน แต่อินทรอนในยีน Pi9 หนึÉ ง

อินทรอนมีขนาดใหญ่ (5,362 คู่เบส) กว่าอินทรอนในยนี Pib (Qu et al., 2006) ส่วน R gene ในกลุ่ม

อืÉนนัÊนประกอบดว้ย receptor-like kinases (RLKs) ทีÉมีโครงสร้างแบบ extracellular LRR และ 

intracellular serine–threonine kinase domain ซึÉงตวัอย่างของ R gene ในกลุ่มนีÊ ไดแ้ก่ยีนตา้นทาน 
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Xa21  และยนีตา้นทาน Xa26 ของขา้ว (Sun et al., 2004)  ส่วน LRR ของ R gene นีÊ  ใชส้าํหรับจดจาํ

ในกระบวนการตา้นทาน (Parker et al., 1997; Meyers et al., 1998) โดย LRR domain จะมีส่วนร่วม

ในปฏิกิริยาระหว่าง avirulence (AVR) protein และเป็นตวัหลกัทีÉช่วยในการตา้นทานต่อโรคอย่าง

เฉพาะเจาะจง (Ellis et al., 1999; Hulbert et al., 2001; Dodds et al., 2001; Jia et al., 2000) 

นอกจากนีÊการแสดงออกของ AVR gene ในเชืÊอก่อโรคจะไปกระตุน้การทาํงานของกลไกป้องกนั

จาก R gene ในพืช สมมติฐานทีÉเป็นไปได้ในการอธิบายถึงกลไกนีÊ  คือ ligand-receptor model 

กล่าวคือ ผลผลิตของ R gene เช่น receptor ทีÉสามารถจดจาํ ligand ทีÉสร้างขึÊนโดย AVR gene เป็น 

protein – protein interaction motif (Jones and Jones, 1997) แลว้ส่งผลให้เกิดการส่งสัญญาณเพืÉอ

ตอบสนองต่อการบุกรุกของเชืÊอก่อโรค  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 4  กลไลการทาํงานและการเกิดวิวฒันาการร่วมกนัของยนีตา้นทานและยนีก่อโรคดว้ย 

Zigzag model  

 

ทีÉมา: Dangl and Jones, 2001 

 

การศึกษาพนัธุกรรมของความต้านทานของข้าวจะเป็นข้อมูลทีÉแสดงให้เห็นถึงความ

แปรปรวนของเชืÊอและความขาดแคลนยีนทีÉตา้นทานต่อโรค (Mackill and Bonman, 1992)  โดย

ศึกษาเกีÉยวกบัเรืÉองยนีตา้นทานโรคไหมน้ัÊนสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ การนาํเอาเทคนิค

ดา้นการปรับปรุงพนัธุพื์ชทัÊ งแบบเก่า (conventional breeding) และแบบใหม่ (molecular breeding) 
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มาใชใ้นการคน้หายนีตา้นทานโรค และใชเ้ครืÉองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอทีÉอยู่ใกลชิ้ดกบัยีนตา้นทาน

โรคมาช่วยในการคดัเลือก (marker assisted selection: MAS) แต่ปัญหาทีÉสาํคญัทีÉมกัประสบอยู่

เสมอ คือ ยีนตา้นทานโรคเหล่านีÊ เป็นยีนทีÉมีความจาํเพาะเจาะจงต่อเชืÊอราโรคไหมเ้พียงไม่กีÉสาย

พนัธุ ์จึงทาํใหพ้นัธุข์า้วทีÉไดรั้บยีนตา้นทานโรคนัÊน ๆ  จะสูญเสียความสามารถในการตา้นทานต่อ

โรคไหมใ้นระยะเวลาเพียงไม่กีÉปี (Lee and Cho, 1990) เนืÉองจากการปรับตวัของสายพนัธุเ์ชืÊอราโรค

ไหมใ้ห้สามารถทนทานต่อยีนตา้นทานโรคนัÊนได้ (Bonman et al., 1992  ) โดยเฉพาะอย่างยิ Éงขา้ว

สายพนัธุที์Éมี R gene เพียงยนีเดียวจะสูญเสียความสามารถในการตา้นทานโรคไหมไ้ดภ้ายในเวลา

อนัรวดเร็ว เนืÉองจากความไม่เสถียรของยีน (Kiyosawa 1982; Bonman et al., 1986; Valent et al., 

1991; Zhou et al., 2007) และเนืÉองจากเชืÊอโรคไหมมี้ความหลากหลายทางชีววิทยาสูง เป็นเหตุให้

ขา้วมีความสามารถตา้นทานโรคไหมไ้ดเ้พียงบางสายพนัธุเ์ท่านัÊน  (Morris et al., 1993; Dahu et al., 

1995) ดงันัÊนการคน้หายนีตา้นทานตวัใหม่ ๆ โดยเฉพาะยีนตา้นทานประเภท Broad-spectrum คือ 

ยนีทีÉมีความสามารถในการตา้นทานต่อสายพนัธุ์เชืÊอราโรคไหมไ้ดห้ลายสายพนัธุ์ เพืÉอนาํมาใชใ้น

การปรับปรุงพนัธุ์ขา้วให้สามารถตา้นทานต่อเชืÊอราโรคไหมไ้ดย้าวนานมากขึÊน (Bonman et al., 

1992; Correa-Victoria et al., 2002; Jia, 2003) 

 

ในประเทศสหรัฐอเมริกามีการวิจยัเรืÉ องยีนตา้นทานโรคไหม ้(Pi gene) อย่างแพร่หลาย 

เพราะเป็นส่วนหนึÉงในโครงการพฒันาปรับปรุงพนัธุ์ขา้วของประเทศ (Moldenhauer et al., 1992) 

การรวมยนีตา้นทานโรคไหมห้ลาย ๆ ยนีมาไวใ้นขา้วสายพนัธุเ์ดียวกนั ทาํให้ขา้วสายพนัธุ์ดงักล่าว

มีความสามารถในการตา้นทานเชืÊอไดดี้ขึÊน ขอ้มูลเกีÉยวกบัยีนตา้นทานโรคไหมที้Éจาํเพาะกบัสาย

พนัธุข์องเชืÊอราโรคไหม ้(race-specific Pi resistance gene) ไดถ้กูนาํมาใชใ้นโครงการปรับปรุงพนัธุ์

ขา้วในประเทศสหรัฐอเมริกา ตวัอย่างเช่น ยีนตา้นทานโรคไหม ้Pi-ta2 Pi-k และ Pi-b สามารถ

ตา้นทานต่อเชืÊอราโรคไหมใ้นประเทศสหรัฐอเมริกาไดถึ้ง 8-10 สายพนัธุ ์จึงมีการนาํยีนดงักล่าวมา

เป็นพืÊนฐานในการปรับปรุงพนัธุข์า้วใหต้า้นทานต่อโรคไหมต่้อไป (Marchetti et al., 1987; Tabien 

et al., 2000) 

 

ในปัจจุบันเป็นทีÉยอมรับกันว่าได้มีการค้นพบยีนต้านทานโรคไหมใ้นข้าวกว่า 73 ยีน 

กระจายอยู่ทั Éวไปในจีโนมของขา้ว (Ballini et al., 2008) และกว่า 40 ยีนไดรั้บการทาํแผนทีÉลงบน

โครโมโซม (Iwata, 1996; Nagato and Yoshimura 1998, 1999; Chen et al., 2004) โดยส่วนใหญ่มี

ตาํแหน่งอยูบ่นโครโมโซมคู่ทีÉ 6, 11 และ 12 ตวัอย่างเช่น ยีนตา้นทานโรคไหม ้ Pi2/PiZ  Pi8 Pi9 

และ Pi13(t) มีตาํแหน่งอยู่บนโครโมโซมคู่ทีÉ 6  ยีนตา้นทานโรคไหม ้Pi1 Pi7 Pi18 Pif Pi34 Pi38 
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Pi44(t) มีตาํแหน่งบนแขนขา้งยาวของโครโมโซมทีÉ 11 (Koide at al., 2009)  ยีนตา้นทานโรคไหม ้

Pita Pita-2 Pitq6 Pi6(t) Pi12(t) Pi12(t) Pi19(t) Pi20(t) Pi21(t) Pi24(t) Pi31(t) Pi32(t) Pi39(t) 

Pi62(t) Pi157(t) IPi และ IPi3 มีตาํแหน่งอยู่บนโครโมโซมทีÉ 12 ใกลก้บัเซนโตเมีย (Koide at al., 

2009) โดยยนีตา้นทานส่วนใหญ่ทีÉมีการคน้พบจะเป็นยนีเด่น  ยกเวน้ pi21 ทีÉเป็นยีนตา้นทานทีÉเป็น

ยีนดอ้ย และมีบางยีนทีÉโดยธรรมชาติมีลกัษณะทางปริมาณ (Fukuoka and Okuno, 2001) โดยยีน

ตา้นทานส่วนใหญ่ไดม้าจากขา้วพนัธุ์พืÊนเมือง (landrace variety) สายพนัธุ์อินดิกา (indica variety) 

มีเพียงยนีตา้นทาน Pi9 ทีÉมีแหล่งกาํเนิดมาจากขา้วป่า Oryza minuta (Liu et al., 2002) แต่อย่างไรก็

ตาม มียนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วเพียง 12 ยีนเท่านัÊน ทีÉไดมี้การโคลนยีนและตรวจหาลาํดบัเบส

สมบูรณ์แลว้ คือ Pi2 Pi9 Pi36 Pi37 Pib Pid2 Pikh Pita Pizt Pid3 Pi5 และ Pit (ตารางทีÉ 2) (ชชัวาล 

และสุรีพร, 2552; Wang et al., 1999; Bryan et al., 2000; Sharma et al., 2005; Chen et al., 2006; 

Qu et al., 2006; Lin et al., 2007)  

 

ตารางทีÉ 2  ยนีตา้นทานโรคไหมใ้นขา้วทีÉโคลนแลว้ 

 

ยนี ลกัษณะของยนี โครโมโซม เอกสารอา้งอิง 

Pib  NBS-LRR 2 Wang et al., 1999 

Pita  NBS-LRR 12 Bryan et al., 2000 

Pikh NBS-LRR 11 Sharma et al., 2005 

Pi9  NBS-LRR 6 Qu et al., 2006 

Pid2  B-lectin receptor kinase 6 Chen et al., 2006 

Pi2  NBS-LRR 6 Zhou et al., 2006 

Piz-t  NBS-LRR 6 Zhou et al., 2006 

Pi36  NBS-LRR 8 Liu et al., 2007 

Pi37  NBS-LRR 1 Lin et al., 2007 

Pid3 NBS-LRR - Shang et al., 2009  

Pi5 NBS-LRR - Lee et al., 2009  

Pit NBS-LRR - Hayashi and Yoshida, 2009  
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9.  การศึกษาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ 

 

รูปแบบความสมัพนัธข์องกลุ่มสิÉงมีชีวิตในสายวิวฒันาการแบ่งออกเป็น 3 รูปแบบคือ 

 

 1.  Monophyletic group หรือ Monophyly คือ กลุ่มของสิÉงมีชีวิตทีÉมีบรรพบุรุษร่วมกนัโดย

ลกูหลานทีÉเกิดขึÊนตอ้งมาจากบรรพบุรุษสุดทา้ย (most recent common ancestor) เดียวกนั 

 

2.  Paraphyletic group หรือ Paraphyly คือ กลุ่มของสิÉงมีชีวิตทีÉมีบรรพบุรุษร่วมกนั 

และมีลกูหลานบางส่วนทีÉแยกออกไป มาจากบรรพบุรุษเดียวกนั 

 

3.  Polyphyletic group หรือ Polyphyly คือ กลุ่มของสิÉงมีชีวิตทีÉมีบรรพบุรุษสุดทา้ย 

ต่างกนัแต่เมืÉอพิจารณาสายใยทีÉอยูต่อนตน้ จะมีบรรพบุรุษร่วมกนั 

 

10.  การสร้างสายสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการประกอบด้วย 3 ขัÊนตอนหลกั ดังนีÊ  

 

การจดัเรียงลาํดบัสายดีเอน็เอ (alignment of DNA sequence) โดยการจดัเรียงลาํดบัดีเอ็นเอ

หลาย ๆ สายจนกระทั Éงมีความเหมือนกนัอยูใ่นระดบัสูงสุด การจดัเรียงนีÊอาจจะตอ้งอาศยัการแทรก 

gap ลงภายในสายดีเอน็เอเพืÉอทีÉจะไดใ้หเ้กิดการเพิÉมหรือการลดจาํนวนนิวคลีโอไทดใ์นสายดีเอ็นเอ 

การจัดเรียงลาํดับดีเอ็นเอให้ไดดี้ทีÉสุดนัÊ น มกัจะเป็นการพยายามทีÉจะทาํให้ ทัÊ งจาํนวน gap และ

ลาํดบัดีเอน็เอทีÉเขา้คู่ผดิ (mismatch) มีค่านอ้ยทีÉสุด ถึงแมว้่าการลดจาํนวนของลาํดบัดีเอ็นเอทีÉเขา้คู่

ผิดนัÊนมกัจะทาํให้จาํนวน gap มีค่ามากขึÊน และในทางกลบักนั การลดจาํนวน gap ก็มกัจะทาํให้

จาํนวนของคลีโอไทดที์Éเขา้คู่ผดิมีค่าสูงขึÊนเช่นกนั 

 

การสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ มีหลายวิธีไดแ้ก่ 

 

1.  วิธี Distance matrix เป็นวิธีการทาง algorithm ทีÉใชต้ารางความแตกต่างโดยรวม 

ระหว่างสายดีเอน็เอต่าง ๆ ทีÉศึกษา โดยเริÉ มจากการคาํนวณค่าความคลา้ยคลึง (similarity) หรือ ค่า

ความห่าง (distance) ของตัวอย่างแต่ละคู่ทีÉทาํการศึกษา จากนัÊนนํามาจดักลุ่ม เริÉ มจากคู่ทีÉ มีค่า 

similarity สูงสุด หรือค่า distance ตํÉาทีÉสุด วิธีการนีÊ จะไดผ้ลวิเคราะห์เพียงหนึÉ งเท่านัÊน เรียก tree นีÊ

ว่า phenogram เช่น วิธี UPGMA และ Neighbor-joining (NJ)   
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2.  วิธี Maximum likelihood (ML) วิธีนีÊ อาศยัการคาํนวณหาค่าความน่าจะเป็นทีÉขอ้มลู 

ลาํดบัดีเอน็เอทีÉกาํลงัศึกษาจะเกิดขึÊนจากแผนภูมิวิวฒันาการทีÉเป็นไปไดป้ระกอบกบัแบบจาํลองต่าง 

ๆ ของการเปลีÉยนแปลงเชิงวิวฒันาการ โครงสร้างของ tree ใด ทีÉทาํให้ความน่าจะเป็นดงักล่าว มี

ค่าสูงสุด ก็จะเป็น tree ทีÉเป็นไปไดม้ากทีÉสุด เรียก tree นีÊ ว่า Maximum likelihood tree ตวัอย่างของ

แบบจาํลอง ทางวิวฒันาการทีÉนิยมใชใ้นการทดสอบ ไดแ้ก่ แบบจาํลองพารามิเตอร์เดียวของ Jukes-

Cantor (JC) ซึÉ งจะให้นิวคลีโอไทด์ทัÊ งสีÉมีความถีÉในการเกิดวิวฒันาการเท่ากนั และแบบจาํลอง

พารามิเตอร์คู่ของ Kimura ทีÉใหอ้ตัราการเกิด transition ซึÉงเป็นการเปลีÉยนระหว่างหมู่ purine กบัหมู่ 

pyrimidine และอตัราการเกิด transversion ซึÉ งเป็นการเปลีÉยนแปลงภายในหมู่ purine กับหมู่ 

pyrimidine เองนัÊนเป็นอิสระต่อกนั 

 

2.  วิธี Maximum parsimony (MP) เป็นวิธีทีÉอาศยัขอ้กาํหนดทีÉว่า tree ทีÉถกูตอ้งนัÊน จะ 

เป็น tree ทีÉมธัยสัถที์Éสุด คือ จะอาศยัจาํนวนของการเปลีÉยนแปลงทางการกลายพนัธุน์อ้ยทีÉสุดในการ

อธิบายความแตกต่างทีÉพบไดจ้ากขอ้มูลลาํดบัดีเอ็นเอทีÉมีในลาํดบัแรกนัÊน ความยาวของ tree จาก

โครงสร้างทีÉเป็นไปไดแ้ต่ละแบบจะถูกประมาณขึÊนจากดีเอ็นเอตาํแหน่งทีÉให้ขอ้มูล (informative 

site) บนตารางแมตทริกซ ์tree ทีÉถกูเลือกใหเ้ป็น tree ทีÉมธัยสัถที์ÉสุดนัÊน จะมีจาํนวนของการแทนทีÉ

ของดีเอน็เอ (substitution) นอ้ยทีÉสุด จากนัÊนความยาวของกิÉง แต่ละกิÉงบนแผนภูมิจะถกูประมาณขึÊน 

และถกูจดัลงบนกิÉงของ tree ตามจาํนวนของการเปลีÉยนแปลงในแต่ละตาํแหน่ง 

 

การกาํหนดราก (rooting the tree) เป็นการกาํหนดทิศทางให้กบัสภาวะของลกัษณะ 

(character state) ของสมาชิกภายในกลุ่มทีÉศึกษา มกัใชสิ้ÉงมีชีวิตทีÉเป็นกลุ่มพีÉกลุ่มน้อง (sister group) 

กบักลุ่มสิÉงมีชีวิตทีÉกาํลงัศึกษา จาํนวนหนึÉ ง taxon หรือมากกว่า มาใส่เพิÉมเข้าไป เรียกว่าเป็น

สิÉงมีชีวิตนอกกลุ่ม (outgroup) เพืÉอทีÉจะเป็นกลุ่มเปรียบเทียบสาํหรับการกาํหนดรากทีÉเหมาะสม 

เมืÉอไดส้ายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการแลว้จะมีการประเมินระดบัความเชืÉอมั Éนต่อ tree ทีÉได ้

โดยใชว้ิธีทางสถิติมาช่วย ซึÉ งวิธีการทีÉนิยมใช้ คือ วิธี bootstrap ซึÉงเป็นวิธีทีÉอาศยัการทดลอง 

สบัเปลีÉยนค่าขอ้มลูโดยการแทนทีÉ กล่าวคือ จะเริÉมจากการสุ่มดึงเอาขอ้มลูลกัษณะบางอยา่งออกจาก 

ตารางแมต็ทิกซ ์แลว้ทาํใหแ้มต็ทิกซน์ัÊนมีขนาดเท่าเดิมโดยการเพิÉมจาํนวนซํÊ าของขอ้มลูลกัษณะ อืÉน 

ขึÊนมาแทนทีÉ จากนัÊนจึงคาํนวณสร้าง tree ขึÊนมา หลงัจากทีÉทาํการทดลองดงักล่าวไปหลาย ๆ รอบ 

แลว้ tree ทัÊ งหมดทีÉสร้างขึÊนมาใหม่นีÊ จะถูกนาํมาวิเคราะห์หาความมั ÉนใจทีÉกิÉง (branch) ต่าง ๆ บน 

tree จะเกิดขึÊน ออกมาในรูปของร้อยละ ถา้มีค่าใกล ้100 จะสามารถมั Éนใจไดว้่า branch ดงักล่าว 

หรือ เคลด (clade) บน branch นัÊน น่าจะเกิดขึÊนไดจ้ริงบนสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ 
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อุปกรณ์และวธีิการ 

 

1.  เชืÊอสาเหตุทีÉใช้ในการทดสอบ 

 

1.1  เชืÊอราโรคไหมปี้ 2553  

 

ตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหม ้M. oryzae ทีÉใชใ้นการทดลองครัÊ งนีÊ ไดรั้บการอนุเคราะห์จาก         

ดร.ธานี ศรีวงศช์ยั ภาควิชาพืชไร่นา มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ บางเขน ซึÉงไดท้าํการเก็บรวบรวม

ตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมข้องขา้วจากตน้ขา้วทีÉมีอาการของโรคใบไหม ้(ใบและคอรวง) ในบริเวณ

ภาคเหนือและภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย (ตารางทีÉ 3) 

 

1.2  เชืÊอราโรคไหมปี้ 2549 

 

ตวัอย่างเชืÊอราโรคไหม ้M. oryzae ปี 2549 มีการเก็บรวบรวมไวแ้ลว้ก่อนหน้านีÊ และ

เก็บรักษาไว้ทีÉ ธนาคารเชืÊ อพันธุ์จาก ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ 

BIOTEC Culture Collection (BCC) เพืÉอใช้เป็นสายพันธุ์ตัวแทนจากภาคเหนือและภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยเป็นเชืÊอก่อให้เกิดโรคใบไหมใ้นขา้วอย่างกวา้งขวาง 

(ตารางทีÉ 4) 

 

ตารางทีÉ 3  รายละเอียดตวัอยา่งเชืÊอราสาเหตุโรคไหมปี้ 2553 

 

    ลาํดบั รหสั สถานทีÉ สายพนัธุข์า้วทีÉเชืÊอเขา้ทาํลาย 
ส่วนของพืชทีÉ

เก็บตวัอยา่ง 

1.  BAG1.5 จ.พิษณุโลก KDML105 Leaf 

2.  BAG1.6 จ.พิษณุโลก KDML105 Leaf 

3.  BAG2.1 จ.อุบลราชธานี KDML105 Leaf 

4.  BAG2.2 จ.อุบลราชธานี KDML105 Leaf 

5.  BAG2.3 จ.อุบลราชธานี KDML105 Leaf 

6.  BAG4.4 อ.นํÊ าดาํ จ.พิษณุโลก KDML105 Neck 
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ตารางทีÉ 3 (ต่อ) 

  

    ลาํดบั รหสั สถานทีÉ สายพนัธุข์า้วทีÉเชืÊอเขา้ทาํลาย 
ส่วนของพืชทีÉ

เก็บตวัอยา่ง 

7.  BAG4.5 อ.นํÊ าดาํ จ.พิษณุโลก KDML105 Neck 

8.  BAG4.6 อ.นํÊ าดาํ จ.พิษณุโลก KDML105 Neck 

9.  BAG5.1 อ.เมือง จ.ขอนแก่น 1034N.110 Neck 

10.  BAG5.2 อ.เมือง จ.ขอนแก่น 1034N.110 Neck 

11.  BAG5.3 อ.เมือง จ.ขอนแก่น 1034N.110 Neck 

12.  BAG8.1 จ.อุบลราชธานี KDML105 Leaf 

13.  BAG8.2 จ.อุบลราชธานี KDML105 Leaf 

14.  BAG8.3 จ.อุบลราชธานี KDML105 Leaf 

15.  BAG10.1 อ.เมือง จ.หนองคาย กข6 Leaf 

16.  BAG10.2 อ.เมือง จ.หนองคาย กข6 Leaf 

17.  BAG11.1 อ.ท่าบ่อ จ.หนองคาย กข6 Leaf 

18.  BAG11.2 อ.ท่าบ่อ จ.หนองคาย กข6 Leaf 

19.  BAG12.3 อ.โพนพิสยั จ.หนองคาย กข6 Leaf 

20.  BAG13.1 อ.สงัคม จ.หนองคาย กข6 Leaf 

21.  BAG13.2 อ.สงัคม จ.หนองคาย กข6 Leaf 

22.  BAG14.2 อ.ศรีเชียงใหม่ จ.หนองคาย KDML105 Leaf 

23.  BAG14.3 อ.ศรีเชียงใหม่ จ.หนองคาย KDML105 Leaf 

24.  BAG15.1 อ.เมือง จ.อุดรธานี KDML105 Leaf 

25.  BAG15.2 อ.เมือง จ.อุดรธานี KDML105 Leaf 

26.  BAG16.1 อ.เพญ็ จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

27.  BAG17.1 อ.บา้นผอื จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

28.  BAG17.2 อ.บา้นผอื จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

29.  BAG18.1 อ.สร้างคอม จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

30.  BAG18.2 อ.สร้างคอม จ.อุดรธานี กข6 Leaf 
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ตารางทีÉ 3 (ต่อ) 

 

    ลาํดบั รหสั สถานทีÉ สายพนัธุข์า้วทีÉเชืÊอเขา้ทาํลาย 
ส่วนของพืชทีÉ

เก็บตวัอยา่ง 

31.  BAG19.1 อ.กุดจบั จ.อุดรธานี KDML105 Leaf 

32.  BAG19.2 อ.กุดจบั จ.อุดรธานี KDML105 Leaf 

33.  BAG20.2 อ.หนองหาน จ.อุดรธานี กข10 Leaf 

34.  BAG20.3 อ.หนองหาน จ.อุดรธานี กข10 Leaf 

35.  BAG21.1 อ.สว่างแดนดิน จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

36.  BAG21.2 อ.สว่างแดนดิน จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

37.  BAG22.1 อ.ทุ่งฝน จ.อุดรธานี กข10 Leaf 

38.  BAG22.2 อ.ทุ่งฝน จ.อุดรธานี กข10 Leaf 

39.  BAG23.2 อ.จตุรัส จ.ชยัภูมิ KDML105 Leaf 

40.  BAG24.1 อ.เมือง จ.ชยัภูมิ KDML105 Leaf 

41.  BAG25.1 อ.กุมภวาปี จ.อุดรธานี KDML105 Leaf 

42.  BAG25.2 อ.กุมภวาปี จ.อุดรธานี KDML105 Leaf 

43.  BAG26.1 อ.โซ่พิสยั จ.หนองคาย กข10 Leaf 

44.  BAG27.1 อ.สระใคร จ.หนองคาย กข10 Leaf 

45.  BAG27.2 อ.สระใคร จ.หนองคาย กข10 Leaf 

46.  BAG28.1 อ.บึงกาฬ จ.หนองคาย กข6 Leaf 

47.  BAG29.2 อ.พงัโคน จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

48.  BAG30.1 อ.บา้นม่วง จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

49.  BAG30.2 อ.บา้นม่วง จ.อุดรธานี กข6 Leaf 

50.  BAG33.2 อ.บึงโขงหลง จ. อุดรธานี กข6 Leaf 
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ตารางทีÉ 4  รายละเอียดตวัอยา่งเชืÊอราสาเหตุโรคไหมปี้ 2549 

 

    ลาํดบั รหสั สถานทีÉ สายพนัธุข์า้วทีÉเชืÊอเขา้ทาํลาย 
ส่วนของพืชทีÉ

เก็บตวัอยา่ง 

1.  10100 จ.สระแกว้ KDML105 - 

2.  10301 จ.ศรีสะเกษ KDML105 - 

3.  10302 จ.ศรีสะเกษ KDML105 - 

4.  10459 จ.ลาํปาง KDML105 - 

5.  10551 จ.นครราชศรีมา KDML105 - 

6.  10552 จ.นครราชศรีมา KDML105 - 

7.  10576 จ.กาฬสินธุ ์ KDML105 - 

8.  10577 จ.นครราชศรีมา KDML105 - 

9.  10578 จ.นครราชศรีมา KDML105 - 

10.  10581 จ.นครราชศรีมา KDML105 - 

11.  10652 จ.มหาสารคาม KDML105 - 

12.  10681 จ.ร้อยเอด็ KDML105 - 

13.  10694 จ.หนองคาย KDML105 - 

14.  10732 จ.กาํแพงเพชร KDML105 - 

15.  10760 จ.กาํแพงเพชร KDML105 - 

16.  10812 จ.เชียงราย KDML105 - 

17.  10837 จ.สุรินทร์ KDML105 - 

18.  10873 จ.แม่ฮ่องสอน KDML105 - 

19.  10926 จ.พะเยา KDML105 - 

20.  10927 จ.พะเยา KDML105 - 

21.  10941 จ.ลาํปาง KDML105 - 

22.  10945 จ.เชียงใหม่ KDML105 - 

23.  10971 จ.น่าน KDML105 - 

24.  10985 จ.ศรีสะเกษ KDML105 - 
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ตารางทีÉ 4 (ต่อ) 

 

    ลาํดบั รหสั สถานทีÉ สายพนัธุข์า้วทีÉเชืÊอเขา้ทาํลาย 
ส่วนของพืชทีÉ

เก็บตวัอยา่ง 

25.  10987 จ.ศรีสะเกษ KDML105 - 

26.  10993 จ.บุรีรัมย ์ KDML105 - 

27.  11108 จ.อุบลราชธานี KDML105 - 

28.  11109 จ.อุบลราชธานี KDML105 - 

 

2.  วสัดุอุปกรณ์และสารเคมใีนห้องปฏิบัตกิาร 

 

 2.1  อุปกรณ์และสารเคมีทีÉใชใ้นการเลีÊยงเชืÊอราโรคไหม ้

  2.1.1 โกร่งบดตวัอยา่ง 

  2.1.2  เครืÉองแกว้  

  2.1.3  หลอดพลาสติก (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตรและหลอดใส่สาร

ขนาด15 มิลลิลิตร และ 50 มิลลิลิตร  

  2.1.4  หลอดสาํหรับสงัเคราะห์ดีเอน็เอ (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร 

  2.1.5  ไมโครปิเปตตช์นิดปรับปริมาตรไดบ้ริษทั Biohit, Finland พร้อม Tip ขนาด 10, 

200 และ 1,000 ไมโครลิตร 

  2.1.6  เครืÉองชั Éงทศนิยม 4 ตาํแหน่ง 

  2.1.7  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  

  2.1.8  ตูอ้บปรับอุณหภูมิได ้(hotair oven)  

  2.1.9  เครืÉองเขยา่ (shaker)  

  2.1.10  เครืÉองหมุนเหวีÉยงความเร็วสูง (refrigerated centrifuge) 

  2.1.11  เครืÉองหมุนเหวีÉยงความเร็วตํÉา (microcentrifuge) 

   2.1.12  เครืÉอง Thermocycler สาํหรับ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

   2.1.13  ชุดเครืÉองมือ agarose gel electrophoresis 

  2.1.14  เครืÉองฉายแสง ultraviolet และเครืÉองภาพถ่าย (gel documentation)  

  2.1.15  Hotplate  
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  2.1.16  ตู ้Laminar flow  

  2.1.17  Vortex 

  2.1.18  หมอ้นึÉงความดนัสูง (autoclave)  

  2.1.19  ตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส 

  2.1.20  ตูแ้ช่ -20 องศาเซลเซียส 

  2.1.21  ตูแ้ช่ -80 องศาเซลเซียส 

  2.1.22  เครืÉองคอมพิวเตอร์ASUS F80S ทีÉเชืÉอมต่อกบัอินเตอร์เน็ท  

   2.1.23  เครืÉองพิมพเ์อกสาร 

  2.1.24  อุปกรณ์อืÉน ๆ 

 

2.2  สารเคมีทีÉใชใ้นการสกดัดีเอน็เอและกาํจดัสิÉงแปลกปลอมใน PCR product 

  2.2.1  ไนโตรเจนเหลว 

  2.2.2  CTAB buffer [2% CTAB (cethyltrimethyl ammonium bromide), 1.5 M Tris-

HCl pH 8.0, 30 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetate) pH 8.0 และ 2.1 M NaCl] 

  2.2.3  β-mercaptoethanol 

  2.2.4  10X CTAB buffer (10% CTAB, 0.7 M NaCl) 

  2.2.5  Chloroform:isoamylalcohol (24: 1) 

  2.2.6  TE buffer (10: 0.1 = 10 mM Tris: 0.1 mM EDTA) 

  2.2.7  Ethanol 70% และ 95 % 

  2.2.8  Enzyme RNase A 

  2.2.9  QIA quick PCR purification kit 

     

2.3  สารเคมีทีÉใชใ้นกระบวนการAgarose gel electrophoresis 

  2.3.1  Agarose 

  2.3.2  0.5X TBE buffer (Tris-borate EDTA pH 8.0) 

  2.3.3  Bromophenol blue 

  2.3.4  Xylene cyanol 

  2.3.5  แถบดีเอน็เอมาตรฐาน GeneRulerTM1 Kb DNA 

  2.3.6  แถบดีเอน็เอมาตรฐาน GeneRulerTMDNA ladder mix  
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2.4  โปรแกรมสาํหรับวิเคราะห์ขอ้มลู 

  2.4.1  Nucleotide blast (Basic Local Alignment Search Tool-nucleotide) จาก 

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ใชเ้พืÉอเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉตอ้งการศึกษา

กบัลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มลู GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

  2.4.2  Bioedit software เวอร์ชนั 7 (Hall, T.A. 1999) ใชเ้พืÉอเชืÉอมต่อลาํดบันิวคลีโอ

ไทดที์Éไดจ้ากการหาลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ต่ละครัÊ งจากชิÊนดีเอน็เอเดียวกนั (sequence assembly) โดย

ใชบ้ริเวณเชืÉอมต่อเป็นบริเวณทีÉเหลืÉอมกนัของผลทีÉไดแ้ต่ละครัÊ ง 

  2.4.3  ClustalW (Chenna et al., 2003) ใชเ้พืÉอการทาํ alignment ของลาํดบันิวคลีโอ

ไทดแ์ละสร้างไฟลที์Éจาํเป็นเพืÉอการวิเคราะห์ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ 

  2.4.4  DnaSP (DNA Sequence Polymorphism) version 5.0 (Rozas et al., 2003) ใชใ้น

การหาค่าทดสอบทางสถิติของขอ้มูล, การทดสอบ neutrality, ระบุจาํนวน haplotype, นับจาํนวน

และระบุตาํแหน่งทีÉมีการเปลีÉยนแปลงนิวคลีโอไทด ์(polymorphic site) 

  2.4.5  MEGA (Molecular Evolution Genetics Analysis) version 5 (Kumar et al., 

2008) ใชเ้พืÉอหาองค์ประกอบของลาํดบันิวคลีโอไทด์, ระยะห่างทางพนัธุกรรม, แบบจาํลองการ

แทนทีÉเบสทีÉเหมาะสมต่อข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์ และการสร้างสายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ 

Phylogenetic tree 

 

3.  การเตรียมตวัอย่างเชืÊอราสาเหตุโรคไหม้จากตวัอย่างข้าวทีÉมกีารอาการของโรคไหม้  

  

ขัÊนตอนการแยกเชืÊอแบบสปอร์เดีÉยว (single spore isolation) มีวิธีการดงันีÊ  (ภาพทีÉ 5) 

 

3.1  เก็บตวัอย่างใบขา้วพนัธุ์ต่าง ๆ ทีÉเป็นโรคไหมที้Éส่วนต่าง เช่น ใบ เมล็ด คอรวง จาก

สถานทีÉต่าง ๆโดยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มคือ เชืÊอราก่อโรคใบไหมที้Éเก็บรวบรวมไวใ้นปี พ.ศ. 2553 

โดยภาควิชาพืชไร่นา คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ บางเขน และเชืÊอราก่อโรคใบไหมที้É

เก็บรวบรวมไวใ้นปี พ.ศ. 2549 และมีการเก็บรักษาไวที้Éศนูยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ

แห่งชาติ (Biotec) 
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3.2  นําตัวอย่างทีÉได้มาตัดบริเวณทีÉเกิดแผลไหมเ้ป็นชิÊนขนาดประมาณ 5 เซนติเมตร 

จากนัÊนวางลงบนจานเลีÊยงเชืÊอทีÉรองพืÊนดว้ยกระดาษทิชชูทีÉชุ่มนํÊ าทิÊงไว ้24 ชั Éวโมง เพืÉอให้เชืÊอรามี

การสร้างโคนิเดีย 

 

3.3  นาํชิÊนส่วนใบขา้วในจานเลีÊยงเชืÊอมาส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ จากนัÊนใชแ้ท่งแกว้ปลาย

แหลมแตะโคนิเดียจากบริเวณทีÉเกิดโรคไหมม้าวางลงบนอาหารวุน้ ทีÉเตรียมไว ้

 

3.4  ใชแ้ท่งแกว้ปลายแหลมแยกเชืÊอใหไ้ดเ้ป็นโคโลนีเดีÉยว ๆ ประมาณ 20-30 โคนิเดียแลว้

ปิดฝาจานอาหารเลีÊยงเชืÊอ ทิÊงไวป้ระมาณ 24 ชั ÉวโมงทีÉอุณหภูมิ 25-28 ºC โคโลนีก็จะงอกและสร้าง

เสน้ใย 

3.5  นาํจานเลีÊยงเชืÊอจากขัÊนตอน 3.4 ส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ จากนัÊนใชล้วดปลายแหลมตดั

วุน้ทีÉโคโลนีงอกเสน้ใย วางลงในจานเลีÊยงเชืÊอบนอาหาร RFA (Rice Flour Agar) ทีÉอุณหภูมิ 25-28 

ºC เป็นเวลา 7-10 วนั เชืÊอจะสร้างเสน้ใยสีขาวขึÊน 

  

3.6  ใชมี้ดผา่ตดัตดัวุน้บริเวณทีÉสปอร์สร้างเสน้ใยในบริเวณทีÉอยูห่่างจากโคนิเดียอืÉน 

 

3.7  นาํส่วนทีÉไดจ้ากขัÊนตอน 3.6 วางบนอาหารเลีÊยงเชืÊอทีÉวางทบัดว้ยกระดาษกรองเป็น

เวลา 7-14 วนั เชืÊอจะสร้างเสน้ใยจนเต็มกระดาษกรอง 

 

3.8  ลอกกระดาษกรองทีÉมีเสน้ใยเชืÊอราวางในจานเลีÊยงเชืÊอทีÉอบฆ่าเชืÊอแลว้จากนัÊนใส่ไวใ้น

โถดูดความชืÊน (desicator) ทิÊงไว ้14 วนัเพืÉอใหก้ระดาษกรองแหง้สนิท 

 

3.9  ตดักระดาษกรองทีÉไดจ้ากขอ้ 3.8 ใหเ้ป็นชิÊนเลก็ ๆ บรรจุใส่ซองกระดาษไข เก็บรักษา

ไวที้Éอุณหภูมิ -20 ºC 
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ภาพทีÉ 5  ขัÊนตอนการแยกเชืÊอแบบสปอร์เดีÉยว 

 

4.  การเลีÊยงตวัอย่างเชืÊอราให้มกีารสร้างเส้นใย 

 

ขัÊนตอนการเลีÊยงเชืÊอราใหมี้การสร้างเสน้ใยมีวิธีการดงันีÊ  (ภาพทีÉ 6)  

 

4.1  นาํตวัอย่างเชืÊอราทีÉอยู่บนกระดาษกรองมาเลีÊยงบนอาหารเลีÊยงเชืÊอ RFA (rice flavor 

agar) ประมาณ 3-5 แผน่ต่อจานเลีÊยงเชืÊอ  

 

4.2  นาํจานเลีÊยงเชืÊอทีÉไดจ้ากขัÊนตอน 4.1 เก็บไวใ้นทีÉมืดภายใตอุ้ณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั

เชืÊอจะเจริญเติบโตและมีการสร้างเสน้ใยเชืÊอราทีÉมีสีขาว 

 

 



31 

 
 

4.3  ใชใ้บมีดเขีÉยเสน้ใยเชืÊอราเพืÉอนาํมาเลีÊยงต่อในอาหารเลีÊยงเชืÊอแบบเหลว PDB (Potato 

dextrose both) และเขยา่อยา่งต่อเนืÉองดว้ยเครืÉอง shaker ทีÉความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7-10 

วนัภายใตอุ้ณหภูมิ 28 ºC เพืÉอเพิÉมปริมาณเสน้ใยเชืÊอรา เสน้ใยเชืÊอราจะเจริญเป็นกอ้น คลา้ยกอ้นสาํลี

ภายในอาหารเหลว 

 

4.4  กรองเสน้ใยเชืÊอราทีÉไดจ้ากขอ้ทีÉ 4.3 ดว้ยกรวยกรองสุญญากาศ โดยใชก้ระดาษกรอง

เบอร์ 1 เป็นตวัรองรับเส้นใย หลงัจากนัÊนเก็บตวัอย่างทีÉไดไ้วที้Éตู ้-80 ºC เพืÉอป้องการการสูญเสีย

สภาพของดีเอน็เอ และเตรียมการสกดัดีเอน็เอต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 6  ขัÊนตอนการเลีÊยงเชืÊอราใหมี้การสร้างเสน้ใย 
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5.   การสกดัดีเอน็เอจากเส้นใยเชืÊอรา 

 

5.1  นาํเส้นใยเชืÊอราทีÉผ่านการกรองนาํมาบดให้ละเอียดในโกร่งโดยใชไ้นโตรเจนเหลว 

จากนัÊนนาํส่วนผงทีÉบดละเอียดใส่ในหลอดทดลอง ขนาด 2 mL เติม warm 2X CTAB extraction 

buffer [2 % (w/v) CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8.0), 100 mM Tris-HCl (pH 8.0) และ 

0.2 % β- mercaptoethanol ] ปริมาตร 700 µl และผสมใหเ้ขา้กนัอย่างดี จากนัÊนนาํมาบ่มทีÉอุณหภูมิ 

65ºC เป็นเวลา 1 ชั Éวโมง 

 

5.2  นาํหลอดทดลองวางให้เยน็ทีÉอุณหภูมิห้อง เติม chloroform:isoamylalcohol (24:1) 

ปริมาตร 840 µl ผสมเบา ๆ ใหเ้ขา้กนั จากนัÊนนาํไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 12000 rpm ทีÉอุณหภูมิ 

4 ºC นาน 30 นาที 

 

5.3  ดูดสารละลายส่วนใสใส่หลอดทดลองใหม่ เติม iso- propanol ทีÉแช่เยน็ปริมาตร 1 

volume ของสารละลายทีÉดูดได ้ผสมเบา ๆ ใหเ้ขา้กนันาํไปแช่เยน็ทีÉอุณหภูมิ 4 ºC นาน 20 นาที 

 

5.4  นาํหลอดทดลองไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็วรอบ 12,000 rpm ทีÉอุณหภูมิ 4 ºC นาน 20 

นาทีเทส่วนใสทิÊง และเก็บตะกอนดีเอน็เอไว ้

 

5.5  ลา้งตะกอนดีเอน็เอ ดว้ย 95 % ethanol 1 mL นาํหลอดทดลองไปปัÉนเหวีÉยงทีÉความเร็ว

รอบ 12,000 rpm ทีÉอุณหภูมิ 4 ºC นาน 10 นาทีเทส่วนใสทิÊง 

 

5.6  ลา้งตะกอนดีเอ็นเออีกครัÊ งดว้ย 70 % ethanol 1 mLนาํหลอดทดลองไปปัÉนเหวีÉยงทีÉ

ความเร็วรอบ 12,000 rpm ทีÉอุณหภูมิ 4 ºC นาน 10 นาทีเทส่วนใสทิÊง และตากดีเอน็เอใหแ้หง้ 

 

5.7  ละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ย สารละลาย TE buffer ปริมาณ 50 µl และกาํจดัอาร์เอ็นเอ 

โดยการเติม RNase A (10 mg/mL) 1 µL ต่อสารละลายดีเอน็เอ 100 µl บ่มทีÉ 37 ºC นาน 15 นาที  

 

5.8  นาํสารละลายดีเอน็เอไปตรวจสอบคุณภาพดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis และวดั

ปริมาณความเขม้ขน้ดีเอน็เอโดยใชเ้ครืÉอง Nano drop  

 



33 

 
 

6.  การออกแบบไพรเมอร์ 

 

ออกแบบไพรเมอร์ทีÉมีความจาํเพาะกบัยีนก่อโรค AVR gene (ตารางทีÉ 5) ให้สามารถเพิÉม

ปริมาณชิÊนส่วนดีเอ็นเอทีÉครอบคลุมทัÊ งบริเวณทีÉมีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน (coding region) 

(ภาพทีÉ 7) ไพรเมอร์ทีÉออกแบบควรมีความยาวประมาณ 18-25 นิวคลีโอไทด์ ตรวจสอบระดับ

อุณหภูมิทีÉเหมาะสมในการแยกดีเอน็เอเป็นสายเดีÉยวของไพรเมอร์ (Tm) ปริมาณของ G/C content ทีÉ

เหมาะสมการเกิดโครงสร้างทุติยภูมิ และการจบักนัเองของคู่ไพรเมอร์ ดว้ยโปรแกรม Fast PCR 

(Kalendar et al., 2009) 

 

ตารางทีÉ 5  ลาํดบันิวคลีโอไทดจ์าก 5’-3’ จาํนวนเบส อุณหภูมิหลอมละลาย (Tm) และขนาดของชิÊน 

                 ดีเอน็เอ 

 

ไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด ์
จาํนวน

เบส 
(Tm, OC) ขนาด (bp) 

AVR –Pita1 down-F CGCCTTTTATTGGTTTAATTCG 22 60 
1063 

AVR –Pita1 down-R CCTCCATTCCAACACTAACG 20 60 

AVR -Pita 1up-F AGTGGACCCTTGTCCGATC 19 53 
570 

AVR –Pita1 up-R CCGAAATCGCAACGGTGTG 19 55 

AVR-Pik-F ATTCAACTGCCACTCTGCAC 20 56 
534 

AVR-Pik-R TCAACCAAGCGTAAACCTCG 20 55 

AVR-Pii-F TTATGCAGGCCCAAATCCG 19 56 
534 

AVR-Pii-R TGAAATTCCCGCAATAGTCC 20 56 

AVR-Pia-F TCAGCATCGCTTTGCCCTC 19 58 
628 

AVR-Pia-R AAGCCTACCCTGGTTTCATCGTC 23 59 

AVR-Piz-t-F ATTCTCCAGCTTGGACATCG 20 55 
629 

AVR-Piz-t-R GGACCTAAGTCGCAAGCCT 19 57 

AVR1-CO39-F CCGCATTTTGCTAACCGCC 19 58 
910 

AVR1-CO39-R GTGATAATTGCACACACGGCTG 22 57 
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ภาพทีÉ 7  แสดงตาํแหน่งจบัของไพรเมอร์ทีÉใชใ้นการเพิÉมปริมาณดีเอน็เอในยนีก่อโรคต่าง ๆ  

 

 

 

 

 

ATG TAA 
AVR –Pita1 up-F AVR –Pita1 up-R 

AVR –Pita1 down-F AVR –Pita1 down-R 

1000bp 

1000bp 

AVR –Pita1 

500bp 

AVR –Pii 

ATG TAA 
AVR -Pii-F AVR -Pii-R 

500bp 

AVR –Pik 

ATG TAA 
AVR -Pik-F AVR -Pik-R 

500bp 

AVR –Pia 

ATG TAA 
AVR -Pia-F AVR -Pia-R 

500bp 

AVR –Piz-t 
ATG TAA 

AVR –Piz-t-F AVR –Piz-t-R 

500bp 

AVR 1–CO39 

ATG TAA 
AVR1-C039-F AVR -Pia-R 
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7.  การเพิÉมปริมาณดเีอน็เอเป้าหมายด้วยวธิี Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

 การเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายโดยเตรียมในหลอด PCR ปริมาตร 0.2 mL ใส่ดีเอ็นเอ

ตวัอยา่ง 50 ng ลงทีÉกน้หลอด โดยเคาะดว้ยฝ่ามือเบา ๆ นาํไปไวที้Éอุณหภูมิ 4 ºC จากนัÊนผสมส่วน 

ประกอบ (master mix) ใน eppendorf tube 1.5 mL ดงัตารางทีÉ 6 

 

ตารางทีÉ 6  องคป์ระกอบของ PCR 

 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) 

DNA template (50 ng/µL) 1.0 

10X buffer 2.0 

1 Mm dNTPs 2.0 

5 µM AVR primer-F+R 1.0 

1U TaqPolymerase 0.2 

d.H2O 13.8 

Total 20 

 

ผสมให้เข้ากัน แล้วจึงนําไปปัÉ นด้วยความเร็ว 1,200 รอบต่อนาที นาน 1 นาที จากนัÊ นเติม

ส่วนประกอบดงักล่าวปริมาตร 19 µL ลงในหลอดทาํปฏิกิริยาทีÉเตรียมไว ้เคาะดว้ยฝ่ามือเบา ๆ 

นาํไปปัÉนด้วยความเร็วรอบเท่าเดิม เป็นเวลา 1 นาที จากนัÊนนํามาทาํ PCR ดว้ยเครืÉ อง Thermal 

cycler (Bioer Technology, Hangzhou, China) โดยตัÊงโปรแกรมการทาํงานของเครืÉองดงันีÊ   

I.  94 ºC, 2 min  

  II. 94 ºC, 30 s  

    III. (Primer AVR gene), 30 s                                    35 รอบ 

    V 72 ºC, 1 min 

IV. 72 ºC, 5 min 

                และ VI 16 ºC;  Hold 
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8.  การตรวจสอบผลผลติ PCR ด้วยวธิ ีagarose gel electrophoresis 

 

เตรียมถาดสาํหรับเทเจลและหวีเสียบในชุดเตรียมเจลใหอ้ยูแ่นวระนาบ ชั Éงผง agarose gel 1 

กรัมลงใน 0.5X TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (1% agarose gel) หลอมเจลให้ละลายดว้ยเตา

ไมโครเวฟแลว้ค่อย ๆ เทลงบนถาดทีÉเตรียมไวใ้ห้หนาประมาณ 5 มิลลิเมตร ระวงัอย่าให้เกิด

ฟองอากาศ ตัÊ งทิÊงไวใ้ห้เจลแข็งตวั เติม 0.5X TBE buffer ให้ท่วมเจลดึงหวีเสียบออกจากเจลอย่าง

ระมดัระวงั ยกถาดเจลออกจากชุดเตรียมเจลเบา ๆ วางใน electrophoresis chamber ใชไ้มโครปิเปต

ดูดสียอ้ม (10X  loading dye) ผสมกบัดีเอ็นเอตวัอย่าง อตัราส่วน 4:1 หยอดลงตรงช่องเจล หยอด

สารละลายดีเอ็นเอความเข้มข้นมาตรฐาน (DNA Ladder) ทีÉทราบความเข้มข้นตามลาํดับเพืÉอ

เปรียบเทียบความเขม้ข้นกบัดีเอ็นเอทีÉตอ้งการทดสอบ โดยให้ดา้นทีÉมีหลุมอยู่ดา้นขัÊ วลบ โดยใช้

กระแสไฟ 125 โวลต์นาน 1 ชั Éวโมง ยอ้มแผ่นเจลดว้ย ethidium bromide (10 µL ใน 0.5X TBE 

buffer 100 mL) โดยไม่ใหถ้กูแสง ลา้งนํÊ ากลั Éน (de-stain) นาน 10 นาที นาํแผน่เจลตรวจดูแถบดีเอ็น

เอดว้ยเครืÉอง UV transilluminator อ่านค่าความเขม้ขน้และขนาดโดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอ

มาตรฐานและถ่ายภาพบนัทึกผลการทดลอง  

 

9.  การทํา PCR product ให้บริสุทธิÍ และการหาลาํดับเบส 

 

 สิÉงปนเปืÊ อนใน PCR product ซึÉงประกอบดว้ยเอนไซม ์DNA template, Taq polymerase 

dNTP, primer และ MgCl2 จะถูกกาํจดัเพืÉอให้ได ้PCR product ทีÉบริสุทธิÍ  (purification) โดยใช ้

QIAquick PCR purification Kit จากนัÊนส่งดีเอน็เอทีÉไดไ้ปหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์โดยใชคู้่ไพรเมอร์

เดียวกนัในกระบวนการ PCR ดว้ยวิธี automated sequencing ทีÉ MACROGEN Inc., (เกาหลีใต)้  

 

10.  การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการของยนีก่อโรคไหม้ AVR-gene  

  

10.1  การทาํ alignment ชิÊนดีเอน็เป้าหมาย AVR-gene (coding region) 

 

ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊงหมดของยนีก่อโรค AVR-gene ทีÉไดจ้ากการหาลาํดบันิวคลีโอ

ไทด์แต่ละครัÊ งจะถูกตรวจสอบความถูกต้องซํÊ าโดยการตรวจสอบกับลาํดับนิวคลีโอไทด์ใน

ฐานข้อมูล GenBank (http://www. ncbi.nlm.nih.gov) เพืÉอให้แน่ใจว่าเป็นลาํดับนิวคลีโอไทด์

เป้าหมายอยา่งแทจ้ริงโดยใชโ้ปรแกรม BLASTN (Basic Local Alignment SearchTool-Nucleotide) 
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(Altschul et al., 1990) จากนัÊนทาํการเชืÉอมต่อลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉไดจ้ากการหาลาํดบันิวคลีโอ

ไทด์จากแต่ละไพรเมอร์ เพืÉอสร้างลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉสมบูรณ์ของชิÊนดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยใช้

โปรแกรม BioEdit 7.0 (Hall, 1999) ทาํ multiple sequence alignment ดว้ยโปรแกรม ClustalW 

(Thomson et al., 1994 ) เพืÉอใหไ้ดผ้ลลพัธข์องไฟลใ์นรูปแบบต่าง ๆ (โดยเฉพาะ *.phy, *.fasta และ 

*.nxs) เพืÉอใชใ้นการวิเคราะห์ขอ้มลูในขัÊนต่อ ๆ ไป 

 

10.2  การวิเคราะห์องคป์ระกอบนิวคลีโอไทดข์องยนีก่อโรค 

 

 วิเคราะห์หาองค์ประกอบของเบสในยีนก่อโรคซึÉงประกอบไปดว้ย เบสไพริมิดีน 

ไดแ้ก่  ไซโตซีน (C) ไทมีน (T) และยรูาซิล (U) และเบสไพรีน ไดแ้ก่ อะดีนีน (A) กวานีน (G) การ

เกิดรูปแบบของการกลายพนัธุ์ ทัÊ งแบบ insertion/deletion และ base substitulation หาตาํแหน่งทีÉมี

ความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์ (polymorphic sites) จดัรูปแบบ haplotype ของลาํดบันิวคลี

โอไทดที์Éมีความแตกต่างกนั ปริมาณการกลายพนัธุแ์บบการแทนทีÉเบสอนัประกอบดว้ยจาํนวนการ

กลายพนัธุ์แบบ transition (TS) การกลายพนัธุ์แบบ transversion (TV) การกลายพนัธุ์ทัÊ งหมด 

(TS+TV) และสดัส่วนการกลายพนัธุแ์บบ TS ต่อ TV (TS/TV) จะคาํนวณดว้ยโปรแกรม MEGA 5 

(Kumar et al., 2008)  

 

10.3  การทดสอบสมดุลของประชากร (Neutrality test) 

 

 คาํนวณหาค่าเฉลีÉยความแตกต่างของนิวคลีโอไทดใ์นแต่ละตาํแหน่งระหว่างลาํดบันิ

วคลีโอไทด ์() (Nei 1987) ค่าความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ของบริเวณทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลง

จากลาํดบันิวคลีโอไทด์ทัÊ งหมด () (Watterson, 1975) การหาอตัราส่วนของค่า Ka/Ks ratio [the 

ratio of the number of non-synonymous substitutions per non-synonymous site (Ka) to the number 

of synonymous substitutions per synonymous site (Ks)] เพืÉอทดสอบกระบวนการคัดเลือก 

(selection) ตามธรรมชาติ กรณีทีÉไม่มีภาวะการณ์คัดเลือก (Neutral evolution) ค่าอตัราส่วนจะ

เท่ากบั 1 คือ Ka=Ksถา้มีค่า >1 อาจเกิดจากการคดัเลือกแบบ positive Darwinian selection หากไดค่้า 

<1 อาจเกิดจากการคดัเลือกแบบ purifying (stabilizing) selection และทดสอบสมดุลของประชากร 

(Neutrality test) ดว้ยการทดสอบทางสถิติ ประกอบไปดว้ย Tajima’D test (Tajima, 1989), Fu and 

Li’D test (Fu and Li, 1993) และ Fu and Li’s F test (Fu and Li, 1993) ดว้ยโปรแกรม DnaSP 

เวอร์ชนั 5.0 
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10.4  การหาแบบจาํลองการแทนทีÉเบส (nucleotide substitution) ทีÉเหมาะสม 

 

แบบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉเหมาะสมเพืÉอใชใ้นการคาํนวณระยะห่างทางพนัธุกรรม

และการสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิธี maximum likelihood ใชก้ารวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 

MEGA 5  (Kumar et al., 2008) ซึÉงแบบจาํลองเหล่านีÊ มีจุดประสงคเ์พืÉอป้องกนัการประเมินจาํนวน

การแทนทีÉเบสทีÉนอ้ยกว่าความเป็นจริง (Nei and Kumar, 2000) โดยแบบจาํลองการแทนทีÉเบสจะมี

ขอ้กาํหนดเกีÉยวกบัค่าทางสถิติทีÉ เกีÉยวข้อง เช่น ความถีÉของเบสแต่ละชนิด (base frequency; π) 

ตาํแหน่งทีÉไม่มีการเปลีÉยนแปลงของนิวคลีโอไทด ์(invariable site; I) อตัราการแทนทีÉระหว่างนิวคลี

โอไทดแ์ต่ละชนิด (substitution rate among nucleotide; Φ) และความแตกต่างของอตัราการแทนทีÉ

เบสระหว่างเบสทีÉมีตาํแหน่งแตกต่างกนัในลาํดบันิวคลีโอไทด ์(rate heterogeneity; Γ) (Posada and 

Buckley, 2004)  

 

10.5  การหาระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) 

 

การคาํนวณระยะห่างทางพนัธุกรรม เป็นการคาํนวณความแตกต่างระหว่างลาํดับ      

นิวคลีโอไทดข์องสิÉงมีชีวิตทีÉศึกษา โดยใชข้อ้มลูการแทนทีÉเบสทีÉไดจ้ากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลี

โอไทดข์องสิÉงมีชีวิตตวัอยา่ง ในการศึกษาครัÊ งนีÊ จะคาํนวณระยะห่างทางพนัธุกรรมของยีนก่อโรค

แต่ละยีนดว้ยวิธี pairwise distance ซึÉงเป็นการเปรียบเทียบความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยีนก่อโรคในแต่ละตวัอย่างของเชืÊอราโรคไหมที้Éทดสอบเป็นคู่หารดว้ยจาํนวนเบสบนลาํดับ    

นิวคลีโอไทดที์Éเปรียบเทียบ ตามสมการทีÉพฒันาโดย Nei and Li (1979) ซึÉงจะคาํนวณค่าเฉลีÉยความ

แตกต่างของ นิวคลีโอไทด์ในแต่ละตาํแหน่งระหว่างลาํดบันิวคลีโอไทด์ (sequence) ทัÊ งสอง ทีÉ

เรียกว่า nucleotide diversity โดยระยะห่างทางพนัธุกรรมระหว่างลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีนก่อโรคแต่

ละคู่ (pairwise distance) จะใช้ในการสร้าง phylogenetic tree ของยีนก่อโรคโดยมีสมการการ

คาํนวณดงันีÊ  

π=Σxixjπij 

xi คือความถีÉของชนิดของเบสบน sequence ใด ๆ ในแถว i และคอลมัน ์j 

xj คือความถีÉของชนิดของเบสบน sequence ใด ๆ ในแถว i และคอลมัน ์j 

π ij คือจาํนวนความแตกต่างของนิวคลีโอไทดใ์นแต่ละตาํแหน่งระหว่างคู ่sequence ทีÉอยู ่

ในแถว i และคอลมัน ์j 
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10.6  การสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree) 

 

10.6.1  การสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการดว้ยวิธี Neighbor-joining (NJ) 

 

สร้างสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการด้วยวิธี NJ โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 5 

(Tamura et al., 2011) ประเมินความเชืÉอมั Éนของ tree ทีÉไดด้ว้ยการทดสอบ bootstrap จาํนวน 1,000 

ซํÊ าแลว้สร้าง consensus tree ดว้ยวิธี 50% majority rule ซึÉงจะแสดง branch ใด ๆ ใน consensus tree 

ก็ต่อเมืÉอ branch นัÊนปรากฏใน tree ทีÉไดจ้ากการทดสอบ bootstrap มากกว่าครึÉ งหนึÉ งของ tree 

ทัÊงหมด 

 

10.6.2  การสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการดว้ยวิธี Maximum parsimony (MP) 

 

                                  สร้างสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการด้วยวิธี MP โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 5 

(Tamura et al., 2011) กาํหนดให้หาสัณฐาน (topology) ทีÉดีทีÉสุดโดย Close-Neighbor-Interchange 

(CNI) ใชข้อ้มูลเฉพาะ parsimony informative site กาํหนดให้ตาํแหน่ง gap เป็นขอ้มูลสูญหาย 

(missing data) สร้างprovisional MP tree ดว้ยวิธี Stepwise addition algorithm โดยให้ลาํดบัการใช้

ข้อมูลเป็นไปโดยสุ่มการทํา branch swapping ใช้วิธี tree-bisection-reconnection (TBR) 

rearrangement ไม่กาํหนดจาํนวนสูงสุดของสณัฐานทีÉทดสอบและทดสอบความเชืÉอมั Éนของ tree ทีÉ

ไดด้ว้ย bootstrap จาํนวน1,000 ซํÊ าโดยใหสุ่้มดึงขอ้มลูและเพิÉมจาํนวนซํÊ าของขอ้มลูทุก  ๆ10 รอบ 

 

10.6.3  การสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการดว้ยวิธี Maximum likelihood (ML) 

 

สร้างสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการดว้ยวิธี ML โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 5 

(Tamura et al., 2011) ใชแ้บบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉเหมาะสม ให้โปรแกรมคาํนวณความถีÉของ    

นิวคลีโอไทด์จากขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉมีอยู่กาํหนดให้ substitution rate categories เท่ากบั 4 

และทดสอบความเชืÉอมั Éนของ tree ดว้ย bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า 
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ผลและวจิารณ์ 

 

1.  การสืบค้นข้อมูลยนีก่อโรค AVR Gene ทีÉมผีลเกีÉยวข้องกบัการทําให้เกดิโรคไหม้ 

 

การสืบคน้หาขอ้มลูของยนีก่อโรค AVR gene จากฐานขอ้มลู http://www.broadinstitute.org 

/annotation/genome/magnaporthe_grisea/MultiHome.html พบว่ายีนก่อโรคของเชืÊอราโรคไหม ้

Magnaporthe oryzae ทีÉมีการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนและมีปฏิสัมพนัธ์กบัยีนตา้นทาน 

(resistance gene) ในขา้ว ประกอบไปดว้ยยีน AVR-Pita AVR1-CO39 AVR-Pizt AVR-Pia AVR-Pii 

และAVR-Pik/Pikm/Pikp ดังข้อมูลทีÉแสดงในตารางทีÉ 7 โดยข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์ทีÉได้จะ

นาํมาใชใ้นการออกแบบไพรเมอร์เพืÉอใชใ้นการเพิÉมปริมาณดีเอน็เอดว้ยวิธี PCR ต่อไป 

 

ตารางทีÉ 7  ยนีก่อโรคและยนีตา้นทานโรคไหมที้Éมีปฏิสมัพนัธก์นัและก่อใหเ้กิดความตา้นทาน 

  

Magnaporthe oryzae (AVR-gene) Oryza sativa (R-gene) 

Name  Reference Name  Reference 

AVR-Pita1  Orbach et al., 2000 Pita  
Bryan et al. 2000 

Jia et al., 2000 

AVR1-CO39  Farman et al., 2002 Pi-CO39  Chauhan et al., 2002 

AVR-Pizt  Li et al., 2009 Pizt  Zhou et al., 2006 

AVR-Pia  
Miki et al., 2009 

Yoshida et al., 2009 
Pia  Okuyama et al., 2011 

AVR-Pii  Yoshida et al., 2009 Pii  Lee et al., 2009 

AVR-Pik/Pikm/Pikp  Yoshida et al., 2009 Pikm  
Ashikawa et al., 2008 

Costanzo and Jia 2010 
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2.  การสกดัดีเอน็เอ 

 

ผลการสกดัดีเอน็เอ (ภาพทีÉ 8) จากเสน้ใยของเชืÊอราโรคไหมที้ÉเลีÊยงในอาหารเหลว PDB  

โดยเป็นตวัอยา่งทีÉรวบรวมมาจากปี 2549 และปี 2553 จาํนวน 78 ตวัอยา่ง ดว้ยวิธี CTAB extraction 

เมืÉอนาํสารละลายดีเอน็เอทีÉไดไ้ปตรวจสอบดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis พบว่าปรากฏแถบดี

เอน็เอทีÉสกดัได ้ 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

\ 

 

ภาพทีÉ 8  ผลการสกดัดีเอน็จากเสน้ใยเชืÊอราโรคไหมที้Éรวบรวบมาจากปี 2549 โดย M คือแถบดีเอน็ 

เอมาตรฐานและลาํดบัตวัอยา่ง 1-28 ตามตารางทีÉ 4 
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10 kb 
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ภาพทีÉ 9  ผลการสกดัดีเอน็จากเสน้ใยเชืÊอราโรคไหมที้Éรวบรวมมาจากปี 2553 โดย M คือแถบดีเอน็ 

เอมาตรฐานและลาํดบัตวัอยา่ง 1-50 ตามตารางทีÉ 3 

 

 

 

                    M   1     2     3    4    5    6     7    8    9    10  11   12  13  14   15   M 

                       M  16  17  18   19  20   21  22  23  24  25  26  27  28   29  30   M 

           M  31  32   33  34  35   36  37  38   39  40  41  42   43  44  45   M 

              M   46  47  48  49   50     

250 bp 

10 kb 

1 kb 

250 bp 

10 kb 

1 kb 

250 bp 

10 kb 

1 kb 

250 bp 

10 kb 

1 kb 
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3.  การเพิÉมปริมาณดเีอน็เอด้วยวธิี PCR 

 

3.1  การเพิÉมปริมาณดีเอน็เอดว้ยไพรเมอร์ทีÉจาํเพาะกบัดีเอน็เอเชืÊอราโรคไหม ้(IDM) 

 

 เมืÉอเพิÉมปริมาณดีเอน็เอดว้ยไพรเมอร์ทีÉจาํเพาะกบัดีเอน็เอของเชืÊอราโรคไหมเ้พืÉอใชใ้น

การตรวจสอบคุณภาพในการเพิÉมปริมาณดว้ยวิธี PCR และเพืÉอเป็นการตรวจสอบความถูกตอ้งของ   

ดีเอน็เอทีÉสกดัไดว้่าเป็นดีเอน็เอของเชืÊอราโรคไหม ้Magnaporthe oryzae โดยใชไ้พรเมอร์ IDM (5’-

GACCTATGCAATCACCAC-3’) และ (5’-CGTACTCGAGTGTAATCTCG-3’) พบว่าสามารถ

เพิÉมปริมาณชิÊนดีเอน็เอไดโ้ดยมีขนาดประมาณ 600 คู่เบส และสามารถเพิÉมปริมาณชิÊนดีเอน็เอไดทุ้ก

ตวัอยา่ง 

 

3.2  การเพิÉมปริมาณดีเอน็เอยนีก่อโรค AVR-Pita1 

   

 เมืÉอเพิÉมปริมาณดีเอน็เอบริเวณยนีก่อโรค AVR-Pita1 โดยใชไ้พรเมอร์ 2 คู่ คือ  

AVR-Pita1 Up F (5’AGTGGACCCTTGTCCGATC 3’) AVR-Pita1 Up R (5’CCGAAATCGCA 

ACGGTGTG 3’) AVR-Pita1 down F (5’CGCCTTTTATTGGTTTAATTCG3’) และ AVR-Pita1 

down R (5’CCT CCATTCCAACACTAACG 3’) พบว่าสามารถเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอยีนก่อโรค 

AVR-Pita1 ได ้โดยมีขนาดประมาณ 570 และ 1,063 คู่เบส ตามลาํดบั จากขัÊนตอนการออกแบบไพร

เมอร์ ไดอ้อกแบบไพรเมอร์ใหเ้พิÉมปริมาณชิÊนดีเอน็เอทีÉมีลาํดบันิวคลีโอไทดซ์อ้นเลืÉอมกนั (overlap) 

หลงัจากการตรวจหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องผลผลิต PCR (sequencing) สามารถรวมลาํดบันิวคลีโอ

ไทด์ (sequence assembly) ทีÉไดจ้ากไพรเมอร์ทัÊ งสองคู่ จากนัÊนกาํจดัลาํดบันิวคลีโอไทด์ส่วนเกิน

ออกจากลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊงหมดทีÉหามาได ้ทาํให้ไดล้าํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉสมบูรณ์ทีÉครอบคลุม

ตัÊ งแต่ตาํแหน่งเริÉ มต้น (start codon) จนถึงตาํแหน่งสิÊนสุดของยีน (stop codon) เพืÉอใช้ในการ

วิเคราะห์ขอ้มูลต่อไป จากตัวอย่างดีเอ็นเอเชืÊอราโรคไหมท้ัÊ งหมดมี 30 ตวัอย่างทีÉสามารถเพิÉม

ปริมาณดีเอน็เอดว้ยไพรเมอร์ทัÊงสองคู่ได ้ 
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3.3  การเพิÉมปริมาณดีเอน็เอยนีก่อโรค AVR-Pik 

 

 เมืÉ อ เพิÉ มปริมาณดี เอ็นเอยีน ก่อโรค AVR-Pik โดยใช้ไพรเมอร์  AVR-Pik-F        

(5’ATTCAACTGCCACTCTGCAC 3’) และ AVR-Pik-R (5’TCAACCAAGCGTAAACCTCG 

3’) พบว่าสามารถเพิÉมปริมาณดีเอน็เอยนี AVR-Pikh ไดโ้ดยมีขนาดประมาณ 500 คู่เบส โดยสามารถ

เพิÉมปริมาณชิÊนดีเอ็นเอของยีนดงักล่าวไดท้ัÊ งหมด 53 ตวัอย่าง ซึÉงครอบคลุมลาํดบันิวคลีโอไทด์

ตัÊ งแต่ตาํแหน่งเริÉ มต้น (start codon) จนถึงตาํแหน่งสิÊนสุด (stop codon) ของยีน เพืÉอใช้ในการ

วิเคราะห์ขอ้มลูต่อไป 

 

3.4  การเพิÉมปริมาณดีเอน็เอยนีก่อโรค AVR-Pii 

  

 เมืÉอเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอยีนก่อโรค AVR-Pii โดยใชไ้พรเมอร์ AVR-Pii-F (5’ TTA 

TGCAGGCCCAAATCCG 3’) และ AVR-Pii-R (5’ TGAAATTCCCGCAATAGTCC 3’) พบว่า

สามารถเพิÉมปริมาณดีเอ็นเอยีน AVR-Pii ได ้โดยมีขนาดประมาณ 500 คู่เบส โดยสามารถเพิÉม

ปริมาณชิÊนดีเอน็เอของยีนดงักล่าวไดท้ัÊ งหมด 41 ตวัอย่าง ซึÉงครอบคลุมลาํดบันิวคลีโอไทด์ตัÊ งแต่

ตาํแหน่งเริÉ มตน้ (start codon) จนถึงตาํแหน่งสิÊนสุด (stop codon) ของยีน เพืÉอใชใ้นการวิเคราะห์

ขอ้มลูต่อไป 

 

3.5  ยนีก่อโรคทีÉไม่สามารถเพิÉมปริมาณดว้ยวิธี PCR  

 

  เมืÉอพยายามเพิÉมปริมาณชิÊนดีเอ็นเอของยีน AVR1-CO39, AVR-Piz-t และ AVR-Pia 

ดว้ยไพรเมอร์ทีÉแสดงไวใ้นตารางทีÉ 5 พบว่าไม่สามารถเพิÉมปริมาณชิÊนดีเอ็นเอของทัÊ งสามยีนได ้

ถึงแมจ้ะปรับปรุงความเขม้ขน้ของส่วนประกอบต่าง ๆ ในปฏิกิริยา PCR แลว้ ไดแ้ก่ เพิÉมความ

เขม้ขน้ของ MgCl2 ไพรเมอร์ ปริมาณของดีเอ็นเอตน้แบบ และชนิดของเอนไซม ์Taq polymerase 

รวมถึงปรับเปลีÉยนอุณหภูมิทีÉใชใ้นระยะ denaturing annealing และ extension แลว้ 
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4. การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ยนีก่อโรค AVR-Pita1 

 

4.1  การวิเคราะห์องคป์ระกอบนิวคลีโอไทดย์นีก่อโรค AVR-Pita1 

 

เมืÉอพิจารณาลาํดับนิวคลีโอไทด์และแกไ้ขลาํดบันิวคลีโอไทด์ของแต่ละตวัอย่าง ทีÉ

พบว่ามีนิวคลีโอไทดผ์ดิพลาดแลว้ จากนัÊนนาํลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยนี AVR-Pita1 ทีÉไดจ้ากเชืÊอ

ราโรคไหมท้ัÊง 30 ตวัอยา่งไปเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ในฐานขอ้มูล GenBank พบว่ายีน 

AVR-Pita1 มีความเหมือนกนัในลาํดบันิวคลิโอไทด์ (identity) ทีÉ 93-100 % จากนัÊนใชล้าํดบันิวคลี

โอไทด์ทัÊ ง 885 ตาํแหน่งในการวิเคราะห์องค์ประกอบของนิวคลีโอไทด์ดว้ยโปรแกรม MEGA 5 

พบว่า ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยนี AVR-Pita1 ของเชืÊอราโรคไหม ้M. oryzae มีองค์ประกอบของ

นิวคลีโอไทด ์A=34.4% T=31.6% C=16.9% และ G=17.1% แสดงใหเ้ห็นว่าในลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยนี AVR-Pita1 มีลกัษณะเป็น A+T bias คือพบนิวคลีโอไทด์ A มากทีÉสุดประมาณ 34.4% และ

พบนิวคลีโอไทด์ T ประมาณ 31.6%, นิวคลีโอไทด์ C ประมาณ 16.9% และ นิวคลีโอไทด์ G 

ประมาณ 17%  



 
 

 
 

 

ภาพทีÉ 10   ผลการ alignment ลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pita1โดยอา้งอิงจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pita1 จากเชืÊอราโรคไหม ้isolate O-137 

                Sample                                         Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                       5          15         25         35         45         55         65 

O-137 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATT--- ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGGC CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
2.3 AVR-Pita           ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGGG CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
13.2 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGGC CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
16.1 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
16.2 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CG-TTTCGGC CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
17.2 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATGCATTGTT ATTTTCTTTT CACACCGTTG CCGTTCCGGG CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
19.2 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CCAATTCGGA CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
20.2 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGGTTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
21.2 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
22.1 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG C-GTTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
23.2 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG C-GTTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
24.1 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
25.1 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
32.1 AVR-Pita          ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CCATTTCGGA CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10100 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGGC CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10301 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10302 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10459 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG C-GTTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10551 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG C-GTTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10581 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CG-TTTC-G- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10732 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CG-TTTCGGC CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10760 AVR-Pita         ATGCTCTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGCTG CG-TTTCGGC CTTCACCAAC ATAAGCACCT 
10812 AVR-Pita         ATGAT-CTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACTGTCC CC-TTTCTG- CTCCACCAAC AATGGCACCT 
10837 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10941 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTATT ATTTT-TTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10945 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATT--- ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10971 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10985 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
10993 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
11108 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGGC CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
11109 AVR-Pita         ATGCTTTTTT ATTCATTGTT ATTTTTTTTT CACACCGTTG CGATTTCGG- CTTCACCAAC ATTGGCACCT 
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                Sample                                         Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                      75         85         95        105        115        125        135 

O-137 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
2.3 AVR-Pita           TTTCACGCCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
13.2 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
16.1 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
16.2 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
17.2 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
19.2 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
20.2 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
21.2 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
22.1 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
23.2 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
24.1 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
25.1 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
32.1 AVR-Pita          TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10100 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10301 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10302 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10459 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10551 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10581 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10732 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10760 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10812 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10837 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10941 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10945 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10971 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10985 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
10993 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
11108 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
11109 AVR-Pita         TTTCACACCC AGTTTACGAT TACAATCCAA TTCCAAACCA TATCCACGGA GATTTAAAAA GGCGGGCTTA 
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                Sample                                         Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      145        155        165        175        185        195        205                 

O-137 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
2.3 AVR-Pita           TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
13.2 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
16.1 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAAAT  
16.2 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
17.2 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
19.2 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
20.2 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
21.2 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
22.1 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
23.2 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
24.1 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
25.1 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
32.1 AVR-Pita          TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10100 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10301 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10302 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10459 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10551 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10581 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10732 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10760 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10812 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10837 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10941 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10945 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10971 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10985 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
10993 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
11108 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
11109 AVR-Pita         TATTGAACGC TATTCCCAAT GTTCAGATTC GCAGGCCTCC GAAATTCGTG CCGCGCTAAA AAGGTAAATT  
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                Sample                                         Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      215        225        235        245        255        265        275                 

O-137 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
2.3 AVR-Pita           GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
13.2 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
16.1 AVR-Pita          GAAATCTTTT AAAACAAAAT TGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
16.2 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
17.2 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
19.2 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
20.2 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
21.2 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
22.1 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
23.2 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
24.1 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
25.1 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
32.1 AVR-Pita          GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10100 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10301 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10302 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10459 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10551 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10581 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10732 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10760 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10812 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10837 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10941 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10945 AVR-Pita         GAAACTCATT AAAACAAATT CAGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10971 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10985 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
10993 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
11108 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
11109 AVR-Pita         GAAACTCTTT AAAACAAATT CGGAAAACAA TGTTAAATAT TTTGTTTAGT TGTGCCGAGC TCGCCTCGTG  
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                Sample                                         Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      285        295        305        315        325        335        345                 

O-137 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
2.3 AVR-Pita           GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
13.2 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
16.1 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
16.2 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
17.2 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
19.2 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
20.2 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
21.2 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
22.1 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
23.2 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
24.1 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
25.1 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCAGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
32.1 AVR-Pita          GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10100 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10301 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10302 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10459 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10551 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10581 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10732 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10760 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10812 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10837 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10941 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10945 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10971 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10985 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
10993 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
11108 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
11109 AVR-Pita         GGGCTATCAC GCCGTTAAAA ATGACAATCG GTTATTTAGA TTAATCTTTA AAACTGACAG CACAGATATT  
Clustal Consensus      ********** ** ******* ********** ********** ********** ********** ********** 

 

ภาพทีÉ 10  (ต่อ) 

50 



 
 

 
 

                Sample                                         Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      355        365        375        385        395        405        415                 

O-137 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
2.3 AVR-Pita           CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
13.2 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
16.1 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
16.2 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
17.2 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
19.2 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
20.2 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
21.2 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
22.1 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
23.2 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
24.1 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
25.1 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
32.1 AVR-Pita          CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10100 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10301 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10302 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10459 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10551 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10581 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10732 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10760 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10812 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10837 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10941 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10945 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10971 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10985 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
10993 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
11108 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
11109 AVR-Pita         CAAAACTGGG TTCAAAAGAA TTTTAACGAA ATTTACAAGG AATGTAACAG GGACGCGGAC GAAATTTCTC  
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      425        435        445        455        465        475        485                 

O-137 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
2.3 AVR-Pita           TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
13.2 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
16.1 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
16.2 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
17.2 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
19.2 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
20.2 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
21.2 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
22.1 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
23.2 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
24.1 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
25.1 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
32.1 AVR-Pita          TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10100 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10301 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10302 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10459 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10551 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10581 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10732 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10760 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10812 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10837 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10941 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10945 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10971 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10985 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
10993 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
11108 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
11109 AVR-Pita         TAACCTGCCA CGATAAAAAT GTTTATACGT GCGTCCGAGA AGGAGTTCAT AATTTGGCGT ATGCACTTAT  
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      495        505        515        525        535        545        555                 

O-137 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
2.3 AVR-Pita           TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
13.2 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
16.1 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
16.2 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
17.2 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
19.2 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
20.2 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
21.2 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
22.1 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
23.2 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
24.1 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
25.1 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
32.1 AVR-Pita          TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10100 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10301 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10302 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10459 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCG TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10551 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10581 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10732 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10760 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10812 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10837 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10941 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10945 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10971 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10985 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
10993 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
11108 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
11109 AVR-Pita         TAACGAAAAA GAAATTGTTA TATGCCCTCC TTTCTTCAAC AACCCCGTAA ACAGCAGGGA AATTACTGCC  
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                      565        575        585        595        605        615        625                 

O-137 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
2.3 AVR-Pita           GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
13.2 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
16.1 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
16.2 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
17.2 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
19.2 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
20.2 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
21.2 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
22.1 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
23.2 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
24.1 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
25.1 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
32.1 AVR-Pita          GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10100 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10301 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10302 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10459 AVR-Pita         GTTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10551 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10581 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10732 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10760 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10812 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10837 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10941 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10945 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGAATA TAATTTAAAG TAAATTTGCT TTT-ACAAAT  
10971 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10985 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
10993 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
11108 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
11109 AVR-Pita         GGTAACCAAG ATACAGTTAT ATTACATGAA ATGGTGCATA TAATTTTAAG TAAGTTTGCT TTT-ACAAAT  
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                      ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                     705        715        725        735        745        755        765 

O-137 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTA CGAATGGGAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
2.3 AVR-Pita           GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTCAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
13.2 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
16.1 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
16.2 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA AATTGCTGAA 
17.2 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
19.2 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
20.2 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
21.2 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
22.1 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
23.2 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
24.1 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GTGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
25.1 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
32.1 AVR-Pita          GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA ATTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10100 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTA CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10301 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTA CGAATGGGAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10302 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10459 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTA CGAATGGGAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10551 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10581 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10732 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10760 AVR-Pita         GAGTGGAGAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10812 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10837 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10941 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10945 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10971 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10985 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTG CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
10993 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTA CGAATGGGAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
11108 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTA CGAATGGCAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
11109 AVR-Pita         GAGTGGAAAG ATTATGGTTA CGAATGGGAT GGGATTCACA AGTAAGTTGT CGAAAAACAA ATTTGCTGAA 
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                      775        785        795        805        815        825        835 

O-137 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
2.3 AVR-Pita           TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTCATTAAT ATTAGGATTG GATAGTACAG AAAGTATTCA AAACCCCGAC 
13.2 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
16.1 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
16.2 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
17.2 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
19.2 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
20.2 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
21.2 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
22.1 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
23.2 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
24.1 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATACAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AATGTATTAA AAACCCCGAC 
25.1 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
32.1 AVR-Pita          TGTTGTTTAT GTTGATCAAT TCTAATTAAT GTTAAGTTTT TATGGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10100 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10301 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10302 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10459 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10551 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10581 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10732 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10760 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10812 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10837 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10941 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10945 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10971 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10985 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
10993 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
11108 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
11109 AVR-Pita         TGTTGTTTAT GTTGATAAAT TCTAATTAAT ATTAAGATTG GATAGTACAG AAAGTATTAA AAACCCCGAC 
Clustal Consensus      ********** ******  ** *** ******  *** * **   ** ****** ** ***** * ********** 
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                             Sample                             Nucleotide position 

                      ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....| 
                          845        855        865        875        885        
O-137 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
2.3 AVR-Pita           AGTTATGTTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
13.2 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTT-GCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
16.1 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTTG----- ---------- ---------- ----- 
16.2 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAA-TATT GTTAA 
17.2 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAA--ATT GTTAA 
19.2 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAA-TATT GTTAA 
20.2 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTT-GCACA ATGTGCACGT TATAA--ATT GTTAA 
21.2 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTCTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
22.1 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
23.2 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAA-TATT GTTAA 
24.1 AVR-Pita          AGT-ATGCTT GGATAGTACA GAATGT--AT TA-AAACCCC GACAG 
25.1 AVR-Pita          AGTTATGCTA TTTTG----- ---------- ---------- ----- 
32.1 AVR-Pita          AG-------- ---------- ---------- ---------- ----- 
10100 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
10301 AVR-Pita         AGTTATGCT- ---------- ---------- ---------- ----- 
10302 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATG------- ---------- ----- 
10459 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
10551 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATA GTTAA 
10581 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAA-TATT GTTAA 
10732 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
10760 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA TTGTGCACGT TATAAATAAT AGTAA 
10812 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
10837 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
10941 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT ---------- ----- 
10945 AVR-Pita         AGTT------ ---------- ---------- ---------- ----- 
10971 AVR-Pita         AGTTATGC-- ---------- ---------- ---------- ----- 
10985 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCAC-- ---------- ----- 
10993 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGT------ ---------- ----- 
11108 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAATATT GTTAA 
11109 AVR-Pita         AGTTATGCTA TTTTTGCACA ATGTGCACGT TATAAAAATT GTTAA 

                         Clustal Consensus      **                                                
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4.2  ตาํแหน่งทีÉมีความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด ์(polymorphic site) ในยนี AVR-Pita1 

 

 ผลการ alignment เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AVR-Pita1 จากตวัอย่างเชืÊอ

ราโรคไหมที้Éใชใ้นการศึกษาครัÊ งนีÊ กบัลาํดบันิวคลีโอไทด์เชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ์ O-137 ทีÉมีการ

เผยแพร่ในฐานข้อมูล (GenBank ID: AF207841) (Orbach et al., 2000) มีตาํแหน่งของการ

เปรียบเทียบทัÊ งหมด 885 ตาํแหน่ง เป็นตาํแหน่งทีÉมีช่องว่าง (gap) ซึÉงเกิดจากการกลายพนัธุ์แบบ 

insertion/deletion ทัÊงหมด 53 ตาํแหน่ง เป็นตาํแหน่งทีÉมีการกลายพนัธุแ์บบแทนทีÉนิวคลีโอไทด์ 47 

ตาํแหน่ง ซึÉ งแบ่งไดเ้ป็น parsimony- informative site 2 ตาํแหน่ง และ single variable site 45 

ตาํแหน่ง โดยเป็นตาํแหน่งทีÉไม่มีการกลายพนัธุ์ 785 ตาํแหน่ง เมืÉอพิจารณาตาํแหน่งของการกลาย

พนัธุท์ัÊงหมด (insertion/deletion+substitution) ทีÉเกิดขึÊนทัÊงหมด 100 ตาํแหน่ง (ตารางทีÉ 8) เป็นการ

กลายพนัธุใ์นบริเวณทีÉมีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน (exons) ทัÊ งหมด 53 ตาํแหน่ง เป็นการกลาย

พนัธุที์Éรหสัพนัธุกรรม (codon) ตาํแหน่งทีÉ 1 2 และ 3 เท่ากบั 19 18 และ 16 ตาํแหน่ง ดงัจะเห็นไดว้่า

รหัสพนัธุกรรมตาํแหน่งทีÉ 1 และ 2 จะเกิดการแทนทีÉนิวคลีโอไทด์สูงทีÉสุดและรหัสพนัธุกรรม

ตาํแหน่งทีÉ 3 เป็นตาํแหน่งทีÉมีการอนุรักษ์สูงทีÉสุด เหตุทีÉเป็นเช่นนัÊนเนืÉองจากการกลายพนัธุ์ของ     

นิวคลีโอไทดใ์นตาํแหน่งทีÉ 1 และ 2 ของรหสัพนัธุกรรม จะทาํให้เกิดการเปลีÉยนแปลงกรดอะมิโน 

(non-sysnonymous substitution) มากกว่าการกลายพนัธุที์Éเกิดในตาํแหน่งทีÉ 3 ดงันัÊน นิวคลีโอไทด์

ของรหสัพนัธุกรรมในตาํแหน่งทีÉ 1 และ 2 จึงอยูภ่ายใตก้ารคดัเลือกมากกว่านิวคลีโอไทดต์าํแหน่งทีÉ 

3 ในรหสัพนัธุกรรม ซึÉงผลทีÉไดคื้อนิวคลีโอไทดข์องรหสัพนัธุกรรมตาํแหน่งทีÉ 1 และ 2 มีอตัราการ

แทนทีÉเร็วกว่าตาํแหน่งทีÉ 3 (Kumura, 1993) ทาํการแปลรหัสจากลาํดบันิวคลีโอไทด์เป็นกรดอะมิ

โนและเปรียบเทียบกบัลาํดบักรดอะมิโนยีน AVR-Pita1 ทีÉมาจากเชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธ์ O-137 

สามารถจัดจาํแนกเป็นโปรตีนได ้15 haplotype ซึÉงมีตาํแหน่งกรดอะมิโนทีÉมีความแตกต่างกัน

ทัÊงหมด 35 ตาํแหน่ง รูปแบบ haplotype ทีÉพบมากสุดคือ haplotype II มีทัÊงหมด 13 ตวัอย่างและพบ

ลาํดบักรดอะมิโนทีÉเป็น leucine insertion ในทุก ๆ ตวัอยา่งของลาํดบันิวคลีโอไทด(์ตารางทีÉ 9) โดย

ความผนัแปรของ AVR-Pita1 Protein ทีÉเกิดขึÊนเป็นการเกิดการกลายพนัธุ์แบบ insertion/deletion 

และ substitution มาจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pita1 

 



 
 

 

 

Proteina Alleleb 3 5 c 8 12 13 14 15 16 17 20 21 25 154 168 180 183 187 191 194 195 198 199 200 201 204 206 212 213 214 215 216 217 222 223 

AVR-Pita1 n/a F S - F V A I S A F I G H P G H L K Y D G K L D S S K A I F A Q C Y C 

I 1 F S L F V A I S G F I G R P G H L K C H G K L D S S Q V I F A Q C Y C 

II 2, 7-10, 16 F S L F V A V S G F I G H P G H L K C H G K L D S S K V I F A Q C Y C 

 18-20, 23-24 F S L F V A V S A F I G H P G H L K C H G K L D S S K A I F A Q C Y C 

 26-27 F S L F V A V S A F I G H P G H L K C H G K L D S S K A I F A Q C Y C 

III 3 F S L F V A I S A F I G H P G H L K C H G K L D S S K A I L A Q C Y S 

IV 4 F S L F V A I S A F I G H P G H L K C H G K L D S S K A I F A Q C Y S 

V 5 F A L S V A V P G F I G H P G H L K C H G K L D S S K A I F A Q C Y S 

VI 6 F S L F V A I S D F I G H P G H L K C H G K L D S S K A I F A Q C Y S 

VII 11 F S L F V A I S A F I G H P G H L K C H V K L D S C K A W I V Q N P R 

VIII 12 F S L F V A I S A F I G H P G H L K C H G K L D S S K A I L A Q C Y S 

IX 13 F S L F V A I S D F I G H P G H L K C H G N F Y G S K A I F A Q C Y S 

X 14, 29 F S L F V A I S A F I G H P G H L K Y D G K L D S S K A I F A Q C Y S 

XI 15, 28, 30 F S L F V A I S A F I G H P G H L K Y D G K L D S S K A I F A Q C N S 

XII 19 F S L F V A V S A F I G H R V H L K Y D G K L D S S K A I F A Q C Y S 

XIII 21 F S L F A A I S A F I N H P G H L R C H G K L D S S K A I F A H C Y S 

XIV 22 L S L F V P I S A S N G H P G H L K C H G K L D S S K A I F A Q C Y S 

XV 25 F S L F V A I S A F I G H P G N I K C H G K L D S S K A I F A Q C Y S 

 

ภาพทีÉ 11  Haplotype ของเชืÊอราโรคไหมแ้ต่ละ isolated และตาํแหน่งทีÉมีลาํดบักรดอะมิโนแตกต่างกนัของยนี AVR-Pita1 
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4.3  การทดสอบสมดุลของประชากร (Neutrality test)  

 

 ผลการหาค่าเฉลีÉยความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตาํแหน่งระหว่างลาํดับ       

นิวคลีโอไทด ์() มีค่าเท่ากบั 0.00429 ซึÉงมีค่าค่อนขา้งตํÉา แสดงให้เห็นว่ามีความผนัแปรทีÉเกิดขึÊน

ในยีน AVR-Pita1 ทัÊ ง 30 ตวัอย่าง โดยความแปรผนัทีÉเกิดขึÊนมากจากการเปลีÉยนแปลงของลาํดบั     

นิวคลีโอไทดใ์นบริวณ conding และ non-coding region จากการวิเคราะห์ดงักล่าว sliding window 

สามารถแสดงใหเ้ห็นถึงรูปแบบของความผนัแปรและค่าเฉลีÉยของความแตกต่างลาํดบันิวคลีโอไทด์

ในแต่ละตาํแหน่งทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลงไดอ้ยา่งชดัเจน (ภาพทีÉ 10) โดยตาํแหน่งของนิวคลีโอไทดที์É

มีความแตกต่างและส่งผลถึงความผนัแปรของยีน AVR-Pita1 มกัจะพบอยู่ในส่วนของ coding 

region โดยมีค่าเฉลีÉยเท่ากบั 0.00378 และในส่วนของ non coding region มีค่าเท่ากบั 0.00577 ค่า

ความแตกต่างของนิวคลีโอไทดข์องบริเวณทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลงจากลาํดบันิวคลีโอไทด์ทัÊ งหมด 

() ในบริเวณส่วนของ coding region มีค่าเท่ากบั 0.01143 และในส่วนของ non-coding region มีค่า

เท่ากบั 0.02184 (ตารางทีÉ 10) การหาอตัราส่วนของค่า Ka/Ks ratio [the ratio of the number of non-

synonymous substitutions per non-synonymous site (Ka) to the number of synonymous 

substitutions per synonymous site (Ks)] มีค่าเท่ากบั 3.995 (ตารางทีÉ 10) จากผลการทดสอบ

อตัราส่วนของค่า Ka/Ks มีค่า >1 ผลการทดสอบทางสถิติไดค่้า Tajima’D (Tajima, 1989) Fu and 

Li’D  (Fu and Li, 1993) และ Fu and Li’s F  (Fu and Li, 1993) ไดค่้าทีÉเป็นลบและมีนัยสาํคญัทาง

สถิติ (ตารางทีÉ 10) ผลการทดสอบทางสถิติแสดงให้เห็นว่าการเปลีÉยนแปลงของยีน AVR-Pita1 ใน

กลุ่มตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหมที้Éเก็บรวบรวมมาจากประเทศไทยมีความเบีÉยงเบนไปจากทฤษฏี Neutral 

(Kimura, 1983) จากผลการทดสอบสมดุลประชากรดว้ยค่าทดสอบต่าง ๆ แสดงให้เห็นว่าการ

เปลีÉยนแปลงของลาํดบั นิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pita1 เกิดจากอิทธิพลของกลไกทางวิวฒันาการ

และการปรับตวัของเชืÊอราโรคไหม ้ซึÉงเป็นกระบวนการคดัเลือกแบบ positive selection  
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ตารางทีÉ 8  ค่าการทดสอบสมดุลประชากร (Neutrality test) ยนี AVR-Pita1  

 

 

หมายเหตุ  H  คือ Number of haplotypes, S คือ Number of segregating sites, π คือ nucleotide  

diversity,  คือ Watterson’s estimators  และ * คือค่าความเชืÉอมั Éน * P < 0.05, 

**P < 0.01 and ***P < 0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 12  sliding window ความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pita1 

 

 

Coding sites H S   Tajima’s D Fu and Li’s D* Fu and Li’s F* 

AVR-Pita1 

Coding 

Non coding 

Entire gene 

 

12 

7 

15 

 

26 

18 

47 

 

0.00378 

0.00577 

0.00429 

 

0.01143 

0.02184 

0.01426 

 

-2.3910** 

-2.5346*** 

-2.5979*** 

 

-4.3022** 

-4.5233** 

-4.8486** 

 

-4.3405** 

-4.5733** 

-4.8486** 
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4.4  การวิเคราะห์ molecular phylogenetics ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

 

 4.4.1  การหาแบบจาํลองการแทนทีÉเบส (nucleotide substitulation model) ทีÉเหมาะสม 

 

 ก่อนการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิว ัฒนาการ จ ําเป็นต้องวิเคราะห์หา

แบบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉเหมาะสม จากขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน AVR-Pita1 ทัÊ ง 885 

ตาํแหน่ง ดว้ยโปรแกรม MEGA 5 (Kumar et al., 2008) ซึÉงจะทาํนายความเป็นไปไดห้รือสัดส่วน

ของการเปลีÉยนแปลงนิวคลีโอไทดที์Éคาดว่าจะเกิดขึÊนในลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนนัÊน จากผลการ

วิเคราะห์พบว่าแบบจาํลองการแทนทีÉเบสของข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์ทีÉดีทีÉสุด คือ GTR+I+G 

(GRR = General Tine Reversible I = invariable G = gamma) GTR model มีขอ้กาํหนดคือ ความถีÉ

เบสแต่ละชนิดไม่เท่ากนั (variable base frequencies; πA≠ πC ≠ πG≠ πT) อตัราการแทนทีÉเบสแต่

ละรูปแบบมีความถีÉไม่เท่ากนั โดยมีความถีÉเบสแต่ละชนิดคือ πA=0.3444 πC =0.1690 πG=0.1702 

และ πT=0.3164 และกาํหนด substitution rate matrix ดงัต่อไปนีÊ  

 

 A U C G 

A - 7.60 3.99 6.81 

U 8.27 - 8.72 5.22 

C 8.14 16.34 - 5.74 

G 13.77 9.70 5.70 - 

 

 แบบจาํลองนีÊ มีการกาํหนดค่าใหก้บัรูปแบบการแทนทีÉเบส 6 แบบ (A-C, A-G, A-T, C-G, C-

T, G-T; nst = 6) แบบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉไดจ้ะถูกใชเ้ป็นขอ้มูลในการคาํนวณระยะห่างทาง

พนัธุกรรม (genetic distance) และการสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ดว้ยวิธี 

Neighbor-joining (NJ) Maximum likelihood (ML) และ Maximum parsimony (MP) 
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 4.4.2  การหาระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) 

 

 ผลการคาํนวณค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมท้ัÊ ง 

30 ตวัอยา่ง จากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pita พบว่าไดค่้าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของ

เชืÊอราโรคไหมมี้ค่า 0.004 โดยมีค่าตํÉาสุดคือ 0.000 และมีค่าสูงสุดคือ 0.017 (ตารางทีÉ 11) จากขอ้มูล

ทีÉไดแ้สดงใหเ้ห็นว่ายนี AVR-Pita1 มีความแตกต่างทางพนัธุกรรมน้อยมากและยงัแสดงให้เห็นถึง

ความคลา้ยคลึงกนัของยีน AVR-Pita1 ในเชืÊอราโรคไหมไ้ดเ้ป็นอย่างดีเมืÉอเปรียบเทียบจากลาํดบั    

นิวคลีโอไทด ์ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของยีน AVR-Pita1 นัÊนจะใชป้ระกอบการวิเคราะห์

ความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทดร่์วมกบัผลการสร้างสายพนัธท์างวิวฒันาการซึÉงจะไดก้ล่าว

ต่อไป 

 



 

 

 

 
Avr-Pita1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

(1)Avr-Pita1 
                   

    

(2)2.3 0.009 
                  

    

(3)13.2 0.002 0.006 
                 

    

(4)16.1 0.010 0.013 0.007 
                

    

(5)16.2 0.004 0.007 0.001 0.009 
               

    

(6)17.2 0.005 0.009 0.002 0.010 0.004 
              

    

(7)19.2 0.004 0.007 0.001 0.009 0.002 0.004 
             

    

(8)20.2 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 
            

    

(9)21.2 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 
           

    

(10)22.1 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 
          

    

(11)23.2 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 
         

    

(12)24.1 0.007 0.011 0.005 0.012 0.006 0.007 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 
        

    

(13)25.1 0.004 0.007 0.001 0.009 0.002 0.004 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 0.006 
       

    

(14)32.1 0.011 0.015 0.009 0.016 0.010 0.011 0.010 0.009 0.009 0.009 0.009 0.013 0.010 
      

    

(15)10100 0.001 0.007 0.001 0.009 0.002 0.004 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 0.006 0.002 0.010 
     

    

(16)10301 0.000 0.009 0.002 0.010 0.004 0.005 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.007 0.004 0.011 0.001 
    

    

(1)10302 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 
   

    

(18)10459 0.002 0.011 0.005 0.012 0.006 0.007 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.010 0.006 0.013 0.004 0.002 0.005 
  

    

(19)10551 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 0.000 0.005 
 

    

(20)10581 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 0.000 0.005 0.000     

(21)10732 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 0.000 0.005 0.000 0.000    

(22)10760 0.007 0.011 0.005 0.012 0.006 0.007 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.010 0.006 0.013 0.006 0.007 0.005 0.010 0.005 0.005 0.005   

(23)10812 0.011 0.015 0.009 0.016 0.010 0.011 0.010 0.009 0.009 0.009 0.009 0.013 0.010 0.017 0.010 0.011 0.009 0.013 0.009 0.009 0.009 0.013  

 

ภาพทีÉ 13  ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของเชืÊอราโรคไหมแ้ต่ละตวัอยา่งโดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pita1 
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Avr-Pita1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 

(24)10837 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 0.000 0.005 0.000 0.000 0.000 0.005 0.009 

(25)10941 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 0.000 0.005 0.000 0.000 0.000 0.005 0.009 

(26)10945 0.009 0.012 0.006 0.013 0.007 0.009 0.007 0.006 0.006 0.006 0.006 0.011 0.007 0.015 0.007 0.009 0.006 0.011 0.006 0.006 0.006 0.011 0.015 

(27)10971 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 0.000 0.005 0.000 0.000 0.000 0.005 0.009 

(28)10985 0.002 0.006 0.000 0.007 0.001 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.005 0.001 0.009 0.001 0.002 0.000 0.005 0.000 0.000 0.000 0.005 0.009 

(29)10993 0.000 0.009 0.002 0.010 0.004 0.005 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.007 0.004 0.011 0.001 0.000 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.007 0.011 

(30)101108 0.001 0.007 0.001 0.009 0.002 0.004 0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 0.006 0.002 0.010 0.000 0.001 0.001 0.004 0.001 0.001 0.001 0.006 0.010 

(31)101109 0.000 0.009 0.002 0.010 0.004 0.005 0.004 0.002 0.002 0.002 0.002 0.007 0.004 0.011 0.001 0.000 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.007 0.011 

 

 

 24 25 26 27 28 29 30 31 

(24)10837 

       
 

(25)10941 0.000 

      
 

(26)10945 0.006 0.006 

     
 

(27)10971 0.000 0.000 0.006 

    
 

(28)10985 0.000 0.000 0.006 0.000 

   
 

(29)10993 0.002 0.002 0.009 0.002 0.002 

  
 

(30)101108 0.001 0.001 0.007 0.001 0.001 0.001 

 
 

(31)101109 0.002 0.002 0.009 0.002 0.002 0.000 0.001 
 

 

ภาพทีÉ 13  (ต่อ)
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4.4.3  ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ของเชืÊอราโรคไหมแ้ต่ละ

ตวัอยา่งจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pita1  

 

 ผลการสร้าง phylogenetic tree ของยีน AVR-Pita1 ดว้ยวิธี Neighbor-joining 

(NJ) โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์0-137 เป็น Reference วิธี NJ (ภาพทีÉ 11) ทีÉใชข้อ้มูลระยะห่าง

ทางพนัธุกรรม ทดสอบ bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า สร้าง consensus tree ดว้ยวิธี 50% majority-rule 

พบว่า สามารถจดัลาํดบัความสัมพนัธ์ของเชืÊอราโรคไหมโ้ดยใชข้อ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 

AVR-Pita1 ไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ clade 1 แบ่งออกเป็น sub clade 1-1 และ sub clade 1-2 และ clade 2 

(ภาพทีÉ 11)  

 

 ผลการสร้าง phylogenetic tree ของยีน AVR-Pita1 ด้วยวิธี Maximum 

parsimony (MP) โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์O-137 เป็น Reference วิธี MP (ภาพทีÉ 12) ทดสอบ 

bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า โดยมี parsimony-informative site จาํนวน 6 ตาํแหน่งสร้าง consensus 

tree ดว้ยวิธี 50% majority-rule พบว่าสามารถจดัลาํดบัความสัมพนัธ์ของเชืÊอราโรคไหมโ้ดยใช้

ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pita1 ไดเ้ป็น 2 กลุ่มเช่นเดียวกบัวิธี NJ  (ภาพทีÉ 12) 

 

 ผลการสร้าง phylogenetic tree ของยีน AVR-Pita1 ด้วยวิธี Maximum 

likelihood (ML) โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ์ 0-137 เป็น Reference วิธี MP (ภาพทีÉ 13) หา tree 

ทีÉมีความน่าจะเป็นสูงสุดจาก tree ทีÉ เป็นไปได้ประกอบกับแบบจาํลอง GTR+G+I ทดสอบ 

bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า พบว่า ได ้ phylogenetic tree ทีÉมีค่า –Ln likelihood = -1791.2 สาย

สมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดมี้สณัฐานสอดคลอ้งกบั phylogenetic tree ทีÉสร้างโดยวิธี NJ และ MP  

 

 ผลทีÉไดจ้ากการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี NJ MP และ ML แสดงให้เห็น

ว่า tree มีสัณฐานคลา้ยคลึงกนั โดยความแตกต่างระหว่าง phylogenetic tree ทีÉสร้างจากแต่ละวิธี

เป็นความแตกต่างของความสมัพนัธภ์ายในเท่านัÊน ซึÉง tree ทีÉไดส้ามารถจดักลุ่มความสายสัมพนัธ์

ทางวิวฒันาการของตวัอย่างออกไดเ้ป็น clade 1 มีวิวฒันาการทีÉใกลเ้คียงกนัสามารถแบ่งออกเป็น

กลุ่มย่อยไดเ้ป็น sub clade 1-1 และ sub- clade 1-2 ส่วน clade 2 เป็นกลุ่มตวัอย่างทีÉมีวิวฒันาการ

แยกกันอย่างชัดเจนและไม่มีตัวอย่างใดทีÉมีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันเลย จากผลการสร้าง 

phylogenetic treeจะเห็นว่าช่วงเวลาและภูมิภาคทีÉแตกต่างกนัในการเก็บรวบรวมตวัอยา่งเชืÊอราโรค

ไหม้ไม่มีผลต่อความสัมพันธ์ทางวิว ัฒนาการทีÉ เ กิดขึÊ น วิว ัฒนาการของยีน AVR-Pita1 มี
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ความสมัพนัธไ์ปในทิศทางเดียวกนั มีเพียงบางตวัอยา่งเท่านัÊนทีÉแสดงใหเ้ห็นว่ามีความสัมพนัธ์แยก

ออกมาจากกลุ่มอย่างชดัเจน ผลทีÉไดน้ัÊนมีความสอดคลอ้งกันกบัผลการหาค่าความแตกต่างของ

ลาํดบัดบันิวคลีโอไทดที์Éมีค่าตํÉาเช่นเดียวกบัค่าเฉลีÉยระยะทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหม้

ทีÉมีค่าตํÉาเช่นเดียวกนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ภาพทีÉ 14  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี NJ โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  

AVR-Pita1  

 

Sub clade 1-1 

Sub clade 1-2 

Clade 2 
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ภาพทีÉ 15  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี MP โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  

AVR-Pita1  

 

 

 

 

clade 2 

clade 1 

Sub clade 1-2 
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ภาพทีÉ 16  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี ML โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี  

 AVR-Pita1  

 

 

Sub clade 1-1 

Sub clade 1-2 

Clade 2 



70 

 

 

5.  การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ยนีก่อโรค AVR-Pik 

 

5.1  การวิเคราะห์องคป์ระกอบนิวคลีโอไทดย์นีก่อโรค AVR-Pik 

 

        เมืÉอพิจารณาลาํดบันิวคลีโอไทด์และแกไ้ขลาํดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตวัอย่าง ทีÉ

พบว่ามีนิวคลีโอไทดผ์ดิพลาดแลว้ นาํลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน AVR-Pik ทีÉไดจ้ากเชืÊอราโรค

ไหมท้ัÊง 53 ตวัอยา่งไปเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ในฐานขอ้มูล GenBank พบว่ายีน AVR-

Pik มีความเหมือนกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉ (identity) 54-100% จากนัÊนใชล้าํดบันิวคลีโอไทด์

ทัÊ ง 342 ตาํแหน่งในการวิเคราะห์องค์ประกอบของนิวคลีโอไทด์ดว้ยโปรแกรม MEGA 5 พบว่า 

ลาํดบั       นิวคลีโอไทดบ์ริเวณยนี AVR-Pik ของเชืÊอราโรคไหม ้M. oryzae มีองค์ประกอบของเบส 

A=28.1% T=29.4% C=22.0% และ G=20.5% แสดงให้เห็นว่าในบริเวณของดีเอ็นเอเป้าหมายของ

ยนี AVR-Pik มีลกัษณะเป็น A+T bias คือจะพบนิวคลีโอไทด์ A มากทีÉสุดประมาณ 28.1% และพบ 

นิวคลีโอไทด ์T ประมาณ 29.4% นิวคลีโอไทด ์C ประมาณ 22.0% และ นิวคลีโอไทด์ G ประมาณ 

20.5%  จากขอ้มูลทีÉไดแ้สดงให้เห็นว่าการใชนิ้วคลีโอไทด์แต่ละชนิดไม่เท่ากนั ซึÉงการเกิด A+T 

bias ทีÉพบจากการวิเคราะห์องคป์ระกอบนิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pik สอดคลอ้งกบัการเกิด A+T bias 

เมืÉอวิเคราะห์จากขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pita1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

                 
      Sample                                            Nucleotide position 
 
 
                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                           5          15         25         35         45         55         65 
Ina86 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
1.1 AVR-Pik            ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
2.3 AVR-Pik            ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
3.1 AVR-Pik            ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
5.1 AVR-Pik            ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
6.5 AVR-Pik            ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
8.2 AVR-Pik            ATGTATGTTT GTTACTTCTT CACACTCCTT CTCTCTTTGT TTGCTGTCTG TCTCTGCCAT GACTACCCAG 
9.1 AVR-Pik            ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
11.2 AVR-Pik           ATGCATGTTA GCACTTTCAT CACATTCCTT CTCTCTTTCT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATGACCAG 
13.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
14.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
15.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
16.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
16.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
17.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
18.3 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
19.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
20.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
21.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
22.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
23.2 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
24.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
25.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
27.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
28.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
32.1 AVR-Pik           ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
                           5          15         25         35         45         55         65 
10100 AVR-Pik          ATGCATGCGG CCTATTCTTA CACCATCATT CCTTCTTTCG TAACGGGCTG TGGCGGCAAT GCCTAACGAA 
10301 AVR-Pik          ATGCGTGCGA CCTATTTTTA CACCTTCATT CCTACTTTCG TAACTGGCTG TGGCGGCAAT GCCTACCGAA 
10302 AVR-Pik          ATGTATGTTA GTTATTTTTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATGACCAG 
10459 AVR-Pik          ATGTATGTTA GTTACCACTT TTAACTCCTT CCTTCTTTCT TAACGAACTG TCTCTGCCAT GCATGCCCAA 
10551 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
10552 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
10576 AVR-Pik          ATGTATGTTA GTTACTTCTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATGCCCAG 
10577 AVR-Pik          ATGCATGTTA GCACTTTCTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATAACCAG 
10578 AVR-Pik          ATGCATGTTA GTTATTTTTT CACATTCCTT CTTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCAAT GCCTGCCCAG 
10581 AVR-Pik          ATGCATGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCTCTTTGG GAACTGACGG TGTCTTCAAT GCCTAACCAG 
10652 AVR-Pik          ATGCATGTTA GTTACTTCTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACGGACTG TCTCTGCCAT GACTGCCCAG 
10681 AVR-Pik          ATGTATGTTA GTTACTTTTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCCTAACCAG 
10694 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
10732 AVR-Pik          ATGTATGTTA GTTATTTTTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATAACCAG 
10760 AVR-Pik          ATGTATGCGT GTTACTACTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCCTGCCCAA 
10812 AVR-Pik          ATGCATGTTA GTTATTTCTT CACATTCCTT CCTTCTCTGT TTGCTGACTG TGTCTGCCAT GCCTGCCCAG 
10837 AVR-Pik          ATGCATGTTA GTTACTACTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATGACCAG 
10873 AVR-Pik          ATGCATGTTA GCACCTTCTT CACATTCCTT CCCTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCCTGCCCAG 
10926 AVR-Pik          ATACATGTTA GTTACTTCTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATGCCCAG 
10927 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGACGG TGTCTTCAAT GCCGAAACGG 
10941 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
10945 AVR-Pik          ATATATGTTA GTTACTACTT CACACTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TCTCTGCCAT GCATAACCAG 
10971 AVR-Pik          ATGTATGTTT GTTATTTCTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATGCCCAG 
10985 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
10987 AVR-Pik          ATGCATGTTA GTTACTTTTT CACATTCCTT CCTTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCATGACCAG 
10993 AVR-Pik          ATGTATGTTA GCACTTTCAT CACCTTCCTT CCCTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GAATGCCCAG 
11108 AVR-Pik          ATGCGTGTTA CCACTTTTAA CACATTCCTT CTCACTTTGG GAACTGTCGC TGTCGTCAAT GCCGAAACGG 
11109 AVR-Pik          ATGTATGTTA GCACTTTCTT CACATTCCTT CCCTCTTTGT TAACTGACTG TGTCTGCCAT GCCTGCCCAG 
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                           75         85         95        105        115        125        135                     
Ina86 AVR-Pik          GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
1.1 AVR-Pik            GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
2.3 AVR-Pik            GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
3.1 AVR-Pik            GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
5.1 AVR-Pik            GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
6.5 AVR-Pik            GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
8.2 AVR-Pik            GCAACAAATA TATATAAAAA AAAGCTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTACCTTTT TCTACCACCC  
9.1 AVR-Pik            GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
11.2 AVR-Pik           GCGGCAAATA TATATATAAA AACGCTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTC TCTTCCACCC  
13.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
14.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
15.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
16.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
16.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
17.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
18.3 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
19.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
20.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
21.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
22.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
23.2 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
24.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
25.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
27.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
28.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
32.1 AVR-Pik           GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                           75         85         95        105        115        125        135                     
10100 AVR-Pik          GCAAGCAATA TATATAAAAA AAAACGCTCT ATCTAACTAA ATCGCGAGAG CGACACTTTT TTTTTCACCC  
10301 AVR-Pik          GCAACCAATA TATATAAAAA AAAACGCTCT ACCTAACTCG AACGCGAGAC CGACCCTTTT TTATTCACCC  
10302 AVR-Pik          GCAGCAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10459 AVR-Pik          GCAGGCAACA AATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGCC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10551 AVR-Pik          GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
10552 AVR-Pik          GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
10576 AVR-Pik          GCAGCAAATA AATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10577 AVR-Pik          GCAACAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10578 AVR-Pik          GCAGCAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10581 AVR-Pik          GCAACAAATA TATATAAAAA AAAGCTATCT ATCTAACTCG ATAGCGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10652 AVR-Pik          GCAGGCAACA AATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10681 AVR-Pik          GCAACAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10694 AVR-Pik          GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
10732 AVR-Pik          GCAGCAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10760 AVR-Pik          ACAACAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCACTTTC TCTACCACCC  
10812 AVR-Pik          ACAGGCAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCACTAAC TCTACCACCC  
10837 AVR-Pik          GCAGGCAATA AATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10873 AVR-Pik          GCAGGAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10926 AVR-Pik          GCAGCAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10927 AVR-Pik          GCAACAAATA TATATAAAAA AAAACTATCT ACCTAACTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCTACCACCC  
10941 AVR-Pik          GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
10945 AVR-Pik          GCAACAAATA AATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10971 AVR-Pik          GCAGCAAATA TATATATAAA AAAACTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TCTACCACCC  
10985 AVR-Pik          GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
10987 AVR-Pik          GCAGGAAATA AATATAAAAA AAAGCTCTCT ACCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
10993 AVR-Pik          GCAGCAAATA TATATATAAA AAAACTCTCT ATCTACCTAA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTC TTTACCACCC  
11108 AVR-Pik          GCAACAAATA TATAGAAAAA CGCGCTATCG ACCTAAGTCG AGAGCGAGAC CCTAACTTTT TCGACCACCC  
11109 AVR-Pik          GCAGCAAATA TATATAAAAA AAAACTCTCT ATCTACCTCA ATAGAGAGAC CCTCCCTTTT TTTACCACCC  
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                          145        155        165        175        185        195        205                  
Ina86 AVR-Pik          TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
1.1 AVR-Pik            TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
2.3 AVR-Pik            TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
3.1 AVR-Pik            TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
5.1 AVR-Pik            TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
6.5 AVR-Pik            TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
8.2 AVR-Pik            TCCCTGTCCT GCCTGTAACC GTTTGTGGTT GATGTATGTA AACAACCTAC GTACATATGC AGGATCCAGC  
9.1 AVR-Pik            TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
11.2 AVR-Pik           TGGCAGACCT GCCTGCACCT GAATGTGGTT GATGTATGTT AACAACCAAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
13.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
14.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
15.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
16.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
16.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
17.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
18.3 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
19.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
20.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
21.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
22.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
23.2 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
24.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
25.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
27.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
28.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
32.1 AVR-Pik           TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT 
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                          145        155        165        175        185        195        205  
10100 AVR-Pik          TGGCTTATGT GCCCGTAACT GAATGTTTTT GGTGTTTGTT AAAAAACAAC GTCGGTAAGC TGGAAGGAGC  
10301 AVR-Pik          TGGCTTATGT GCCTGTACCT GAATGTGGTT TTTGTTTGTT AAAAAACAAC GTCCGGATGC TTGATGGAGC  
10302 AVR-Pik          TGGTTTTTCT GCCTGCAACT GATTGTGTTT GGTGTATGAA AAAAAACAAC GTAAATATGG AGGATCGAGC  
10459 AVR-Pik          AGGCTTATCT GCCTGTAACC GATTGTGGTT GGTTTATGTA AACAAACAAC GTACGTATGC AGGATCGAGC  
10551 AVR-Pik          TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
10552 AVR-Pik          TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
10576 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCCCGTAACT GATTGTGGTT GGTTTATGTT AACAACCAAC GTAAATATGC ATGATCGAGC  
10577 AVR-Pik          TGGTTTTCCT GCCCGCAACT GATTGTGGTT GGTTTTTGTA AACAACCAAC GTAAATATGC TGGATCCAGC  
10578 AVR-Pik          TGGTTTTCCT GCCCGCAACT GATTGTGGTT GGTGTTTGTA AACAACCAAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
10581 AVR-Pik          TGGTTTTCCT GTCCCCAAAT GTTTGTGTTT TATGTTTAAA AACAACCTAC GTCAATATGC TGGATCCTGT  
10652 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCCCGTAACC GATTGTGTTT GGTTTTTGTT AACAACCAAC GTAAATATGC AGGATCGAGC  
10681 AVR-Pik          TGGTTTTCCT GCCTGTAACT GATTGTGTTT GGTTTTTGTT AACAACCAAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
10694 AVR-Pik          TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
10732 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCCCGTAACC GATTGTGGTT GGTTTTTGTA AACAACCAAC GTACATATGC ATGATCCAGC  
10760 AVR-Pik          TGGCTTTCCT GCCCGCACCT GTTTGTGGTT GGTGTATGAA AACAACCTAC GTAAATATGC AGGATCGAGC  
10812 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCACGCACAC GTTTGTGGTT GGTTTTTGTT AACAACCAAC GTAAATATGC ATGATCCAGC  
10837 AVR-Pik          TGGTTTTCCT GCCTGTAACT GATTGTGGTT GGTTTTTGTT AACAACCAAC GTAAATATGC ATGATCCAGC  
10873 AVR-Pik          AGGTTTTCCT GCCCGTAACC GATTGTGGTT GGTTTTTGTT AACAACCAAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
10926 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCCCGTAACC GATTGTGTTT GGTTTTTGTT AACAACCAAC GTACATATGC AGGATCCAGC  
10927 AVR-Pik          TGGTTTTCCT GTCCCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AAAAACCAAC GTAAAGATGC TGGAACCTGT  
10941 AVR-Pik          TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
10945 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCCCGTAACC GATTGTGGTT GGTTTTTGTA AACAACCTAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
10971 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCCCGTAACC GATTGTGGTT GGTTTTTGTA AACAACCTAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
10985 AVR-Pik          TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
10987 AVR-Pik          TGGCTTTCCT GCCTGTAACC GATTGTGGTT GGTTTTTAAA AAAAACCAAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
10993 AVR-Pik          AGGCTTTCCT GCCTGTAAAT GATTGTGGTT GGTGTATGAA AACAACCTAC GTAAATATGC ATGATCCAGC  
11108 AVR-Pik          TGGTATTCCT GTACCCGAAT GTTTTTGGTT TATGTTTAAA AACAACGTAC GTCAAGATGC TGGAACCTGT  
11109 AVR-Pik          TGGTTTATCT GTCTGTAACT GATTGTGGTT GGTTTTTGTT AACAACCAAC GTAAATATGC AGGATCCAGC  
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                          215        225        235        245        255        265        275                  
Ina86 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
1.1 AVR-Pik            TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
2.3 AVR-Pik            TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
3.1 AVR-Pik            TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
5.1 AVR-Pik            TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
6.5 AVR-Pik            TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
8.2 AVR-Pik            CTGTTATCTC GCAAGAAAAA CGTAAATGAT GGTCGGTCCT GACTGCATCC ATATTAAAAC AAACAATGCT  
9.1 AVR-Pik            TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
11.2 AVR-Pik           CAGTTCTCTC GCAAAAAAAA CGGAAAAGAT GGTCGGACCT GACTCCATAT ATATTCAAAC AAACAATGAT  
13.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
14.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
15.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
16.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
16.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
17.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
18.3 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
19.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
20.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
21.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
22.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
23.2 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
24.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
25.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
27.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
28.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
32.1 AVR-Pik           TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA 
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      Sample                                            Nucleotide position 
 
 
                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                          215        225        235        245        255        265        275       
10100 AVR-Pik          CGAGTCTCTC GAAAGAAGAA TGGAAAAGAT GGTCGGAACT GGGTGGGTAT AAATTAAAAC AAAAAATGAT  
10301 AVR-Pik          CGAGTCTCTC TAAAGAAAAA TGGAAAAGAA GGTCGGACCT GGCTGCATCT TTAATAAAAC AAAAAATGAT  
10302 AVR-Pik          CTGTTATCTC GCTAGAAGAA TGGAAAAGAA GGTCGGAACT GACTGCGTCT TTATTAAAAC AAACAATGAT  
10459 AVR-Pik          CTGTTCCCTC GCTAGAAGAA TGGAAAAGAA GGTCGGTCCT GACTGGGTCC ATATTAAAAC AAACAATGAT  
10551 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
10552 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
10576 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGGAAAAGAA GGTCGGTCCT GGCTGCATAT ATATTCAAAC AAACAATGCT  
10577 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGTAAAAGAT GGTCCGAACT GGGTGCATAT TAATTAAAAC AAAAAATGAT  
10578 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGTAAAAGAT GGTCCGAACT GGGTGCATAT ATATTAAAAC AAACAATGAT  
10581 AVR-Pik          TAGTTCTCTT GCAAAATGAA CGTGAAAGTT GGTCCGAACT GGGTGCATAT TAAATCAAAC AAAAAATGCT  
10652 AVR-Pik          CTGTTCCCTC GCAAGAAGAA TGGAAAAGAT GGTCGGTCCT GACTGCGTCC ATATTAAAAC AAACAATGAT  
10681 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGTAAAAGAT GGTCGGACCT GGGTGCGTAT TAATTAAAAC AAAAAATGAT  
10694 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
10732 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCTAGAAGAA TGGAAAAGAA GGTCGGTCCT GACTGGGTAT AAATTAAAAC AAACAATGAT  
10760 AVR-Pik          CTGTTATCTC GCAAGAAAAA TGGAAAAGAA GGTCGGTCCT GACTGCATAT ATAATCAAAC AAACAATGCT  
10812 AVR-Pik          CTGTTATCTC GCAAGAAGAA TGGAAAAGAA GGTCCGTCCT GACTGCATAT TTATTCAAAC AAACAATGAT  
10837 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGGAAAAGAA GGTCGGACCA GACTGCATCC AAAATAAAAC AAAAAATGAT  
10873 AVR-Pik          CAGTTCTCTC GCAAGAAGAA CGGAAAAGAT GGTCCGTCCT GGGTGCGTAT TAATTAAAAC AAAAAATGAT  
10926 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGGAAAAGAT GGTCGGTCCT GACTGCGTCC TAATTAAAAC AAAAAATGAT  
10927 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGAT GGTCCGAACT GGGTGCATAT TAAATCAAAC GAAAATTGCA  
10941 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
10945 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCTAGAAGAA TGGAAAAGAT GGTCGGTCCT GGGTGCGTAT ATATTCAAAC AAACAATGAT  
10971 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGGAAAAGAT GGTCCGTCCT GACTGCATAT TTATTCAAAC AAACAATGCT  
10985 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
10987 AVR-Pik          CTGTTCCCTT GCAAGAAAAA CGGAAAAGAT GGTCCGACCT GACTGCATCC TAATTAAAAC AAAAAATGAT  
10993 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGGAAAAGAT GGTCCGAACT GACTGCATAT ATATTAAAAC AAAAAATGAT  
11108 AVR-Pik          TACAGCTCTT GGAAAATGGA CATGAAAGTT GGTCCAAACT GGGTCCATAT TAAATCAGAC GATAATTGCA  
11109 AVR-Pik          CTGTTCTCTC GCAAGAAGAA TGTAAAAGAT GGTCGGAACT GGGTGGGTAT TAATTAAAAC AAAAAATGAT  
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      Sample                                  Nucleotide position 
 
 
                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .. 
                          285        295        305        315        325        335                  
Ina86 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
1.1 AVR-Pik            ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
2.3 AVR-Pik            ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
3.1 AVR-Pik            ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
5.1 AVR-Pik            ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
6.5 AVR-Pik            ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
8.2 AVR-Pik            TTTTGTTTGG CGACTTCCCT CCCTGCTGGA TGGATTGGTT GAAGAAAAAG ACCGGCCTTT AA 
9.1 AVR-Pik            ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
11.2 AVR-Pik           TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG TAAAAAAAAG ACCGGCTTTT AA 
13.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
14.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
15.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
16.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
16.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
17.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
18.3 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
19.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
20.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
21.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
22.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
23.2 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
24.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
25.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
27.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
28.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
32.1 AVR-Pik           ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
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                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .. 
                          285        295        305        315        325        335                  
10100 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGAGTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG AAGGGCTTTT TT 
10301 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTACTT CCCTGCTGGA TGGTTTGGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTTT TT 
10302 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG AACGGCTTTT TT 
10459 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGAGTTACTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAGAAAAAG AACGGCCGGT TT 
10551 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
10552 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
10576 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTACCT CCCTGCTGGA TGGATTGGTT TAAGAAAAAG AACGGCTTTT TT 
10577 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCCT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTTT TT 
10578 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCCT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAGAAAAGG ACCGCCTTTT TT 
10581 AVR-Pik          TTTTGTCTGG CGACTTCCCT CCCTGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTTT AA 
10652 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGAGTTACTT CCCTGCTGGA TGGATTGGTG GAAAAAAAAG ACCGGCTTGC TT 
10681 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAGAAAAAG ACCGGCTTTT TT 
10694 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
10732 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCCT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG AACGGCTTGT TT 
10760 AVR-Pik          TTTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGT TGGATTGGGG GAAAAAAAAG ACCGGCCGGT AA 
10812 AVR-Pik          TTTTGTTTGG CGACCTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGTT TGAGAAAAAG ACCGGCTTTT AA 
10837 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTACTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG AACGGCTTGT TT 
10873 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTTT TT 
10926 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTGC TT 
10927 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCCTGCTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTTT AA 
10941 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
10945 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCCT CCCTGCTGGA TTGATTGGTT TAAGAAAAAG ACCGGCTTTT AA 
10971 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGT TGGATTGGGG TAAGAAAAAG ACCGGCTTTT TA 
10985 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
10987 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTTT TT 
10993 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG AACGGCTTTT TT 
11108 AVR-Pik          ATTTGTCGGG CGACTTCCCT CCAGGTTGGA TTGTTTTGGG GAAAAAAAGG CCCGGCTTTT AA 
11109 AVR-Pik          TGTTGTTTGG CGACTTCCTT CCCTGCTGGA TGGATTGGGG GAAAAAAAAG ACCGGCTTTT TT 
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5.2  ตาํแหน่งทีÉมีความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด ์(polymorphic site) ในยนี AVR-Pik 

 

 ผลการ alignment เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pik จากตวัอยา่งเชืÊอรา

โรคไหมที้Éใชใ้นการศึกษาครัÊ งนีÊ กบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีน AVR-Pik ของเชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์

Ina86 ทีÉมีการเผยแพร่ในฐานขอ้มูล (GenBank ID: AB498875)  (Yoshida et al., 2009) มีตาํแหน่ง

ของการเปรียบเทียบทัÊ งหมด 342 ตาํแหน่ง เป็นตาํแหน่งทีÉมีการกลายพนัธุ์แบบแทนทีÉเบส 210 

ตาํแหน่ง ซึÉงแบ่งไดเ้ป็น parsimony- informative site 187 ตาํแหน่ง และ single variable site 23 

ตาํแหน่ง โดยเป็นตาํแหน่งทีÉไม่มีการกลายพนัธุ์ 132 ตาํแหน่งเมืÉอพิจารณาตาํแหน่งของการกลาย

พนัธุที์ÉเกิดขึÊนทัÊงหมด 210 ตาํแหน่ง (ตารางทีÉ 12) เป็นการกลายพนัธุที์ÉเกิดขึÊนในบริเวณทีÉมีการแปล

รหัสเป็นกรดอะมิโน (exons) ทัÊ งหมด การกลายพนัธุ์ทีÉ เกิดขึÊน เกิดในรหัสพนัธุกรรม (codon) 

ตาํแหน่งทีÉ 1, 2 และ 3 เท่ากบั 75, 62 และ 73 ตาํแหน่ง ตามลาํดบั ดงัจะเห็นไดว้่า รหัสพนัธุกรรม

ตาํแหน่งทีÉ 1 จะเกิดการแทนทีÉเบสสูงทีÉสุด รองลงมาคือรหัสพนัธุกรรมตาํแหน่งทีÉ 3 และรหัส

พนัธุกรรมตาํแหน่งทีÉ 2 เป็นตาํแหน่งทีÉมีการอนุรักษ์สูงทีÉสุด เหตุทีÉเป็นเช่นนัÊนเนืÉองจากการกลาย

พนัธุ์ของนิวคลีโอไทด์ในตาํแหน่งทีÉ 1 และ 2 ของรหัสพนัธุกรรม จะทาํให้เกิดการเปลีÉยนแปลง

กรดอะมิโน (non-sysnonymous substitution) มากกว่าการกลายพนัธุ์ทีÉเกิดในตาํแหน่งทีÉ 3 ทาํการ

แปลรหัสจากลาํดบั  นิวคลีโอไทด์เป็นโปรตีน สามารถจดัจาํแนกโปรตีนได ้25 haplotype ซึÉงมี

ตาํแหน่งของกรด อะมิโนทีÉมีความแตกต่างกนัทัÊงหมด 95 ตาํแหน่ง ซึÉงเกิดจากการกลายพนัธุ์แบบ 

base substitution  เนืÉองจากรูปแบบของ haplotypes ทีÉพบมีความสัมพนัธ์กบัช่วงเวลาของการเก็บ

รวบรวมตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหม ้จึงจดักลุ่มของลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นสองกลุ่มประชากรเพืÉอใชใ้น

การศึกษาความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ โดย G2005 กาํหนดเป็นกลุ่มของลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีน 

AVR-Pik ทีÉเพิ Éมปริมาณไดจ้ากเชืÊอราโรคไหมที้Éเก็บรวบรวมไวเ้มืÉอปี 2549 จาํนวน 28 ตวัอย่าง และ 

G2010 กาํหนดเป็นกลุ่มของลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pik ทีÉเพิ Éมปริมาณไดจ้ากเชืÊอราโรคไหมที้É

เก็บรวบรวมไวเ้มืÉอปี 2553 จาํนวน 25 ตวัอย่าง จากผลการทาํ alignment สามารถสังเกตไดว้่า 

ลกัษณะรูปแบบของความแตกต่างกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉเกิดขึÊน เป็นไปในสองรูปแบบก็คือ 

ตวัอยา่งทีÉลาํดบันิวคลีโอไทดเ์ป็น consensus sequence กบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีน AVR-Pik จากเชืÊอ

ราโรคไหมส้ายพนัธุ ์Ina86 และอีกหนึÉงรูปแบบคือ ตวัอยา่งลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éมีความแตกต่างกนั

อย่างเห็นไดช้ดัเมืÉอเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีน AVR-Pik จากเชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์

Ina86 (ตารางทีÉ 12) 
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5.3  การทดสอบสมดุลของประชากร (Neutrality test)  

 

       ผลการหาค่าเฉลีÉยความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ในแต่ละตาํแหน่งระหว่างลาํดบันิ

วคลีโอไทด ์() โดยคิดจากลาํดบันิวคลีโอไทด์ของเชืÊอราทัÊ งหมด กลุ่ม G2005 และ G2010  มีค่า

เท่ากบั 0.8871 0.19991 และ 0.04940 ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 13) ดงันัÊนจึงแสดงให้เห็นว่ามีความผนั

แปรเกิดขึÊนสูง (high polymorphism) ในยนี AVR-Pik มีผลมาจากการเปลีÉยนแปลงของลาํดบันิวคลี

โอไทด์ในบริเวณทีÉมีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน แสดงผลการวิเคราะห์ดว้ย sliding window 

แสดงใหเ้ห็นถึงรูปแบบของความผนัแปรและค่าเฉลีÉยของความแตกต่างลาํดบันิวคลีโอไทด์ในแต่

ละตาํแหน่งทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลงไดอ้ย่างชดัเจน (ภาพทีÉ 14) โดยตาํแหน่งของนิวคลีโอไทด์ทีÉมี

ความแตกต่างและส่งผลถึงความผนัแปรของยีน AVR-Pik ค่าความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ของ

บริเวณทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลงจากลาํดับนิวคลีโอไทด์ทัÊ งหมด () ในของตวัอย่างทัÊ งหมด กลุ่ม

ตวัอย่าง G2005 และ G2010 มีค่าเท่ากบั 0.13677 0.14931 และ 0.10546 ตามลาํดบั (ตารางทีÉ 13) 

การหาอตัราส่วนของค่า Ka/Ks ratio [the ratio of the number of non-synonymous substitutions per 

non-synonymous site (Ka) to the number of synonymous substitutions per synonymous site (Ks)] 

มีค่าเท่ากบั 1.040 จากผลการทดสอบอตัราส่วนของค่า Ka/Ks มีค่า >1 เป็นไปไดว้่ารูปแบบการเกิด

วิวฒันาการของยีน AVR-Pik มีลกัษณะเป็นแบบ neutral evolution หรือ positive Darwinian 

selection ผลการทดสอบทางสถิติไดค่้า Tajima’D (Tajima, 1989) Fu and Li’D  (Fu and Li, 1993) 

และ Fu and Li’s F  (Fu and Li, 1993) ไดค่้าทีÉเป็นบวกโดยไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (P>0.10) ในกลุ่ม

ตวัอยา่ง G2010 ใหผ้ลการทดสอบสมดุลประชากรทีÉมีรูปแบบไม่แตกต่างกนัยกเวน้การทดสอบดว้ย 

Tajima’s D test (ตารางทีÉ 13) ทีÉได้ค่าติดลบและมีนัยสําคญัทางสถิติ (-2.11588) ส่วนในกลุ่ม

ตวัอยา่ง G2005 ใหค่้าทีÉเป็นบอกโดยไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติเช่นเดียวกนัยกเวน้การทดสอบดว้ย Fay 

and wu’s H test ทีÉให้ค่าติดลบ (-53.28042) (ตารางทีÉ 13) ผลการทดสอบทางสถิติแสดงให้เห็นว่า

ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมทีÉพบในยีนก่อโรค AVR-Pik ไม่มีการเบีÉยงเบนไปจากการทดสอบ

สมดุลประชากร(neutrality test) ซึÉ งน่าจะเกิดจากปัจจยัทางวิวฒันาการระหว่าง mutation และ 

random genetic drift ซึÉงเป็นกระบวนการอิสระในการคดัเลือกลกัษณะทางพนัธุกรรมทีÉหลากหลาย

ทีÉสามารถควบคุมให้ประชากรสามารถอยู่รอดและขยายพนัธุ์ได้  โดยสภาวะแวดลอ้มจะเป็น

ตวักาํหนดหรือคดัเลือกลกัษณะพนัธุกรรมทีÉเหมาะสมทีÉสุดไว ้อีกนัยหนึÉ งก็คือ การแปรผนัทาง

พนัธุกรรมเป็นผลมาจากการอยู่รอด แมว้่าการแปรผนัในแต่ละรุ่นอาจจะเกิดเพียงเล็กน้อยแต่

ลกัษณะเหล่านีÊ จะมีการสะสมจากรุ่นสู่รุ่นจนกระทั Éงเวลาผ่านไปจะทาํให้เกิดการเปลีÉยนแปลง

ลกัษณะทางพนัธุกรรมไป ซึÉงลกัษณะรูปแบบความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทด์ส่วนมากทีÉ

พบในประชากรปี 2553 จะมีความคลา้ยคลึงกนักบัลกัษณะยีน AVR-Pik ของเชืÊอราโรคไหมส้าย
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พนัธุ์ Ina68 ทีÉมีการรายงานไวโ้ดย Yoshida และคณะในปี 2009 แต่พบรูปแบบนีÊ น้อยมากใน

ตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหมที้Éรวบรวมมาจากปี 2549 ในทางตรงกนัขา้มลกัษณะรูปแบบของลาํดบันิวคลี

โอไทด์ทีÉมีการพบมากในกลุ่มประชากร ปี 2549 แต่กลบัพบไดน้้อยในกลุ่มประชากรปี 2553 ซึÉง

ลกัษณะรูปแบบทางพนัธุกรรมทีÉหายไปนัÊ นน่าจะเกิดจาก population bottlenecks ทาํให้เมืÉอ

ระยะเวลาผา่นไปรูปแบบทางพนัธุกรรมทีÉพบมากในปี 2549 กลบัหายไปหรือปรากฏน้อยลงเหลือ

เพียงรูปแบบทีÉถกูคดัเลือกใหส้ามารถดาํรงชีวิตอยูร่อดได ้ 

 

ตารางทีÉ 9  ค่าการทดสอบสมดุลของประชากร (Neutrality test) ยนี AVR-Pik   

 

 

หมายเหตุ  H  คือ Number of haplotypes, S คือ Number of segregating sites, π คือ nucleotide  

                  diversity,  คือ Watterson’s estimators  และ * คือ ค่าความเชืÉอมั Éน * P < 0.05, 

                  **P < 0.01 and ***P < 0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 18  sliding window ความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pik 

Coding sites H S   Tajima’s D Fu and Li’s D Fu’Fs Fay and Wu’s H 

All isolated 25 254 0.18871 0.13677 1.3639 1.0517 16.745 37.90636 

G2005 23 251 0.19991 0.14931 1.0524 1.0340 1.811 -53.28042 

G2010 4 178 0.04940 0.10546 2.11588* -0.8770 21.694 20.41000 
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5.4  การวิเคราะห์ Molecular phylogenetics ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

 

 5.4.1  การหาแบบจาํลองการแทนทีÉเบส (nucleotide substitulation model) ทีÉเหมาะสม 

 

ก่อนการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิว ัฒนาการ จ ําเป็นต้องวิเคราะห์หา

แบบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉเหมาะสมจากข้อมูลลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน AVR-Pik ทัÊ ง 342 

ตาํแหน่ง ดว้ยโปรแกรม MEGA 5 (Kumar et al., 2008) ซึÉงจะทาํนายความเป็นไปไดห้รือสัดส่วน

ของการเปลีÉยนแปลง นิวคลีโอไทดที์Éคาดว่าจะเกิดขึÊนในลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีนนัÊน จากผลการ

วิเคราะห์พบว่าแบบจาํลองการแทนทีÉเบสของข้อมูลลาํดับนิวคลีโอไทด์ทีÉดีทีÉสุด คือ GTR+I+G 

(GRR = General Tine Reversible  I = Invariable G = gamma) GTR model มีขอ้กาํหนดคือ ความถีÉ

เบสแต่ละชนิดไม่เท่ากนั (variable base frequencies; πA≠ πC ≠ πG≠ πT) อตัราการแทนทีÉเบสแต่

ละรูปแบบมีความถีÉไม่เท่ากนั โดยมีความถีÉเบสแต่ละชนิดคือ πA=0.2811 πC=0.2203 πG=0.2046 

πT=0.2940 และกาํหนด substitution rate matrix ดงัต่อไปนีÊ  

 

 A U C G 

A - 11.90 9.26 5.95 

U 10.42 - 7.81 5.72 

C 11.82 10.42 - 5.45 

G 8.17 8.21 5.87 - 

 

แบบจาํลองนีÊ มีการกาํหนดค่าใหก้บัรูปแบบการแทนทีÉเบส 6 แบบ (A-C, A-G, A-T, C-G,  

C-T, G-T ; nst = 6) แบบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉไดจ้ะถูกใชเ้ป็นขอ้มูลในการคาํนวณระยะห่าง

ทางพนัธุกรรม (genetic distance) และการสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ดว้ย

วิธี Neighbor-joining (NJ) Maximum likelihood (ML) และ Maximum parsimony (MP) 
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 5.4.2  การหาระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) 

 

ผลการคาํนวณค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหมท้ัÊง 53 

ตวัอย่างของยีน AVR-Pik พบว่าไดค่้าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรม มีค่า 0.193 โดยมีค่าตํÉาสุดคือ 

0.000 และมีค่าสูงสุดคือ 0.459 ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมระหว่างภายในกลุ่ม G2005 มีค่า

เท่ากบั 0.204 และภายในกลุ่ม G2010 เท่ากบั 0.051 โดยค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมระหว่าง

สองกลุ่มตวัอย่างนีÊ มีค่าเท่ากบั 0.252 (ตารางทีÉ 14) จากขอ้มูลทีÉไดแ้สดงให้เห็นว่ารูปแบบของยีน 

AVR-Pik จากเชืÊอราโรคไหมที้Éเก็บรวมรวมไวเ้มืÉอปี 2549 และปี 2553 นัÊ นมีความแตกต่างทาง

พนัธุกรรมสูงมากเมืÉอเปรียบเทียบจากลาํดบันิวคลีโอไทด ์ระยะเวลาทีÉผ่านไปส่งผลให้ยีน AVR-Pik 

มีวิวฒันาการเกิดขึÊ น ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของยีน AVR-Pik นัÊนจะใช้ประกอบการ

วิเคราะห์ความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทดร่์วมกบัผลการสร้างสายพนัธ์ทางวิวฒันาการซึÉง

จะไดก้ล่าวต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
Avr-Pik 1.1 2.3 3.1 5.1 6.5 8.2 9.1 11.2 13.2 14.2 15.1 16.1 16.2 17.2 18.3 19.2 20.2 21.2 22.1 23.2 24.1 25.1 26.1 28.1 32.1 10100 

Avr-pik - 
                         

 

1.1 0.000 - 
                        

 

2.3 0.000 0.000 - 
                       

 

3.1 0.000 0.000 0.000 - 
                      

 

5.1 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
                     

 

6.5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
                    

 

8.2 0.345 0.345 0.345 0.345 0.345 0.345 - 
                   

 

9.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 - 
                  

 

11.2 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.158 0.310 - 
                 

 

13.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 - 
                

 

14.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 - 
               

 

15.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 - 
              

 

16.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 - 
             

 

16.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
            

 

17.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
           

 

18.3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
          

 

19.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
         

 

20.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
        

 

21.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
       

 

22.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
      

 

23.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
     

 

24.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
    

 

25.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
   

 

27.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
  

 

28.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 - 
 

 

32.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -  

10100 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.298 0.383 0.254 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 0.383 - 

 

ภาพทีÉ 19  ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของเชืÊอราโรคไหมแ้ต่ละตวัอยา่งโดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pii 86 



 

 

 

 

 
Avr-Pik 1.1 2.3 3.1 5.1 6.5 8.2 9.1 11.2 13.2 14.2 15.1 16.1 16.2 17.2 18.3 19.2 20.2 21.2 22.1 23.2 24.1 25.1 26.1 28.1 32.1 10100 

10301 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.278 0.354 0.237 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.123 

10302 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.167 0.354 0.143 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.202 

10459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.184 0.459 0.208 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.459 0.234 

10551 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.383 

10552 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.383 

10576 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.140 0.368 0.140 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.368 0.234 

10577 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.161 0.278 0.126 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.278 0.196 

10578 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.143 0.295 0.132 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.295 0.208 

10581 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.231 0.137 0.202 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.137 0.275 

10652 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.152 0.398 0.170 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.398 0.216 

10681 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.143 0.319 0.143 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.319 0.184 

10694 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.383 

10732 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.149 0.354 0.149 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.354 0.205 

10760 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.132 0.348 0.149 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.249 

10812 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.158 0.363 0.158 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.275 

10837 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.170 0.363 0.146 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.363 0.213 

10873 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.158 0.310 0.123 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.208 

10926 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.143 0.360 0.143 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.360 0.216 

10927 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.289 0.079 0.260 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.079 0.319 

10941 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.383 

10945 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.126 0.348 0.155 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.348 0.237 

10971 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.126 0.336 0.120 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.336 0.246 

10985 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.383 

10987 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.149 0.325 0.137 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.325 0.231 

10993 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.158 0.327 0.111 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.327 0.228 

11108 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.345 0.000 0.310 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.383 

11109 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.164 0.310 0.123 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.310 0.193 

ภาพทีÉ 19  (ต่อ) 
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 10301 10302 10459 10551 10552 10576 10577 10578 10581 10652 10681 10694 10732 10760 10812 10837 10873 10926 10927 10941 10945 10971 10985 10987 10993 11108 11109 

10301 -  

10302 0.211 -  

10459 0.251 0.129 -  

10551 0.354 0.354 0.459 -  

10552 0.354 0.354 0.459 0.000 -  

10576 0.225 0.096 0.120 0.368 0.368 -  

10577 0.211 0.094 0.181 0.278 0.278 0.102 -  

10578 0.216 0.088 0.170 0.295 0.295 0.091 0.053 -  

10581 0.269 0.216 0.327 0.137 0.137 0.237 0.146 0.170 -  

10652 0.237 0.114 0.091 0.398 0.398 0.082 0.126 0.114 0.260 -  

10681 0.205 0.076 0.152 0.319 0.319 0.085 0.053 0.064 0.181 0.096 -  

10694 0.354 0.354 0.459 0.000 0.000 0.368 0.278 0.295 0.137 0.398 0.319 -  

10732 0.222 0.076 0.111 0.354 0.354 0.067 0.082 0.088 0.222 0.091 0.070 0.354 -  

10760 0.240 0.123 0.164 0.348 0.348 0.114 0.146 0.135 0.228 0.143 0.135 0.348 0.129 -  

10812 0.266 0.149 0.190 0.363 0.363 0.105 0.143 0.132 0.249 0.129 0.137 0.363 0.126 0.120 -  

10837 0.208 0.091 0.114 0.363 0.363 0.076 0.091 0.102 0.231 0.076 0.073 0.363 0.073 0.132 0.135 -  

10873 0.222 0.114 0.155 0.310 0.310 0.094 0.056 0.079 0.178 0.088 0.061 0.310 0.085 0.149 0.123 0.088 -  

10926 0.216 0.094 0.123 0.360 0.360 0.085 0.082 0.094 0.222 0.056 0.064 0.360 0.058 0.135 0.126 0.067 0.056 -  

10927 0.292 0.275 0.386 0.079 0.079 0.295 0.205 0.228 0.094 0.325 0.246 0.079 0.281 0.281 0.295 0.289 0.237 0.287 -  

10941 0.354 0.354 0.459 0.000 0.000 0.368 0.278 0.295 0.137 0.398 0.319 0.000 0.354 0.348 0.363 0.363 0.310 0.360 0.079 -  

10945 0.263 0.123 0.135 0.348 0.348 0.067 0.099 0.105 0.216 0.102 0.082 0.348 0.076 0.129 0.126 0.114 0.102 0.094 0.281 0.348 -  

10971 0.240 0.105 0.146 0.336 0.336 0.067 0.088 0.082 0.211 0.102 0.088 0.336 0.076 0.099 0.096 0.108 0.079 0.070 0.269 0.336 0.076 -  

10985 0.354 0.354 0.459 0.000 0.000 0.368 0.278 0.295 0.137 0.398 0.319 0.000 0.354 0.348 0.363 0.363 0.310 0.360 0.079 0.000 0.348 0.336 -  

10987 0.216 0.094 0.146 0.325 0.325 0.114 0.088 0.099 0.199 0.096 0.082 0.325 0.094 0.152 0.149 0.073 0.079 0.070 0.251 0.325 0.123 0.094 0.325 -  

10993 0.231 0.091 0.161 0.327 0.327 0.094 0.085 0.096 0.196 0.123 0.102 0.327 0.091 0.132 0.140 0.099 0.088 0.102 0.260 0.327 0.126 0.085 0.327 0.108 -  

11108 0.354 0.354 0.459 0.000 0.000 0.368 0.278 0.295 0.137 0.398 0.319 0.000 0.354 0.348 0.363 0.363 0.310 0.360 0.079 0.000 0.348 0.336 0.000 0.325 0.327 -  

11109 0.208 0.091 0.155 0.310 0.310 0.105 0.050 0.073 0.178 0.117 0.050 0.310 0.091 0.155 0.152 0.094 0.047 0.079 0.237 0.310 0.120 0.096 0.310 0.102 0.082 0.310 - 
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 5.4.3  ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ของเชืÊอราโรคไหมจ้ากลาํดบั 

นิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pik 

 

 ผลการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี Neighbor-Joining (NJ) ของยนี AVR-Pik 

โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ์ Ina86 เป็น Reference ดว้ยวิธี NJ (ภาพทีÉ 15) ทีÉใชข้อ้มูลระยะห่าง

ทางพนัธุกรรม ทดสอบ bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า สร้าง consensus tree ดว้ยวิธี 50% majority-rule 

พบว่าสามารถจดัลาํดบัสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของเชืÊอราโรคไหมโ้ดยใชข้อ้มูลลาํดบันิวคลีโอ

ไทดย์นี AVR-Pik ไดเ้ป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ clade 1 และ clade 2 (ภาพทีÉ 15)  

 

 ผลการสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิธี Maximum parsimony (MP) ของยีน 

AVR-Pik โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ์ Ina86 เป็น Reference ดว้ยวิธี MP (ภาพทีÉ 16) ทดสอบ 

bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า โดยมี parsimony-informative site จาํนวน 87 ตาํแหน่งสร้าง consensus 

tree ดว้ยวิธี 50% majority-rule พบว่าสามารถจดัลาํดบัสายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของเชืÊอราโรค

ไหมโ้ดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pik ไดเ้ป็น 2 กลุ่มเช่นเดียวกบัวิธี NJ (ภาพทีÉ 16) 

 

 ผลการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี Maximum likelihood (ML) ของยีน 

AVR-Pik โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์0-137 เป็น Reference ดว้ยวิธี ML (ภาพทีÉ 17) หา tree ทีÉมี

ความน่าจะเป็นสูงสุดจาก tree ทีÉเป็นไปไดป้ระกอบกบัแบบจาํลอง GTR+G+I ทดสอบ bootstrap 

จาํนวน 1000 ซํÊ า พบว่า ได ้ phylogenetic tree ทีÉมีค่า –Ln likelihood = -3188.5 สายสัมพนัธ์เชิง

วิวฒันาการทีÉไดมี้สณัฐานสอดคลอ้งกบั phylogenetic tree ทีÉสร้างโดยวิธี NJ และ MP 

 

 ผลทีÉไดจ้ากการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี NJ MP และ ML แสดงให้เห็น

ว่า tree มีสณัฐานคลา้ยคลึงกนัมาก โดยความแตกต่างระหว่าง phylogenetic tree ทีÉสร้างจากแต่ละ

วิธีเป็นความแตกต่างของความสัมพนัธ์ภายในซึÉ ง tree ทีÉได้สามารถจัดกลุ่มความสัมพนัธ์ทาง

วิวฒันาการไดอ้ยา่งชดัเจน สายสมัพนัธท์างวิวฒันาการของตวัอย่างในแต่ละ clade มีวิวฒันาการทีÉ

ใกลเ้คียงกนัมาก พบว่าตวัอย่างทีÉอยู่ใน clade 1 เป็นเชืÊอราโรคไหมที้Éเก็บรวบรวมไวเ้มืÉอปี 2549 

ส่วน clade 2 เป็นเชืÊอราโรคไหมที้Éเก็บรวบรวมไวเ้มืÉอปี 2553 ดงัจะเห็นไดว้่าช่วงเวลาทีÉแตกต่างกนั

ในการเก็บรวบรวมตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหมมี้ผลต่อความสมัพนัธท์างวิวฒันาการทีÉเกิดขึÊน ซึÉงผลทีÉได้

นัÊนมีความสอดคลอ้งกนักบัผลการหาค่าความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดที์Éมีค่าสูงเช่นเดียวกบั

ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งของเชืÊอราโรคไหมที้Éมีค่าสูงดว้ยเช่นกนั 
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ภาพทีÉ 20  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี NJ โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 

AVR-Pik  

Clade 2 

Clade 1 

 10927
 11109
 10873
 10581
 10681
 10577
 10578
 24.1
 27.1
 20.2
 22.1
 25.1
 10941
 17.2
 32.1
 15.1
 18.3
 16.1
 14.2
 10985
 3.1
 13.2
 5.1
 16.2
 2.3
 19.2
 28.1
 Ina86
 10551
 10694
 11108
 9.1
 10552
 1.1
 21.2
 6.5
 23.2
 10100
 10301
 11.2
 10987
 10302
 10993
 10760
 10812
 8.2
 10971
 10945
 10576
 10732
 10926
 10837
 10459
 10652

0.000.020.040.060.080.100.120.140.16
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ภาพทีÉ 21 สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี MP โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 

AVR-Pik 

Clade 2 

Clade 1 

 10100
 10301
 10577
 10578
 10581
 10927
 11109
 28.1
 17.2
 23.2
 10941
 11108
 16.2
 16.1
 19.2
 15.1
 27.1
 21.2
 22.1
 14.2
 24.1
 13.2
 32.1
 9.1
 18.3
 5.1
 10985
 25.1
 2.3
 6.5
 10552
 10694
 Ina86
 3.1
 20.2
 1.1
 10551
 10873
 10681
 11.2
 10993
 8.2
 10760
 10812
 10971
 10576
 10945
 10302
 10732
 10926
 10459
 10652
 10837
 10987

020406080
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ภาพทีÉ 22  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี ML โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 

AVR-Pik  

Clade 2 

Clade 1 

 Ina86
 20.2
 17.2
 27.1
 1.1
 22.1
 2.3
 9.1
 15.1
 16.2
 3.1
 10694
 13.2
 24.1
 5.1
 18.3
 6.5
 10985
 14.2
 11108
 19.2
 23.2
 16.1
 21.2
 25.1
 28.1
 32.1
 10551
 10552
 10941
 10581
 10927
 11109
 11.2
 10993
 10873
 10100
 10301
 10577
 10578
 10681
 10987
 8.2
 10760
 10812
 10971
 10576
 10945
 10302
 10732
 10926
 10837
 10459
 10652

0.000.050.100.150.20
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6.  การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดย์นีก่อโรค AVR-Pii 

 

6.1  การวิเคราะห์องคป์ระกอบนิวคลีโอไทดย์นีก่อโรค AVR-Pii 

 

เมืÉอพิจารณาลาํดบัเบสและแกไ้ขลาํดบัเบสของแต่ละตวัอย่าง ทีÉพบว่ามีเบสผิดพลาด

ไป แลว้นาํลาํดบัเบสบริเวณยนี AVR-Pii ทีÉไดจ้ากเชืÊอราโรคไหมท้ัÊ ง 41 ตวัอย่างไปเปรียบเทียบกบั

ลาํดับเบสในฐานขอ้มูล GenBank พบว่ายีน AVR-Pii มีความเหมือนกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด ์

(identity) ทีÉ 92.9-100 % จากนัÊนใชล้าํดบัเบสทัÊ ง 214 ตาํแหน่งในการวิเคราะห์องค์ประกอบของนิ

วคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม MEGA 5 พบว่า ลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน AVR-Pik ของเชืÊอราโรค

ไหม ้M. oryzae มีองคป์ระกอบของเบส A=29.0% T=24.9% C=27.8% และ G=18.3% จากขอ้มูลทีÉ

ไดแ้สดงใหเ้ห็นว่าการใชนิ้วคลีโอไทดแ์ต่ละชนิดของยีน AVR-Pii ไม่แสดงลกัษณะเป็น A+T bias 

(A+T= 53.9%), (G+C=56.1%) ซึÉงแตกต่างกนักบัยนี AVR-Pita1 และ AVR-Pik (ตารางทีÉ15) ทีÉแสดง

ลกัษณะเป็น A+T bias ดงัทีÉไดแ้สดงใหเ้ห็นก่อนหนา้นีÊ   

 

ตารางทีÉ 10  องคป์ระกอบของนิวคลีโอไทดใ์นยนีก่อโรคทัÊง 3 ชนิด 

 

Nucleotide composition (%) 

 A C G T A+T G+C 

AVR-Pita1 34.4% 16.9% 17.1% 31.6% 66.0% 43.0% 

AVR-Pik 28.1% 22.0% 20.5% 29.4% 57.5% 42.5% 

AVR-Pii 29.0% 27.8% 18.3% 24.9% 53.9% 56.1% 

 

หมายเหตุ  A คือเบสอะดีนีน, C คือเบสไซโทซีน, G คือเบสกวานีน, T คือเบสไทมีน 
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       Sample                                              Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                           5          15         25         35         45         55         65         75                           
Ina168 AVR-Pii         ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
1.1 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
2.1 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
2.3 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
3.1 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
4.1 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
4.2 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
9.1 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
9.3 AVR-Pii            ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
11.1 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
11.2 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
13.2 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
15.1 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
16.1 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
16.2 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
17.2 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
18.3 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
19.2 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
20.2 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
23.2 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
25.1 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
27.1 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
28.1 AVR-Pii           ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCCGAAT CGCAGCACTT CCCCCTCCGG CCAGCCTGAA 
Clustal Consensus      ********** ******* ** ********** ***** **** ***** **** ********** *** ****** ********** 

 

ภาพทีÉ 23  ผลการ alignment ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pii โดยอา้งอิงจากลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pii จากเชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์Ina168 

 

 



 
 

 

 

      Sample                                              Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                           5          15         25         35         45         55         65         75                           
10100 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10301 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10302 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10551 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10552 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10577 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10578 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10581 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10694 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10732 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10760 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10812 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10837 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10873 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10926 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10971 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATCAC TTTCGCTATT GCATTTTATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10985 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
10987 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
11108 AVR-Pii          ATGCAACTTT CCAAAATTAC TTTCGCTATT GCATTATATG CAATCGGAAT CGCAGCACTT CCCACTCCGG CCAGCCTGAA  
Clustal Consensus      ********** ******* ** ********** ***** **** ***** **** ********** *** ****** **********  

 

ภาพทีÉ 23  (ต่อ) 
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      Sample                                               Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                           85         95        105        115        125        135        145        155                     
Ina168 AVR-Pii         TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
1.1 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
2.1 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
2.3 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
3.1 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
4.1 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
4.2 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
9.1 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
9.3 AVR-Pii            TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
11.1 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
11.2 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
13.2 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
15.1 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
16.1 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
16.2 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
17.2 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
18.3 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
19.2 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
20.2 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
23.2 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
25.1 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
27.1 AVR-Pii           GGGCAACACT GAGGTCGCCA CCAT-CCCCG ACGTTAAACT TGGGGCCCGC AGCGACCCCC CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
28.1 AVR-Pii           TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCATTCCCCG ACGTTAAACT TGAGCCCCCA ACCGCCACCA CTCACCATAA ATGTTCCAAA 
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      Sample                                               Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
                           85         95        105        115        125        135        145        155                     
10100 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10301 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10302 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10551 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10552 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10577 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10578 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10581 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10694 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10732 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10760 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10812 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10837 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10873 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10926 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10971 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CATTG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCTTA  
10985 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
10987 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
11108 AVR-Pii          TGGCAACACT GAGGTCGCAA CCAT-CTCCG ACGTTAAACT TGAGGCCCGC AGCGACACCA CTTATCATAA ATGCTCCAAA  
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     Sample                                    Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .... 
                          165        175        185        195        205 
Ina168 AVR-Pii         TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
1.1 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
2.1 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
2.3 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
3.1 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
4.1 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
4.2 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
9.1 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
9.3 AVR-Pii            TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
11.1 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
11.2 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
13.2 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
15.1 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
16.1 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
16.2 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
17.2 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
18.3 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
19.2 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
20.2 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
23.2 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
25.1 AVR-Pii           TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
27.1 AVR-Pii           TGGGGTTAGG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC GTAGAGGCCA GTAA 
28.1 AVR-Pii           TGCGGGTATG GCAGCGATGA TTCCAACGCG TATTCTAATC ATAAATGCAA CTAA 
Clustal Consensus      ** ** ** * ** ******* **** ** ** **** ** **  ** * ** *  *** 

 

ภาพทีÉ 23  (ต่อ) 

 

 

98 



 
 

 

 

      Sample                                   Nucleotide position 

                       ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| .... 
                          165        175        185        195        205                
10100 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10301 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10302 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10551 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10552 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10577 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10578 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10581 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10694 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10732 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10760 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10812 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10837 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10873 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10926 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10971 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCTGCGATGA TTCCGACCCG TATTTTATTC ATAAATGCAA CTAA 
10985 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
10987 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
11108 AVR-Pii          TGCGGTTATG GCAGCGATGA TTCCGACGCG TATTTTAATC ATAAATGCAA CTAA 
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6.2  ตาํแหน่งทีÉมีความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด ์(polymorphic site) ในยนี AVR-Pii 

 

 ผลการ alignment เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pii จากตวัอย่างเชืÊอรา

โรคไหมที้Éใชใ้นการศึกษาครัÊ งนีÊ กบัลาํดบันิวคลีโอไทด์เชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ์ Ina168 ทีÉมีการ

เผยแพร่ในฐานขอ้มูล (GenBank ID: AB498874)  (Yoshida et al., 2009) มีตาํแหน่งของการ

เปรียบเทียบทัÊงหมด 214 ตาํแหน่ง เป็นตาํแหน่งทีÉมีตาํแหน่งทีÉมีช่องว่าง (gap) ซึÉงเกิดจากการกลาย

พนัธุแ์บบ insertion/deletion ทัÊงหมด 1 ตาํแหน่ง เป็นตาํแหน่งทีÉมีการกลายพนัธุ์แบบแทนทีÉเบส 35 

ตาํแหน่ง ซึÉ งแบ่งไดเ้ป็น parsimony- informative site 1 ตาํแหน่ง และ single variable site 34 

ตาํแหน่ง โดยเป็นตาํแหน่งทีÉไม่มีการกลายพนัธุ์ 178 ตาํแหน่งเมืÉอพิจารณาตาํแหน่งของการกลาย

พนัธุท์ัÊงหมด(insertion/deletion+substitution) ทีÉเกิดขึÊนทัÊง 35 ตาํแหน่ง (ตารางทีÉ 16) เป็นการกลาย

พนัธุ์ในบริเวณทีÉมีการแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน (exon) เป็นการกลายพนัธุ์ทีÉรหัสพนัธุกรรม 

(codon) ตาํแหน่งทีÉ 1 2 และ 3 เท่ากบั 10 11 และ 14 ตาํแหน่ง ดงัจะเห็นไดว้่า รหัสพนัธุกรรม

ตาํแหน่งทีÉ 3 จะเกิดการแทนทีÉเบสสูงทีÉสุด รองลงมาคือรหัสพนัธุกรรมตาํแหน่งทีÉ 2 และรหัส

พนัธุกรรมตาํแหน่งทีÉ 1 เป็นตาํแหน่งทีÉมีการอนุรักษ์สูงทีÉสุด เหตุทีÉเป็นเช่นนัÊนเนืÉองจากการกลาย

พนัธุข์องนิวคลีโอไทดใ์นตาํแหน่งทีÉ 2 ของรหัสพนัธุกรรม จะทาํให้เกิดการเปลีÉยนแปรงกรดอะมิ

โน (non-sysnonymous substitution) มากกว่าการกลายพนัธุ์ทีÉเกิดในตาํแหน่งทีÉ 1 และตาํแหน่งทีÉ 3 

ดงันัÊนนิวคลีโอไทดข์องรหสัพนัธุกรรมในตาํแหน่งทีÉ 2 จึงอยู่ภายใตก้ารคดัเลือกมากกว่านิวคลีโอ

ไทด์ตาํแหน่งทีÉ 1 และ 3 ในรหัสพนัธุกรรม ซึÉ งผลทีÉไดคื้อ นิวคลีโอไทด์ของรหัสพนัธุกรรม

ตาํแหน่งทีÉ 3 และ 1 จะมีอตัราการแทนทีÉเร็วกว่าตาํแหน่งทีÉ 2 (Kumura, 1993) การหารูปแบบ 

haplotype โดยเปรียบเทียบจากลาํดบักรดอะมิโนของยนี AVR-Pii 42 ตวัอยา่ง พบว่าสามารถจาํแนก

ไดท้ัÊ งหมด 4 haplotype โดย haplotype A พบมากทีÉสุดคือ 39 ตวัอย่างโดยลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีน 

AVR-Pii จากเชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ์ Ina168 ทีÉใช้ในการเปรียบเทียบก็อยู่ในกลุ่มนีÊ ด้วย และ 

haplotype B C และD มี haplotype อยา่งละ 1 ตวัอยา่ง   
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ตารางทีÉ 11  รูปแบบ haplotype ของเชืÊอราโรคไหมเ้มืÉอเปรียบเทียบโดยใชค้วามแตกต่างของลาํดบั 

กรดอะมิโนยนี AVR-Pii  

 

Haplotype group Number of isolates 

  Haplotype A* 39 

Haplotype B 1 

Haplotype C 1 

Haplotype D 1 

 

หมายเหตุ *คือ haplotype ทีÉมีตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์Ina168  

 
 
     Isolates                                    Amino acid sequence 
 
 
Ina 186  
1.1 AVR-Pii 
2.1 AVR-Pii 
2.3 AVR-Pii 
3.1 AVR-Pii 
4.1 AVR-Pii 
4.2 AVR-Pii 
9.1 AVR-Pii 
9.3 AVR-Pii 
11.1 AVR-Pii 
11.2 AVR-Pii 
13.2 AVR-Pii 
15.1 AVR-Pii 
16.1 AVR-Pii 
16.2 AVR-Pii 
17.2 AVR-Pii 
18.3 AVR-Pii 
19.2 AVR-Pii 
20.2 AVR-Pii 
23.2 AVR-Pii 
25.1 AVR-Pii 
27.1 AVR-Pii 
28.1 AVR-Pii 
10100 AVR-Pii 
10301 AVR-Pii 
10302 AVR-Pii 
10551 AVR-Pii 
10552 AVR-Pii 
10577 AVR-Pii 
10578 AVR-Pii 
10581 AVR-Pii 
10694 AVR-Pii 
10732 AVR-Pii 
10760 AVR-Pii 
10812 AVR-Pii 
10837 AVR-Pii 
10873 AVR-Pii 
10926 AVR-Pii 
10971 AVR-Pii 
10985 AVR-Pii 
10987 AVR-Pii 
11108 AVR-Pii 
Consensus 

 ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLKGNT EVATIPDVKL GARSDPPYHK CSKWG-GSDD SDAYFNRRGQ 
MQLSKITFAI ALYAIRIAAL PPPASLNGNT EVATIPDVKL EPPTATTHHK CSKCGYGSDD SNAYSNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI AFYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATIIDVKL EARSDTTYHK CSLCGYGCDD SDPYFIHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
MQLSKITFAI ALYAIGIAAL PTPASLNGNT EVATISDVKL EARSDTTYHK CSKCGYGSDD SDAYFNHKCN 
********** *:*** **** *.****:*** ***** ****  . : ..:** **  * *.** *:.*  :: : 
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6.3  การทดสอบสมดุลของประชากร (neutrality test)  

 

 จากลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัÊงหมด 42 ตวัอยา่ง มีเพียงสามตวัอยา่งเท่านัÊนทีÉมีลาํดบันิวคลี

โอไทดแ์ตกต่างกนัดงัทีÉไดแ้สดงไวใ้นตารางทีÉ 17 และ 18 ซึÉงประกอบลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีน AVR-

Pii ทีÉมาจากตวัอย่าง 2.1 28.1 และ 10971 การหาค่าเฉลีÉยความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ในแต่ละ

ตาํแหน่งระหว่างลาํดบันิวคลีโอไทด ์() ค่าทีÉได ้ในบริเวณส่วนของ coding sequence มีค่าเท่ากบั 

0.00837 ซึÉงแสดงให้เห็นว่ามีความผนัแปรทีÉเกิดขึÊนน้อยมาก (low polymorphism) และค่าความ

แตกต่างของนิวคลีโอไทด์ของบริเวณทีÉเกิดการเปลีÉยนแปลงจากลาํดบันิวคลีโอไทด์ทัÊ งหมด ()      

มีค่าเท่ากบั 0.03873 เนืÉองดว้ยมีเพียงสามตวัอยา่งเท่านัÊนทีÉแสดงลกัษณะแตกต่างไปจากตวัอย่างอืÉน 

ดังนัÊ นในการคํานวณหาค่า Ka/Ks ratio [the ratio of the number of non-synonymous 

substitutions per non-synonymous site (Ka) to the number of synonymous substitutions per 

synonymous site (Ks)] และการทดสอบสมดุลประชากรดว้ยการทดสอบทางสถิติ (Tajima’D  Fu 

and Li’D  และ Fu and Li’s F) อาจใหผ้ลการทดสอบทีÉไม่น่าเชืÉอถือหรือคาดเคลืÉอนไปจากความเป็น

จริงในการอธิบายรูปแบบกลไกในการเปลีÉยนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AVR-Pii จาก

ตวัอยา่งเชืÊอราทัÊง 42 ตวัอยา่งได ้ดงันัÊนจึงไม่แสดงผลการทดสอบดงักล่าว ในการวิเคราะห์ลาํดบั    

นิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pii 

  

6.4  การวิเคราะห์ Molecular phylogenetics ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

 

6.4.1  การหาแบบจาํลองการแทนทีÉเบส (nucleotide substitulation model) ทีÉเหมาะสม 

 

ก่อนการวิ เคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิว ัฒนาการจําเป็นต้องวิ เคราะห์หา

แบบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉเหมาะสม จากขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน AVR-Pii ทัÊ ง 214 

ตาํแหน่ง ดว้ยโปรแกรม MEGA 5 (Kumar et al., 2008) ซึÉงจะทาํนายความเป็นไปไดห้รือสัดส่วน

ของการเปลีÉยนแปลง นิวคลีโอไทดที์Éคาดว่าจะเกิดขึÊนในลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีนนัÊน จากผลการ

วิเคราะห์พบว่าแบบจาํลองการแทนทีÉเบสของขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉดีทีÉสุด คือ GTR (GRR = 

General Tine Reversible) GTR model มีขอ้กาํหนดคือ ความถีÉเบสแต่ละชนิดไม่เท่ากนั (variable 

base frequencies; πA≠ πC ≠ πG≠ πT) อตัราการแทนทีÉเบสแต่ละรูปแบบมีความถีÉไม่เท่ากนั โดยมี

ความถีÉเบสแต่ละชนิดคือ πA=0.2899 πC=0.2485 πG=0.2782 πT=0.1834 และกาํหนด substitution 

rate matrix ดงัต่อไปนีÊ  
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 A U C G 

A - 6.37 8.98 4.68 

U 7.43 - 11.39 5.46 

C 9.36 10.18 - 5.29 

G 7.40 7.40 5.69 - 

 

 แบบจาํลองนีÊ มีการกาํหนดค่าใหก้บัรูปแบบการแทนทีÉเบส 6 แบบ (A-C, A-G, A-T, C-G, C-

T, G-T; nst = 6) แบบจาํลองการแทนทีÉเบสทีÉไดจ้ะถูกใชเ้ป็นขอ้มูลในการคาํนวณระยะห่างทาง

พนัธุกรรม (genetic distance) และการสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ดว้ยวิธี 

Neighbor-joining (NJ), Maximum likelihood (ML) และ Maximum parsimony (MP)  

  

6.4.2  การหาระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) 

 

  ผลการคาํนวณค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมของตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมท้ัÊ ง 

42 ตวัอยา่ง เมืÉอใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pii ในการคาํนวณ (ตารางทีÉ 19) พบว่าได้

ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมมีค่า 0.008 โดยมีค่าตํÉาสุดคือ 0.000 และมีค่าสูงสุดคือ 0.117 จาก

ค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพนัธุกรรมแสดงใหเ้ห็นว่าลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pii ของเชืÊอราโรคไหม้

มีความแตกต่างทางพนัธุกรรมน้อยมากโดยมีเพียง 3 isolates (27.1 28.1 และ 10971) เท่านัÊนทีÉมี

ความแตกต่างทางพนัธุกรรมอยา่งชดัเจนและยงัแสดงใหเ้ห็นถึงความคลา้ยคลึงกนัของยีน AVR-Pii 

ในเชืÊอราโรคไหมไ้ด้เป็นอย่างดีเมืÉอเปรียบเทียบจากลาํดบันิวคลีโอไทด์ ค่าเฉลีÉยระยะห่างทาง

พนัธุกรรมนัÊนจะใชป้ระกอบการวิเคราะห์ความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทด์ร่วมกบัผลการ

สร้างสายสมัพนัธท์างวิวฒันาการซึÉงจะไดก้ล่าวต่อไป 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

AVR-Pii  AVR-Pii  1.1 1.2 2.3 3.1 4.1 4.2 9.1 9.3 11.1 11.2 13.2 15.1 16.1 16.2 17.2 18.3 19.2 20.2 25.1 23.2 27.1 28.1 

1.1 0.000 
                      

2.1 0.000 0.000 
                     

2.3 0.000 0.000 0.000 
                    

3.1 0.000 0.000 0.000 0.000 
                   

4.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
                  

4.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
                 

9.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
                

9.3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
               

11.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
              

11.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
             

13.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
            

15.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
           

16.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
          

16.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
         

17.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
        

18.3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
       

19.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
      

20.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
     

25.1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
    

23.2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
   

27.1 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 0.061 
  

28.1 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.066 0.117 
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AVR-Pii AVR-Pii 1.1 1.2 2.3 3.1 4.1 4.2 9.1 9.3 11.1 11.2 13.2 15.1 16.1 16.2 17.2 18.3 19.2 20.2 25.1 23.2 27.1 28.1 

10100 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10301 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10302 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10551 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10552 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10577 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10578 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10581 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10694 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10732 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10760 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10812 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10837 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10873 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10926 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10971 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.103 0.108 

10985 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

10987 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

11108 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.061 0.066 

 

ภาพทีÉ 25  (ต่อ) 
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ภาพทีÉ 25  (ต่อ) 

 
10100 10301 10302 10551 10577 10578 10581 10694 10732 10760 10812 10837 10873 10926 10971 10985 10987 10987 11108 

10100 
                   

10301 0.000 
                  

10302 0.000 0.000 
                 

10551 0.000 0.000 0.000 
                

10552 0.000 0.000 0.000 0.000 
               

10577 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
              

10578 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
             

10581 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
            

10694 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
           

10732 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
          

10760 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
         

10812 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
        

10837 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
       

10873 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
      

10926 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
     

10971 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 0.047 
    

10985 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.047 
   

10987 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.047 0.000 
  

11108 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.047 0.000 0.000 
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6.4.3  ความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ของเชืÊอราโรคไหมจ้ากลาํดบั         

นิวคลีโอไทดข์องยนี AVR-Pii 

 

ผลการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี Neighbor-Joining (NJ) ของยีน AVR-Pii 

โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์Ina168 เป็น Reference ดว้ยวิธี NJ (ภาพทีÉ 18) ทีÉใชข้อ้มูลระยะห่าง

ทางพนัธุกรรม ทดสอบ bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า สร้าง consensus tree ดว้ยวิธี 50% majority-rule 

สามารถจดัลาํดบัความสมัพนัธข์องเชืÊอราโรคไหมโ้ดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทด์ยีน AVR-Pii ได้

เป็น 2 กลุ่มดว้ยกนั (ภาพทีÉ 18)  

 

ผลการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี Maximum parsimony (MP) ของยีน 

AVR-Pii โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ์ Ina168 เป็น Reference ดว้ยวิธี MP (ภาพทีÉ 19) ทดสอบ 

bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊ า โดยมี parsimony-informative site จาํนวน 1 ตาํแหน่งสร้าง consensus 

tree ดว้ยวิธี 50% majority-rule สามารถจดัลาํดบัความสัมพนัธ์ของเชืÊอราโรคไหมโ้ดยใชข้อ้มูล

ลาํดบันิวคลีโอไทดย์นี AVR-Pii ไดเ้ป็น 2กลุ่มเช่นเดียวกบัวิธี NJ (ภาพทีÉ 19) 

 

ผลการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี Maximum likelihood (ML) ของยีน 

AVR-Pii โดยใชเ้ชืÊอราโรคไหมส้ายพนัธุ ์Ina168 เป็น Reference ดว้ยวิธี ML (ภาพทีÉ 20) หา tree ทีÉมี

ความน่าจะเป็นสูงสุดจาก tree ทีÉเป็นไปไดป้ระกอบกบัแบบจาํลอง GTR ทดสอบ bootstrap จาํนวน 

1,000 ซํÊ า พบว่า ได ้phylogenetic tree ทีÉมีค่า –Ln likelihood = -474.14 สายสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ

ทีÉไดส้ณัฐานสอดคลอ้งกบั phylogenetic tree ทีÉสร้างโดยวิธี NJ และ MP (ภาพทีÉ 20) 

 

ผลทีÉไดจ้ากการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี NJ MP และ ML แสดงใหเ้ห็นว่า 

tree มีสณัฐานคลา้ยคลึงกนัมาก โดยความแตกต่างระหว่าง phylogenetic tree ทีÉสร้างจากแต่ละวิธี

เป็นความแตกต่างของความสมัพนัธภ์ายใน สายสมัพนัธท์างวิวฒันาการของตวัอยา่งส่วนใหญ่จะจดั

อยูใ่น clade 1 ซึÉงมีวิวฒันาการทีÉใกลเ้คียงกนั ส่วน clade 2, 3 และ 4 นัÊนเป็นตวัอย่างทีÉสายสัมพนัธ์

แตกต่างอย่างชดัเจน สายสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของยีน AVR-Pii นัÊ นมีความใกลเ้คียงมากซึÉ ง

สอดคลอ้งกับผลการหาค่าความแตกต่างของลาํดับนิวคลีโอไทด์และค่าเฉลีÉยระยะห่างทาง

พนัธุกรรมภายในกลุ่มตัวอย่างของเชืÊอราโรคไหม้ซึÉ งค่าทีÉได้มีค่าทีÉต ํÉ ามาก จากผลการสร้าง 

phylogenetic tree จะเห็นว่าช่วงเวลาและภูมิภาคทีÉแตกต่างกนัในการเก็บรวบรวมตวัอยา่งเชืÊอราโรค

ไหมไ้ม่มีผลต่อความสมัพนัธท์างวิวฒันาการทีÉเกิดขึÊน วิวฒันาการของยีน AVR-Pii มีความสัมพนัธ์

ไปในทิศทางเดียวกนั มีเพียงบางตวัอยา่งเท่านัÊนทีÉแสดงใหเ้ห็นว่ามีความสมัพนัธแ์ยกออกมาจากลุ่ม



108 

 

 

อยา่งชดัเจน ผลทีÉไดน้ัÊนมีความสอดคลอ้งกนักบัผลการหาค่าความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์

ทีÉมีค่าตํÉ าเช่นเดียวกับค่าเฉลีÉยระยะห่างทางพันธุกรรมของตัวอย่างเชืÊ อราโรคไหม้ทีÉ มีค่าตํÉ า

เช่นเดียวกนั 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 26  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี NJ โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทด ์ของยนี  

AVR-Pii 

 

Clade 2 
Clade 3 
Clade 4 
 

Clade 1 

 23.2
 10760
 10301
 11108
 20.2
 10552
 15.1
 10926
 11.2
 10100
 10873
 10985
 11.1
 10812
 9.1
 10578
 13.2
 10732
 4.2
 10302
 3.1
 25.1
 2.3
 10694
 10577
 10987
 2.1
 9.3
 18.3
 10581
 1.1
 16.1
 Ina168
 19.2
 16.2
 10837
 4.1
 17.2
 10551
 10971
 27.1
 28.1

0.000.010.020.03
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ภาพทีÉ 27  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี MP โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 

AVR-Pii 

Clade 1 

Clade 2 
Clade 3 
Clade 4 
 

 Ina168
 10552
 18.3
 10873
 1.1
 15.1
 20.2
 10694
 2.1
 10926
 10578
 10837
 2.3
 10987
 10760
 3.1
 23.2
 4.1
 9.3
 4.2
 19.2
 9.1
 11.1
 10812
 11.2
 10732
 13.2
 10577
 16.2
 10301
 16.1
 10302
 25.1
 10985
 11108
 10100
 10581
 17.2
 10551
 10971
 27.1
 28.1

0.0000.0050.0100.0150.0200.0250.0300.035
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ภาพทีÉ 28  สายสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการทีÉไดจ้ากวิธี MP โดยใชข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 

 AVR-Pii 

 

Clade 1 

 Ina168
 10985
 1.1
 10577
 2.1
 3.1
 23.2
 10552
 2.3
 10581
 4.1
 25.1
 4.2
 10732
 9.1
 10302
 9.3
 10100
 11.1
 10837
 11.2
 10987
 13.2
 20.2
 15.1
 19.2
 16.1
 16.2
 17.2
 10301
 10873
 18.3
 10812
 10551
 10694
 11108
 10578
 10926
 10760
 10971
 27.1
 28.1

0.000.010.020.030.040.05

Clade 2 
Clade 3 
Clade 4 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

1.  การเพิÉมปริมาณยนีก่อโรค AVR gene ด้วยวธิี PCR  

  

ยนีก่อโรค AVR gene ทีÉมีการโคลนและศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์และมีปฏิสัมพนัธ์กบัยีน

ตา้นทาน R gene ในขา้วประกอบไปดว้ยยีน AVR-Pita AVR1-CO39 AVR-Pizt AVR-Pia AVR-Pii 

และAVR-Pik/Pikm/Pikp โดยในการศึกษาครัÊ งนีÊ มีวตัถุประสงค์เพืÉอเพิÉมปริมาณยีนดงักล่าวทัÊ งหมด

เพืÉอศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละเปรียบเทียบความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นแต่ละยนีจาก

ตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมที้Éมีการเก็บรวบมาจากแปลงเพาะปลูกขา้วทีÉแสดงอาการของโรคไหมขึ้Êน 

โดยตัวอย่างเชืÊอราโรคไหมที้Éเก็บรวบรวมไวน้ัÊ นเก็บมาจากปี พ.ศ. 2549 และปี พ.ศ. 2553 ซึÉ ง

ตอ้งการเปรียบเทียบถึงความแตกต่างของเวลาทีÉมีผลต่อการเปลีÉยนแปลงไปของลาํดบันิวคลีโอไทด์

ในยนีก่อโรคแต่ละยนี การใชไ้พรเมอร์ทีÉจาํเพาะต่อยนีก่อโรค (specific primer) ในการเพิÉมปริมาณ

ชิÊนดีเอน็เอของยนีในบริเวณทีÉมีการแปลรหสัเป็นกรดอะมิโน (coding region) และนาํชิÊนดีเอ็นเอทีÉ

ไดไ้ปตรวจหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ (sequencing) เพืÉอตรวจดูความแตกต่างของลาํดบันิวคลีโอไทด์

ของยีนก่อโรคของ AVR gene ต่าง ๆ ในแต่ละ isolates ของเชืÊอราโรคไหม ้ในการศึกษาครัÊ งนีÊ

สามารถเพิÉมปริมาณชิÊนยีนไดส้ามยีนดว้ยกนัคือ AVR-Pita1 AVR-Pik/Pikm/Pikp และ AVR-Pii ซึÉง

รูปแบบความหลากหลายทีÉเกิดขึÊนในแต่ละยนีมีความแตกต่างกนั ทัÊ งองค์ประกอบของลาํดบันิวคลี

โอไทด์ ทีÉแสดงให้เห็นว่ายีน AVR-Pita1 และ AVR-Pik/Pikm/Pikp มีลกัษณะเป็น A+T bias ซึÉ ง

แตกต่างจากยนี AVR-Pii ซึÉงไม่แสดงลกัษณะดงักล่าว 

 

2.  ตาํแหน่งทีÉมคีวามแตกต่างของลาํดับนิวคลโีอไทด์ (polymorphic site) ในยนี AVR 

 

2.1  การทาํ Alignment เพืÉอเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน AVR แต่ละยีนโดย

เปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉมีการเผยแพร่ในฐานขอ้มูล GenBank พบการกลายพนัธุ์เป็น

แบบ insertion/deletion และ base substitution มีผลใหต้าํแหน่งทีÉเกิดการกลายพนัธุมี์การแทนทีÉเบส

เป็นแบบ singleton variable site และ parsimony-informative site การกลายพนัธุ์ทีÉเกิดขึÊนเป็นการ

กลายพนัธุ์ทีÉเกิดในบริเวณ exon ของแต่ละยีน ซึÉงมีผลทาํให้การแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนไดเ้ป็น

โปรตีนทีÉแตกต่างกนั  
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2.2  ช่วงเวลาทีÉแตกต่างกนัของการเก็บรวบรวมตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมจ้ากขา้วทีÉแสดง

อาการไหม ้มีความเกีÉยวขอ้งกบัความหลากหลายทีÉเกิดขึÊนในยนี AVR-Pik จากผลการทดสอบความ

หลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไดท์และการทดสอบสมดุลประชากรแสดงให้เห็นว่ารูปแบบของ

การเกิดวิวฒันาการในยีน AVR-Pik นัÊ นไม่มีการเบีÉยงเบนไปจากทฤษฏี Neutral กระบวนการ

คดัเลือกทีÉส่งผลต่อความหลากหลายเป็นกลไกการคดัเลือกแบบ neutral selection สาเหตุทีÉทาํใหเ้กิด

การคดัเลือกแบบ neutral selection ในยนี AVR-Pik ของตวัอย่างเชืÊอราโรคไหมที้Éใชใ้นการศึกษานีÊ  

เป็นผลมาจากการเกิด genetic drift ทาํใหเ้มืÉอระยะเวลาผา่นไปรูปแบบของลาํดบันิวคลีโอไทด์ทีÉเคย

พบอยู่มากกลบัสูญหายไปหรือพบไดน้้อยลงและมีเพียงบางรูปแบบเท่านัÊ นทีÉสามารถถ่ายทอด

ลกัษณะทางพนัธุกรรมไปยงัเชืÊอราโรคไหมรุ่้นต่อ ๆ ไปได้ ซึÉงสาเหตุทีÉทาํให้รูปแบบของลาํดับ      

นิวคลีโอไทด์ในยีน AVR-Pik สูญหายไปมีสาเหตุมาจาก bottleneck effect ดงันัÊนการอธิบายถึง

รูปแบบความหลากหลายของยนี AVR-Pik อาจจะกล่าวไดว้่า เชืÊอราโรคไหมที้Éมีการแพร่ระบาดในปี 

พ.ศ. 2549 เกิดกระบวนการ population bottleneck ทาํให้รูปแบบของลาํดบันิวคลีโทด์บางลกัษณะ

เกิดสูญหายไปเหลือเพียงบางรูปแบบเท่านัÊ นทีÉสามารถขยายพนัธุ์และอยู่รอดมาได้ ลักษณะ

ประชากรของเชืÊอราโรคไหมใ้นปี พ.ศ. 2553 จึงเป็นแบบ population expansion คือเป็นการขยายตวั

ของประชากรทีÉเหลือรอดมาจาก bottleneck effect  

 

2.3  การเกิด positive selection มีผลต่อความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทด์ในยีน 

AVR-Pita1 ทาํให้ผลการทดสอบสมดุลประชากรมีการเบีÉยงเบนไปจากทฤษฏี Neutral (Kimura, 

1968)  เป็นผลจากแรงผลกัดนัในธรรมชาติทีÉทาํใหเ้กิดการเปลีÉยนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทด์ใน

ยนี AVR-Pita1 โดยส่งผลโดยตรงต่อผลผลิต AVR protein ผลการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์และ

กลไกการเกิดวิวฒันาการมีความสอดคลอ้งกบังานทดลองทีÉเคยมีการรายงานมาแลว้ก่อนหน้านีÊ  

(Kang et al., 2001, Zhou et al., 2007, Dai et al., 2010, Takahashi et al., 2010) การเปลีÉยนแปลง

ทางดา้นองคป์ระกอบของกรดอะมิโนและชนิดของ AVR protein จะส่งผลโดยตรงต่อการทาํงาน

ของ resistance gene ซึÉงจะไม่สามารถกระตุน้ใหพื้ชนัÊนเกิดความสามารถในการตา้นทานต่อการเขา้

ทาํลาย เหตุผลของการเกิดวิวฒันาการของยีน AVR-Pita1 นัÊนก็เพืÉอให้เชืÊอสามารถเขา้ทาํลายขา้ว

และก่อใหเ้กิดการแพร่ระบาดของโรคไหมไ้ด ้

 

2.4  ยนี AVR-Pii เป็นยนีทีÉมีรูปแบบความหลากหลายของลาํดบันิวคลีโอไทดน์อ้ยทีÉสุด เมืÉอ

เปรียบเทียบกบัยนี AVR-Pita1 AVR-Pik จากผลการทดลองมีเพียง 3 isolates เท่านัÊนทีÉมีลาํดบันิวคลี

โอไทด์แตกต่างกันไปจาก isolate อืÉน ๆ เป็นไปได้ว่ายีน AVR-Pii ยงัไม่ได้รับผลกระทบจาก

ขบวนการคดัเลือกหรือกลไกใด ๆ ทีÉจะทาํให้ยีน AVR-Pii มีวิวฒันาการเกิดขึÊ น รูปแบบของยีน 
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AVR-Pii ทีÉเราพบส่วนใหญ่เป็นลกัษณะทีÉสามารถทาํงานร่วมกนักบัยนีตา้นทาน Pii แลว้กระตุน้ให้

พืชเกิดความตา้นทานขึÊนได ้(Yoshida et al., 2009)  ดงันัÊนจึงเป็นขอ้มลูทีÉดีสาํหรับนกัปรับปรุงพนัธุ์

ข้าวในการเลือกใช้ยีนต้านทาน Pii ทีÉมีความจําเพาะต่อยีน AVR-Pii เพืÉอกระตุ้นให้ข้าวเกิด

กระบวนการตา้นทานเมืÉอถกูเชืÊอราโรคไหมเ้ขา้ทาํลาย 

 

3.  ความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการของเชืÊอราโรคไหม้ 

 

ผลทีÉไดจ้ากการสร้าง phylogenetic tree ของยีน AVR-Pita1 และ AVR-Pii แสดงให้เห็นถึง

ลาํดับของวิวฒันาการทีÉมีความใกลเ้คียงกันภายในตัวอย่างของแต่ละยีน ช่วงเวลาและภูมิภาคทีÉ

แตกต่างกนัของตวัอยา่งเชืÊอราโรคไหมไ้ม่แสดงให้เห็นว่ามีความสัมพนัธ์กบัวิวฒันาการทีÉเกิดขึÊน

การศึกษาความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของยีน AVR-Pita1 และ AVR-Pii ให้ผลการทดสอบทีÉ

ใกลเ้คียงกันกับการวิเคราะห์ความหลากหลายของลาํดับนิวคลีโอไทด์และการทดสอบสมดุล

ประชากร 

 

ผลทีÉได้จากสร้าง phylogenetic tree ของยีน AVR-Pik สามารถแบ่งสายสัมพนัธ์ทาง

วิวฒันาการออกเป็น 2 กลุ่มไดอ้ยา่งชดัเจน โดยในแต่ละกลุ่มจะเป็นกลุ่มทีÉมีรูปแบบของลาํดบันิวคลี

โอไทดที์Éคลา้ยคลึงกนั ผลทีÉไดมี้ความสอดคลอ้งกนักบัการวิเคราะห์หาความหลากหลายของลาํดบั

นิวคลีโอไทดแ์ละการทดสอบสมดุลประชากร ผลจากการสร้าง phylogenetic tree ดว้ยวิธี NJ MP 

และ ML มีสณัฐานคลา้ยคลึงกนัมาก โดยความแตกต่างระหว่าง phylogenetic tree ทีÉสร้างจากแต่ละ

วิธีจะเป็นความแตกต่างของความสมัพนัธภ์ายในของ AVR gene แต่ละกลุ่ม 
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ข้อเสนอแนะ 

 

1.  ตวัอย่างเชืÊอราโรคไหม้ M. oryzae 

 

ควรเก็บรวบรวมตวัอย่างของเชืÊอราโรคไหมเ้พืÉอให้ครอบคลุมทุกพืÊนทีÉของประเทศไทย 

เพราะโรคไหมเ้ป็นโรคทีÉมีการระบาดอยา่งกวา้งขวางและยงัสามารถเขา้ทาํลายไดทุ้กพืÊนทีÉทีÉมีการ

เพาะปลกูขา้ว ระดบัความรุนแรงของการเขา้ทาํลายของเชืÊอราชนิดนีÊ มีความรุนแรงทีÉแตกต่างกนั

ตามสถาวะภูมิประเทศและสายพนัธุข์า้ว  

 

2.  ตวัอย่างเชืÊอราโรคไหม้ทีÉไม่สามารถเพิÉมปริมาณได้ด้วยวธิี PCR 

  

การอธิบายถึงสาเหตุทีÉว่า เพราะอะไรตวัอยา่งดีเอน็เอของเชืÊอราโรคไหมบ้างสายพนัธุถึ์งไม่

สามารถเพิÉมปริมาณไดด้ว้ยวิธี PCR ไม่สามารถสรุปไดว้่าตวัอยา่งเชืÊอราสายพนัธุน์ัÊนไม่มี AVR gene 

ทีÉเราสนใจ จากการรายงานของ Dai และคณะในปี 2553 ไดอ้ธิบายถึงสาเหตุไวคื้อ การเกิด deletion 

ในส่วนปลาย 5’ หรือ 3’ และการเกิด complete deletion ของ AVR gene ซึÉงลกัษณะทีÉเกิดขึÊนทาํให้

ไพรเมอร์ไม่สามารถจบักบัดีเอน็เอบริเวณทีÉเกิด deletion ไปได ้
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1.  การเตรียมอาหารเลีÊยงเชืÊอ  

 

Rice Flour Agar (RFA) ประกอบดว้ย 

แป้งขา้วบดละเอียด  20   กรัม 

Yeast extract    2    กรัม 

ผงวุน้    20  กรัม 

นํÊ ากลั Éน   1,000  มิลลิลิตร 

นาํส่วนผสมทัÊงหมดรวมกนัแลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร เทในขวดอาหารแลว้

นาํไปฆ่าเชืÊอทีÉความดนั 15 ปอนด/์ตารางนิÊว ทีÉอุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที 

 

Potato Dextrose Broth (PDB) ประกอบดว้ย 

ผง PDB   24   กรัม 

 นํÊ ากลั Éน   1,000  มิลลิลิตร 

นาํส่วนผสมทัÊงหมดรวมกนัแลว้ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร เทในขวดอาหารแลว้

นาํไปฆ่าเชืÊอทีÉความดนั 15 ปอนด/์ตารางนิÊว ทีÉอุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส เป็นเวลา 15-20 นาที 

 

2. การเตรียมสารเคมี และสารละลายในการทาํลายพิมพดี์เอน็เอโดย  agarose gel 

 

10XTBE และ 0.5XTBE 

ละลาย Tris Base 108 กรัมในนํÊ ากลั Éน (dH2O) 800 มิลลิลิตร กวนดว้ย magnetic stirrer เติม 

boric acid 55 กรัม  ปัÉนจนสารละลายใส จากนัÊนเติม 0.5M EDTA.2Na 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร

ดว้ยนํÊ ากลั Éนใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร นาํสารละลายไปนึÉงฆ่าเชืÊอ เก็บไวที้Éอุณหภูมิหอ้งในขวดสีชา

เก็บไวเ้ป็น stock ใชเ้ตรียม 0.5X TBE โดยผสมนํÊ ากลั Éน 950 มิลลิลิตรต่อ 10X TBE ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร 

 

Agarose gel 1% และ 3% 

ละลายผงวุน้ agarose 1 และ 3 กรัมในสารละลาย 0.5X TBE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไป

หลอมละลายโดยใชเ้ตาไมโครเวฟ จนใหส้ารละลายใสและรอใหอุ่้นก่อนเทลงถาด 
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ประวตักิารศึกษาและการทํางาน 

 

ชืÉอ    นายธีระพงค ์เกษตรสมบูรณ์ 

เกดิวนัทีÉ   4 กนัยายน พ.ศ. 2528 

สถานทีÉเกดิ   อ.บา้นแพว้ จ.สมุทรสาคร 

ประวตักิารศึกษา  วท.บ. (เคมีการเกษตร)  

คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ บางเขน (2550) 
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