
 

 

การประเมินพริกพันธุ์ปรับปรุง (Capsicum annuum L.) ที่ได้รับยีนต้านทานโรค           
แอนแทรกโนสจากพริกพันธุ์ PBC80 และ PBC932 ต้านทานต่อเชื้อ            
Colletotrichum acutatum 

Evaluation of chili pepper progressive lines (Capsicum annuum L.) derived 
anthracnose resistant genes from PBC80 and PBC932 varieties resistance to 
Colletotrichum acutatum  
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บทคัดย่อ: โรคแอนแทรกโนสส่งผลให้พริกเกิดอาการผลเน่าเสียทั้งก่อนและหลังการเก็บเกี่ยว ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ประเมินพันธุ์พริกต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสในพริกพันธุ์ที ่ผ่านการปรับปรุงพันธุ์ (progressive line) ที่ได้รับยีนจากแหล่งเช้ือ
พันธุกรรมต้านทาน 2 แหล่งคือ PBC80 และ PBC932 เปรียบเทียบกับพันธุ์การค้า และพันธุ์อ่อนแอ จำนวน 21 สายพันธุ์ ในระยะผล
เขียว ผลสุกห่าม และผลแดง ด้วยเชื้อแอนแทรกโนส C. acutatum  (Ca_KK) โดยวิธีการปลูกเชื้อแบบพ่นสปอร์เชื้อแขวนลอย (spore 
suspension) ลงบนต้นพริกที่อายุ 75 วันหลังย้ายปลูก วางแผนการทดลองแบบ randomized complete block design (RCBD) 
จำนวน 3 ซ้ำ ๆ ละ 3 ต้น ประเมินการเกิดโรคที่ 14 วันหลังปลูกเชื้อ และนำค่าคะแนนการเกิดโรคมาคำนวณค่าเปอร์เซ็นต์ดัชนีการเกิด
โรค (DI) สำหรับการตรวจสอบยีนต้านทานโรคโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR-HpmsE032 และ SCAR-Indel ผลการทดลองพบว่า
พริก 21 สายพันธุ์มีการตอบสนองต่อเชื้อ Ca_KK ในระยะผลเขียว ผลสุกห่าม และผลแดง แตกต่างกันในทางสถิติ โดยพบจำนวนพันธุ์
ต้านทานในระยะผลเขียว จำนวน 5 สายพันธุ์  คือ ANT4  ANT6  ANT9  ANT17 และ ANT18 และระยะผลแดงจำนวน 2 สายพันธุ์ 
คือ ANT4 และ ANT12 ในขณะที่ระยะผลสุกห่ามไม่พบพันธุ์ท่ีต้านทาน และเมื่อศึกษาสหสัมพันธ์ของการเกิดโรคแอนแทรกโนสในระยะ
สุกแก่ของผลพริก 3 ระยะคือ ระยะผลเขียว ผลห่าม และระยะผลแดงพบว่ามีความสัมพันธ์กับในทางบวกแต่มีค่าต่ำอยู่ระหว่าง 0.41-
0.56 การตรวจสอบยีนต้านทานพบพริกจำนวน 2 สายพันธ์ุคือ ANT4 ANT17 ที่แสดงยีนต้านทานโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR-
HpmsE032 และ พริกจำนวน 3 สายพันธุ์คือ ANT1 ANT9 และ ANT10 ที่แสดงยีนต้านทานด้วย เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SCAR-
Indel และเครื่องหมายโมเลกุลมีประสิทธิภาพในการคัดเลือกอยู่ระหว่างร้อยละ 71.42-90.47   
คำสำคัญ: เชื้อรา; Capsicum baccatum; C. chinense; การปรบัปรุงพันธุ;์ เครื่องหมายโมเลกุล 
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ABSTRACT: Chili anthracnose disease caused chili fruit rot both preharvest and postharvest. Therefore, this study 
aimed to evaluate resistance of chili pepper to anthracnose disease in the 21 chili progressive lines derived from 
PBC80 and PBC932 compared with commercial variety and susceptible check. Three chili fruit stages (green breaking 
and ripe) were inculcated C. accutatum (Ca_KK) isolate with a spore suspension of anthracnose to chili plant at 75 
days after transplant by sprayed on hold plant inoculation. The experiments were designed by randomized 
complete block design (RCBD) with three replications and three plants per each. The disease was evaluated at 14 
days after inoculation, and the disease was calculated to a percentage of disease index (DI%). For the genotypic 
data, two DNA markers SSR-HpmsE032 and SCAR-Indel, were used. All chili genotypes showed significantly different 
responses to Ca_KK in three fruit stages (green breaking and ripe). Five progressive lines (ANT4, ANT6, ANT9, ANT17, 
and ANT18) showed resistance in the green fruit stage, two lines (ANT 4 ANT 12) were resistant in the ripe fruit stage, 
while all lines showed susceptibility in the breaking fruit stage. The correlation of resistance to anthracnose among 
three different fruit mutuality stages, i.e., green, breaking, and ripe fruit stages were found ranging from 0.41-0.56%.  
For the genotypic evaluation, SSR-HpmE032 detected the resistant gene in two chilli progressive lines (ANT 4 ANT 
17), while SCAR-Indel was detected in three progressive lines (ANT1 ANT9 and ANT10). Both markers were associated 
for selection with C. accutatum (Ca_KK) ranging percentage of 71.42-90.47.          
Keywords: fungi; Capsicum baccatum; C. chinense; breeding; molecular marker  
 
บทนำ  

การผลิตพริกในเขตสภาพภูมิอากาศร้อนชื้นมักประสบปัญหาการเข้าทำลายของโรคและแมลง โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากเชื้อรา 
แบคทีเรีย และไวรัส โรคแอนแทรกโนสเป็นโรคที่เกิดจากเชื้อรา ซึ่งสามารถทำความเสียหายให้แก่พืชเศรษฐกิจได้หลายชนิด เช่นพริก 
เป็นต้น โดยเชื้อสามารถเข้าทำลายพริกได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้า ระยะผลพริกก่อนการเก็บเกี่ยวและหลังการเก็บเกี่ยว โรคดังกล่าวพบการ
ระบาดและสร้างความเสียหายอย่างรุนแรงในพื้นที่การผลิตพริกเขตร้อนและเขตร้อนช้ืน เช่น สหรัฐอเมริกา (Harp et al., 2008; Lewis 
et al., 2004) และเอเชีย (Park, 2007) โรคแอนแทรกโนสมีสาเหตุมาจากเชื้อราในจีนัส  Colletotrichum sp. โดยเชื้อสปีชีส์ที่แพร่
ระบาดอย่างรุนแรงในการผลิตพริกของประเทศไทย คือ C. acutatum และ C. capsici และในปัจจุบันได้มีการจำแนกเชื้อใหมข่ึ้นมาช่ือ 
C. truncatum และ C. scoville   (Damm et al., 2012) ซึ่งใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลำดับโมเลกุล และการวิเคราะห์ลำดับดีเอ็น
เอในการคัดแยกเชื้อ (Than et al., 2008) เมื่อพริกถูกเช้ือราสาเหตุเข้าทำลายอาการของโรคที่พบ คือ ในระยะต้นพริกจะเกิดอาการจุด
สีดำบนใบ ก้าน และโรคจะแสดงอาการอย่างรุนแรงในระยะผลคือผลพริกจะมีจุดด่างสีดำ เนื้อเยื่อเน่าและแผลฉ่ำน้ำเป็นรอยบุ๋ม แผลมี
ลักษณะเป็นวงแหวนอาการของโรคจะเห็นชัดเจนในระยะที่ผลเริ่มสุก โดยลักษณะการเกิดโรคที่ฉ่ำน้ำ  อาจเป็นสาเหตุทำให้ผลพริกมี
ความช้ืนและอาจส่งผลให้ชักนำให้เกิดอะฟลาท็อกซินในผลพรกิแห้งได ้(Than et al., 2008) โดยจากการรายงานที่ผ่านมาพบว่าโรคแอน
แทรกโนสทำความเสียหายให้แก่ผลผลิตมากถึง 80% การป้องกันกำจัดโรคดังกล่าวมักใช้สารเคมีซึ่งไม่ปลอดภัยกับผู้ผลิต ผู้บริโภค และ
สิ่งแวดล้อม อย่างไรก็ตามการใช้พันธุ์ต้านทานโรคเป็นวิธีที่สามารถแก้ปัญหาดังกล่าวได้อย่างมีประสิทธิภาพและยั่งยืน การประเมินและ
คัดเลือกสายพันธ์ุพริกท่ีต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสได้ถูกระบุครั้งแรกโดย Worldveg ถูกค้นพบในพริกของกลุ่ม C. baccatum พันธุ์ 
“PBC80, PBC81 , PI594137, PI497985-1 และ PI260550” และ พริกในกลุ่ม C. chinense คือพริกพันธุ ์ “PBC932” และยังมี
รายงานระบุยีนท่ีควบคุมความต้านทานน้ันยังขึ้นอยู่กับระยะการสุกแก่ของผล และเทคนิควิธีการปลูกเช้ือ (Lin et al., 2005; Suwor et 
al., 2017) โดยสายพันธ์ุที่กล่าวมานั้นพบกลไกความต้านทานที่ทำงานแตกต่างกันนอกจากน้ียังค้นพบว่าระยะการสุกแก่ของผลพริกมีผล
ต่อความต้านทานต่อโรคสาเหตุ และยีนต้านทานถูกควบคุมด้วยยีนหลายตำแหน่ง (polygenic gene) วางอยู่คนละตำแหน่งและแสดง
ลักษณะความต้านทานที่แตกต่างกัน โดยความต้านทานในระยะผลเขียวถูกควบคุมด้วยยีนด้อยและระยะผลแดงถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 
นอกจากน้ี Mahasuk et al. (2009), Kim et al. (2008) ได้ศึกษาการแสดงออกยีนต้านทานในพริกพันธ์ุ PBC932 พบว่ามีการแสดงออก
ยีนในลักษณะ ยีนด้อย 1 ตำแหน่ง แต่ Park et al. (1990) กลับพบการแสดงออกของยีนเป็นแบบ ยีนเด่น 1 ตำแหน่ง ปัจจุบันมีรายงาน
พันธุ์ต้านทานในพริกกลุ่ม C. annuum (‘Daepoong-cho’ PBC398 และ PBC758) ที่ได้รับการถ่ายยีนความต้านทานมาจากพริกพันธุ์
ต้าน PBC80 และ PBC932 สามารถต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสได้ (Kim et al., 2008) นอกจากนี้การใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยใน
การคัดเลือกลักษณะที่ต้องการแทนการคัดเลือกแบบมาตรฐานยังช่วยเพิ่มความแม่นยำและ ประสิทธิภาพในการคัดเลือกลักษณะที่
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ต้องการโดยเฉพาะลักษณะที่คัดเลอืกไดย้าก (อรรัตน์, 2548) เพราะการเกิดโรคแอนแทรกโนสต้องอาศัยหลายปัจจัย พบว่า Voorrips et 
al. (2004) วิเคราะห์ quantitative trait loci (QTL) เพื่อระบุตำแหน่งของยีนต้านทานโรคแอนแทรกโนส โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล
ชนิด amplified fragment length polymorphism (AFLP)  ในประชากร F2 [Jatilaba (C. annuum) x PRI95030 (C. chinense)] 
ในพริกระยะผลแดง พบ 1 major และ 3 minor QTLs ทีส่มัพนัธ์กับความต้านทานโรคและสามารถอธิบายความแปรปรวนของ การเกิด
โรคได้ 40 เปอร์เซ็นต์ การใช้เครื ่องหมายโมเลกุลชนิด AFLP และ SSR (simple sequence repeat) วิเคราะห์ QTL ในประชากร 

BC1F2 [SP26 (C. annuum)  (SP26  PBC81 (C. baccatum)] ในระยะผลเขียวและผลแดง พบหลายตำแหน่งที่สัมพันธ์กับการ
ต้านทานโรคแอนแทรกโนส (Lee et al., 2010) ในการประเมินประชากรลูกผสมที่ได้รับยีนต้านทานต่อเชื้อแอนแทรกโนสต่างแหล่ง
พันธุกรรมใช้เครื ่องหมายโมเลกุล SSR-HpmsE032, SSR-HpmsE143 และ SCAR-Indel ทดสอบในพริกที ่ได้ร ับพันธุกรรมความ
ต้านทานจากพริกพันธุ์ PBC80 และ PBC932 สามารถให้แถบ DNA ที่สามารถแยกความแตกต่างของพันธุ์ต้านทานกับพันธุ์อ่อนแอได้
อย่างชัดเจน (Suwor et al., 2015) อย่างไรก็ตามการปรับปรุงพันธุ์พริกต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสในประเทศได้ยังไม่ประสบ
ความสำเร็จเท่าที่ควรเนื่องจากในสภาพธรรมชาติเชื ้อมีหลายสปีชีส์ และพันธุ์พริกที่พัฒนายังพบ มีการกระจายตัวในลักษณะทาง
การเกษตรและความต้านทานต่อโรคจึงไม่สามารถนำไปใช้เป็นพันธุ์พ่อแม่เพื่อผลิตพริกในเชิงการค้าได้ ดังนัน้งานทดลองนี้จึงนำพันธุ์พริก
ที่ผ ่านการปรับปรุงพันธุ์จากพริก PBC80 (C. baccatum) และพริก PBC932 (C. chinense) มาประเมินและคัดเลือกสายพันธุ ์ที่
ต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนส (phenotype) และประเมินการแสดงออกของยีน (genotype) เพื่อใช้เป็นพันธุ์พ่อแม่ในการผลิตลูกผสม
ในการทางค้าต่อไป  

 
วิธีการศึกษา  
การเตรียมสายพันธุ์พริก                                                                                                                                                                          

นำเชื้อพันธุกรรมพริกสายพันธุ์ที่ได้รับยีนต้านทานโรคแอนแทรกจากพันธุ์ PBC 932 จำนวน 12 สายพันธุ์ เชื้อพันธุกรรมที่
ได้รับยีนต้านทานจาก PBC80 จำนวน 5 สายพันธุ ์ และพันธุ ์การค้าที่ไม่มีรายงานความต้านทานจำนวน  3 สายพันธุ ์ มาทดสอบ
เปรียบเทียบกับพันธุ์อ่อนแอทดสอบคือ พริกมันบางช้าง รวมทั้งหมด 21 สายพันธ์ุ Table 1 วางแผนการทดลองแบบสุ่มบล็อกสมบูรณ์ 
(RCBD) ปลูกสายพันธุ์ละ 9 ต้น แบ่งเป็น 3 ซ้ำ รวมเป็น 180 ต้น  เริ่มจากเพาะต้นกล้าพริกในวัสดุเพาะกล้าพีทมอสในถาดเพาะขนาด 
60 หลุม เป็นระยะเวลานาน 1 เดือน แล้วย้ายต้นกล้าปลูกในกระถางขนาด 10 นิ้ว ในวัสดุปลูกผสม ดิน:ขุยมะพร้าว:ขี้เถ้าแกลบ 
อัตราส่วน 1:1:1 และทุกกระถางมีการดูแลรักษาดังนี้ ใส่ปุ๋ยรองพื้น 16-16-16 อัตรา 5 กรัม/กระถางร่วมกับปุ๋ยคอกอัตรา 10 กรัม/
กระถางให้น้ำช่วงเช้าวันละ 1 ครั้ง และให้ปุ๋ยสูตร 15-0-0 ร่วมกับปุ๋ย 18-46-0 ในช่วงระยะการเจริญเติบโตทางลำต้น ส่วนในระยะออก

ดอก และติดผลให้ปุ๋ยสูตร 15-0-0 ร่วมกับปุ๋ย 18-46-0 และ 0-0-60 อัตรา 10 กรัม /กระถาง ในโรงเรือนคลุมหลังคาพลาสติกและ
ป้องกันแมลงด้วยผ้ามุ้งขนาด 32 ตา เมื่อต้นพริกอายุ 75 วัน (มีผลเขียวต่อผลแดงอัตราส่วน 1:1) จึงนำต้นพริกมาปลูกเช้ือ  
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Table 1 Twenty-one chili genotypes used for screening resistance to anthracnose (Colletotrichum acutatum) 
disease  

No. Code    screening Code Pedigree Name resistant source Source 
1 ANT1 KM-14-7-1 R1-2 PBC932 Worldveg. 
2 ANT2 KM-07-12-1 28-7-5-1-1 PBC932 KKU 
3 ANT3 KM-17-3-2 28-2-4-2-1 PBC932 KKU 
4 ANT4 KM-06-2-1 R2-1-1 PBC80 KKU 
5 ANT5 KM-02-14-2 14-9-2-2-1 PBC932 KKU 
6 ANT6 KM-13-3-1 28-7-3-1-1-1 PBC932 KKU 
7 ANT7 KM-02-14-1 14-9-2-2-1 PBC932 KKU 
8 ANT8 KM-13-3-2 28-7-3-1-1-1 PBC932 KKU 
9 ANT9 KM-01-10-2 28-2-2-1-1 PBC932 KKU 
10 ANT10 KM-01-9-1 28-2-2-1-1 PBC932 KKU 
11 ANT11 KM-05-11-1 CWYS - KKU 
12 ANT12 KM-18-5-1 28-2-2-3-1 PBC932 KKU 
13 ANT13 KM-01-5-2 28-2-2-1-1 PBC932 KKU 
14 ANT14 KM-18-5-1 28-2-2-3-1 PBC932 KKU 
15 ANT15 KM-12-6-1 R2-7-1-1-1 PBC80 KKU 
16 ANT16 KM-10-10-2 R2-1-1 PBC80 KKU 
17 ANT17 KM-06-4-1 R2-1-1 PBC80 KKU 
18 ANT18 KM-06-2-2  PBC80 KKU 
19 pep14 PP04377506  - Worldveg. 
20 pep22 Yodson Khem80  - KKU 
21 - - Mun bangchang 365 - TGRC 

Remark: worldveg. = The World Vegetable Center, KKU = Khon Kaen University, TGRC = Tropical Genetic Research 
Center   
 
การเตรียมเชื้อและสารแขวนลอยเชื้อ   
     นำเชื้อรา Colletotrichum acutatum ไอโซเลต Ca_KK (เป็นสายพันธุ์ที่ระบาดในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือและมีความ
รุนแรงในการเกิดโรค) ที่ได้รับการอนุเคราะห์จากศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  จัดเก็บในสภาพแห้งบนกระดาษ
กรองนำไปเลี ้ยงบนอาหารแข็ง potato dextrose agar (PDA) บ่มไว้ที ่อ ุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส ภายใต้แสงจากหลอดไฟ 
fluorescent อย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 7 วัน จนเชื้อราปรากฏจุดสีดำเล็ก ๆ (acervuli) ซึ่งภายในบรรจุสปอร์ของเชื้อรา เก็บเกี่ยวสปอร์
โดยการเติมน้ำกลั ่นที่น ึ ่งฆ่าเชื ้อแล้วปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในจานเลี ้ยงเชื ้อ นับจำนวนสปอร์ใน spore suspension ด้วย 
haemacytometer ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ปรับความเข้มข้นของ spore suspension ให้ได้ประมาณ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จำนวน 
20 ลิตร   
 
วิธกีารปลูกเชื้อและการประเมินผล 
การปลูกเชื้อลงบนต้นพริกด้วยวิธีการพ่นสปอร์เชื้อแขวนลอย และการประเมินโรค 

เตรียมต้นพริกระยะพร้อมทดสอบที่มีระยะผลเขียว ผลสุกห่าม และระยะผลแดง อายุ 75 วันหลังย้ายปลูก แล้วปลูกเช้ือ 
Colletotrichum sp. ลงบนต้นพริกโดยการพ่นสปอร์เชื้อแขวนลอย ความเข้มข้น106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตรตอ่ต้น 
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โดยใช้เครื่องพ่นสารทำการพ่นสปอร์เชื้อแขวนลอย ลงบนต้นพริกให้ทั่วทั้งต้น หลังจากพ่นสปอร์เชื้อแขวนลอย แล้วคลุมต้นพริกด้วยถุง
ดำเป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง ในสภาพโรงเรือนที่มีความชื้น 96% (วัดด้วยเครื่อง Hygrometer) มีการเปิดพ่นหมอกด้านบนทุก ๆ 1 
ช่ัวโมง และใหน้้ำท่ีบริเวณพื้นให้ชุ่มตลอดเวลา จากนั้นนำถุงดำทีค่ลุมออก การประเมินอาการของโรคทำหลังจากพ่นสปอรเ์ชื้อแขวนลอย 
เป็นเวลา 14 วัน โดยประเมินจากจำนวนผลที่เกิดโรคแต่ละระยะ (ผลเขียว ผลสุกห่าม ผลแดง) ต่อจำนวนผลทั้งหมด ที่กำหนดความ
รุนแรง 3 ระดับ คือ ระดับ 0 ไม่เกิดแผลที่ผล ระดับ 1 เกิดจุดแผลขนาดเล็กกว่า 1 มิลลิเมตร 1-3 จุด และระดับ 2 เกิดจุดแผลที่ผล
ขนาดใหญ่กว่า 1 มิลลิเมตร จากนั้นนำค่าคะแนนการเกิดโรคมาคำนวณหาค่าเปอร์เซ็นต์ดัชนีการเกิดโรค (disease index, %DI)  

Table 2 โดยใช้สูตร %Disease index = 
Σ(Ni×Vi)

N×V
100, เมื่อ Ni= จำนวนผลที่แสดงการเกิดโรคในแต่ละระดับ, Vi= ระดับการเกิดโรค, 

V= ระดับการเกิดโรคสูงสุด, N= จำนวนผลทั้งหมดที่นำมาทดสอบเพื่อนำไประบุลักษณะความต้านทานของพริกแต่ละสายพันธุ์ต่อเช้ือที่
นำมาทดสอบ  

 
Table 2 Anthracnose severities on chili fruits, symptom description, and disease response of chili pepper 

inoculated by spraying method 

adapted from Montri et al. (2009) 

 
การสกัด DNA และการตรวจสอบยีนต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนส 
 นำ DNA Primer ที่มีรายงานว่าสามารถแยกความแตกต่างของพริกพันธุ์ท่ีต้านทานและอ่อนแอต่อโรคแอนแทรกโนสจำนวน 2 
primer คือ SSR-HpmsE032 และ SCAR-Indel มาใช้ร่วมคัดเลือกการตรวจยีนต้านทาน Table 3 นำใบส่วนยอดของพริกจำนวน 2-3
ใบของพริกสายพันธ์ุทดสอบจำนวน 21 สายพันธ์ุมาสกัดดีเอ็นเอด้วยเทคนิค CTAB method (Mongkolporn et al., 2004) นำดีเอ็นเอ
มาเพิ ่มปริมาณด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) แต่ละปฏิกิร ิยาประกอบด้วย 10x PCR buffer ปริมาตร 1 µl 
genomic DNA ปริมาตร 1 µl dNTP ปริมาตร 0.8 µl Primer forward และ reverse อย่างละ 0.3 µl dH2O ปริมาตร 6.5 µl และ 
Taq DNA polymerase 1 unit ปริมาตร 1 µl นำ PCR product มาแยกขนาดของดีเอ็นเอโดยเทคนิค electrophoresis ด้วย 1.5 % 
agarose gel ใน 0.5 X TBE buffer ด้วยเครื่อง gel electrophoresis (BIO-RAD, DNA SUB CELL Tm และ BIO-RAD, PROTEIN ®II 
Xi CELL) กระแสไฟ 100 โวลต์ (BIO-RAD Modell 1000/500 power supply) เป ็นเวลา 1 ชั ่วโมง และถ่ายภาพภายใต้แสง

Disease 
index 
(%DI) 

Symptoms description 
Disease 

response 

0 No infection HR 

0.1-5 
1-5% of the fruit area shows necrotic lesion or a larger water-soaked lesion surrounding the 
infection site  

R 

5.1-15 
>5-15% of the fruit area shows necrotic lesion, acervuli may be present, or water-soaked 
lesion up to 6% of the fruit surface 

MR 

15.1-25 
>15-25% of the fruit area shows necrotic lesion, acervuli present, or water-soaked lesion up 
to 25% of the fruit surface  

MS 

25.1-50 >25-50%of the fruit area shows a necrotic lesion with acervuli   S 

>50 >50 % of the fruit area shows necrosis, lesion often encircling the fruit; abundant acervuli   HS 
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อัลตราไวโอเลตบันทึกภาพด้วยกล้อง รุ่น Alpha Imager 3300 system และบันทึกผลตามขนาดของดีเอ็นเอที่ปรากฏ นำแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏในพริกแต่ละสายพันธุ์หาความสัมพันธ์กับการเกิดโรคแอนแทรกโนส (Validation) คือ SSR-HpmsE032 ที่ตำแหน่ง 231 bp 
เป็นตำแหน่งต้านทาน และ 240 bp เป็นตำแหน่งอ่อนแอ และใน SCAR-Indel ที่ตำแหน่ง 100 bp และ 90 bp เป็นตำแหน่งต้านทาน
และอ่อนแอตามลำดับ Table 3  
 
Table 3 Targeted resistant genes, linked molecular marker sequences used in marker-assisted selection 

Marker Position Product size and sources Primer sequence Reference 

SSR-HpmsE032 LG12 
231 bp (R); 240 bp (S) 

(PBC80) 
F:ATGCGCAAAGGGAGAAAATTCA 
R:CGAACTAACCGTTCATGGTGGA 

Wang (2011), Suwor 
et al. (2015) 

SCAR-Indel P5 
100 bp (R); 90 bp (S) 

(PBC932) 
F:GGTATCTTATTTCATAGGGACCAGGCA 
R:TTTGCGGTAGTGACAACAACTTTACAGCCA 

Lee et al. (2010), 
Suwor et al. (2015) 

Remark: R = resistant position, S = susceptible position 
 
ผลการศึกษาและวิจารณ์   

ผลของการตอบสนองของพริก 21 สายพันธุ์ต่อเชื้อ Colletotrichum acutatum ไอโซเลต Ca_KK ในระยะ ผลเขียว ผลสุก
ห่าม และผลแดง พบว่าพริกมีการตอบสนองต่อเช้ือแตกต่างกัน โดยพริกในระยะผลเขียวมีการตอบสนองต่อการเกิดโรค 5 ระดับ คือ 1)
ระดับต้านทาน (R) จำนวน 1 สายพันธ์ุมีดัชนีการเกิดโรค 1.2 % คือ พันธุ์ ANT4 2) ระดับต้านทานปานกลาง (MR) จำนวน 4 สายพันธุ์
มีดัชนีการเกิดโรค 4.88-5.72 % คือ พันธุ์ ANT6 ANT9 ANT17 และ ANT18 3) ระดับอ่อนแอปานกลาง (MS) 7 สายพันธุ์มีดัชนีการ
เกิดโรค 8.14-22.82 % คือ พันธุ์ ANT1, ANT5, ANT8, ANT10, ANT 11, ANT12 และ ANT16 4) ระดับอ่อนแอ (S) 4 สายพันธ์ุมีดัชนี
การเกิดโรค 18.74-21.81 % คือ พันธุ์ ANT7, ANT13, ANT14 และ pep22 5) ระดับอ่อนแอมาก (HS) 5 สายพันธุ์มีการดัชนีการเกิด
โรค 27.71-59.75 % คือ พันธุ์ ANT2, ANT3, ANT15, pep14 และมันบางช้าง Table 4 พริกในระยะผลสุกห่ามมีการตอบสนองต่อ
การเกิดโรค 3 ระดับ คือ 1) ระดับอ่อนแอปานกลาง (MS) 1 สายพันธ์ุมีดัชนีการเกิดโรค 6.56 % คือ พันธุ ์ANT4 2) ระดับอ่อนแอ (S) 1 
สายพันธุ์มีดัชนีการเกิดโรค 24.26% คือ พันธุ์ pep22 3) ระดับอ่อนแอมาก (HS) 19 สายพันธุ์มีดัชนีการเกิดโรค 32.1-99.32 % คือ 
พ ั น ธุ์  ANT1, ANT2, ANT3, ANT5, ANT6, ANT7, ANT8, ANT9, ANT10, ANT11, ANT12, ANT13, ANT14, ANT15, ANT16, 
ANT17, ANT18, pep14 และมันบางช้าง Table 4 พริกในระยะผลแดงมีการตอบสนองต่อการเกิดโรค 5 ระดับ คือ 1) ระดับต้านทาน
มาก (HR) 1 สายพันธุ์มีดัชนีการเกิดโรค 0.5 % คือ พันธุ์ ANT4 2) ระดับต้านทานปานกลาง (MR) 1 สายพันธุ์มีดัชนีการเกิดโรค 4.48 
% คือ พันธุ์ ANT12 3) ระดับอ่อนแอปานกลาง (MS) 8 สายพันธุ์มีดัชนีการเกิดโรค 5.53-14.35 % คือ พันธุ์ ANT3, ANT6, ANT7, 
ANT9, ANT10, ANT11, ANT13 และ ANT18 4) ระดับอ่อนแอ (S) 3 สายพันธุ์มีดัชนีการเกิดโรค 15.18-21.95 % คือ พันธุ์ ANT1, 
ANT5 และ ANT17 5) ระดับอ่อนแอมาก (HS) 8 สายพันธ์ุมีดัชนีการเกิดโรค 26.1-92.83 % คือ พันธุ์ ANT2, ANT8, ANT14, ANT15, 
ANT16, pep14, pep22 และมันบางช้าง Table 4 จากการศึกษาพบว่าค่าเฉลี่ยที่ได้นั้นแสดงให้เห็นภาพรวมการตอบสนองต่อโรคของ
พริกทั้ง 3 ระยะคือ ระยะผลเขียวและระยะผลแดงมีระดับการเกิดโรคที่ระดับอ่อนแอ และระยะผลสุกห่ามมีระดับการเกิดโรคที่ระดับ
อ่อนแอมาก  
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Table 4 Anthracnose disease response of 21 chili seedlings in green fruit stage breaking fruit stage and ripe fruit 
stage inoculation by spray method 

No. Code screening 
Percent of disease index (DI %)   

Green DR Breaking DR Ripe DR 

1 ANT1 20.4b-e MS 80.57a-c HS 21.95c-h S 

2 ANT2 34.61ab HS 91.73a HS 34.65c HS 

3 ANT3 27.71b-d HS 86.41a HS 8.6f-i MS 

4 ANT4 1.22e R 6.56g MS 0.5i HR 

5 ANT5 22.82b-e MS 65.77a-d HS 16.31c-i S 

6 ANT6 5.72de MR 36.11d-g HS 13.5d-i MS 

7 ANT7 19.36b-e S 76.52a-c HS 14.35d-i MS 

8 ANT8 8.27de MS 66.39a-d HS 26.1c-g HS 

9 ANT9 5.23de MR 33.45e-g HS 8.01g-i MS 

10 ANT10 8.14de MS 34.53e-g HS 9.67e-i MS 

11 ANT11 10.09c-e MS 55.59a-e HS 7.17g-i MS 

12 ANT12 12.2b-e MS 56.74a-e HS 4.48hi MR 

13 ANT13 21.55b-e S 45.05c-f HS 5.53hi MS 

14 ANT14 18.74b-e S 53.15b-f HS 29.49c-e HS 

15 ANT15 32.98a-c HS 50.75c-f HS 30.9cd HS 

16 ANT16 13.79b-e MS 72.74a-c HS 30.25c-e HS 

17 ANT17 4.88de MR 32.1e-g HS 15.18d-i S 

18 ANT18 5.61de MR 37.28c-f HS 11.52e-i MS 

19 pep14 59.75a HS 99.32a HS 92.83a HS 

20 pep22 21.81b-e S 24.26fg S 27.19c-f HS 

21 Mun bangchang 58.71a HS 83.33ab HS 66.46b HS 

mean    19.69  56.59  22.60  

Remark: DR = Disease responses, HR = highly resistant R = resistant, MR = moderate resistant, MS = moderate susceptible,                           
S = susceptible, HS = highly susceptible   
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Figure 1 Percentage of disease responses of three groups of chili progressive lines derived from PBC80, PBC932, and 
commercial cultivars and susceptible check at the green, breaking, and ripe fruit stages inoculation by spray 
method  

 
การศึกษาการแสดงออกของยีนต้านทานพบว่าพริก progressive line ที่พัฒนามาจากพริก PBC80 แสดงความต้านทานต่อ

โรคแอนแทรกโนสในระยะผลเขียว และผลห่ามได้มากกว่า progressive line ที่พัฒนามาจากพริก PBC932 และพันธุ์การค้า อย่างไรก็
ตามยังพบว่าพริก progressive line ที่พัฒนามาจากพริก PBC932 แสดงความต้านในระยะผลแดงมากกว่า progressive line จาก 
PBC80 โดยพริกในกลุ่ม progressive line จากพริก PBC80 แสดงค่าเฉลี่ยดัชนีการเกิดโรคแอนแทรกโนสในระยะผลเขียว และผลห่าม 
5.1 และ 39.88 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ในขณะที่พริกกลุ่มที่พัฒนาจาก PBC932 แสดงดัชนีการเกิดโรคเฉลี่ย 17.67 และ 59.33 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ อย่างไรก็ตามในพริกกลุ่มพันธ์ุการค้าพบค่าเฉลีย่การเกิดโรคสงูกว่าพริกพันธุ์ progressive line ทั้งสองกลุ่ม ความ
ต้านทานต่อเชื้อ Ca_KK ของพริกในระยะผลแดงพบว่า กลุ่มพริก progressive line จาก PBC932 แสดงค่าเฉลี่ยดัชนีการเกิดโรคต่ำ
ที่สุด คือ 16.05 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ progressive line จาก PBC80 แสดงค่าเฉลี่ยดัชนีการเกิดโรคที่ 17.06 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่
พันธุ์การค้าเกิดสูงที่สุดคือ 48.41 เปอร์เซ็นต์ Figure 1 

จากการศึกษาค่าสหสัมพันธ์ของการตอบสนองต่อการเกิดโรคแอนแทรกโนส Colletotrichum acutatum ไอโซเลต Ca_KK 
ด้วยวิธีการปลูกเชื้อแบบพ่นสปอร์เชื้อแขวนลอยลงบนต้นพริกใน 3 ระยะ คือ ระยะผลเขียว (SG) ระยะผลสุกห่าม (SB) ระยะผลแดง 
(SR) ในพริกจำนวน 21 สายพันธ์ุ พบว่าค่าสหสัมพันธ์ไปในทางบวก ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแสดงค่าสหสัมพันธ์ ระหว่าง 
SG กับ SB  SG กับ SR และ SB กับ SR เป็น 0.56  0.46 และ 0.41  ตามลำดับ Table 5 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Mahasuk et 
al. (2013) ที่ได้ศึกษาความสัมพันธ์ความต้านทานของพริกพันธุ ์ PBC80 PBC81 และ PBC932 ในระยะการสุกแก่ของผลที่ต่างกัน 
อย่างไรก็ตามค่าสหสัมพันธ์ของความต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสในแต่ละระยะนั้นแสดงค่าต่ำเนื่องจากยีนที่ควบคุมความต้านทานต่อ
โรคนั้นอยู่คนละตำแหน่งจึงส่งให้เมื่อเกิดการเข้าคู่กันของยีนอย่างอิสระยีนจึงทำยีนกระจายตัวอย่างอิสระส่งผลให้ต้นพริกแสดงความ
ต้านทานต่อโรคที่แตกต่างกัน (Lin et al., 2007; Kim et al., 2008a) 
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Table 5 Correlation of 21 chili progressive lines to Colletotrichum acutatum isolate Ca_KK at three fruit stages 
 by hold plant sprayed inoculation method  

Correlation SG SB 

 
SB 0.56**   

SR 0.46** 0.41**  

Remark; SG = green fruit stage, SB = breaking fruit stage and SR = ripe fruit stage 
 **, highly significant difference     

 
การศึกษาการแสดงออกของยีนต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสด้วยเครื่องหมายโมเลกุลทีอ่ยู่ใกล้ยีนต้านทานจำนวน 2 primers 

คือ SSR-HpmsE032 และ SCAR-Indel ผลการทดลองพบว่า primer ชนิด SSR-HpmsE032 สามารถแยกความแตกต่างของขนาดดี
เอ็นเอได้ 2 ขนาดคือ 231 bp (resistant band) และ 240 bp (susceptible band) จากพริกจำนวน  21 สายพันธุ์พบ resistant 
band จำนวน 2 สายพันธ์ุคือ ANT4 และ ANT17 ซึ่งเป็น progressive line ที่พัฒนามาจาก PBC80 เนื่องจากเป็นเครื่องหมายโมเลกุล
ที่พัฒนามาจากพริก PBC81 ที่อยู ่ในพริก Capsicum baccatum สปีชีส์เดียวกันและอาจเป็นกลุ่มยีนต้านทานต่อแอนแทรกโนส
เช่นเดียวกันกับ PBC80 นอกจากนั้นยังพบว่าพันธุ์พริกที่พบตำแหน่งของแถบดีเอ็นเอที่ 231 bp สัมพันธ์กับความต้านทานต่อโรคแอน
แทรกโนส Colletotrichum acutatum ในระยะผลเขียว (Suwor et al., 2015) และยีนที่ต้านต่อโรคดังกล่าวนั้นแสดงออกแบบยีน
ด้อย (recessive gene) ในระยะผลเขียว (Mahasuk, 2009) เมื่อถ่ายทอดมาให้รุ่นลูกจึงส่งผลให้พริกแสดงความต้านทานได้  สำหรับ
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SCAR-Indel สามารถแยกความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอได้ 2 ขนาด คือ 100 bp (resistant band) และ 90 
bp (susceptible band) จากผลการทดลองพบในพริกที่แสดงแถบดีเอ็นเอ resistant band จำนวน 3 สายพันธ์ุ คือ ANT1 ANT9 และ 
ANT10 ซึ ่งเป็นพันธุ ์ progressive line ที ่พัฒนาพันธุ ์มาจากพริก PBC932 (Wang et al., 2010; Suwor et al., 2015) และยีนที่
ตำแหน่งดังกล่าวมีรายงานว่าถูกควบคุมด้วยยีนด้อย (Suwor et al., 2015) พริกสายพันธุ ์อื ่น ๆ ที่เหลือรวมทั้งพริกพันธุ ์อ่อนแอ
เปรียบเทียบ มันบางช้าง พบที่ตำแหน่ง susceptible band  

อย่างไรก็ตามเมื่อนำข้อมูลการแสดงออกของยีนและความต้านทานต่อโรคมาศึกษาความสัมพันธ์พบว่าเครื่องหมายโมเลกุล
ชนิด SSR-HpmsE032 มีความสัมพันธ์กับความต้านทานต่อเชื้อ Ca_KK มากกว่าการใช้ SCAR-Indel ที่ระยะผลเขียว ผลห่ามและผล
แดง ทีร่้อยละ 85.71 90.47 และ 90.47 ตามลำดับ ในขณะที ่SCAR-Indel แสดงความสัมพันธ์ระยะผลเขียว ผลห่ามและผลแดงร้อยละ 
71.42 85.71 และ 76.20 ตามลำดับ Table 6 ซึ่งจากข้อมูลดังกล่าวจะพบว่าเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR-HpmsE032 มีความสัมพันธ์
ต่อความต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสมากกว่า SCAR-Indel (Mahasuk et al., 2009)     
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Table 6 Reproducibility of markers and their validation with phenotypic data of anthracnose resistance 

No. 
Code 

screening 
Green Breaking Ripe 

Genotype  validate 

SSR-Hpms032 SCAR-Indel 
  

SSR-
Hpms032 

Green 

SCAR-
Indel 
Green 

SSR-
Hpms032 
Breaking 

SCAR-Indel 
Breaking 

SSR-
Hpms032 

Ripe 

SCAR-
Indel 
Ripe 

1 ANT1 MS HS S - + 
 

+ - + - + - 

2 ANT2 HS HS HS - -  + + + + + + 
3 ANT3 HS HS MS - -  + + + + + + 
4 ANT4 R MS HR + -  + - - + + - 
5 ANT5 MS HS S - -  + + + + + + 
6 ANT6 MR HS MS - -  - - + + + + 
7 ANT7 S HS MS - -  + + + + + + 
8 ANT8 MS HS HS - -  + + + + + + 
9 ANT9 MR HS MS - +  - + + - + - 
10 ANT10 MS HS MS - +  + - + - + - 
11 ANT11 MS HS MS - -  + + + + + + 
12 ANT12 MS HS MR - -  + + + + - - 
13 ANT13 S HS MS - -  + + + + + + 
14 ANT14 S HS HS - -  + + + + + + 
15 ANT15 HS HS HS - -  + + + + + + 
16 ANT16 MS HS HS - -  + + + + + + 
17 ANT17 MR HS S + -  + - - + - + 
18 ANT18 MR HS MS - -  - - + + + + 
19 pep14 HS HS HS - -  + + + + + + 
20 pep22 S S HS - -  + + + + + + 
21 พริกมันบางช้าง HS HS HS - -   + + + + + + 

mean               85.71% 71.42% 90.47% 85.71% 90.47 76.20% 

1/ Anthracnose resistance and presence (+) or absence (−) was determined by molecular markers SSR (PBC80) and SCAR (PBC932)  

2/ was determined to validate (+), non-validate (−) to anthracnose response, and marker
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สรุป  
พริก 21 สายพันธุ์แสดงความต้านทานต่อเชื้อ Ca_KK ด้วยวิธีการพ่นสปอร์เชื้อแขวนลอยลงบนต้นแตกต่างกัน พบพันธุ์ที่

สามารถต้านทานได้ในระยะผลเขียวและผลแดง จำนวน 1 พันธุ์ คือ ANT4 และพบสายพันธุ์ที่ต้านทานในระยะผลเขียว จำนวน 5 คือ 
ANT4 ANT6 ANT9 ANT17 และ ANT18 และในระยะผลแดงจำนวน 2 สายพันธุ์คือ ANT4 และ ANT12 ส่วนใหญ่ progressive line 
ที่พัฒนาพันธุ์มาจากพริก PBC80 แสดงความต้านทานมากกว่า progressive line จาก PBC932 และในพริกระยะผลเขียวจะแสดงความ
ต้านทานมากกว่าระยะผลแดง ในขณะที่พริกในระยะเริ่มเปลี่ยนสี หรือระยะผลห่ามแสดงความอ่อนแอต่อโรคแอนแทรกโนสทุกสายพันธุ์ 
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR-HpmsE032 แสดงความสัมพันธ์และประสิทธิภาพในการคัดเลือกความต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสมา
กกว่า SCAR-Indel  ดังนั้นพันธุ์พริกที่ต้านทาน ANT4 ที่ถูกพัฒนาพันธุ์มาจากพริก PBC80 และการใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR-
HpmsE032 จะถูกนำมาใช้ในการสร้างลูกผสมพริกการค้าต้านทานต่อโรคแอนแทรกโนสต่อไป  
 
คำขอบคุณ  

งานวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งของโครงการวิจัยที่ได้รับทุนสนับสนุนจากสำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ  
(สวทช.) คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติที่ให้ความอนุเคราะห์ในเรื่องของเชื้อแอนแทรกโนส 
และขอขอบคุณคณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ที่เอื้อเฟื้อสถานที่เครื่องมือ และ
อุปกรณ์ในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ 
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