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โรคราสนิมขาวโพด หรือ southern rust ในประเทศไทย เกิดจากเช้ือ Puccinia polysora  เปนโรคที่มี
ความสําคัญในการผลิตขาวโพด นักปรับปรุงพันธุขาวโพดจึงไดพัฒนาสายพันธุใหมๆ ขึ้นมาเพ่ือใหมีความ
ตานทานตอโรคราสนิม การพัฒนาวิธีการปลูกเช้ือและประเมินโรคราสนิมในระยะตนกลาจึงมีความสําคัญอยาง
ยิ่ง  การเปรียบเทียบวิธีปลูกเช้ือราสนิมดวยการวางกระดาษกรอง(Whatman No.1)  และการหยดสารแขวนลอย 
urediospores บนตนกลาขาวโพด หลังจากทําการปลูกเช้ือ 7-10 วัน  พบวา การปลูกเช้ือดวยการวางกระดาษกรอง
มีอัตราการเกิดโรคสูงกวาและระยะเวลาในการแสดงอาการบนตนกลา เกิดขึ้นเร็วกวาการปลูกเช้ือโดยวิธีการหยด
สารแขวนลอย urediospores จากน้ันปลูกขาวโพดหวาน 10 สายพันธุ (SC01 - SC10) ที่ศูนยวิจัยขาวโพดและขาว
ฟางแหงชาติ จังหวัดนครราชสีมา ประเมินความรุนแรงของโรคราสนิมบนขาวโพดแตละสายพันธุ  จากนั้นนํา
ขาวโพดทั้ง 10 สายพันธุมาทดสอบโรคในโรงเรือนโดยการปลูกเช้ือราสนิมบนตนกลา ดวยวิธีวางกระดาษกรอง 
พบวา ขาวโพดสายพันธุ SC03, SC04 และ SC05  มีเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคในแปลงปลูก 84.66, 69.91 
และ 70.00% ตามลําดับ  เมื่อทดสอบโรคในระยะตนกลามีจํานวนแผล 8-16 pustules และมีการพัฒนาของแผล
เพ่ิมขึ้นอยางตอเน่ือง จึงจัดอยูในระดับออนแอ  ในขณะที่ขาวโพดสายพันธุ SC02, SC06, SC07 และ SC09  มี
เปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคในแปลงปลูก 38.41, 38.75, 36.41 และ 38.33 %  ตามลําดับ เมื่อทดสอบโรคใน
ระยะตนกลามีจํานวนแผล 1-2 pustules แตไมมีการพัฒนาของแผลเพ่ิมขึ้น จึงจัดอยูในระดับตานทานโรค จากผล
การทดสอบโรคแสดงใหเห็นวาการปลูกเช้ือในระยะตนกลาดวยวิธีการวางกระดาษกรองสามารถนํามาใชในการ
คัดเลือกพันธุตานทานโรคในเบื้องตนได  นอกจากน้ีมีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ ribosomal 
DNA ของเช้ือรา P. polysora  ที่เก็บรวบรวมจากแหลงตางๆ จํานวน 21 ไอโซเลท  โดยใชไพรเมอร  ITS1 และ 
ITS4   และวิเคราะหขอมูลรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือรา P. polysora  และ P. sorghi  ที่ไดจากฐานขอมูล  
GenBank (DDBJ) โดยใชโปรแกรม CLC Main Workbench  จากการจัดกลุมดวยวิธี UPGMA   พบวา ลําดับ         
นิวคลีโอไทดทั้ง 21 ไอโซเลทน้ี  จัดอยูในกลุมเดียวกับลําดับนิวคลีโอไทดของเช้ือรา P. polysora จากฐานขอมูล 
GenBank  และทุกไอโซเลท แยกกลุมกับเช้ือรา P. sorghi โดยมีคา bootstrap สูงสุด 100% จากผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวาลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ ITS น้ันสามารถนํามาใชในการแยกเช้ือรา P. polysora  และ                           
P. sorghi  ออกจากกันได นอกจากนี้ไดคัดเลือกเอนไซมตัดจําเพาะสําหรับยอยช้ินสวนบริเวณ ITS เพ่ือใชเปน
เครื่องหมายพันธุกรรมแยกความแตกตางของเช้ือรา   P. polysora   ออกจากเช้ือรา  P. sorghi โดยใชโปรแกรม 
CLC Main Workbench  จากการทดสอบเอนไซมจํานวน 3 ชนิด พบวา การยอยดวยเอนไซม EcoRI, TaqI  และ 
SalI  ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสปซีสในเช้ือรา P.  polysora และ P. sorghi  ได 
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Corn rust disease or southern rust in Thailand caused by Puccinia polysora is considered a major 

pathogen of corn production. Therefore, corn breeders have developed new verities which resistance to rust 
disease. Seedling inoculation studies are needed to develop reliable screening techniques that insure infection of 
susceptible variety seedling. Comparison of the inoculation method using filter paper (Whatman no.1) method 
and urediospores suspension dropping method on corn seedling was conducted.  After inoculation 7-10 days, 
found that filter paper method was more effective than dropping method especially for the rate and timing of 
disease occurrence. Then, ten varieties of sweet corn (SC01 - SC10) were planted in the National Corn  and 
Sorghum Research Center at Nakhon Ratchasima, Thailand.  The rust disease severity on all varieties was 
evaluated. Then, all ten varieties seedling were inoculated using filter paper method in greenhouse condition.  
In the field observation, the disease severity of sweet corn 03, 04 and 05 varities were 84.66, 69.91 and 70.00% 
respectively, while the number of pustules on sweet corn seedling were 8 -16 pustules and increasing of pustules 
on the susceptible varieties. On the other hand, the resistant  varieties in field test, the disease severity of sweet 
corn 02, 06, 07 and 09  varities  were 38.41, 38.75, 36.41 and 38.33 %  respectively, while the number of 
pustules on sweet corn seedling were 1-2 pustules and no development of pustules. The result indicated that 
inoculation method with filter paper was a suitable method for screening of resistant varieties.  Moreover, 
sequencing analysis of internal transcribed spacer (ITS) region of ribosomal DNA was conducted. Twenty-one 
isolates of P. polysora were collected from various localities. All isolates DNA were amplified and sequenced 
using ITS1 and ITS4 universal primers.  Twenty-one sequences were aligned and analyzed together with  
P. polysora  and P. sorghi sequences obtained from GenBank (DDBJ) using the CLC Main workbench. The 
UPGMA clustering showed that the twenty-one sequences were in the same group with other sequences of       
P. polysora from Genbank and all sequences separated from  P. sorghi  supporting by 100% bootstrap value. 
The results suggested that DNA sequence of ITS  region was sufficiently to distinguish  P. polysora and            
P. sorghi.  Furthermore, the screening of restriction enzymes for digestion of ITS region was conducted to 
distinguish the species of P. polysora  and P. sorghi using CLC Main Workbench. The screening of 3 enzymes   
such as EcoRI, TaqI  and SalI enzymes could not distinguish P. polysora and P. sorghi.  
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การพฒันาวธีิการคดัเลอืกพนัธ์ุต้านทานโรคราสนิมข้าวโพดในระยะกล้า 
 

Development for Screening Method of Corn Rust Disease Resistant Variety on 
Seedling 

 
ค าน า 

 
 ขา้วโพดเป็นพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ และมีความตอ้งการเพิ่มมากข้ึนในตลาดโลก 
จากขอ้มูลสถานการณ์และแนวโน้มของผลผลิตขา้วโพด พบวา่ ประเทศไทยเป็นประเทศหน่ึงท่ีมี
การปลูกขา้วโพดเล้ียงสัตว ์ขา้วโพดฝักอ่อน และขา้วโพดหวาน เพื่อใชภ้ายในประเทศ และส่งออก
เป็นอนัดบัตน้ๆของโลกรองจากประเทศใหญ่อยา่งสหรัฐอเมริกา  นบัตั้งแต่ปีพ.ศ. 2549 – 2554  
ประเทศไทยมีความตอ้งการใช้ข้าวโพดเล้ียงสัตวเ์พิ่มข้ึนร้อยละ 3.61    พบว่าดา้นการส่งออกและ
น าเขา้มีแนวโนม้ลดลงร้อยละ 0.62 ต่อปี   จากความตอ้งการท่ีขยายตวัเพิ่มข้ึนท าให้ผลผลิตขา้วโพด
ไม่เพียงพอ ประกอบกบัปัญหาจากความแปรปรวนทางธรรมชาติ เช่น ฝนแลง้ช่วงตน้ฤดูปลูก และ
บางพื้นท่ีประสบปัญหาอุทกภยั ท าให้ผลผลิตเสียหาย นอกจากน้ีเกษตรกรนิยมเพาะปลูกขา้วโพด
พนัธ์ุท่ีให้ผลผลิตสูงและมีคุณภาพดี แต่พบว่าส่วนใหญ่เป็นพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อโรค  ท าให้คุณภาพ
ของผลผลิตเสียไปอีกดว้ย ซ่ึงลดปัญหาเหล่านั้นคือ การปลูกพนัธ์ุตา้นทานและการใชส้ารเคมีก าจดั 
อยา่งไรก็ตามการใชพ้นัธ์ุตา้นทานเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีปลอดภยัต่อสภาพแวดลอ้มและผูบ้ริโภค
มากกวา่การใชส้ารเคมี  
 
 ปัจจุบนัไดมี้การปรับปรุงและเผยแพร่พนัธ์ุขา้วโพดทั้งสายพนัธ์ุแทแ้ละพนัธ์ุลูกผสมของ
ขา้วโพดไร่ ขา้วโพดหวาน และขา้วโพดขา้วเหนียว เพื่อให้ไดผ้ลผลิตท่ีมีคุณภาพ ลดตน้ทุนในการ
ผลิตและตา้นทานต่อโรค  ซ่ึงในการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วโพดตา้นทานโรคราสนิมนั้น  เร่ิมตั้งแต่การ
ปลูกขา้วโพด  และรอใหโ้รคเขา้ท าลายเองตามธรรมชาติ  จากนั้นจึงคดัเลือกสายพนัธ์ุขา้วโพดท่ีตรง
ตามความต้องการ ซ่ึงตอ้งทดสอบในหลายชั่วรุ่นและใช้ระยะเวลานาน งานวิจยัน้ีจึงได้พฒันา
เทคนิคการปลูกเช้ือราสนิมในระยะตน้กลา้  เพื่อให้นกัปรับปรุงพนัธ์ุสามารถคดัเลือกพนัธ์ุตา้นทาน
ในเบ้ืองตน้ เป็นการลดตน้ทุน ระยะเวลา และแรงงานในการคดัเลือกพนัธ์ุตา้นทานโรคราสนิม 
นอกจากน้ียงัศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม  วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์   คดัเลือกและ
ทดสอบเอนไซม์ตดัจ าเพาะส าหรับการจ าแนกเช้ือรา  Puccinia polysora   ร่วมกบัเช้ือราสนิมชนิด
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อ่ืนท่ีใกลชิ้ดกนัจากฐานขอ้มูล (GenBank) เพื่อจ าแนกชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคราสนิมขา้วโพดใน
ประเทศไทย  
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วตัถุประสงค์ 

 
1. พฒันาวธีิการปลูกเช้ือราสนิมส าหรับการคดัเลือกพนัธ์ุขา้วโพดตา้นทานโรคในสภาพ

โรงเรือนและศึกษาพฒันาการของโรคราสนิมขา้วโพดในระยะกลา้ 
 

2. ทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคการปลูกเช้ือราสนิมขา้วโพดในระยะกลา้ โดย
เปรียบเทียบผลการเกิดโรคในสภาพแปลงปลูกและการปลูกเช้ือในสภาพโรงเรือน 
 

3. จ าแนกชนิดของเช้ือราสนิมขา้วโพดท่ีระบาดในประเทศไทย ดว้ยการวเิคราะห์ล าดบั    
นิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS (internal transcribed spacer) ของ ribosomal DNA  
 

4. การคดัเลือกและการทดสอบเอนไซมต์ดัจ าเพาะ ส าหรับการจ าแนกเช้ือรา  Puccinia 
polysora  สาเหตุโรคราสนิมขา้วโพด ดว้ยเทคนิค  PCR-RFLP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism) 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ความส าคัญของข้าวโพด 
 

ขา้วโพด (Zea mays L.) เป็นธญัพืชท่ีส าคญัชนิดหน่ึงของโลกรองจากขา้วสาลีและขา้ว 
ขา้วโพดเป็นอาหารส าหรับมนุษยแ์ละสัตว ์ ประเทศสหรัฐอเมริกาเป็นผูผ้ลิตรายใหญ่ท่ีสุดของ
โลก รองลงมา ไดแ้ก่ ประเทศจีน บราซิล เม็กซิโก อาร์เจนตินา และไทย  โดยมีพื้นท่ีปลูกขา้วโพด
ทัว่โลกมีประมาณ 826.9 ลา้นไร่ มีผลผลิตรวม 575.62 ลา้นตน้ จากขอ้มูลแนวโนม้การผลิตพืชใน
ประเทศไทย ในปีการผลิต 2552/53 พื้นท่ีเพาะปลูกขา้วโพดเล้ียงสัตว ์6.92 ลา้นไร่ ผลผลิตรวม 
4.43 ลา้นตนั ผลผลิต เฉล่ีย 639 กก./ไร่   ส าหรับในปีการผลิต 2553/54 จะมีพื้นท่ีเพาะปลูก
ประมาณ 6-7 ลา้นไร่ ผลผลิตรวมประมาณ 4.4 – 4.45 ลา้นตนั ผลผลิตเฉล่ียประมาณ 640 – 643 
กก./ไร่ (กรมส่งเสริมการส่งออก, 2554) มีการผลิตขา้วโพดเพื่อบริโภคทั้งแบบฝักสดและแปรรูป
เป็นสินคา้อุตสาหกรรมการเกษตรต่างๆ  เช่น แป้งขา้วโพด ขา้วโพดหวานบรรจุกระป๋องทั้งเมล็ด 
(whole kernel) ครีมขา้วโพด (cream style corn) น ้านมขา้วโพด น ้าตาล สบู่ สีทาบา้น เคร่ืองด่ืม
ประเภทแอลกอฮอล์  จงัหวดัท่ีมีเน้ือท่ีปลูกมาก 5 อนัดบัแรกคือ เพชรบูรณ์  นครราชสีมา เลย น่าน 
และตาก  ปัจจุบนัรัฐบาลสนบัสนุน ให้คนหนัมาใช ้เอทานอลกนัมากยิ่งข้ึน ขา้วโพดซ่ึงเป็นพืชท่ีมี
ปริมาณการเพาะปลูกมากเป็นอนัดบัตน้ๆ ของโลก เม่ือดูจากพื้นท่ีการเพาะปลูก ปริมาณผลผลิต 
ปริมาณความตอ้งการของตลาด อีกทั้งยงัเป็นพืชมีราคาถูก จึงเป็นพืชท่ีน าใชใ้นการผลิตเอทานอล 
ส่งผลให้ความตอ้งการวตัถุดิบเพิ่มข้ึน เห็นไดจ้ากการน าเขา้ขา้วโพดจากต่างประเทศในปริมาณท่ี
เพิ่มข้ึนทุกๆ ปี (กรมส่งเสริมการส่งออก, 2555 ) 
 

ปัญหาส าคญัของเกษตรกรในการปลูกขา้วโพดทุกชนิดรองจากความแปรปรวนทาง
ธรรมชาติ คือ โรคซ่ึงเป็นผลเน่ืองมาจากการขยายพื้นท่ีในการเพาะปลูกและการน าเทคโนโลยี
ใหม่ๆมาใชใ้นการเกษตร รวมถึงการคดัเลือกพนัธ์ุขา้วโพดลูกผสมมาเพาะปลูกเพื่อช่วยเพิ่ม
ผลผลิต แต่พบว่าอ่อนแอต่อโรค  ส่งผลให้โรคขา้วโพดท่ีมีอยู่เกิดการระบาดเพิ่มข้ึน การปลูก
ขา้วโพดเกิดปัญหาโรคพืชรบกวนตั้งแต่ระยะเร่ิมปลูกไปจนถึงการเก็บรักษาผลผลิต 
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2. โรคข้าวโพดทีเ่กดิจากเช้ือรา 
 

2.1 โรคใบไหม้แผลเลก็ (Southern หรือ Maydis Leaf  Blight) 
 

เกิดจากเช้ือรา  Bipolaris maydis  (Nisik.)  Shoemaker.   หรือช่ือเดิมคือ
Helminthosporium maydis Nisik.  โดยระยะแรกเกิดเป็นจุดเล็กๆ สีเขียวอ่อนฉ ่าน ้า ต่อมาจุดจะ 
ขยายออกตามความยาวของใบโดยจ ากดัดา้นกวา้งของแผลขนานไปตามเส้นใบ ตรงกลางแผลมีสี
เทา  ขอบแผลมีสีเทาน ้าตาล ขนาดของแผลไม่แน่นอน แผลท่ีขยายใหญ่เต็มท่ี มีขนาดกวา้ง 6-12 
มิลลิเมตร และยาว 6-27 มิลลิเมตร ในกรณีท่ีใบขา้วโพดเป็นโรครุนแรง แผลจะขยายตวัรวมกนั
เป็นแผลใหญ่และท าใหใ้บแห้งตายในท่ีสุด เช้ือโรคสามารถระบาดจากตน้หน่ึงไปสู่อีกตน้หน่ึง
หรือจากท่ีหน่ึงไปสู่อีกท่ีหน่ึง โดยติดไปกบัเมล็ดท่ีเป็นโรคลมหรือฝน เม่ือเขา้ท าลายพืชเป็นแผล
บนใบ สามารถสร้างสปอร์อีกมากมายแพร่กระจายในแหล่งปลูก (Fisher et al., 1976) 
 

2.2 โรคใบไหม้แผลใหญ่ (Northern Leaf  Blight) 
 

เกิดจากเช้ือรา  B. turcica (Pass.) Shoemaker. หรือช่ือเดิมคือ  H. turcicum Pass. 
อาการเกิดไดทุ้กส่วนของล าตน้ขา้วโพดโดยเฉพาะบนใบ นอกจากนั้นอาจจะพบท่ีกาบใบ ล าตน้ 
และฝัก โดยเกิดเป็นแผล มีขนาดใหญ่สีเทาหรือสีน ้าตาล แผลมีลกัษณะยาวตามใบหัวทา้ยเรียว 
คลา้ยรูปกระสวย แผลมีขนาดระหว่าง 2.5-20 เซนติเมตร แผลท่ีเกิดบนใบอาจเกิดเด่ียวๆ หรือ
หลายแผลซ้อนร่วมกนัขยายเป็นขนาดใหญ่ ถา้แผลขยายรวมกนัมากๆ จะท าให้ใบแห้งตายได ้เช้ือ
ราจะสร้างสปอร์บนแผลเก่าๆ และสปอร์ ก็จะแพร่ไปโดยลม ฝน สปอร์ของเช้ือจะสร้างข้ึนจ านวน
มากภายใตส้ภาพความช้ืนสูง อุณหภูมิค่อนขา้งเยน็ระหวา่ง 18-27 องศาเซลเซียส ถา้โรคเขา้ท าลาย
ก่อนออกไหม ท าให้ผลผลิตลดไดถึ้ง 50% แต่ถา้เขา้ท าลายหลงัออกไหมแลว้ 6 สัปดาห์ มี
ผลกระทบต่อผลผลิตนอ้ย เช้ือราสามารถอยูข่า้มฤดูไดใ้นเศษซากพืช (Shurtleff, 1980) 
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2.3 โรคราน า้ค้าง (Downy mildew of maize) 
 

 เกิดจากเช้ือรา Peronosclerospora maydis (Racib.) C.G. Shaw 1978 มีลกัษณะอาการ
บริเวณใบขา้วโพดเป็นทางยาวสีเหลือง สีเขียวอ่อน และสีเขียวแก่สลบักนั บริเวณใตใ้บโดยเฉพาะ
ตรงทางยาวสีเหลือง หรือเขียวอ่อนจะมีผงคลา้ยแป้งเกาะติดอยู ่ซ่ึงมกัพบในตอนเชา้ท่ีมีอากาศเยน็
และมีน ้ าค้างมาก ถ้าเป็นกับต้นเล็กต้นจะแคระแกร็น ถ้าเป็นกบัตน้ขา้วโพดต้นโต ต้นข้าวโพด
อาจจะติดฝักแต่ไม่มีเมล็ด การระบาดเร่ิมตอนตน้ฤดูฝน ประมาณเดือนพฤษภาคม ถึงเดือน สิงหาคม 
ไปจนส้ินฤดูฝนเม่ือฝนตกตอ้งตามฤดูกาล อุณหภูมิ 20 – 26 องศาเซลเซียส และความช้ืนสูง
เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือราชนิดน้ีมาก นอกจากน้ีเช้ือท่ีติดไปกบัเมล็ดพนัธ์ุท่ียงัไม่แห้งดี เช้ือ
โรคท่ีตกอยู่ในดิน หรือท่ีเกิดบนพืชอาศยัอ่ืน ประเทศไทยมีรายงานว่าพบ เช้ือสาเหตุโรคราน ้ าคา้ง
อ่ืนๆ ไดแ้ก่ P. philippinensis  P.  sacchari  และ Sclerospora rayssiae (White, 2000)   

 
2.4 โรคราเขม่าด า (Common Smut) 

 
 เกิดจากเช้ือรา Ustilago maydis (DC.) Cda.  หรือช่ือเดิมคือ  U. zeae Ung. พบอาการ

ของโรคไดทุ้กส่วนของพืชท่ีเป็นเน้ือเยื่อเจริญเซลล์อ่อนบนส่วนต่างๆ ของพืชท่ีอยูเ่หนือดิน ล าตน้ 
ใบ ฝัก และเกสรตวัผู ้เช้ือราจะสร้างปมข้ึน คร้ังแรกมีขนาดใหญ่สีขาว ต่อมาจะเปล่ียนเป็นสีด าเม่ือ
แก่ปมจะแห้งเป็นผง เม่ือผนงัท่ีหุ้มปมแตกออกจะปล่อยผงสีด าคือสปอร์ของเช้ือราภายในออกมา 
สามารถแพร่ระบาด โดยลม ฝน น ้าไหล แมลงและสัตว ์เช้ือราสามารถอยูข่า้มฤดูไดใ้นปมแก่ๆ และ
ในดิน บางคร้ังสามารถอยู่ไดน้านขา้มปี เม่ือถึงฤดูปลูกขา้วโพดภายใตส้ภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม 
สปอร์จะงอกและสร้างส่วนท่ีแพร่พนัธ์ุปลิวไปโดยลม (กรมวิชาการเกษตร, 2524; Christensen, 
1963) 

 
2.5 โรคราสนิม (Rust) 

 
โรคราสนิมของขา้วโพดท่ีพบวา่ท าความเสียหายในโลกมี 3 ชนิด  คือ  common rust 

เกิดจากเช้ือรา Puccinia sorghi,   southern rust เกิดจากเช้ือรา P. polysora  และ tropical rust เกิด
จากเช้ือรา Physopella zeae  (Melching,1975)  
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 Tropical rust  ไม่มีรายงานวา่พบในประเทศไทยแผล มีลกัษณะกลมไปจนถึงรูปไข่ มี
ขนาดเล็กและเกิดแผลบริเวณชั้น epidermis ของใบ ตรงกลางของแผล เป็นรอยแผลสีขาวหรือสี
เหลืองจางเปิดออกใหเ้ห็นดา้นในแผล  
 Common rust เป็นโรคราสนิมชนิดหน่ึงท่ีเคยมีรายงานในประเทศไทยแต่พบนอ้ยกว่า 
Southern rust (Giatgong, 1980)  อาการของโรคราสนิมชนิดน้ี แผลมีลกัษณะกลมหรือกลมรีรูปไข่ 
สีเขม้ กระจดักระจาย  เป็นตุ่มนูน สีน ้ าตาลแดงเป็นเกิดทั้งสองดา้นของใบ  มีตน้ Oxalis sp. เป็นพืช
อาศยัรอง (alternate host) teliospore มีสีเขม้ urediospores รูปร่างค่อนขา้งกลม ผิวไม่เรียบ มีขนาด 
23-28 x 20-25 ไมครอน  มี 3-4 germ pores  (White, 2000) 
 
 Southern rust  เป็นโรคราสนิมชนิดท่ีพบระบาดมากในประเทศไทย อาการของโรครา
สนิมชนิดน้ี แผลมีลกัษณะกลมหรือกลมรี สีน ้าตาลเขม้หรือด า อยูด่า้นบนของใบ เกิดดา้นใตใ้บเป็น
ส่วนนอ้ย แผลเกิดไดแ้ทบทุกส่วนของตน้ขา้วโพด คือ ใบ ล าตน้ กาบใบ ฝัก ช่อดอกตวัผู ้และอาจ
พบ halo ไดก้บัพนัธ์ุลูกผสม โดยแสดงอาการเป็นจุดนูนเล็กๆ สีน ้าตาลแดง ขนาดของแผลประมาณ 
0.2-2.0 มม.  เม่ือเป็นโรคในระยะแรกๆ จะพบเป็นจุดนูนเล็กๆ ต่อมาแผลจะแตกออกมองเห็นเป็น
ผงสีสนิมเหล็ก ในกรณีท่ีเป็นโรครุนแรงจะท าให ้ใบแหง้ตายในท่ีสุด  uredospore มีสีเหลืองทองไป
จนถึงส้ม รูปร่างกลมรี ผนงัสีเหลืองหรือสีทองบางและเป็นหนามแหลมหนา 1-1.5 ไมครอน มี
ขนาดระหวา่ง 20-29 x 29-40 ไมครอน มีgerm pore 4-5 รู เม่ือสภาพแวดลอ้มไม่เหมาะสมจะสร้าง 
teliospore   เพื่ออยูข่า้มฤดู  teliospore มีรูปร่างกลมหรือทรงกระบอก หวัทา้ยมนขนาด 18-27 x 29-
41 ไมครอน ผนงัเรียบ สีน ้ าตาลเขม้ มี 2 เซลล์ เกิดอยูบ่นกา้นชูสปอร์สีเหลืองหรือสีน ้ าตาล มีขนาด
ระหวา่ง 10-30 ไมครอน teliospore อาจเกิดร่วมกบั uredospore ใน uredium เดียวกนัได ้ (Shurtleff, 
1980; Cummins and Hiratsuka, 1959)  
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3. การแพร่ระบาดของโรคราสนิม  Puccinia polysora 
 

ราสนิมเป็นเช้ือราสาเหตุโรคพืชประเภท obligate parasite ท่ีตอ้งอาศยับนเซลล์ของพืชท่ีมี
ชีวิต หรือส่วนของพืชท่ียงัมีชีวิตอยู่ เช้ือราชนิดน้ีไม่สามารถเจริญเติบโตบนเศษซากพืชท่ีตายแลว้
ได ้แต่สามารถพกัตวัอยูข่า้มฤดูไดบ้นซากพืชในลกัษณะของการสร้างสปอร์ท่ีมีผนงัหนา  ขา้วโพด
ท่ีปลูกหลงัฤดูฝนมกัพบโรคน้ีเขา้ท าลาย โดยสปอร์ของเช้ือโรคราสนิม จะถูกพดัพาไปตามลม ท า
ให้การแพร่กระจายตวัไปไดไ้กล  เม่ือสปอร์ตกลงสู่ผิวพืชอาศยั หากสภาพแวดลอ้มและความช้ืน
เหมาะสมกบัการเขา้ท าลายของเช้ือราสนิม   เกิดการงอกของสปอร์และเขา้ท าลายพืช ท าให้พืช
แสดงอาการของโรคราสนิมได ้ หากสภาพแวดลอ้มนั้นเหมาะสม แต่ไม่มีตน้ขา้วโพดในแปลงหรือ
ในไร่ เช้ือราสนิมจะมีการพกัตวัอีกคร้ัง  และเม่ือมีการปลูกขา้วโพดข้ึนมา เช้ือจะปลิวจากซากพืช
อาศยักลบัมาท่ีขา้วโพดได้อีกและสามารถเขา้ท าลายพืชในฤดูต่อไป  (ส านักวิจยัและพฒันาการ
เกษตรเขตท่ี 5, 2539  และ Deacon, 2006)   สปอร์เช้ือโรคราสนิมสามารถปลิวไปไดไ้กลมาก ดงันั้น
บางคร้ังเราจะไม่พบพืชบริเวณไร่เป็นโรคราสนิม  แต่เม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสมและขา้วโพดนั้น
เป็นพันธ์ุอ่อนแอ จะพบโรคราสนิมระบาดรุนแรงได้ อุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมต่อการงอกของ 
urediospores คือ 23-28  องศาเซลเซียส ถา้อุณหภูมิต ่ากวา่ 13  องศาเซลเซียส และสูงกวา่ 30  องศา
เซลเซียส การงอกของสปอร์จะลดลง ปัจจยัส าคญัอีกประการหน่ึงคือความช้ืนบนผิวใบท่ีช่วยให้
สปอร์งอกเขา้ท าลายพืชไดส้ าเร็จ (Melching, 1975) โรคราสนิมระบาดปลายฤดูฝนตน้ฤดูหนาว 
ในขณะท่ีมีความช้ืนในอากาศสูง 95-100%  และมีอุณหภูมิค่อนขา้งเยน็ ประมาณ 24-28  องศา
เซลเซียส ถา้เป็นพนัธ์ุท่ีอ่อนแอจะเป็นโรครุนแรง สภาพการระบาดรุนแรงพบเสมอท่ีอ าเภอปากช่อง 
จงัหวดันครราชสีมา เลย เชียงใหม่ ตาก (สมเกียรติและคณะ, 2521) เช้ือราสนิม P. polysora สร้าง
สปอร์ 2 ชนิด ชนิดแรกเรียกวา่ urediospore หรือ uredospore เพื่อสืบต่อการเป็นโรค ชนิดท่ีสอง
เรียกวา่ teliospore หรือ teluetospore เพื่อทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เอ้ืออ านวยจะไดย้งัคงมีชีวิตอยู่
รอดขา้มฤดู ส่วนสปอร์ท่ีพบมากและแพร่ระบาดไดดี้ คือ uredospore  การแยกความแตกต่างของ  
common rust กบั southern rust นั้น ส่วนมากใชแ้ผล (pustule) โดย common rust มีแผลลกัษณะเป็น
ตุ่มนูนเกิดข้ึนถ่ี และ พบทั้ง 2 ดา้นของใบ ตุ่มนูนค่อนขา้งกลมหรือกลมรี รูปไข่ สีเขม้ การกระจดั
กระจายแบบบาง ๆ ไม่หนาแน่น มีเพียงเล็กนอ้ย ขนาดใหญ่กวา่ แผล ของ southern rust ซ่ึงเกิดบน
ใบ และมีสีเขม้ข้ึนเม่ือเป็น teliospores แทนท่ีจะเป็นสีค่อนขา้งแดงของ urediospores (White, 2000) 

 
 โรคราสนิมขา้วโพดเป็นโรคท่ีรู้จกักนัมานานแลว้ในประเทศท่ีปลูกขา้วโพด  โดย เฉพาะ
ประเทศท่ีปลูกมากกวา่ 2 ฤดู เช่น เอลกวัวาดอร์ ปลูกขา้วโพดปีละ 4 คร้ัง ดงันั้นพื้นท่ีส่วนใหญ่ของ
การปลูกขา้วโพด จึงพบการระบาดของเช้ือราสนิม P. polysora (Wellman, 1972)  เช้ือราสนิม                              
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P. polysora  ไม่เป็นท่ีรู้จกักนัมากนกัในสหรัฐอเมริกา  หลายปีต่อมามีรายงานวา่  พบเช้ือชนิดน้ีตาม
รัฐต่างๆ เช่น อินเดียนา ฟลอริดา้ และจอร์เจีย เป็นตน้ การพบ P. polysora  ในเซอราลีโอน เป็นการ
บนัทึกคร้ังแรกของเช้ือราชนิดน้ีท่ีเกิดข้ึนนอกเขตซีกโลกตะวนัตก มีการระบาดท่ีรวดเร็ว และขยาย
วงกวา้งในระยะเวลา 4 - 5 ปี พบวา่โรคน้ีสามารถแพร่ไปถึงประเทศแถบมหาสมุทรอินเดีย หมู่เกาะ
ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย และประเทศไทย (Cammack, 1958) โรคราสนิมข้าวโพด ท่ีเกิดจากเช้ือรา  
P. polysora เป็นโรคท่ีมีความส าคญัอยา่งหน่ึงของขา้วโพด ในแหล่งปลูกขา้วโพดทัว่โลก เช่น ใน
สหรัฐอเมริกา ซ่ึงพบตามรัฐต่างๆ   อเมริกาใต้ เม็กซิโก และเปอร์โตริโก้  (Cummins,1941) 
นอกจากน้ียงัพบในแถบอฟัริกาตะวนัตกและอฟัริกาตะวนัออก  แถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ เช่น 
มาเลเซีย หมู่เกาะฟิลิปปินส์ และประเทศไทย  ส าหรับแหล่งปลูกขา้วโพดท่ีส าคญัของโลกเม่ือมีการ
ระบาดของโรคราสนิมเกิดข้ึนสามารถสร้างความเสียหายให้แก่ขา้วโพดมากกวา่ 50 เปอร์เซ็นตข์อง
พื้นท่ีเพาะปลูก (Cammack, 1958) 
 
 ประเทศไทยพบเช้ือราสนิม P. polysora  ในปี พ.ศ. 2499 ภายหลงั จากท่ีพบในปอร์เนียง                      
เหนือ ปี พ.ศ. 2495 (Cammack, 1958) แต่ไม่ไดท้  าความเสียหายให้แก่ผลผลิตขา้วโพดมากนกั จนมี
การระบาดรุนแรงของโรคราน ้ าคา้งในปี พ.ศ. 2511 เป็นตน้มา ในประเทศไทยพบการระบาดของ 
โรคราสนิมมานานกวา่ 40 ปี ท าความเสียหายมากในแหล่งปลูกขา้วโพด ท่ีอ าเภอปากช่อง จงัหวดั
นครราชสีมา แต่สามารถแกไ้ขโดยการฉีดสารเคมีก าจดัเช้ือรา ซ่ึงตอ้งส้ินเปลืองงบประมาณ แต่วีธี
การฉีดพ่นสารเคมีไม่สามารถป้องการก าจดัการเขา้ท าลายพืชของเช้ือได้อย่างสมบูรณ์ การใช้
สารเคมีไดผ้ลดีเม่ือใชก้  าจดัเช้ือราในระยะแรกท่ีพบวา่มีโรคเกิดข้ึนในแปลงหรือใชจ้  านวนมากคร้ัง
จึงจะสามารถควบคุมโรคราสนิมได้อย่างมีประสิทธิภาพ ถือเป็นการเพิ่มต้นทุนในการผลิต 
นอกจากน้ีการใชส้ารเคมีบางชนิดยงัมีผลตกคา้งในผลผลิต เช่น ตกคา้งในน ้ านม หรือในเน้ือ กรณีท่ี
ใช้ข้าวโพดเป็นอาหารสัตว ์ดังนั้นการใช้สารเคมีถือเป็นอนัตรายต่อผูใ้ช้และส่ิงแวดล้อม  การ
คดัเลือกพนัธ์ุข้าวโพดต้านทานโรคราสนิมจึงเป็นวิธีท่ีควรน ามาใช้  เพราะท าให้ความเสียหาย
ทางด้านผลผลิตและเศรษฐกิจลดลงได้ เป็นการลดการใช้สารเคมี ลดแรงงาน ปลอดภยัต่อผูใ้ช ้
ผูบ้ริโภค และส่ิงแวดลอ้ม 
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4. การคัดเลอืกพนัธ์ุต้านทานและวธีิการประเมินโรค 
 

ขา้วโพดเป็นพืชผสมขา้ม (cross – pollinated crop) มีดอกตวัผูแ้ละตวัเมียแยกกนัอยูค่นละ
ดอกภายในตน้เดียวกนั ลกัษณะของพืชผสมขา้มคือ เป็นพวกพนัธ์ุทาง ในตน้ท่ีเป็นพนัธ์ุเดียวกนัมี  
จีโนไทป์ต่างกนั ตอ้งอาศยัลมและแมลงเป็นส่ือในการผสมขา้มของพืชพวกน้ี ส่วนพืชผสมตวัเอง
(self - pollinated crop) คือพืชท่ีละอองเกสรจะผสมกบัไข่ของดอกเดียวกนั แต่ละพนัธ์ุให้ลูกหลาน
ท่ีเป็นพนัธ์ุแท้ มีจีโนไทป์เหมือนกันทั้งหมดหรือเป็นส่วนมาก ไม่ตอ้งอาศยัส่ือในการผสมพืช
เหล่าน้ีก็สามารถผลิตเมล็ดไดเ้อง   การปรับปรุงพนัธ์ุของพืช 2 ชนิดน้ีแตกต่างกนั จุดมุ่งหมายของ
การปรับปรุงพนัธ์ุในพืชผสมตวัเองคือการผลิตพนัธ์ุแท ้(pure line) ท่ีดี ส่วนจุดมุ่งหมายของการ
ปรับปรุงพนัธ์ุพืชผสมขา้มคือ เพื่อผลิตพนัธ์ุลูกผสม (hybrid) ท่ีดี   วตัถุประสงคข์องการปรับปรุง
พนัธ์ุพืชตา้นทานโรคคือ 1)การเพิ่มผลผลิตของพืช  2)เพื่อให้พืชปรับตวัเขา้กบัสภาพภูมิอากาศและ
การขยายพื้นท่ีเพาะปลูกของพืชท่ีเปล่ียนแปลงไป เช่น การปรับปรุงพืชเพื่อให้เกษตรกรสามารถ
ปลูกพืชในทอ้งท่ีๆไม่เคยปลูกพืชชนิดนั้นมาก่อนได ้  หรือปรับปรุงพืชท่ีปลูกในเขตหนาวให้
ตา้นทานต่อความแห้งแลง้  3)ให้มีการตา้นทานต่อโรคและแมลง  4)ให้มีคุณภาพดีและตรงตาม
ความตอ้งการ  5)ใหเ้หมาะสมกบัการเกษตรสมยัใหม่ เช่น การปรับปรุงพนัธ์ุขา้วฟ่างให้มีล าตน้สั้น
เพื่อใหเ้หมาะกบัการเก็บเก่ียวผลผลิตดว้ยเคร่ืองจกัร เป็นตน้ (ไพศาล, 2525)   
 
 วธีิการปรับปรุงพนัธ์ุพืชมีการด าเนินงานหลกัๆ  คือ  1)การน าเขา้พืชท่ีจะใชเ้ป็นแหล่งของ
ยีนหรือใชเ้ป็นพนัธ์ุพืชในการปรับปรุงพนัธ์ุมาจากแหล่งอ่ืน  2)การผสมพนัธ์ุ (hybridization) และ
การคดัเลือกพนัธ์ุ (selection) วิธีการคดัเลือกท่ีนิยมใช้กนัมากคือ การคดัเลือกแบบบนัทึกประวติั 
(pedigree method)  การคดัเลือกพนัธ์ุแบบเก็บรวม (bulk method)  และการผสมกลบั (backcross 
method) เพื่อหาสายพนัธ์ุท่ีใหผ้ลผลิตตามท่ีตอ้งการ (กฤษฎา, 2546)  ชนิดของพนัธ์ุขา้วโพด แบ่งได ้
2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ  

 
1.  พนัธ์ุลูกผสม (conventional hybrid) เป็นเมล็ดพนัธ์ุชัว่แรก ซ่ึงเกิดจากการผสมระหวา่ง

สายพนัธ์ุแท ้ตั้งแต่ 2-4 สายพนัธ์ุ พนัธ์ุลูกผสมท่ีรู้จกักนัทัว่ไปไดแ้ก่พนัธ์ุลูกผสมเด่ียว (single cross 
hybrid) พนัธ์ุลูกผสมสามทาง (three ways cross hybrid) เกิดจากสายพนัธ์ุแท ้3 สายพนัธ์ุผสมกนั 
และพนัธ์ุลูกผสมคู่ (double cross hybrid) เกิดจากสายพนัธ์ุแท ้4 สายพนัธ์ุผสมกนั ขอ้ดีของพนัธ์ุ
ลูกผสมคือ ใหผ้ลผลิตสูงกวา่พนัธ์ุผสมเปิด ทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ีแปรปรวนไดดี้ มีความสม ่าเสมอ
กวา่พนัธ์ุผสมเปิด 
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2.  พนัธ์ุผสมเปิดหรือพนัธ์ุผสมปล่อย คือพนัธ์ุท่ีเกิดจากการน าพนัธ์ุผสมเปิดหรือสายพนัธ์ุ
จากพนัธ์ุต่างๆมารวมกนั แลว้คดัเลือกภายในพนัธ์ุใหมี้ลกัษณะผลผลิตและลกัษณะอ่ืน ๆ ท่ีดีไว ้
พนัธ์ุผสมเปิดจะมีความสม ่าเสมอในดา้นลกัษณะต่าง ๆ และใหผ้ลผลิตนอ้ยกวา่พนัธ์ุลูกผสม ให้
ผลผลิตต ่ากวา่พนัธ์ุลูกผสมท่ีดี ขอ้ดีของพนัธ์ุผสมเปิดคือ เมล็ดพนัธ์ุมีราคาถูกและสามารถเก็บเมล็ด
ไวท้  าพนัธ์ุต่อได ้พนัธ์ุท่ีนิยมใชใ้นปัจจุบนัไดแ้ก่ สุวรรณ 1 สุวรรณ 2 สุวรรณ 3 สุวรรณ 5 และ 
นครสวรรค ์1 เป็นตน้ (สรรเสริญ, 2552) 

 
การปลูกขา้วโพดพนัธ์ุตา้นทานเป็นการป้องกนัโรคราสนิมขา้วโพดท่ีดีท่ีสุด ซ่ึงปัจจุบนัน้ี

เกษตรกรในประเทศไทยนิยมใชส้ายพนัธ์ุลูกผสมในการปลูก  แต่การใช้สายพนัธ์ุดงักล่าวนั้นมกั
พบว่าไม่ตา้นทานต่อโรคและเกิดการเขา้ท าลายของเช้ือราสนิมสายพนัธ์ุใหม่ (new race หรือ 
different race) ในภายหลงั  ความตา้นทานในขา้วโพดหวาน (Zea MaysL.) ต่อ common rust (P. 
sorghi) พบใน monogenes Rp1-d  มาเป็นเวลากวา่ 15 ปี ในแถบประเทศอาเจนตินา ฮาวาย เม็กซิโก 
และแอฟริกาใต ้ซ่ึงต่อมาไม่สามารถตา้นทานเช้ือราได ้เน่ืองจากเช้ือราสนิมนั้นเกิดวิวฒันาการและ
สามารถเขา้ท าลายพนัธ์ุท่ีเคยตา้นทาน (Pataky et al., 2001) นอกจากน้ีพบวา่ขา้วโพดหวานนั้นมี                       
ความอ่อนแอต่อโรค southern rust (P. polysora) แต่สามารถพบยีนตา้นทาน (resistance gene) ท่ี
ตา้นทานต่อ southern rustในขา้วโพด tropical maize จึงไดมี้การปรับปรุงและพฒันาพนัธ์ุขา้วโพด 
tropical supersweets ใหมี้ความตา้นทานต่อโรคราสนิม (Martin et al., 1993) 

 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ไดท้  าการวจิยัและพฒันาการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วโพด ทั้งขา้วโพด

พนัธ์ุผสมเปิดและพนัธ์ุลูกผสมท่ีใหผ้ลผลิตสูงและตา้นทานโรคราน ้าคา้งใหเ้กษตรกรใชใ้นการ
เพาะปลูก ตลอดจนไดพ้ฒันาสายพนัธ์ุแทใ้หภ้าครัฐและภาคเอกชนน าไปใชใ้นการผลิตเมล็ดพนัธ์ุ
และปรับปรุงพนัธ์ุลูกผสม พนัธ์ุผสมเปิดท่ีแนะน าให้เกษตรกร ไดแ้ก่ พนัธ์ุสุวรรณ 1 (พ.ศ. 2518), 
พนัธ์ุสุวรรณ 2 (พ.ศ. 2522), พนัธ์ุสุวรรณ 3 (พ.ศ. 2530) และพนัธ์ุสุวรรณ 5 (พ.ศ. 2536)  ส่งผลให้
การปลูกขา้วโพดในปีเพาะปลูก 2518/19-2534/35 มีผลผลิตเฉล่ีย (กก./ไร่),  ผลผลิตรวมเฉล่ีย (ลา้น
ตนั) และมูลค่าการส่งออกเฉล่ีย (ลา้นบาท)   สูงกวา่ปีเพาะปลูก 2501/02-2517/18  ถึง 19%, 181% 
และ 293% ตามล าดบั 

 
พันธ์ุสุวรรณ 1  เป็นพนัธ์ุผสมเปิดท่ีมีความส าคญัมากในการพฒันาการผลิตขา้วโพดของ

ประเทศไทย ในยุคท่ีมีโรคราน ้ าคา้งระบาด เน่ืองจากเป็นพนัธ์ุท่ีมีเสถียรภาพสูงในการให้ผลผลิต 
ปรับตวัไดก้วา้ง ตา้นทานโรคราน ้ าคา้ง และโรคทางใบอ่ืน ๆ จึงมีมากกวา่ 20 ประเทศ ท่ีน าพนัธ์ุ
สุวรรณ 1 ไปใช้เป็นพนัธ์ุปลูกโดยตรง และใช้เป็นเช้ือพนัธุกรรมท่ีดีในการปรับปรุงพนัธ์ุ 
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โดยเฉพาะในการผลิตสายพนัธ์ุแทเ้มล็ดสีส้มเหลืองชนิดหัวแข็ง เม่ือน าไปผสมกบัสายพนัธ์ุแทท่ี้มี
เมล็ดสีเหลืองชนิดหัวบุบหรือก่ึงหัวบุบของขา้วโพดเขตอบอุ่น หรือก่ึงเขตร้อน จะได้ลูกผสมท่ี
ใหผ้ลผลิตสูง และตา้นทานต่อโรค  

 
พันธ์ุสุวรรณ 2  เป็นพนัธ์ุท่ีมีบรรพบุรุษร่วมกบัพนัธ์ุสุวรรณ 1 คือ พนัธ์ุไทยคอมพอสิต   

เบอร์ 1 ตา้นทานโรคราน ้ าคา้งไดดี้ ศูนยว์ิจยัขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติไดส่้งเสริมให้เกษตรกร
ปลูกเน่ืองจาก เป็นพนัธ์ุท่ีมีอายุเก็บเก่ียวสั้น (90-100 วนั) มีการหกัลม้ของล าตน้นอ้ย สามารถปลูก
จ านวนตน้ต่อพื้นท่ีไดม้ากกวา่พนัธ์ุสุวรรณ 1 ให้เมล็ดสีส้มเหลืองชนิดหวัแข็ง แต่ให้ผลผลิตต ่ากวา่
พนัธ์ุสุวรรณ 1 ประมาณ 20-30% ความสูงตน้ และจ านวนฝักต ่ากวา่พนัธ์ุสุวรรณ 1  

 
พันธ์ุสุวรรณ 3  พฒันาข้ึนโดยน าเช้ือพนัธุกรรมท่ีให้เฮเทอโรซีสสูงกบัพนัธ์ุสุวรรณ 1 ท่ีมี

ลกัษณะทางการเกษตรอ่ืน ๆ ท่ีดีและให้ผลผลิตสูง ผสมกบัพนัธ์ุสุวรรณ 1 โดยใชส้ัดส่วนของเช้ือ
พนัธุกรรมนอก 20% เป็นการเพิ่มฐานพนัธุกรรมของยีนท่ีดีให้กบัพนัธ์ุสุวรรณ 1  และเพิ่มความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของพนัธ์ุขา้วโพด เน่ืองจากในช่วงท่ีมีการปลูกพนัธ์ุสุวรรณ 1 ทัว่      
ประเทศมากกวา่ 90% ในกรณีท่ีมีโรคหรือแมลงระบาดแลว้พนัธ์ุสุวรรณ 1 ไม่สามารถตา้นทานโรค
หรือแมลงดงักล่าวไดอ้าจเป็นผลให้การผลิตขา้วโพดของประเทศเสียหายได้ พบว่าเม่ือปรับปรุง
พนัธ์ุสุวรรณ 3 แล้ว ให้ผลผลิตเฉล่ียสูงกว่าพนัธ์ุสุวรรณ 1 ประมาณ 10% ปรับตวัได้ดีใน
สภาพแวดลอ้มทัว่ไป ตา้นทานโรคราน ้ าคา้งและโรคราสนิม แต่มีเปอร์เซ็นต์ตน้เป็นโรคราน ้ าคา้ง
สูงกว่าเล็กนอ้ย มีระบบรากและล าตน้แข็งแรง มีอายุเก็บเก่ียว 110-120 วนั ใบยงัคงมีสีเขียวเขม้
ขณะท่ีเปลือกหุม้ฝักแหง้ มีลกัษณะทางการเกษตรบางอยา่งดีกวา่พนัธ์ุสุวรรณ 1 เช่น มีความสูงและ
ฝักต ่ากวา่ มีระบบรากและล าตน้แขง็แรงกวา่ และเมล็ดมีสีส้มเหลืองชนิดหวัแขง็ถึงก่ึงหวัแขง็ 

 
พนัธ์ุสุวรรณ 5  ไดรั้บการวจิยัและพฒันาเป็นขา้วโพดอาหารสัตวพ์นัธ์ุแรกของประเทศ                           

ไทย เพื่อแนะน าใหเ้กษตรกรใชใ้นการเล้ียงโคเน้ือและโคนมในรูปขา้วโพดหมกั ขา้วโพดหมกัเป็น
อาหารหยาบท่ีมีคุณค่าทางอาหารสูง เป็นการช่วยลดตน้ทุนในการเล้ียงโคนม โดยลดปริมาณการใช้
อาหารขน้ท่ีมีราคาแพง พบวา่ พนัธ์ุสุวรรณ 5 ตา้นทานโรคราน ้าคา้งและโรคราสนิมไดดี้ ให้ผลผลิต
เฉล่ียอยูใ่นช่วง 839-1,168 กก./ไร่  มากกวา่พนัธ์ุสุวรรณ 1 และ สุวรรณ 3 นอกจากน้ี ยงัมีลกัษณะ
ทางการเกษตรอ่ืนๆท่ีดีเช่น ใบมีขนาดใหญ่และยาวจึงท าให้มีน ้ าหนกัตน้สด และน ้ าหนกัแห้งสูง มี
ฝักขนาดใหญ่และยาวสม ่าเสมอ มีล าตน้สูงใหญ่มีอายุเก็บเก่ียว 110-120 วนั  ใบยงัคงมีสีเขียวเขม้
ขณะท่ีเปลือกหุม้ฝักแหง้ เมล็ดมีสีส้มเหลืองชนิดหวัแขง็ถึงก่ึงหวัแขง็ เมล็ดเหมาะท่ีจะใชเ้ป็นอาหาร
สัตว ์



13 

 

โครงการปรับปรุงพนัธ์ุขา้วโพดมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ เร่ิมพฒันาสายพนัธ์ุแทแ้ละ
เผยแพร่สายพนัธ์ุแทเ้กษตรศาสตร์ (Ki) สู่ภาครัฐและเอกชนต่าง ๆ เพื่อใชใ้นการผลิตเมล็ดพนัธ์ุ
ลูกผสม และใชใ้นโครงการปรับปรุงพนัธ์ุลูกผสม (โชคชยัและคณะ, 2546) มีดงัน้ี    พ.ศ. 2525 
เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้Ki 1 ถึง Ki 19 สายพนัธ์ุแทท่ี้น ามาผลิตลูกผสมเป็นการคา้ ไดแ้ก่ Ki 3 และ Ki 
11 ใชส้ร้างลูกผสมเด่ียวพนัธ์ุสุวรรณ 2301    พ.ศ. 2527 เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้Ki 20 สายพนัธ์ุแท ้Ki 
20 ใชเ้ป็นพอ่ผสมกบัพนัธ์ุสุวรรณ 2301 ไดพ้นัธ์ุสุวรรณ 2602    พ.ศ. 2528 เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้Ki 
21 และ Ki 22  สายพนัธ์ุแท ้Ki 21 ใชเ้ป็นพ่อในการผสมกบัพนัธ์ุ KSX 2903 ไดลู้กผสมสามทาง
พนัธ์ุสุวรรณ 3101     พ.ศ. 2530 เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้Ki 23 ถึง Ki 30 สายพนัธ์ุแทท่ี้ใชผ้ลิตลูกผสม
เป็นการคา้ ไดแ้ก่ Ki 27 และ Ki 28 ซ่ึงผสมกนัไดลู้กผสมเด่ียว KSX 2903 และใชเ้ป็นแม่ของ
ลูกผสมสามทางพนัธ์ุสุวรรณ 3101v   พ.ศ. 2535 เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้Ki 31 ถึง Ki 44 สายพนัธ์ุแท้
ท่ีใชผ้ลิตลูกผสมเป็นการคา้ ไดแ้ก่ Ki 32, Ki 36, Ki 43 และ Ki 44 ใชผ้สมกบั Ki 21 ไดลู้กผสมเด่ียว
เกษตรศาสตร์ 3501, 3502, 3505 และ 3504 ตามล าดบั    พ.ศ. 2538 เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้Ki45 ซ่ึง
ใหผ้ลผลิต และลกัษณะทางการเกษตร ดีกวา่สายพนัธ์ุ Ki21 สายพนัธ์ุ Ki45 ใชเ้ป็นสายพนัธ์ุพอ่ของ
ลูกผสมเด่ียวพนัธ์ุสุวรรณ 3601 สุวรรณ 3851 และสุวรรณ 3853    พ.ศ. 2540 เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้
Ki 46 ให้ผลผลิต และสมรรถนะการผสมทัว่ไปและเฉพาะสูง และมีลกัษณะทางการเกษตร ท่ีดี 
ตา้นทานโรคราน ้าคา้ง โรคราสนิม และโรคไวรัสใบด่างออ้ย (SCMV) สายพนัธ์ุแท ้Ki 46 ให้
สมรรถนะการผสมเฉพาะสูงกบัสายพนัธ์ุแท ้Ki 45 ไดลู้กผสมเด่ียวพนัธ์ุสุวรรณ 3851   พ.ศ. 2544 
เผยแพร่สายพนัธ์ุแท ้Ki 47 ใหผ้ลผลิต และสมรรถนะการผสมทัว่ไปและเฉพาะสูง มีลกัษณะทาง
การเกษตรท่ีดี ตา้นทานโรคราน ้าคา้ง สายพนัธ์ุแท ้Ki 47 ใหส้มรรถนะการผสมเฉพาะสูงกบัสาย
พนัธ์ุแท ้Ki 45 ไดลู้กผสมเด่ียวพนัธ์ุสุวรรณ 3853 (โชคชยัและคณะ, 2546)  

 
 ส่ิงส าคญัในการคดัเลือกพนัธ์ตา้นทาน คือ วิธีการประเมินความรุนแรง หรือความตา้นทาน
โรคในแปลงปลูกพืช โดยประเมินด้วยสายตาเป็นหลกั และมีการแปลงค่ามาตรฐานส าหรับแบ่ง
ระดบัความรุนแรงหรือความตา้นทาน โดยมีหลายวธีิในการประเมินและใชก้นัในปัจจุบนั ไดแ้ก่  
 

Hee  (1980) ไดท้  าการประเมินความรุนแรงของโรคราสนิมท่ีก่อความเสียหายบนพื้นท่ีใบ
และล าตน้ ดงัน้ี  ระดบั 1 = Highly resistant ; ( นอ้ยกวา่ 1% ) แสดงอาการท่ีใบล่าง หรือไม่แสดง
อาการระดบั 2-3 = Resistant ; ( 2 to 20% ) เกิดแผลนอ้ย แสดงอาการท่ีใบล่างและหูใบ ระดบั 4 = 
Moderately resistant ; ( 21 to 35% ) เกิดแผลแสดงอาการท่ีใบล่างและหูใบ  ระดบั 5 = Intermediate 
; ( 36 to 50% ) เกิดแผลแสดงอาการท่ีใบล่างและหูใบ แบ่งกลุ่มไดไ้ม่ชดัเจน อยูร่ะหวา่งตา้นทาน
และอ่อนแอ ระดบั 6 = Moderately susceptible ; ( 51 to 65% ) เกิดแผลแสดงอาการท่ีใบล่าง หูใบ
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และใบบน เร่ิมมีการแสดงอาการท่ีบริเวณกา้นใบ ระดบั 7-8 = Susceptible ; ( 66 to 80% ) เกิดแผล
แสดงอาการรุนแรงทั้ง ใบล่าง, หูใบ, ใบบน, และกา้นใบ  ระดบั 9 = Highly susceptible ; ( มากกวา่ 
80% ) แสดงอาการรุนแรงทั้งตน้ หรือพืชตาย 
 

Reid (2005) ไดท้  าการประเมินความรุนแรงโดยแบ่งระดบัความรุนแรงเป็น 7 ระดบัดงัน้ี 
ระดบั 1 = พืชไม่แสดงอาการ    ระดบั 2= เกิดแผลนอ้ย (< 1% ของพื้นท่ีใบ)  ระดบั 3= เกิดแผล 1-
5% ของพื้นท่ีใบ  4= เกิดแผล 6-20% ของพื้นท่ีใบ 5= เกิดแผล 21-50% ของพื้นท่ีใบ  6= >50% 
แสดงอาการบนใบ และ 7= พืชตาย  และส าหรับระดบัความตา้นทาน แบ่งเป็น 6 ระดบั ดงัน้ี 
ระดบั          I (immune) = ไม่แสดงอาการราสนิม, ระดบั HR (highly resistant) = แสดงอาการเป็น
จุดสีเหลือง, ระดบั R (resistant) = แผลขนาดเล็กมาก, ระดบั MR (moderately resistant) = แผล
ขนาดเล็กปกคลุม cuticle ของใบเป็นส่วนมาก แสดงใหเ้ห็น urediospores นอ้ย, ระดบั MS 
(moderately susceptible) = แผลขนาดใหญ่เช่ือมชนกนั แสดงใหเ้ห็น urediospores มาก, ระดบั S 
(susceptible) = แผลจ านวนมากเช่ือมชนกนัเป็นแผลใหญ่ มีการแตกใหเ้ห็น urediospores จ านวน
มาก  
 
 เจตษฎา และคณะ (2552) ประเมินลกัษณะความตา้นทานโรคราสนิมโดยการให้คะแนน    
1-9  การให้คะแนนพิจารณาจาก  เปอร์เซ็นตก์ารเกิดแผล (pustule density) บนพื้นท่ีใบขา้วโพด  3 
ใบ ไดแ้ก่  ใบท่ีอยูเ่หนือฝักบนสุด 1 ใบ และท่ีอยูใ่ตฝั้กบนสุด 2 ใบ ดงัน้ี  คะแนน 1 = เกิดแผล 70 
%;   คะแนน 2 = เกิดแผล 50 %;  คะแนน 3 = เกิดแผล 30 %;  คะแนน 4 = เกิดแผล 20 %;  คะแนน 
5 = เกิดแผล 10 %;  คะแนน 6 = เกิดแผล 5 %;  คะแนน 7 = เกิดแผล 3 %;   คะแนน 8 = เกิดแผล 1 
%;  คะแนน 9 = เกิดแผล 0 %   
 

McMaugh (2008) เก็บขอ้มูลดชันีการเกิดโรค เพื่อประกอบขอ้มูลความรุนแรงของโรคบน
พนัธ์ุต่างๆ โดยการประเมินและให้คะแนนการเกิดโรคในแปลงปลูกแบ่ง 4 ระดบั ดงัน้ี   ระดบั 0= 
ไม่แสดงอาการของโรค คะแนนการเกิดโรคเป็น 0    ระดบัต ่า = 1-25% ของตน้ท่ีเป็นโรค คะแนน
การเกิดโรคเป็น 1    ระดบัปานกลาง = 25-50% ของตน้ท่ีเป็นโรค คะแนนการเกิดโรคเป็น 2    
ระดบัรุนแรง = มากกวา่ 50% ของตน้ท่ีเป็นโรค คะแนนการเกิดโรคเป็น 3   จากคะแนนการเป็น
โรคและจ านวนตน้พืชท่ีเป็นโรคต่อแปลง น ามาใช้ค  านวณดชันีการเกิดโรค ซ่ึงเป็นตวัช้ีวดัระดบั
ความรุนแรงของโรค จากสมการ 
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ดชันีการเกิดโรค = [(na×0 + nb×1 + nc×2 + nd×3) ÷ (N×3)] × 100 

 
เม่ือ na  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 0 

  nb  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 1  
  nc  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 2 
  nd  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 3 

 N   =  จ  านวนของตน้ท่ีมีการประเมิน 
 
5. การปลูกเช้ือโรคราสนิม 
 

การปลูกเช้ือราสนิมลงบนตน้กลา้ขา้วโพดโดยวิธีการฉีดพ่นสารแขวนลอยสปอร์ สามารถ

ท าไดโ้ดยเตรียมสปอร์ราสนิม 0.5 กรัม ลงในน ้ า 7.5 ลิตร   ท่ีผสม Tween 80  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

จากนั้นฉีดพ่นสารแขวนลอยสปอร์บนผิวใบขา้วโพดอายุ 7-8 วนั โดยเคร่ือง artish’s airbrush  ซ่ึง

วิธีการฉีดพ่นสารแขวนลอยสปอร์นั้นเป็นวิธีท่ีนิยมน ามาใช้ในการปลูกเช้ือราสนิมลงบนตน้กล้า

ขา้วโพด เพื่อศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะของความตา้นทานโรคราสนิมและเพื่อวิเคราะห์พนัธุกรรม

ท่ีควบคุมลกัษณะความตา้นทานโรคราสนิม ในระยะตน้กลา้  (Pataky, 1987)  

 

ธรรมศกัด์ิ และคณะ (2540) ท าการปลูกเช้ือโรคราสนิมลงบนตน้กลา้ขา้วโพดสายพนัธ์ุ

ต่างๆ เพื่อทดสอบความตา้นทานโรคราสนิม ในหอ้งปฏิบติัการโดยเร่ิมจาก การปลูกขา้วโพดแต่ละ

สายพนัธ์ุ ในกระบะพลาสติก  กระบะละ 5 แถว แถวละ 5 เมล็ด  จากนั้นเตรียม spore suspension 

ความเขม้ขน้  100,000 สปอร์/ซีซี  ผสมดว้ย Triton CS-7 ในอตัราส่วน  1 หยด ต่อน ้า  100 ซีซี  ท า

การฉีดพน่ spore suspension  บนตน้ขา้วโพดในระยะท่ีมีใบท่ี 4  สายพนัธ์ุละ 25 ซีซี  ดว้ย artish’s 

airbrush (ท่ี 20 psi) จากนั้นคลุมกระบะดว้ยถุงพลาสติกท่ีพน่ละอองน ้าภายในถุง และไม่ใหใ้บ

ขา้วโพดสัมผสักบัถุงพลาสติก   เม่ือคลุมถึงพลาสติกแลว้น ามาบ่มใน growth chamber ท่ีอุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 95 เปอร์เซ็นต ์ ให้แสง  12/12 ชัว่โมง (กลางวนั / กลางคืน) 

หลงัจากปลูกเช้ือ 1 วนั น าถุงพลาสติกท่ีคลุม กระบะปลูกออก และให้ตน้กลา้ขา้วโพดอยูใ่น

สภาพแวดลอ้มเดิม  ภายหลงัปลูกเช้ือ 7 วนั ตรวจการเกิดบาดแผลราสนิมบนผวิใบและใหค้ะแนน
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การเกิดโรคบนใบท่ี4  ภายหลงัจากปลูกเช้ือแลว้  14 วนั นบัจ านวนแผลโดยสุ่มจากตน้ท่ีแสดง

อาการจ านวน  10 ตน้   

 

ยพุาภรณ์ (2551) ทดสอบการเกิดโรคราสนิมขา้วโพดในระยะตน้กลา้ บนขา้วโพดหวานจ านวน 

11 พนัธ์ุ   ท าการปลูกเช้ือราสนิม 2 วิธี คือการหยดบริเวณยอดและการฉีดพ่นสารละลายสปอร์บนตน้

กลา้ขา้วโพดหวาน  เตรียมสารละลายสปอร์โดย เก็บใบขา้วโพดหวานท่ีแสดงอาการ โรคราสนิม จากนั้น

ใชเ้ขม็เข่ียสปอร์เช้ือราสนิมลงในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ ปรับปริมาตรใหมี้ความเขม้ขน้ของสปอร์เท่ากบั 105 

สปอร์ต่อมิลลิลิตร  ปลูกเช้ือลงบนตน้กลา้ขา้วโพดหวานอาย ุ7 วนั  โดยการหยอด 1 หยด บริเวณยอด 

และฉีดพน่สารละลายสปอร์บนใบตน้กลา้ขา้วโพด  หลงัการปลูกเช้ือแลว้เก็บตน้กลา้ขา้วโพดในสภาพ

ความช้ืน 100 % เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัท าการปลูกเช้ือโรคราสนิมแลว้ สังเกตอาการการเกิดโรค 

บนัทึกขอ้มูลการเกิดโรค ลกัษณะอาการหรือแผลของเช้ือราสนิม และจ านวนแผลบนใบ  พบวา่ ตน้กลา้

ของขา้วโพดหวานทุกสายพนัธ์ุ มีการแสดงอาการโรคราสนิม  ซ่ึงวธีิการหยดสารละลายสปอร์ท่ีบริเวณ

ยอดใหผ้ลดีกวา่การฉีดสารละลายสปอร์บนใบ   

 

6. การจ าแนกชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคโดยใช้ข้อมูลทางอณูชีวโมเลกุล 
 

ส าหรับการศึกษาเช้ือราบางชนิดนั้น ขอ้มูลพื้นฐานของเช้ือราเช่น ลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยา ชีพจกัร  และ พืชอาศยั ไม่พอเพียงส าหรับการจ าแนกชนิด (species)  เทคนิควิเคราะห์ล าดบั
เบสหรือนิวคลีโอไทด์ (DNA sequence analysis ) จึงเป็นอีกวิธีหน่ึงส าหรับการวิเคราะห์ความ       
สัมพนัธ์ระหวา่งสายพนัธ์ุของเช้ือราหรือเพื่อจ าแนกชนิดของเช้ือรา และเป็นวิธีท่ีแกปั้ญหาดงักล่าว
ขา้งตน้ เน่ืองจากเป็นการตรวจสอบจากจีโนไทป์ของเช้ือราโดยตรง ล าดบัเบสหรือนิวคลีโอไทด์
ของเช้ือราท่ีนิยมน ามาใช้กนัอย่างแพร่หลาย (Weising, 1995) ไดแ้ก่ internal transcribed spacer 
(ITS) ในส่วนของ ribosomal DNA โดยแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ITS1 และ ITS 2 ซ่ึงทั้ง 2 ส่วนน้ีจะคัน่
ดว้ยบริเวณ 5.8S (Burnett, 2003) การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ (DNA sequence analysis)  ใน
ต าแหน่ง ITS ของ ribosomal DNA (rDNA) สามารถใช้ในการจ าแนกชนิดเช้ือราแต่ละชนิดได ้ 
เพราะบริเวณ ITS เป็นส่วนท่ีผนัแปรไดเ้ร็วเม่ือเช้ือเกิดการกลายพนัธ์ุ ซ่ึงปัจจุบนัเทคนิคน้ีก็ถูกใชอ้ยา่ง
แพร่หลาย โดยจะใชข้อ้มูลล าดบัเบสในส่วนของ ITS1 ITS2 และ 5.8S  สร้าง phylogenetic tree เพื่อ
ศึกษาความสัมพนัธ์หรือจ าแนกเช้ือราในระดบัต ่ากว่า genus หรือ species (Fernandez, 2001 และ 
Deacon, 2006)  
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SSU rDNA
(18S)

5.8 S
LSU rDNA

(28S)
ITS 1 ITS 2

Internal  Transcribed 
Spacers (ITS)

 
 

ภาพที ่1  แผนภาพแสดงต าแหน่งของ ITS1-5.8S-ITS2 ใน ribosomal DNA (rDNA) (SSU = Small 
subunit; LSU = Large subunit) 

 

Brown (1996)  ศึกษาความสัมพนัธ์ของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides และ C. 
acutatum  ชนิดท่ีเจริญเติบโตรวดเร็วและชนิดท่ีเจริญเติบโตชา้  ซ่ึงสามารถก่อโรคแอนแทรคโนส 
บนพืชตระกลูส้มและมะนาว ดว้ยการเพิ่มปริมาณ DNA โดยใชเ้ทคนิค PCR และน าไปวเิคราะห์หา
ล าดบัเบสบริเวณ ITS rDNA โดยใชไ้พร์เมอร์เฉพาะเจาะจง CgInt  และ ITS4 พบวา่ เช้ือราทั้งสอง
ชนิดท่ีเจริญเติบโตรวดเร็วและชนิดท่ีเจริญเติบโตชา้ มีล าดบันิวคลีโอไทดใ์กลชิ้ดกนั และสามารถ
แยกความแตกต่างของเช้ือราสองชนิดน้ี ดว้ยค่า bootstrap ท่ี 87%  จึงสรุปไดว้า่เช้ือราสองชนิดน้ี
อาจมีบรรพบุรุษร่วมกนั  

 
ส าหรับในส่วนของ 28S หรือ large subunit (LSU),  18S หรือ small subunit (SSU)  และ 

5.8S  จดัเป็นส่วนอนุรักษ์ (ภาพท่ี 1) เหมาะส าหรับการจ าแนกในระดบัจีนสัข้ึนไป  เช่น การศึกษา
ความสัมพนัธ์ของเช้ือราสนิมในกลุ่ม Uredinales ซ่ึงมีเช้ือราสนิมมากกวา่ 7000 species ท่ีสามารถ
ก่อโรคในพืชได ้พบวา่การศึกษาในส่วนต าแหน่ง 18S และ 28S ท าให้จดัหมวดหมู่ของเช้ือราสนิม 

Uredinales ไดดี้กว่าการใช้ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว (Catherine, 2006)  และใน
ปัจจุบนัมีการใช้ขอ้มูลล าดบัเบสในส่วนของ ITS1 ITS2 และ 5.8S  สร้าง phylogenetic tree 
(สุรินทร์, 2542) เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของเช้ือราสนิมอยา่งแพร่หลาย เน่ืองจากเช้ือราสนิมเป็น 
obligated parasite ซ่ึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณบนอาหารสังเคราะห์ได ้ดงันั้น ขั้นตอนการแยกดีเอ็น
เอตอ้งแยกจากกลุ่มของสปอร์ท่ีเกิดบนใบพืชโดยตรง ซ่ึงแตกต่างจากเช้ือราในกลุ่มอ่ืน และวิธีการน้ี
ใช ้ดีเอ็นเอตน้แบบปริมาณนอ้ย  ต าแหน่งยีนมีขนาดเล็ก (500-800 bp) และสามารถเพิ่มปริมาณ
ช้ินส่วนไดง่้ายและรวดเร็วดว้ยเทคนิค PCR   
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Virtudazo (2001) รายงานวา่การใช้ล าดบัเบสต าแหน่ง ITS และ 5.8S rDNA สามารถ
น ามาใชศึ้กษาความสัมพนัธ์และแยกความแตกต่างของเช้ือรา Puccinia kuehnii ในออ้ย และราสนิม
ชนิดอ่ืนๆในพืชตระกูลหญา้ท่ีไม่สามารถแยกไดด้ว้ยลกัษณะทางสัญฐานวิทยาได ้ นอกจากน้ียงั
พบวา่ การใชล้ าดบัเบสต าแหน่ง D1/D2 ของส่วน LSU  rDNA นั้นก็สามารถแยกความแตกต่างและ
สามารถน ามาใชใ้นการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือราสนิม P. kuehnii และราสนิมชนิดอ่ืนๆ ได้
ดีกวา่ล าดบัเบสบริเวณ ITS และ 5.8S rDNA 

 
Abbasi (2005) ไดจ้ดัหมวดหมู่ความสัมพนัธ์ของเช้ือรา Puccinia graminis  จากตวัอยา่ง

แหง้ของพืชสมุนไพรและวชัพืชต่าง ๆ ในประเทศอิหร่าน อเมริกาเหนือ และประเทศในแถบยุโรป  
โดยวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของเช้ือรา P. graminis  ตรงล าดบัเบสในต าแหน่ง ITS1, 
5.8S และ ITS2  และเช้ือรา P. graminis  ตวัอยา่งอ่ืนจากฐานขอ้มูล (GenBank) สามารถแบ่งกลุ่มได ้
3 กลุ่มท่ีแตกต่างกนั ท่ีสนับสนุนด้วยค่า bootstrap 96 % ในกลุ่มท่ี 1 เป็นตวัอย่างจากประเทศ
อิหร่านทั้งหมด กลุ่มท่ี 2 เป็นตวัอยา่งจากประเทศเยอรมนั อิหร่าน และสหรัฐอเมริกา และ กลุ่มท่ี 3 
ตวัอยา่งจากประเทศอิหร่าน สหรัฐอเมริกา และ เช้ือรา P. hordei, P. recondite, P. striiformis (out 
group) พบวา่เช้ือรา P. graminis  มีความผนัแปรและสามารถแพร่กระจายไปไกลขา้มทวปีได ้

 
งานวจิยัน้ีไดว้เิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของเช้ือราสาเหตุโรคราสนิมขา้วโพด 

เพื่อยืนยนัชนิดของเช้ือราสาเหตุท่ีเกิดในประเทศไทย โดยเก็บรวบรวมจากแหล่งต่างๆ และ
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล(GenBank) นอกจากน้ีได้น าล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วน ITS 
ทั้งหมด มาคดัเลือกหาเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเหมาะสมส าหรับการจ าแนกชนิดของเช้ือราสนิมชนิดน้ี
ออกจากเช้ือราสนิมท่ีใกลชิ้ดกนั(close related species) โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ ไดแ้ก่ CLC 
Main workbench (version 5.5) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 
1. พฒันาวธีิการปลูกเช้ือราสนิมบนต้นกล้าข้าวโพด 
 

1.1 การทดสอบการมีชีวติของเช้ือราสนิม เมื่อเกบ็ไว้ทีอุ่ณหภูมิต่างๆ 
 

การเก็บรักษา เช้ือราสนิมข้าวโพด ในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 4 ระดับ ท่ี 10  องศา
เซลเซียส  -20 องศาเซลเซียส  -196 องศาเซลเซียส (ไนโตรเจนเหลว)  และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง
ในรูปแบบแห้ง (Herbarium)   โดยเก็บตวัอย่างสดของใบขา้วโพดท่ีแสดงอาการของโรคราสนิม  
ตดัใบขา้วโพด เป็นช้ินเล็กๆ  เก็บไวใ้นหลอดทดลอง ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นจึงน าไปเก็บท่ี
อุณหภูมิต่างๆ ส่วนในการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอ้งแบบแหง้  ท าไดโ้ดยน าใบขา้วโพดท่ีแสดงอาการ
โรคราสนิมมาทบัด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ และเปล่ียนกระดาษหนังสือพิมพ์ทุกวนัจนกว่าใบ
ขา้วโพดจะเแห้งดี (ประมาณ 1 สัปดาห์) แลว้น ามาใส่ซอง เขียนระบุท่ีมาและขอ้มูลของตวัอยา่งไว้
ขา้งซองใหล้ะเอียด เพื่อน ามาใชใ้นการศึกษาความมีชีวติรอดโดยวดัเปอร์เซ็นตก์ารงอก  
 

เม่ือเก็บรักษา ตวัอย่างโรคราสนิมท่ีอุณหภูมิต่างๆ ไดแ้ก่  -196 , -20 , 10  องศา
เซลเซียส และเก็บในรูปแบบแห้ง ทุก  30 วนั น ามาทดสอบความมีชีวิตรอด โดยใช้เข็มเข่ียปลาย
แหลมเข่ียสปอร์ของเช้ือรา ในแต่ละตวัอยา่ง จ านวน 1 แผล (single uredium)  แช่ในน ้ ากลัน่น่ึงฆ่า
เช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนั้นเร่ิมสังเกตการงอกของสปอร์ เม่ือเวลาผา่นไปทุกๆวนั โดยวดั
เปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์ ในแต่ละระดบัอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บรักษา  ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
(compound microscope) โดยใชก้ าลงัขยายเดียวกนั (40X) 

 
 
 

 
บนัทึกภาพและเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์เม่ือทิ้งไวท่ี้เวลาต่างๆ(ทุก 30 

วนั)  เปรียบเทียบกบัความมีชีวติรอดของ urediospore ท่ีเก็บเม่ืออาย ุ0 วนั 
 

เปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์(%)   =      จ  านวนสปอร์ท่ีงอก      X    100  

จ านวนสปอร์ทั้งหมด 
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1.2 การทดสอบเทคนิคการปลูกเช้ือ 
 

1.2.1 การเตรียมต้นกล้าข้าวโพด 
 

เตรียมเมล็ดขา้วโพดหวานสายพนัธ์ุการคา้(ไม่เปิดเผย) ท่ีอ่อนแอต่อโรคราสนิม 
ปลูกลงในกระถางขนาด เส้นผา่นศูนยก์ลาง 8 น้ิว กระถางละ 5 เมล็ด จนกระทัง่ตน้กลา้ขา้วโพดมี
อาย ุ7-10 วนั หรือมีใบจริง 3-4 ใบ จึงใชใ้นการปลูกเช้ือ  จ  านวน 50 ตน้ต่อกรรมวธีิ 
 

1.2.2 กรรมวธีิการการปลูกเช้ือ 
 

1.2.2.1 การปลูกเช้ือราสนิมโดยวธีิการหยดสารแขวนลอยสปอร์(Dropping  
method)  เก็บรวมรวมตวัอยา่งใบขา้วโพดในแปลงปลูกท่ีแสดงอาการโรคราสนิม  ใชเ้ขม็เข่ียสปอร์
บนผวิใบลงในน ้าน่ึงฆ่าเช้ือ  วดัความเขม้ขน้ของสารแขวนลอย urediospores ดว้ย Haemacytometer  
และปรับความเขม้ขน้ของสารแขวนลอย  urediospores  ใหมี้ความเขม้ขน้ 106 และ 108 สปอร์ต่อ
มิลลิลิตร โดยในขั้นตอนน้ีไดแ้บ่งเป็น 3 กรรมวธีิคือ   

 
1) หยดน ้าน่ึงฆ่าเช้ือ (กรรมวิธีควบคุม)  100 ไมโครลิตร 

 
2) หยดสารแขวนลอย urediospores เขม้ขน้ 1 uredium (single uredium) ปริมาตร 

100 ไมโครลิตรท่ีผสม Tween-20 (polyoxyethylene-sorbitan monolaurate) (Holland,1998) เพื่อ
ช่วยใหส้ปอร์มีการกระจายตวัดี และจบัผวิใบดีข้ึน 

 
3) หยดสารแขวนลอย urediospores ท่ีความเขม้ขน้ 106 และ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรท่ีผสม Tween-20 (ดดัแปลงจากยพุาภรณ์, 2551 และ Holland, 1998) 
 

ปลูกเช้ือโดยหยดสารแขวนลอย urediospores ลงบนยอดของตน้กลา้ขา้วโพด 

และเก็บตน้กลา้ขา้วโพดในสภาพความช้ืนสัมพทัธ์  100 % เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจึง

ปล่อย ใหต้น้กลา้ขา้วโพดอยูใ่นสภาพแวดลอ้มเดิม  สังเกตอาการของโรคราสนิมบนใบขา้วโพด 
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1.2.2.2 การปลูกเช้ือราสนิมโดยวธีิวางกระดาษกรอง (Filter paper method) 
เก็บรวมรวมตวัอยา่งใบขา้วโพดหวานในแปลงปลูกท่ีแสดงอาการโรคราสนิมรุนแรง  มาลา้งน ้า
สะอาดและแกวง่ใบเบาๆ ในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ เพื่อใหส้ปอร์บนใบหลุดในน ้า วดัความเขม้ขน้ของ
สารแขวนลอย urediospores   และปรับใหมี้ระดบัความเขม้ขน้  2 ระดบั คือ  ความเขม้ขน้ 106 และ 
108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  ดว้ย Haemacytometer  กรองสารแขวนลอย urediospores  แต่ละความ
เขม้ขน้ ลงบนกระดาษกรอง (Whatman No.1) ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ เพื่อเตรียมปลูกเช้ือ  ตดักระดาษ   
เป็นส่ีเหล่ียมจตุัรัสขนาด 1 ตารางเซนติเมตร ปลูกเช้ือโดยวางกระดาษกรองลงบนใบจริงของตน้
กลา้ขา้วโพด ตน้ละ 1 ช้ิน จ านวน 50 ตน้ต่อความเขม้ขน้ หลงัจากวางกระดาษกรองลงบนใบ
ขา้วโพดแลว้ หยดน ้าน่ึงฆ่าเช่ือเพื่อใหก้ระดาษกรองชุ่มช้ืน และเก็บตน้กลา้ไวใ้นสภาพความช้ืน
สัมพทัธ์  100 % เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้จึงน ากระดาษกรองออก หลงัจากนั้นเก็บตน้กลา้ขา้วโพด
ไวใ้นสภาพแวดลอ้มปกติ (ภาพท่ี 5)  โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 กรรมวธีิ คือ 
 

1) วางกระดาษกรองชุบน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือบนใบขา้วโพด (กรรมวธีิควบคุม) 
 

2) วางกระดาษกรองท่ีมี 1 uredium บนใบขา้วโพด 
 
3) วางกระดาษท่ีกรองสารแขวนลอย urediospores 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตรบน

ใบขา้วโพด 
 

4) วางกระดาษท่ีกรองสารแขวนลอย urediospores 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตรบน
ใบขา้วโพด 

 
หลงัจากปลูกเช้ือลงบนตน้กลา้ขา้วโพดทั้ง 4 กรรมวิธีแลว้ สังเกตการพฒันา

ของเช้ือราสนิม ระยะเวลาแสดงอาการของโรค  เม่ือพืชเร่ิมแสดงอาการโรคราสนิม  บนัทึกลกัษณะ
ของแผล จ านวนแผล บันทึกภาพอาการของโรคท่ีพบด้วยกล้องดิจิทัล ทุกๆ  วนั  เพื่อศึกษา
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค และเปรียบเทียบความแตกต่างของแต่ละกรรมวธีิ 
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2. การเปรียบเทยีบผลการเกดิโรคราสนิมข้าวโพดโดยวธีิการปลูกเช้ือในระยะต้นกล้าและการ
ทดสอบโรคราสนิมในสภาพแปลงปลูก  
 

2.1 การทดสอบโรคราสนิมของข้าวโพดหวาน ในสภาพแปลงปลูก 

 
ปลูกขา้วโพดหวานลูกผสม ( SC01 - SC10 ) 10 สายพนัธ์ุ ในแปลงทดลองของศูนยว์จิยั

ขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ อ.ปากช่อง  จ.นครราชสีมา โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
RCBD (Randomized Complete Block Design) ท าการทดลอง 3 ซ ้ าๆ ละ 2 แถว  รอใหเ้กิดโรคเอง
ตามธรรมชาติ  จากนั้นประเมินความรุนแรงของโรคดว้ยสายตาเม่ือพืชมีอาย ุ60-70 วนั  โดยการสุ่ม
ประเมินความรุนแรงระดบัความตา้นทาน และดชันีการเกิดโรค สายพนัธ์ุละ 3 ซ ้ า ซ ้ าละ 20 ตน้ 
บนัทึกขอ้มูลเก่ียวกบัระดบัความรุนแรงของโรคบนใบพืช วเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ย
วธีิ  Duncan’s multiple rang test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P=0.05)    ประเมินความ
รุนแรงเป็น 7 ระดบั โดยดดัแปลงจากวธีิการประเมินของ Reid (2005) ดงัน้ี    

 
ระดบั 1= พืชไม่แสดงอาการ เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเป็น 0    
 
ระดบั 2= เกิดแผลบริเวณใบล่างท่ี 1-2 ใบ  แผลมีขนาดเล็กกระจายทัว่ทั้งใบ มีการ

กระจายอยา่งเบาบาง เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 1-20 %     
 
ระดบั 3= เกิดแผลบริเวณใบล่างท่ี 1-4 ใบ  แผลกระจายทัว่ทั้งใบ ใบท่ี 1 และ 2 แผล

กระจายบนใบอยา่งหนาแน่น ส่วนใบท่ี 3 และ 4 แผลกระจายอยา่งเบาบาง เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 
21-40 %     

 
ระดบั 4= เกิดแผลบริเวณใบล่างท่ี 1-6 ใบ  หรือคร่ึงหน่ึงของล าตน้ (50% ของตน้) แผล

กระจายทัว่ทั้งใบโดยใบล่างท่ี 1-4 แผลกระจายบนใบอยา่งหนาแน่น ส่วนใบท่ี 4-5 แผลกระจาย
อยา่งเบาบาง เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 41-60 %     

 
ระดบั 5= เกิดแผลบริเวณใบล่างท่ี 1-7 ใบ  หรือมากกวา่ 60 เปอร์เซ็นตข์องล าตน้ แผล

กระจายทัว่ทั้งใบโดยใบล่างท่ี 1-6 แผลกระจายบนใบอยา่งหนาแน่น  ส่วนใบท่ี 7 และหรือ 8 แผล
กระจายอยา่งเบาบาง  พบแผลตามกาบใบหรือฝัก ใบดา้นล่างมีอาการแหง้ตาย เปอร์เซ็นตก์ารเกิด
โรค 61-80 %     
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ระดบั 6= เกิดแผลบริเวณใบท่ี 1-7 ใบ และหรือใบท่ี 8ข้ึนไปจนไปถึงปลายยอด แผล
กระจายทัว่ทั้งใบโดยใบล่างท่ี 1-8  แผลกระจายบนใบอยา่งหนาแน่น  ใบส่วนบนข้ึนไปมีแผล
กระจายอยา่งเบาบาง  พบแผลตามกาบใบหรือฝัก ใบดา้นล่างมีอาการแหง้ตายไป เปอร์เซ็นตก์ารเกิด
โรค 81-100 %     

 
ระดบั 7 = พืชแหง้ตายทั้งตน้  
 
ส าหรับการประเมินระดบัความตา้นทานโรคราสนิมบนขา้วโพด แบ่งเป็น 6 ระดบั ตาม

วธีิการประเมินของ Reid (2005) ดงัน้ี    
 
ระดบัทนทาน หรือ immune (I) = ไม่แสดงอาการราสนิม 
ระดบัตา้นทานสูง หรือ highly resistant (HR) = แสดงอาการเป็นจุดสีเหลือง 
ระดบัตา้นทาน หรือ resistant (R) = แผลมีขนาดเล็กมาก 
ระดบัตา้นทานปานกลาง หรือ moderately resistant (MR) = แผลมีขนาดเล็กปกคลุม 

cuticle ของใบเป็นส่วนมาก แสดงใหเ้ห็น urediospores นอ้ย 
 
ระดบัอ่อนแอปานกลาง หรือ moderately susceptible (MS) =  แผลมีขนาดใหญ่เช่ือม

ชนกนั แสดงใหเ้ห็น urediospores มาก 
 
ระดบัอ่อนแอ หรือ susceptible (S) = แผลมีจ านวนมากเช่ือมชนกนัเป็นแผลใหญ่ มีการ

แตกใหเ้ห็น urediospores จ านวนมาก (Reid, 2005)   
 
การเก็บขอ้มูลการเกิดโรค เพื่อประกอบขอ้มูลความรุนแรงของโรคบนพนัธ์ุต่างๆ โดย

ประเมินดชันีการเกิดโรคในแปลงปลูกมี 4 ระดบั ดดัแปลงจากวธีิการของ McMaugh (2008) ดงัน้ี    
 
ระดบั 0= ไม่แสดงอาการของโรค    คะแนนการเกิดโรคเป็น 0     
ระดบัต ่า = 1-30% ของตน้ท่ีเป็นโรค    คะแนนการเกิดโรคเป็น 1     
ระดบัปานกลาง = 31-50% ของตน้ท่ีเป็นโรค   คะแนนการเกิดโรคเป็น 2     
ระดบัรุนแรง = มากกวา่ 50% ของตน้ท่ีเป็นโรค   คะแนนการเกิดโรคเป็น 3           
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จากคะแนนการเป็นโรคและจ านวนตน้พืชท่ีเป็นโรคต่อแปลง น ามาใชค้  านวณดชันีการ
เกิดโรค ซ่ึงเป็นตวัช้ีวดัระดบัความรุนแรงของโรค จากสมการ 

 
ดชันีการเกิดโรค = [(na×0 + nb×1 + nc×2 + nd×3) ÷ (N×3)] × 100 
เม่ือ na  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 0 

  nb  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 1  
  nc  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 2 
  nd  =  จ  านวนของตน้ท่ีมีคะแนนการเกิดโรคเป็น 3 

 N   =  จ  านวนของตน้ท่ีมีการประเมิน 
 
 2.2.จ าแนกชนิดของเช้ือราสนิมโดยอาศัยลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

เก็บตวัอย่างขา้วโพดหวานลูกผสมทั้ง 10 สายพนัธ์ุ ท่ีทดสอบโรคราสนิมในขอ้ 2.1 
และพบอาการของโรคราสนิม  โดยเก็บรักษาตวัอย่างแบบแห้ง  จากนั้นน ามาจ าแนกชนิดโดยใช้
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด compound microscope  ใช้
ก าลงัขยาย 40X  วดัขนาดสปอร์โดยใช้  micrometer เป็นเคร่ืองวดั พร้อมทั้งบนัทึกลกัษณะต่าง ๆ 
ไดแ้ก่  ความกวา้ง ความยาว ความหนาของผนงัสปอร์ ลกัษณะผวิภายนอกของสปอร์ โดยเก็บขอ้มูล
จากสปอร์จ านวน 20 สปอร์ ต่อตวัอยา่ง 
 

2.3 การทดสอบโรคราสนิมบนข้าวโพดหวานในระยะต้นกล้า โดยการปลูกเช้ือด้วยวิธีวาง
กระดาษกรอง 
 

เตรียมตน้กลา้ขา้วโพดลูกผสมหวานสายพนัธ์ุเดียวกบัท่ีทดสอบในแปลงปลูก (SC01-
SC10)  โดยใชต้น้กลา้ขา้วโพดสายพนัธ์ุละ 30 ตน้  เม่ือมีอาย ุ7 วนั หรือมีใบจริง 3-5 ใบ   ปลูกเช้ือ
ราสนิมดว้ยวธีิการวางกระดาษกรองตามขั้นตอนท่ีอธิบายในขอ้ 1.2.2.2. โดยใชค้วามเขม้ขน้ของ
สารแขวนลอย  urediospores 108  สปอร์ต่อมิลลิลิตร   หลงัปลูกเช้ือสังเกตอาการของโรคราสนิมบน
ใบขา้วโพด จ านวนแผลท่ีเกิดข้ึนบนใบ ความรุนแรงของโรค ระดบัความตา้นทาน และดชันีการเกิด
โรค โดยดดัแปลงจากวธีิการประเมินของ Reid (2005) และ McMaugh (2008) พร้อมบนัทึกภาพ
ดว้ยกลอ้งดิจิทลั  โดยเปรียบเทียบการเกิดโรคราสนิมบนพนัธ์ุต่างๆ กบัการทดสอบโรคในสภาพ
แปลงปลูก    
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3. การจ าแนกชนิดของเช้ือราสนิมข้าวโพดในประเทศไทยด้วยวธีิการวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ 
 

3.1 การเกบ็รวบรวมตัวอย่างและจ าแนกลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 

เก็บรวบรวมตวัอยา่งเช้ือราสนิมบนขา้วโพดพนัธ์ุต่างๆ เช่น ขา้วโพดไร่ ขา้วโพดหวาน 
และขา้วโพดขา้วเหนียวสายพนัธ์ุต่างๆ จากแหล่งปลูกท่ีส าคญั 6 จงัหวดัในประเทศไทย ไดแ้ก่ ตาก 
เพชรบูรณ์ สระบุรี  ลพบุรี สงขลา และชยัภูมิ โดยเก็บรักษาตวัอยา่งแบบแหง้ เพื่อน าไปใชใ้นการ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ต่อไป  
 
 

3.2 การสกดัดีเอน็เอ  และเพิม่ปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ ITS (internal transcribed 
spacer) ของ rDNA ด้วยเทคนิค PCR 
 

น าตวัอยา่งเช้ือราสนิมขา้วโพดขา้งตน้ท่ีพบอาการของโรคราสนิม  มาสกดัดีเอน็เอ โดย
เข่ียสปอร์ของราสนิม (200-300 สปอร์) จาก uredium  ภายใตก้ลอ้งสเตอริโอ (Stereo microscope) 
บดสปอร์ใหแ้ตกละเอียดระหวา่งแผน่สไลดแ์กว้ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือสองแผน่ จากนั้นใช ้ extraction buffer 
(10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 0.01% SDS) ลา้งสปอร์ท่ีแตกบนสไลด์
ทั้ง 2 แผน่ ดูดใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 60 นาที และ 95 
องศาเซลเซียส 10 นาที หลงัจากนั้น เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ดดัแปลงจากวธีิการของ 
Virtudazo และคณะ, 2001) และน าไปเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอในขั้นตอนต่อไป 
 
 น าดีเอน็เอของเช้ือราสนิมมาเพิ่มปริมาณช้ินส่วนในบริเวณ ITS ดว้ยไพรเมอร์  2  ชนิด 
คือ ITS1  (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATAT 
GC-3’) (White และคณะ, 1990) อยา่งละ0.2 pmole และมีส่วนผสมอ่ืนๆ ในการท าปฏิกิริยาไดแ้ก่ 
2.5 mM MgCl2 ; 0.2 mM dNTP และ 1 u Taq polymerase  โดยท าปฏิกิริยาท่ี 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 นาที 1  รอบ    จากนั้นท าปฏิกิริยาจ านวน 35 รอบ ท่ี 95  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
วนิาที ต่อจากนั้น ท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  และท่ี  72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
และรอบสุดทา้ยท่ี  72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที     น าผลผลิตดีเอน็เอ (PCR product) จาก
ปฏิกิริยา  PCR  มาตรวจสอบดว้ยเทคนิค  electrophoresis บน  agarose gel  ท่ีความเขม้ขน้ 1%   
ตรวจสอบใน 0.5% TBE buffer (89 mM Tris-borate, 2 mM EDTA) ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์
เป็นเวลา 30 นาที      น า PCR product  มาแยกหรือท าใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใช ้ MicroSpin S-400 HR 
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columns   จากนั้นส่งไปเพื่อวิเคราะห์ล าดบัเบสท่ี ห้องปฏิบติัการ ดีเอน็เอ เทคโนโลย ีอาคารศูนย์
เทคโนโลย ีดีเอน็เอ และจีโนมิคส์ อ.ก าแพงแสน  จ. นครปฐม 
 

3.3 การท า Sequence alignment และการวเิคราะห์ข้อมูล 
 

  น าขอ้มูลล าดบัเบสบริเวณ ITS ของตวัอยา่งขา้งตน้ ท่ีไดม้ารายงานล าดบันิวคลีโอไทด์
เขา้สู่ฐานขอ้มูลของ GenBank (DDBJ: DNA Database of Japan) และท าการเรียงล าดบันิวคลีโอ
ไทด ์(alignment) โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main workbench (version 6.6.2) ร่วมกบัล าดบัเบสบริเวณ 
ITS ของเช้ือราสนิมขา้วโพดชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีการบนัทึกไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank  จากนั้นน าขอ้มูล 
alignment มาสร้าง phylogenetic tree เลือกวธีิ Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
Mean (UPGMA) ท าการวเิคราะห์หาค่า bootstrap ดว้ยโปรแกรมเดียวกนัจ านวน 1,000 ซ ้ า  
 
4. การคัดเลือกและการทดสอบเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ส าหรับการจ าแนกเช้ือรา  Puccinia polysora  
สาเหตุโรคราสนิมข้าวโพด ด้วยเทคนิค  Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP) 
 

4.1 การคัดเลอืกเอนไซม์ตัดจ าเพาะส าหรับการจ าแนกเช้ือราสนิมข้าวโพดโดยวธีิ In silico 
 

น าล าดบัเบสบริเวณ ITS  ของเช้ือราสนิมขา้วโพด และล าดบัเบสบริเวณ ITS ของเช้ือรา
สนิมตวัอยา่งอ่ืนๆ จากฐานขอ้มูล GenBank  ท่ีท าการเรียงล าดบันิวคลีโอไทด์ (alignment) ในขอ้ 
3.3 มาทดสอบการย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ โดยวิธี In silico ดว้ยโปรแกรม CLC Main 
workbench (version 6.6.2)  เพื่อคดัเลือกเอนไซมท่ี์เหมาะสมส าหรับการจดัจ าแนกชนิดของเช้ือรา
สนิมขา้วโพด P. polysora   
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4.2 การทดสอบเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ส าหรับการจ าแนกเช้ือรา P. polysora  ด้วยเทคนิค  
PCR-RFLP 
 

 การเตรียมดีเอ็นเอและเพิม่ปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอบริเวณ ITS (internal transcribed 
spacer) ของ rDNA ด้วยเทคนิค PCR 
 

เก็บตวัอยา่งเช้ือราสนิมบนขา้วโพดหวานลูกผสมทั้ง 10 สายพนัธ์ุ ท่ีพบอาการของ
โรค ราสนิมในขอ้ 2.1  มาสกดัดีเอน็เอของเช้ือราสนิมขา้วโพด จากนั้นน าดีเอ็นเอของเช้ือราสนิมมา
เพิ่มปริมาณช้ินส่วนในบริเวณ ITS ดว้ยไพรเมอร์  2  ชนิด คือ ITS1  และ ITS4 โดยใชว้ธีิเดียวกบัขอ้ 
3.2    และน าผลผลิตดีเอ็นเอ (PCR product) จากปฏิกิริยา  PCR  มาตรวจสอบด้วยเทคนิค  
electrophoresis บน  agarose gel  ท่ีความเขม้ขน้ 1%   ตรวจสอบใน 0.5% TBE buffer (89 mM 
Tris-borate, 2 mM EDTA) ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที   แลว้ยอ้มดว้ยเอธิเดีย
มโบรไมด ์   

 
จากนั้นทดสอบการย่อยดีเอ็นเอดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะท่ีคดัเลือกจากโปรแกรม

ขา้งตน้ในขอ้ 4 โดยใชผ้ลผลิตพีซีอาร์ (PCR product ในขอ้ 5.1) ปริมาตร 16.8 ไมโครลิตร NE 10X 
buffer 4 (BioLabs) 02 ไมโครลิตร acetylated BSA (10 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 0.2 ไมโครลิตร 
และ เอนไซม ์ Eco RI (10 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร    จากนั้นน าไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และตรวจสอบผลของการย่อยดว้ยเอนไซม์บน agarose gel 
electrophoresis  ท่ีความเขม้ขน้ 2%   ตรวจสอบใน 0.5% TBE buffer (89 mM Tris-borate, 2 mM 
EDTA) และใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 45 นาที แลว้ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ 
 



28 

 

ผลและวจิารณ์ 
 

1. พฒันาวธีิการปลูกเช้ือราสนิมบนต้นกล้าข้าวโพด 
 

1.1 การทดสอบการมีชีวติของเช้ือราสนิม เมื่อเกบ็ไว้ทีอุ่ณหภูมิต่างๆ 
 

ผลการทดสอบความมีชีวิตรอดของ urediospores เช้ือราสนิมเม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ
ต่างๆ รวมถึงตวัอย่างแห้งเม่ือระยะเวลาผ่านไปทุก 30 วนั โดยวดัเปอร์เซ็นต์การงอกของสปอร์  
หลงัจากแช่สปอร์ในน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ สปอร์เร่ิมงอกเม่ือเวลาผ่านไป 3 วนั จากการเก็บขอ้มูล
เปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์พบวา่ การเก็บตวัอยา่งไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีเปอร์เซ็นต์
การงอกของสปอร์มากท่ีสุด รองลงมาคือการเก็บท่ี 10 องศาเซลเซียส  และเก็บในไนโตรเจนเหลว 
คือร้อยละ 53.63   34.54  และ 29 ตามล าดบั ในขณะท่ีเก็บรักษาแบบแห้งท่ีอุณหภูมิห้องนั้นมี
เปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์ต ่าท่ีสุด คือ ร้อยละ 18.3   และเม่ือเก็บไวน้านข้ึนเม่ือระยะเวลาผา่นไป 
60 และ 90 วนั พบวา่เปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์ลดลงตามล าดบั  เม่ือเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์าร
งอกของสปอร์เช้ือราสนิมในตวัอย่างสดก่อนการเก็บรักษา  พบว่าตวัอย่างสดนั้นมีเปอร์เซ็นตก์าร
งอกร้อยละ 71.62 (ภาพท่ี 2-3) 

 
ดังนั้นในการปลูกเช้ือด้วยสปอร์ของเช้ือราสนิม จึงควรใช้สปอร์เช้ือราสนิมจาก

ตวัอย่างสด ในการปลูกเช้ือลงบนต้นกล้าข้าวโพด แทนการใช้เช้ือท่ีเก็บไวน้านๆ เน่ืองจากมี
เปอร์เซ็นตก์ารงอกท่ีต ่าลง ซ่ึงมีผลต่อการเขา้ท าลายและก่อใหเ้กิดโรคราสนิมบนตน้กลา้ขา้วโพด 

 
 

1.2 การทดสอบเทคนิคการปลูกเช้ือ 
 

1.2.1 การปลูกเช้ือราสนิมโดยวธีิการหยดสารแขวนลอยสปอร์ (Dropping  method) 
 

การหยดสารแขวนลอย urediospores  ความเขม้ขน้ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร หลงั
ปลูกเช้ือ 7 -14 วนั  ตน้กลา้ขา้วโพดแสดงอาการของโรคราสนิมในบริเวณท่ีหยดสารแขวนลอย 
urediospores  พบแผล  มีลกัษณะเป็นตุ่มสีเหลืองส้ม  ขนาดเล็กหลายแห่งบนใบ หลงัใบ ปลายใบ 
และกาบใบล่างของตน้กลา้ขา้วโพด(ภาพท่ี 4)   สอดคลอ้งกบัรายงานของยพุาภรณ์ (2551) ท่ีปลูก
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เช้ือดว้ยวธีิการหยดและวธีิการฉีดพน่สารแขวนลอยสารแขวนลอย  urediospores  บนตน้กลา้
ขา้วโพดหวาน   ซ่ึงพบวา่ หลงัจากปลูกเช้ือประมาณ 2 สัปดาห์จึงพบแผลของราสนิม จากนั้น
พฒันาการของแผลเพิ่มข้ึนอยา่งชดัเจนเร่ือยๆ จนใบเร่ิมเห่ียวและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการ
พฒันาของโรคนั้นประมาณ  26-30 องศาเซลเซียส  หลงัจากปลูกเช้ือ 7 วนั  พบวา่ จุดสีเหลืองอ่อน
เร่ิมพฒันาเป็นตุ่มนูนประมาณ 18 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 8 วนั  เห็นแผลสีเหลืองอ่อนชดัเจน 
จ านวนแผลเพิ่มข้ึนถึงประมาณ 61 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 9 วนั  แผลเร่ิมเปล่ียนเป็นสีส้ม จ านวน
แผลเพิ่มข้ึนถึงประมาณ 77 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 10 วนั พบวา่ แผลเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลแดง 
ลกัษณะของแผลเป็นแบบเปิด มีฝุ่ นสนิม แผลมีจ านวนประมาณ 84 แผล และเร่ิมมีอาการใบไหม้
จากโรคราสนิมร่วมดว้ย หลงัจากปลูกเช้ือ 11-14 วนั แผลมีสีน ้าตาลเขม้  แผลพฒันาขยายลามติดกนั  
มีอาการของโรคใบไหม ้ใบเร่ิมแหง้ และตายในท่ีสุด (ภาพท่ี 5)     และไม่พบการแสดงอาการของ 
โรคราสนิมเม่ือปลูกเช้ือลงบนตน้กลา้ขา้วโพด ดว้ยกรรมวธีิท่ีใชส้ารแขวนลอย urediospores  ท่ีมี
ความเขม้ขน้  1 uredium และ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  

 
1.2.2 การปลูกเช้ือราสนิมโดยวธีิวางกระดาษกรอง (Filter paper)  
 

ตน้กลา้ท่ีแสดงอาการของโรคราสนิม พบแผลมีลกัษณะเป็นตุ่ม  บนใบจ านวน
มากในบริเวณท่ีวางกระดาษกรอง หากอาการของโรคราสนิมรุนแรงหลงัจากท่ีแสดงอาการบนใบ
แลว้ 3-4 วนั ในต าแหน่งท่ีวางกระดาษกรองจะพบแผลจ านวนเล็กนอ้ยดา้นหลงัใบนั้น    การปลูก 
เช้ือดว้ยวธีิวางกระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย urediospores  ความเขม้ขน้ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  
หลงัจากปลูกเช้ือราสนิม 9 วนั พบวา่บริเวณท่ีวางกระดาษกรองมีสีเหลือง และเร่ิมมีจุดขนาดเล็กสี
เหลืองอ่อน  หลงัจากปลูกเช้ือ 10 วนั  พบวา่ จุดสีเหลืองอ่อนเร่ิมพฒันาเป็นตุ่มนูนประมาณ 16 แผล  
หลงัจากปลูกเช้ือ 11 วนั  เห็นแผลสีเหลืองอ่อนชดัเจน จ านวนแผลประมาณ 36 แผล  หลงัจากปลูก
เช้ือ 12 วนั พบวา่  แผลเปล่ียนจากสีเหลืองอ่อนเป็นสีส้ม จ านวนแผลเพิ่มข้ึนลกัษณะของแผลเป็น
แบบเปิด มีลกัษณะเป็นผงสนิม พบแผลประมาณ 46 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 13 วนั  แผลเปล่ียนเป็น
สีน ้าตาล มีลกัษณะเป็นฝุ่ นสนิมเพิ่มข้ึน จ านวนแผลประมาณ 50 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 14 วนั  
แผลเป็นผงสนิมชดัเจน จ านวนแผลเพิ่มข้ึนจากเดิมไม่มากนกัเน่ืองจาก แผลเร่ิมขยายติดกนั และเร่ิม
พบอาการใบไหม ้พบแผลประมาณ 53 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 15-17 วนั  ใบเร่ิมแหง้ แผลราสนิม
ขยายติดกนัเป็นแผลใหญ่ท าใหจ้  านวนแผลลดลง   พบอาการใบไหมเ้น่ืองจากราสนิมร่วมดว้ย  
(ภาพท่ี 6-7 และ 9)         การปลูกเช้ือดว้ยวธีิวางกระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอยurediospores  ความ
เขม้ขน้ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  หลงัจากปลูกเช้ือราสนิม 6 วนั พบวา่บริเวณท่ีวางกระดาษกรองมีสี
เหลือง และเร่ิมมีจุดขนาดเล็กสีเหลืองอ่อน  หลงัจากปลูกเช้ือ 7 วนั  พบวา่ จุดสีเหลืองอ่อนเร่ิม
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พฒันาเป็นตุ่มนูนประมาณ 40 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 8 วนั  เห็นแผลสีเหลืองอ่อนชดัเจน จ านวน
แผลเพิ่มข้ึนถึงประมาณ 110 แผล  หลงัจากปลูกเช้ือ 9 วนั พบวา่  แผลเปล่ียนจากสีเหลืองอ่อนเป็นสี
ส้ม จ านวนแผลเพิ่มข้ึนถึงประมาณ 130 แผล ลกัษณะของแผลเป็นแบบเปิด  หลงัจากปลูกเช้ือ 10 
วนั พบวา่ แผลเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลแดง มีลกัษณะเป็นฝุ่ นสนิม เน่ืองจากสปอร์มีจ านวนมากข้ึนถึง
ประมาณ 163 แผล และเร่ิมมีอาการใบไหม ้ หลงัจากปลูกเช้ือ 11 วนั แผลมีสีน ้าตาลเขม้ และเร่ิม
ขยายข้ึนจนลามติดกนั มีลกัษณะอาการใบไหมเ้กิดข้ึน  หลงัจากปลูกเช้ือ 12-14 วนั ใบเร่ิมแหง้ แผล
ขยายติดกนัมากข้ึน มีลกัษณะอาการใบไหมร่้วมดว้ย (ภาพท่ี 8 และ 9) 

 
การเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของสารแขวนลอย urediospores ในการปลูกเช้ือ

โดยการวางกระดาษกรอง เม่ือปลูกเช้ือดว้ยสารแขวนลอย urediospores ความเขม้ขน้แตกต่างกนัคือ 
106 และ 108สปอร์ต่อมิลลิลิตร พบการแสดงอาการของโรคราสนิมทั้ง 2 ความเขม้ขน้ และมีอตัรา
การเกิดโรคมากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์   แต่ระยะเวลาในการแสดงอาการของโรคราสนิมบนตน้กลา้
ขา้วโพดและความรุนแรงของโรค (จ านวนแผล) มีความแตกต่างกนั  โดยการปลูกเช้ือด้วยสาร
แขวนลอย urediospores ความเขม้ขน้ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร แสดงอาการของโรคราสนิมเร็ว และมี
ความรุนแรงของโรค (จ านวนแผล) มากกวา่การปลูกเช้ือดว้ยสารแขวนลอย urediospores ความ
เขม้ขน้106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

จากการสังเกตแสดงอาการของโรคราสนิมพบวา่ การปลูกเช้ือดว้ยวธีิวาง
กระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย urediospores  ความเขม้ขน้ 1 uredium  เม่ือระยะเวลาผา่นไปไม่พบ
การแสดงอาการของโรคราสนิมบนตน้กลา้ อาจเป็นเพราะปริมาณความเขม้ขน้ท่ีใชน้อ้ยเกินไป   

 
การปลูกเช้ือโดยการวางกระดาษกรองสามารถใช้สารแขวนลอย urediospores  ท่ีมีความ

เขม้ขน้เพียง 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร สามารถพบอาการของโรคราสนิมบนตน้กล้าขา้วโพดได้    
ในขณะท่ีการปลูกเช้ือแบบหยดบนยอดตอ้งใชส้ารแขวนลอย urediospores ความเขม้ขน้ 108 สปอร์
ต่อมิลลิลิตร ในการปลูกเช้ือเท่านั้นจึงพบอาการของโรคราสนิมบนตน้กลา้ขา้วโพด    นอกจากน้ี
การหยดสารแขวนลอย urediospores ท่ีมีความเขม้ขน้ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร พบวา่ความรุนแรง
ของโรค (จ านวนแผล) น้อยกว่ากรรมวิธีการวางกระดาษกรองด้วยสารแขวนลอย urediospores 
เขม้ขน้108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี10)  นอกจากน้ีการทดลองคร้ังน้ีไดท้ดลองปลูกเช้ือใน 2 
ช่วงเวลาท่ีต่างกนัเพื่อทดสอบสภาพอากาศท่ีเหมาะสม พบว่า ในช่วงเดือนกรกฎาคม-กันยายน 
(อุณหภูมิ 25-29 องศาเซลเซียส) พบอตัราการการเกิดโรคมากกวา่การปลูกเช้ือในช่วงเดือน มีนาคม-
พฤษภาคม (อุณหภูมิ 29-33 องศาเซลเซียส ) สอดคลอ้งกบัรายงานของ  Melching (1975) และ 
สมเกียรติและคณะ (2521)  ท่ีกล่าววา่  ในขณะท่ีความช้ืนในอากาศ 95-100% อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
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ต่อการงอกและเขา้ท าลายพืชของ urediospores คือ 23-28  องศาเซลเซียส   เช่นเดียวกบั จีรนนัท์
และคณะ (2540)  พบวา่ เม่ือปลูกเช้ือในตน้กลา้ขา้วโพดโรคราสนิมจะแสดงอาการและปรากฏแผล
ไดท่ี้อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส แต่ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เหมาะต่อการเกิดโรคราสนิม
กบัขา้วโพดทุกสายพนัธ์ุ และเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนถึง 30 องศาเซลเซียส จะมีการเกิดโรคบนขา้วโพด
สายพนัธ์ุต่างๆ ลดลง 
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ภาพที ่2   การงอก germ tube ของ urediospores  เช้ือราสนิมหลงัจากเก็บท่ีอุณหภูมิต่างๆ  1 : 10   

องศาเซลเซียส   2 : -20 องศาเซลเซียส   3 : -196 องศาเซลเซียส    4 : อุณหภูมิห้องใน
รูปแบบแหง้  

 CT =การงอก germ tube ของ urediospore เม่ือระยะเวลา 0 วนั (ตวัอยา่งสด)  
 A   = การงอก germ tube ของ urediospore เม่ือระยะเวลา 30 วนั 
 B   = การงอก germ tube ของ urediospore เม่ือระยะเวลา 60 วนั 
 C    = การงอก germ tube ของ urediospore เม่ือระยะเวลา 90 วนั 
 
 

1A            1B         1C 

2A            2B         2C 

3A            3B           3C 

4A            1B       CT 



33 

 

0

20

40

60

80

100

ตวัอย่างสด 30 วนั 60 วนั 90 วนั

เป
อร์

เซ
นต์

กา
รง

อก
 (%

)
อุณหภูมห้ิอง

10 องศาเซลเซียส

-20 องศาเซลเซียส

-196 องศาเซลเซียส

ก่อนเกบ็รักษา

 
ภาพที ่3  กราฟเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารงอกของ urediospores ท่ีเก็บรักษาในอุณหภูมิต่างๆ เม่ือ

ระยะเวลาผา่นไป 0  30  60 และ 90 วนั 

 
 

 
 

ภาพที ่4 อาการของโรคราสนิมบนกลา้ขา้วโพดท่ีแสดง   A : บนใบ    B : หลงัใบ   C : ปลายใบ   
D : กาบใบ  ของตน้กล้าขา้วโพดสายพนัธ์ุอ่อนแอ ท่ีปลูกเช้ือด้วยวิธีการหยดสาร
แขวนลอย urediospores ท่ีความเขม้ขน้ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร หลงัจากปลูกเช้ือ 7 วนั 

A 

A B 
 

D C 
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ภาพที ่5 กราฟแสดงพฒันาการของโรคราสนิม บนใบขา้วโพด หลงัจากปลูกเช้ือ 7  8  9  และ 10 
วนัโดยวธีิการหยดสารแขวนลอย urediospores  ของเช้ือราสนิมท่ีระดบัความเขม้ขน้  108  
สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

 

 

 
 

ภาพที ่6  การปลูกเช้ือราสนิมบนใบขา้วโพดในระยะตน้กลา้ ดว้ยวธีิวางกระดาษกรองท่ีมีสาร
แขวนลอย urediospores ของเช้ือราสนิม 

 

a a a a a 
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ภาพที ่7 อาการของโรคราสนิมบนตน้กลา้ขา้วโพด หลงัจากปลูกเช้ือราสนิมดว้ยวธีิการวาง
กระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย urediospores ความเขม้ขน้ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  

 A : 7 วนั    B : 9 วนั    C : 10 วนั    D : 11 วนั    E : 12 วนั   และ   F : 13 วนั  

A        B            C 

 

 

 
 

 

 

D         E              F 
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ภาพที ่8 อาการของโรคราสนิมบนตน้กลา้ขา้วโพดหลงัจากปลูกเช้ือราสนิมดว้ยวธีิการวาง
กระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย urediospores ความเขม้ขน้ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  

 A : 6 วนั    B : 7 วนั    C : 9 วนั    D : 10 วนั    E : 11 วนั   และ   F : 12 วนั  
 

A         B              C 

 

 

 

 

 
 
 

D         E              F 
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ภาพที ่9 กราฟแสดงพฒันาการของโรคราสนิมบนใบขา้วโพด หลงัจากปลูกเช้ือโดยวธีิการวางดว้ย
กระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย urediospores  ของเช้ือราสนิมเขม้ขน้ 106 (A) และ 108 
(B) สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

 

B 

A 
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ภาพที ่10   กราฟแสดงจ านวนแผลของราสนิมบนตน้กลา้ขา้วโพด   หลงัปลูกเช้ือโดยวธีิการ                                                                                       
หยดและวธีิการวางดว้ยกระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย urediospores ของเช้ือรา  
Puccinia polysora  เขม้ขน้ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
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2. การเปรียบเทยีบผลการเกดิโรคราสนิมข้าวโพดโดยวธีิการปลูกเช้ือในระยะต้นกล้าและการ
ทดสอบโรคราสนิมในสภาพแปลงปลูก  
 

2.1 การทดสอบโรคราสนิมของข้าวโพดหวาน ในสภาพแปลงปลูก 
 
 จากการปลูกขา้วโพดหวานลูกผสม ( SC 01 - SC 10)  เพื่อทดสอบโรคราสนิม พบวา่
เช้ือโรคราสนิมท าความเสียหายแก่ขา้วโพดทั้ง 10 พนัธ์ุ  โดยมีอาการแผลราสนิม (uredium หรือ 
pustule) เกิดกระจายบนใบ และแผลบนใบล่างก่อน จ านวนแผลบนผิวใบมีมากกวา่ใตใ้บ แผลมี  
ลกัษณะกลม-รี กระจายตวัเด่ียวๆ หรือเช่ือมต่อกนัจนเป็นแผลใหญ่ บางพนัธ์ุท่ีอ่อนแอจะพบแผล  
ราสนิมจ านวนมาก  แผลราสนิม (uredium หรือ pustule) ท่ีพบมีการแตกและเห็น  uredospore      
ภายในเป็นผงสีเหลืองส้ม  หรือสีส้ม เม่ือแผลพฒันารุนแรงมากข้ึนจะมีการชนกนัของแผล  ส่งผล
ให้ขา้วโพดใบไหมแ้ละเร่ิมแห้งตาย  นอกจากน้ีในพนัธ์ุท่ีอ่อนแอ  จะพบอาการของโรคราสนิม  
ลามไปยงัล าตน้และกาบใบ (ภาพท่ี 11-13)    จากรายงานของ Pataky (1987) กล่าววา่อาการของ     
โรคราสนิมจะเร่ิมพฒันาท่ีใบล่างๆ ก่อน   หากเป็นรุนแรงจะลุกลามไปทั้งตน้ขา้วโพด ระยะท่ีส่งผล
กระทบต่อผลผลิตขา้วโพดมากท่ีสุดคือ ระยะท่ีขา้วโพดออกดอก ท าใหข้า้วโพดแหง้ตาย สอดคลอ้ง
กบัรายงานท่ีเคยมีการส ารวจและประเมินโรคราสนิมในแปลงขา้วโพด ศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้ว
ฟ่างแห่งชาติ อ าเภอปากช่อง จงัหวดันครราชสีมา พบวา่ สายพนัธ์ุซ่ึงอ่อนแอต่อโรคราสนิม จะพบ
แผลกระจายอยา่งหนาแน่นทัว่ใบผิวใบ (จีรนนัทแ์ละคณะ, 2540)   ในสายพนัธ์ุท่ีเป็นรุนแรงมาก   
แผลจะลุกลามจากผวิใบไปส่วนต่างๆทัว่ทั้งตน้  นอกจากนั้นยงัมีอาการใบไหมแ้ละใบแหง้ตายจาก
ราสนิมดว้ย สายพนัธ์ุซ่ึงตา้นทานต่อโรคราสนิม นั้นจะแสดงลกัษณะตา้นทานต่อโรค เช่น การลด
จ านวนแผลบนผวิใบ การจ ากดัจ านวนของแผล (เจตษฎา และคณะ, 2552)    
 
 เม่ือประเมินความรุนแรงของโรคราสนิม โดยแบ่งระดบัความรุนแรงเป็น 7 ระดบั ตาม
วิธีของ Reid (2005)  พบวา่การเกิดโรครุนแรงอยูใ่นระดบั 5 – 6  และมีดชันีการเกิดโรคในระดบั 
55.55-100 (ตารางท่ี 1)  และไดด้ดัแปลงจากวธีิประเมินขา้งตน้ สามารถจดักลุ่มระดบัความตา้นทาน
โรค ได้ 4 ระดับ (ตารางท่ี 2) คือ   ระดับ 0 resistant (เปอร์เซ็นต์ความรุนแรง 0%)   ระดับ 1 
moderately resistant ( เปอร์เซ็นต์ความรุนแรง 1-39%)   ระดับ 2 moderately susceptible 
(เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรง 40-59%)  และระดบั 3 susceptible (เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงมากกวา่ 60 %)  
พบวา่    ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC02, SC06, SC07 และ SC09  มีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรง 38.41  38.75  
36.41 และ 38.33 % ตามล าดบั จดัอยู่ในระดบั 1 moderately resistant  ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC01, 
SC08 และSC10  มีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรง 40.33  48.50  และ 41.33 % ตามล าดบั จดัอยูใ่นระดบั 2 
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moderately susceptible ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC03, SC04 และ SC05  มีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรง 84.66  
69.91 และ 70.00% ตามล าดบั จดัอยูใ่นระดบั 3 susceptible  (ตารางท่ี 2)  
 
 เม่ือประเมินความตา้นทานและระดบัความรุนแรงตามวธีิของ Reid (2005) คือ ระดบั 
MR (moderately resistant) คือ แผลขนาดเล็กปกคลุม cuticle ของใบเป็นส่วนมาก แสดงใหเ้ห็น 
urediospores นอ้ย    ระดบั MS (moderately susceptible) คือ แผลขนาดใหญ่มีการเช่ือมชนกนัโผล่
ใหเ้ห็น cuticle ของใบ แสดงใหเ้ห็น urediospores มาก และระดบั S (susceptible) คือ แผลขนาด
ใหญ่ มีการเช่ือมชนกนัมากเป็นแผลใหญ่ มีการแตกให้เห็น urediospores จ านวนมาก     พบวา่ มี
ความตา้นทานอยูท่ี่ระดบั MR (moderately resistant)  ถึง ระดบั S (susceptible )   ขา้วโพดสายพนัธ์ุ 
SC06, SC07, SC09 และ SC10  จดัอยูใ่นระดบั MR    ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC01, SC04, SC05 และ 
SC08  จดัอยูใ่นระดบั MR-MS    ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC02  จดัอยูใ่นระดบั MS    ขา้วโพดสายพนัธ์ุ 
SC03  จดัอยูใ่นระดบั MS-S ( ตารางท่ี 1 )    

 
 

 
 

ภาพที ่11  แปลงทดสอบโรคของศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ อ.ปากช่อง  จ.นครราชสีมา  
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ภาพที ่12   ลกัษณะอาการของโรคราสนิมบนส่วนต่างๆ ของขา้วโพดหวานในแปลงทดสอบโรค 
ของศูนยว์ิจยัขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา   A : บนใบ   
 B : บนล าตน้  และ  C : เปลือกหุม้ฝัก 

 
 

   
 

ภาพที ่13   ระดบัความรุนแรงของโรคราสนิมบนใบขา้วโพดหวาน   A :  เกิดโรคระดบั 5 มีแผล 
21-50 % ของพื้นท่ีใบ   B :  เกิดโรคระดบั 6 มีแผล >50% ของพื้นท่ีใบ    

A          B                C

  

A                         B 
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ตารางที ่1  การประเมินโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน (SC01-SC10) ท่ีศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้ว
ฟ่างแห่งชาติ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 

 

Specimen (Maize Code) 
Level of 

Resistance1 

Disease 

    Index2 

Level of 

 Symptom3 

Disease severity 

percentage (%)4 

KKFC370 (SC 01) MR-MS 62 5 40.33 de 

KKFC371 (SC 02) MS 56.11 5 38.41 ef 

KKFC372 (SC 03) MS-S 100 6 84.66 a 

KKFC373 (SC 04) MR-MS 96.66 6 69.91 b 

KKFC374 (SC 05) MR-MS 100 6 70.00 b 

KKFC375 (SC 06) MR 55.55 5 38.75def 

KKFC376 (SC 07) MR 56.66 5 36.41 ef 

KKFC377 (SC 08) MR-MS 77.77 5 48.50 c 

KKFC378 (SC 09) MR 55.55 5 38.33 ef 

KKFC379 (SC 10) MR 66.11 5 41.33 d 

 
1  การแบ่งระดบัความตา้นทานของโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน  ตามวธีิของ Reid (2005)  

I (immune) : ไม่แสดงอาการราสนิม 
HR (highly resistant) : แสดงอาการเป็นจุดสีเหลือง,  
R (resistant) : แผลขนาดเลก็มาก 
MR (moderately resistant) : แผลขนาดเลก็ปกคลุม cuticle ของใบ  แสดงใหเ้ห็น urediospores นอ้ย 
MS (moderately susceptible) : แผลขนาดใหญ่เช่ือมชนกนั   แสดงใหเ้ห็น urediospores มาก 
S (susceptible) : แผลจ านวนมากเช่ือมชนกนัเป็นแผลใหญ่  มีการแตกใหเ้ห็น urediospores จ านวนมาก 

2  ดชันีการเกิดโรคราสนิมในแปลงปลูก ดดัแปลงวธีิประเมินจาก McMaugh (2008)  
3  ระดบัความรุนแรงของโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน  ดดัแปลงวธีิประเมินจาก Reid (2005) 
4  เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงเฉล่ียในแถวเดียวกนัตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ ตามกรรมวธีิของ  Duncan’s multiple rang test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
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ตารางที ่2  การจดักลุ่มตามระดบัความรุนแรงของโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน (SC01-SC10)  
 ท่ีศูนยว์จิยัขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ  จ.นครราชสีมา โดยดดัแปลงวธีิประเมินจาก 

Reid ( 2005) 
 

Level of Resistance 
Disease severity 
percentage (%) 

Maize Variety Code 

0   resistant 0 - 
   

1   moderately resistant 1-39  % SC02, SC06, SC07, SC09 
   

2   moderately susceptible 40-59 %  SC01, SC08, SC10 
   

3   susceptible 60-100 % SC03, SC04, SC05 
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2.2 จ าแนกชนิดของเช้ือราสนิมโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

จากการส ารวจลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือราสนิมบนตวัอยา่งขา้วโพดหวานทั้ง 
10 สายพนัธ์ุ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก าลงัขยาย 40 X และบนัทึกลกัษณะต่างๆ สปอร์เช้ือราสนิมท่ี
พบมีเพียงสปอร์ชนิดเดียว คือ urediospores  มีลกัษณะกลมรี  ผนงัหนา (ellipsoid: E)  มีสีเหลือง
อ่อนไปจนถึงส้ม ผวิสปอร์เป็นหนาม (echinulate) ท่ีเกิดภายในแผล (uredium)  และพบ germ pore 
กระจายรอบสปอร์ สปอร์มีขนาด 30.75-33.96 × 21.06-24.81ไมครอน  ผนงัสปอร์ขนาด 1.26 - 1.94 
ไมครอน   แผลมีลกัษณะกลมรี (Elongate)   และทุกตวัอยา่งพบ paraphysis ภายในแผล เม่ือ
เปรียบเทียบลกัษณะของ urediospores ท่ีพบจากตวัอยา่งทั้ง 10 สายพนัธ์ุ ไม่มีความแตกต่างกนั    
ซ่ึงจ าแนกไดเ้ป็นเช้ือรา Puccinia. polysora  (William, 1984) (ตารางท่ี 3 และภาพท่ี 14) 

 

 

 
 

ภาพที่ 14    ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา  Puccinia  polysora ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด 
compound microscope  ท่ีก าลงัขยาย 400 เท่า ;   Uredium (U)  Urediospores (Us)  และ 
paraphysis (P) 

 

 

 

P 

U
 Us 

 

P 
     Us                                           P 

 

 

          

                   U 
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ตารางที ่3   ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา Puccinia polysora บนขา้วโพดหวาน (SC01-SC10) ท่ีเก็บรวบรวมจากแปลงทดสอบโรค ของศูนยว์ิจยั
ขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ  อ.ปากช่อง  จ.นครราชสีมา 

 

Specimen Voucher 
(Code) 

Uredium Urediospores 
Identified 

species Color Paraphysis Shape Size1 
(µ) 

Wall1  
Thickness(µ) 

Wall 
surface 

Shape 

KKFC370 (SC01) 
KKFC371 (SC02) 
KKFC372 (SC03) 
KKFC373 (SC04) 
KKFC374 (SC05) 
KKFC375 (SC06) 
KKFC376 (SC07) 
KKFC377 (SC08) 
KKFC378 (SC09) 
KKFC379 (SC10) 

orange/yellow Present Elongate 32.00×21.71 1.26 Echinulate Ellipsoid Puccinia polysora 
orange/yellow Present Elongate 31.25×21.06 1.45 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 31.11×24.31 1.33 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 33.63×24.56 1.26 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 33.96×26.38 1.81 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 33.49×24.79 1.89 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 31.64×24.81 1.69 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 31.75×23.94 1.88 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 30.75×22.63 1.94 Echinulate Ellipsoid P. polysora 
orange/yellow Present Elongate 31.18×24.33 1.81 Echinulate Ellipsoid P. polysora 

หมายเหตุ 1     หน่วยเป็น ไมครอน หรือ ไมโครเมตร  
KKFC =  Kasetsart University, Kamphaeng Saen, Fungal Collection  
 

4
5 
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2.3 การทดสอบโรคราสนิมบนข้าวโพดหวานในระยะต้นกล้า โดยการปลูกเช้ือด้วยวิธีวาง
กระดาษกรอง 

 
หลงัจากการทดสอบโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน 10 สายพนัธ์ุ (SC01-SC10) ใน

แปลงปลูก   จึงน าขา้วโพดทั้ง 10 สายพนัธ์ุมาทดสอบโรคโดยการปลูกเช้ือราสนิมในระยะตน้กลา้   
ดว้ยวธีิวางกระดาษกรอง พบวา่ ตน้กลา้สายพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อโรคราสนิมเม่ือทดสอบในแปลงปลูก  
จะแสดงอาการของโรคราสนิมภายใน 7-10 วนั  ส าหรับตน้กลา้สายพนัธ์ุท่ีตา้นทานโรค ราสนิมเม่ือ
ทดสอบในแปลงปลูก  อาการของโรคแสดงให้เห็นหลงัจากปลูกเช้ือแลว้ 11-14 วนั  จากผลการ
ทดสอบโรคในระยะตน้กลา้ สามารถแบ่งระดบัการเกิดโรคราสนิม ได ้4 ระดบั (ตารางท่ี 4)   คือ  
ระดบั 0  resistance  ไม่พบแผล     ระดบั 1  moderately resistant มีการปรากฏของแผลจ านวน 1-4 
แผล  และไม่มีการพฒันาของแผลเพิ่มข้ึน    ระดบั 2  moderately susceptible  มีการปรากฏของแผล
จ านวน 4-8 แผล  และมีการพฒันาของแผลเกิดข้ึนไม่เกิน 1 เท่าตวั          ระดบั 3  susceptible  มีการ
ปรากฏของแผล จ านวน มากกวา่ 10 แผล และมีการพฒันาของแผลอยา่งต่อเน่ือง     โดยในขา้วโพด
สายพนัธ์ุ SC02  SC06  SC07  และ  SC09  มีจ านวน แผล 1-2  แผล และไม่มีการพฒันาของแผล ซ่ึง
จดัอยูใ่น ระดบั 1    ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC01  SC08 และ SC10 มีจ านวนแผล 3-4  แผล แต่พบการ
พฒันาของแผลเล็กนอ้ย จึงจดัอยูใ่นระดบั 2     ส าหรับขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC03  SC04 และ SC05  มี
จ านวนแผล 8-16  แผล และ แผลพฒันาอยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงจดัอยูใ่นระดบั 3 (ตารางท่ี 4-5  และภาพท่ี 
15)   

 
เม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบโรคราสนิมในแปลงปลูกและการปลูกเช้ือในระยะตน้

กลา้พบวา่ การทดสอบโรคในแปลงปลูก    ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC02  SC06  SC07 และ SC09  มี
เปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคราสนิมระหว่าง 36.41-38.75%  มีความสอดคล้องกบัการทดสอบ
โรคในระยะตน้กลา้ ซ่ึงจดัว่าเป็นกลุ่ม ระดบั 1 moderately resistant      ขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC01  
SC08 และ SC10  มีเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคในแปลงปลูกระหวา่ง 40.33-48.50%  และ
สอดคลอ้งกบัการทดสอบโรคในระยะตน้กลา้ซ่ึงจดัว่าเป็นกลุ่ม ระดบั 2 moderately susceptible      
ส าหรับขา้วโพดสายพนัธ์ุ SC03  SC04 และ SC05  มีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคในแปลงปลูก
ระหว่าง 69.91-84.66 %  เช่นเดียวกบัการทดสอบโรคในระยะตน้กล้า ซ่ึงจดัเป็น susceptible  
(ตารางท่ี 4)  
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ภาพที ่15   อาการของโรคราสนิมหลงัจากปลูกเช้ือโดยวธีิวางกระดาษกรองบนตน้กลา้  A : ระดบั 1 
moderately resistant,  B : ระดบั 2 moderately susceptible  และ C : ระดบั 3 susceptible  
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ตารางที ่4  การจดักลุ่มตามระดบัความรุนแรงของโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน (SC01-SC10) จาก
การปลูกเช้ือในระยะตน้กลา้ โดยดดัแปลงวธีิประเมินจาก Reid (2005) 

 

Level of Resistance Number of  pustules Maize Variety Code 

0   resistant ไม่พบแผล - 
   
1   moderately resistant 1-4 แผล SC02, SC06, SC07, SC09 
 ไม่มีการพฒันาของแผลเพิ่มข้ึน  
   
2   moderately susceptible 4-8 แผล SC01, SC08, SC10 

 
การพฒันาของแผลเกิดข้ึน 

ไม่เกิน 1 เท่าตวั 
 

   
3   susceptible > 10 แผล SC03, SC04, SC05 
 มีการพฒันาของแผลอยา่งต่อเน่ือง  
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ตารางที ่5   เปรียบเทียบการเกิดโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน (SC01-SC10) ท่ีทดสอบโรคในแปลง
ปลูกและท่ีปลูกเช้ือในระยะตน้กลา้ 

 

Maize Variety 
Code 

Disease severity 
percentage in field 

(%)1 

Level of 
Resistance 2 

Disease severity on seedling 
Level of  

Resistance 3 

Number of  
pustules 

SC01 40.33 de 2 2 4 
SC02 38.41 ef 1 1 1 
SC03 84.66 a 3 3 8 
SC04 69.91 b 3 3 16 
SC05 70.00 b 3 3 12 
SC06 38.75def 1 1 1 
SC07 36.41 ef 1 1 1 
SC08 48.50 c 2 2 4 
SC09 38.33 ef  1 1 2 
SC10 41.33 d 2 2 3 

 
1  เปอร์เซนตค์วามรุนแรงเฉล่ียในแถวเดียวกนัตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ ตามกรรมวธีิของ  Duncan’s multiple rang test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%    

2  ระดบัความรุนแรงของโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน (ตารางท่ี 2)  ดดัแปลงวธีิประเมินจาก Reid ( 2005) 
3  ระดบัความรุนแรงของโรคราสนิมบนขา้วโพดหวาน (ตารางท่ี4)  ดดัแปลงวธีิประเมินจาก Reid ( 2005) 
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3. การจ าแนกชนิดของเช้ือราสนิมข้าวโพดในประเทศไทยด้วยวธีิการวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ 
 

เก็บรวบรวมตวัอยา่งเช้ือราสนิมบนขา้วโพดสายพนัธ์ุต่างๆ จากแหล่งปลูกขา้วโพดท่ี
ส าคญั 6 จงัหวดัในประเทศไทย ไดแ้ก่ ตาก เพชรบูรณ์ สระบุรี  ลพบุรี สงขลา และชยัภูมิ  รวม 21
ไอโซเลท ไดแ้ก่  KKFC 0081, KKFC 0083, KKFC 0084, KKFC 0093, KKFC 0094, KKFC 0096, 
KKFC 0105, KKFC 0031, KKFC 0043, KKFC 0211, KKFC 0212, KKFC 0215, KKFC 0012, 
KKFC 0014, KKFC 0056, KKFC 0058, KKFC 0063, KKFC 0208, KKFC 0023, KKFC 0025 
และ KKFC 0026 (ตารางท่ี 6)   จากการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ ITS ของตวัอยา่งทั้งหมด 
21 ไอโซเลท  และตรวจสอบดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis พบวา่มีขนาดช้ินส่วนประมาณ 
400-600 คู่เบส (base pair) (ภาพท่ี 16)  หลงัจากท าใหบ้ริสุทธ์ิและน าส่งเพื่อวเิคราะห์ล าดบัเบส  
พบว่า ช้ินส่วนท่ีวิเคราะห์ไดป้ระกอบดว้ยบางส่วนของบริเวณ ITS1 ITS2 และบริเวณ 5.8S 
ประมาณ 360-700 คู่เบส(ตารางท่ี 7)   น าขอ้มูลล าดบัเบสบริเวณ ITS ท่ีของเช้ือรา P. polysora      
ทั้ง 21 ไอโซเลท   รายงานล าดบันิวคลีโอไทด์เขา้สู่ฐานขอ้มูลของ GenBank  (ตารางท่ี 7)   และ  
การเรียงล าดบันิวคลีโอไทด์ (alignment)  โดยใชข้อ้มูลล าดบัเบสบริเวณ ITS  ของตวัอยา่งทั้ง  21   
ไอโซเลท  ร่วมกบัล าดบัเบสบริเวณ ITS ของเช้ือราสนิมชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีการบนัทึกไวใ้นฐานขอ้มูล 
GenBank ไดแ้ก่ P. polysora  จ  านวน 14 ไอโซเลท และ P. sorghi (common rust) จ  านวน 3 ไอโซเลท 
รวมทั้งหมด 38 ไอโซเลท (ตารางท่ี 7)  โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main workbench (version 6.6.2) 
แลว้น าขอ้มูลมาสร้าง phylogenetic tree  เลือกวธีิ unweighted pair group arithmetic mean method 
(UPGMA)  พบวา่  สามารถแบ่งกลุ่มเช้ือราสนิมขา้วโพด ไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือกลุ่ม A และ B 
(ภาพท่ี 17)   

 
กลุ่ม A  ประกอบดว้ย เช้ือรา  P. sorghi (L08734),  P. sorghi (HQ154038) และ P. 

sorghi (AY114291)  ท่ีค่าความน่าเช่ือถือในการจดักลุ่ม (bootstrap  value) สูงสุดท่ี 100%     
 
กลุ่ม B สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มยอ่ย (sub group)  ไดแ้ก่ กลุ่ม BI ประกอบดว้ย

เช้ือรา P. polysora   (AB599959, AB599960, AB599968, AB599962, AB599969, AB599971, 
AB599958, AB536715, AB599970, AB599972, AB599965, AB599961, AB599966, AB599963, 
AB599967, AB599964, AB599975, AB599974, HQ154025, HQ154030, HQ154027, HQ154033, 
HQ154035, HQ154031, HQ154037, HQ154023, HQ154021, HQ154034, HQ154036, HQ154029, 
HM467909, HQ154032 และ AB599973) จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัท่ีค่าความน่าเช่ือ 74.7 % bootstrap    
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กลุ่ม BII และกลุ่ม BIII มีเพียงตวัอยา่งเดียวคือ  เช้ือรา P. polysora (AB599957)   และ เช้ือรา  P. 
polysora (AB599976) โดยมีค่าความน่าเช่ือถือในการจดักลุ่ม 99.9% และ 100%    ตามล าดบั     

 
จากผลการวิเคราะห์จะพบวา่ เช้ือรา P. sorghi  ทั้งหมดอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัคือกลุ่ม A และ 

เช้ือรา P. polysora ทั้งหมดอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัคือกลุ่ม B  ซ่ึงสามารถแยกเช้ือราทั้งสองน้ีออกจากกนั
ไดช้ดัเจน โดยทั้งสองกลุ่ม สนบัสนุนดว้ยค่า bootstrap สูงสุด 100%  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ 
จินตนา (2552)  ท าการวเิคราะห์ล าดบัเบสของ ribosomal DNA ในส่วน internal transcribed  spacer 
(ITS)  เพื่อประเมินความสัมพนัธ์ระหว่างตวัอย่างเช้ือราสนิมข้าวโพด  จากการวิเคราะห์ 
Phylogenetic tree ของล าดบัเบสบริเวณ ITS พบวา่ ตวัอยา่งของ P. polysora ท่ีศึกษาในคร้ังน้ีจดัอยู่
ในกลุ่มเดียวกนั และแยกกลุ่มจากล าดบัเบสของ P. sorghi ท่ีไดจ้ากฐานขอ้มูล จากผลการศึกษาคร้ัง
น้ีแสดงให้เห็นวา่ล าดบัเบสบริเวณ ITS นั้นสามารถน ามาใชใ้นการจ าแนกเช้ือรา P. polysora และ 
P. sorghi ได ้   นอกจากน้ีVirtudazo et al., (2001) พบวา่การวิเคราะห์ล าดบัเบสต าแหน่ง ITS และ 
5.8S rDNA สามารถน ามาใชศึ้กษาความสัมพนัธ์และแยกความแตกต่างของเช้ือรา Puccinia kuehnii 
ในออ้ย และราสนิมชนิดอ่ืนๆในพืชตระกูลหญ้าท่ีไม่สามารถแยกไดด้ว้ยลกัษณะทางสัญฐานวิทยา
ได ้เช่นเดียวกบั Hyde et al., (2009) ท่ีรายงานวา่การจ าแนกความแตกต่างเช้ือรา Collertotrichum  
boninense ออกจากจากเช้ือรา C. gloeosporioides ประสบความส าเร็จโดยใชล้ าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS ในการจ าแนก   แสดงให้เห็นว่า ล าดบัเบสบริเวณ ITS สามารถน ามาใช้ในการจดั
จ าแนกเช้ือราในระดบัสปีชีส์เช่นเดียวกบัเช้ือรา P. polysora และ P. sorghi ได ้
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ตารางที ่6  เช้ือราสนิมขา้วโพด  ชนิดของขา้วโพด  และแหล่งท่ีเก็บรวบรวมราสนิม ท่ีใชส้ าหรับ
การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 

 
Specimen Corn Type Location 

KKFC 0081 ขา้วโพดไร่ ต. หนองบวัโคก อ. จตุัรัส จ. ชยัภูมิ 
KKFC 0083 ขา้วโพดไร่ ต. บา้นขาม อ. จตุัรัส จ. ชยัภูมิ 
KKFC 0084 ขา้วโพดไร่ ต. บา้นขาม อ. จตุัรัส จ. ชยัภูมิ 
KKFC 0093 ขา้วโพดไร่ ต.นิคม  อ.ชยับาดาล  จ.ลพบุรี 
KKFC 0094 ขา้วโพดไร่ ต.ช่องสาริกา  อ.พฒันานิคม  จ.ลพบุรี 
KKFC 0096 ขา้วโพดหวาน ต.โคกตูม  อ.เมือง  จ.ลพบุรี 
KKFC 0105 ขา้วโพดหวาน ต.โคกตูม  อ.เมือง  จ.ลพบุรี 
KKFC 0031 ขา้วโพดไร่ ต.พุเตย  อ.วเิชียร  จ.เพชรบูรณ์ 
KKFC 0043 ขา้วโพดไร่ ต.บุ่งคลา้  อ.หล่มสัก  จ.เพชรบูรณ์ 
KKFC 0211 ขา้วโพดไร่ ต.บุ่งคลา้  อ.หล่มสัก จ. เพชรบูรณ์ 
KKFC 0212 ขา้วโพดไร่ ต.บุ่งคลา้  อ.หล่มสัก จ. เพชรบูรณ์ 
KKFC 0215 ขา้วโพดไร่ ต.บุ่งคลา้  อ.หล่มสัก จ. เพชรบูรณ์ 
KKFC 0012 ขา้วโพดขา้วเหนียว อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
KKFC 0014 ขา้วโพดหวาน อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
KKFC 0056 ขา้วโพดหวาน ต.ฉลุง อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 
KKFC 0058 ขา้วโพดหวาน ต.ฉลุง อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 
KKFC 0063 ขา้วโพดหวาน ต.ฉลุง อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 
KKFC 0208 ขา้วโพดไร่ ต.รวมไทย  อ.แม่สอด จ. ตาก 
KKFC 0023 ขา้วโพดไร่ ต.รวมไทย  อ.แม่สอด   จ.ตาก 
KKFC 0025 ขา้วโพดไร่ ต.รวมไทย  อ.แม่สอด   จ.ตาก 
KKFC 0026 ขา้วโพดไร่ ต.รวมไทย  อ.แม่สอด   จ.ตาก 
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ภาพที ่16   ผลการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนบริเวณ  ITS ของเช้ือรา Puccinia polysora โดยมีขนาดของ

ช้ินส่วนดีเอน็เอประมาณ 500-600 คู่เบส (บริเวณลูกศรช้ี)    M : 100 bp plus DNA 
Ladder  
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ตารางที ่7   เช้ือรา Puccinia polysora ในประเทศไทย และเช้ือราชนิดอ่ืนจากฐานขอ้มูล  GenBank 
ท่ีน ามาวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS 

 

Specimen 
GenBank  

accession number 
Country Species 

KKFC 0023 AB536715 Thailand Puccinia polysora 
KKFC 0208 AB599976 Thailand P. polysora 
KKFC 0211 AB599973 Thailand P. polysora 
KKFC 0212 AB599974 Thailand P. polysora 
KKFC 0215 AB599975 Thailand P. polysora 
KKFC 0105 AB599964 Thailand P. polysora 
KKFC 0093 AB599967 Thailand P. polysora 
KKFC 0094 AB599963 Thailand P. polysora 
KKFC 0083 AB599966 Thailand P. polysora 
KKFC 0025 AB599961 Thailand P. polysora 
KKFC 0096 AB599958 Thailand P. polysora 
KKFC 0031 AB599959 Thailand P. polysora 
KKFC 0043 AB599960 Thailand P. polysora 
KKFC 0084 AB599965 Thailand P. polysora 
KKFC 0026 AB599962 Thailand P. polysora 
KKFC 0014 AB599968 Thailand P. polysora 
KKFC 0012 AB599969 Thailand P. polysora 
KKFC 0056 AB599970 Thailand P. polysora 
KKFC 0058 AB599971 Thailand P. polysora 
KKFC 0063 AB599972 Thailand P. polysora 
KKFC 0081 AB599957 Thailand P. polysora 
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ตารางที ่7  (ต่อ) 
 

Specimen 
GenBank  

accession number 
Country Species 

- HQ154037 China P. polysora 
- HQ154033 China P. polysora 
- HQ154025 China P. polysora 
- HQ154021 China P. polysora 
- HM467909 China P. polysora 
- HQ154030 China P. polysora 
- HQ154027 China P. polysora 
- HQ154035 China P. polysora 
- HQ154034 China P. polysora 
- HQ154032 China P. polysora 
- HQ154036 China P. polysora 
- HQ154023 China P. polysora 
- HQ154031 China P. polysora 
- HQ154029 China P. polysora 
- L08734 USA P. sorghi 
- HQ154038 China P. sorghi 
- AY114291 USA P. sorghi 
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ภาพที ่17   UPGMA tree จากการวเิคราะห์ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  ITS ของเช้ือรา 

Puccinia polysora  และ P. sorghi   โดยวธีิ UPGMA   ค่าท่ีแสดงบนก่ิง  คือค่า   
bootstrap ท่ีค  านวณจาก 1,000 ซ ้ า โดยโปรแกรม CLC Main Workbench (version 
6.6.2) 
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4. การคัดเลือกและการทดสอบเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ส าหรับการจ าแนกเช้ือรา  Puccinia polysora  
สาเหตุโรคราสนิมข้าวโพด ด้วยเทคนิค  Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-
RFLP) 
 

4.1 การคัดเลอืกเอนไซม์ตัดจ าเพาะส าหรับการจ าแนกเช้ือราสนิมข้าวโพดโดยวธีิ In silico 
 

เม่ือน าล าดบัเบสบริเวณ ITS ของเช้ือรา  P. polysora  และเช้ือรา P. sorghi จากฐาน 
ขอ้มูล GenBank  จ  านวน 38 ไอโซเลท มาเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด ์(alignment)  และน ามา
ทดสอบยอ่ยการดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ   โดยวธีิ In silico ดว้ยโปรแกรม CLC Main workbench 
(version 6.6.2)  เพื่อคดัเลือกเอนไซม์ท่ีเหมาะสมส าหรับการจดัจ าแนกชนิดของเช้ือรา  ได้แก่ 
เอนไซม์ Eco RI,  Taq I และ Sal I   พบวา่ เม่ือยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Eco RI ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็
เอ 3 ช้ิน คือ  เช้ือรา P. polysora (HQ154037) มีขนาด 87 197 และ 290 เบส    เช้ือรา P. polysora 
(AB599975) มีขนาด 25  254 และ 268 เบส  และไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 ช้ิน คือ เช้ือรา P. polysora 
(AB536715) ขนาด 200 และ 281 เบส    เช้ือรา P. polysora  (AB599976) มีขนาด 184 และ 287 เบส 
เช้ือรา P. polysora (AB599973) มีขนาด 244 และ 289 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599974) มี
ขนาด  262 และ 304 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599964) มีขนาด 190 และ 251 เบส    เช้ือรา  
P. polysora (AB599967) มีขนาด 167 และ 198 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599963) มีขนาด 204 
และ 244 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599966) มีขนาด 203 และ 280 เบส    เช้ือรา P. polysora 
(AB599961) มีขนาด 218 และ 244 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599958) มีขนาด 202 และ 283 เบส 
เช้ือรา P. polysora (AB599959) มีขนาด 235 และ 204 เบส เช้ือรา P. polysora (AB599960) มีขนาด 
201 และ 233 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599965) มีขนาด 203 และ 262 เบส    เช้ือรา P. polysora 
(AB599962 และ AB599969) มีขนาด 203 และ 233 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599968 และ 
AB599972) มีขนาด 204 และ 233 เบส      เช้ือรา  P. polysora (AB599970)  มีขนาด 203 และ 242 
เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599971) มีขนาด 200 และ 236 เบส    เช้ือรา P. polysora (HQ154033 
และ HQ154029) มีขนาด 280 และ 288 เบส     เช้ือรา P. polysora (HM467909)  มีขนาด 280 และ 
288 เบส   เช้ือรา P. polysora (HQ154021 HQ154025 HQ154027 HQ154030 HQ154031 HQ154034 
HQ154035 และ HQ154036) มีขนาด 280 และ 289 เบส      เช้ือรา P. polysora (HQ154023 และ 
HQ154032) มีขนาด 280 และ 290 เบส     เช้ือรา P. sorghi (L08734) มีขนาด 127 และ 281 เบส      
เช้ือรา P. sorghi (HQ154038) มีขนาด 282 และ 291 เบส     และเช้ือรา P. sorghi (AY114291) มี
ขนาด 282 และ 292 เบส    และไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 1 ช้ิน คือ เช้ือรา P. polysora  (AB599957) มี
ขนาด 402 เบส  (ตารางท่ี 8 และ ภาพท่ี 18) 
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ทดสอบการยอ่ยดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Sal I  ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 2 ช้ิน

คือ   เช้ือรา P. polysora (AB599976) มีขนาด 73 และ 398 เบส    และเช้ือรา P. polysora (AB599963)  
มีขนาด 27 และ 421 เบส    ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 1ช้ินคือ   เช้ือรา P. polysora (AB536715) มีขนาด 
477 เบส      เช้ือรา P. polysora (AB599973) มีขนาด 562 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599974 
HQ154029 และ HQ154033) มีขนาด 564 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599975) มีขนาด 539 เบส 
เช้ือรา P. polysora (AB599964) มีขนาด 437 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599967) มีขนาด 361 
เบส      เช้ือรา P. polysora (AB599966) มีขนาด 479 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599961) มีขนาด 
458 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599958) มีขนาด 481 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599959) มี
ขนาด 435 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599960) มีขนาด 430 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599965) 
มีขนาด 461 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599962 AB599969 และAB599971) มีขนาด 432 เบส     
เช้ือรา P. polysora (AB599968 และ AB599972) มีขนาด 433 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599970) 
มีขนาด 441 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599957) มีขนาด 400 เบส    เช้ือรา P. polysora 
(HQ154023 HQ154032 และ HQ154037) มีขนาด 566 เบส    เช้ือรา P. polysora (HQ154021 
HQ154025 HQ154027 HQ154030 HQ154034 HQ154035 และ HQ154036) มีขนาด 565 เบส    
เช้ือรา P. polysora (HQ154031) มีขนาด 568 เบส    เช้ือรา P. polysora (HM467909) มีขนาด 567 
เบส    เช้ือรา P. sorghi (HQ154038) มีขนาด 569 เบส   เช้ือรา P. sorghi (L08734) มีขนาด 404 
เบส    และเช้ือรา P. sorghi (AY114291) มีขนาด 570 เบส (ตารางท่ี 8 และ ภาพท่ี 18)  

 
ทดสอบการยอ่ยดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Taq I  ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 4 

ช้ิน   คือ      เช้ือรา P. polysora  (AB599976) มีขนาด 60 72 169 และ172 เบส      เช้ือรา P. polysora 

(AB599957) มีขนาด 9  45 105 และ 247 เบส     เช้ือรา P. sorghi (HQ154038) มีขนาด 18  61 229 

และ 267 เบส    ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 3 ช้ินคือ    เช้ือรา P. polysora (AB599966) มีขนาด 38 198 และ 

247 เบส      เช้ือรา P. polysora (AB599961) มีขนาด 71 195 และ 196 เบส       เช้ือรา P. polysora 

(AB599970) มีขนาด 40 158 และ 247 เบส     เช้ือรา  P.polysora (AB599971) มีขนาด 23 169 และ 

244 เบส     เช้ือรา P. sorghi (L08734) มีขนาด 61 81 และ 266 เบส     เช้ือรา P. sorghi (AY114291)  

มีขนาด 61 229 และ267 เบส    ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2  ช้ินคือ  เช้ือรา P. polysora (AB599973) มีขนาด 

198 และ 333 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599974) มีขนาด  216 และ 348 เบส    เช้ือรา P. polysora 

(AB599975) มีขนาด 208 และ 333 เบส     เช้ือรา (AB599964) มีขนาด 205 และ 234 เบส    เช้ือรา 
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P. polysora (AB599967) มีขนาด 121 และ 242 เบส     เช้ือรา P. polysora (AB599963) มีขนาด 24 

และ 420 เบส      เช้ือรา P. polysora (AB599958) มีขนาด 237 และ 246 เบส     เช้ือรา P. polysora 

(AB599959) มีขนาด 189 และ 248 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599960) มีขนาด 187 และ 245 เบส     

เช้ือรา P. polysora (AB599965) มีขนาด 216 และ 247 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599962 และ

AB599969) มีขนาด 187 และ 247 เบส    เช้ือรา P. polysora (AB599968 และ AB599972) มีขนาด 

187 และ 248 เบส     เช้ือรา P. polysora (HQ154033 และ HQ154029) มีขนาด 234 และ 332 เบส 

เช้ือรา P. polysora (HQ154021 HQ154027 HQ154030 HQ154031 และ HQ154034) มีขนาด 234 

และ 333 เบส    เช้ือรา P. polysora (HQ154023 HQ154032 และ HQ154037) มีขนาด 234 และ 

334 เบส     เช้ือรา P. polysora (HQ154025) มีขนาด 333 และ 343 เบส     เช้ือรา P. polysora 

(HQ154035)มีขนาด 233 และ 334 เบส    เช้ือรา P. polysora (HM467909) มีขนาด 235 และ 334 

เบส      เช้ือรา P. polysora (HQ154036) มีขนาด 324 และ 333 เบส     และไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 1 ช้ิน

คือ  เช้ือรา P. polysora  (AB536715) มีขนาด 244 เบส (ตารางท่ี 8 และ ภาพท่ี 19)            

 

การคดัเลือกเอนไซมท่ี์สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งสปีชีส์ของเช้ือรา โดยวธีิ In silico  

ไดแ้ก่ เอนไซม ์Eco RI,  Sal I  และ Taq I พบวา่ เม่ือยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Eco RI ไดช้ิ้นส่วน

ดีเอ็นเอ(DNA Fragment site) จ  านวน 3  2 และ1 ช้ิน    เม่ือยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Sal I ได้

ช้ินส่วนดีเอน็เอ 2 และ 1 ช้ิน     เม่ือยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Taq I ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 4  3  2  

และ 1 ช้ิน  นอกจากน้ีขนาดของช้ินส่วนท่ียอ่ยไดจ้ากเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิดขา้งตน้มีขนาดท่ีแตกต่าง

กนั  ดงันั้นการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะยงัไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสปีชีส์ของเช้ือรา 

P. polysora  และ  P. sorghi   ดว้ยขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอได ้     แมว้า่เอนไซมต์ดัจ าเพาะสามารถ

แยกความแตกต่างระหวา่งสปีซีส์ในเช้ือราได ้เช่น การใชเ้ทคนิค ITS PCR-RFLP  สามารถจ าแนก

ความสัมพนัธ์และวเิคราะห์ความผนัแปรของเช้ือรา Collectotrichum gloeosporioides ในหลาย 

ไอโซเลทท่ีไม่สามารถแยกไดด้ว้ยลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (Martin and Garcia-Figueres, 1999 ; 

Tapia-Tussell et al., 2008)     นอกจากน้ียงัประสบความส าเร็จในการจ าแนกและวิเคราะห์ความ 

สัมพนัธ์ของเช้ือรา C. gloeosporioides และ  C. truncatum  ซ่ึงก่อโรคแอนแทรคโนสของมะละกอ

ในประเทศเมก็ซิโก โดยใชเ้ทคนิค ITS PCR-RFLP (Balardin 1999)   แต่ส าหรับการจ าแนกเช้ือรา

บางชนิด การยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะไม่สามารถน ามาใชไ้ด ้   สอดคลอ้งกบั Maharaj and 
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Rampersad (2011)  ท่ีรายงานวา่เช้ือรา   C. gloeosporioides และ C. truncatum ในพริกและมะละกอ

นั้น เม่ือท าการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนบริเวณ ITS1, 5.8S และ  ITS2  และการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดั

จ าเพาะ 11ชนิด    มีเอนไซมต์ดัจ าเพาะบางชนิดเท่านั้นท่ีสามารถแยกเช้ือรา C. gloeosporioides  

และ C. truncatum  จากในพริกออกจากเช้ือรา C. gloeosporioides และ C. truncatum ในมะละกอ

ออกจากกนัได ้   เช่นเดียวกบัสุพจน์ (2555)  ท าการวิเคราะห์ล าดบัเบสในบริเวณ ITS ของเช้ือรา 

Pseudoplagiostoma  eucalypti   และคดัเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 10 ชนิด  โดยใชโ้ปรแกรม

คอมพิวเตอร์เพื่อจ าแนกชนิดของ Ps. eucalypti  ออกจากเช้ือราชนิดอ่ืนท่ีมีความใกลชิ้ดกนั (close 

related species) พบวา่ จากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ Alu I และ Hin CII สามารถแยก Ps. eucalypti 

และ Ps. oldii. ออกจาก Ps. variabile ไดอ้ยา่งชดัเจน ส่วนเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Ctr 10I, Eco RI, Hae 

II, Hae III, Hin fI, Mse I, Stu I และTaq I ไม่สามารถแยกไอโซเลต ของ Ps. eucalypti, Ps. oldii และ 

Ps. variabile ออกจากกนัได ้
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ภาพที ่18   แบบแผนการยอ่ยดีเอ็นเอของเช้ือรา Puccinia polysora  เปรียบเทียบกบัเช้ือรา P. sorghi  ท่ีมีรายงานอยูใ่น GenBank  วเิคราะห์แบบ PCR-RFLP ดว้ย

เอนไซมต์ดัจ าเพาะ Eco RI (A) และ  Sal I (B) โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main Workbench (version 6.6.2) 

B 

A 
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ภาพที ่19   แบบแผนการยอ่ยดีเอ็นเอของเช้ือรา Puccinia  polysora  เปรียบเทียบกบัเช้ือรา  P. sorghi  ท่ีมีรายงานอยูใ่น GenBank   วเิคราะห์แบบ PCR-RFLP  
   ดว้ยเอนไซม ์ ตดัจ าเพาะ Taq I (C) โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main Workbench (version 6.6.2) 

 
 

  

ก ก C 
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ตารางที ่8  ขนาดของช้ินส่วนดีเอน็เอในบริเวณ ITS (ITS1-5.8S-ITS2) ของเช้ือรา     
                  Puccinia polysora จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Eco RI  Sal I  และ Taq I 
 

Specimen 
GenBank 
accession 
number 

Species 
DNA fragment site (bp) 

Eco RI Sal I Taq I  

KKFC 0023 AB536715 Puccinia polysora 200, 281 477 244 
KKFC 0208 AB599976 P.  polysora 184, 287 73, 398 60,72,169,172 
KKFC 0211 AB599973 P.  polysora 244, 289 562 198, 333 
KKFC 0212 AB599974 P.  polysora 262, 304 564 216, 348 

KKFC 0215 AB599975 P.  polysora 25, 254, 268 539 208, 333 

KKFC 0105 AB599964 P.  polysora 190, 251 437 205, 234 

KKFC 0093 AB599967 P.  polysora 167, 198 361 121, 242 

KKFC 0094 AB599963 P.  polysora 204, 244 27, 421 24, 420 

KKFC 0083 AB599966 P.  polysora 203, 280 479 38, 198, 247 

KKFC 0025 AB599961 P.  polysora 218, 244 458 71, 195, 196 

KKFC 0096 AB599958 P.  polysora 202, 283 481 237, 246 

KKFC 0031 AB599959 P.  polysora 235, 204 435 189, 248 

KKFC 0043 AB599960 P.  polysora 201, 233 430 187, 245 

KKFC 0084 AB599965 P.  polysora 203, 262 461 216, 247 

KKFC 0026 AB599962 P.  polysora 203, 233 432 187, 247 

KKFC 0014 AB599968 P.  polysora 204, 233 433 187, 248 

KKFC 0012 AB599969 P.  polysora 203, 233 432 187, 247 

KKFC 0056 AB599970 P.  polysora 203, 242 441 40, 158, 247 

KKFC 0058 AB599971 P.  polysora 200, 236 432 23, 169, 244 

KKFC 0063 AB599972 P.  polysora 204, 233 433 187, 248 

KKFC 0081 AB599957 P.  polysora 402 400 9,45,105,247 
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ตารางที ่8  (ต่อ) 
 

Specimen 
GenBank 
accession 
number 

Species 
DNA Fragment site (bp) 

Eco RI Sal I Taq I 

- HQ154037 P.  polysora 87, 197, 290 566 234, 334 

- HQ154033 P.  polysora 280, 288 564 234, 332 

- HQ154025 P.  polysora 280, 289 565 333, 343 

- HQ154021 P.  polysora 280, 289 565 234, 333 

- HM467909 P.  polysora 281, 290 567 235, 334 

- HQ154030 P.  polysora 280, 289 565 234, 333 

- HQ154027 P.  polysora 280, 289 565 234, 333 

- HQ154035 P.  polysora 280, 289 565 333, 334 

- HQ154034 P.  polysora 280, 289 565 234, 333 

- HQ154032 P.  polysora 280, 290 566 234, 334 

- HQ154036 P.  polysora 280, 289 565 324, 333 

- HQ154023 P.  polysora 280, 290 566 234, 334 

- HQ154031 P.  polysora 280, 289 568 234, 333 

- HQ154029 P.  polysora 280, 288 564 234, 332 
- L08734 P.  sorghi 127, 281 404 61, 81, 266 
- HQ154038 P.  sorghi 282, 291 569 18,61,229,267 
- AY114291 P.  sorghi  282, 292 570 61, 229, 267 
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4.2 การทดสอบเอนไซม์ตัดจ าเพาะ ส าหรับการจ าแนกเช้ือรา P. polysora  ด้วยเทคนิค  
PCR-RFLP 
 

จากการเก็บตวัอยา่งเช้ือราสนิมบนขา้วโพดหวานลูกผสมทั้ง 10 สายพนัธ์ุ  มาท าการสกดัดี
เอน็เอของเช้ือราสนิมขา้วโพด น าดีเอน็เอของเช้ือราสนิมมาเพิ่มปริมาณช้ินส่วนในบริเวณ ITS ดว้ย
ไพรเมอร์  2  ชนิด คือ ITS1  และ ITS4  และน าผลผลิตดีเอน็เอ (PCR product) จากปฏิกิริยา  PCR  
มาตรวจสอบดว้ยเทคนิค  electrophoresis บน  agarose gel  ไดช้ิ้นส่วนขนาดประมาณ 500 – 600 
เบส (ภาพท่ี 19)  

 
เม่ือทดสอบการยอ่ยดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีคดัเลือกจากโปรแกรมขา้งตน้ในขอ้ 4 

โดยใชผ้ลผลิตดีเอน็เอ มายอ่ยดว้ยเอนไซม ์ Eco RI  และตรวจสอบผลของการยอ่ยดว้ยเอนไซมบ์น 
agarose gel electrophoresis  พบวา่ ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 ช้ินคือ เช้ือรา P. polysora บนขา้วโพด
หวานสายพนัธ์ุ SC01-SC08 มีขนาดประมาณ 260 และ 280-300 เบส     เช้ือรา P. polysora บน
ขา้วโพดหวานสายพนัธ์ุ SC09 มีขนาดประมาณ 290-300 และ 300-320 เบส    เช้ือรา P. polysora 
บนขา้วโพดหวานสายพนัธ์ุ SC10 มีขนาดประมาณ 260 และ 300-320 เบส (ภาพท่ี 20)  จากผลการ
ทดสอบเอนไซม ์ในเช้ือราชนิดเดียวกนั ใหข้นาดช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ชนิด
เดียวกนั ไม่เท่ากนั  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดสอบใน In silico  แสดงให้เห็นวา่ การใชเ้อนไซมต์ดั
จ าเพาะมาย่อยช้ินส่วนบริเวณ ITS ของเช้ือรา Puccinia spp.  ไม่สามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งสปีชีส์ได ้ แต่การน าช้ินส่วนบริเวณ ITS  ไปวเิคราะห์ความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด ์
ซ่ึงเป็นวิธีการเปรียบเทียบทีละเบสและให้ข้อมูลท่ีละเอียดมากกว่า สามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งสปีชีส์ได ้
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ภาพที่ 20   การเพิ่มปริมาณช้ินส่วน ITS ของเช้ือรา Puccinia polysora โดยใชไ้พรเมอร์ ITS1  และ 
ITS4  M ; 100 bp Plus DNA Ladder   ตวัเลขดา้นบนเจล 1-10 คือ ตวัอยา่งเช้ือรา P. 
polysora จากขา้วโพดหวานสายพนัธ์ุ SC 01-SC 10 

 

 
 

ภาพที่ 21   ลายพิมพดี์เอ็นเอของเช้ือรา Puccinia  polysora  ท่ียอ่ยดีเอ็นเอบริเวณ ITS ดว้ยเอนไซม ์       
Eco RI  M ; 100 bp Plus DNA Ladder   บริเวณท่ีลูกศรช้ี คือแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างของ              
เช้ือรา,  ตวัเลขดา้นบนเจล 1-10 คือ ตวัอยา่งเช้ือรา P. polysora  จากขา้วโพดหวานสาย    
พนัธ์ุ SC 01-SC 10 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1. ในการทดสอบการมีชีวติของเช้ือราสนิม ท่ีเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิต่างๆ  พบวา่ การเก็บ

สปอร์ท่ีอุณหภูมิ  - 20 องศาเซลเซียส เม่ือเวลาผา่นไป 30 วนั มีเปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์สูง

ท่ีสุดคือ ร้อยละ 53.63   แต่เม่ือเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารงอกของสปอร์เช้ือราสนิมในตวัอยา่งสด

ก่อนการเก็บรักษา  พบวา่ตวัอยา่งสดนั้นมีเปอร์เซ็นตก์ารงอกร้อยละ 71.62   ดงันั้นในการปลูกเช้ือ

ราสนิมในระยะตน้กลา้ควรใช ้urediospores จากตวัอยา่งสดมากกวา่จากตวัอยา่งแหง้ หรือท่ีเก็บไวท่ี้

อุณหภูมิต ่า     การพฒันาเทคนิคการปลูกเช้ือจาก 2 วธีิการ คือ การหยดสารแขวนลอยสปอร์และ

การวางกระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอยสปอร์ พบวา่ วธีิวางกระดาษกรอง (Filter paper method)  มี

ประสิทธิภาพดีกวา่วธีิการหยดสารแขวนลอยสปอร์ (Dropping method)    โดยสามารถใชค้วาม        

เขม้ขน้ของสารแขวนลอยสปอร์ 106  สปอร์ต่อมิลลิลิตร มีอตัราการเกิดโรคมากกวา่ และระยะเวลา

ในการเกิดโรคหลงัการปลูกเช้ือสั้นกวา่วธีิการหยดสารแขวนลอยสปอร์ นอกจากน้ีเวลาในการ

เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ดว้ยการวางกระดาษกรอง สามารถท าไดง่้าย ใชเ้วลานอ้ยกวา่ ดงันั้นการ

ปลูกเช้ือราสนิมดว้ยวธีิการวางกระดาษกรอง จึงเป็นวธีิท่ีเหมาะสมจะน ามาใชป้ลูกเช้ือลงบนตน้กลา้

ขา้วโพด 

 
2. จากการทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคการปลูกเช้ือโดยวธีิการวางกระดาษกรองบน

ตน้กลา้ขา้วโพด  โดยเปรียบเทียบผลการปลูกเช้ือและการทดสอบโรคในแปลงปลูก พบวา่ ให้
สอดคลอ้งกนั โดยขา้วโพดหวาน SC03, SC04 และ SC05  มีระดบัการเกิดโรคท่ีรุนแรงกวา่สาย
พนัธ์ุอ่ืนๆ เม่ือทดสอบโรคทั้งในระยะตน้กลา้และในแปลงปลูก  ในขณะท่ีขา้วโพด SC02, SC06, 
SC07 และ SC09 จดัอยูใ่นระดบัความตา้นทานปานกลาง เม่ือทดสอบโรคทั้งในระยะตน้กลา้และใน
แปลงปลูก   

 

3. ส าหรับการวิเคราะห์ล าดบัเบสบริเวณ ITS ของเช้ือราสนิม P. polysora ท่ีคดัเลือกจาก

แหล่งปลูกขา้วโพดท่ีส าคญัในประเทศไทยรวม 21 ไอโซเลท และตวัอยา่งราสนิม P. polysora  14 

ไอโซเลท จากท่ีมีรายงานในฐานขอ้มูล  ผลการวเิคราะห์พบวา่ล าดบัเบสของเช้ือรา P. polysora มี
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ความต่างจากเช้ือรา P. sorghi  และสามารถแยกคนละกลุ่มดว้ยค่า bootstrap ท่ีสูง 100 เปอร์เซ็นต ์ 

แสดงวา่การวเิคราะห์ล าดบัเบสบริเวณ ITS สามารถน ามาใชใ้นการจ าแนกชนิดของเช้ือรา P.  

polysora และ P. sorghi ได ้

 

4. การคดัเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเหมาะสม โดยทดสอบการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดั

จ าเพาะ 3 ชนิด คือ เอนไซม ์Eco RI,  Taq I และ  Sal I  โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ (In silico) 

พบวา่ เอนไซมต์ดัจ าเพาะ Eco RI,  Taq I  และ Sal I  ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งสปีซีส์

ในเช้ือรา  P. polysora และ  P. sorghi  ได ้
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. การปลูกเช้ือราสนิมบนตน้กลา้เพื่อการทดสอบโรคราสนิมนั้น ควรใชส้ปอร์เช้ือรา

สนิมจากตวัอยา่งสดมากกวา่การใชส้ปอร์ท่ีผา่นการเก็บไว ้ เพื่อใหผ้ลการทดสอบเป็นไปตามความ

จริง  เน่ืองจากอตัราการงอกท่ีต ่าลงมีผลต่อการเขา้ท าลายของเช้ือ  

 

2. การคดัเลือกขา้วโพดสายพนัธ์ุตา้นทานโรคในระยะตน้กลา้ ดว้ยเทคนิคการปลูกเช้ือ

โดยวธีิการวางกระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย urodiospores ความเขม้ขน้ 108 บนตน้กลา้ขา้วโพด

อาย ุ7-10 วนั หลงัจากวางกระดาษกรองลงบนใบตน้กลา้ขา้วโพดแลว้ หยดน ้าน่ึงฆ่าเช้ือเพื่อให้

กระดาษกรองชุ่มช้ืน และเก็บตน้กลา้ไวท่ี้สภาพความช้ืนสัมพทัธ์ 100 % เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้จึง

น ากระดาษกรองออก หลงัจากนั้นเก็บตน้กลา้ไวท่ี้สภาพแวดลอ้มปกติ  เป็นการคดัเลือกในเบ้ืองตน้

ก่อนการปลูกจริงในแปลงปลูก ซ่ึงช่วยลดตน้ทุน ลดเวลาและแรงงานในการผลิต เน่ืองจากโดยปกติ

การคดัเลือกพนัธ์ุตา้นทานในแปลงปลูกส าหรับโรคราสนิม ตอ้งรอให้เช้ือเขา้ท าลายและแสดง

อาการหลงัจากออกดอก หรือเกิน 60 วนัแลว้ การคดัเลือกเบ้ืองตน้ในระยะตน้กลา้ สามารถประเมิน

พนัธ์ุตา้นทานและอ่อนแอไดก่้อน 

 

3. การตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ ไม่สามารถน ามาใชใ้นการแยกชนิดของราสนิม

ขา้วโพดได ้ ดงันั้น  วธีิการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ร่วมกบัการจ าแนกดว้ยลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยาจึงเป็นวธีิการท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
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ภาคผนวกที ่1  แผนผงัแปลงปลูกขา้วโพด ท่ีศูนยว์ิจยัขา้วโพดและขา้วฟ่างแห่งชาติ อ.ปากช่อง    
จ.นครราชสีมา โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ RCBD (Randomized 
Complete Block Design)  

 

ซ ้ าท่ี ขา้วโพดหวานลูกผสมสายพนัธ์ุ SC01 - SC10   

1 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 

2 07 04 02 01 06 10 08 03 05 09 

3 04 01 10 06 07 02 09 03 05 08 

 
 
ภาคผนวกที ่2  พฒันาการของโรคราสนิมบนใบขา้วโพด หลงัจากปลูกเช้ือ  7  8  9  และ 10 วนั 

โดยวธีิการหยดสารแขวนลอย uredospores ของเช้ือราสนิมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 108  
สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

 
วนัหลงัการปลูกเช้ือ Mean1 Std. Error Mean2 

7 18.0 .894 
8 61.0 2.497 
9 77.0 2.559 
10 84.0 1.814 

 

1   ค่าเฉล่ียจ านวนแผลราสนิมบนใบขา้วโพด 50 ตน้ 
2   ส่วนคลาดเคล่ือนมาตรฐานของค่าเฉล่ีย 
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ภาคผนวกที ่3  พฒันาการของโรคราสนิมบนใบขา้วโพด หลงัจากปลูกเช้ือ 7   8   9  และ 10 วนั   
โดยวธีิการวางกระดาษกรองท่ีมีสารแขวนลอย uredospores  ของเช้ือราสนิมท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 106  สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

 
วนัหลงัการปลูกเช้ือ Mean Std. Error Mean1 

10 16.92 2.913 

11 36.04 1.163 

12 46.48 0.814 

13 50.40 2.535 

14 53.14 3.497 
 

1   ค่าเฉล่ียจ านวนแผลราสนิมบนใบขา้วโพด 50 ตน้ 
2   ส่วนคลาดเคล่ือนมาตรฐานของค่าเฉล่ีย 

 
 

ภาคผนวกที ่4  พฒันาการของโรคราสนิมบนใบขา้วโพด หลงัจากปลูกเช้ือ 7  8  9  และ 10 วนั   
โดยวธีิการหยดสารแขวนลอย ureiospores  ของเช้ือราสนิมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 108  
สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

 
วนัหลงัการปลูกเช้ือ Mean Std. Error Mean1 

7 48.2 2.535 

8 114 3.163 

9 130.1 2.913 

10 163.1 4.733 
 

1   ค่าเฉล่ียจ านวนแผลราสนิมบนใบขา้วโพด 50 ตน้ 
2   ส่วนคลาดเคล่ือนมาตรฐานของค่าเฉล่ีย 
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ภาพผนวกที่ 5  Multiple alignment ของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วน ITS ของเช้ือ Puccinia polysora 

 ร่วมกบัเช้ือ P.  polysora  และ  P.  sorghi  จากฐานขอ้มูล(GenBank) ดว้ยโปรแกรม 

CLC Main Workbench (version 6.6.2)   
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ภาพผนวกที ่5  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่5  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่5  (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่5  (ต่อ) 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 

 

ช่ือ –นามสกุล นางสาวประณิตา  พรหมศรี 
วนั เดือน ปี ทีเ่กดิ 8 มีนาคม 2530 
สถานทีเ่กดิ  151/55 หมู่ท่ี 8   ต าบลรอบเมือง  อ าเภอเมือง  

จงัหวดัปราจีนบุรี   
ประวตัิการศึกษา วทิยาศาสตร์บณัฑิต (เกษตรศาสตร์)  

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน 
จ.นครปฐม 

ประสบการณ์การท างาน ผูช่้วยสอนรายวชิาโรคพืชเบ้ืองตน้ ปีการศึกษา 2553 
ผูช่้วยสอนรายวชิาคลินิกสุขภาพพืช ปีการศึกษา 2553-2554 
ผูช่้วยสอนรายวิชาหลกัการควบคุมโรคพืช  ปีการศึกษา 2554 

การน าเสนอผลงาน/ 
การประชุมวชิาการ  

1. Promsri, P., Janruang, P., Jumpathong, S. and 
Unartngam, J. 2011. Screening for Rust Disease 
Resistance Variety of Corn in Different Geographical 
Area. Interaction between Plant and Environment.  
21-24,  Qingdao, China. 

2. Pranita Promsri  and  Jintana Unartngam. 2012. 
Development of Inoculation Techniques for Screening 
of Corn Rust Disease Resistance Varieties. The 
International Conference on Tropical and Sub-tropical 
Plant Diseases 2012, Chiang Mai, Thailand. 

3. ประณิตา  พรหมศรี และ จินตนา  อนัอาตมง์าม,  2555. 
การพฒันาวธีิคดัเลือกขา้วโพดพนัธ์ุตา้นทานโรครา
สนิม. วารสารโรคพืช. ปีท่ี 26 เล่ม 1-2.  
 

ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ - ทุนบณัฑิตศึกษา ภาควชิาโรคพืช  ปีการศึกษา 2553 
- ทุนอุดหนุนการวจิยั ประเภทบณัฑิตศึกษา   
จากส านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ (วช.)  
ปีการศึกษา 2555 
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