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บทคัดย่อ 

เช้ือรา Phytophthora capcisi, สาเหตุโรคลําต้นไหม้ของพริกสามารถติดมากับเมล็ดพันธ์ุ
และผลพริกระบาดไปยังแหล่งปลูกอ่ืนๆ ได้ การคัดเลือกโมเลกุลเคร่ืองหมายเพ่ือตรวจหาลักษณะ
ความต้านทานที่ถ่ายทอดจากพันธ์ุต้านทานโรคโดยใช้สัดส่วนพริกลูกผสมที่ให้ผลต้านทานและอ่อนแอ
เป็นเครื่องบ่งช้ี Microsatellite primers UBC 836 แสดงสัดส่วนแถบดีเอ็นเอเป็น 10 ต่อ 2 ให้ผล
ตรงกันกับพริกลูกผสมช่ัวที่ 2 ที่เกิดจาก พริกพันธ์ุ PI2301234 เมื่อใช้เป็นพันธ์ุพ่อต้านทาน และ พริก
พันธ์ุ พิจิตร 01 เป็นพันธ์ุแม่อ่อนแอเมื่อแสดงปฏิกิริยาต่อการเกิดโรคลําต้นไหม้เมื่อปลูกเช้ือราสาเหตุ
สายพันธ์ุเพชรบูรณ์ ผลการศึกษาพบว่า Microsatellite primers UBC 836 สามารถใช้ตรวจสอบ
ลักษณะต้านทานและอ่อนแอของพริกลูกผสมได้ แต่การศึกษาหาดีเอ็นเอตัวตรวจจะทําให้การติดตาม
ลักษณะถ่ายทอดนี้ได้แม่นยําย่ิงขึ้น 

 

คํานาํ 
ประเทศไทยทีพ้ืนที่เพาะปลูกพริกทั่วประเทศโดยเฉลี่ย 383,000 ไร่ ต่อปี ได้ผลผลิตรวม

ประมาณ  356,000 ตัน ผลผลิตส่วนใหญ่นําไปใช้ในประเทศในรูปของการบริโภคผลสด ผลแห้ง พริก
ป่น ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร นอกจากน้ียังส่งพริกเป็นสินค้าออกทํารายได้ให้แก่ประเทศ โดยมีการ
ส่งออกในรูปพริกสดและพริกแห้ง (ผลแห้งและพริกป่น)  ปีละประมาณ 10,300 และ 680 ตัน คิดเป็น
มูลค่าประมาณ 77  และ  40 ล้านบาท ตามลําดับ   

เช้ือรา Phytophthora capcisi, สาเหตุโรคลําต้นไหม้ของพริกทําความเสียหายต่อการปลูก
พริกทั่วโลก เช้ือราสาเหตุมีพืชอาศัยกว้าง ได้แก่ มะเขือเทศ ลิลลี่ คาร์เนช่ัน รักเร่ มะคาเดเมีย 
ยางพารา โกโก้ พืชตระกูลแตง พืชตระกูลส้ม มันสําปะหลัง ยาสูบ พริกไทย สาเก และพืชตระกูล 
มะเขือ (CABI, 2003) รายงานการพบโรคลําต้นไหม้ของพริกครั้งแรกในประเทศไทยเมื่อ ปี พ.ศ. 2548 
พบการเกิดโรคในแปลงปลูกพริกที่จังหวัดเชียงใหม่ เพชรบูรณ์ เชียงราย และสกลนคร (ศรีสุข, 2548)  
โดยพบความเสียหายต้ังแต่ 10 - 80 เปอร์เซ็นต์ ขึ้นกับสภาพแวดล้อม วิธีการปลูก และพันธ์ุพริก ด้วย 
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เหตุน้ีโรคลําต้นไหม้ของพริกจึงมีความสําคัญมากขึ้นเป็นลําดับ เช้ือราสาเหตุสามารถติดมากับเมล็ด
พันธ์ุและผลพริกระบาดไปยังแหล่งปลูกอ่ืนๆ ได้ อย่างไรก็ตามพบเช้ือราน้ีในแหล่งปลูกจํากัด อีกทั้งยัง
เป็นศัตรูพืชกักกัน ดังน้ันการตรวจเช้ือสาเหตุได้อย่างรวดเร็วและแม่นยําจะเป็นประโยชน์ในการ
วินิจฉัยและติดตามการนําเข้ามายังประเทศไทยและการระบาดไปยังแหล่งปลูกใหม่  นอกจากน้ียังใช้
ประโยชน์ในการสํารวจแปลงปลูกพริกในประเทศไทยเพ่ือศึกษาสถานภาพการมีอยู่และความเสียหายที่
เกิดจากเช้ือราจะเป็นประโยชน์ในการกําหนดพ้ืนที่การระบาด  การป้องกันการระบาดไปยังแหล่งอ่ืน
ตลอดจนสนับสนุนงานการเฝ้าระวังศัตรูพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 การป้องกันกําจัดด้วยการใช้สารเคมี metalaxyl หรือ chlorothalonil พ่นบนใบและลําต้น
จะป้องกันโรคได้ วิธีการทางเขตกรรม เช่น การตากดินก่อนการปลูกพืช Yucel (1995) พบว่าอุณหภูมิ
ดินสูงถึง 47 องศาเซลเซียสจะกําจัดเช้ือราสาเหตุของโรค ในขณะที่ Rista et al. (1995) พบว่าการให้
นํ้าต้นพริกที่ปลูกในโรงเรือนด้วยวิธีการต่างๆ ทําให้การแพร่ระบาดของเช้ือสาเหตุโรคแตกต่างกัน ด้าน
การคัดเลือกพันธ์ุต้านทาน Yang et al. (1996)  พบว่าพริกหวานพันธ์ุ Zhongjiao 7 ต้านทานปาน
กลางต่อเช้ือสาเหตุ ส่วนการควบคุมโรคโดยชีววิธี  พบเช้ือปฏิปักษ์ที่เป็นศัตรูธรรมชาติ ได้แก่ เช้ือรา 
Trichoderma harzianum, Gliocladium virens และ Strepptomyces griiseoviirdis และเช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus subtilis (Nemec et al , 1996) 

PCR เป็นเทคนิคที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณช้ิน DNA ช้ินสั้นๆ (ที่เฉพาะเจาะจงกับ  Primer) ที่ 
อยู่ในสารละลายร่วมกับ DNA อ่ืนๆ หลายชนิด โดยไม่จําเป็นต้องทําให้ช้ิน DNA ดังกล่าวบริสุทธ์ิก่อน 
DNA ช้ินสั้นๆ ที่สังเคราะห์ได้น้ัน สามารถนําไปวิเคราะห์หาลําดับเบส หรือขยายต่อได้ (สุรินทร์, 
2543) ปัจจุบันได้มีการนําเทคนิค PCR มาใช้ในการจําแนกเช้ือและตรวจวินิจฉัยโรคในพืชกันอย่าง
กว้างขวาง เพราะเป็นเทคนิคง่ายๆ มีความเฉพาะเจาะจง ถูกต้อง แม่นยําสูง และรวดเร็ว เพียงมีดีเอ็น
เอติดตาม หรือ species-specific primer ของเช้ือสาเหตุ ก็สามารถตรวจสอบเช้ือสาเหตุของโรคใน
ส่วนของพืชได้ โดยไม่จําเป็นต้องทําให้เช้ือบริสุทธ์ิ และไม่จําเป็นต้องเลี้ยงเช้ือบนอาหาร (สุรินทร์, 
2543; Robb et al., 1994; Stammler and Seemuller ,1994;) ทําให้สามารถตรวจสอบเช้ือราได้
ก่อนเกิดการระบาดของโรค 
 

วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ์  

1. พริกพันธ์ุพ่อ PI2301234 และพันธ์ุแม่ 7 พันธ์ุได้แก่ พันธ์ุ พิจิตร 01 (พันธ์ุอ่อนแอ) พิจิตร05 
พิจิตร 06 พิจิตร 15-1-1-1 พิจิตร18 –1 – 1 – 1 พิจิตร 27-1-2-1 และ PBC 743  
2. อุปกรณ์ในเรือนทดลอง 
3. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ 
4. สารเคมี primers เอนไซม์ และ วัสดุในงานโมเลกุลเครือ่งหมาย 
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วิธีการ 
การเตรียมพ่อ แม่ และลูกผสม 
 เตรียมลูกผสมพันธ์ุพริก โดยใช้ ปลูกพริกพันธ์ุพ่อ (ต้านทาน) ได้แก่ PI2301234 และพันธ์ุแม่ 
7 พันธ์ุได้แก่ พันธ์ุ พิจิตร 01 (พันธ์ุอ่อนแอ) พิจิตร 05 พิจิตร 06 พิจิตร 15-1-1-1 พิจิตร 18–1–1–1 
พิจิตร 27-1-2-1 และ PBC 743 ผสมพันธ์ุพริกเพ่ือสร้าง ลูกผสมช่ัวที่ 1 และลูกผสมช่ัวที่ 2 ใช้ในการ
เปรียบเทียบการเป็นโรคระดับต่างๆ ร่วมกับ พันธ์ุพ่อ –พันธ์ุแม่ รวมท้ังสิ้นประมาณ 100 ต้น ต่อคู่ผสม 

แยกเช้ือบริสุทธ์ิจากตัวอย่างต้นพริกแสดงอาการของโรคที่เก็บมาจากอําเภอเขาค้อ จังหวัด
เพชรบูรณ์ และเลี้ยงเช้ือราสาเหตุโรคลําต้นไหม้ เตรียมเลี้ยงเช้ือราเพ่ือผลิต zoospores และคํานวณ
ให้ได้ zoospores ที่ความเข้มข้น 20,000 ต่อมิลลิลิตร ปลูกเช้ือสาเหตุบนพืชทดสอบโดยการราดโคน
ต้นด้วยปริมาตร 5 มิลลิลิตรต่อต้น ตรวจสอบปฏิกิริยาของพันธ์ุพริกที่มีต่อเช้ือราสาเหตุ บันทึกข้อมูล
การเกิดโรค  

การคํานวณลักษณะถ่ายทอดความต้านทานด้วยกฎของเมนเดลเพ่ือใช้เป็นฐานข้อมูลสําหรับ
เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอที่สร้างขึ้นจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย Microsatellite primers ใน
ขั้นตอนต่อไป 
การหาโมเลกุลเคร่ืองหมายตรวจหาพริกที่มียีนต้านทาน 

เก็บใบพริก พันธ์ุพ่อ แม่ ลูกผสมช่ัวที่ 1 และลูกผสมช่ัวที ่ 2  ต้นละ 3 ใบ สกัดดีเอ็นเอด้วย 
วิธีการของ Murray  et.al. (1980) 

การคัดเลือก primers ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ โดยการใช้ Microsatellite primers 
จํานวน 100 สาย และ RAPD primers จํานวน 160 สาย และใช้เทคนิค gel electrophoresis  
นําดีเอ็นเอที่เก็บรักษาไว้มาวัดความเข้มข้นด้วยเครื่องอ่านความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ปรับความเข้มข้นดี
เอ็นเอต้นแบบที่  25 นาโนกรัม เพ่ือใช้ในการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เครื่องสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (thermal cycler, Perkin-Elmer 9700) โดยใช้ Random Amplified 
Polymorphic DNA (RAPD) primer ชนิด 1o bases จํานวน 16o สาย (UBC primers ชุด 1 และ 
Operon primers) และ microsattlelite  primer จํานวน 100 สาย (UBC primers ชุด 9) 
โปรแกรมสังเคราะห์ดีเอ็นเอใช้ที่อุณหภูมิของการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
ที่ 35 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และ ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที จํานวน 40 รอบ ต่อจากน้ัน
เพ่ิมสายดีเอ็นเอต่อที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที เก็บผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้ที่ อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นําผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้จากการสังเคราะห์ไปตรวจผลด้วยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis ซึ่งมีความเข้มข้นของ agarose ที่ 1 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย ethidium 
bromide ถ่ายภาพด้วยเครื่องถ่ายภาพ (Gel Documentation) เปรียบเทียบแถบที่เกิดบนแผ่นวุ้นกับ
ลักษณะอาการต้านทาน / อ่อนแอที่แสดงปฏิกิริยาต่อเช้ือราสาเหตุ 
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คัดเลือกแถบทีใ่ห้ผลสอดคล้องกับฐานข้อมูลตามกฎของเมนเดลว่าแสดงค่าตรงกับความ 
ต้านทานและอ่อนแอของต้นพริกที่ได้รับการปลูกเช้ือในขั้นตอนที่ 1 ตัดช้ินวุ้น สกัดดีเอ็นเอ นําดีเอ็นเอ
ไปหาลําดับเบสโดยเทคนิคโคลนน่ิงในพลาสมิดเพ่ือออกแบบดีเอ็นเอสายสั้นๆ สําหรับใช้เป็นโมเลกุล
เครื่องหมายเพ่ือคัดเลือกต้นพริกที่มียีนต้านทานโรค  
 

เวลาและสถานท่ี 
ตุลาคม 2552 - กันยายน 2553 กลุ่มบริหารศัตรูพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กลุ่ม

วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
ผลการคํานวณลักษณะถ่ายทอดความต้านทานด้วยกฎของเมนเดลพบว่าลูกผสมช่ัวที่ 2 ที่เกิด

จาก พริกพันธ์ุ PI2301234 เมื่อใช้เป็นพันธ์ุพ่อต้านทาน  และ  พริกพันธ์ุ พิจิตร 01 เป็นพันธ์ุแม่
อ่อนแอ ให้พริกลูกผสมต้านทานต่อลูกผสมอ่อนแอเป็น 10 ต่อ 2  เมื่อนําดีเอ็นเอมาทดสอบด้วย 
Microsatellite primers จํานวน 260 สายพบว่า หมายเลข Microsatellite primers UBC 836 
แสดงสัดส่วนแถบดีเอ็นเอเป็น 10 ต่อ 2 ให้ผลตรงกันกับพริกลูกผสมช่ัวที่ 2 ที่แสดงปฏิกิริยาต่อการ
เกิดโรคลําต้นไหม้ (ภาพที่ 1) 

 

สรุปผลการวิจัยและคาํแนะนํา 
Microsatellite primers สามารถใช้เป็นโมเลกุลเคร่ืองหมายได้แต่ยังไม่แม่นยํา จะต้องเลือก

แถบดีเอ็นเอที่แสดงความจําเพาะกับลักษณะต้านทานโรคไปหาลําดับเบสและออกแบบดีเอ็นเอตัว
ตรวจจึงจะให้ผลการตรวจสอบและติดตามลักษณะความต้านทานโรคลําต้นไหม้ที่แม่นยําได้ 
ภาพท่ี 1  ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของพริกพันธ์ุพ่อ (1)  แม่ (2) และลูกผสม (3-14) เมื่อใช้  
             Microsatellite primers  UBC 836,  
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