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การประเมินความต้านทานของข้าวพันธุ์ไทยต่อเชื้อรา Bipolaris oryzae 

สาเหตุโรคใบจุดสีน�้ำตาล

Evaluation of Thai Rice Varieties for Resistance to Bipolaris oryzae, 

the Causal Agent of Brown Spot Disease

มนัญชยา จูจิ้ว
1/
  สุรพงษ์ ด�ำรงกิตติกุล

2/
  พยอม โคเบลลี่

3/
  จินตนา อันอาตม์งาม

1/*

Manunchaya Chuchiw
1/
  Surapong Dumrongkittikule

2/
  Payorm Cobelli

3/
  Jintana Unartngam

1/*

Received 18 Mar. 2023/Revised 31 May 2023/Accepted 9 Jun. 2023

ABSTRACT

	 Brown spot disease of rice is caused by the fungus Bipolaris oryzae. This fungal 

pathogen could infect leaves, leaf sheaths, panicles, and seeds. The use of resistant varieties 

is an effective and safe way for farmers. However, the resistance will change when the new 

fungal strains invades the area. This study aimed to determine the resistance of rice varieties 

to three isolates of B. oryzae. The combined analysis of ITS rDNA, 28S rDNA, and GAPDH 

revealed that these isolates had clustered sequences similar to those of the type species 

of B. oryzae. The resistant screening of 72 rice varieties to the three isolates of B. oryzae 

and cluster analysis UPGMA showed consistent results. Results revealed that Homsuphan 

displayed resistance (R) and moderate resistance (MR) while RD29 and Niao Dam displayed 

high susceptibility (HS) to all three isolates. The information was useful for future rice breeding 

programs for brown spot disease resistance.
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บทคัดย่อ

	 โรคใบจดุสนี�ำ้ตาล เกิดจากเช้ือรา Bipolaris  

oryzae สามารถเข้าท�ำลายได้ทุกส่วนของข้าว

ตั้งแต่ ใบ กาบใบ รวงข้าว รวมทั้งเมล็ด การใช้

พันธุต้์านทานเป็นอกีทางเลอืกหนึง่ทีม่ปีระสิทธภิาพ

และปลอดภัยต่อเกษตรกร อย่างไรก็ตาม ความ

ต้านทานมักเกิดการเปลี่ยนแปลงเมื่อเช้ือรา 

สายพันธุ ์ใหม่เข้าท�ำลาย ดังนั้น การวิจัยจึงมี

วัตถุประสงค์ เพ่ือประเมนิความต้านทานโรคใบจดุ

สีน�้ำตาลของข้าวต่อเชื้อรา B. oryzae โดยน�ำเช้ือ

มาวิเคราะห์ล�ำดบันวิคลโิอไทด์บริเวณ ITS rDNA,  

28S rDNA และ GAPDH ท�ำให้สามารถจ�ำแนก 

เช้ือราได้ 3 ไอโซเลต อยูใ่นกลุม่เดยีวกับ B. oryzae  

(type species) ส�ำหรับการคัดแยกลักษณะ

ต้านทานโรคใบจุดสีน�้ำตาลบนข้าว 72 พันธุ ์

และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้วยวิธี UPGMA  

แสดงผลของข้อมูลที่สอดคล้องกัน โดยพบว่า  

ข้าวพนัธุห์อมสุพรรณ แสดงลักษณะต้านทาน (R)  

และต้านทานปานกลาง (MR) ในขณะทีข้่าวพันธ์ุ 

กข29 และ เหนยีวด�ำ แสดงลักษณะอ่อนแอมาก 

(HS) ต่อเช้ือรา B. oryzae ทัง้ 3 ไอโซเลต ข้อมูล

ที่ได้จากผลการศึกษานี้จะเป็นประโยชน์ส�ำหรับ

โปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์ข้าวต้านทานต่อโรค 

ใบจุดสีน�้ำตาลต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: ข้าว, โรคใบจดุสีน�ำ้ตาล, ความต้านทาน

โรค, Bipolaris oryzae

บทน�ำ

	 โรคใบจุดสีน�้ำตาลข้าวที่เกิดจากเช้ือรา 

Bipolaris oryzae ท�ำให้ผลผลิตและคุณภาพของ

เมลด็พันธุล์ดลง โดยแสดงอาการแผลจดุสนี�ำ้ตาล 

ขอบนอกสุดของแผลมีสีเหลือง มีขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 - 1 มม. แผลที่มีการพัฒนาเต็มที่

ขนาดประมาณ 1 - 2 × 4 - 10 มม. (ปราโมทย์ 

และคณะ, 2562) การศกึษาเก่ียวกับการใช้พันธุข้์าว

ทีม่คีวามต้านทานในการป้องกันโรคใบจดุสีน�ำ้ตาลเป็น

ทีน่ยิมและเป็นวิธีทีใ่ห้ผลด ีและไม่ส่งผลกระทบต่อส่ิง

แวดล้อม โดย รุจรัิตน์ และคณะ (2563) ได้ท�ำการศกึษา

ความต้านทานโรคใบจดุสีน�ำ้ตาลในข้าว 44 สายพันธุ ์

ด้วยเช้ือรา B. oryzae จ�ำนวน 10 ไอโซเลต พบว่า มี

พันธุข้์าวทีต้่านทาน (R) ต่อเช้ือรา B. oryzae จ�ำนวน 

3 พันธ์ุ คอื กข59 กข61 และพิษณโุลก 2 และพันธุ์

ข้าวทีค่่อนข้างต้านทาน (MR) ต่อเช้ือรา B. oryzae 

จ�ำนวน 4 พันธุ์ คือ เหนียวอุบล 3 กข31 กข57 

และ กข71 ไม่พบพันธุ์ข้าวที่ต้านทานต่อโรคใบจดุ 

สีน�ำ้ตาลจากไอโซเลต BO2019_KKN_38.849 

	 อย่างไรก็ตาม โรคใบจุดสีน�้ำตาลยังคง

ระบาด เนือ่งจาก ความหลากหลายของพันธ์ุข้าวที่

ปลกูในพืน้ทีต่่าง ๆ ซ่ึงมผีลต่อความหลากหลายของ

สายพันธุ์เช้ือรา งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ

ประเมินความต้านทานโรคใบจุดสีน�ำ้ตาลของข้าว

ต่อเช้ือรา B. oryzae โดยการปลกูเช้ือทดสอบโรค

บนข้าวพนัธุไ์ทย 72 พันธุ ์ เพ่ือประเมนิหาพันธุข้์าว

ส�ำหรับการปรับปรุงพันธุข้์าวให้ต้านทานต่อโรคใบจดุ

สีน�ำ้ตาลต่อไปในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการ

1.	การเตรียมเชื้อราและการจ�ำแนกด ้วย

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา

	 เพาะเลี้ยงเช้ือรา B. oryzae จ�ำนวน 

3 ไอโซเลต ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากกรม

การข ้าว ได ้แก ่  BO2019_UDN_42.962  

(จ. อุดรธานี), BO2018_KRI_7.6 (จ. กาญจนบุรี) 

และ BO2020_CRI_2.7 (จ. เชียงราย) ที่แยกได้

จากข้าวพันธุ์ กข22 กข31 และ KDML 105 ตาม

ล�ำดับ โดยน�ำช้ินวุ้นของเช้ือราที่เจริญเต็มหน้า 

จานอาหารเลี้ยงเช้ือ เจาะเป็นวงกลมที่ขอบ 

โคโลนีด้วย cock borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 

7 มม. วางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA บ่มเช้ือที่

อณุหภมูห้ิอง ภายใต้แสง near UV สลบัมดื 12 ชม.  

เป็นเวลา 14 วัน จากนั้น บันทึกลักษณะสีของ 
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โคโลนีเช้ือรา และวัดขนาดของสปอร์ภายใต้

กล้องจลุทรรศน์ 

2.	การจ�ำแนกเชื้อราด้วยวิธีการวเิคราะห์ล�ำดับ

นิวคลโิอไทด์

	 น�ำเช้ือรา B. oryzae 3 ไอโซเลต มาวิเคราะห์

ล�ำดบันวิคลโิอไทด์ในบริเวณ internal transcribed 

spacer (ITS rDNA), large subunit ribosomal 

DNA gene (28S rDNA) และ glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) โดย

มีขั้นตอนดังนี้

	 2.1	การเตรียมเส้นใยเชื้อรา

	 เตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรา B. 

oryzae ทัง้ 3 ไอโซเลต โดยเติมน�้ำกลั่นที่ผ่านการ

นึง่ฆ่าเช้ือลงบนผวิหน้าอาหารทีม่เีช้ือรา B. oryzae 

เจริญอยู ่จากนัน้ ขูดผวิหน้าอาหารด้วยแท่งแก้วรูป

ตวัแอล ดดูสปอร์แขวนลอยของเช้ือราใส่ในอาหาร

เหลว potato dextrose broth (PDB) ทีบ่รรจอุยูใ่น

ขวดรูปชมพู่ แล้วน�ำไปบ่มพร้อมเขย่าเป็นเวลา 3 - 4 

วัน กรองเส้นใยด้วยเคร่ืองป๊ัมสุญญากาศ และเก็บ

เส้นใยที่กรองได้ในแผ่นกระดาษกรอง Whatman 

No.1 ท�ำให้แห้งด้วยวิธ ีfreeze dry (lyophilization) 

เป็นเวลา 14 - 18 ชม. และเกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ-20ºซ.  

ก่อนน�ำไปสกัดดีเอ็นเอโดยบดเส้นใยแห้งด้วย

ไนโตรเจนเหลว (จนิตนา, 2562)

	 2.2	การสกัดดีเอ็นเอ

	 น�ำเส้นใยเช้ือราที่บดละเอียดใส่ลงใน

หลอดขนาด 1.5 มล. จากนั้นเติม extraction 

buffer (50 mM Tris-HCI, 850 mM NaCl, 100 

mM EDTA, 1% SDS) 0.5 มล. บ่มที่อุณหภูมิ 

65ºซ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม phenol 

และ chloroform: IAA อย่างละ 0.5 เท่าของ

ปริมาตรเดิม ผสมให้เข้ากัน และน�ำไปหมุนเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 

ดูดส่วนใสด้านบนย้ายใส่หลอดใหม่ แล้วเติม  

chloroform: IAA ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรเดมิ  

หมนุเหว่ียงทีค่วามเร็ว 13,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา  

10 นาท ีดดูส่วนใสด้านบนย้ายใส่หลอดใหม่ แล้วเตมิ  

RNase ปริมาตร 3 ไมโครลติร บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37º ซ  

เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้น น�ำออกมาเติม 

chloroform: IAA ปริมาตร 1 เท่า ของปริมาตรเดมิ 

หมนุเหว่ียงทีค่วามเร็ว 13,000 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 

10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนย้ายใส่หลอดใหม่ แล้ว

เติม ethanol ความเข้มข้น 95% ปริมาตร 2 เท่า 

จากนัน้ เก็บไว้ทีอ่ณุหภมู ิ-20º ซ เป็นเวลาประมาณ 

1 ชม. แล้วน�ำมาหมนุเหว่ียงเพ่ือตกตะกอนดเีอน็เอ

ด้วยความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 

นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย ethanol ความเข้ม

ข้น 70 % ปริมาตร 50-100 มล. และหมุนเหวี่ยง

ที่ความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที  

ซ�ำ้ 2 คร้ัง เก็บตะกอนดเีอน็เอทีแ่ห้งแล้วไว้ทีอ่ณุหภมูิ  

-20ºซ. หรือละลายตะกอนดเีอน็เอด้วย TE (10 mM  

Tris HCl pH 8.0, 1mM EDTA) หรือน�ำ้ ซ่ึงดดัแปลง 

วิธีจาก Zimand et al. (1994) และ จินตนา 

(2562) จากนั้น ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ

ดเีอน็เอด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis 

	 2.3	การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในส่วน ITS 

rDNA, 28S rDNA และ GAPDH

	 เพ่ิมปริมาณดเีอน็เอของเช้ือรา B. oryzae 

ในบริเวณ ITS rDNA, 28S rDNA และ GAPDH  

โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ�ำเพาะ (Table 1) ปฏิกิริยา 

ปริมาตรรวมทัง้หมด 40 ไมโครลติร และมส่ีวนผสม

ในการท�ำปฏิกิริยา ได้แก่ MgCI
2
 2.5 mM dNTP 

0.2 mM 10X buffer และ 2 Taq polymerase 

การท�ำปฏิกิริยา PCR ส�ำหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ที่อุณหภูมิแตกต่างกัน ดังนี้ ท�ำปฏิกิริยาที่ 95ºซ. 

เป็นเวลา 3 นาที 1 รอบ Denaturing ที่อุณหภูมิ 

95ºซ. เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้น Annealing ที่

อุณหภูมิ 55ºซ. เป็นเวลา 1 นาที ส�ำหรับต�ำแหน่ง 

ITS rDNA และยีน GAPDH และอุณหภูมิ 52ºซ. 
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เป็นเวลา 1 นาที ส�ำหรับต�ำแหน่ง 28S rDNA 

และ Extension ที่อุณหภูมิ 72ºซ. เป็นเวลา  

1 นาที ท�ำซ�้ำทั้งหมด 30 รอบ และรอบสุดท้ายที่  

72ºซ. เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้น�ำ PCR product  

ที่ได ้มาตรวจสอบด้วย 1.5% agarose gel  

Table 1 Primer sequences used in the present study

Locus Primer Annealing(
o
C) Sequence (5’-3’) Reference

ITS ITS1 55.0 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al., 1990

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

28S NL1 52.0 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG Kurtzman and Robnett, 1997

NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

GAPDH GPD1 55.0 CAACGGCTTCGGTCGCATTG Deng et al., 2015

GPD2 GCCAAGCAGTTGGTTGTGC

electrophoresis ท�ำ  PCR product ให้บริสุทธิ์

ด้วย Microspin S-400 HR column และส่ง PCR 

product ที่บริสุทธิ์ให้บริษัท Solution for Genetic 

Technologies ประเทศเกาหลทีีรั่บตรวจวิเคราะห์ 

หาล�ำดบันวิคลโิอไทด์ (Schoch et al., 2012)

	 2.4	การวิเคราะห์ข้อมูล

	 เปรียบเทยีบล�ำดบันวิคลโิอไทด์ของเช้ือรา

บริเวณ ITS rDNA 28S rDNA และ GAPDH กับ

ล�ำดบันวิคลโิอไทด์ทีม่บีนัทกึไว้ในฐานข้อมลู NCBI 

จากนั้น ท�ำ multiple alignment โดยใช้โปรแกรม

ชุดคอมพิวเตอร์ MEGA-X น�ำข้อมลู alignment 

(Clustal W Parameters) (Larkin et al., 2007) 

มาสร้าง Phylogenetic tree วิเคราะห์ความสมัพันธ์

ด้วยวิธ ี Neighbor-joining (NJ) และวิเคราะห์หา 

bootstrap ด้วยโปรแกรมเดยีวกัน จ�ำนวน 1,000 ซ�ำ้ 

(Yap and Nelson, 1996)

3.	 วิ ธีการปลูกเชื้อและการประเมินความ

ต้านทานโรคใบจุดสีน�้ำตาลข้าว

	 น�ำเช้ือรา B. oryzae จ�ำนวน 3 ไอโซเลต 

ได้แก่ BO2019_UDN_42.962, BO2018_KRI_7.6 

และ BO2020_CRI_2.7 เลีย้งบนอาหารเลีย้งเช้ือ 

PDA บ่มเช้ือทีอ่ณุหภมูห้ิอง ภายใต้แสง near UV 

สลบัมดื 12 ชม. เป็นเวลา 14 วัน และเตรียมสปอร์

แขวนลอย ให้มคีวามเข้มข้น 1 × 10
5
 สปอร์/มล. พ่น

สปอร์แขวนลอยของเช้ือราปริมาตร 2 มล./ต้น ลงบน

ข้าว 72 พันธ์ุ (Table 2) ทีป่ระกอบด้วย ข้าวพันธุ์

พ้ืนเมอืง 23 พันธุ ์พันธุข้์าวรับรองจากกรมการข้าว 35 

พันธ์ุ และพันธุข้์าวปรับปรุงจากหน่วยงานวิจยัข้าว 14 

พันธุ ์โดยมพัีนธุเ์ปรียบเทยีบอ่อนแอ คอื กข15 และ 

KDML 105 จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ ๆ ละ 3 ใบ ทีอ่าย ุ30 วัน 

และใช้ถุงพลาสตกิคลมุไว้ 48 ชม. ประเมินการเกิด

โรคหลังจากปลูกเช้ือแล้ว 14 วัน ประเมินความ

รุนแรงโรค (disease severity) ใบจุดสีน�้ำตาล 

โดยดดัแปลงวิธจีาก IRRI (2013) มรีะดบัความ

รุนแรง ดงันี ้

	 0 ไม่พบอาการของโรค 

	 1 พบอาการใบจดุสีน�ำ้ตาล	 1	-	20%	 ของพ้ืนทีใ่บ 

	 2 พบอาการใบจดุสีน�ำ้ตาล	21	-	40% 	 ของพ้ืนทีใ่บ 

	 3 พบอาการใบจดุสีน�ำ้ตาล	41	-	60% 	 ของพ้ืนทีใ่บ 

	 4 พบอาการใบจดุสีน�ำ้ตาล	61	-	80% 	 ของพ้ืนทีใ่บ 

	 5 พบอาการใบจดุสีน�ำ้ตาล	81	-	100%	ของพ้ืนทีใ่บ

	 และค�ำนวณดัชนีการเกิดโรค (disease  

index) จากสูตรการหาดชันกีารเกิดโรค (McMaugh,  

2005) จากนัน้ ประเมนิลกัษณะความต้านทานโรค 

(Table 3) โดยดัดแปลงวิธีจาก IRRI (2013)



Thai Agricultural Research Journal Vol. 41 No. 3  September - December 2023	 267

disease index (%) = [(na x 0) + (nb x 1) + (nc x 2) + (nd x 3) + (ne x 4) + (nf x 5)] 	

	 (N x 5)

เมื่อ	 na = จ�ำนวนใบที่มีคะแนนการเกิดโรคเป็น 0	 nb = จ�ำนวนใบที่มีคะแนนการเกิดโรคเป็น 1

	 nc = จ�ำนวนใบที่มีคะแนนการเกิดโรคเป็น 2	 nd = จ�ำนวนใบที่มีคะแนนการเกิดโรคเป็น 3

	 ne = จ�ำนวนใบที่มีคะแนนการเกิดโรคเป็น 4	 nf = จ�ำนวนใบที่มีคะแนนการเกิดโรคเป็น 5

	 N จ�ำนวนใบทั้งหมดที่ได้จากการสุ่ม

Table 2 Source of the 72 rice varieties used in the present study

Department of rice (GS.No.) Native rice (GS.No.)
Rice Gene Discovery 

(GS.No.)

RD5 (1650) Khao’ Jao Hawm Suphan 

Buri (23062)

Khao Phan Luang (10847) Hom Suphan 

(22048)

RD51 (RGD)

RD7 (18432) Jao Khao Chiangmai (24601) Hang Nak (5583) Niaw Hawm (4915) RD19 (RGD)

RD10 (21643) Chai Nat 1 (20712) Khi Tom Klang (23232) Leung Khamin (1312) Than Si Rin (RGD)

RD15 (19326) Ngahng Cha-lawng (2023) Khi Tom Kamnan (7627) Leung Yai (15906) Pinkaset 4 (RGD)

RD17 (3999) Pathum Thani 1 (23898) Khi Tom Phan (22783) Ai Thi (8100) Hom Chon Sit (RGD)

RD21 (4791) Prachin Buri 1 (23406) Ngah Chahng (15548) HomMali 802 (RGD)

RD23 (19325) Prachin Buri 2 (24592) Di Ngulueam (19117) HomMali 803-1 (RGD)

RD27 (7125) Plai Ngahm Prachin Buri 

(20846)

Di Si (15982) HomMali 803-2 (RGD)

RD29 (Chai Nat 80) (24534) Phitsanulok 60-1 (16233) Tap Mey Dam (3238) HomMali 805 (RGD)

RD31 (24533) Phitsanulok 2 (24591) Hahng Yi 71 (7613) HomMali 822 (RGD)

RD33 (RD) Leb Nok Pattani (21962) Bak Muai (3257) HomMali 823 (RGD)

RD37 (24602) Suphan Buri 1 (13745) Bue So Mi (23719) HomMali 831 (RGD)

RD43 (24606) Suphan Buri 2 (20776) Niaw Dam (18014) HomMali 841 (RGD)

RD47 (24609) Hawm Kradang-ngah 59 (RD) Phuang Nak (1691) Riceberry (RGD)

RD49 (RD) Niaw San Pa Tong (1370) Yi Tae Sa Ming (15789)

RD-Mae Jo2 (RD) Leung Yai 148 (1705) Hom Chan (3008)

Khao Gaw Diaw 35 (24607) Hantra 60 (16579) Hom Lao (18992)

RD57 (RD) Bue Pha Tho (19761)

Table 3 Disease index and phenotype of brown spot disease

Disease index (%)  Phenotype Reaction type

0 high resistance HR

1 - 10 resistance R

11 - 25 moderate resistance MR

26 - 50 moderate susceptible MS

51 - 75 susceptible S

76 - 100 high susceptible HS

Source: International Rice Research Institute (2013)
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4. การวิเคราะห์การจัดกลุ่มความสัมพันธ์

	 วิเคราะห์การจดักลุม่ความสัมพนัธ์ (cluster  

analysis UPGMA) โดยใช้วิธีของ Bray-Curtis 

โดยโปรแกรม Statistics Software Package 

(PAST) version 4.02 (Hammer et al., 2001)

ผลการทดลองและวิจารณ์

1.	การจ�ำแนกเชื้อรา Bipolaris oryzae ด้วย

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา

	 การจ�ำแนกเช้ือรา B. oryzae เบือ้งต้นด้วย

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า เชื้อรามีลักษณะ 

โคโลนีสีน�้ำตาล จนถึงสีน�้ำตาลเข้มปนด�ำ  เช้ือรา

สร้างสปอร์ (conidia) สีน�ำ้ตาลอ่อน-เข้ม มลีกัษณะ

รูปร่างยาว โค้งเล็กน้อย ส่วนปลายเรียวและมน  

ขนาดสปอร์ของไอโซเลต BO2020_CRI_2.7 ประมาณ  

44.35 – 68.73 × 12.36-20.86 ไมโครเมตร 

ภายในมีผนังกั้นตามขวาง 4 - 6 pseudoseptum  

ไอโซเลต BO2018_KRI_7.6 มขีนาดสปอร์ประมาณ 

63.25 - 85.18 × 15.72 - 23.25 ไมโครเมตร  

ภายในมีผนังกั้นตามขวาง 5 - 6 pseudoseptum 

และไอโซเลต BO2019_UDN_42.962 ขนาด 

สปอร์ประมาณ 43.39 - 63.91 × 13.15-20.92 

ไมโครเมตร ภายในมีผนังก้ันตามขวาง 4 - 7 

pseudoseptum (Figure 1)

Figure 1 Colony and conidia morphology of 3 isolates of Bipolaris oryzae after 14 days of 

growth on PDA. Colony appearance (surface and reverse) of isolate BO_2020_CRI_2.7 (A), 

BO_2018_KRI_7.6 (B), and BO2019_UDN_42.962 (C), Conidial shape and size under a compound 

microscope at 400X magnification of isolate BO_2020_CRI_2.7 (D), BO_2018_KRI_7.6 (E), and 

BO2019_UDN_42.962 (F)

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1. การจ าแนกเช้ือรา Bipolaris oryzae ด้วยลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
การจ าแนกเช้ือรา B. oryzae เบ้ืองตน้ดว้ยลกัษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา่  เช้ือรามีลกัษณะโคโลนีสีน ้ าตาล 

จนถึงสีน ้ าตาลเขม้ปนด า เช้ือราสร้างสปอร์ (conidia) สีน ้าตาลอ่อน-เขม้ มีลกัษณะรูปร่างยาว โคง้เลก็นอ้ย ส่วนปลาย
เรียวและมน ขนาดสปอร์ของไอโซเลต BO2020_CRI_2.7 ประมาณ 44.35 – 68.73 × 12.36-20.86 ไมโครเมตร  ภายในมี
ผนงักั้นตามขวาง 4 - 6 pseudoseptum ไอโซเลต BO2018_KRI_7.6 มีขนาดสปอร์ประมาณ 63.25 - 85.18 × 15.72 - 
23.25 ไมโครเมตร ภายในมีผนงักั้นตามขวาง 5 - 6 pseudoseptum และไอโซเลต BO2019_UDN_42.962 ขนาดสปอร์
ประมาณ 43.39 - 63.91 × 13.15-20.92 ไมโครเมตร ภายในมีผนงักั้นตามขวาง 4 - 7 pseudoseptum   (Figure 1) 
 

Figure 1 Colony and conidia morphology of 3 isolates of Bipolaris oryzae after 14 days of growth on PDA. Colony 
appearance (surface and reverse) of isolate BO_2020_CRI_2.7 (A), BO_2018_KRI_7.6 (B), and 
BO2019_UDN_42.962 (C). Conidial shape and size under a compound microscope at 400X magnification of isolate 
BO_2020_CRI_2.7 (D), BO_2018_KRI_7.6 (E), and BO2019_UDN_42.962 (F) 
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2.	 การจ�ำแนกเชื้อรา Bipolaris oryzae ด้วย

การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลโิอไทด์ 

	 เมือ่วิเคราะห์ล�ำดบันวิคลโิอไทด์ของบริเวณ 

ITS rDNA, 28S rDNA และ GAPDH เปรียบเทยีบ

กับสปีชีส์ต้นแบบ (type species) คือ B. oryzae 

CBS 157.50 และสปีชีส์อื่น ๆ ในสกุล Bipolaris  

ทัง้หมด 14 ตวัอย่าง และใช้เช้ือรา Curvularia  

lunata เป็น outgroup พบว่า เช้ือรา Bipolaris ทัง้ 

3 ไอโซเลต จดัอยูใ่นกลุม่เดยีวกับเช้ือรา B. oryzae 

(type species) โดยมค่ีาความเช่ือมัน่ในการจดักลุม่

เท่ากับ 100% (Figure 2) ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษา

ของ Manamgoda et al. (2012) ทีศึ่กษาเก่ียวกับ

วิวัฒนาการและอนกุรมวิธานของเช้ือรา Bipolaris,  

Cochliobolus และ Curvularia จ�ำนวน 35  

ไอโซเลต โดยใช้ข้อมูลในการวิเคราะห์ล�ำดับ 

นวิคลโิอไทด์บริเวณ ITS rDNA, 28S rDNA, GAPDH  

และ EF-1 alpha พบว่า เช้ือรา Bipolaris และ 

Cochliobolus จัดอยู่ในกลุ่มที่ 1 และจัดอยู่ใน

กลุ่มเดียวกันกับเชื้อรา B. oryzae (type species) 

โดยมค่ีาความเช่ือมัน่ในการจดักลุม่เท่ากับ 80% ใน

ขณะทีอ่ัญชลี และคณะ (2563) ที่ได้ท�ำการศึกษา

การจ�ำแนกเช้ือรา Bipolaris spp. จากอาการ

ของโรคเมลด็ด่างในภาคเหนอืตอนบนด้วยเทคนคิ 

ชีวโมเลกุลและความสมัพันธ์ต่อการเกิดโรคบนกล้าข้าว  

โดยวิเคราะห์ล�ำดบันวิคลโิอไทด์บริเวณ ITS rDNA 

และ GAPDH พบว่า เช้ือรา Bipolaris spp. ทีใ่ช้

ทดสอบ จ�ำนวน 22 ไอโซเลต สามารถจัดจ�ำแนก

ได้ 3 สปีชีส์ ได้แก่ B. oryzae, B. bicolor และ 

B. maydis โดยพบว่าเช้ือรา B. oryzae เป็นสปีชีส์ 

ที่พบได้มากที่สุด (50%) 

Figure 2 Phylogenetic tree of Bipolaris species using a neighbor-joining (NJ) analysis based on 

the combination of ITS rDNA, 28S rDNA, and GAPDH sequences. Numerals at nodes indicate 

bootstrap percentages derived from 1,000 replications 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 Phylogenetic tree of Bipolaris species using a neighbor-joining (NJ) analysis based on the combination of 
ITS rDNA, 28S rDNA, and GAPDH sequences. Numerals at nodes indicate bootstrap percentages derived from 
1,000 replications  

2. การประเมินความต้านทานโรคใบจุดสีน ้าตาลข้าว 
 จากการประเมินความตา้นทานโรคใบจุดสีน ้ าตาลบนขา้ว 72  พนัธุ์ พบว่า เม่ือปลูกเช้ือดว้ยเช้ือราไอโซเลต 
BO2020_CRI_2.7 พบขา้วท่ีแสดงลกัษณะตา้นทาน (R) 1 สายพนัธุ์ แสดงลกัษณะตา้นทานปานกลาง (MR) 7 พนัธุ์ แสดง
ลกัษณะอ่อนแอปานกลาง (MS) 35 พนัธุ์ แสดงลกัษณะอ่อนแอ (S) 23 สายพนัธุ์ แสดงลกัษณะอ่อนแอมาก (HS) 6 พนัธุ์ 
ในขณะท่ีเม่ือปลูกเช้ือดว้ยเช้ือราไอโซเลต BO2018_KRI_7.6 ไม่พบพนัธุ์ขา้วท่ีแสดงลกัษณะตา้นทาน (R) แต่พบ
ขา้วท่ีแสดงลกัษณะตา้นทานปานกลาง (MR) 8 พนัธุ์ แสดงลกัษณะอ่อนแอปานกลาง (MS) 43 พนัธุ์ แสดงลกัษณะ
อ่อนแอ (S) 19 พันธุ์  แสดงลักษณะอ่อนแอมาก (HS) 2 พันธุ์  และ เม่ือปลูกเช้ือด้วยเช้ือราไอโซเลต 
BO2019_UDN_42.962 ไม่พบพนัธุ์ขา้วท่ีแสดงลกัษณะตา้นทาน (R) แต่พบขา้วท่ีแสดงลกัษณะตา้นทานปานกลาง 
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3.	การประเมนิความต้านทานโรคใบจดุสีน�ำ้ตาลข้าว

	 จากการประเมนิความต้านทานโรคใบจดุสี

น�้ำตาลบนข้าว 72 พันธุ์ พบว่า เมื่อปลูกเชื้อด้วย

เช้ือราไอโซเลต BO2020_CRI_2.7 พบข้าวที่ 

แสดงลกัษณะต้านทาน (R) 1 สายพันธ์ุ แสดงลกัษณะ 

ต้านทานปานกลาง (MR) 7 พันธุ์ แสดงลักษณะ

อ่อนแอปานกลาง (MS) 35 พันธุ์ แสดงลักษณะ

อ่อนแอ (S) 23 สายพันธุ ์แสดงลกัษณะอ่อนแอมาก  

(HS) 6 พันธุ์ ในขณะที่เมื่อปลูกเช้ือด้วยเช้ือรา 

ไอโซเลต BO2018_KRI_7.6 ไม่พบพันธุข้์าวทีแ่สดง

ลักษณะต้านทาน (R) แต่พบข้าวที่แสดงลักษณะ

ต้านทานปานกลาง (MR) 8 พันธุ์ แสดงลักษณะ 

อ่อนแอปานกลาง (MS) 43 พันธุ์ แสดงลักษณะ

อ่อนแอ (S) 19 พันธุ์ แสดงลักษณะอ่อนแอมาก 

(HS) 2 พันธุ ์และเมือ่ปลกูเช้ือด้วยเช้ือราไอโซเลต  

BO2019_UDN_42.962 ไม่พบพันธุ์ข้าวที่แสดง

ลักษณะต้านทาน (R) แต่พบข้าวที่แสดงลักษณะ

ต้านทานปานกลาง (MR) 7 พันธุ์ แสดงลักษณะ

อ่อนแอปานกลาง (MS) 48 พันธุ์ แสดงลักษณะ

อ่อนแอ (S) 12 พันธุ์ แสดงลักษณะอ่อนแอมาก  

(HS) 5 พันธุ์ และพบว่า ข้าวพันธุ์หอมสุพรรณ  

แสดงลักษณะต ้านทาน (R) ต ่อไอโซเลต  

BO2020_CRI_2.7 และแสดงลักษณะต้านทาน

ปานกลาง (MR) ต่อไอโซเลต BO2018_KRI_7.6 

และ ไอโซเลต BO2019_UDN_42.962 และ 

พบพันธุ์ข้าว จ�ำนวน 22 พันธุ์ ที่แสดงลักษณะ

อ่อนแอปานกลาง (MS) และพันธุ์ข้าวจ�ำนวน 

5 พันธุ์ ที่แสดงลักษณะอ่อนแอ (S) ต่อเช้ือรา  

B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต ข้าวพันธุ์ กข29 

(ชัยนาท 80) และเหนียวด�ำแสดงลักษณะ 

อ่อนแอมาก (HS) ต่อเชื้อรา B. oryzae ทั้ง 3  

ไอโซเลต (Table 4) ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า เช้ือรา  

B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต มีความรุนแรงในการ

ก่อโรคแตกต่างกัน (Figure 3)

Table 4 Phenotypes of 72 rice varieties after inoculation with three isolates of Bipolaris oryzae

Phenotype

No. of varieties

BO2020_CRI_2.7 BO2018_KRI_7.6 BO2019_UDN_42.962

high resistance (HR) 0 0 0

resistance (R) 1 0 0

moderate resistance (MR) 7 8 7

moderate susceptible (MS) 35 43 48

susceptible (S) 23 19 12

high susceptible (HS) 6 2 5

Figure 3 Brown spot symptom caused by Bipolaris oryzae (BO2019_UDN_42.962) at 14 days 

after inoculation; Homsuphan: R (A), Ai Thai: MR (B), HomMali 805: MS (C), Pathum Thani 1: 

S (D), and Nang Chalong: HS (E)

(MR) 7 พนัธุ์ แสดงลกัษณะอ่อนแอปานกลาง (MS) 48 พนัธุ์ แสดงลกัษณะอ่อนแอ (S) 12 พนัธุ์ แสดงลกัษณะ
อ่อนแอมาก (HS) 5 พันธุ์  และพบว่า  ข้าวพันธุ์หอมสุพรรณ แสดงลักษณะต้านทาน  (R) ต่อไอโซเลต 
BO2020_CRI_2.7 และแสดงลกัษณะต้านทานปานกลาง (MR) ต่อไอโซเลต BO2018_KRI_7.6 และ ไอโซเลต 
BO2019_UDN_42.962  และพบพนัธุ์ขา้วจ านวน 22 พนัธุ์ ท่ีแสดงลกัษณะอ่อนแอปานกลาง (MS) และพนัธุ์ขา้ว
จ านวน 5 พนัธุ์ ท่ีแสดงลกัษณะอ่อนแอ (S) ต่อเช้ือรา B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต และขา้วพนัธุ์ กข29 (ชยันาท80)  
และเหนียวด าแสดงลกัษณะอ่อนแอมาก (HS) ต่อเช้ือรา B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต (Table 4)  ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าเช้ือรา B. 
oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต มีความรุนแรงในการก่อโรคแตกต่างกนั  (Figure 3) 
 
Table 4  Phenotypes of 72 rice varieties after inoculation with three isolates of B. oryzae 

Phenotype No. of varieties 
BO2020_CRI_2.7 BO2018_KRI_7.6 BO2019_UDN_42.962 

high resistance (HR) 0 0 0 
resistance (R) 1 0 0 
moderate resistance (MR) 7 8 7 
moderate susceptible (MS) 35 43 48 
susceptible (S) 23 19 12 
high susceptible (HS) 6 2 5 

 

Figure 3 Brown spot symptom caused by B. oryzae (BO2019_UDN_42.962) at 14 days after inoculation; 
Homsuphan: R (A), Ai Thai: MR (B), HomMali805: MS (C), Pathum Thani 1: S (D), and Nang Chalong: HS 
(E) 
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4.	การวิเคราะห์การจัดกลุ่มความสัมพันธ์

	 จากการวิเคราะห์การจดักลุม่ความสัมพันธ์

โดยใช้วิธีของ Bray-Curtis และใช้ข้อมูลดัชน ี

การเกิดโรคของเชื้อรา B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต  

ที่ ได ้จากการประเมินความต ้านทานโรคใบ 

จุดสีน�้ำตาลในข้อที่ 2 วิเคราะห์ร่วมกัน พบว่า

สามารถจัดกลุ่มความสัมพันธ์ได้เป็น 6 กลุ่ม ดังนี้ 

กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยสายพันธ์ุข้าวทีแ่สดงลกัษณะ

ต้านทาน (R) และต้านทานปานกลาง (MR) ต่อเช้ือรา  

B. oryzae ทัง้ 3 ไอโซเลต คือ หอมสุพรรณ กลุ่มที่ 

2, 3 และ 4 ส่วนใหญ่ ประกอบด้วยสายพันธุ์ข้าว

ทีแ่สดงลกัษณะอ่อนแอปานกลาง (MS) จ�ำนวน 40 

7 และ 4 สายพันธ์ุ ตามล�ำดบั โดยในกลุม่ที ่2 พบ 

สายพันธ์ุข้าว จ�ำนวน 22 สายพันธ์ุ ทีแ่สดงลกัษณะ

อ่อนแอปานกลาง (MS) ต่อเช้ือรา B. oryzae  

ทั้ง 3 ไอโซเลต กลุ่มที่ 5 ประกอบด้วยพันธุ์ข้าวที ่

แสดงลักษณะอ่อนแอ (S) จ�ำนวน 14 พันธุ ์ 

โดยในกลุ ่มนี้พบสายพันธุ ์ข้าวจ�ำนวน 5 พันธุ์  

ที่แสดงลักษณะอ่อนแอ (S) ต่อเชื้อรา B. oryzae  

ทั้ง 3 ไอโซเลต และกลุ่มที่ 6 ประกอบด้วย 

พันธุ ์ข ้าวที่แสดงลักษณะอ่อนแอมาก (HS) 

จ�ำนวน 6 พันธุ ์  และในกลุ ่มนี้พบพันธุ ์ข ้าว 

ที่แสดงลักษณะอ่อนแอมาก (HS) ต่อเช้ือรา  

B. oryzae ทัง้ 3 ไอโซเลต คอื กข29 (ชัยนาท 80) 

และเหนียวด�ำ (Figure 4)

Figure 4 Dendrograms were constructed by cluster analysis UPGMA using the percent disease 

index on 72 rice varieties after being inoculated with three isolates of Bipolaris oryzae. The results 

showed that six groups had a cophenetic correlation of 0.7787

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Dendrograms were constructed by cluster analysis UPGMA using the percent disease index on 72 rice 
varieties after being inoculated with three isolates of B. oryzae. The results showed that six groups had a cophenetic 
correlation of 0.7787 

จากการวิเคราะห์ขอ้มูลการประเมินความตา้นทานโรคและการจดักลุ่มความสัมพนัธ์แสดงผลของขอ้มูล
ท่ีสอดคลอ้งกนั โดยพบพนัธุ์ขา้วท่ีแสดงลกัษณะตา้นทาน (R) และค่อนขา้งตา้นทาน  (MR) คือ หอมสุพรรณ 
ขา้วจ านวน 22  พนัธุ์ ท่ีแสดงลกัษณะอ่อนแอปานกลาง (MS) และขา้วจ านวน  5 พนัธุ์ ท่ีแสดงลกัษณะอ่อนแอ (S) ต่อเช้ือ
รา B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต และพบพนัธุ์ขา้วท่ีมีลกัษณะอ่อนแอมาก (HS) ไดแ้ก่ กข29  (ชยันาท 80)  และ เหนียวด า 
รวมทั้งขา้วพนัธุ์ปทุมธานี 1 ท่ีเคยมีการรายงานโดย ดารา และคณะ (2550) ว่าเป็นสายพนัธุ์ขา้วตา้นทานโรคใบจุดสี
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	 จากการวิเคราะห์ข้อมลูการประเมนิความ

ต้านทานโรคและการจดักลุม่ความสัมพนัธ์แสดงผล

ของข้อมลูทีส่อดคล้องกัน โดยพบพันธุข้์าวทีแ่สดง

ลักษณะต้านทาน (R) และค่อนข้างต้านทาน 

(MR) คอื หอมสุพรรณ ข้าวจ�ำนวน 22 พันธุ ์ทีแ่สดง

ลกัษณะอ่อนแอปานกลาง (MS) และข้าวจ�ำนวน 5 พันธ์ุ 

ทีแ่สดงลกัษณะอ่อนแอ (S) ต่อเช้ือรา B. oryzae ทัง้ 3 

ไอโซเลต และพบพนัธุข้์าวทีม่ลีกัษณะอ่อนแอมาก  

(HS) ได้แก่ กข29 และเหนียวด�ำ รวมทั้งข้าวพันธุ์

ปทุมธานี 1 ที่เคยมีการรายงานโดย ดารา และ 

คณะ(2550) ว่าเป็นพันธุ ์ข ้าวต้านทานโรค 

ใบจุดสีน�้ำตาล แต่ในผลการประเมินคร้ังนี้พบว่า 

แสดงลักษณะอ่อนแอ (S) ต่อเชื้อรา B. oryzae  

ทัง้ 3 ไอโซเลต นอกจากนี ้รุจรัิตน์ และคณะ (2563) 

ที่ได้ศึกษาความต้านทานโรคใบจุดสีน�้ำตาลในข้าว  

44 พันธุ์ ด้วยเช้ือรา B. oryzae จ�ำนวน 10  

ไอโซเลต พบว่า ข้าวพันธุ ์ปทุมธานี 1 แสดง 

ลักษณะต้านทาน (R) ต่อไอโซเลต BO2019_

SKN_43.1014 และข้าวพันธุ์เหนียวสันป่าตอง 

และหางยี 71 ที่มีลักษณะต้านทานโรคใบจุด 

สีน�้ำตาลเช่นเดียวกัน แต่เมื่อทดสอบกับ B. 

oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลตนี้ พบว่า มีลักษณะ

อ่อนแอ (S) – อ่อนแอมาก (HS) จากผลการวิจัย 

คร้ังนี้แสดงให้เห็นว่า เช้ือรามีความผันแปร 

เกิดข้ึนภายในประชากร ท�ำให้พันธุ ์ข ้าวที่เคย 

มลีกัษณะต้านทานต่อโรคใบจดุสีน�ำ้ตาลเปลีย่นเป็น

อ่อนแอต่อโรค

สรุปผลการทดลอง

	 การประเมินความต้านทานโรคใบจุดสี

น�้ำตาลบนข้าว 72 พันธุ์ โดยใช้เชื้อรา B. oryzae  

3 ไอโซเลต พบว ่า ข ้าวพันธุ ์หอมสุพรรณ 

แสดงลักษณะต้านทาน และค่อนข้างต้านทาน 

ต่อเชื้อรา B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต ในขณะที่ 

ข้าวพันธุ ์กข29 และเหนียวด�ำ  แสดงลักษณะ

อ่อนแอมาก ต่อเชื้อรา B. oryzae ทั้ง 3 ไอโซเลต 

ซ่ึงข้าวพันธุห์อมสุพรรณนี ้สามารถน�ำไปใช้เป็นตวั

เลือกพ่อแม่พันธุ์เพ่ือใช้ในโปรแกรมการปรับปรุง

สายพันธุ์ข้าวให้ต้านทานต่อโรคใบจุดสีน�้ำตาลใน

อนาคตต่อไป

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจัยนี้ได้รับทุนจากส�ำนักงานพัฒนา

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาต ิ ขอขอบคณุ

กรมการข้าวทีใ่ห้ความอนเุคราะห์เช้ือรา B. oryzae 

ศนูย์วิทยาศาสตร์ข้าวทีใ่ห้ความอนเุคราะห์เมลด็พนัธ์ุ

ข้าว และภาควชิาโรคพชื คณะเกษตร ก�ำแพงแสน 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน 

ที่เอื้อเฟื้อสถานที่ในการท�ำงานวิจัย

เอกสารอ้างอิง
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