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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมและการวเิคราะหก์ารมยีนี Avirulence 
ของเชืÊอรา Pyricularia oryzae ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย
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Abstract
 Rice blast disease caused by the fungus Pyricularia oryzae is an important disease affecting rainfed 
and irrigated rice cultivation. The severity of this disease depends on the genetic diversity of fungal Avirulence 
(AVR) genes. This study aimed to investigate fungal isolates’ genetic diversity and determine the presence 
of AVR genes in P. oryzae isolates collected from the northeastern region of Thailand during the 2020 and 
2023 rice seasons. Morphological characterization and genetic diversity analysis of fungal isolates were 
performed using the repetitive-based polymerase chain reaction (rep-PCR) technique. The presence of seven 
AVR genes was also determined using PCR. The results showed that fungal isolates from the same and 
different locations exhibited differences in morphological characteristics and could be classified into 24 
groups based on genetic diversity. The average percentage of AVR genes in fungi collected in 2020 and 
2023 were as follows: AVR-Pizt (0% and 0%), AVR-Pii (17.9% and 31.7%), AVR-Pia (71.9% and 69.8%), 
AVR-Pi9 (96.4% and 100%), AVR-Pib (91.1% and 73%), AVR-Pik (87.5 and 100%), and AVR-Pita 1 (91.1 and 
77.7%). The results of this study suggest that morphological characteristics, genetic diversity of fungal 
isolates, and the presence of AVR genes. This information could be useful for developing rice varieties 
resistant to blast disease and sustainable blast disease management in the Northeastern region of Thailand.
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บทคัดย่อ
 โรคไหมข้องขา้วมีสาเหตจุากเชื Êอรา Pyricularia oryzae Cavara เป็นโรคขา้วทีÉสาํคญัสง่ผลกระทบตอ่การปลกู
ขา้วนานํÊาฝนและนาชลประทาน ความรุนแรงของโรคนีÊขึ Êนกบัความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน Avirulence (AVR) 
ของเชื Êอรา ในการศกึษาครัÊงนี Êมีวตัถปุระสงคเ์พืÉอศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื Êอรา และตรวจการมียีน 
AVR ในเชื Êอรา P. oryzae ทีÉพบในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือในฤดนูาปี 2563 และ 2566 โดยดาํเนินการศกึษาลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยา และวิเคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชื Êอรา ดว้ยเทคนิค repetitive-based polymerase 
chain reaction (rep-PCR) และตรวจยีน AVR จาํนวน 7 ยีน ดว้ยเทคนิคพีซีอาร ์ผลการศกึษาพบวา่เชื Êอราจากแหลง่
ปลกูขา้วเดียวกนัหรอืตา่งกนัมีความแตกตา่งของลกัษณะทางสณัฐาน มีความหลากหลายทางพนัธกุรรมสามารถจดักลุม่
เชื Êอสายพนัธุไ์ด ้24 กลุม่ และการมียีน AVR ของเชื ÊอราทีÉเก็บรวบรวมปี พ.ศ. 2563 และ 2566 ดงันี Ê ไมพ่บยีน AVR-Pizt 
แตพ่บยีน AVR-Pii รอ้ยละ 17.9 และ 31.7 AVR-Pia  รอ้ยละ 71.9 และ 69.8 AVR-Pi9 รอ้ยละ 96.4 และ 100 AVR-Pib  
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คาํนาํ
 โรคไหมข้องขา้วมีสาเหตุจากเชื Êอรา Pyricularia 
oryzae Cavara (teleomorph: Magnaporthe oryzae) 
พันธุ์ข้าวทีÉอ่อนแอเมืÉอถูกเชื Êอราเข้าทําลายในระยะ
ออกดอกทํา ให้ผ ลผลิ ต ข้า วลดลง ร้อ ยละ  1 0 0 
(Dissanayaka et al., 2024) เกษตรกรในภาคตะวนัออก
เฉียงเหนือนิยมปลกูขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 กข15 และ
กข6 ซึÉงเป็นพนัธุที์Éออ่นแอตอ่โรคไหมเ้ป็นสาเหตใุหเ้ผชิญ
กบัการเขา้ทาํลายของโรค กรมสง่เสรมิการเกษตร (2567) 
รายงานวา่ชว่งเดือนกนัยายน พ.ศ. 2567 พบการระบาด
ของโรคไหม ้ในพื ÊนทีÉ 12 จงัหวดั รวมพืÊนทีÉปลกูขา้วในภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ 7 จงัหวดั คดิเป็นพื ÊนทีÉรวม 5,785.12 ไร ่
 เชื Êอรา P. oryzae ทีÉมียีน Avirulence (AVR) ซึÉงมี
ความจาํเพาะกบัยีนตา้นทานขา้ว (resistance gene, R) 
ไมส่ามารถก่อโรคในขา้วทีÉมียีนตา้นทานได ้Selisana และ
คณะ (2017) รายงานวา่ยีน AVR เป็นเปา้หมายหลกัใน
การกลายพนัธุ ์ เชื Êอราก่อโรคไหมห้ลีกเลีÉยงการรบัรูข้อง
โปรตีนต้านทานในข้าว (R protein) โดยอาศัยการ
เปลีÉยนแปลงสารพนัธกุรรมบรเิวณยีน AVR เชน่ การแทรก
ของทรานสโปซอน (transposon insertion) การแทรกของ
ลาํดบันิวคลโีอไทดข์นาดสัÊน (short sequence insertion) 
การหายไปหรือการแทนทีÉของนิวคลีโอไทด ์ (nucleotide 
deletion หรอื substitution) การเพิÉมจาํนวนยีน (gene 
duplication) ซึÉงการเปลีÉยนแปลงดงักล่าวมีผลต่อการ
สูญเสียการรบัรูข้องโปรตีนตา้นทานขา้วทีÉตรงกนักบัยีน 
AVR  เพืÉอกระตุ้นภูมิคุ้มกัน ทําให้ข้าวสูญเสียความ
ต้านทานต่อยีน AVR  ชนิดนัÊน (Hu et al., 2022) 
Sirisathaworn และคณะ (2017) ศกึษาความแปรปรวน
ของลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยีน AVR จาํนวน 3 ยีน ไดแ้ก่ 
PWL-2 Avr-Pii และ Avr-Piz-t พบวา่ เชื Êอราก่อโรคไหมใ้น
ประเทศไทยมีความหลากหลายทางพนัธกุรรมในระดบัตํÉา 
แต่ยังคงพบการกลายพันธุ์แบบไม่เปลีÉยนกรดอะมิโน 

รอ้ยละ 91.1 และ 73 AVR-Pik  รอ้ยละ 87.5 และ 100 และ AVR-Pita 1  รอ้ยละ 91.1 และ 77.7 ผลจากการศกึษา
ลกัษณะทางสณัฐาน ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของเชื Êอรา และการมีอยูข่องยีน AVR ของเชื Êอรา สามารถนาํไปใช้
ในการพฒันาพนัธุข์า้วใหต้า้นทานตอ่โรคไหมแ้ละวางแผนการปอ้งกนัโรคไหมข้า้วในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
คาํสาํคัญ: ขา้ว โรคไหม ้Pyricularia oryzae เชื Êอรา rep-PCR ยีน AVR-Pita1 ยีน AVR-Pii ยีน Avirulence ภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ

(non-synonymous mutations) เผยใหเ้หน็กลไกของการ
คดัเลอืก (selective pressure) ทีÉสง่ผลตอ่การปรบัตวัของ
ยีน AVR เพืÉอเอาชนะกลไกการป้องกันตัวของข้าว
ตา้นทาน  
 พนูศกัดิÍ และคณะ (2550) จาํแนกสายพนัธุเ์ชื Êอรา
ก่อโรคไหมโ้ดยการปลกูเชื Êอลงบนขา้วพนัธุม์าตรฐาน แต่
พบว่า เชื Êอทดสอบมีความแปรปรวนทาํใหย้ากต่อการ
สรุปผล ตอ่มาพนูศกัดิÍ และคณะ (2554) รายงานวา่ เชื Êอรา
สาเหตโุรคไหมใ้นภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ 
มีความหลากหลายทางพนัธกุรรมสงู ซึÉงไดร้บัอิทธิพลจาก
การผสมพนัธุแ์บบอาศยัเพศ (sexual recombination) 
และการกลายพนัธุ ์(mutation) แสดงใหเ้หน็ความสามารถ
ของเชื Êอราในการปรบัตวัตอ่สภาพแวดลอ้มทีÉเปลีÉยนแปลง 
 Selisana และคณะ (2017) พบวา่ ประชากรหลกั
ของเชื ÊอราทีÉแตกตา่งกนัเป็นผลมาจากสภาพแวดลอ้มและ
พนัธุข์า้วทีÉแตกตา่งกนัตามความตอ้งการของเกษตรกรใน
ทอ้งถิÉน ดงันัÊน การตรวจสอบการมีอยู่และความแปรผนั
ของยีน AVR จึงเป็นวิธีทีÉมีประสิทธิภาพในการติดตาม
ประชากรของเชื ÊอราประจาํถิÉน 
 Longya และคณะ (2020) พบวา่ ลกัษณะเสน้ใย
ของเชื ÊอราทีÉแยกจากภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง 
และภาคเหนือจากขา้วสายพนัธุต์า่งๆ มีความแตกตา่งของ
ลกัษณะเสน้ใย สเีสน้ใย และขนาดและรูปรา่งโคนิเดีย  
 Mekwatanakarn และคณะ (2000) นาํวิธีทาง
เทคโนโลยีชีวภาพโดยการสรา้งลายพิมพ์เอกลักษณ์
ดีเอน็เอ (DNA fingerprinting) ชนิดอารเ์อฟแอลพี (RFLP) 
โดยใช ้MGR586 เป็นตวัตรวจสอบและจดักลุม่เชื ÊอราทีÉมี
แถบดีเอ็นเอคลา้ยกัน นอกจากนีÊ เทคนิค repetitive-
based polymerase chain reaction (rep-PCR) โดยใช้
ไพรเมอร ์Pot2 สามารถแบง่กลุม่เชื Êอและยงัมีความสมัพนัธ์
กบัการจาํแนกเชื Êอดว้ย MGR586 (Olukayode et al., 
2019; Peng et al., 2023) ซึÉงเป็นทางเลือกหนึÉงในการ
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ศกึษาพนัธกุรรมเชื Êอราสาเหตโุรคไหมข้องขา้ว
 งานวิจัยนี Êมีวัตถุประสงคเ์พืÉอศึกษาความหลาก
หลายทางพนัธกุรรมและเชื Êอสายพนัธุข์องเชื Êอรา และขอ้มลู
การมีชนิดยีน AVR ของเชื Êอรา P. oryzae ทีÉพบระบาดใน
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย

อุปกรณแ์ละวธีิการ
1. การสาํรวจ เกบ็ตวัอย่าง และแยกเชืÊอราบริสุทธิÍ

 1.1 การสาํรวจและเกบ็ตวัอยา่ง สาํรวจโรคไหมใ้น
แปลงขา้ว ในฤดนูาปี 2563 และ 2566 ในจงัหวดัสกลนคร 
นครพนม หนองบวัลาํภ ูขอนแก่น หนองคาย อดุรธานี และ
รอ้ยเอด็ และเก็บตวัอยา่งโรคไหมที้Éมีแผลรูปตา ตรงกลาง
แผลสเีทา (Fig. 1A) บนัทกึพิกดัทีÉตัÊงแปลง พนัธุข์า้ว ระยะ
การเจรญิเติบโตของขา้ว ประเมินการเกิดโรค (disease 
incidence) และระดบัความรุนแรงของโรค (scale of 
disease severity) ตามวิธีการของ IRRI (2014) 
 1.2 การแยกเชื ÊอราบรสิทุธิÍ นาํใบขา้วเป็นโรคไหมที้É
มีแผลรูปตาจากข้อ 1.1 มาตัดเป็นชิ Êนความยาว 3-5 
เซนตเิมตร วางบนกระดาษกรองทีÉชื Êน บม่ไว ้1 คืน ใชล้ปู 
(loop) จุม่นํÊาแตะบนแผล แลว้นาํไปแตะบนอาหาร water 
agar (WA) (Fig. 1A-C) จากนัÊนใชห้ลอดรูเลก็ (capillary 

tube) ลนไฟ ดงึปลายแหลมแยกสปอรเ์ดีÉยวนาํไปวางบน
อาหาร potato dextrose agar (PDA) บม่ไวใ้นตูค้วบคมุ
อณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั จากนัÊนตดั
ปลายเสน้ใยไปเลี Êยงบนอาหาร PDA จานใหม่ เลี Êยงไวที้É
อณุหภมิูหอ้ง จนเชื Êอราเจรญิมีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 2 
เซนตเิมตร
 นาํชิ ÊนกระดาษกรองทีÉฆ่าเชื Êอแลว้มาวางรอบขอบ
นอกเสน้ใย (Fig. 1F) เลี Êยงเชื Êอราจนกวา่เสน้ใยเจรญิคลมุ
กระดาษกรอง จากนัÊนยา้ยชิ Êนกระดาษกรองไปทาํใหแ้หง้
ดว้ยโถดดูความชืÊน (Fig. 1G-H) 
 เก็บรกัษาไวใ้นตูด้ดูความชืÊนสาํหรบัใชใ้นทดสอบ
การตอ่ไป
2. การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชืÊอรา 
 เชื ÊอราบรสิทุธิÍทีÉไดจ้ากการเก็บรวบรวมฤดนูาปี 2563 
จาํนวน 64 ไอโซเลท และฤดนูาปี 2566 จาํนวน 75 ไอโซเลท 
นาํมาเลี Êยงบนอาหาร PDA ใหแ้สงฟลอูอเรสเซนต ์8 ชัÉวโมง 
สลบักบัมืด 16 ชัÉวโมง บนัทกึลกัษณะการเจรญิของเชื Êอรา
บนอาหารเลี Êยงเชื Êอ สเีสน้ใย และวดัขนาดโคโลนีเมืÉอเชื Êอรา
อาย ุ10 วนั 
 กระตุน้การสรา้งสปอรโ์ดยใชแ้ผ่นสไสดข์ูดเสน้ใย
เบาๆ และเลี Êยงเชื Êอราตอ่ภายใตแ้สงแบลก็ไลต ์ทีÉอณุหภมิู 

Fig. 1  Single spore isolation (A) a rice leaf showing a typical lesion caused by blast disease (B) a microscopic 
view of a rice blast lesion, revealing the conidiophores and conidia of Pyricularia oryzae (C) 
a microscopic image showing P. oryzae conidia on water agar (D-E) a single spore colony on PDA 
media (F) the fungus showed growth on PDA media after 5 days (G) covering the mycelia with filter 
paper (H) drying filter papers with fungus in a desiccator
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25±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ตรวจสอบการสรา้ง
สปอรภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง กาํลงัขยาย 400 
เทา่ 
 บันทึกลักษณะทางสัณฐานของเสน้ใย สีเสน้ใย 
รูปรา่งโคนิเดีย และวดัขนาดความกวา้ง ความยาวของ
โคนิเดีย จาํนวน 30 โคนิเดียตอ่ไอโซเลท 

3. การระบุชนิดเชืÊอราดว้ยเทคนิคทางดา้นชวีโมเลกุล
 เชื ÊอราทีÉศกึษาลกัษณะทางสณัฐาน จากขอ้ 2 เลอืก
มา 3-5 ไอโซเลท เพืÉอเป็นตวัแทนจากแตล่ะพื ÊนทีÉ ซึÉงเป็น
เชื ÊอราทีÉเก็บรวบรวมในฤดนูาปี 2563 จาํนวน 45 ไอโซเลท 
และเชื ÊอราทีÉเก็บรวบรวมในฤดนูาปี 2566 จาํนวน 15 ไอโซเลท 
รวม 60 ไอโซเลท นาํมาสกัดดีเอ็นเอด้วยนํÊายาสกัด
สาํเร็จรูป NucleoSpin Plant II (Machery-Nagel, 
Germany) ดาํเนินการตามวิธีการของบรษัิทผูผ้ลติ ตรวจ
สอบความเขม้ขน้และความบรสิทุธิÍของดีเอน็เอดว้ยเครืÉอง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร ์
 เพิÉมปรมิาณดีเอ็นเอบรเิวณ internal transcribed 
spacer (ITS) ของ ribosomal DNA (ITS rDNA) ดว้ย
ไพรเมอร ์ ITS1 และ ITS4 (White et al., 1990) และยีน 
translation elongation factor 1-alpha (TEF1) ดว้ย
ไพรเมอร ์ EF1-983F และ EF1-2218R (Zhang et al., 
2011) โดยใชช้ดุนํÊายาสาํเรจ็รูป 2X PACBIO Taq Mix 
Red (PCR biosystems, USA) 
 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจล 
อิ เล็กโตรโฟรซีสิ 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์ (w/v) ในบฟัเฟอร ์ 0.5x 
Tris-Borate-EDTA (TBE) สง่วิเคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอไทด์
ทีÉบรษัิท Macrogen Co. Ltd ประเทศเกาหลีใต้
 เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS และ 
TEF1 กบัฐานขอ้มลู GenBank ใชโ้ปรแกรม BLASTn 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

4. การวเิคราะหก์ารมยีนี AVR ของเชืÊอรา Pyricularia 
oryzae
 เชื ÊอราทีÉเก็บรวบรวมในฤดนูาปี 2563 จาํนวน 58 
ไอโซเลท และเชื ÊอราทีÉเก็บรวบรวมในฤดนูาปี 2566 จาํนวน 
61 ไอโซเลท นาํดีเอน็เอมาเพิÉมปรมิาณยีน AVR ดว้ยไพร
เมอรที์Éจาํเพาะตอ่ยีน AVR-Pii, AVR-Pizt, AVR-Pia, AVR-
Pib, AVR-Pi9, AVR-Pik และ AVR-Pita1 (Table 1) 
 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็ก

โตรโฟรีซิส 1.5 เปอรเ์ซ็นต ์บนัทึกการปรากฏของแถบ
ดีเอน็เอใหเ้ป็น 1 และไมป่รากฏแถบดีเอน็เอใหเ้ป็น 0 
 คาํนวณรอ้ยละการมีอยูข่องยีน AVR และนาํมาจดั
กลุ่มความสัมพันธ์ของยีนด้วยโปรแกรม NTSYSpc 
version 2.20e (Rohlf, 2000) 

5. การวิเคราะหค์วามหลากหลายของประชากร
เชืÊอรา Pyricularia oryzae ด้วยวธีิ repetitive-based 
polymerase chain reaction (rep-PCR)
 เชื ÊอราทีÉแยกจากใบขา้วแสดงอาการโรคไหมจ้าก
พื ÊนทีÉปลกูขา้วในจังหวดัสกลนคร นครพนม หนองคาย 
หนองบวัลาํภ ูอดุรธานี ขอนแก่น และรอ้ยเอด็ เป็นเชื Êอรา

ทีÉเก็บรวบรวมในฤดนูาปี 2563 จาํนวน 74 ไอโซเลท และ
เชื ÊอราทีÉเก็บรวบรวมในฤดนูาปี 2566 จาํนวน 48 ไอโซเลท 
รวมทัÊงสิ Êน 122 ไอโซเลท นาํมาสกัดดีเอ็นเอดว้ยนํÊายา 
NucleoSpin Plant II (Machery-Nagel, Germany) 
ดาํเนินการตามวิธีการของบริษัทผูผ้ลิต วดัความเขม้ขน้
และความบรสิทุธิÍของดีเอน็เอ 
 เตรียมนํÊายาปฏิกิริยาพีซีอาร  ์ดังนี Ê บัฟเฟอร  ์ 2x 
PCRBIO Taq Mix Red ปรมิาตร 25 ไมโครลติร ไพรเมอร ์
Pot2-1 และ Pot2-2  (George et al., 1998) ความเขม้ขน้ 
0.2 ไมโครโมล ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอเขม้ขน้ 
60-100 นาโนกรมั ปรมิาตร 2 ไมโครลติร ปรมิาตรสดุทา้ย 
50 ไมโครลติร 
 กาํหนดโปรแกรมปฏิกิรยิาพีซีอาร ์ดงันี Ê 
 1) pre-denaturation ทีÉ 95 องศาเซลเซียส นาน 2.5 
นาที 
 2) denaturation ทีÉ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
 3) annealing ทีÉ 62 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 4) extension ทีÉ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
ขัÊนตอนทีÉ 2-4 วนซํÊา 4 รอบ ตอ่ดว้ย 
 5) denaturation ทีÉ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที  
 6) annealing ทีÉ 62 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 7) extension ทีÉ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 8) post-extension ทีÉ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที ขัÊนตอนทีÉ 5-7 วนทาํซํÊา 26 รอบ 
 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร  ์ด้วยวิธีอะกาโรสเจล 
อิเล็กโตรโฟรซีสิ 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์ใน 0.5X TBE ทีÉความตา่ง
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65วารสารวิชาการขา้ว ปีทีÉ 16 ฉบบัทีÉ 1  มกราคม - มิถนุายน 2568

ศกัยไ์ฟฟา้ทีÉ 120 โวลต ์นาน 2 ชัÉวโมง บนัทกึภาพเจลดว้ย
เครืÉองถ่ายภาพเจล (NaBI, Korea) 
  การวิเคราะหแ์ถบดีเอน็เอตอ้งทาํซํÊาอยา่งนอ้ย 2 ครัÊง
ต่อตัวอย่าง โดยบันทึกแถบดีเอ็นเอทีÉปรากฏบนเจลทีÉ
ตาํแหนง่ตรงกนั ใหค้า่เป็น 1 เมืÉอปรากฏแถบดีเอน็เอ และ
ใหค้า่เป็น 0 เมืÉอไมป่รากฏแถบดีเอน็เอ 
 นําข้อมูลมาวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม และจดักลุ่มความสมัพนัธข์องเชื Êอรา ดว้ยวิธี 
Unweighted pair-group method with arithmetic 
means (UPGMA) ดว้ยโปรแกรม NTSYSpc version 
2.20e (Rohlf, 2000) นาํมาหาสมัประสทิธิÍความเหมือน
ทางพนัธุกรรมของ SAHN (similarity coefficient) และ
วิเคราะหค์า่ Bootstrap จาํนวน 1,000 ซํÊา ดว้ยโปรแกรม 
Win boot (Yap and Neison, 1996) 

ผลการทดลองและวจิารณ์
1. การสาํรวจ เกบ็ตวัอย่าง และแยกเชืÊอราบริสุทธิÍ

 1.1 การสาํรวจและเกบ็ตวัอยา่ง
 ฤดนูาปี 2563 พบโรคไหม ้จาํนวน 16 แปลง ในพื ÊนทีÉ
ปลูกข้าวจังหวัดสกลนคร  นครพนม  หนองคาย 
หนองบวัลาํภ ูขอนแก่น และศนูยวิ์จยัขา้วสกลนคร โดยพบ
ในพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 กข6 กข15 และหางยี 71 เกิด
โรครอ้ยละ 20-90 ความรุนแรงของโรคระดบั 5-9 พบโรค
ไหมม้ากทีÉสดุและมีความรุนแรงของโรคสงูสดุ ทีÉอาํเภอ
นาหว้า จังหวัดนครพนม และอําเภอเมือง จังหวัด

หนองบวัลาํภ ู(Table 2)
 ฤดนูาปี 2566 พบโรคไหม ้จาํนวน 10 แปลง ในพื ÊนทีÉ
ปลกูขา้วจงัหวดัสกลนคร นครพนม อดุรธานี และรอ้ยเอด็ 
พบในพนัธุ ์กข6 ขาวดอกมะล ิ 105 กข15 และหางยี 71 
เกิดโรครอ้ยละ 5-100 ความรุนแรงของโรคระดับ 3-9 
พบโรคไหมม้ากทีÉสดุและมีความรุนแรงของโรคสงูสดุทีÉ
อาํเภอธาตพุนม จงัหวดันครพนม (Table 2)
 1.2 การแยกเชื ÊอราบรสิทุธิÍ

  เชื Êอราสาเหตโุรคไหมข้องขา้วทีÉเก็บรวบรวมในฤดู
นาปี 2563 แยกไดเ้ชื ÊอราบรสิทุธิÍ จาํนวน 64 ไอโซเลท ฤดู
นาปี 2566 แยกไดเ้ชื ÊอราบรสิทุธิÍ จาํนวน 75 ไอโซเลท รวม
ทัÊงสิ Êน 139 ไอโซเลท เก็บรกัษาเชื ÊอราบรสิทุธิÍบนกระดาษ
กรอง โดยวางชิ ÊนกระดาษกรองทีÉฆ่าเชื Êอโดยรอบโคโลนี
เชื Êอรา ปลอ่ยใหเ้สน้ใยเจรญิคลมุชิ Êนกระดาษกรอง จากนัÊน

ยา้ยชิ ÊนกระดาษกรองไปลดความชืÊนในโถดดูความชืÊน เมืÉอ
กระดาษกรองแหง้ นาํไปเก็บรกัษาในตูเ้ย็นเพืÉอใชใ้นการ
ทดสอบตอ่ไป

2. การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชืÊอรา 
 เชื Êอรา Pyricularia spp. จาํนวน 139 ไอโซเลท อาย ุ
10 วนับนอาหาร PDA มีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางโคโลนี
ตัÊงแต ่6.8-8.8 เซนตเิมตร มีลกัษณะแตกตา่งกนัทัÊงรูปรา่ง
และสขีองเสน้ใย แบง่ออกไดเ้ป็น 9 กลุม่ ดงันี Ê
 กลุม่ทีÉ 1 เสน้ใยสเีทาปนขาวเจรญิซอ้นกนัหลายชัÊน 
ฟเูลก็นอ้ย (Fig. 2, G1)
 กลุม่ทีÉ 2 เสน้ใยสเีทา มีกลุม่เสน้ใยสขีาวขนาดเลก็
กระจายบนอาหาร (Fig. 2, G2)
 กลุ่มทีÉ 3 เสน้ใยสีเทาปนขาว เรียบไปกับผิวหนา้
อาหาร (Fig. 2, G3)
 กลุม่ทีÉ 4 เสน้ใยสเีทาฟ ู (Fig. 2, G4)
 กลุม่ทีÉ 5 เสน้ใยสนีํÊาตาลเขม้ ฟเูลก็นอ้ย (Fig. 2, G5)
 กลุม่ทีÉ 6 เสน้ใยสนีํÊาตาลปนเทา ฟเูลก็นอ้ย (Fig. 2, 
G6)
 กลุม่ทีÉ 7 เสน้ใยสนีํÊาตาล ขอบสเีทา ฟเูลก็นอ้ย (Fig. 2, 
G7)
 กลุม่ทีÉ 8 เสน้ใยสเีทาปนนํÊาตาล มีกลุม่เสน้ใยสขีาว 
ขนาดใหญ่ (Fig. 2, G8)
 กลุม่ทีÉ 9 เสน้ใยสเีทาปนนํÊาตาล เรยีบไปกบัผิวหนา้
อาหาร (Fig. 2, G9) เสน้ใยสนีํÊาตาลออ่น มีหลายผนงักัÊน 
(septum) สรา้งโคนิเดียทีÉปลายกา้นช ู (conidiophores) 
โคนิเดียมีรูปรา่งร ี (pyriform) ปลายแหลม สนีํÊาตาลออ่น 
แตกตา่งจากผลการศกึษาของ Longya และคณะ (2020) 
ทีÉเลี Êยงเชื Êอราโรคไหมบ้นอาหาร rice flour agar (RFA) 
เชื Êอรามีเสน้ใยสขีาวหนาแนน่ เป็นปยุ เสน้ใยสคีรมี ราบไป
กบัหนา้อาหาร เสน้ใยสเีทาฟ ู
 เชื ÊอราทีÉเก็บรวบรวมปี 2563 มีขนาดโคนิเดีย กวา้ง 
7.28-10.26 ไมโครเมตร ยาว 21.06-30.05 ไมโครเมตร ซึÉง
มีขนาดเลก็กวา่โคนิเดียเชื ÊอราทีÉรวบรวมในปี 2566 ทีÉกวา้ง 
7.49-9.16 ไมโครเมตร ยาว 25.97-31.49 ไมโครเมตร 

3. การระบุชนิดเชืÊอราดว้ยเทคนิคทางดา้นชวีโมเลกุล
 เชื Êอรา Pyricularia spp. จาํนวน 60 ไอโซเลท เมืÉอ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS rDNA 
ความยาว 300 คู่เบส กบัฐานขอ้มลู NCBI พบว่าทัÊง 60 
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Fig. 2  Morphological and conidial characteristics representative of group 1 (G1), group 2 (G2)  group 3 
(G3), group 4 (G4), group 5 (G5), group 6 (G6) group 7 (G7), group 8 (G8) and group 9 (G9) of 
Pyricularia oryzae 

Fig. 3 Agarose gel shows representative results of AVR gene products amplified from DNA of P. oryzae 
isolates from 16 paddy fields in 2020 (A) Isolates from Mueang  (MUASKN), Phang Khon (PUNSKN), 
Wanon Niwat (WANSKN), and Rattanawapi (RATNKI) (B) Mueang (MUANBP), Na Wang (NANBP), 
Mueang (MUASKN) (C) Panna Nikhom (PANSKN), Charoen Sin (CRNSKN), Si Songkhram (SINPM), 
(D) Akat Amnual (ARSKN), Na Wa (NANPM) M = 1 kb DNA marker (Bio-Helix), W = water, negative 
control
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Fig. 4  Agarose gel shows representative results of AVR gene products amplified from DNA of P. oryzae 
isolates from 10 paddy fields in 2023 (A) Nong Han (BL2023NHUDN), Suwannaphum (SWPRET) (B) 
That Phanom (TPMNPM) (C) Phon Sawan (PSWNPM) (D) Phon Phisai (PPSNKI) M= 1 kb DNA marker 
(Bio-Helix), W = water negative control

Fig. 5  The detection rates of AVR genes differed between 58 P. oryzae isolates collected in dry season 
2020 and 61 isolates collected in dry season 2023
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ไอโซเลท ระบวุา่เป็นเชื Êอรา P. oryzae มีความเหมือนกบั
ไอโซเลท M1477 (accession. no. MF422332) รอ้ยละ 
98.26-100 ยกเวน้ไอโซเลท BL2023TPNNPM7 จาก
อาํเภอธาตพุนม จงัหวดันครพนม มีความเหมือนนอ้ยทีÉสดุ 
รอ้ยละ 92.07 
 ลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยีน TEF1 ความยาว 949 คู่
เบส ระบุว่าเป็นเชื Êอรา P. oryzae มีความเหมือนกับ
ไอโซเลท 70-15 (accession. no. XM_003716200) 
รอ้ยละ 97.75–100 ยกเวน้ ไอโซเลท BL2020NANPM5 
จากอาํเภอนาหวา้ จงัหวดันครพนม มีความเหมือนนอ้ยทีÉสดุ 
รอ้ยละ 94.92 

4. การวเิคราะหก์ารมยีนี Avirulence (AVR) ของเชืÊอรา 
Pyricularia oryzae 
 เชื Êอรา P. oryzae ทีÉเก็บรวบรวมในฤดนูาปี 2563 
จาํนวน 58 ไอโซเลท รอ้ยละเฉลีÉยของการมียีน AVR แตล่ะ
ชนิด เป็นดงันี Ê AVR-Pizt รอ้ยละ 0 AVR-Pii รอ้ยละ 17.9 
AVR-Pia รอ้ยละ71.9 AVR-Pi9 รอ้ยละ 96.4 AVR-Pib 
รอ้ยละ 91.1 AVR-Pik รอ้ยละ 87.5 และ AVR-Pita 1 
รอ้ยละ 91.1 (Fig. 3, 5) 
 เชื ÊอราทีÉรวบรวมในฤดนูาปี 2566 จาํนวน 61 ไอโซเลท 
รอ้ยละเฉลีÉยของการมียีน แตล่ะชนิด AVR เป็นดงันี Ê AVR-

Pizt รอ้ยละ 0 AVR-Pii รอ้ยละ 31.7 AVR-Pia รอ้ยละ 69.8 
AVR-Pi9 รอ้ยละ 100 AVR-Pib รอ้ยละ 73 AVR-Pik รอ้ยละ 
100 และ AVR-Pita 1 รอ้ยละ 77.7 (Fig. 4, 5) 
 เชื ÊอราทีÉแยกไดจ้ากทัÊงสองฤดไูมมี่ยีน AVR-Pizt จงึ
ไม่ถูกกดดันให้กลายพันธุ์ เชื Êอรามียีน AVR-Pii  ใน
เปอรเ์ซ็นตต์ ํÉาทัÊงสองฤด ู ในขณะทีÉเชื Êอรามียีน AVR-Pia,  
AVR-Pi9, AVR-Pib, AVR-Pik และ AVR-Pita1 ไม่
สมํÉาเสมอทัÊงสองฤด ูแสดงใหเ้ห็นถึงความกดดนัใหเ้กิด
การกลายพนัธุข์องยีนเพืÉอหลกีเลีÉยงความตา้นทานของขา้ว  
 เชื Êอราในอาํเภอหนองหาน จงัหวดัอุดรธานี มียีน 
AVR-Pii  รอ้ยละ 84.6 แตพ่บยีนนีÊประปรายในเชื ÊอราทีÉพบ
หลายพืÊนทีÉ บางพื ÊนทีÉเชื Êอราไมมี่ยีนนี Ê เชื ÊอราทีÉสาํรวจทกุแหง่
ไม่มียีน AVR-Pizt  ซึÉงไม่สอดคล้องกับรายงานของ 
Sirisathaworn และคณะ (2017) ทีÉว่าเชื Êอราในจงัหวดั
หนองคาย อดุรธานี และขอนแก่นมียีนนี Ê 
 ความผนัแปรของยีน AVR-Pii  ใชไ้พรเมอรที์Éอา้งอิง
ตาม Wang และคณะ (2014) พบวา่ สามารถเพิÉมปรมิาณ

ยีน AVR-Pii ไดใ้นบางไอโซเลทในขณะทีÉไมพ่บยีนนีÊเมืÉอใช้
ไพรเมอรต์ามรายงานของ Sirisathaworn และคณะ 
(2017) อาจเกิดการเปลีÉยนแปลงของยีน AVR-Pii ซึÉง
สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาของ Sirisathaworn และคณะ 
(2017) ทีÉพบการกลายพนัธุแ์บบแทนทีÉเบส (substitution) 
ในบรเิวณทีÉเขา้รหสัของยีน Avr-Pii และ Avr-Pizt สง่ผลให้
ร ้อยละการตรวจพบยีนทัÊงสองน้อย ทาํให้เกิดความ
แปรปรวนของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละความหลากหลาย
ทางพนัธกุรรมของยีนทัÊงสอง ผลการตรวจยีน AVR-Pita 1 
พบยีนเกือบทกุพื ÊนทีÉยกเวน้ในอาํเภอโพนสวรรค ์จงัหวดั
นครพนม ไมพ่บความแปรปรวนเชื Êอราจากอาํเภอธาตพุนม 
จงัหวดันครพนม และอาํเภอโพนพิสยั จงัหวดัหนองคาย 
(Fig. 3) มีความเป็นไปไดว้่าเกิดความผนัแปรของลาํดบั
นิวคลีโอไทดภ์ายในยีนนีÊ ซึÉงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษา
ของ Zhou และคณะ (2007) ทีÉพบว่า ยีน AVR-Pita1 
มีวิวัฒนาการจากกลไกการได้หรือสูญเสียยีนบริเวณ 
5’ leader region แต่มีการแทรกของ transposon Pot3 
ในบรเิวณดา้น 3’ ของเชื Êอราสายพนัธุที์Éรุนแรง จากผลการ
ศกึษาของ Damchuay และคณะ (2020) พบวา่ ยีน AVR-
Pital 1 ในประเทศไทยมีความผนัแปรทางพนัธุกรรมสงู 
ในขณะทีÉยีน AVR-Pia, AVR-Pi9, AVR-Pib, AVR-Pik และ 
AVR-Pita1 พบสมํÉาเสมอและมีความถีÉสงูในหลายพืÊนทีÉ  
แสดงใหเ้ห็นว่า ขา้วทีÉมียีนตา้นทานทีÉสมัพนัธก์นัมีความ
สามารถตา้นทานเชื Êอราโรคไหมใ้นพื ÊนทีÉ 

5. การวิเคราะหค์วามหลากหลายของประชากร
เชืÊอรา Pyricularia oryzae ดว้ยวธีิ repetitive-based 
polymerase chain reaction (rep-PCR)
 จากการวิเคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของเชื Êอรา จาํนวน 122 ไอโซเลท พบแถบดีเอน็เอจาํนวน 
3-13 แถบ มีขนาดระหวา่ง 1,000-10,000 คูเ่บส (Fig. 6) 
นําแถบดีเอ็นเอทีÉแตกต่างมาจัดกลุ่มเชื Êอสายพันธุ ์
(lineage) ได ้24 กลุม่ (Fig. 7) ดงันี Ê กลุม่ทีÉประกอบดว้ย
เชื Êอมากกว่า 5 ไอโซเลท จดัเป็นกลุ่มเชื Êอสายพนัธุที์Éพบ
ประจาํ มีจาํนวน 9 กลุม่ ดงันี Ê กลุม่ทีÉ 16 รอ้ยละ 18.85 
กลุม่ทีÉ 19 รอ้ยละ 13.11 กลุม่ทีÉ 20 รอ้ยละ 9.84 กลุม่ทีÉ 1 
รอ้ยละ 9.02 กลุม่ทีÉ 9 รอ้ยละ 8.20 กลุม่ทีÉ 10 รอ้ยละ 8.20 
กลุม่ทีÉ 12 รอ้ยละ 5.74 กลุม่ทีÉ 5 รอ้ยละ 4.10 และกลุม่ทีÉ 
15 รอ้ยละ 4.10 ซึÉงในแตล่ะกลุม่ประกอบดว้ยเชื ÊอราทีÉมา
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Fig. 7 The dendrogram illustrates the genetic relationships among 45 isolates of P. oryzae, representing 
different collection sites

Fig. 6  Pot2 rep-PCR analysis showing representative DNA fingerprinting profiles of P. oryzae from the Sakon 
Nakhon, Nakhon Phanom, Nong Bua Lam Phu, Nong Khai, Khon Kaen, Roi Et, and Udon Thani. The 
numbers represent the lineage designation, in which  A to I  were the major lineages, respectively. 
M = 1 kb DNA marker (Bio-Helix),  W = water
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จากหลายแหลง่ปลกู และกลุม่ทีÉประกอบดว้ยเชื Êอนอ้ยกวา่ 
5 ไอโซเลท จดัเป็นเชื Êอสายพนัธุที์Éพบยาก มีจาํนวน 15 กลุม่ 
เชื Êอสายพนัธุข์องเชื Êอรา P. oryzae ทีÉพบระบาดในอาํเภอ
โพนสวรรค ์จงัหวดันครพนม ไม่มีความหลากหลายทาง
ลกัษณะสณัฐาน และมีความหลากหลายทางพนัธกุรรมตํÉา 
แบง่ได ้ 2 กลุม่ ซึÉงทกุไอโซเลทมียีน AVR-Pi9, AVR-Pia, 
AVR-Pib และ AVR-Pik รอ้ยละ100 
 เชื Êอสายพนัธุจ์ากอาํเภอโพนพิสยั จงัหวดัหนองคาย 
มีความหลากหลายทางลกัษณะสณัฐาน แต่ไม่มีความ
หลากหลายทางพนัธกุรรม แบง่ได ้ 1 กลุม่ ทกุไอโซเลทมี
ยีน AVR-Pi9, AVR-Pia, AVR-Pib, AVR-Pik และ AVR-
Pita 1 และไมพ่บความผนัแปรของยีน AVR-Pita 1
 เชื Êอสายพนัธุที์Éรวบรวมจากหลายอาํเภอในจงัหวดั
สกลนครและนครพนม มีความหลากหลายทางลกัษณะ
สณัฐาน และมีความหลากหลายทางพนัธกุรรม แสดงให้
เห็นว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมขึ Êนกับจาํนวน
ตวัอยา่งทีÉนาํมาศกึษา แหลง่ปลกู และฤดปูลกู
 ความหลากหลายของเชื Êอสายพนัธุที์Éพบระบาดใน
แตล่ะแหลง่ปลกูเรยีงจากมากไปนอ้ย ดงันี Ê จงัหวดัสกลนคร 
นครพนม อดุรธานี หนองบวัลาํภ ูรอ้ยเอด็ หนองคาย และ
ขอนแก่น มีจาํนวน 14 14 4 3 3 3 และ 1 เชื Êอสายพนัธุ ์
ตามลาํดบั สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาของ Mekwatanakarn 
และคณะ (2000) และพนูศกัดิÍ และคณะ (2554) พบวา่ 
เชื Êอรามีความแปรปรวนไปตามฤดูกาล แหล่งปลูกขา้ว 
และพนัธุข์า้วทีÉเชื Êอเขา้ทาํลาย สอดคลอ้งกบัผลการศกึษา

ของเพ็ญนภา และคณะ (2557) พบวา่ บรเิวณทีÉพบการ
ระบาดของโรคในจงัหวดัเดียวกนัมีจาํนวนเชื Êอเขา้ทาํลาย
ขา้วมากกวา่ 1 ไอโซเลท 

สรุปผลการทดลอง 
 เชื Êอรา P. oryzae ทีÉระบาดในอาํเภอโพนสวรรค ์
จังหวัดนครพนม ไม่มีความหลากหลายทางลักษณะ
สณัฐาน และมีความหลากหลายทางพนัธกุรรมตํÉา เชื Êอรา
จากอาํเภอโพนพิสยั จงัหวดัหนองคาย มีความหลากหลาย
ทางลักษณะสัณฐานและไม่มีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม เชื ÊอราทีÉรวบรวมจากหลายอาํเภอในจังหวดั
สกลนครและนครพนม มีความหลากหลายทางลกัษณะ
สณัฐาน และมีความหลากหลายทางพนัธกุรรม แสดงให้

เห็นว่าความหลากหลายทางพันธุกรรมขึ Êนกับจาํนวน
ตวัอยา่งทีÉนาํมาศกึษา แหลง่ปลกู และฤดปูลกู 
 ยีน AVR-Pii, AVR-Pia, AVR-Pib, AVR-Pik และ 
AVR-Pita 1 พบไมส่มํÉาเสมอในประชากรเชื ÊอราทีÉเก็บจาก
พืÊนทีÉเดียวกนั บางยีนพบเฉพาะกลุม่เชื Êอสายพนัธุ ์และพบ
เฉพาะพืÊนทีÉ การวินิจฉยัโรคไหมโ้ดยอาศยัยีน AVR ช่วย
เสริมเครืÉองมือตรวจสอบเชื Êอโรคไหมข้า้วทีÉมีอยู่เดิม เพืÉอ
การใชยี้นตา้นทาน (R) อยา่งมีประสทิธิภาพ จากผลการ
ศกึษาในครัÊงนี Êบอกไดว้า่ ขา้วทีÉมียีนตา้นทาน Pi-9, Pi-k, 
Pi-b, Pi-ta 1 และ Pi-a อาจมีความตา้นทานเชื Êอราในพื ÊนทีÉ
จากอาํเภอเมือง และนาวงั จงัหวดัหนองบวัลาํภ ูอาํเภอ
ศรสีงคราม นาหวา้ และธาตพุนม จงัหวดันครพนม และ
อาํเภอโพนพิสยั จงัหวดัหนองคาย ขา้วทีÉมียีนตา้นทาน 
Pi-9, Pi-k, Pi-a และ Pi-b มีความตา้นทานเชื Êอในพื ÊนทีÉ
จากอาํเภอโพนสวรรค ์จงัหวดันครพนม อาํเภอโพนพิสยั 
จงัหวดัหนองคาย ทีÉระบาดในฤดนูาปี 2566 ในขณะทีÉขา้ว
ทีÉมียีน Pita-1, Pi-9 และ Pi-k มีความตา้นทานเชื Êอราใน
อาํเภอหนองหาน จงัหวดัอดุรธานี อาํเภอเมือง และรตันวาปี 
จงัหวดัหนองคาย อาํเภอวานรนิวาส พงัโคน พรรณนานิคม 
และเจริญศิลป์ จังหวัดสกลนคร คาดการณ์ไดว้่า ยีน
ตา้นทาน Pita-1 และ Pii อาจมีความตา้นทานตอ่เชื Êอราใน
พื ÊนทีÉดงักลา่วเพียงระยะสัÊน เนืÉองจากมีความผนัแปรทาง
พนัธกุรรมบรเิวณตาํแหนง่ยีนดงักลา่ว 

คาํขอบคุณ
 งานวิจยันี Êไดร้บัการสนบัสนนุจากงบประมาณจาก
กองทนุสง่เสรมิวิทยาศาสตร ์ วิจยัและนวตักรรม ภายใต้
แผนบูรณาการ การใช้เทคโนโลยีชีวภาพยุคใหม่และ
ศาสตร์ทางโอมิกส์เพืÉอเพิÉมประสิทธิภาพและรักษา
เสถียรภาพการผลิตขา้ว โครงการความหลากหลายของ
ไบโอไทป์และการคน้หาตาํแหนง่ยีนควบคมุไบโอไทป์เพลี Êย
กระโดดสีนํÊาตาล ผูวิ้จยัจงึขอขอบคณุ มา ณ ทีÉนี Ê
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