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การจ�าแนกเชื้อรา Pyricularia species ที่แยกจากข้าวและหญ้าด้วยลักษณะ 
สัณฐานวิทยา และ Pot2 rep–PCR

Identification of Pyricularia Species Isolated from Rice and Grasses using 
Morphological Characteristics and Pot2 rep–PCR
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ABSTRACT: Forty-two strains of Pyricularia were isolated from rice and grasses collected from 
selected areas in 16 provinces of Thailand. Fungal identification was studied on the basic of 
the conidial characteristics and host plant varieties. The conidial sizes of the fungal pathogens 
derived from rice (20.89 – 28.14 × 7.39 – 10.50 µm) are larger than those of all isolates derived 
from grasses (18.12 – 24.93 × 5.27 – 9.77 µm). In addition, conidial average sizes of isolates 
derived from neck blast (20.89 – 28.14 x 7.60  –10.50 µm) are larger than those of the isolates 
isolated from leave (18.12 – 26.51 × 5.27 – 9.77 µm). Differentiations on the basis of the conidial 
shape were divided into six groups, but the shape, length and width of conidia are slightly 
different from those groups, resulting to morphologically unsuccessful identification. Molecular 
data for genetic relationships using the Pot2 rep–PCR technique revealed that five isolates of 
Pyricularia grisea were discovered from grasses, whereas thirty-seven isolates of  
P. oryzae were found from both grasses and rice. Additionally, the genetic characteristics of the 
fungal isolates have partially similar sequences that are highly similar among isolates. Due to 
the high genetic diversity of Pyricularia species, the data showed that the conidial characters 
and molecular genetic evidence are incongruent. 

Keywords: Rice blast disease, morphology, Pyricularia spp., rice, grasses, Pot2 rep-PCR

Agricultural Sci.  J. (2018)  Vol. 49(1): 27–43                                    ว. วิทย. กษ. (2561) 49(1): 27–43



การจ�าแนกเชื้อรา Pyricularia species ด้วยสัณฐานวิทยา และ Pot2 rep–PCR>>

28 Agricultural Sci. J. 2018 Vol. 49 (1) 

บทคัดย่อ

เชือ้รา Pyricularia spp. จ�านวน 42 ไอโซเลท 
ถูกแยกจากตัวอย่างข้าวและหญ้าที่ เก็บรวบรวม 
จากพื้นที่คัดเลือกใน 16 จังหวัดของประเทศไทย โดย
ใช้ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของโคนเิดีย รวมทัง้การใช้
พืชอาศัยในการแยกกลุ ่มของเชื้อโรคไหม้ ผลการ
ทดลองพบว่า ขนาดโคนเิดียของเชือ้รา (20.89 – 28.14 
× 7.39 – 10.50 µm) ที่แยกได้จากข้าว มีขนาดใหญ่
กว่าเชื้อรา (18.12 – 24.93 x 5.27 – 9.77 µm) ที่
แยกได้จากหญ้า นอกจากนี้ขนาดของโคนิเดียของ 
โรคไหม้คอรวง (20.89 – 28.14 × 7.60 – 10.50 µm) 
มขีนาดใหญ่กว่าโคนเิดียทีแ่ยกได้จากโรคใบไหม้ (18.12 
– 26.51 × 5.27 – 9.77 µm) ส่วนการใช้ลักษณะทาง
รูปร่างโคนิเดียสามารถแบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม ซึ่งมี
ลกัษณะแตกต่างกนัเพยีงเลก็น้อยจึงท�าให้ไม่สามารถใช้
ในการจัดจ�าแนกได้ ส่วนผลการศึกษาการจ�าแนกทาง
อณูชีววิทยาเพื่อหาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้
เทคนคิ Pot2 rep–PCR พบว่า เชือ้ Pyricularia grisea 
มีจ�านวน 5 ไอโซเลท จากตัวอย่างหญ้า ในขณะที ่
เช้ือ Pyricularia oryzae มีจ�านวน 37 ไอโซเลท 
ที่พบทั้งในหญ้าและข้าว ซึ่งเชื้อโรคไหม้ในกลุ่มนี้มีทั้ง
เชื้อที่แยกได้จากข้าวและเชื้อที่แยกได้จากหญ้าปะปน
กัน ผลการศกึษาแสดงให้เหน็ว่า ลกัษณะทางพนัธกุรรม
ของตัวอย่างเชื้อกลุ ่มน้ีมีบางส่วนของล�าดับเบสที่
คล้ายคลึงกัน เนื่องจากเชื้อราท่ีถูกน�ามาศึกษามีความ
หลากหลายทางพนัธกุรรมสงูจึงท�าให้ผลการทดลองโดย
ใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคนิเดีย ให้ผลที่ไม่
สอดคล ้องกับผลการศึกษาโดยใช ้ลักษณะทาง
พันธุกรรมโดยใช้เทคนิคทางอณูชีววิทยา 

ค�าส�าคัญ: โรคไหม้ข้าว, สัณฐานวิทยา, Pyricularia 
spp., ข้าว, พืชอาศัย, Pot2 rep-PCR

บทน�า

รา Pyricularia spp. เป็นสาเหตขุองโรคไหม้
ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวได้หลากหลายชนิด (Luo and 
Zhang, 2013) พบการระบาดของโรคในทุกพื้นที่ของ
การปลูกข้าวอย่างกว้างขวางและเป็นโรคที่ส�าคัญพบ
การระบาดในพืน้ท่ีการเพาะปลกูข้าวทัว่โลก (Noriguni, 
2006; Motallebi et al., 2014; Yadav et al., 2017) 
ส�าหรับประเทศไทยนั้นมีการระบาดของโรคมากโดย
เฉพาะในพื้นท่ีปลูกข้าวภาคเหนือและภาคตะวันออก
เฉยีงเหนอื ซึง่มสีภาพภมูอิากาศและความชืน้เหมาะสม
ต่อการเข้าท�าลายของเชือ้ราโรคไหม้ ท�าให้ผลผลติข้าว
เสียหายได้มากกว่า 30% (Skamnioti and Gurr, 
2009) การเข้าท�าลายของเชื้อราโรคไหม้นี้สามารถเข้า
ท�าลายได้ทุกส่วนของต้นข้าว ทั้งในระยะต้นกล้าจนถึง
ระยะออกรวง โดยเฉพาะในระยะออกรวงมีผลให้มี
เปอร์เซ็นต์การติดเมล็ดน้อยลง น�้าหนักและขนาดของ
เมล็ดลดลง เชื้อรานี้สามารถจ�าแนกได้ 2 ชนิด คือ  
P. oryzae Cav. และ P. grisea (Cooke) Sacc. เชื้อ
ราท้ังสองชนิดนี้ มีลักษณะอาการและขนาดโคนิเดียท่ี
แตกต่างกนั โดยเชือ้ P. oryzae เป็นสาเหตขุองโรคไหม้
ในข้าวและหญ้าบางชนิด ส่วนเช้ือ P. grisea เป็นสาเหตุ
ของโรคไหม้ในหญ้าหลายชนิดและพืชอื่น ๆ เช่น วงศ์
กล้วย (Musaceae) วงศ์พทุธรกัษา (Cannaceae) วงศ์
กก (Cyperaceae) และวงศ์ขิง (Zingiberaceae) 
(Chandrasrikul and Srijumpa, 1999) และ (Murata 
et al., 2014) เชือ้นีม้กีารสร้างโคนิเดยีมลีกัษณะรปูร่าง
ไม่แน่นอน อาจเป็น pyriform หรอื obclavate ปลาย
ยอดของโคนเิดยีมีลกัษณะแหลม (tapering) ม ี3 เซลล์ 
บางครั้ งตรงผนั ง ก้ัน  ( septate )  อาจจะเว ้ า 
(constricted) เล็กน้อย ซ่ึงมีลักษณะใส ไม่มีสี 
(hyaline) (Ou, 1973) นอกจากนี้ Giatgong and 
Frederiksen (1969) ได้ศึกษาความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมของเช้ือราโรคไหม้ โดยพบว่ามีสาเหตุของ
ความแปรปรวนมาจากการกลายพันธุ์และการสืบพันธุ์
แบบไม่อาศัยเพศท�าให้เกิดเช้ือสายพันธุ์ใหม่ ๆ ส่งผล
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ให้เชือ้รามกีารปรบัตัวได้อย่างรวดเรว็ในการเข้าท�าลาย
ข้าว Mekwatanakarn et al. (2000) ได้มีการศึกษา
ประชากรเชื้อโรคไหม้ในประเทศไทย พบว่า เชื้อโรค
ไหม้ในประเทศไทยมีความแปรปรวนและหลากหลาย
มากกว่าแหล่งปลูกข้าวอื่น ๆ ของโลก เชื้อรามีความ
แตกต่างกันไปตามแหล่งปลูกข้าว ฤดูปลูก และระยะ
การเจริญเติบโตของข้าว ปัจจุบันมีการศึกษาความ
หลากหลายของเชื้ อราสา เหตุ โ รคไหม ้ โดยใช ้
เครือ่งหมายโมเลกุลอย่างกว้างขวางเนือ่งจากผลทีไ่ด้มี
ความถูกต้องแม่นย�า George et al. (1998) และ 
Mithrasena et al. (2012) ได้มกีารน�าไพรเมอร์ Pot2 
มาใช้ในปฏกิิริยา Polymerase chain reaction (PCR) 
มาใช้ในการศึกษาเชื้อสาเหตุโรคไหม้ในประเทศ
ฟิลิปปินส์ อินเดีย และศรีลังกา โดยพบว่า ไพรเมอร์ 
Pot2 ในปฏิกิริยา PCR สามารถแยกความแตกต่าง 
ของเชือ้โรคไหม้ทีเ่ข้าท�าลายในพชือาศยัข้าว และหญ้า 
อื่น ๆ ได้

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อสาเหตุโรคไหม้
จ�านวน 42 ไอโซเลทที่คัดแยกได ้ ด ้วยเทคนิค 
Repetitive sequence-based Polymerase Chain 
Reaction (rep-PCR) เทียบกับการใช้ลักษณะทางรูป
ร่างโคนิเดียมาช่วยในการจัดจ�าแนก โดยเชื้อราที่เป็น
สาเหตโุรคไหม้ถกูเกบ็รวบรวมจากพืน้ทีค่ดัเลอืกท่ีปลกู
ข้าวของประเทศไทย ซึ่งข้อมูลที่ได้น่าจะช่วยอธิบาย
และตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ประชากรเชื้อราสาเหตุโรคไหม้

อุปกรณ์และวิธีการ

1. ส�ารวจและเก็บตัวอย่างโรคพืช
เก็บตัวอย่างข้าวและหญ้าที่แสดงอาการใบ

ไหม้ ไหม้คอรวง และอาการไหม้ทีก่าบใบ ข้อต่อของใบ
และล�าต้น จากแหล่งปลูกข้าวในประเทศไทย จ�านวน 
16 จังหวัดในปี 2554–2558 น�าตัวอย่างข้าวและหญ้า

มาแยกเช้ือรา Pyricularia spp. ให้บริสุทธ์ิในห้อง
ปฏิบัติการ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ (Table 1) จากนั้นท�าการน�าตัวอย่างดัง
กล่าวมาศึกษาเช้ือราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง โดยใช้ 
moist chamber และใช้เข็มเขี่ยส่วนของเชื้อรามาท�า
สไลด์และถ่ายรูป พร้อมท้ังวัดขนาด ความยาวและ
ความกว้างของโคนิเดีย

2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา
2.1 แยกเชือ้ราจากพชืโดยการน�าชิน้ส่วนของ

พืชที่เป็นโรคแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
(sodium hypochlorite) ที่ความเข้มข้น 0.5 
เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที ล้างชิ้นพืชด้วยน�้ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง จากนั้นซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชูนึ่ง
ฆ่าเช้ือ วางช้ินส่วนพืชบนกระดาษทิชชูท่ีหยดด้วยน�้า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อพอชื้นในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อกระตุ้นให้เชื้อ
ราสร้างสปอร์และน�ามาแยกสปอร์เดีย่ว (single spore) 
ตามวิธีการของ Yulin et al. (2009) โดยการเตรียม 
สปอร์แขวนลอย (spore suspension) ด้วยน�า้กลัน้นึง่
ฆ่าเชื้อ แล้วหยดสปอร์แขวนลอยปริมาตร 100 µl บน
อาหาร Water Agar (WA) (บรษิทั HiMedia , ประเทศ
อินเดีย) และใช้แท่งแก้วรูปตัวแอล (L) เกลี่ยให้ทั่วผิว
หน้าอาหาร บ่มเช้ือราท่ีอุณหภูมิ 28°C เป็นเวลา  
12–24 ชั่วโมง จากนั้นน�ามาส่องภายใต้กล้อง stereo 
microscope รุ่น SZ2–ILST (บริษัท Olympus, 
ประเทศญี่ปุ่น) แล้วใช้เข็มเข่ียปลายแหลมตักสปอร์
เดี่ยวที่พบการงอก germ tube ไปเลี้ยงในอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) (บริษัท HiMedia, 
ประเทศอนิเดยี) ทีอ่ณุหภมู ิ28°C เมือ่เชือ้ราเจรญิ และ
สร้างสปอร์จึงเก็บเช้ือราลงบนอาหาร PDA ในหลอด
ทดลอง (PDA–slant agar) รักษาเช้ือราโดยการเก็บ
แบบแห้งบนกระดาษกรอง

2.2 ศึกษาลักษณะอาการของโรค และแยก
เช้ือราโดยตรงจากเนือ้เยือ่พืช โดยท�า moist chamber 
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บ่มทีอ่ณุหภูม ิ28°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อพบเชื้อรา
สร้างเส้นใยหรือโคนิเดีย ใช้เข็มเข่ียส่วนของเชื้อรามา
วางบนสไลด์ หยดด้วยสารละลาย Shear’s mounting  
ปิดทับด้วย cover slip หรือใช้ใบมีดผ่าตัด (scalpel) 
ตดัขวางชิน้ส่วนพชืให้บาง ๆ และตรวจดูลกัษณะต่าง ๆ 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ถ่ายรูปด้วยกล้องจุลทรรศน์รุ่น 
Carl Zeiss Scope A.1 (บรษิทั Carl Zeiss Microscopy 
GmbH, ประเทศเยอรมันนี) และวัดขนาดโคนิเดียโดย
สุ่มโคนิเดียที่เจริญเต็มที่จ�านวน 200 โคนิเดียต่อไอโซ
เลท วัดขนาดด้วยด้วยโปรแกรมวัดขนาด Carl Zeiss 
Vision Axio Vision 4

3. ศึกษาความหลากหลายของราสาเหตุโรคไหม้ใน
ข้าวและหญ้าด้วยเทคนิค rep-PCR

3.1 การสกดั DNA จากเส้นใยของเชือ้รา เลีย้ง
รา Pyricularia spp. จ�านวน 42 ไอโซเลทบนอาหาร 
PDA เป็นเวลา 7–10 วัน จากนั้นขูดเส้นใย และสปอร์
ปริมาณ 50 mg เพ่ือสกัด DNA โดยวิธีสกัด DNA 
ประยุกต์มาจากวิธีของ George et al. (1998) โดยบด
เส้นใยปริมาณ 50 mg ในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 ml ในสารละลาย (50 mM Tris–HCl, 50 
mM EDTA, 200 mM NaCl, pH 8.0) ปริมาตร 300 µl 
เติม 1% β-Mercapto-ethanol ใส่ลูกเหล็ก 2 ลูกใน
หลอด น�าเข้าเครื่องตี เป็นเวลา 4 นาที แล้วเติม 
Solution II (Lysis buffer, 1M Tris-HCl, 50 mM 
EDTA, 2.25% SDS) ปริมาตร 300 µl ผสมให้เข้ากัน
โดยการพลิกหลอด จากน้ันเติม Solution I I I 
(Presipitation solution, 5M Potassium Acetate, 
3M Glacial acetic acid) ปริมาตร 192 µl พลกิหลอด 
10 คร้ังเตมิ chloroform : isoamyl alcohol ปรมิาตร 
300 µl พลิกกลับหลอด แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบ 
เป็นเวลา 5 นาที ของเหลวแยกชั้น ดูดส่วนใสด้านบน 
(supernatant) ปริมาตร 500 µl ใส่หลอดใหม่ เติม 
Isopropanol 500 µl พลิกหลอด 10 ครั้ง ปั่นเหวี่ยง
ที ่13,000 รอบ เป็นเวลา 5 นาท ีดูดส่วน supernatant 
ทิ้งแล้วล้างตะกอน DNA ด้วย 70% ethanol จ�านวน 

2 ครั้งตากตะกอนไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้องและละลาย 
DNA ด้วยน�้าผสม RNase 10 µg/ml ปริมาตร 50 µl 
จากนั้นเก็บสารละลาย DNA ท่ี –20°C ตรวจสอบ
คุณภาพและปริมาณของ DNA ด้วยการเปรียบเทียบ
ความเข้มของแถบ DNA ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 
ใน 2% อะกาโรส กับ DNA มาตรฐาน GeneRuler  
1 kb DNA ladder (บรษัิท Thermo Fisher Scientific, 
ประเทศสหรฐัอเมรกิา) ในสารละลาย 0.5x TAE buffer 
ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 20 นาที ย้อมและ
ตรวจสอบความเข้มของแถบ DNA โดยใช้เครื่อง Gel 
documentation (บริษัท Syngene : Bio imaging 
systems : G–box, ประเทศสหรัฐอเมริกา)

3.2 การเพิ่มปริมาณ DNA โดยใช้เทคนิค 
rep–PCR น�าสารละลาย DNA มาเพิ่มปริมาณ DNA 
ในเครื่องเทอร์มอไซเคลอร์รุ ่น Arktik Thermal  
Cycler (บริษัท Thermo Fisher Scientific,  
ประเทศสหัฐอเมริกา) โดยใช ้ ไพรเมอร ์  Pot2  
ความเข้มข้นเส้นละ 200 Picomolar (Pot2–1; 5’ 
CGGAAGCCCTAAAGCTGTTT 3’ และ Pot2–2; 5’ 
CCCTCATTCGTCACAC GTTC 3’) สารละลาย DNA 
ความเข้มข้น 100 ng, 2x PCR Master mix (i–Taq) 
(บริษัท iNtRON Biotechnology, ประเทศเกาหลี)  
10 µl โดยมีปริมาตรสุดท้าย 20 µl ปฏิกิริยา PCR คือ 
initial อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 5 นาที จ�านวน 1 รอบ  
denaturation ที่อุณหภูมิ 95°C เป็นเวลา 1 นาที 
annealing ที่อุณหภูมิ 56°C เป็นเวลา 2 นาที และ 
extension ท่ีอุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 3 นาที 
ท�าปฏิกิริยาจ�านวน 35 รอบ และ final extension ที่ 
72°C เป็นเวลา 5 นาท ีจ�านวน 1 รอบ ตรวจสอบขนาด
ชิ้น DNA ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟริซิสใน 2% อะกาโรส 
ทีม่คีวามยาวเจล 30 เซนตเิมตร โดยเปรียบเทยีบขนาด
ของ DNA กับ GeneRuler 1 kb (บริษัท Thermo 
Fisher Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยกระแส
ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 30 นาท ีและเทยีบ
ขนาดกับ DNA มาตรฐานตรวจเช็คแถบแบนของ PCR 
โดยการย้อมเจลด้วย 10 µg/ml เอธเิดยีมโบรไมด์ และ



ส.วก.ท.

วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 49 ฉบับที่ 1 มกราคม -  เมษายน 2561 31

ตรวจสอบความเข้มของแถบ DNA โดยใช้เครือ่ง Gel 
documentation (บริษัท Syngene: Bio imaging 
systems : G–box, ประเทศสหรฐัอเมรกิา)

3.3 การวเิคราะห์ข้อมลูความหลากหลายทาง
พนัธกุรรมและจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรค
ไหม้โดยวิธี Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean (UPGMA) ด้วยโปรแกรมส�าเรจ็รปู  
NTSYSpc 2.02 (Numerical Taxonomy and 
Multivariate Analysis System) (บรษัิท Biostatistics 
Inc., ประเทศสหรัฐอเมริกา) เพ่ือค�านวนค่าความเหมอืน
ทางพันธุกรรม หรือ (Genetic Similarity) ของการ
วิเคราะห์เป็น SimInt (similarity for interval data) 
โดยใช้ค่า Canberra ‘s similarity coefficient เพือ่
สร้างแผนภาพความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชือ้
โรคไหม้ โดยใช้วิธ ีSHAN (Sequential, hierarchical, 
agglomerative, and nested clustering method) 
เป็นการจดักลุม่ จากนัน้ใช้โปรแกรม Graphics ด้วยวธิี 
Tree plot เพ่ือสร้าง dendrogram เพือ่น�ามาจดักลุม่
ประชากรเชือ้ราสาเหตุโรค

ผลการทดลองและวิจารณ์

ผลการทดลอง

1. ส�ารวจและเก็บตัวอย่างโรคพืช
ผลการส�ารวจรวบรวมและเกบ็ตวัอย่างสาเหตุ

โรคพืชที่เกิดจากรา Pyricularia spp. ได้ตัวอย่างโรค
พืชท้ังหมด 42 ไอโซเลท จากข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 พันธุ์ กข10 กข15 กข47 สุพรรณบุรี และเจ๊กเชย 
และหญ้าในประเทศไทย เช่น  หญ้าขน หญ้าชันกาด 
หญ้าตีนกา หญ้าขจรจบดอกเหลือง หญ้าขจรจบดอก
ม่วง หญ้าเนเปีย หญ้ากระดูกไก่ หญ้าแดง และหญ้า
เหลก็ไผ่ เป็นต้น โดยตวัอย่างข้าวและหญ้ามาจากพืน้ที่
คัดเลือก ใน 16 จังหวัด คือ กรุงเทพมหานคร จันทบุรี 
ฉะเชงิเทรา เชียงราย นครราชสมีา บรุรีมัย์ มหาสารคาม 
ร้อยเอ็ด ลพบุรี ล�าพูน ราชบุรี ศรีสะเกษ สระบุรี 
สุราษฎร์ธานี สุรินทร์ และอุบลราชธานี (Table 1)   
ผลการทดลองดังนี้
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2. การจดัจ�าแนกลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเชือ้รา
โรคไหม้

2.1 เปรยีบเทียบขนาดของโคนิเดียโดยแบ่ง
ตามพชือาศยัข้าวและหญ้า

จากการเปรยีบเทยีบขนาดของโคนเิดยีโดยแบ่ง
ตามพืชอาศยัข้าวและหญ้าพบว่าความยาวของโคนเิดีย 
พบว่า 29 ไอโซเลททีแ่ยกได้จากข้าวมคีวามยาวของโคนิ
เดยี เท่ากบั 20.89 + 0.13 – 28.14 + 0.08 µm และ

ความกว้างของโคนเิดยี เท่ากบั 7.39 + 0.04 – 10.50 
+ 0.05 µm ตามล�าดบั ในหญ้าจ�านวน 14 ไอโซเลท  
มคีวามยาวของโคนเิดยี 18.12 + 0.10 – 24.93 + 0.14 
µm และความกว้างของโคนเิดยี 5.27 + 0.05 – 9.77 + 
0.05 µm ตามล�าดบั จากการทดลองพบว่า ค่าเฉลีย่ของ
ความยาวและความกว้างของโคนเิดยีมคีวามแตกต่างกนั 
โดยโคนเิดียทีแ่ยกได้จากข้าวจะมขีนาดใหญ่กว่าทีแ่ยกได้
จากหญ้าแสดงดัง Table 2

Table 2  Conidial size of Pyricularia spp. from rice and grasses

Host Isolate number Average Size (µm)

Length Width

rice BRMR–00, BRMR–05, CCOR–18, CCOR–19, CRIR–25, CTIR–26, 
LPNR–16, LRIR–00, LRIR–34, LRIR–35, LRIR–36, LRIR–37, LRIR–45, 
MKMR–24, NMAR–4, NMAR–11, NMAR–44, RBRR–23, RETR–10, 
SSKR–00, SRNR–00, UBNR–22, UBNR–08, UBNR–06, UBNR–02, 
UBNR–03, UBNG–14, UBNR–09

20.89 + 0.13  
28.14 + 0.08

7.39 + 0.04  
10.50 + 0.05

grasses BKKG–20, BKKG–42, CCOG–21, NMAG–31, NMAG–32, RETG–13, 
SNIG–17, SNIG–27, SNIG–38, SNIG–40, SNIG–41, SRIG–43, UBNG–6.1, 
UBNG–3.1

18.12 + 0.10  
24.93 + 0.14

5.27 + 0.05  
9.77 + 0.05

CRIR = Chiang Rai Rice, LPNR = Lamphun Rice, NMAG = Nakhon Ratchasima Grass, NMAR = Nakhon 
Ratchasima Rice, BRMR = Buri Ram Rice, SRNR = Surin Rice, SSKR = Si Sa Ket Rice, MKMR = Maha 
Sarakham Rice, RETR = Roi Et Rice, RETG = Roi Et Grass, UBNR = Ubon Ratchathani Rice, UBNG = Ubon 
Ratchathani Grass, BKKG = Bangkok Grass, SRIG = Sara Buri Grass, LRIR = Lop Buri Rice, RBRR = Ratchaburi 
Rice, CCOR = Chachoengsao Rice, CCOG = Chachoengsao Grass, CTIR = Chanthaburi Rice, SNIG = Surat 
Thani Grass   

2.2 เปรียบเทียบลักษณะของโคนิเดียโดยใช้
ลักษณะอาการของโรคที่เกิดกับพืช เช่น ใบไหม้ (leaf 
blast) ไหม้คอรวง (neck blast) และ กาบใบไหม้ 
(collar blast) 

จากการเปรยีบเทยีบลกัษณะของโคนเิดียโดย
ใช้ลกัษณะอาการของโรคในข้าวและหญ้า พบว่า อาการ
ของโรคใบไหม้ จ�านวน 22 ไอโซเลท  มีความยาวของ

โคนเิดยี 18.12 + 0.70 – 26.51 + 0.13 µm และความ
กว้างของโคนเิดีย 5.27 + 0.05– 9.77 + 0.05 µm 
อาการของโรคไหม้คอรวงในข้าว จ�านวน 21 ไอโซเลท  
มคีวามยาวของโคนเิดยี 20.89 + 0.20 – 28.14 + 0.08 
µm และความกว้างของโคนเิดยี 7.60 + 0.07 – 10.50 
+ 0.05 µm ตามล�าดับ กาบใบไหม้ 1 ไอโซเลท 
(CCOR–19) ความยาวของโคนเิดยี 22.34 + 0.11 µm 
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และขนาดของความกว้างโคนิเดีย 8.28 + 0.03 µm 
จากการทดลองพบว่า ค่าเฉลี่ยของความยาวและ
ความกว ้างโคนิ เดียจะมีความแตกต ่างกันโดย 
โคนิเดียที่แยกได้โรคไหม้คอรวงมีขนาดใหญ่ท่ีสุด 

เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทที่แยกได้จากโรคใบไหม้  
ในส่วนของกาบใบหรือข้อต่อของใบไหม้ และ 1  
ไอโซเลท ไม่สามาถน�ามาเปรียบเทียบได้แสดงดัง 
Table 3

Table 3 Comparison of conidial characteristics based on the disease symptoms

 Symptoms Isolate number Average Size (µm)

Length Width

Leaf blast BKKG–20, BKKG–42, CCOG–21, CCOR–18, LRIR–34, 

LRIR–35, LRIR–36, LRIR–37,NMAG–31, NMAG–32, NMAR–

44, RBRR–23, RETG–13, SNIG–17, SNIG–27, SNIG–38, 

SNIG–40, SNIG–41, SRIG–43, UBNG–6.1, UBNG–3.1

18.12 + 0.10 

26.51 + 0.13

  5.27 + 0.05 

  9.77 + 0.05

Neck blast BRMR–00, BRMR–05, CRIR–25, CTIR–26, LPNR–16,  

LRIR–00, LRIR–45, MKMR–24, NMAR–4, NMAR–11, 

RETR–10, SSKR–00, SRNR–00, UBNR–22, UBNR–08, 

UBNR–06, UBNR–02, UBNR–03, UBNG–14, UBNR–09

20.89 + 0.20 

28.14 + 0.08

  7.60 + 0.07

10.50 + 0.05

Collar blast CCOR–19 22.34 + 0.11   8.28 + 0.03

CRIR = Chiang Rai Rice, LPNR = Lamphun Rice, NMAG = Nakhon Ratchasima Grass, NMAR = Nakhon 
Ratchasima Rice, BRMR = Buri Ram Rice, SRNR = Surin Rice, SSKR = Si Sa Ket Rice, MKMR = Maha 
Sarakham Rice, RETR = Roi Et Rice, RETG = Roi Et Grass, UBNR = Ubon Ratchathani Rice, UBNG = Ubon 
Ratchathani Grass, BKKG = Bangkok Grass, SRIG = Sara Buri Grass, LRIR = Lop Buri Rice, RBRR = Ratchaburi 
Rice, CCOR = Chachoengsao Rice, CCOG = Chachoengsao Grass, CTIR = Chanthaburi Rice, SNIG = Surat 
Thani Grass   

2.3 เปรียบเทียบลักษณะของโคนิเดียโดยใช้
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา โดยประเมนิลกัษณะของรปู
ร่าง (conidial shape) จ�านวนผนังก้ัน (septation) 
รวมทัง้ลักษณะของ hilum ทีฐ่านโคนเิดยีและลกัษณะ
ของเซลล์ที่ปลายโคนิเดีย จากการทดลองเปรียบเทียบ
ลักษณะของโคนิเดียโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
โดยประเมนิจากลกัษณะทางรปูร่าง พบโคนเิดีย 6 กลุม่
แสดงดัง Table 4 และ Figure 1 คือ 

   กลุม่ท่ี 1 โคนิเดยีมรูีปร่าง pyriform มี 
hilum บริเวณฐานโคนิเดียสั้นและลักษณะของเซลล์
บริเวณปลายโคนิเดยียาวและแหลม มจี�านวน 8 ไอโซเลท 

คดิเป็น 18 เปอร์เซน็ต์ จากจ�านวนไอโซเลททัง้หมด ซึง่
แยกเชื้อราสาเหตุโรคได้จากหญ้า ในกลุ่มของหญ้า
ขจรจบ 

  กลุ่มที่ 2 โคนิเดียมีรูปร่าง pyriform มี 
hilum บริเวณฐานโคนิเดียสั้นและลักษณะของเซลล์ที่ 
2 จะกว้าง ตรงผนังกั้นจะเว้าเล็กน้อย บริเวณปลายโค
นิเดียแหลม มีจ�านวน 3 ไอโซเลท (7 เปอร์เซ็นต์) ซึ่ง
แยกเชื้อราสาเหตุโรคได้จากไหม้คอรวงข้าว 

  กลุ่มที่ 3 โคนิเดียมีรูปร่าง pyriform มี 
hilum บริเวณฐานโคนิเดียสั้น โคนิเดียขนาดเล็ก มี
จ�านวน 7 ไอโซเลท (15 เปอร์เซ็นต์)  ซ่ึงแยกเช้ือรา
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สาเหตุโรคได้จากไหม้คอรวงข้าวและใบไหม้หญ้า 
  กลุ ่มท่ี 4 โคนิเดียมีรูปร่าง pyriform  

ม ีhilum บรเิวณฐานโคนิเดียยาวและลกัษณะของเซลล์
บริเวณปลายโคนิเดียแหลม มีจ�านวน 5 ไอโซเลท (11 
เปอร์เซน็ต์) ซ่ึงแยกเช้ือราสาเหตโุรคได้จากใบไหม้ ไหม้
คอรวงกาบใบหรือข้อต่อของใบไหม้ และข้อต่อของ
ล�าต้นไหม้ในข้าว 

  กลุ ่มท่ี 5 โคนิเดียมีรูปร่าง pyriform  
ม ีhilum บรเิวณฐานโคนเิดยีสัน้และลกัษณะของเซลล์

บริเวณปลายโคนิเดียแหลม มีจ�านวน 21 ไอโซเลท 
(47 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแยกเชื้อราสาเหตุโรคได้จากใบไหม้ 
ไหม้คอรวงกาบใบหรือข้อต่อของใบไหม้ และข้อต่อ 
ของล�าต้นไหม้ในข้าว 

  กลุ ่มท่ี 6 โคนิเดียมีรูปร่าง narrowly 
obclavate มี hilum บริเวณฐานโคนิเดียสั้น โคนิเดีย
เซลล์ท่ี 1–3 มีความกว้างใกล้เคียงกัน มีจ�านวน 1  
ไอโซเลท (2 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งแยกเชื้อราสาเหตุโรค 
ได้จากหญ้าเหล็กไผ่ยังไม่มีรายงานในประเทศไทย 

Table 4  Conidial shape of Pyricularia spp. Isolates

Group Conidia shape Isolate number Average Size (µm)

Length Width

I pyriform shape with hilum at 
the base of conidia, and the 
third cell is long and tapering 

BKKG–20, BKKG–42, CCOG–21, 
NMAG–32, RETG–13, SNIG–27, SNIG–
40, UBNG–3.1

21.80 + 0.20 
27.47 + 0.23

7.64 + 0.03
8.03 + 0.03

II pyriform shape with hilum at 
the base of conidia, and the 
second cell is constricted 

BRMR–00, SRNR–00, UBNR–22 26.65 + 0.16 
28.14 + 0.08

  8.42 + 0.05
10.50 + 0.05

III pyriform shape with a hilum 
on the small conidia

CTIR–26, NMAG–31, NMAR–44, SNIG–
17, SNIG–41, SRIG–43, UBNG–6.1

18.12 + 0.10 
21.02 + 0.12

6.83 + 0.04
9.77 + 0.05

IV pyriform shape with long 
hilum at the base of the 
conidia 

LRIR–34, LRIR–37, LRIR–45, 
SSKR–00

23.20 + 0.12 
26.62 + 0.18

7.39 + 0.04
8.62 + 0.05

V pyriform shape with short 
hilum at the base of the 
conidia 

BRMR–05, CCOR–18, CCOR–19, 
CRIR–25, LPNR–16, LRIR–00, LRIR–35, 
LRIR–36, MKMR–24, NMAR–4, NMAR–
11, RBRR–23, RETR–10, UBNR–08, 
UBNR–06, UBNR–02, UBNR–03, 
UBNG–14, UBNR–09

21.20 + 0.12  
27.25 + 0.19

7.60 + 0.07
9.51 + 0.05

VI narrowly obclavate with hi-
lum   1–3 cells similar width

SNIG–38 22.19 + 0.24 5.27 + 0.05

CRIR = Chiang Rai Rice, LPNR = Lamphun Rice, NMAG = Nakhon Ratchasima Grass, NMAR = Nakhon 
Ratchasima Rice, BRMR = Buri Ram Rice, SRNR = Surin Rice, SSKR = Si Sa Ket Rice, MKMR = Maha 
Sarakham Rice, RETR = Roi Et Rice, RETG = Roi Et Grass, UBNR = Ubon Ratchathani Rice, UBNG = Ubon 
Ratchathani Grass, BKKG = Bangkok Grass, SRIG = Sara Buri Grass, LRIR = Lop Buri Rice, RBRR = Ratchaburi 
Rice, CCOR = Chachoengsao Rice, CCOG = Chachoengsao Grass, CTIR = Chanthaburi Rice, SNIG = Surat 
Thani Grass   
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Figure 1  Conidial characteristics of Pyricularia spp. under the light microscope. Group I (1–3), Group 
II (4–6), Group III (7–9), Group IV (10–12), Group V (13–15), and Group VI (16) 



การจ�าแนกเชื้อรา Pyricularia species ด้วยสัณฐานวิทยา และ Pot2 rep–PCR>>

38 Agricultural Sci. J. 2018 Vol. 49 (1) 

Figure 2  Dendrogram of 39 Pyricularia spp. isolated from rice and grasses

3. วเิคราะห์ความหลากหลายของเชือ้ราสาเหตโุรคไหม้
Figure 2 แสดงผลการวิเคราะห์ความหลาก

หลายของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ 42 ไอโซเลทที่แยกได้
จากข้าวและหญ้า โดยใช้เทคนิค Pot2 rep–PCR 
สามารถจดัความสัมพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้เป็น 
2 กลุ่มดังนี้ กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยเชื้อสาเหตุโรคไหม้
ที่แยกได้จากหญ้า มีจ�านวน 5 ไอโซเลท แบ่งออกเป็น 
กลุ่มย่อย 2 กลุ่มคือ กลุ่มที่ 1.1 จากเชื้อที่แยกได้จาก
หญ้า มีจ�านวน 1 ไอโซเลท คือ UBNG–6.1 กลุ่มที่ 1.2 
ประกอบด้วยเชือ้ทีแ่ยกได้จากหญ้า มจี�านวน 4 ไอโซเลท
คอื UBNG–3.1, NMAG–31, SNIG–41 และ BKKG–42 
กลุม่ที ่2 ประกอบด้วยเชือ้สาเหตโุรคไหม้ มจี�านวน 34 
ไอโซเลท ที่แยกได้จากหญ้าและข้าว ซึ่งแบ่งออกเป็นก
ลุ่มย่อย 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 2.1 ประกอบด้วยเชื้อที่แยก
ได้จากหญ้า มีจ�านวน 6 ไอโซเลท คือ BKKG–20, 
RETG–13, NMAG–32, CCOG–21, SRIG–43 และ 
SNIG–40 กลุ่มที่ 2.2 ประกอบด้วยเชื้อสาเหตุโรคไหม้ 

มีจ�านวน 28 ไอโซเลท ท่ีแยกได้จากข้าวท้ังหมด คือ 
BRMR–00, LRIR–45, SSKR–00, SRNR–00, UBNR–
22, UBNR–06, UBNR–08, UBNR–02, LRIR–34, 
LRIR–37, UBNR–14, NMAR–44, UBNR–09, 
MKMR–24, CCOR–18, CCOR–19, UBNR–03, 
RETR–10, LRIR–35, NMAR–4, LRIR–36, NMAR–11, 
LPNR–16, BRMR–05, CTIR–26, LRIR–00, CRIR–25 
และ RBRR–23 ตามล�าดับ

วิจารณ์

จากการวเิคราะห์ความหลากหลายของเช้ือรา
สาเหตุโรคไหม้ จ�านวน 42 ไอโซเลท โดยใช้พืชอาศัย
ในการแยกกลุ่มของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ คือข้าว และ
หญ้า พบว่า ค่าเฉลี่ยของความยาว และความกว้าง 
โคนิเดียมีความแตกต่างกัน โดยโคนิเดียของราสาเหตุ
โรคไหม้ทีแ่ยกได้จากข้าว (ยาว 20.89 + 0.13 – 28.14 
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+ 0.08 µm กว้าง 7.39 + 0.04 – 10.50 + 0.05 µm) 
มีขนาดใหญ่กว่าราสาเหตุโรคไหม้ท่ีแยกได้จากหญ้า 
(18.12 + 0.10 – 24.93 + 0.14 µm กว้าง 5.27 + 
0.05 – 9.77 + 0.05 µm) และการใช้ลักษณะอาการ
ของโรคที่เกิดกับพืช เช่น อาการใบไหม้ ไหม้คอรวง 
และกาบใบไหม้ พบว่า โคนิเดียที่แยกได้โรคไหม้ 
คอรวง (ยาว 20.89 +0.20 – 28.14 + 0.08 µm กว้าง 
7.60 + 0.07 – 10.50 + 0.05 µm) มีขนาดใหญ่กว่า
ที่แยกได้จากโรคใบไหม้ (ยาว 18.12 + 0.70 – 26.51 
+ 0.13 µm กว้าง 5.27 + 0.05 – 9.77 + 0.05 µm) 
จากการทดลองพบว่า ขนาดของโคนิเดียที่แยกได้จาก
ข้าว และมีอาการไหม้คอรวงจะมีขนาดใกล้เคียงกับ  
Ou (1973) ที่รายงานว่าเชื้อราสาเหตุโรคไหม้นี้มีการ
สร้างโคนเิดยีมขีนาดต้ังแต่ 8.1–10.3 x 19.2–27.3 µm 
ลักษณะรูปร่างไม่แน่นอน อาจเป็น pyriform หรือ 
obclavate ปลายยอดของโคนิเดียมีลักษณะแหลม 
บางครัง้ตรงผนงักัน้อาจจะเว้าเลก็น้อย ซึง่มลีกัษณะใส 
ไม่มีสี (hyaline) แต่ไม่สอดคล้องกับ Chandrasrikul 
and Srijumpa (1999) ที่รายงานว่า เชื้อ P. oryzae 
เป็นสาเหตุของโรคไหม้ในข้าว และหญ้าบางชนิด  
มีขนาดโคนิเดีย 17–23 (21.2) x 8–11 (7.6) µm ส่วน
เชื้อ P. grisea เป็นสาเหตุของโรคไหม้ในหญ้าหลาย
ชนิด มีขนาดโคนิเดีย 17–28 (20.9) x 6–9 (7.6) µm 
นอกจากนี้ การใช้ลักษณะลักษณะทางรูปร่างโคนิเดีย
ในการจัดจ�าแนก พบลักษณะโคนิเดีย 6 กลุ่ม แต่หลัก
เกณฑ์ดังกล่าวยังไม่สามารถจ�าแนกเชื้อราระดับสปีชีส์
ได้ จึงจ�าเป็นต้องใช้การจ�าแนกทางอณูชีววิทยาเพื่อ
หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยใช้เทคนิค Pot2 
rep–PCR พบว่า เชือ้สาเหตุโรคไหม้มคีวามหลากหลาย
ทางพันธุกรรม กลุ่มความสัมพันธ์ของพันธุกรรมเชื้อ 
ไม่ขึ้นอยู ่กับขนาดของโคนิเดีย แต่ไพรเมอร์ชนิดนี้
สามารถจัดกลุ่มของเช้ือที่แยกได้จากพืชอาศัยคือข้าว
และหญ้าได้อย่างชัดเจน (George et al., 1998) และ
จากการทดลองพบว่า ไพรเมอร์ Pot2 rep–PCR 
สามารถจดัความสมัพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้เป็น 
2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 เชื้อที่ท�าความเสียหายให้กับหญ้า 

(P. grisea) และกลุ่มที่ 2 เชื้อที่แยกได้จากหญ้า และ
ข้าว (P. oryzae) ซึง่สอดคล้องกบั Chandrasrikul and 
Srijumpa (1999) ที่จ�าแนกเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ออก
เป็น 2 ชนิด คือ P. oryzae Cav. และ P. grisea 
(Cooke) Sacc. เชื้อราทั้งสองมีลักษณะอาการและ
ขนาดโคนิเดียแตกต่างกัน โดยเชื้อ P. oryzae เป็น
สาเหตุของโรคไหม้ในข้าวและหญ้าบางชนิด ส่วนเชื้อ 
P. grisea เป็นสาเหตุของโรคไหม้ในหญ้าหลายชนิด
และพชือืน่ ๆ  Phumsathit (2001) ศกึษาความสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมระหว่างเช้ือท่ีแยกได้จากพืชอาศัยข้าว
และหญ้า พบว่า ตัวอย่างเชื้อรามีทั้งเชื้อที่แยกได้จาก
ข้าวและเชือ้ทีแ่ยกได้จากหญ้าจะมกีารผสมกันอยูเ่สมอ 
แสดงว่าลักษณะทางพันธุกรรมของตัวอย่างเช้ือรา 
P. oryzae และ P. grisea มีบางส่วนของล�าดับเบสที่
คล้ายคลึงกัน 

จากการทดลองพบว่า ไพรเมอร์ Pot2  
ไม่สามารถใช้แยกความแตกต่างของอาการของโรค 
ที่เกิดกับพืช และลักษณะทางรูปร่างของโคนิเดียได้  
ซ่ึงสอดคล้องกับ Chen et al. (2006) Faivre-
Rampant et al. (2008) และ Choi et al. (2013) ที่
รายงานว่า เชื้อ P. oryzae และเชื้อ P. grisea เชื้อทั้ง
สองนี้ไม่มีความแตกต่างกัน ไม่สามารถใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยามาจ�าแนกลักษณะของ conidium, 
perithecium และ ascospore ได ้แต ่เมื่อน�า 
Dendrogram มาใช้แยกความแตกต่างของเชือ้ P. grisea 
ที่เป็นสาเหตุของโรคไหม้ใน Digitaria spp. พบว่า  
เช้ือจะมลีกัษณะแตกต่างกัน

เช้ือราท่ีแยกจากแหล่งท่ีมาจากจังหวัด
เดียวกัน อ�าเภอเดียวกัน ปีเดียวกัน แต่ถูกจัดแยกกลุ่ม
กัน เช่น เชื้อราที่เก็บรวบรวมจาก จังหวัดอุบลราชธานี 
ในปี 2557 (UBNR–06, UBNR–02, UBNR–03 และ 
UBNR–14) พบว่า เช้ือราสาเหตุโรคไหม้กลุ่มนี้อาจมี
พันธุกรรมที่ต่างกัน ในจังหวัดเดียวกันอาจพบเชื้อ
สาเหตเุข้าท�าลายข้าวได้มากกว่า 1 ไอโซเลท สอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Uckarach et al. (2011) ที่รายงาน
ว่า เชือ้สาเหตโุรคไหม้ทีเ่ก็บจากจงัหวดัเดยีวกนัมคีวาม
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หลากหลายของระดับความรุนแรงในการก่อโรคที่ต่าง
กันไม่สามารถจัดกลุ่มร่วมกันได้ เชื้อราบางไอโซเลท 
ที่เก็บจากจังหวัดเดียวกันและปีเดียวกัน ถูกจัดอยู่ใน
กลุ่มเดียวกัน เช่น เชื้อราที่มีแหล่งที่มาจากจังหวัด
ฉะเชิงเทรา (CCOR–18 และ CCOR–19) แสดงให้เห็น
ว่า เชื้อราสาเหตุโรคไหม้นี้มีพันธุกรรมที่คล้ายกัน  
เช้ือราทีเ่ก็บจากจงัหวดัเดียวกันแต่ปีทีเ่ก็บต่างกนัถกูจัด
อยู ่ในกลุ ่มเดียวกัน คือ เชื้อราที่ เก็บจากจังหวัด
อุบลราชธานี (UBNR–22 และ UBNR–06) ซึ่งเก็บ
ตัวอย่าง ในปี พ.ศ. 2555 และ 2557 แสดงให้เห็นว่า
เชื้อรามีการระบาดซ�้าเป็นประจ�าทุกปีในพื้นที่เดียวกัน 
เนือ่งจากเชือ้ราน้ีมีการอยูข้่ามฤดู และมพีชือาศัยหลาย
ชนดิ อกีทัง้เชือ้ราสามารถด�ารงชพีอยูใ่นซากพชืได้ และ
โคนิเดียจะมีชีวิตอยู่ในเมล็ดข้าวได้นานที่สุดถึง 2 ปี 
(Ou, 1985) ดังนั้นจึงควรหลีกเลี่ยงการปลูกข้าวพันธุ์
เดียวกันซ�้าในในพื้นที่เดิม (Disthaporn, 1994) และ
นอกจากน้ี เชื้อรายังมีการแพร่กระจายไปยังพื้นที่อื่น
โดยอาศัยลม ฝน และการขนส่งสินค้าเกษตรต่าง ๆ 
(Ou, 1985) พบตัวอย่างที่มาจากต่างจังหวัด และ
ภูมิภาค แต่มีพันธุกรรมที่เหมือนกันคือเชื้อราที่แยกได้
จากไหม้คอรวง ในจังหวัดลพบุรี นครราชสีมา และ
ล�าพนู (LRIR–36, NMAR–11 และ LPNR–16) นอกจาก
นี ้ไม่พบตวัอย่างเชือ้ราทีแ่ยกได้จากวชัพชืชนดิเดียวกนั 
(RETG–13 และ UBNG–3.1) มีความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมที่เหมือนกันถึง 100% ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานของ Chen et al. (1995) การน�าไพรเมอร์ 
Pot2 มาใช้ในเทคนิค rep–PCR เป็นวิธีการที่มี
ประสิทธิภาพในการจัดจ�าแนกเชือ้โรคไหม้ทีเ่ข้าท�าลาย
ข้าว และหญ้าเน่ืองจากเป็นการน�าเทคนิคจาก PCR 
ท�าให้ง่ายต่อการจ�าแนก อีกทั้งยังใช้ปริมาณ DNA ของ
เชื้อราในขบวนการ PCR 

ในขณะเดียวกันการทดลองนี้พบว่า เทคนิค 
Pot2 rep–PCR ไม่สามารถตรวจพบขนาดชิ้นส่วน 
DNA ของเชื้อท่ีแยกได้จากหญ้าได้ 3 ไอโซเลทคือ 
SNIG–17, SNIG–27 และ SNIG–38 แต่เมื่อน�าเชื้อ 

ท้ัง 3 ไอโซเลทนี้มาแยกความหลากหลายในบริเวณ  
ITS ของ rDNA โดยใช้เทคนิค PCR พบว่า เมื่อเพิ่ม
ปริมาณ DNA ด้วยไพรเมอร์ ITS สามารถเพิ่มปริมาณ
ดี DNA ได้ทุกไอโซเลท โดยมีขนาดของช้ิน DNA 
ประมาณ 600 คู ่ เบสซ่ึงสอดคล ้องกับรายงาน 
ของ Bussaban et al. (2005) ที่ได้ศึกษาลักษณะ 
ทางโมเลกุล และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ 
Pyricularia และ allied genera บริเวณ ITS ท่ี
สามารถเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณ ITS ได้ขนาดชิ้น 
DNA มีจ�านวน 402–623 คู่เบส 

ในการทดลองนีพ้บว่า การใช้ Pot2 rep–PCR 
เฉพาะเจาะจงกับหญ้า แต่ในทางกลับกันพบว่า Pot2 
rep–PCR ยังไม่สามารถใช้ในการแยก และจัดกลุ่ม 
เชื้อราโรคไหม้ที่ท�าลายหญ้าได้ทั้งหมด ดังนั้นควรจะมี
การน�าเทคนคิ Microsatellite, SNPs หรือใช้ไพรเมอร์
ชนิดอื่นที่มีความเฉพาะเจาะจงมากกว่าน�ามาศึกษา 
เพิ่มเติม เช่น การใช้เครื่องหมายโมเลกุล Simple 
sequence repeat (SSR) หรือ microsatellite ของ 
Magnaporthe grisea microsatellite (MGM) ซึ่ง
พัฒนาขึ้นโดย Brondani et al. (2000), Kaye et al. 
(2003) และ Zheng et al. (2008) ต�าแหน่งของ
เคร่ืองหมายครอบคลุมทั้ง 7 โครโมโซมของเชื้อรา 
สาเหตุโรคไหม้ จากงานวิจัยของ Jaihom and 
Parinthawong (2014) ได้วิเคราะห์ความหลากหลาย
ร่วมกับจัดกลุ่มความแปรปรวนและความหลากหลาย
ทางคุณสมบัติการก่อโรค พบว่า เคร่ืองหมาย SSR  
มีศักยภาพดีและเหมาะสมในการใช ้ เ พ่ือศึกษา 
ความหลากหลายของเชื้อสาเหตุโรคไหม้ ที่ เก็บ
รวบรวมจากพื้นท่ีปลูกข้าวในประเทศไทย และเป็น
ข ้อมูลส�าคัญท่ีจะเป ็นประโยชน ์ต ่อนักปรับปรุง 
พันธุ ์ข ้าวต้านทานโรคไหม้ ในการเลือกใช้เช้ือรา
สาเหตุโรคส�าหรับทดสอบความต้านทานโรคของข้าว 
Yadav et al. (2017) ได้ใช้เทคนิค SNPs เพื่อศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมและค ้นหายีน
ต้านทานโรค และน�าไปคัดพันธุ์ต้านทานโรคใบไหม้ 
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พบว่า การใช้เทคนิคนี้มีความถูกต้อง เเม่นย�า และมี
ประสิทธิภาพ 

สรุป

การใช้พืชอาศัยเป็นตัวแบ่งประเภทพบว่า
ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของของโคนเิดยีมคีวามแตก
ต่างกัน โดยโคนิเดียที่แยกได้จากข้าวจะมีขนาดใหญ่
กว่าที่แยกได้จากพืชอาศัยอื่น ๆ และเม่ือใช้ลักษณะ
อาการของโรคทีเ่กดิกบัพชืพบว่าค่าเฉลีย่ของความยาว
และความกว้างโคนเิดียมคีวามแตกต่างกนั โดยโคนเิดยี
ทีแ่ยกได้จากอาการทีเ่กิดกบัคอรวง จะมขีนาดใหญ่กว่า
อาการที่เกิดขึ้นบนใบ เมื่อการวิเคราะห์ความหลาก
หลายของเชื้อราสาเหตุโรคไหม้ 42 ไอโซเลท ที่แยกได้
จากข้าว และหญ้า โดยใช้เทคนิค Pot2 rep–PCR 
สามารถจดัความสมัพนัธ์ของเชือ้สาเหตโุรคไหม้ได้เป็น 
2 กลุ่ม คือ พบเชื้อที่ท�าความเสียหายให้กับหญ้า และ

เชื้อที่แยกได้จากพืชตระกูลและข้าวพบเชื้อสาเหตุโรค
ไหม้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง กลุ่มความ
สัมพันธ์ของพันธุกรรมเชื้อไม่ได้ขึ้นอยู่กับแหล่งท่ีมีการ
ระบาดของโรคไหม้ พบว่า การใช้เทคนิค Pot2 rep-
PCR เป็นเครือ่งหมาย DNA ท่ีมศีกัยภาพดใีนระดบัหนึง่ 
และเหมาะสมในการใช้เพื่อศึกษาความหลากหลาย 
ของเชื้อสาเหตุโรคไหม ้ที่ เก็บรวบรวมจากพื้นที ่
ปลกูข้าวในประเทศไทย และการจดักลุม่ความสมัพนัธ์ 
ของเช้ือสาเหตุโรคไหม้ด้วยโปรแกรม NTSYSpc  
2.02
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