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ABSTRACT: Rice dirty panicle disease decreases both the quality and quantity of rice production 
in Thailand. Curvularia lunata is one of six fungal pathogens involved in the disease and the 
main causal agent based on disease survey data. The survey and sampling of rice dirty panicle 
disease were conducted in northern, eastern, central and southern Thailand including 194 fields 
in 20 provinces. One hundred and twenty two isolates of C. lunata were detected which were 
divided in to seven groups based on morphological characteristics. Physiological race was 
screened on 15 differential varieties of rice. Thirty three races from 40 isolates were identified 
which were divided into six groups by the CANBERRA method and UPGMA clustering using the 
Numerical Taxonomy System (NTSYS) pc. version 2.20e. The genetic variability of C. lunata was 
assessed by AFLP markers using nine primer combinations. The 121 polymorphic bands observed 
were analyzed using Dice’s similarity and UPGMA clustering method in NTSYS program. Eighteen 
isolates of C. lunata were separated into three groups with a 0.95 cophenetic correlation and 
a highly supportive bootstrap value.  The results indicated that C. lunata causing rice dirty 
panicle disease in Thailand has a high diversity, which must be taken into consideration in 
assessing varietal resistance.  
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                         บทคัดย่อ

โรคเมล็ดด่างข้าวเป็นโรคท่ีสร้างความเสยีหายต่อ
การผลิตข้าวของประเทศไทยเนื่องจากมีเชื้อราสาเหตุ
หลายชนดิ โดยเฉพาะเชือ้รา Curvularia lunata ทีม่ี
การส�ำรวจพบมากที่สุด การศึกษาในครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อประเมินความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของเชือ้รา C. lunata สาเหตโุรคเมลด็ด่างข้าว 
จากการส�ำรวจและเกบ็ตวัอย่างโรคเมลด็ด่างของข้าวจาก
พ้ืนทีเ่พาะปลกูข้าวท่ีส�ำคัญของประเทศไทยโดยสุม่เกบ็
ตวัอย่างจากภาคกลาง ภาคเหนอื ภาคตะวนัตก และภาค
ใต้ 20 จงัหวดั จ�ำนวน 194 แปลง สามารถแยกเชือ้รา 
C. lunata ได้ 122 ไอโซเลท จัดกลุม่ความสัมพนัธ์ได้ 7 
กลุม่ โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา ส�ำหรบัการ
จ�ำแนกสายพันธุ์ (physiological race) ของเชื้อรา  
C. lunata บนข้าวพันธุ์ทดสอบจ�ำนวน 15 พันธุ์ ได้  
33 races เมือ่หาค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนและจดักลุ่ม
โดยวิธี CANBERRA และ UPGMA สามารถจัดกลุ่ม  
races ของเชือ้รา C. lunata ได้ 6 กลุ่ม นอกจากน้ีการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อรา C. lunata ด้วย
เคร่ืองหมาย AFLP โดยใช้ไพรเมอร์จ�ำนวน 9 คู่ไพรเมอร์ 
ได้แถบดเีอน็เอทีแ่ตกต่างจ�ำนวน 121 แถบ และน�ำมา
วเิคราะห์ความสมัพนัธ์ด้วยวธิ ีDICE และจัดกลุม่โดยวธิี 
UPGMA สามารถจัดกลุม่ของเช้ือรา C. lunata จ�ำนวน 
18 ไอโซเลท ได้ 3 กลุม่ (cophenetic correlation 0.95) 
และมค่ีา bootstrap มากกว่า 90% จากผลการวเิคราะห์
ข้อมลูต่างๆ แสดงให้เหน็ว่าเชือ้รา C. lunata มคีวาม
ผนัแปรและความหลากหลาย ดังน้ันการประเมนิความ
ต้านทานโรคของข้าวต่อเชือ้สาเหตโุรค ควรค�ำนงึถึงแหล่ง
ทีม่าของเชือ้ทีจ่ะน�ำมาทดสอบโรค

ค�ำส�ำคัญ: Curvularia lunata, ข้าว, โรคเมล็ดด่าง, 
AFLP

		      บทน�ำ

โรคเมล็ดด่างข้าว (dirty panicle)  เป็นโรคที่มี
การระบาดได้ท่ัวทุกภูมิภาคของประเทศไทย แสดง
อาการจดุสนี�ำ้ตาลขนาดเลก็ไปจนถงึแผลด�ำขนาดใหญ่
บนเปลือกของเมล็ด และพบอาการเมล็ดลีบร่วมด้วย 
ในพื้นที่ที่มีการระบาดรุนแรงจะพบอาการเมล็ดด่าง
แผลด�ำขนาดใหญ่กระจายทั้งเมล็ดและระบาดเป็น
บริเวณกว้าง เชื้อสาเหตุของโรคเมล็ดด่างเข้าท�ำลาย
ตัง้แต่ช่วงทีข้่าวเริม่ตัง้ท้อง และมสีภาพอากาศทีเ่หมาะ
สมโดยเฉพาะอย่างยิ่งในฤดูฝนมีการระบาดของโรค
เมล็ดด่างมากกว่าฤดูอื่น ๆ ซึ่งสาเหตุของโรคเมล็ดด่าง
นั้นเกิดจากเช้ือราสาเหตุ 6 ชนิด ได้แก่ Curvularia 
lunata (Wakk) Boed., Cercospora oryzae  
(I.Miyake), Bipolaris oryzae (Breda de Haan), 
Fusarium incarnatum (Berk&Rav), Trichoconis 
padwickii (Ganguly) และ Sarocladium oryzae 
(Sawada) (Parkpian, 1979 ) จากการส�ำรวจและเกบ็
ตวัอย่างโรคเมลด็ด่างของข้าวจากพืน้ท่ีเพาะปลกูข้าวที่
ส�ำคัญของประเทศไทยโดยสุ่มเก็บตัวอย่างจากภาค
กลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันตก และภาคใต้ จ�ำนวน 20 
จังหวัด ได้แก่ ชัยนาท นครปฐม สิงห์บุรี สุพรรณบุรี 
อ่างทอง นครสวรรค์ พจิติร พษิณโุลก สโุขทยั เชียงราย 
นครศรีธรรมราช พัทลุง กาญจนบุรี ราชบุรี สงขลา 
ล�ำปาง เชียงใหม่ ก�ำแพงเพชร ปทุมธานี และ 
พระนครศรีอยุธยา ทั้งหมด 194 แปลง และตรวจสอบ
เชื้ อ ราบนเมล็ ดด ้ วยวิ ธี  B lo t te r  พบเชื้ อ รา  
F. incarnatum 9.30% เชื้อรา B. oryzae 9.40% 
และเชื้อรา C. lunata ที่พบมากที่สุดถึง 43.43% โดย
การส�ำรวจโรคเมล็ดด่างของข้าวพบว่า ในแต่ละพื้นที่ม ี  
ความรุนแรงและการระบาดของโรคที่แตกต่างกัน 
(Kawinthun, 2016) ซ่ึงเป็นผลจากการเปลี่ยนแปลง
ในระดับโมเลกุลของเช้ือรา ซ่ึงมีปัจจัยสนับสนุนได้แก่ 
ความหลากหลายของพนัธุข้์าว การใช้สารเคมีก�ำจดัเชือ้
ราโดยเกษตรกร ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้งึได้ประเมนิ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเช้ือราด้วยข้อมูล
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ทางสัณฐานวิทยา การก่อให้เกิดโรค และการวิเคราะห์
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมายโมเลกุล AFLP 
(amplified fragment length polymorphism) ซึ่ง
เป็นลักษณะที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรม ส�ำหรับเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชน้ันมีการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอหลาย
ชนิด ได้แก่ ISSR, RFLP และ AFLP โดยการวิเคราะห์
ความแตกต่างของขนาดชิ้นส ่วนดีเอ็นเอ (DNA 
polymorphic) ที่ เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR 
(Weising et al., 1995) จากการวิเคราะห์ข้อมูลความ
หลากหลายของเชือ้ราสาเหตุโรคพชืมปีระโยชน์ส�ำหรบั
นักปรับปรุงพันธุ์ที่สามารถวางแผนการเลือกสายพันธุ์
ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างที่ได้รวบรวมไว้ไป
ทดสอบโรคและประเมินโรคเพื่อการปรับปรุงพันธุ ์
ต้านทานต่อไปในอนาคต 

	         อุปกรณ์และวิธีการ

การแยกเชื้อราและการแยกสปอร์เดี่ยว
จากการส�ำรวจและรวบรวมตัวอย่างสาเหตุ

โรคเมล็ดด่างข้าวจากภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวัน
ตก และภาคใต้ ของประเทศไทย ตรวจสอบเชื้อราบน
เมล็ดโดยวิธีเพาะเมล็ดบนกระดาษช้ืน (blotter 
method) และแยกเชื้อราสาเหตุบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA) โดยน�ำเมล็ดไปล้างด้วย 10% 
Clorox เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นล้างด้วยน�้ำกลั่น นึ่ง
ฆ่าเช้ือ 3 นาที แล้วน�ำเมล็ดไปบ่ม และแยกเชื้อรา
สาเหตุโดยทั้งสองวิธี  แล้วน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง 
ภายใต้แสง near ultraviolet (NUV) ร่วมกับแสงจาก
หลอดฟลูออเรสเซนส์ 12 ชั่วโมง สลับกับความมืด 12 
ช่ัวโมง เป็นเวลา 7 วัน จึงน�ำมาตรวจดูภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo microscope และ 
compound microscope เมื่อได้เชื้อราสาเหตุท�ำ
การแยกสปอร์เดี่ยวโดยเตรียมสปอร์แขวนลอยโดย
เติมน�้ำกล่ันนึ่งฆ่าเชื้อลงบนผิวหน้าอาหาร PDA ที่มี
เช้ือราเจริญอยู่ ใช้แท่งแก้วรูปตัวแอล (L) ขูดผิวหน้า

อาหารเบาๆ และดูดสปอร์แขวนลอย 100 ไมโครลิตร 
น�ำไปเกลี่ยบนผิวหน้าอาหาร WA (water agar) ด้วย
แท่งแก้วรูปตัวแอลเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร บ่มไว้ 
6–8 ชั่วโมง จึงน�ำมาตัดปลายเส้นใยภายใต้กล้อง 
stereo microscope และย้ายสปอร์เดี่ยวไปเลี้ยงบน
อาหาร PDA (Choi et al., 1999)
 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

น�ำเช้ือราท่ีได้จากการแยกสปอร์เดี่ยว มา
จ�ำแนกชนิดโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ลั กษณะโค โล นี  สี โค โลนี  และศึ กษาภาย ใต ้
กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound ที่ก�ำลังขยาย 20X 
และ 40X โดยการท�ำสไลด์ก่ึงถาวร ตรวจสอบลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา ได้แก่ ลักษณะก้านชูโค
นิเดีย (conidiophores) ลักษณะโคนิเดีย (conidia) 
ได้แก่ สี รูปร่าง จ�ำนวนเซลล์ของโคนิเดียซึ่งเป็น
ลักษณะจ�ำเพาะของแต่ละจีนัสและสปีชีส์ บันทึก
ข้อมูลลักษณะต่างๆ และวิเคราะห์จัดกลุ่มข้อมูลจาก
ขนาดโคนิเดียของเช้ือราด้วยโปรแกรม Numerical 
Taxonomy System (NTSYS) pc. version 2.20e. 
(Rohlf, 1993) โดยหาค่าสัมประสิทธิ์ความต่าง/ความ
เหมือน (d iss imilar i ty/s imilar i ty)  ด ้วยวิธี 
CANBERRA และจัดกลุ่มโดยวิธีการ UPGMA แสดง
การจัดกลุ่มออกมาในรูปของ Dendrogram

การจ�ำแนก Physiological race ของเชื้อรา
เตรียมเชื้อรา C. lunata ทั้งหมด 40 ไอโซเลท

ทีร่วบรวมได้จากแหล่งต่าง ๆ  เพิม่ปรมิาณโดยเลีย้งเชือ้
ราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บ่มเชื้อราที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 14 วัน และน�ำมาเตรียมสปอร์แขวนลอยท่ี
ความเข้มข้น 1×105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นปลูก
เชื้อรา C. lunata ลงบนข้าว 15 พันธุ์ ได้แก่ กข9  
กข31  กข49  น�้ำสะกุย 19    41 พวงเตี้ย  41 พวงสูง  
KDML 105  ชัยนาท 1  IR 72  IR 29  สังข์หยดพัทลุง 
ดอสามเดือน  YANDON  ARC 10550 และพันธุ์ IR 
62266 ท่ีเตรยีมไว้ภายใต้สภาพโรงเรอืนในระยะข้าวตัง้
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EcoRI adapter  CTCGTAGACTGCGTACC

	                   CATCTGACGCATGGTTAA

MseI adapter    GACGATGAGTCCTGAG

	                      TACTCAGGACTCAT

ท้องโดยหยอดสปอร์แขวนลอยของเชื้อราที่ความเข้ม
ข้น 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตรลงไปในช่อดอกของข้าวที่
ก�ำลังตัง้ท้อง บ่มเชือ้ไว้ในสภาพความชืน้สมัพทัธ์สงูเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ประเมินโรคเมล็ดด่างที่เกิดขึ้น 3, 5, 
7, 10, 14 และ 21 วันภายหลังจากปลูกเชื้อรา โดย
ประเมินอาการบนเมล็ดข้าว แบ่งระดับอาการเป็น 6 
ระดับ ดังนี้ ระดับ 0 ไม่แสดงอาการของโรค ระดับ 1 
แสดงอาการแผลจดุขนาดเลก็กว่า 0.1 มิลลเิมตร ระดับ 
2 แสดงอาการแผลจุดขนาดใหญ่กว่า 0.1 มิลลิเมตร 
ระดับ 3 แสดงอาการแผลด�ำใหญ่น้อยกว่า 50% ของ
พื้นที่เมล็ด ระดับ 4 แสดงอาการแผลด�ำขนาดใหญ่ 
50-75% ของพ้ืนที่เมล็ดหรือเมล็ดลีบ และระดับ 5 
แสดงอาการด�ำขนาดใหญ่กว่า 75% ของพื้นที่เมล็ด 
และวิเคราะห์จัดกลุ่มข้อมูลจากระดับอาการของโรค
เมลด็ด่างด้วยโปรแกรม NTSYS หาค่าสมัประสทิธิค์วาม
ต ่าง/ความเหมือน (dissimilarity/similarity 
coefficient) ด้วยวิธี CANBERRA และจัดกลุ่มโดยวิธี
การ UPGMA แสดงการจัดกลุ ่มออกมาในรูปของ 
Dendrogram

การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื้อรา 
	 การเตรียมเส้นใยแห้งและการสกัดดีเอ็นเอ  
เตรยีมสปอร์แขวนลอย (spore suspension) โดยเตมิ
น�้ำกล่ันน่ึงฆ่าเชื้อลงบนผิวหน้าอาหารที่มีเชื้อราเจริญ
อยู่ แล้วขูดผิวหน้าด้วยแท่งแก้วรูปตัวแอล ดูดสปอร์
แขวนลอยของเชื้อรา 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว 
potato dextrose broth (PDB) ที่บรรจุอยู่ในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปบ่มไว้พร้อมเขย่า 
เป็นเวลา 10−12 ชัว่โมง ท�ำการกรองเส้นใยด้วยเครือ่ง 
vacuum pump และล้างเส้นใยด้วยน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ
ปริมาตร 300 มิลลิลิตร เก็บเส้นใยที่กรองได้ในแผ่น
กระดาษกรอง Whatman No.1 น�ำไปท�ำให้แห้งด้วย
วธิ ีfreeze dry (lyophilization) เป็นเวลา 6−8 ชัว่โมง 
และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนการสกัด
ดีเอ็นเอน�ำเส้นใยแห้งมาบดด้วยไนโตรเจนเหลว จาก
นั้นเติม extraction buffer 500 ไมโครลิตร (200 

mMTris HCL, pH 8.0; 250 mM EDTA และ 0.5% 
SDS) บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
สกัดแยกดีเอ็นเอโดยใช้ phenol และ chloroform: 
isoamyl alcohol (24:1) น�ำมาหมนุเหว่ียงทีค่วามเรว็ 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้าน
บนย้ายใส่หลอดใหม่ แล้วเติม chloroform:IAA 
อตัราส่วน 1 vol. ผสมให้เข้ากนั หมนุเหวีย่งท่ีความเรว็ 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เติม ethanol 
2 vol. แล้วเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา
ประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นน�ำมาหมุนเหวี่ยงเพื่อตก
ตะกอนดเีอน็เอด้วยความเรว็ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็น
เวลา 10 นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% ethanol 
50−100 มิลลิลิตร และหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ท�ำซ�้ำ 2 ครั้ง เก็บ
ตะกอนดเีอน็เอทีแ่ห้งแล้วไว้ที ่-20 องศาเซลเซยีส หรอื
ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer (10 mMTris 
HCL pH 8.0, 1 mM EDTA) โดยดัดแปลงวิธีมาจาก 
Zimand et al. (1994)

PCR-AFLP 
น�ำดีเอ็นเอของเชื้อรา C. lunata มาย่อยด้วย

เอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ (restriction enzyme) โดยใช้
เอนไซม์ 2 ชนิด คือ EcoRI (5 units), MseI (5 units), 
Buffer (1X), genomic DNA (500 ng) จากนั้นเชื่อม
ต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วย EcoRI adapter (5 pmole), 
MseI adapter (50 pmole), T4 DNA ligase (1 U), 
ATP (1 mM), buffer T4 DNA ligase (1X) โดยบ่ม
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
3 ชั่วโมง หลังจากนั้นน�ำไปใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบใน
ปฏิกิริยา PCR ต่อไป (Vos and Kuiper, 1997)
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จากนั้นน�ำช้ินส่วนดีเอ็นเอต้นแบบที่ได้จากการ
ย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะและเชือ่มต่อด้วย adapter 
ในขั้นต้นมาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการเพิ่มปริมาณชิ้น
ส่วนดีเอ็นเอในขัน้ตอน pre–selective amplification 
(digestion/ligation) DNA (10X), PCR buffer (1X), 
dNTP (0.2 mM), primer EcoRI+1 (5 pmole), 
MseI+1 (5 pmole), MgCl

2
 (2.5 mM), Taq 

polymerase (0.5 U) โดยใช้คู่ไพรเมอร์ที่แตกต่างกัน 
3 รูปแบบ คือ EcoRI primer 5’–GACTGCGTACC 
AATTC / MseI  primer 5’–GATGAGTCCTGAG,  
EcoRI primer / EcoRI primer และ MseI  primer/ 
MseI primer เพิม่ปรมิาณภายใต้ปฏกิริยิา denaturing 
ท่ี 94 องศาเซลเซยีส 30 วนิาท ีannealing ที ่56 องศา
เซลเซยีส 1 นาที และ extension ที ่72 องศาเซลเซยีส 
1 นาที จ�ำนวน 20 รอบและเพิ่มปริมาณชิ้นส่วน
ดีเอ็นเอในขั้นตอน selective amplification โดย
ใ ช ้ ดี เ อ็ น เ อ ที่ เ พ่ิ ม ป ริ ม า ณ ใ น ขั้ น ต อ น  p r e –
amplification เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาใน
ขั้นตอน selective–amplification โดยใช้ไพรเมอร์ 
2 ชนิด ที่มีล�ำดับเบสเข้าชุดกับ adapter แต่ยาวกว่า
ล�ำดับเบสของ adapter ที่ปลาย 3’ อยู่ 1-2 เบส ใน
การคัดเลือกไพรเมอร์จะใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีแตกต่างกัน 
3 รูปแบบเช่นเดียวกับขั้นตอน pre–selective 
amplification คือ EcoRI primer NNN–3’/ MseI  
primer+NNN-3’, EcoRI primer+NNN–3’/ 
EcoRI+NNN-3’ และ MseI  primer+NNN–3’/ 
MseI primer+NNN-3’combinations (5 pmol) 
MgCl

2 
(2.5 mM), dNTP (0.2 mM), PCR buffer 

(1X), Taq polymerase (0.5 U) ท�ำปฏิกิริยาเริ่ม
ต้นที่ 1 รอบของ denaturing ที่ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 72 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นปรับให้อุณหภูมิ
ในขั้นตอน annealing ลดลง 1 องศาเซลเซียส ใน
ทุก ๆ  รอบจนอุณหภูมิลดลงเหลือ 56 องศาเซลเซียส 
แล้วท�ำต่ออีก 25 รอบ (Vos and Kuiper, 1997) 

และท�ำการย้อมแถบ DNA โดยวิธี silver staining 
บันทึกแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ปรากฏบน  AFLP gel 
บนตาราง matrix โดยแต่ละแถบดีเอ็นเอ จะน�ำมา
วิเคราะห์เป็นหนึ่งลักษณะ (character) ซึ่งมีค่าเป็น 
1 เม่ือปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ต�ำแหน่งหน่ึงๆ และมีค่า
เป็น 0 เมื่อไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ต�ำแหน่งนั้นๆ 
จากนั้นน�ำมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมชุดคอมพิวเตอร์ 
NTSYS และวิเคราะห์ค่า bootstrap (1,000 ซ�้ำ) 
ด้วยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 1996)                      

  	     ผลการทดลองและวิจารณ์

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
แยกเชื้อรา C. lunata  ได้ 122 ไอโซเลท จาก

ตัวอย่างเมล็ดด่างที่ได้จากพื้นที่เพาะปลูกข้าวที่ส�ำคัญ
ของประเทศไทย จ�ำนวน 20 จังหวดั ท้ังหมด 194 แปลง
พบว่า เชื้อรา C. lunata มีโคโลนีสีเข้ม ก้านชูโคนิเดีย 
(conidiophore) สนี�ำ้ตาล โคนเิดยีรปูร่าง boat shape 
ม ี4 เซลล์ โดยเซลล์หวัท้ายใสไม่มสี ีสองเซลล์ตรงกลาง
ขนาดใหญ่สนี�ำ้ตาลเข้ม ขนาดประมาณ 16–25 × 8–12 
ไมโครเมตร (Figure 1) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Alex et al. (2013) ท�ำการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วทิยาของเช้ือรา C. lunata ท่ีแยกจากตวัอย่างพชื และ
ดิน พบว่าเชื้อรา  C. lunata มีโคโลนีเริ่มต้นเป็นสีเทา
และกลายเป็นสีด�ำเมื่อเจริญเต็มที่ เส้นใยฟูและนุ่ม 
เมื่อตรวจสอบภายใต้ กล้องจุลทรรศน์พบว่า ก้าน 
ชูโคนิเดียสีเข้ม โคนิเดียมี 4 เซลล์ ขนาดประมาณ 
21–31×8.5–12 ไมโครเมตร โดยสองเซลล์ตรงกลางมี
สีน�้ำตาลเข้มขนาดใหญ่ เซลล์หัวท้ายใส ไม่มีสีจากนั้น
เมื่อจัดกลุ ่มข ้อมูลจากขนาดโคนิเดียของเช้ือรา 
C. lunata 40 ไอโซเลท ซึ่งเป็นตัวแทนจากแต่ละภาค 
ด้วยโปรแกรม NTSYS โดยหาค่าสมัประสทิธ์ิความต่าง/
ความเหมอืน (dissimilarity/similarity quantity) ด้วย
วิธี CANBERRA และ จัดกลุ่มโดยวิธีการ UPGMA ที่ค่า
ความเหมือน 90% พบว่า สามารถจัดกลุ่มได้เป็น  
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7 กลุม่ (Figure 2)  โดยกลุม่ที ่1 มท้ัีงหมด 10 ไอโซเลท 
ประกอบด้วย CNT0301, NPT0810, CRI0171, 
NPT0107, SPB0627, CRI0376, SPB0223, 
KPT02177, PTE02263 และ KRI08117 กลุ่มท่ี 2  
มีทั้งหมด 13 ไอโซเลท ประกอบด้วย CNT0502,  
ATG0539, PCT0650, STI0464, RBR01120, 
NRT0599, NRT07101, SBR0215, PCT0952, 
RBR05123, PCT0447, CMI08168 และ ATG0337 
กลุ ่มที่  3 มีทั้งหมด 3 ไอโซเลท ประกอบด้วย 
NSN0142, PLK0154 และ SKA09132 กลุ่มที่ 4 มี
ทั้งหมด 3 ไอโซเลท ประกอบด้วย SBR0416, 
CMI01161 และ PLK0458 กลุ่มที่ 5 ประกอบด้วย 
PLG04106, PTE01262 และ KRI01115 กลุ่มที่ 6 มี
ทั้ งหมด 7 ไอโซเลท ประกอบด้วย STI0666,   
PLG07111, SKA02127, AYA02264, LPG02137, 
KPT02176 และ  AYA07265 และกลุ่มที่ 7 มีทั้งหมด 
1 ไอโซเลท คือ LPG05134 จากการจัดกลุ่มพบว่า 
ความหลากหลายของเชื้อรา C. lunata มีความหลาก
หลายสงู บางกลุ่มพบเชือ้รา C. lunata จากแหล่งทีม่า
ต่างกันจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน เช่น ในกลุ่มที่ 2 พบว่ามี 
ไอโซเลทจากทั้งภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันตก 
และภาคใต้ 

A

B

C

Figure 1 Colony on PDA 7 days and conidia 	
 	  characteristics of Curvularia lunata 	
	  causing rice dirty panicle disease  
 	  isolate CNT0806 (A) PLK0154 (B)  
	  and NPT1012 (C) (Bar: 10 µm)

1 

2 

3  
4  
5  

6  

7  

Figure 2 Dendrogram obtained from morphological observation of Curvularia lunata 40 isolates      	
	  causing rice dirty panicle disease
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การจ�ำแนก Physiological race ของเชื้อรา
การจดัจ�ำแนกการก่อให้เกดิโรค (physiological 

race) ของเชื้อรา C. lunata จ�ำนวน 40 ไอโซเลท  
ทีเ่ป็นไอโซเลทชดุเดยีวกบัทีศ่กึษาลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยา โดยปลูกเชื้อราลงบนข้าวพันธุ์ทดสอบ 15 พันธุ์ 
พบว่า สามารถจ�ำแนกได้เป็น 33 (สายพันธุ์) races 
ตามลกัษณะการตอบสนองของข้าวหรอือาการของโรค 
ระดับต่าง ๆ บนพันธุ์ทดสอบซึ่งแสดงให้เห็นว่าเช้ือรา 
C. lunata มคีวามหลากหลายทางชวีภาพ  ซึง่สามารถ
ก่อโรคและท�ำให้พืชแสดงอาการที่ระดับรุนแรงได้แตก
ต่างกันหลายลักษณะ และบาง race พบว่ามีเชื้อราที่
ต่างแหล่งที่มาแต่จัดอยู่ใน race เดียวกัน เช่น race22 
ประกอบด้วยไอโซเลท PLG07111 เป็นตวัอย่างจาก
จงัหวัดพทัลงุ และไอโซเลท KPT02177 ตัวอย่างจาก
จังหวัดก�ำแพงเพชร และเมื่อน�ำมาวิเคราะห์จัดกลุ่ม
ข้อมูลของทั้ง 33 races ด้วยโปรแกรม NTSYS โดย
ห าค ่ า สั มป ร ะ สิ ท ธิ์ ค ว า มต ่ า ง / ค ว าม เ หมื อ น 
(coefficient) ด้วยวิธี CANBERRA และจัดกลุ่มโดยวิธี
การ UPGMA สามารถจดักลุม่ของ race ได้เป็น 6 กลุม่ 
กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย 5 races ได้แก่ races1, race8, 
race13, race22 และ race30 โดยกลุ่มนี้เป็นตัวอย่าง
จากจังหวัด ชัยนาท นครสวรรค์ พิษณุโลก และ
ก�ำแพงเพชร  กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย 2 races ได้แก่ 
race3 และ race4 โดยกลุ่มนี้เป็นตัวอย่างจากจังหวัด
นครปฐม และสิงห์บุรี กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วย 1 race 
ได้แก่ race25 โดยกลุ่มนี้เป็นตัวอย่างจากจังหวัด
เชียงใหม่  กลุ่มที่ 4 ประกอบด้วย 12 races ได้แก่ 
race2, race17, race18, race5, race26, race27, 
race16, race33, race9, race 31, race14 และ 

race15 โดยกลุ่มนี้เป็นตัวอย่างจากจังหวัดนครปฐม 
สิงห์บุรี อ่างทอง พิษณุโลก เชียงราย สงขลา ล�ำปาง 
ปทุมธานี และพระนครศรีอยุธยา  กลุ่มที่ 5 ประกอบ
ด้วย 7 races ได้แก่ race6, race10, race11, race28, 
race23, race7 และ race12 โดยกลุ่มนี้เป็นตัวอย่าง
จากจังหวัดสุพรรณบุรี นครสวรรค์ พิจิตร ราชบุรี และ
กาญจนบุรี กลุ่มที่ 6 ประกอบด้วย 6 races  ได้แก่ 
race20, race2, race29, rac19, race24 และ 
race32  โดยกลุ่มนี้เป็นตัวอย่างจากจังหวัดสุพรรณบุรี
นครศรีธรรมราช พัทลุง กาญจนบุรี เชียงใหม่ และ
พระนครศรีอยุธยา จากผลการวิเคราะห์ข้อมูลแสดง
ให้เห็นว่าเช้ือรา C. lunata มีความหลากหลาย
สามารถแบ่งระดับสายพันธุ์ได้จ�ำนวนหลายกลุ่ม และ
ภายในกลุ่มประกอบด้วยเช้ือท่ีมาจากแหล่งต่าง ๆ 
(Figure 3; Table 1) จากผลการศึกษาการก่อให้เกิด
โรคอื่น ๆ  ของ  เชื้อราในข้าว Nawarat and Nonglak 
(2014) ได้ท�ำการวิเคราะห์ข้อมูลและจัดกลุ่มปฏิกิริยา
การก่อโรคของเชื้อรา Pyricularia grisea สาเหตุโรค
ไหม้ของข ้าวบนข้าวพันธุ ์ทดสอบด้วยโปรแกรม 
NTSYS เพื่อสร้างแผนภาพความหลากหลายของความ
รุนแรงของเชื้อรา P. grisea ที่เก็บรวบรวมจากแหล่ง
ต่าง ๆ ในประเทศไทย พบว่า สามารถแยกความ
รุนแรงของเชื้อโรคไหม้ จํานวน 57 ไอโซเลท กับ พันธุ์
ข ้าวทดสอบทั้งหมด 25 พันธุ ์  แยกได ้เป ็น 14 
pathotypes จากการจัดกลุ่มพบว่า เช้ือราท่ีมีดัชนี
ความรุนแรงและลักษณะการก่อโรคใกล้เคียงกันจะจัด
อยู่ในกลุ่มเดียวกัน นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อราที่มาจาก
แหล่งท่ีมาเดียวกันจะมีดัชนีความรุนแรงใกล้เคียงกัน
อีกด้วย
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Figure 3 Dendrogram obtained from physiological race identification of Curvularia  lunata 40 isolates 	
	  causing rice dirty panicle disease

Group Races (Isolate No.) 

1 race1 (CNT0301, CNT0502) race8 (NSN0447) race13 (PLK0154) race22 (PLG07111, KPT02177) race30 

(KPT02176)  

2 race3 (NPT0810) race4 (SBR0215)  

3 race25 (CMI01161) 

4 race2 (NPT0107) race5 (SBR0416) race9 (ATG0539) race14 (PLK0458) race15 (STI0464) race16 (STI0666) race17 

(CRI0171) race18 (CRI0376, SKA02127) race26 (SKA09132) race27 (LPG05134, LPG02137) race31 (ATG0337) 

race33 (PTE01262, AYA07265) 

 5 race6 (SPB0223) race7 (SPB0627) race10 (NSN0142) race11 (PCT0650, RBR05123) race12 (PCT0952) race23 

(KRI01115) race28 (RBR01120) 

6 race19 (PTE02263, NRT0599) race20 (NRT07101) race21 (PLG04106) race24 (KRI01117) race29 (CMI08168) 

race32 (AYA02264)  

Table 1 Physiological races of Curvularia lunata causing rice dirty panicle disease on 15 		
	 differential varieties of rice
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การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมาย 
AFLP 

การวิเคราะห์ลายพิมพ์ของเชื้อรา C. lunata 
จ�ำนวน 18 ไอโซเลท โดยใช้ไพรเมอร์ จ�ำนวน 9 คู่ 
ไพรเมอร์ ที่คัดเลือกมา พบว่า มีจ�ำนวนแถบดีเอ็นเอที่
แตกต่าง ทั้งหมด 121 แถบดีเอ็นเอ เมื่อน�ำข้อมูล 
b inary data (0/1)  มาวิ เคราะห ์และสร ้ าง 
phylogenetic tree โดยการหาค่า similarity ด้วยวิธี 
DICE และจัดกลุ่มโดยวิธี UPGMA ด้วยโปรแกรม 
NTSYS โดยมีเชื้อรา Fusarium verticillioides และ 
F. oxysporum เป็น out group ซ่ึงพบว่า ตัวอย่าง เชือ้
รา C. lunata ทีเ่กบ็จากแหล่งต่าง ๆ สามารถแบ่งกลุ่ม
ได้ท้ังหมด 3 กลุม่ โดยกลุม่ท่ี 1 ประกอบด้วยไอโซเลท 
CNT0502 (ชัยนาท) NRT0599 (นครศรีธรรมราช) 
PCT0952 และ PCT0650 (พิจิตร) CRI1297 และ 
CRI0757 (เชียงราย) SKA09132 (สงขลา) NPT0502, 
NPT10121 และ NPT0107 (นครปฐม) SPB0224 และ 
SPB0426 (สุพรรณบุรี) PLG04106 (พัทลุง) และ 
NSN0142 (นครสวรรค์) กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยไอโซ
เลท KRI01115 (กาญจนบุรี) SPB0223 (สุพรรณบุรี) 
และ ATG0234 (อ่างทอง) ส่วนกลุ่มที่ 3 พบว่ามีเพียง
ตัวอย่างเดียวคือ RBR01120 (ราชบุรี) โดยมีค่า 
bootstrap มากกว่า 90%  เมื่อวิเคราะห์การกระจาย
ตัวของข้อมูลในการจัดกลุ่ม (matrix correlation) ได้
ค่า cophenetic correlation เท่ากับ 0.95 จากการ

จัดกลุ่มการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอพบว่า ในแต่ละ
กลุ่มนั้นรวมตัวอย่างท่ีแยกมาจากต่างพื้นกันหรือการ
จดักลุม่ไม่มคีวามสมัพนัธ์กบัแหล่งทีม่าของเชือ้ (Figure 
6)  เช่นเดียวกับ Mohmed et al. (2003) ได้ใช้การ
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมาย AFLP 
ส�ำหรับศึกษาความสัมพันธ์ภายในประชากรและ
ระหว่างประชากรของเช้ือรา Fusarium spp. 4 สปีชีส์  
ได้แก่  F. oxysporum, F. solani, F. moniliforme 
และ F. semitectum ท่ีแยกจากแหล่งต่างๆ ใน
ประเทศอยีปิต์ ผลการศกึษาพบว่า เครือ่งหมาย  AFLP 
สามารถจัดกลุ่มประชากรเช้ือราได้ 5 กลุ่ม โดยไม่มี
ความสมัพนัธ์กับแหล่งท่ีมาของเช้ือและจโีทไทป์ของพชื
อาศัย   นอกจากนี้ Benjapon (2015) ได้ศึกษาความ
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือรา Fusarium spp. 6 
สปีชีส ์ ได้แก่ F. oxysporum, F. solani, F.
monil i forme ,  F. vert icert ic i l l iodes ,  F.
proliferatum และ F. semitectum โดยใช้
เครื่องหมาย ISSR และเครื่องหมาย AFLP พบว่า F. 
oxysporum สายพันธุ์ต่าง ๆ ท่ีแยกจากโรคและพืช
อาศัยต่างกัน มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างเกิดขึ้นจ�ำนวน
มากระหว่างไอโซเลท และมีความหลากหลายสูงเมื่อ
เทียบกบั Fusarium spp. ชนิดอื่น ๆ ซึ่งข้อมูลในส่วน
นี้สนับสนุนได้ว่าเชื้อรา F. oxysporum ที่แยกมาจาก
พืชอาศัยที่ต่างกันและก่อให้เกิดโรคต่างกันมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมด้วย

Figure 4  Disease severity of  rice dirty panicle caused by Curvularia lunata on different varieties of 	
	   rice  (race 13) level 5 (A) level 4 (B) level 3 (C) and level 2 (D)

A B C D
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Figure 5 AFLP fingerprinting profile of
            Curvularia lunata generated by
            using primer combinations
 EcoRI+AC/EcoRI+G ( A) MseI+C/
 MseI+GTA (B) EcoRI+ACG/
 MseI+C (C)

Figure 6 UPGMA tree obtained from AFLP fingerprint analysis of Curvularia lunata isolates using  
  Dice and UPGMA clustering method in NTSYS program. The numbers on branch indicated  
  the bootstrap value (1,000 replications)
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		         สรุป

จากการส�ำรวจและเก็บตัวอย่างโรคเมล็ดด่าง
ของข ้ าวจาก พ้ืน ท่ี เพาะปลูกข ้ าวที่ ส� ำคัญของ
ประเทศไทยสามารถแยกเชื้อรา C. lunata โดย
อาศัยขนาดโคนิเดียได ้  7 กลุ ่มโคนิเดียมีขนาด
ประมาณ 16–25 × 8–12 ไมโครเมตร มี 4 เซลล์  
จัดจ�ำแนก physiological race ได้ 33 race แบ่ง
กลุ่มของ races ได้ 6 กลุ่มและวิเคราะห์ข้อมูลความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมด้วยเคร่ืองหมาย AFLP พบ
ว่ามีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 121 แถบ และ
สามารถจัดกลุ่ม   เชื้อรา C. lunata ได้เป็น 3 กลุ่ม 
จากการวิเคราะห์ข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
การก ่อให ้เกิดโรคบนข้าวพันธุ ์ต ่าง ๆ และการ
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ แสดงให้เห็นว่า เชื้อรา 
C. lunata มีความผันแปรทางพันธุกรรมภายใน

ประชากรหรือระหว่างประชากร ดังนั้น การน�ำเชื้อ
รา C. lunata ที่รวบรวบไว้ ไปใช้ประโยชน์ในการ
ปรับปรุงพันธุ์ต้านทาน ควรค�ำนึงถึงแหล่งที่มาของ
เชื้อราสาเหตุและประชากรของเชื้อรา
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ผลการวจิยันีไ้ด้รบัทุนวจิยัจาก ส�ำนกังานพฒันา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติและศูนย์พันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ  ขอขอบคุณ
ปฏิบัติการค้นหาและใช้ประโยชน์ยีนข้าว กรมการข้าว
ที่ให้ความอนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์ข้าว และภาควิชาโรค
พชื คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตก�ำแพงแสน จังหวัดนครปฐมที่เอื้อเฟื้อสถาน
ที่ในการท�ำงานวิจัย

				    	 เอกสารอ้างอิง

Alex, D, D. Li, R. Calderone and S.M. Peters. 2013. Identification of 	 Curvularia lunata by polymerase 
chain reaction in a case of fungal endophthalmitis. Medstar Georgetown University Hospital, 
Washington DC 20007, USA.

Benjapon, S. 2015. Genetic Relationships of Fusarium Species Based on Morphological Characteristics 
and and Molecular Data. MS Thesis, Kasetsart University, Bangkok. (in Thai) 

Choi, Y.W., K.D. Hyde and W.H. Ho. 1999. Single spore isolation of fungi. Fungal Divers. 3: 29–38.
Excoffier, L., P.E. Smouse and J.M. Quattro. 1992. Analysis of molecular variance inferred from metric  

distances among DNA haplotypes: application to human mitochondrial DNA restriction data.
Genetics. 131(2): 479–491.

Karen, K., N. Stephen, W. Peterson and Shung-Chang Jong. 2004. Biodiversity Fungi Inventory and 
Monitiring Methods. ISBN: 0–12509551–1.

Kawinthun, B. 2016. Physiological Races Identification of Rice Dirty Panicle Fungi and Disease  Assessment 
on Different Rice Varieties. MS Thesis, Kasetsart University, Bangkok. (in Thai) 

Mohmed, A., S. Mohmed, I.N. Mohmed I, A. Kamel and A. Joseph 2003. Molecular phylogeny of Fusarium 
species by AFLP fingerprint. Afr. J. Biotechnol. 2(3): 51–55.

Nawarat, J. and P. Nonglak. 2014. Disease Assessment and Cluster Analysis of Rice Blast Fungus Collected 
in Thailand. In Proceedings of 52nd Kasetsart University Annual Conference: Plants. February 
4–7. (in Thai)



ส.วก.ท.

วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 1 มกราคม -  เมษายน 2560 59

Nei, M. 1978. Estimation of Average Heterozygosity and Genetic Distance from a Small Number of 
Individuals.  Center for Demographic and Population Genetics, University of Texas at Houston, 
Texas, USA. 

Parkpian, A., S. Arunee, S. Wichit, N. Nopporn and P. Kanjana 1979. Studies on rice seed discoloration  
disease. In Research Report in 1979. Plant Pathology and Microbiology Division. Department 
of Agriculture, Bangkok. (In Thai)

Rohlf, F.J. 1993. NTSYS–pc: numerical taxonomy and multivariate analysis system, version 1.80. Applied 
Biostatistics Inc., Setauket, New York, USA.

Vos, P. and M. Kuiper. 1997.  AFLP anslysis. In Caetano-Anolles and Gresshoff (eds.) DNA Markers. 
Protocols, Applications, and Overviews. Wiley-Liss., lnc., New York. pp. 115−131.

Weising, K.,  N. Hilde, W. Kirsten and M. Wieland 1995. DNA Fingerprinting in Plant and Fungi. Boca 
Raton, Florida, USA.

Yap, I.V. and R.J. Nelson. 1996 Winboot: a program for performing bootstrap analysis of binary data to 
determine the confidence limits of UPGMA-based dendrograms. IRRI Discussion Paper  Se-ries 
No. 14. International Rice Research Institute, P.O. Box 933, Manila, Philippines.

Zimand, G., L. Valinsky and Y. Elad. 1994. Use of the RAPD procedure for the identification of Trichoderma 
strains. Mycol. Res. 98: 531–534.


