
บทคััดย่่อ
ความเป็น็มาและวัตัถุปุระสงค์:์ Exserohilum rostratum คือืเชื้้�อราสาเหตุุใบจุดุขนาด

เล็ก็และเมล็็ดด่า่งของข้า้ว การวินิิจิฉัยัเชื้้�อสาเหตุโุรคทำำ�ได้ย้ากเนื่่�องจากมีอีาการคล้า้ยคลึงึ

กับัอาการใบจุดุจากเช้ื้�อราชนิดิอื่่�น ๆ  งานวิจิัยันี้้�มีเีป้า้หมายเพื่่�อพัฒันาชุดุไพร์เ์มอร์์ที่่�จำำ�เพาะ

และไวในการตรวจจับดีีเอ็็นเอของ E. rostratum รวมถึึงดีีเอ็็นเอของข้้าวที่่�ติิดเช้ื้�อ  

E. rostratum ด้้วยวิิธีีปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรสแบบดั้้�งเดิิม (พีีซีีอาร์์)

วิิธีีดำำ�เนิินการวิิจััย: ออกแบบชุุดไพร์์เมอร์์จำำ�นวน 5 ชุุด จากลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์์บริิเวณ 

internal transcribed spacer (ITS) ระหว่่าง 18S และ 28S ไรโบโซมอลดีีเอ็็นเอ และ

ของยีีนที่่�กำำ�หนดการสร้้างโปรตีีนจำำ�นวน 4 ชนิิด ได้้แก่่ Actin (Act), Beta-tubulin 

(Tub2), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) และ Translation 

elongation factor (Tef1) ของ E. rostratum และตรวจสอบความจำำ�เพาะและความ

ไวของไพร์เมอร์์ด้้วยวิิธีีพีีซีีอาร์์โดยใช้้ต้้นแบบดีีเอ็็นเอของ E. rostratum ที่่�ระดัับความ

เข้้มข้้นในช่่วง 0.001–100 นาโนกรััม และของเชื้้�อราชนิิดอื่่�น ๆ  ที่่�สััมพัันธ์์กัับข้้าว รวมถึึง

ดีีเอ็็นเอของข้้าวที่่�ติิดเชื้้�อ E. rostratum

ผลการวิิจััย: ชุุดไพร์์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR และ ER-GPDF/ER-GPDR ซึ่่�งออกแบบ

จากยีีน Act และยีีน GAPDH ตามลำำ�ดัับ สามารถตรวจจัับดีีเอ็็นเอของ E. rostratum 

อย่่างจำำ�เพาะ โดยชุุดไพร์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR มีีความไวในการตรวจจับดีีกว่่าชุุด 

ไพร์เ์มอร์ ์ER-GPDF/ER-GPDR อีกีทั้้�งไพร์เ์มอร์ท์ั้้�งสองชุดุมีคีวามสามารถในการตรวจจับั

ดีีเอ็็นเอของ E. rostratum ในข้้าวหลากสายพัันธุ์์�ที่่�ติิดเชื้้�อ E. rostratum

การพััฒนาชุดุไพร์เมอร์ส์ำำ�หรัับการตรวจหาเชื้้�อรา Exserohilum 
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บทนำำ�
	ข้ าวเป็็นพืชืเศรษฐกิิจที่่�สำำ�คัญัของประเทศไทยและเป็็น

แหล่่งคาร์์โบไฮเดรตหลัักของคนในประเทศ โดยในปีี พ.ศ. 2566 

ประเทศไทยส่่งออกข้้าวเป็็นปริิมาณ 8.76 ล้้านตััน มีีมููลค่าโดย

ประมาณ 178,135 ล้้านบาท (Office of Agricultural Economics, 

2024) ทั้้�งนี้้� อุุปสรรคสำำ�คััญต่่อการผลิิตข้้าวของประเทศ คืือ โรค

ไหม้้ (Rice blast) จากเชื้้�อรา Pyricularia oryzae และโรคขอบ

ใบแห้ง้ที่่�เกิดิจากแบคทีเีรียี (Bacterial leaf blight) Xantomonas 

oryzae pv. oryzae ที่่�ส่ง่ผลกระทบต่่อการผลิติข้า้วในเชิงิปริมิาณ 

(Disthaporn, 1994; Sombunjitt et al., 2017) และด้ว้ยสภาพ

ภูมูิอิากาศโลกที่่�เปลี่่�ยนแปลงไปนั้้�นอาจส่ง่ผลกระทบต่อ่การระบาด

ของโรคพืืช อาทิิ เกิิดการระบาดของเชื้้�อนอกฤดููการระบาดของ

โรค (Zayan, 2019) รวมถึึงอาจส่่งผลให้้เกิิดโรคพืืชอุุบััติิใหม่่ 

(Suddhiyam, 2016) โดยคาดการณ์์ว่่าโรคข้้าวในกลุ่่�มรอง อาทิิ 

โรคเมล็ด็ด่่างในข้้าว อาจกลายมาเป็็นโรคสำำ�คัญหลัักในสถานการณ์์

ดัังกล่่าว (Silodia et al., 2019) ซึ่่�งส่่งผลต่่อการผลิิตข้้าวในเชิิง

คุณุภาพเนื่่�องจากเมล็ด็ข้า้วเกิดิการแตกหักัได้ง้่า่ย (Raghu et al., 

2020; Kumar et al., 2021)

สรุปุ: งานวิจิัยันี้้�แสดงให้เ้ห็น็ถึงึศักัยภาพของชุดุไพร์เ์มอร์ ์ER-ActF/ER-ActR และ ER-GPDF/

ER-GPDR ในการวิินิิจฉััยอาการใบจุุดข้้าวที่่�เกิิดจากเชื้้�อ E. rostratum ด้้วยวิิธีีพีีซีีอาร์์

Abstract
Background and Objective: Exserohilum rostratum is a fungal agent that 

causes small leaf spots and grain discoloration in rice. Diagnosing the causative 

agent of the disease is difficult because its symptoms resemble those of leaf 

spots caused by other fungal species. This research aimed to develop primer 

sets that were specific and sensitive for detecting DNA of E. rostratum and 

of rice infected with E. rostratum using the conventional polymerase chain 

reaction (PCR) technique.

Methodology: Five primer sets were designed from nucleotide sequences 

of the internal transcribed spacer (ITS) between 18S and 28S nuclear  

ribosomal DNA and from nucleotide sequences of four protein-encoding 

genes, including Actin (Act), Beta-tubulin (Tub2), Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH), and Translation elongation factor (Tef1) of  

E. rostratum. These primer sets were tested for specificity and sensitivity by 

PCR using E. rostratum DNA at concentrations ranging from 0.001–100 ng, 

DNA from other fungal species associated with rice, and DNA from rice infected 

with E. rostratum.

Main Results: The primer sets, ER-ActF/ER-ActR and ER-GPDF/ER-GPDR,  

designed from Act and GAPDH, respectively, specifically detected E. rostratum 

DNA. Indeed, the ER-ActF/ER-ActR primer set was more sensitive to the DNA 

of E. rostratum than the ER-GPDF/ER-GPDR primer set. In addition, both 

primer sets detected E. rostratum DNA in different rice cultivars infected with 

E. rostratum.

Conclusions: This research demonstrates the potential of the primer sets 

(ER-ActF/ER-ActR and ER-GPDF/ER-GPDR) for diagnosing rice leaf spot caused 

by E. rostratum using PCR.
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	 Exserohilum rostratum หรืือในระยะการสืืบพัันธุ์์�

แบบอาศััยเพศรู้้�จัักในนาม Setosphaeria rostrata เป็็นเชื้้�อรา

ในแฟมิลิี ีPleosporaceae ในไฟลััม Ascomycota (Hernández- 

Restrepo et al., 2018) ซึ่่�งเป็็นเชื้้�อราที่่�สามารถก่่ออาการจุุด 

(Spot) รวมถึึงอาการไหม้้ (Blight) บนใบพืืชมากกว่่า 30 ชนิิด  

ทั้้�งพืืชใบเลี้้�ยงคู่่�และใบเลี้้�ยงเดี่่�ยว โดยรวมไปถึงึพืืชที่่�มีคีวามสำำ�คัญ

ทางเศรษฐกิจิ อาทิ ิข้้าว ข้้าวโพด ข้้าวสาลี ีอ้้อย กล้้วย และมะเขือืเทศ 

เป็็นต้้น (Korra et al., 2023) การเข้้าทำำ�ลายของเชื้้�อราดัังกล่่าว

ในข้้าวก่่อให้้เกิิดอาการใบจุุดขนาดเล็็กสีีน้ำำ��ตาลหรืือสีีน้ำำ��ตาลอม

แดงบนใบข้า้ว รวมถึงึเช้ื้�อรายังัสามารถทำำ�ให้เ้กิดิอาการเมล็ด็ด่า่ง 

(Cardona and González, 2007; Kusai et al., 2016) ทั้้�งนี้้� 

E. rostratum จััดเป็็นเชื้้�ออุุบััติิใหม่่โดยมีีรายงานการปรากฏของ

เชื้้�อชนิิดนี้้�ในหลายประเทศ (Cardona and González, 2007; 

Kusai et al., 2016; Majeed et al., 2016; Silva et al., 2016; 

Kaboré et al., 2022; Mahmad-Tohe et al., 2022) และคาด

การณ์์ว่่าการระบาดของเช้ื้�ออาจเกิิดขึ้้�นได้้จากสภาวะที่่�อุุณหภููมิิ

สููงขึ้้�น ซึ่่�งเป็็นผลจากการเปลี่่�ยนแปลงภููมิิอากาศของโลก (Korra 

et al., 2023) ในประเทศไทยมีีการรายงานการตรวจพบเชื้้�อรา 

ชนิิดนี้้�ในเมล็็ดข้้าว (Jaroenthai, 2001) รวมถึึงการพบเชื้้�อรา 

ในสภาวะการดำำ�รงชีีพแบบเอนโดไฟต์์บนใบข้้าว (Su-Han et al., 

2019) Boonkorn et al. (2024) ได้้สำำ�รวจเก็็บตััวอย่่างใบข้้าว

แสดงอาการจุุดขนาดเล็็กจากแปลงนาในเขตพื้้�นที่่�ภาคกลางและ

แยกเช้ื้�อราจากอาการดัังกล่่าว พร้้อมกัับพิิสููจน์โรคตามหลัักการ

ของ Koch พบว่่า E. rostratum เป็็นหนึ่่�งในเชื้้�อราสาเหตุุอาการ

ใบจุุด นอกเหนืือจากเชื้้�อราชนิิดอื่่�น ๆ อาทิิ Curvularia spp. 

	 อย่่างไรก็็ตาม การวิินิิจฉััยเชื้้�อราสาเหตุุอาการใบจุุด

ขนาดเล็ก็มีีข้อ้จำำ�กัดั เนื่่�องจากลัักษณะอาการจุดุที่่�แสดงบนใบข้้าว

จากเชื้้�อราชนิิดต่่าง ๆ  ที่่�กล่่าวไปข้้างต้้นมีีความคล้้ายคลึึงกััน โดย

การวิินิิจฉััยเชื้้�อสาเหตุุด้้วยวิิธีีการแบบดั้้�งเดิิมที่่�อาศััยการแยกเชื้้�อ

ราให้้บริิสุุทธิ์์� การเลี้้�ยงเช้ื้�อราในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อภายใต้้สภาวะ 

ที่่�เหมาะสมเพ่ื่�อให้เ้ชื้้�อราพัฒันาเส้น้ใย โครงสร้า้งการสืบืพันัธุ์์�และ

ผลิติสปอร์์ของเช้ื้�อราเพ่ื่�อนำำ�มาใช้ใ้นการจััดจำำ�แนกชนิดของเช้ื้�อรา

นั้้�น เป็็นวิิธีีการที่่�สิ้้�นเปลืืองเวลา วััสดุุอุุปกรณ์์ทางวิิทยาศาสตร์์  

รวมถึึงกำำ�ลัังคน (Oechsler et al., 2009) ดัังนั้้�น การประยุุกต์์

ใช้้เทคโนโลยีีดีีเอ็็นเอจึึงเป็็นทางเลืือกหนึ่่�งในการบ่่งชี้้�เชื้้�อสาเหตุุ

โรคพืชเพ่ื่�อก้้าวข้้ามขีีดจำำ�กัดดัังกล่่าว (Hoang et al., 2019) ทั้้�งนี้้� 

Kusai et al. (2016) ได้้ศึึกษาความสััมพัันธ์์เชิิงวิิวััฒนาการของ

เชื้้�อรา E. rostratum ด้้วยเทคนิคทางอณููชีีววิิทยาโมเลกุลโดย

อาศัยัการวิเิคราะห์ล์ำำ�ดับันิวิคลีโีอไทด์บ์ริเิวณ internal transcribed 

spacer (ITS) ของนิิวเคลีียร์์ไรโบโซมอลดีีเอ็็นเอ (18-28S) และ

ลำำ�ดับันิิวคลีโอไทด์บริิเวณตำำ�แหน่่งยีีนกำำ�หนดการสร้้าง Beta-tubulin 

(BT2) พบว่่าไอโซเลตของเชื้้�อรา E. rostratum ที่่�รวบรวมได้้ใน

งานวิิจััยดัังกล่่าวสามารถจัดอยู่่�ในกลุ่่�ม (Clade) เดีียวกััน โดย

สามารถแยกเชื้้�อราดัังกล่่าวออกจาก Exserohilum สปีีชีีส์์อื่่�น ๆ 

รวมถึึงเช้ื้�อราในสกุุลอื่่�น ๆ นอกจากนี้้� Hernández-Restrepo  

et al. (2018) อาศััยการวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับนิิวคลีโอไทด์์ที่่�บริิเวณ

ตำำ�แหน่่งต่่าง ๆ จำำ�นวน 9 ตำำ�แหน่่ง ประกอบด้้วย Internal 

transcribed spacer (ITS) ไรโบโซมอลอาร์์เอ็น็เอหน่่วยย่่อยใหญ่่ 

(Large subunit ribosomal RNA, LSU) และยีีนกำำ�หนดการ

สร้า้งโปรตีนีชนิดิต่า่ง ๆ  ได้แ้ก่ ่Actin (Act), Beta-tubulin (Tub2), 

Calmodulin (Cam), Glyceraldehyde-3-phosphate  

dehydrogenase (GAPDH), Histone H3 (His), Translation 

elongation factor 1 alpha (Tef1) และ RNA polymerase II 

second largest subunit (Rpb2) โดยจากการวิิเคราะห์์ลำำ�ดัับ

นิวิคลีโีอไทด์ต์ำำ�แหน่ง่ยีนีดังักล่า่วทำำ�ให้ป้ระสบความสำำ�เร็จ็ในการ

จััดแบ่่งชนิดของเชื้้�อราในสกุุล Exserohilum ได้้ถููกต้้องมากขึ้้�น 

ดังันั้้�น จากงานวิจิัยั ข้า้งต้น้จะเห็น็ได้ว้่า่ ลำำ�ดับันิวิคลีโีอไทด์ต์ำำ�แหน่ง่

ยีนีนั้้�นมีศีักัยภาพสูงในการนำำ�ไปพัฒนาไพร์เมอร์์ที่่�มีคีวามจำำ�เพาะ

กัับเชื้้�อรา E. rostratum เพ่ื่�อใช้้ประโยชน์ในการวินิิจิฉัยัอาการใบ

จุดุที่่�เกิดิจาก E. rostratum รวมถึึงใช้้ประโยชน์์ในการตรวจสอบ

เชื้้�อแบบรวดเร็็วโดยอาศััยเทคนิิคทางดีีเอ็็นเอต่่อไป

	 งานวิจิัยันี้้�มีวีัตัถุปุระสงค์เ์พื่่�อพัฒันาชุดุดีเีอ็น็เอไพร์เ์มอร์์

ที่่�มีคีวามจำำ�เพาะและความไวในการตรวจหาเช้ื้�อรา E. rostratum 

โดยวิิธีีปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรสแบบดั้้�งเดิิม (Conventional 

polymerase chain reaction, PCR) โดยอาศััยการออกแบบ

ไพร์เมอร์์จากบริิเวณลำำ�ดัับนิิวคลีีโอไทด์ที่่�นิิยมใช้้เป็็นดีีเอ็็นเอบาร์์

โค้้ด (DNA barcode) ในการบ่่งชี้้�ชนิดเช้ื้�อรา ซึ่่�งชุุดไพร์เมอร์์ 

ดัังกล่่าวสามารถนำำ�ไปใช้้ประโยชน์ในการคััดกรองตััวอย่่างโรค 

ใบจุดุของข้้าวที่่�เข้า้ทำำ�ลายโดยเช้ื้�อรา E. rostratum จากตััวอย่่าง

โรคที่่�เกิิดจากเชื้้�อราชนิิดอื่่�น ๆ ต่่อไปและเพื่่�อประโยชน์์ในการ

วิินิิจฉััยอาการใบจุุดขนาดเล็็กในข้้าว

อุุปกรณ์์และวิิธีีการ
ไอโซเลตเชื้้�อราและพัันธุ์์�ข้้าวที่่�ใช้้ในงานวิิจััย

	ชนิ ดและจำำ�นวนไอโซเลตเชื้้�อราที่่�ใช้้ในการวิิจััยมีีดัังนี้้� 

เชื้้�อรา E. rostratum ก่่อโรคใบจุุด จำำ�นวน 5 ไอโซเลต เชื้้�อรา 

Bipolaris oryzae ก่่อโรคใบจุุดสีีน้ำำ��ตาล จำำ�นวน 4 ไอโซเลต  

เชื้้�อรา P. oryzae ก่่อโรคไหม้้ จำำ�นวน 3 ไอโซเลต เชื้้�อรา Curvularia 

lunata จำำ�นวน 4 ไอโซเลต เชื้้�อรา Rhizoctonia spp. จำำ�นวน 

2 ไอโซเลต และเชื้้�อรา Fusarium spp. จำำ�นวน 3 ไอโซเลต โดย
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เช้ื้�อราทุกุไอโซเลตมีแีหล่ง่ที่่�มาจากข้า้ว สำำ�หรับัพันัธุ์์�ข้า้วที่่�ใช้ใ้นงาน

วิิจััย ได้้แก่่ พัันธุ์์�ขาวดอกมะลิิ 105 พัันธุ์์�เจ้้าหอมนิิล พัันธุ์์� กข31 

และพัันธุ์์� กข41 (Table 1) โดยเริ่่�มดำำ�เนิินการทดลองตั้้�งแต่่เดืือน

ตุลุาคม พ.ศ. 2562 ถึงึเดือืนพฤศจิกิายน พ.ศ. 2564 ณ ห้อ้งปฏิบิัตัิิ

การโรคพืืชที่่�เกิิดจากเชื้้�อรา (ห้้อง 514) ภาควิิชาโรคพืืช อาคาร

จรัด สุนุทรสิงิห์ ์คณะเกษตร มหาวิทิยาลัยัเกษตรศาสตร์ ์กรุงุเทพฯ

การเตรีียมตััวอย่่างข้้าวที่่�ปลููกเชื้้�อรา E. rostratum 

	 แช่่เมล็็ดข้้าวขาวดอกมะลิิ 105 เจ้้าหอมนิิล กข31 และ 

กข41 เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง จากนั้้�น ย้้ายเมล็็ดไปยัังภาชนะใหม่่ที่่�

รองฐานภาชนะด้้วยกระดาษทิิชชููที่่�เปีียกน้ำำ��เพีียงเล็็กน้้อยเพื่่�อคง

ความชื้้�น และบ่่มเมล็็ดข้้าวที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 5 วััน นำำ�ไป

ปลููกในกระถางพลาสติิกขนาดเส้้นผ่่าศููนย์์กลาง 8 นิ้้�ว แบ่่งพื้้�นที่่�

การปลูกูในแต่ล่ะกระถางออกเป็็น 5 ส่ว่น แต่ล่ะส่ว่นปลูกูข้า้วพันัธุ์์�

ต่่าง ๆ จำำ�นวน 5 ต้้น ปลููกในสภาพโรงเรืือน จนอายุุครบ 30 วััน

	ก่ ่อนปลููกเชื้้�อรา 1 สััปดาห์์ เลี้้�ยงเชื้้�อรา E. rostratum 

ไอโซเลต SBR1 บนอาหาร potato dextrose agar (HiMedia; 

Bangalore, India) เป็็นเวลา 7 วันั ที่่�อุณุหภูมูิห้ิ้อง จากนั้้�น เตรียีม

สปอร์์แขวนลอยของเชื้้�อรา E. rostratum โดยใช้้น้ำำ��กลั่่�นนึ่่�งฆ่่า

เชื้้�อผสมกัับ tween 20 ให้้มีีความเข้้มข้้น 0.01% เติิมลงในจาน

อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ ขููดผิิวหน้้าอาหารเบา ๆ  ให้้สปอร์์เชื้้�อราหลุุดจาก

ผิิวหน้้าอาหาร กรองของเหลวที่่�มีีสปอร์์เช้ื้�อราผ่่านกระดาษ 

เช็็ดทำำ�ความสะอาด (Kimwise, KIMTECH science) เพื่่�อกำำ�จััด

ส่่วนเส้้นใยของเชื้้�อรา จากนั้้�น ดููดสปอร์์แขวนลอยของเชื้้�อรามา

ใส่่ในหลอดทดลองขนาด 50 มิิลลิิลิิตร ปรัับสปอร์์แขวนลอยของ 

เชื้้�อราให้้มีีความเข้้มข้้นเท่่ากัับ 5 x 105 สปอร์์ต่่อมิิลลิิลิิตร โดยใช้้ 

hemocytometer

	นำ ำ�กระถางข้้าวที่่�มีีอายุุ 30 วััน ซึ่่�งมีีพัันธุ์์�ข้้าวทั้้�ง 4 ชนิิด 

มาบรรจุุในถุุงพลาสติิก เติิมน้ำำ��ลงไปในถุุงปริิมาตร 200 มิิลลิิลิิตร 

เพื่่�อให้้มีีความช้ื้�นเพีียงพอระหว่่างการปลูกเช้ื้�อรา โดยจััดเตรียม

ชุุดการทดลองจำำ�นวน 2 ชุุด ชุุดการทดลองที่่� 1 ฉีีดพ่่นด้้วยสปอร์์

แขวนลอยของเชื้้�อราให้้ปกคลุุมบนใบข้้าว เมื่่�อเสร็็จแล้้วมััดปาก

ถุงุพลาสติิกทิ้้�งไว้เ้ป็น็เวลา 24 ชั่่�วโมง ก่อ่นย้า้ยกระถางข้้าวไปวาง

ในกระบะ วางไว้ใ้นโรงเรือืนปลูกูพืชืทดลองจนครบเวลา 72 ชั่่�วโมง 

ระหว่า่งนั้้�นฉีดีพ่น่น้ำำ��สม่ำำ��เสมอเพื่่�อให้ม้ีสีภาพความชื้้�นสูงู สำำ�หรับั

ชุดุการทดลองที่่� 2 ฉีดีพ่น่ด้ว้ยน้ำำ��นึ่่�งฆ่า่เช้ื้�อที่่�มีกีารผสมกัับ tween 

20 ให้ม้ีคีวามเข้ม้ข้น้ 0.01% ลงบนใบข้า้วและดำำ�เนินิการเช่น่เดียีว

กัับชุุดการทดลองแรก ซึ่่�งชุุดการทดลองนี้้�จััดเป็็นชุุดควบคุุมแบบ

ลบ (Negative control) เมื่่�อครบเวลา 72 ชั่่�วโมง พบว่่า ใบข้้าว

ที่่�พ่น่สปอร์แ์ขวนลอยของเช้ื้�อราแสดงอาการจุดุขนาดเล็ก็ และใบ

ข้า้วที่่�พ่น่ด้ว้ยน้ำำ��ผสม tween 20 มีสีภาพปกติไิม่แ่สดงอาการโรค 

ในแต่่ละชุุดการทดลองนั้้�นดำำ�เนิินการตััดใบข้้าวแต่่ละพัันธุ์์�ที่่�แสดง

อาการโรคหรืือต้้นปกติิแยกส่่วนจากกััน จากนั้้�น บดตััวอย่่างใน

ไนโตรเจนเหลวจนเป็็นผงละเอีียด และเก็็บตััวอย่่างพืืชปกติิและ

พืชืที่่�ปลูกเช้ื้�อซึ่่�งบดเป็น็ผงละเอียีดไว้ท้ี่่�อุณุหภูมูิ ิ-80 องศาเซลเซียีส 

เพื่่�อเข้้าสู่่�กระบวนการสกััดจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอต่่อไป

การออกแบบไพร์์เมอร์์

	สื บค้้นข้้อมููลของดีีเอ็็นเอบาร์์โค้้ดบริิเวณ ITS ซึ่่�งอยู่่�

ระหว่่าง 18S และ 28S ไรโบโซมอลดีเอ็็นเอ และลำำ�ดับันิิวคลีโอไทด์

ของยีีน Act, Tub2, GAPDH และ Tef1 ของ E. rostratum ผ่่าน

ฐานข้้อมููลนิิวคลีโอไทด์จากเวปไซต์์ https://www.ncbi.nlm.

nih.gov/nucleotide/ จากนั้้�น ออกแบบไพร์เมอร์์ให้้มีีความ

จำำ�เพาะกับัเชื้้�อรา E. rostratum โดยอาศัยัเครื่่�องมือื Primer-BLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.

cgi) นำำ�ข้้อมููลลำำ�ดัับนิิวคลีโอไทด์ของแต่่ละยีีนใส่่ในช่่องที่่�ระบุุว่่า 

PCR template จากนั้้�น กำำ�หนดขนาดไพร์์เมอร์์ให้้มีีขนาด 

250–500 คู่่�เบส กำำ�หนดค่่า melting temperature (T
m
)  

ต่ำำ��สุดที่่� 57 องศาเซลเซียีส T
m
 ที่่�เหมาะสม 60 องศาเซลเซียีส และ 

T
m
 สููงสุุดที่่�  63 องศาเซลเซีียส และเลืือกฐานข้้อมููล nr  

(Nucleotide) นอกนั้้�นใช้้ค่่าตั้้�งโปรแกรมตามมาตรฐานที่่�กำำ�หนด 

(Default) ยกเว้้นในส่่วนของ exclusion organism กำำ�หนดค่่า

โดยการใส่่ชื่่�อชนิดของเชื้้�อราที่่�ก่่อโรคหรืือมีีความสััมพัันธ์์กัับข้้าว 

ได้้แก่่ Bipolaris oryzae ATCC 44560 (Taxid: 930090),  

Magnaporthe oryzae 70–15 (Taxid: 242507), Curvularia 

lunata (Taxid: 5503), Curvularia sp. (Taxid: 1715225), 

Rhizoctonia solani AG-1 IA (Taxid: 983506) และ Fusarium 

fujikuroi species complex (Taxid: 171627) รวมถึึง Oryza 

sativa Japonica Group (Taxid: 39947) และ Oryza sativa 

Indica Group (Taxid: 39946) เพื่่�อให้้ไพร์์เมอร์์ที่่�ออกแบบหลีีก

เลี่่�ยงการจัับกัับส่่วนของดีีเอ็็นเอของเชื้้�อราดัังกล่่าวและดีีเอ็็นเอ

ของข้า้ว โดยรายละเอียีดของไพร์เมอร์ซ์ึ่่�งออกแบบด้ว้ยวิธิีดีังักล่า่ว

ปรากฏใน Table 2

การสกััดจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอ

	 เลี้้�ยงเช้ื้�อราที่่�ใช้้ในการวิิจััยโดยนำำ� stock ของเชื้้�อราที่่�

อยู่่�ในรูปูแบบเส้น้ใยหรือืเก็บ็บนกระดาษกรองมาวางบนจานอาหาร 

potato dextrose agar (HiMedia; Bangalore, India) เป็น็เวลา 

7 วััน ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง จากนั้้�น ถ่่ายเส้้นใยเชื้้�อราไปเลี้้�ยงในอาหาร

เหลว potato dextrose broth (HiMedia; Bangalore, India) 
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Table 1	The fungal isolates used in this study

Fungal species and 

isolate

Nearest BLAST match,  

accession number (% identity)

Source of material or reference

Exserohilum rostratum

ER-SB1, ER-CN1,  

ER-AT1, ER-SBR1, 

ER-NB1

E. rostratum, MT524320 (100%) Boonkorn et al. (2024)

Bipolaris oryzae

BO-SBR93, BO-SBR92, 

BO-PT1, BO-CN7

B. oryzae, OQ733351 (100%) Chaijuckam et al. (2019)

Pyricularia oryzae

PO-001 Magnaporthe oryzae, 

OR492543 (100%)

Klarum (2020)

PO-002 M. oryzae, KY967404 (98.39%) Klarum (2020)

PO-003 M. oryzae, MH714733 (98.03%) Klarum (2020)

Curvularia lunata

C-NP11 C. lunata, KP638342 (100%) The Fungal Laboratory, Department of Plant 

Pathology, Kasetsart University (unpublished data)

C-NP12, CN22 C. lunata, MH010917 (99.82%) The Fungal Laboratory, Department of Plant 

Pathology, Kasetsart University (unpublished data)

C-NB4 C. lunata, MK174964 (99.48%) The Fungal Laboratory, Department of Plant 

Pathology, Kasetsart University (unpublished data)

Rhizoctonia spp.

RS-Ppath Data not available Contributed by Tida Dethoup, Kasetsart University

RS-DOA Data not available Contributed by Department of Agriculture

Fusarium spp.

F-Ppath Data not available Contributed by Tida Dethoup, Kasetsart University

F-PTL1 F. oxysporum,  

ON795989.1 (97.65%)

The Fungal Laboratory, Department of Plant 

Pathology, Kasetsart University (unpublished data)

F-PTL2 Fusarium sp.,  

MT135013 (100%)

The Fungal Laboratory, Department of Plant 

Pathology, Kasetsart University (unpublished data)



Agric. Sci. Innov. J. 2025 Vol. 56(3)

196

ในหลอดทดลองที่่�ผ่่านการนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อ โดยมีีอาหารเหลวปริิมาตร 

15 มิิลลิิลิิตร เลี้้�ยงเชื้้�อราที่่�อุุณหภููมิิห้้องในสภาวะเขย่่าต่่อเนื่่�องที่่�

ความเร็็ว 100 รอบต่่อนาทีี เป็็นเวลา 72 ชั่่�วโมง จากนั้้�น ใช้้เข็็ม

เขี่่�ยเช้ื้�อเก็็บเกี่่�ยวเช้ื้�อราและซัับอาหารเหลวที่่�ติิดมากัับเส้้นใยเชื้้�อ

ราบนกระดาษทิิชชููแบบหนาที่่�ผ่่านการนึ่่�งฆ่่าเชื้้�อแล้้ว ย้้ายเส้้นใย

ของเชื้้�อราดัังกล่่าวไปใส่่ในหลอดปั่่�นเหวี่่�ยงขนาด 2 มิิลลิิลิิตร 

สำำ�หรับัการสกัดัดีเีอ็น็เอจากข้้าวหรือืจากข้า้วที่่�ปลูกูเช้ื้�อราทำำ�โดย

ชั่่�งตัวัอย่า่งพืชืที่่�บดเป็น็ผงละเอียีดจำำ�นวน 100 มิลิลิกิรัมั และย้า้ย

ไปใส่่ในหลอดปั่่�นเหวี่่�ยงขนาด 2 มิิลลิิลิิตร

	จ ากนั้้�น ใส่่ลููกบอลสแตนเลส (Stainless bead) ซึ่่�งมีี

ขนาดเส้้นผ่่าศููนย์์กลาง 0.4 มิิลลิิเมตร ที่่�นึ่่�งฆ่่าเชื้้�อแล้้วจำำ�นวน 3 

ลูกู ในหลอดดังักล่า่ว และสกัดัดีเีอ็น็เอด้ว้ยวิธิีกีารดัดัแปลงจากวิธิีี

ของ Doyle and Doyle (1987) โดยเติิมสารละลาย CTAB สำำ�หรัับ

สกััดดีีเอ็็นเอ (2% CTAB (hexadecyltrimethylammonium 

bromide), 100 mM TrisHCl (pH 8), 20 mM EDTA, 1.4 M 

NaCl, 0.2% beta-mercaptoethanol) จากนั้้�น เขย่่าลููกเหล็็ก

โดยใช้เ้ครื่่�องเขย่่าความเร็ว็สูงูเป็น็เวลา 5 นาที ีแล้ว้นำำ�ไปปั่่�นเหวี่่�ยง

พร้อ้มลูกูเหล็ก็บดตัวัอย่า่งที่่�ความเร็ว็รอบ 7,000 รอบต่่อนาที ีเป็็น

เวลา 1 นาทีี เพื่่�อให้้เศษชิ้้�นส่่วนของเส้้นใยเชื้้�อราหรืือเศษเซลล์์

ของพืืชตกตะกอน 

	จ ากนั้้�น ย้้ายของเหลวไปยัังหลอดปั่่�นเหวี่่�ยงขนาด 1.5 

มิลิลิลิิติร ที่่�ปราศจากเชื้้�อและเติมิสารละลายคลอโรฟอร์ม์ปริมิาตร

Table 2	Sequences of primer sets designed corresponding to each DNA barcode locus obtained from the  

	 Exserohilum rostratum nucleotide database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/)

DNA barcode Primer sequence 

(5’ -> 3’)

Original DNA 

sequence 

source for 

primer design 

(Accession no.)

PCR product 

size (bps)

Tm 

(oC)

18S-28S internal transcribed 

spacer

ER-18S-28S ITSF:  

CTGCGGAGGGATCATTACACAA 

ER-18S-28S ITSR:  

CGAGTCTCCCCCAACAAGG

KP340122 417 61.7

Actin encoding gene (Act) ER-ActF:  

CTCGACTTCGAGCAGGAGA 

ER-ActR:  

TGTGTTAGCTGCCTGTGCTCGA

HE664079 286 59.5

Beta-tubulin encoding gene 

(Tub2)

ER-BtubF:  

TCCTGGATGGAGGTGGAGT 

ER-BtubR:  

CTCCACTTCTTCATGGTTGGATTT

KT832856 341 59.2

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase encoding gene 

(GAPDH)

ER-GPDF:  

TTCTTTCGTCAGGACCGTGG 

ER-GPDR:  

GAGCACCTCAATGTCGGACT

KP311328 348 59.9

Translation elongation factor 

encoding gene (Tef1)

ER-Tef1aF:  

CGGTACTGGTGAGTTCGAGG 

ER-Tef1aR:  

GATACCGGTCTCGACACGAC

HE664086 451 59.8
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เท่่ากัับปริมาณของเหลวดีีเอ็็นเอลงไปในหลอด ผสมสารละลาย

ดีีเอ็็นเอและคลอโรฟอร์์มเข้้าด้้วยกััน นำำ�ไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็ว

รอบ 12,000 รอบต่่อนาที ีเป็น็เวลา 10 นาทีี เมื่่�อครบเวลาจึึงย้า้ย

ของเหลวที่่�มีลีักัษณะใสซึ่่�งอยู่่�ส่ว่นบนโดยแยกชั้้�นออกมาจากส่ว่น

คลอโรฟอร์ม์และเศษซากของเซลล์ส์ิ่่�งมีชีีวีิติไปยังัหลอดปั่่�นเหวี่่�ยง

หลอดใหม่่ที่่�มีขีนาด 1.5 มิลิลิลิิติร แล้้วเติมิสารละลายไอโซโพรพานอล 

ที่่�เย็็นจััดปริิมาตรเท่่ากัับของเหลวดีีเอ็็นเอและเติิมสารละลาย 

โซเดีียมอะซิิเตต (3 M) ปริิมาณ 1 ใน 10 เท่่าของสารละลาย

ดีเีอ็น็เอ ผสมสารละลายทั้้�งหมดเข้้าด้้วยกัันโดยการเขย่่าหลอดเบา ๆ  

	นำ ำ�ตััวอย่่างไปปั่่�นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็็วรอบ 12,000 รอบ

ต่่อนาทีี เป็็นเวลา 10 นาทีี เทของเหลวในหลอดให้้หมดไป ใน 

ขั้้�นตอนนี้้� ตะกอนดีีเอ็็นเอปรากฏอยู่่�ตรงส่่วนก้้นหลอด จากนั้้�น 

เติมิสารละลายเอทานอลความเข้ม้ข้้น 70% ปริมิาตร 300 ไมโครลิิตร 

และนำำ�ไปปั่่�นเหวี่่�ยงอีีกครั้้�งที่่�ความเร็็วรอบ 12,000 รอบต่่อนาทีี 

เป็น็เวลา 10 นาที ีเทของเหลวออกจากหลอด พักัหลอดปั่่�นเหวี่่�ยง

ให้้แห้้ง แล้้วเติิมน้ำำ��ชนิิด ultra-pure ปราศจากเชื้้�อ ปริิมาตร 50 

ไมโครลิิตร ลงไปในหลอดเพื่่�อละลายตะกอนดีีเอ็็นเอ วััดปริิมาณ

ดีีเอ็็นเอด้้วยเครื่่�อง NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific 

Inc.; Waltham, MA, USA) 

การตรวจสอบจีโีนมิกิส์ด์ีเีอ็น็เอเชื้้�อราจาก internal transcribed 

spacer (ITS) region และจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของข้้าวจากยีีน 

OsActin โดยเทคนิิคปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	ต รวจสอบจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของตััวอย่่างดีีเอ็็นเอเชื้้�อรา

ทุกุไอโซเลตด้วยปฏิกิิริิยิาลููกโซ่พ่อลิเิมอเรสดัังวิธิีกีารที่่�อธิบิายข้า้ง

ต้้น โดยใช้้ไพร์์เมอร์์ ITS1: GCCGTAGGTGAACCTGCGC และ

ไพร์์เมอร์์ ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 

1990) ซึ่่�งเป็็นไพร์เมอร์์ที่่�ออกแบบจากส่่วนนิวิเคลียีร์์ไรโบโซมอล 

ดีีเอ็็นเอ (ITS1–5.8S–ITS2) ที่่�มีีศัักยภาพในการตรวจสอบเชื้้�อรา

ส่่วนใหญ่่ โดยใช้้อุุณหภููมิิในขั้้�นตอน annealing ที่่� 56 องศา

เซลเซีียส ให้้ผลผลิิตดีีเอ็็นเอขนาดประมาณ 600 คู่่�เบส และเพิ่่�ม

ปริมิาณดีีเอ็น็เอด้้วยปฏิิกิิริยิาลูกูโซ่่พอลิิเมอเรสจากจีีโนมิกิส์ด์ีเีอ็น็เอ

ของข้้าวด้้วยไพร์์เมอร์์ OsActinF: CAGCACATTCCAGCAGAT 

และ OsActinR: GGCTTAGCATTCTTGGGT (Duan et al., 

2014) ที่่�ออกแบบจากยีีน OsActin (Os03g50890) ของข้้าว โดย

ใช้อุ้ณุหภูมูิใินขั้้�นตอน annealing ที่่� 54 องศาเซลเซียีส ให้ผ้ลผลิติ

ดีเีอ็็นเอขนาด 190 คู่่�เบส เพ่ื่�อยืืนยัันว่่าจีีโนมิิกส์์ดีเีอ็็นเอของตััวอย่่าง

เช้ื้�อราทุุกไอโซเลตและจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของข้้าวมีีปริิมาณและ

คุณุภาพได้ม้าตรฐานเพียีงพอในการทำำ�ปฏิกิิริิยิาลูกูโซ่พ่อลิเิมอเรส

การตรวจสอบความจำำ�เพาะของไพร์เมอร์์ต่่อจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอ

ของ E. rostratum โดยเทคนิิคปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	 เตรีียมส่่วนผสมสำำ�หรัับทำำ�ปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส 

ปริิมาตรรวมทั้้�งสิ้้�น 50 ไมโครลิิตร โดยนำำ�จีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของ

ตัวัอย่่างเชื้้�อราทุกุไอโซเลตซึ่่�งระบุใุน Table 1 รวมถึงึจีีโนมิกิส์ข์อง

ข้้าวพัันธุ์์�ขาวดอกมะลิิ 105 และพัันธุ์์�เจ้้าหอมนิิล ที่่�มีีระดัับความ

เข้้มข้้น 100 นาโนกรััมต่่อไมโครลิิตร ปริิมาณ 1 ไมโครลิิตร มาใช้้

เป็น็แม่พ่ิมิพ์ด์ีเีอ็น็เอในการทำำ�ปฏิกิิริิยิาลูกูโซ่พ่อลิเิมอเรส จากนั้้�น 

เติิมสารละลายไพร์์เมอร์์ forward และไพร์์เมอร์์ reverse ของ 

ดีเีอ็น็เอบาร์์โค้้ดแต่่ละชนิดิ (Table 2) ความเข้้มข้้น 10 ไมโครโมลาร์์ 

ปริมิาณอย่า่งละ 2.5 ไมโครลิติร สารละลาย dNTPs ความเข้ม้ข้น้ 

10 มิิลลิโมลาร์์ ปริมาณ 1 ไมโครลิิตร สารละลาย MgCl
2
  

ความเข้้มข้้น 25 มิิลลิิโมลาร์์ ปริิมาณ 6 ไมโครลิิตร สารละลาย 

10X Taq บััฟเฟอร์์ ปริิมาณ 5 ไมโครลิิตร และเอนไซม์์ FIREPol® 

DNA polymerase (Solis BioDyne; Tartu, Estonia) ความเข้้มข้้น 

5 ยูนูิติต่อไมโครลิิตร ปริมิาณ 0.3 ไมโครลิติร จากนั้้�น เติิมน้ำำ��ชนิด 

ultra pure ให้้ครบปริมาตร 50 ไมโครลิิตร และนำำ�ไปใส่ใ่นเครื่่�อง

มืือสำำ�หรัับทำำ�ปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส โดยตั้้�งโปรแกรมดัังนี้้�  

ขั้้�นตอน initial denaturation ที่่�อุณุหภููมิ ิ94 องศาเซลเซียีส เป็็น

เวลา 2 นาทีี ตามด้้วยขั้้�นตอน denaturation 94 องศาเซลเซีียส 

เป็็นเวลา 20 วิินาทีี ขั้้�นตอน annealing โดยใช้้อุุณหภููมิิ T
m
 ที่่�

ระบุุไว้้ใน Table 2 ตามชนิิดของดีีเอ็็นเอบาร์์โค้้ด เป็็นเวลา 30 

วิินาทีี และขั้้�นตอน extension 72 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 2 

นาทีี เมื่่�อครบ 29 รอบของขั้้�นตอนดัังกล่่าวแล้้วตามด้้วยขั้้�นตอน

สุดุท้า้ยคือื 72 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 5 นาที ีจากนั้้�น นำำ�ผลผลิติ

จากปฏิกิิริิยิาลูกูโซ่่พอลิเิมอเรสไปตรวจสอบโดยวิธิีอีิเิล็ก็โทรโฟรีซีิสิ 

ใส่่สารละลายดีีเอ็็นเอ ปริิมาตร 20 ไมโครลิิตร ผสมสีีย้้อม  

(RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution) ปริิมาตร 1 

ไมโครลิติร ลงในหลุมุเจลที่่�มีคีวามเข้ม้ข้น้ของเจล 1% และใช้ ้DNA 

ladder (Solis BioDyne; Tartu, Estonia) ขนาด 100 คู่่�เบส 

ปริิมาตร 10 ไมโครลิิตร ใส่่ในหลุุมเจลเพื่่�อใช้้ติิดตามขนาดของ 

ดีเีอ็น็เอเป้า้หมาย ดำำ�เนินิการทำำ�อิเิล็ก็โทรโฟรีซีิสิเป็น็เวลา 30 นาทีี 

โดยใช้ก้ระแสไฟฟ้้า 100 โวลต์ เมื่่�อครบเวลาแล้้วจึึงตรวจสอบและ

บันัทึึกภาพเจลด้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์ภาพเจลรุ่่�น iBrightTM CL1500 

Imaging system (Thermo Fisher scientific; Waltham, MA USA)

การตรวจสอบความไวของไพร์์เมอร์์ต่่อจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของ  

E. rostratum โดยเทคนิิคปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	 เจืือจางความเข้้มข้้นจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของเช้ื้�อรา  

E. rostratum ไอโซเลต SBR1 ให้้มีีระดัับความเข้้มข้้นที่่� 0.001, 
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0.01, 0.1, 1, 10, 100 นาโนกรัมัต่่อไมโครลิติร จากนั้้�น ตรวจสอบ

ความไวของไพร์์เมอร์์ที่่�ออกแบบได้้จากงานวิิจััยโดยทำำ�ปฏิิกิิริิยา

ลููกโซ่่พอลิิเมอเรส มีีปริิมาตรรวม 50 ไมโครลิิตร ตามขั้้�นตอนที่่�

อธิิบายข้้างต้้น ยกเว้้นในขั้้�นตอนการดููดสารละลายดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้น 

ควบคุุมปริมาณดีีเอ็น็เอตั้้�งต้น้ในแต่่ละหลอดให้้มีคีวามเข้ม้ข้น้รวม

เท่่ากัับ 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 นาโนกรััม ตามลำำ�ดัับ 

ดำำ�เนินิการทำำ�ปฏิกิิริิยิาลูกูโซ่พ่อลิเิมอเรสโดยใช้ชุ้ดุไพร์เ์มอร์ท์ี่่�แสดง

ความจำำ�เพาะสูงู ตรวจสอบผลผลิิตดีเีอ็น็เอด้้วยวิิธีเีจลอิเิล็ก็โทรโฟรีีซิสิ 

ตรวจดูแถบดีีเอ็็นเอและบัันทึึกภาพตามขั้้�นตอนที่่�ได้้อธิิบายไว้้ใน

วิิธีีการข้้างต้้น

การประเมินิศักัยภาพของไพร์เมอร์์ในการตรวจหา E. rostratum 

ในใบข้้าวที่่�แสดงอาการโรคใบจุุด

	นำ ำ�สารละลายจีีโนมิิกส์์ดีเีอ็น็เอของข้้าวแต่่ละพัันธุ์์�ที่่�ปลูก

เชื้้�อราและจีีโนมิกิส์ด์ีเีอ็น็เอของข้้าวแต่่ละพันัธุ์์�ที่่�ฉีดีพ่น่ด้ว้ยน้ำำ��ผสม 

tween ความเข้ม้ข้น้ 0.01% ที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ 100 นาโนกรัมั 

มาใช้้เป็็นดีีเอ็็นเอตั้้�งต้้นสำำ�หรัับการทำำ�ปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

โดยใช้้ชุุดไพร์เมอร์์ที่่�แสดงความจำำ�เพาะสููง ตรวจสอบผลผลิิต

ดีเีอ็น็เอด้ว้ยวิธิีเีจลอิเิล็ก็โทรโฟรีซีิสิ ตรวจดูแูถบดีเีอ็น็เอ และบันัทึกึ

ภาพตามขั้้�นตอนที่่�อธิิบายไว้้ในวิิธีีการข้้างต้้น

ผลการทดลองและวิิจารณ์์
ความจำำ�เพาะของไพร์เมอร์์ต่่อจีโีนมิกิส์์ดีเีอ็น็เอของ E. rostratum 

โดยเทคนิิคปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	ก่ อนดำำ�เนินิการตรวจสอบความจำำ�เพาะของไพร์เ์มอร์ท์ี่่�

ออกแบบจากงานวิจิัยันี้้� งานวิจิัยันี้้�นำำ�จีโีนมิกิส์์ดีเีอ็น็เอของไอโซเลต

เชื้้�อราชนิดต่่าง ๆ รวมถึึงจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของข้้าวพัันธุ์์�ขาวดอก

มะลิิ 105 และเจ้้าหอมนิิล มาทำำ�ปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรสโดย

ใช้ไ้พร์เมอร์ช์นิดิ ITS1 และ ITS4 ที่่�จำำ�เพาะกับัเช้ื้�อราส่ว่นใหญ่แ่ละ

ไพร์์เมอร์์ OsActinF และ OsActinR ซึ่่�งออกแบบจากยีีนอ้้างอิิง 

(Reference gene) ชนิิด Actin ของข้้าว ผลจากการทำำ�ปฏิิกิิริิยา

ลููกโซ่่พอลิิเมอเรสพบว่่า จีีโนมิิกส์์ของตััวอย่่างทุุกชนิิดที่่�ใช้้ในงาน

วิจิัยันี้้�สามารถให้้ผลผลิิตดีเอ็น็เอที่่�สอดคล้องกัับขนาดของดีีเอ็น็เอ

เป้า้หมาย ได้้แก่่ 600–650 คู่่�เบสโดยประมาณ ซึ่่�งเป็็นขนาดดีีเอ็็นเอ

เป้้ าหมายของบริิ เวณนิิว เคลียร์์ ไร โบโซมอลดีี เอ็็น เอใน 

เชื้้�อราแต่่ละชนิิด และประมาณ 190 คู่่�เบส ซึ่่�งเป็็นขนาดดีีเอ็็นเอ

เป้้าหมายของบริิเวณชิ้้�นส่่วนยีีน OsActin ในข้้าว (Figure 1) ซึ่่�ง

พิิสููจน์์ได้้ว่่าจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของสิ่่�งมีีชีีวิิตที่่�ดำำ�เนิินการตรวจสอบ

ในงานวิิจััยนี้้�มีีปริิมาณและคุุณภาพเพีียงพอในการทำำ�ปฏิิกิิริิยา

ลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	จ ากการทดสอบความจำำ�เพาะของไพร์เมอร์์ต่่อเช้ื้�อรา  

E. rostratum จำำ�นวน 5 ชุุดไพร์์เมอร์์ พบว่่า มีีชุุดไพร์์เมอร์์ 2 

ชนิดิ ที่่�ให้ผ้ลผลิติดีเีอ็น็เอที่่�มีขีนาดจำำ�เพาะกับัเช้ื้�อรา E. rostratum 

ได้้แก่่ ชุุดไพร์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR ที่่�ออกแบบจากส่่วนยีีน 

Act ของเชื้้�อรา E. rostratum โดยสามารถเพิ่่�มผลผลิิตดีีเอ็็นเอ

ขนาด 286 คู่่�เบส ในตััวอย่่างดีีเอ็็นเอของเชื้้�อรา E. rostratum 

ทุุกไอโซเลตที่่�ตรวจสอบ แต่่ไม่่พบผลผลิิตดีีเอ็็นเอจากเชื้้�อรา 

ชนิิดอื่่�น ๆ  และในข้้าว ยกเว้้น Curvularia lunata ที่่�พบผลผลิิต

ดีีเอ็็นเอซึ่่�งมีีขนาดประมาณ 500 และ 1,000 คู่่�เบส ซึ่่�งมีีขนาดที่่�

แตกต่่างไปจากผลผลิิตดีีเอ็็นเอของ E. rostratum (Figure 2A) 

ทำำ�ให้ไ้พร์เมอร์์ที่่�ออกแบบจากบริิเวณยีีน Actin สามารถแยกความ

แตกต่่างเชื้้�อราทั้้�งสองชนิิดออกจากกัันได้้ นอกจากนี้้� ในงานวิิจััย

ยัังพบว่่าชุุดไพร์์เมอร์์ ER-GPDF/ER-GPDR ที่่�ออกแบบจากส่่วน

ยีนี GAPDH ของเชื้้�อรา E. rostratum สามารถเพิ่่�มปริมิาณดีเีอ็น็เอ

ที่่�มีขีนาดจำำ�เพาะเท่า่กับั 348 คู่่�เบส ในกลุ่่�มตัวัอย่่าง E. rostratum 

ทุุกไอโซเลต ในขณะที่่�ผลผลิิตดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากการทำำ�ปฏิิกิิริิยา

ลููกโซ่่พอลิิเมอเรสจากตััวอย่่างเชื้้�อราชนิิดอื่่�น ๆ อาทิิ B. oryzae 

แสดงขนาดผลผลิิตดีีเอ็็นเอที่่� 500 คู่่�เบส ซึ่่�งแตกต่่างไปจาก  

E. rostratum (Figure 2B)

	สำ ำ�หรัับไพร์์เมอร์์ที่่�ออกแบบจากบริิเวณ internal  

transcribed spacer ระหว่่าง 18S และ 28S ไรโบโซมอลดีเีอ็น็เอ 

ยีีน Tub2 และยีีน Tef1 พบว่่า สามารถเพิ่่�มผลผลิิตดีีเอ็็นเอใน

เชื้้�อราชนิิดอื่่�น ๆ ซึ่่�งมีีขนาดใกล้้เคีียงกัับผลผลิิตดีีเอ็็นเอของ 

เชื้้�อรา E. rostratum (Figure 3) ทำำ�ให้้ไพร์์เมอร์์ทั้้�ง 3 ชนิิดดััง

กล่่าวไม่ส่ามารถใช้ป้ระโยชน์ใ์นการตรวจสอบเชื้้�อรา E. rostratum 

ดัังนั้้�น จากผลการทดลองแสดงให้้เห็็นว่่าชุุดไพร์์เมอร์์ ER-ActF/

ER-ActR และ ER-GPDF/ER-GPDR ที่่�ออกแบบจากงานวิิจััยนี้้�มีี

ศัักยภาพในการนำำ�มาใช้้ตรวจสอบเชื้้�อรา E. rostratum โดยวิิธีี

การทำำ�ปฏิกิิิริยิาลููกโซ่พ่อลิิเมอเรสแบบดั้้�งเดิิมด้้วยสภาวะการดำำ�เนิิน

ปฏิิกิิริิยาที่่�ระบุุในงานวิิจััยนี้้� ทั้้�งนี้้� The International Fungal 

Barcoding Consortium ได้้แนะนำำ�ให้้ใช้้บริิเวณตำำ�แหน่่ง internal 

transcribed spacer ในส่ว่นของยีนีไรโบโซมอลอาร์เ์อ็น็เอบริเิวณ 

ITS เป็็นดีีเอ็็นเอบาร์์โค้้ดหลัักในการบ่่งชี้้�เชื้้�อรา (Schoch et al., 

2012) อย่่างไรก็็ตาม ในงานวิิจััยนี้้�พบว่่าไพร์์เมอร์์ที่่�ออกแบบมา

จากบริิเวณ internal transcribed spacer ระหว่่าง 18S และ 

28S ไรโบโซมอลดีีเอ็็นเอของเชื้้�อรา E. rostratum นั้้�นสามารถ

เพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอของเช้ื้�อราในสกุุลอื่่�น ๆ ได้้อีีกด้้วย ทั้้�งนี้้�  

ถึงึแม้้ว่่าลำำ�ดับันิวิคลีโีอไทด์บริเิวณหน่่วยย่่อยขนาดใหญ่่ของไรโบโซม

จะเป็็นบริิเวณที่่�นิิยมสำำ�หรัับการจััดทำำ�ผัังแสดงความสััมพัันธ์์ทาง

วิิวััฒนาการของกลุ่่�มสิ่่�งมีีชีีวิิต (Phylogenetics) แต่่ดีีเอ็็นเอ 
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บาร์์โค้้ดที่่�ออกแบบจากบริิเวณดัังกล่่าวมีีความสามารถในการจััด

กลุ่่�มสิ่่�งมีีชีีวิิตของเช้ื้�อราในบาง taxa เท่่านั้้�น (Schoch et al., 

2012) ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ Bradshaw et al. (2022) 

ที่่�ได้้อาศััยการวิิเคราะห์์ตำำ�แหน่่งดีีเอ็็นเอบาร์์โค้้ดจากบริิเวณ 

ชิ้้�นส่่วนของ ITS ในการแบ่่งกลุ่่�มเชื้้�อราแป้้ง แต่่ไม่่ประสบ 

ความสำำ�เร็็จในการจัดักลุ่่�มเชื้้�อราดังักล่า่วแม้้ว่า่จะมีีสัณัฐานวิิทยา

ที่่�แตกต่่างกัันอย่่างเด่่นชััด โดยเชื้้�อราแป้้งหลายชนิิดยัังคงรวมอยู่่�

ในกลุ่่�ม species complex ซึ่่�งไม่่สามารถแบ่่งแยกชนิิดได้้อย่่าง

ชััดเจน ทั้้�งนี้้� การใช้้ดีีเอ็็นเอบาร์์โค้้ดที่่�ออกแบบจากชิ้้�นส่่วนยีีน 

GAPDH และ Act ร่่วมกัับยีีนอื่่�น ๆ นอกเหนืือจากบริิเวณ ITS 

ประสบความสำำ�เร็็จในการจััดกลุ่่�มเช้ื้�อราซึ่่�งอยู่่�ในกลุ่่�ม species 

complex ที่่�มีคีวามใกล้้ชิดิกัันทางพัันธุุกรรมสููง ดังัเช่่นงานวิิจัยัของ  

Hernández-Restrepo et al. (2018) ซึ่่�งสามารถจััดแยกชนิิด

ของเชื้้�อราในสกุุล Exserohilum ได้้อย่่างถููกต้้องมากขึ้้�น

ความไวของชุุดไพร์์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR และ ER-GPDF/ 

ER-GPDR ในการตรวจสอบจีโนมิิกส์์ดีเีอ็็นเอของ E. rostratum 

โดยเทคนิิคปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส

	 เนื่่�องจากชุดุไพร์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR และ ER-GPDF/

ER-GPDR แสดงความจำำ�เพาะในการตรวจสอบเชื้้�อรา E. rostratum 

ดัังนั้้�น จึึงนำำ�ชุุดไพร์์เมอร์์ดัังกล่่าวมาทดสอบความไวในการตรวจ

สอบจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของตััวแทนไอโซเลตเชื้้�อรา E. rostratum 

(ไอโซเลต SBR1) ซึ่่�งพบว่่าชุุดไพร์์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR แสดง

ความไวในการตรวจสอบได้้ดีกีว่่าชุดุไพร์เมอร์์ ER-GPDF/ER-GPDR 

ในสภาวะการดำำ�เนิินปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรสตามที่่�ระบุุในงาน

วิจิัยันี้้� โดยพบว่่าปริมิาณจีีโนมิิกส์์ดีเีอ็น็เอตั้้�งต้น้ในระดัับความเข้ม้

ข้น้ต่ำำ��สุดที่่�ชุดุไพร์เ์มอร์ ์ER-ActF/ER-ActR สามารถตรวจสอบได้้

คืือที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 0.01 นาโนกรััม ในขณะที่่�ชุุดไพร์เมอร์์ 

ER-GPDF/ER-GPDR สามารถตรวจสอบผลผลิิตดีเอ็็นเอในตััวอย่่าง

ทดสอบที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 10 นาโนกรััม (Figure 4) ทั้้�งนี้้�  

การที่่�ชุุดไพร์์เมอร์์ ER-GPDF/ER-GPDR มีีความไวในการตรวจ

สอบต่ำำ��กว่่าชุุดไพร์์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR นั้้�นอาจเกี่่�ยวข้้องกัับ

ปัจัจัยอื่่�น ๆ  อาทิิ ความหลากหลายของลำำ�ดับันิิวคลีโอไทด์บริเิวณ

ยีีนที่่�ตรวจสอบในสิ่่�งมีีชีีวิิตนั้้�น ๆ (Bastien et al., 2008) รวมถึึง

จำำ�นวนซ้ำำ��ของยีนีที่่�พบในจีโีนมที่่�แตกต่า่งกันั เป็น็ต้น้ สำำ�หรับัเทคนิคิ

ปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรสแบบดั้้�งเดิิมนั้้�นเป็็นวิิธีีการที่่�มีีความไว

ในการตรวจสอบจีีโนมิิกส์์ดีีเอ็็นเอของตััวอย่่างสิ่่�งมีีชีีวิิตต่ำำ��สุุดเมื่่�อ

เทียีบกับัวิธิีกีารอื่่�น ๆ  ดังัแสดงในงานวิจิัยัของ Khan et al. (2018) 

Figure 1 Validation of genomic DNA from all samples utilized in this study through conventional polymerase  

	 chain reaction (PCR) prior to conducting the Exserohilum rostratum-specific primer screening experiment.  

	 (A) PCR with ITS1-ITS4 primer set to amplify genomic DNA from E. rostratum (Lane 2–6: isolate ER-SB1,  

	 ER-CN1, ER-AT1, ER-SBR1, and ER-NB1), Bipolarlis oryzae (Lane 7–10: isolate BO-SBR93, BO-SBR92,  

	 BO-PT1, and BO-CN7), Pyricularia oryzae (Lane 11–13: isolate PO-001, PO-002, and PO-003), Curvularia  

	 lunata (Lane 14–17: C-NP11, C-NP12, CN22, and C-NB4), Rhizoctonia spp. (Lane 18–19: RS-Ppath and  

	 PR-DOA) and Fusarium spp. (Lane 20–22: F-Ppath, F-PTL1, and F-PTL2), 100 bp DNA ladder was shown  

	 in lane 1. (B) PCR with ITS1-ITS4 primer set to amplify genomic DNA from rice cultivar Khao Dawk Mali  

	 105 (KDML 105) and Jao Hom Nin (JHN) (leaf) and PCR with OsActF-OsActR primer set to amplify genomic  

	 DNA from rice cultivar KDML 105 and JHN (right), with 100-bp DNA ladder shown in the first lane of each gel.
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Figure 2 Specificity of the ER-ActF/ER-ActR and ER-GPDF/ER-GPDR primer sets to Exserohilum rostratum through  

	 conventional polymerase chain reaction (PCR). PCR with ER-ActF/ER-ActR primer set (A) and with  

	 ER-GPDF/ER-GPDR primer set to amplify genomic DNA from E. rostratum (Lane 2–6: isolate ER-SB1,  

	 ER-CN1, ER-AT1, ER-SBR1, and ER-NB1), Bipolaris oryzae (Lane 7–10: isolate BO-SBR93, BO-SBR92,  

	 BO-PT1, and BO-CN7), Pyricularia oryzae (Lane 11–13: isolate PO-001, PO-002, and PO-003), Curvularia  

	 lunata (Lane 14–17: C-NP11, C-NP12, CN22, and C-NB4), Rhizoctonia spp. (Lane 18–19: RS-Ppath and  

	 PR-DOA), Fusarium spp. (Lane 20–22: F-Ppath, F-PTL1, and F-PTL2), rice cultivar Khao Dawk Mali 105  

	 (KDML105, lane 23) and cultivar Jao Hom Nin (JHN, lane 24), and pure water as a negative control (Lane  

	 25). A 100-bp DNA ladder was shown in lane 1.

Figure 3 Specificity of the ER-18S-28S ITSF/ER-18S-28S ITSR, ER-BtubF/ER-BtubR and ER-Tef1aF/ER-Tef1aR primer  

	 sets to Exserohilum rostratum through conventional polymerase chain reaction (PCR). PCR with  

	 ER-18SrRNAF/ER-18SrRNAR primer set (A), with ER-BtubF/ER-BtubR primer set (B) and with ER-Tef1aF/ 

	 ER-Tef1aR primer set (C) to amplify genomic DNA from E. rostratum (Lane 2–6: isolate ER-SB1, ER-CN1,  

	 ER-AT1, ER-SBR1, and ER-NB1), Bipolaris oryzae (Lane 7–10: isolate BO-SBR93, BO-SBR92, BO-PT1, and  

	 BO-CN7), Pyricularia oryzae (Lane 11–13: isolate PO-001, PO-002, and PO-003), Curvularia lunata (Lane  

	 14–17: C-NP11, C-NP12, CN22, and C-NB4), Rhizoctonia spp. (Lane 18–19: RS-Ppath and PR-DOA),  

	 Fusarium spp. (Lane 20–22: F-Ppath, F-PTL1, and F-PTL2), rice cultivar Khao Dawk Mali 105 (KDML105,  

	 lane 23) and cultivar Jao Hom Nin (JHN, lane 24), and pure water as a negative control (Lane 25).  

	 A 100-bp DNA ladder was shown in lane 1.
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ศักัยภาพของชุุดไพร์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR และ ER-GPDF/

ER-GPDR สำำ�หรัับการตรวจ E. rostratum ในใบข้้าวที่่�แสดง

อาการใบจุุดจาก E. rostratum	

	ป ระเมิินศักัยภาพชุดุไพร์เ์มอร์ ์ER-ActF/ER-ActR และ 

ER-GPDF/ER-GPDR GPDR โดยตรวจเชื้้�อรา E. rostratum ด้ว้ย

เทคนิคปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรส ในตััวอย่่างข้้าวพัันธุ์์�ขาวดอก

มะลิิ 105 กข31 กข41 และเจ้้าหอมนิิลที่่�ได้้รัับการปลูกเช้ื้�อ  

E. rostratum ไอโซเลต SBR1 และแสดงอาการโรคใบจุุดภาย

หลัังการปลููกเชื้้�อราเป็็นเวลา 72 ชั่่�วโมง พบว่่า ชุุดไพร์์เมอร์์  

ER-ActF/ER-ActR และ ER-GPDF/ER-GPDR ประสบความสำำ�เร็จ็

ในการเพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอบริิเวณชิ้้�นส่่วนยีีน Act และบริิเวณยีีน 

GAPDH ของเชื้้�อรา E. rostratum ในตััวอย่่างข้้าวพัันธุ์์�ต่่าง ๆ ที่่�

แสดงอาการจุดุจากเช้ื้�อราดังักล่า่วโดยใช้ส้ภาวะการดำำ�เนินิปฏิิกิริิยิา

ลููกโซ่่พอลิิเมอเรสตามที่่�ระบุุในงานวิิจััย (Figure 5) แสดงให้้เห็็น

ถึงึศัักยภาพของไพร์เ์มอร์ท์ั้้�ง 2 ชนิด ในการนำำ�ไปใช้ส้ำำ�หรับัวินิิจิฉัยั

อาการใบจุุดของข้้าวที่่�มีีสาเหตุุจากเชื้้�อรา E. rostratum

ซึ่่�งพบว่า่การใช้ป้ฏิกิิิริยิาลูกูโซ่พ่อลิเิมอเรสแบบดั้้�งเดิมินั้้�นสามารถ

ตรวจสอบผลผลิติดีเีอ็น็เอของเชื้้�อรา Alternaria solani จากการ

ใช้ด้ีเีอ็น็เอตั้้�งต้น้ที่่�ระดับัความเข้ม้ข้น้ต่ำำ��สุดุเท่่ากับั 13.6 นาโนกรัมั 

ซึ่่�งน้้อยกว่่าเทคนิิคปฏิิกิิริิยาลููกโซ่่พอลิิเมอเรสแบบ real-time 

(Real-time polymerase chain reaction, real-time PCR) 

ถึึง 10,000 เท่่า ดัังนั้้�น การพััฒนาไพร์เมอร์์เพ่ื่�อใช้้ร่่วมกัับวิิธีี  

real-time PCR ในการใช้้ตรวจเชื้้�อรา E. rostratum รวมถึึงใช้้

วิเิคราะห์ป์ริมิาณดีเีอ็น็เอของเชื้้�อราในงานวิจิัยัต่อ่ไปจะช่ว่ยพัฒันา

วิิธีีการตรวจ E. rostratum อย่่างมีีประสิทิธิภิาพ รวมถึงึนำำ�ไปใช้้

ประโยชน์ในการประเมิินปริิมาณเชื้้�อราในพืืชอาศััยเพื่่�อประเมิิน 

ความเสียีหายของพืชืที่่�เกิดิจากเชื้้�อราต่่อไป 

Figure 4	 Sensitivity of the ER-ActF/ER-ActR and ER-GPDF/ER-GPDR primer sets to Exserohilum rostratum through  

	 conventional polymerase chain reaction (PCR). PCR with ER-ActF/ER-ActR primer set (A) and with  

	 ER-GPDF/ER-GPDR (B) to amplify genomic DNA from E. rostratum isolate SBR1 with different concentration  

	 of DNA templates: 0.001 ng (Lane 2), 0.01 ng (Lane 3), 0.1 ng (Lane 4), 1 ng (Lane 5), 10 ng (Lane 6) and  

	 100 ng (Lane 7). A 100-bp DNA ladder was included for sizing the amplicons (Lane 1).
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Figure 5	 Conventional polymerase chain reaction (PCR) of Exserohilum rostratum isolate SBR1 using primer  

	 sets of ER-ActF/ER-ActR (A) and of ER-GPDF/ER-GPDR (B) in rice cultivar Jao Hom Nin (JHN), Khao Dawk  

	 Mali 105 (KDML105), Rice Department31 (RD31), and Rice Department41 (RD41) after 72 hours of  

	 E. rostratum-infection and water solution (+0.01% tween20). A 100-bp DNA ladder was shown in lane 1.

สรุุป
	 การพััฒนาชุดุไพร์เมอร์์เพื่่�อใช้้ตรวจสอบ E. rostratum 

ที่่�เป็็นเชื้้�อราก่่ออาการใบจุดุ ด้้วยวิธิีกีารทำำ�ปฏิกิิริิยิาลูกูโซ่่พอลิเิมอเรส

แบบดั้้�งเดิิม พบว่่า ชุุดไพร์์เมอร์์ ER-ActF/ER-ActR ที่่�ออกแบบ

จากลำำ�ดับัดีเีอ็น็เอบริิเวณยีนีกำำ�หนดการสร้้างโปรตีีน Actin (Act) 

และชุดุไพร์เมอร์ ์ER-GPDF/ER-GPDR ออกแบบจากลำำ�ดับัดีเีอ็น็เอ

บริเิวณยีีนกำำ�หนดการสร้้างโปรตีีน Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) ของ E. rostratum มีีความจำำ�เพาะ

และมีคีวามไวในการตรวจสอบจีโีนมิกิส์ด์ีเีอ็น็เอของ E. rostratum 

รวมถึึงชุุดไพร์์เมอร์์ทั้้�ง 2 ชนิิด มีีศัักยภาพในการตรวจสอบเชื้้�อรา

ในใบข้้าวที่่�แสดงอาการใบจุดุที่่�เกิดิจาก E. rostratum อนึ่่�งในงาน

วิจิัยันี้้�จำำ�นวนไอโซเลตเชื้้�อรา E. rostratum ที่่�ใช้ใ้นการตรวจสอบ

ยัังคงมีีจำำ�นวนจำำ�กััด ดัังนั้้�น ควรขยายการทดสอบความจำำ�เพาะ

และความไวของไพร์เมอร์ท์ั้้�ง 2 ชนิดิ โดยเพิ่่�มจำำ�นวนไอโซเลตของ

เชื้้�อรา E. rostratum ทดสอบที่่�มาจากพื้้�นที่่�ปลููกข้้าวในภููมิิภาค

ต่่าง ๆ เพื่่�อขยายผลการทดสอบความแม่่นยำำ�ของชุุดไพร์์เมอร์์ทั้้�ง

สองชนิดิในการนำำ�ไปใช้ป้ระโยชน์เ์พ่ื่�อตรวจหาเชื้้�อรา E. rostratum 

สำำ�หรัับการวิินิิจฉััยอาการใบจุุดในข้้าวต่่อไป
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