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เทคนิคอย่างงา่ยเพืÉอกระตุน้การสร้างสปอรข์องเชืÊอรา 
Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker สาเหตุโรคใบจุดสนีํÊาตาลของข้าว
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Abstract
  Brown spot of rice caused by the fungus Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker used to be 
considered as a minor disease in Thailand.  Nowadays, it becomes a major disease of rice, due to climate 
change and cultivation practices. Spore morphologies are a major character for fungal taxonomy and spore 
inoculation is the most effective method for screening of varietal resistance to brown leaf spot. However, 
several research articles have reported that B. oryzae failed to sporulation on artificial and natural media. 
The spore inducing method for B. oryzae needs selective media with complicated environments. Therefore, 
it is necessary to develop a new and simple method to induce sporulation of B. oryzae. The aim of this 
research was to develop a new and simple method for inducing sporulation of B. oryzae for further study of 
morphology and screening rice varieties for resistance to brown spot disease. Two media, commercial rabbit 
food agar (CRFA) and  potato dextrose agar (PDA) with simple and optimum environmental conditions (room 
temperature) were tested for inducing sporulation of five isolates of B. oryzae. The result revealed that PDA 
induced spore production 6-12 times higher than CRFA. The simple and optimum environmental condition 
for spore induction was the cycle of 12 hours of fluorescent light at 25±1 oC followed by 12 hours of complete 
darkness at 28±1 oC for five days. Then first hot scraping treatment of the mycelium culture surface with 
red-hot bent needle in four directions to form a fine square grid pattern was performed following by incubation 
at the simple and optimum environmental condition for three to four days. If the spore were not inducing at 
first hot scraping, then another hot scraping needed to be repeated. We found that two times hot scraping 
could induce spore in all isolates.
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บทคัดย่อ
 โรคใบจุดสีนํÊาตาลสาเหตุจากเชื Êอรา Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker ในอดีตจัดเป็น
โรคขา้วทีÉไมมี่ความสาํคญัในประเทศไทย ปัจจบุนัจดัเป็นโรคขา้วทีÉสาํคญัโรคหนึÉง เนืÉองจากการเปลีÉยนแปลงของสภาพ
ภมิูอากาศและวีธีการปลกูขา้ว สณัฐานวิทยาของสปอรเ์ป็นลกัษณะหลกัทีÉใชใ้นการจดัจาํแนกเชื Êอรา และวิธีการปลกูเชื Êอ
ดว้ยสปอรเ์ป็นวิธีการทีÉมีประสิทธิภาพในการคดัเลือกพนัธุข์า้วตา้นทานต่อโรคใบจดุสีนํÊาตาล อย่างไรก็ตาม มีหลาย
ผลงานวิจยัรายงานวา่เชื Êอรา B. oryzae ไมส่รา้งสปอรบ์นอาหารสงัเคราะหแ์ละอาหารธรรมชาต ิวิธีการกระตุน้ การสรา้ง
สปอรข์องเชื ÊอราชนิดนีÊ ตอ้งใชอ้าหารเฉพาะและสภาวะสิÉงแวดลอ้มทีÉคอ่นขา้งยุง่ยาก งานวิจยันี Êมีวตัถปุระสงคเ์พืÉอพฒันา
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คาํนาํ
 โรคใบจดุสนีํÊาตาล เกิดจากเชื Êอรา Bipolaris oryzae 
(Breda de Haan) Shoemaker (syns. Helminthosporium 
oryzae Breda de Haan) หรอื Cochliobolus miyabeanus 
(S. Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastur ในระยะสบืพนัธุ์
แบบอาศยัเพศ เชื Êอราเขา้ทาํลายขา้วไดต้ัÊงแต่ระยะกลา้
จนถงึระยะออกรวง ในระยะกลา้ พบแผลจดุกลมขนาดเลก็
สนี ํÊาตาล ซึÉงอาจขึ ÊนรอบเยืÉอหุม้ตน้อ่อน และเป็นสาเหตุ
ทาํใหใ้บแรกและใบทีÉ 2 ของตน้กลา้ขา้วบดิเบี Êยว และบาง
ครัÊงอาจพบว่าทาํใหร้ากของตน้กลา้มีสีดาํ ตน้กลา้แคระ
แกรน็และตายในทีÉสดุ
 ส่วนลกัษณะอาการบนใบขา้วในระยะแตกกอถึง
ระยะออกรวงพบแผลทีÉใบขา้วมีลกัษณะเป็นจดุสีนํÊาตาล
กลมหรอืรูปไข่ ขอบแผลมีสีเหลือง เชื Êอราอาจเขา้ทาํลาย
เมล็ด ทาํใหเ้มล็ดขา้วแสดงอาการเมล็ดดา่ง เมล็ดขา้วมี
จดุสนี ํÊาตาลปนดาํ นํÊาหนกัเบาและเสืÉอมคณุภาพ เมืÉอนาํ
ไปสเีมลด็ขา้วสารจะหกังา่ย 
 นอกจากนีÊ ยงัพบว่าเชื ÊอสาเหตโุรคใบจดุสีนํÊาตาล
สามารถติดไปกบัเมล็ด (seed borne pathogen) และ
สามารถถ่ายทอดเชื Êอผา่นทางเมลด็ (seed transmission) 
ซึÉงจะทาํลายตน้ออ่นหรอืแพรไ่ปยงัตน้อืÉน เชื Êอเขา้ทาํลาย
ผิวเมล็ดแลว้ก่อใหเ้กิดอาการแผลไหมใ้นเมล็ดขา้ว (Ba 
and Sangchote, 2006) 
 ส่วนใหญ่พบการระบาดของโรคใบจุดสีนํÊาตาลใน
พืÊนทีÉนาทีÉขาดนํÊาและธาตุไนโตรเจน (Barnwal et al., 
2013) จงึนิยมเรยีกโรคใบจดุสนีํÊาตาลวา่ โรคคนจน หรอื 

วิธีการใหมแ่ละงา่ยเพืÉอการกระตุน้การสรา้งสปอรข์องเชื Êอรา B. oryzae สาํหรบัการศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยาและ
การคดัเลอืกพนัธุข์า้วตา้นทานตอ่โรคใบจดุสนีํÊาตาลโดยทดสอบบนอาหาร 2 สตูร คือ commercial rabbit food  agar 
(CRFA) และ potato dextrose agar (PDA) ภายใตส้ภาวะแวดลอ้มในการบม่เชื ÊอทีÉงา่ยและเหมาะสมในการทดสอบ
การกระตุน้การสรา้งสปอรข์องเชื Êอ B. oryzae จาํนวน  5 ไอโซเลท ผลการทดสอบพบวา่ อาหารสตูร PDA กระตุน้การ 
สรา้งสปอรไ์ดม้ากกวา่สตูร CRFA 6-12 เทา่ สว่นสภาวะแวดลอ้มทีÉงา่ยและเหมาะสมในการกระตุน้การสรา้งสปอรคื์อ
การบม่เชื Êอตอ่เนืÉองทีÉอณุหภมิู 25±1 องศาเซลเซียส โดยใหแ้สงสวา่งจากแสงฟลอูอเรสเซนต ์เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง และ
เก็บไวที้Éมืด อณุหภมิู 28±1 องศาเซลเซียส 12 ชัÉวโมง เป็นเวลา 5 วนั จากนัÊนนาํมาขดูเสน้ใยทีÉเจรญิเตบิโตบนจานอาหาร
เลี Êยงเชื Êอดว้ยเข็มเขีÉยปลายโคง้แหลมทีÉเผาจนรอ้นแดงใหเ้ป็นลายตารางละเอียด 4 ทิศทาง จนเตม็จานอาหารเลี Êยงเชื Êอ 
ซึÉงในแตล่ะทิศทางทีÉทาํการขดูเสน้ใย ทาํการเผาเข็มปลายแหลมใหร้อ้นแดงทกุครัÊง และบม่เชื Êอภายใตส้ภาวะแวดลอ้ม
ทีÉงา่ยและเหมาะสมในการกระตุน้การสรา้งสปอรเ์ป็นเวลา 3-4 วนั และการขดูเชื Êอจาํนวน 2 ครัÊง พบวา่ มีการสรา้งสปอร์
ในทกุไอโซเลท
คาํสาํคัญ: ขา้ว โรคใบจดุสนีํÊาตาล การกระตุน้การสรา้งสปอร ์เชื Êอ Bipolaris oryzae 
 

“poor man’s disease” 
 พบรายงานการระบาดครัÊงแรกของโรคใบจุดสี
นํÊาตาลทีÉประเทศญีÉปุ่ น เมืÉอปี ค.ศ. 1900 หรอื ปี พ.ศ. 2443 
ตอ่มาพบรายงานการระบาดทัÉวโลกพื ÊนทีÉทีÉมีการปลกูขา้ว 
เชน่ ประเทศญีÉปุ่ น จีน พมา่ ศรลีงักา บงัคลาเทศ อิหรา่น 
แอฟริกา อเมริกาใต  ้ รสัเซีย อเมริกาเหนือ ฟิลิปปินส ์
ซาอดุอิาระเบีย ออสเตรเลยี มาเลเซีย ไทย อินเดีย เป็นตน้
(Gangopadhyay, 1983; Khalili et al., 2012; Ou, 1985) 
ในประเทศอินเดียโรคใบจดุสนีํÊาตาลทาํใหผ้ลผลติเสยีหาย
สงูถงึรอ้ยละ 90 
 ส่วนในประเทศไทยพบรายงานการระบาดทัÉวทุก
ภาคของประเทศไทย โดยในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เมืÉอ
ปี พ.ศ. 2520 พบการระบาดของโรครุนแรงในจังหวัด
อบุลราชธานี ทาํใหเ้ก็บเกีÉยวผลผลติไมไ่ด ้ผลผลติขา้วเสยี
หายเกือบรอ้ยละ 100 (Rice Research Institute, 1996) ใน
ภาคกลางพบการระบาดเป็นประจาํในจงัหวดันครนายก 
และปราจีนบุรี (Disthaporn, 1989) และจากการ
ศึกษาของ Janlapha et al. (2014) พบการระบาดของ
โรคใบจุดสีนํÊาตาลในแปลงทดลองของศูนย์วิจัยข้าว
ฉะเชิงเทราทีÉปลกูขา้วอยา่งตอ่เนืÉอง ในปี พ.ศ. 2554-2556 
พบการเข้าทาํลายของโรคใบจุดสีนํÊาตาลในข้าวพันธุ์
ชยันาท 1 และพิษณโุลก 2 ตัÊงแตร่ะยะตน้กลา้จนกระทัÉง
ออกรวง 
 ปัจจบุนั มีการปลกูขา้วพนัธุที์Éมีความออ่นแอตอ่โรค
ใบจดุสีนํÊาตาล ประกอบกบัสภาพอณุหภมิูทีÉสงูขึ Êน ทาํให้
เกิดสภาพแวดลอ้มทีÉเหมาะสมตอ่การเขา้ทาํลายของเชื Êอ
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ราสาเหตุโรค ส่งผลใหเ้กิดการระบาดของโรคใบจุดสี
นํÊาตาลรุนแรงและมีพื ÊนทีÉระบาดขยายเพิÉมขึ Êน ทัÊงในนิเวศ
นานํÊาฝน และนาชลประทานในเขตภาคกลาง จงึมีความ
จาํเป็นอย่างเรง่ด่วนทีÉตอ้งหาวิธีการบรหิารจดัการโรคใบ
จดุสนีํÊาตาล ซึÉงการใชพ้นัธุต์า้นทานโรคใบจดุสนีํÊาตาล นา่
จะเป็นวิธีการทีÉมีประสิทธิภาพสงูสดุ ซึÉงนอกจากจะลด
มลภาวะเนืÉองจากการใชส้ารเคมีในการควบคมุโรคแลว้ ยงั
เป็นวิธีทีÉง่ายต่อการยอมรับของเกษตรกรทีÉจะนาํพันธุ์
ตา้นทานไปปลกูอีกดว้ย 
 มีรายงานว่า เชื Êอรา B. oryzae ไม่สรา้งสปอรบ์น
อาหารสังเคราะห์และอาหารธรรมชาติภายใต้สภาพ
แวดลอ้มและสารอาหารทีÉแตกต่าง (Hau and Rush, 
1980; Leach, 1961; Sunder et al., 2014) และเชื Êอรา 
ชนิดนีÊสามารถสร้างสปอร์ได้ดีบนอาหาร เฉพาะ 
commercial rabbit food agar (CRFA) ภายใตส้ภาวะ
แวดลอ้มเหมาะสมทีÉค่อนขา้งยุ่งยาก คือ การบ่มเชื Êอต่อ
เนืÉองทีÉอณุหภมิู 27 องศาเซลเซียส โดยใหแ้สงสวา่งจาก
แสงแบลก็ไลต ์(black light) เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง และเก็บ
ไวที้Éมืด เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง ตอ่เนืÉองกนัเป็นเวลา 15 วนั 
(Hau and Rush, 1980) นอกจากนีÊมีรายงานวา่ การขดู

ผิวเสน้ใยเชื Êอรา Alternaria solani ช่วยกระตุน้การสรา้ง  
สปอรไ์ดม้ากกวา่การไมข่ดู ถงึ 3 เทา่ โดยขนาดของสปอร์
ยงัคงใกลเ้คียงกบัวิธีการทีÉไมข่ดูเสน้ใย (Singh, 1967) 
 งานวิจยันี Ê มีวตัถปุระสงคเ์พืÉอพฒันาวิธีการใหมแ่ละ
งา่ยในการกระตุน้การสรา้งสปอรข์องเชื Êอรา B. oryzae โดย
การใชแ้สงและการขดูเสน้ใย สาํหรบัการศึกษาลกัษณะ
สณัฐานวิทยาและการคดัเลอืกพนัธุข์า้วตา้นทานตอ่โรคใบ
จดุสนีํÊาตาลและเป็นแหลง่ขอ้มลูพนัธกุรรมตา้นทานโรคใบ
จุดสีนํÊาตาลข้าว ให้นักปรับปรุงพันธุ์ข้าวได้นําไปใช้
ประโยชนต์อ่ไป

อุปกรณแ์ละวธีิการ
1. การสาํรวจ ประเมนิ บนัทกึ และเกบ็รวบรวมเชืÊอ
รา Bipolaris oryzae สาเหตุโรคจุดสนีํÊาตาลของข้าว
 สาํรวจการแพร่ระบาดของโรคใบจุดสีนํÊาตาลใน
สภาพแปลงนาข้าว (systematic survey) จังหวัด
กาญจนบรุ ี  โดยบนัทกึขอ้มลูเกษตรกร พนัธุข์า้ว สถานทีÉ
สาํรวจ (พรอ้มทัÊงบนัทกึ พิกดั GPS เครืÉองกาํหนดตาํแหนง่
บนพืÊนโลก (GPS)) วนั เดือน ปี ทีÉสาํรวจ การระบาดของ
โรคตอ่พื ÊนทีÉ (% disease incidence) หากตรวจพบการ

      5 = 11-15%            6 = 16-25%              7 = 26-50%            8 = 51-75%          9 = 76-100%

    0 = No lesion             1 = < 1%                  2 = 1-3%                3 = 4-5%                 4 = 6%

Fig. 1 Severity scale and percent of leaf area of brown spot disease 
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Table 1  Field key for visual assessment of brown spot severity (IRRI, 
2014)

   Severity scale            Description and % leaf area diseased

 0 No lesion observed
 1 Less than 1% leaf area diseased
 2 1-3% leaf area diseased
 3 4-5% leaf area diseased
 4 6-10% leaf area diseased
 5 11-15% leaf area diseased
 6 16-25% leaf area diseased
 7 26-50% leaf area diseased
 8 51-75% leaf area diseased
 9 76-100% leaf area diseased

ระบาดของโรคขา้ว จาํนวน 100 ตน้ในพื ÊนทีÉสุ่มสาํรวจ
หมายถงึ การระบาดของโรคในพืÊนทีÉเป็น 100 เปอรเ์ซน็ต ์
สว่นระดบัความรุนแรงการเกิดโรค (severity scale: % leaf 
area diseased) แบง่ออกเป็น 10 ระดบั ตามระบบของ 
Standard Evaluation System for Rice (SES) (IRRI, 
2014) (Fig. 1 และ Table 1) เก็บตวัอยา่งใบขา้ว เมลด็ 
และสว่นต่างๆ ของตน้ขา้วทีÉแสดงอาการของโรคใบจดุสี
นํÊาตาล ตัÊงแต่ระยะกลา้จนถึงระยะออกรวง และนาํไป
ทาํการแยกเชื ÊอราสาเหตโุรคใบจดุสีนํÊาตาลของขา้วใหไ้ด้
เป็นเชื ÊอบรสิทุธิÍในหอ้งปฏิบตักิาร

2. การแยกเชืÊอรา Bipolaris oryzae สาเหตุโรคใบจุด
สนีํÊาตาลของข้าวเพืÉอใหไ้ดเ้ชืÊอบริสุทธิÍ 
 แยกเชื Êอราจากตวัอย่างใบขา้ว ทีÉเก็บรวบรวมจาก
จงัหวดักาญจนบรุ ีดว้ยเทคนิค tissue transplanting โดย
เลือกใบขา้วทีÉแสดงอาการของโรคใบจดุสีนํÊาตาล ตดัชิ Êน
สว่นทีÉเป็นโรคใหเ้ป็นชิ ÊนสามหรอืสีÉเหลีÉยมขนาดเลก็ ขนาด 
3x3 มิลลิเมตร ตรงบรเิวณคาบตอ่ระหวา่งสว่นทีÉเป็นโรค
กบัสว่นทีÉไม่เป็นโรค (1:3 ส่วน) ทาํการฆ่าเชื Êอดว้ย 1% 
โซเดียมไฮโปคลอไรต ์ เป็นเวลา 3 นาที จากนัÊนลา้งดว้ย
นํÊากลัÉนทีÉนึÉงฆา่เชื Êอแลว้ 3 ครัÊง ครัÊงละ 1-2 นาที ซบัตวัอยา่ง
ใบขา้วใหแ้หง้ดว้ยกระดาษกรอง 2 ชัÊนทีÉนึÉงฆา่เชื Êอแลว้ แลว้
นาํชิ Êนส่วนใบขา้วดงักล่าวไปวางบนอาหาร water agar 
(WA)  จาํนวน 3-4 ชิ Êนตอ่จานเลี Êยงเชื Êอ บม่ทีÉอณุหภมิูหอ้ง 

เป็นระยะเวลา 3 วนั เมืÉอเสน้ใยเจรญิออกจากรอยแผลยา้ย
เชื Êอบรเิวณปลายเสน้ใย (hyphae tip) ไปลงอาหาร PDA  
บม่ทีÉอณุหภมิูหอ้งประมาณ 5-10 วนั เมืÉอเสน้ใยเจรญิจน
เต็มจานอาหารเลี Êยงเชื Êอ และนาํไปทดสอบกระตุน้การ
สรา้งสปอรต์อ่ไป

3. การทดสอบการกระตุน้การสร้างสปอรข์องเชืÊอรา 
Bipolaris oryzae บนอาหารสูตรตา่งๆ
 เชื Êอรา B. oryzae สาเหตโุรคใบจดุสีนํÊาตาล จาก
จังหวดักาญจนบุรี จาํนวน 5 ไอโซเลท คือ BO2018_
KRI_7.1, BO2018_KRI_7.2, BO2018_KRI_7.5, 
BO2018_KRI_7.6 และ BO2018_KRI_7.8 ยา้ยมาเลี Êยง
บนอาหาร จาํนวน 2 สตูร คือ  CRFA  และ  PDA  บม่เชื Êอ
ทีÉอณุหภมิูหอ้ง ในสภาวะแวดลอ้มต่อเนืÉอง ดงันี Ê ใหแ้สง
สวา่งจากแสงฟลอูอเรสเซน็ต ์เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง อณุหภมิู 
25±1 องศาเซลเซียส และเก็บไวที้Éมืด อณุหภมิู 28±1 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง ตดิตอ่กนั 5 วนั และทาํการ
ตรวจนบัการสรา้งสปอรข์องเชื ÊอราบนอาหารทีÉแตกต่าง 
ดว้ยเครืÉองนบัเมด็เลอืดหรอื hemacytometer 
 เมืÉอพบวา่เชื Êอราไม่มีการสรา้งสปอรใ์นวนัทีÉ 5 ของ
การเจรญิเตบิโตทาํการกระตุน้ การสรา้งสปอรด์ว้ยเทคนิค
การขดูเสน้ใย ดงันี Ê (1) การขดูเสน้ใยเชื Êอใหข้าดราบติด
อาหารเลี Êยงเชื Êอดว้ยแทง่แกว้รูปสามเหลีÉยมหรอืแปรงสฟัีน
อ่อนๆ  แล้ว ปิดจานเลี Êยง เ ชื Êอด้วยพลาสติก เจาะ รู
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เ พืÉ อ ให้อากาศถ่ายเท 4-6 รู (Mekwatanakarn and 
Mekwatanakarn, 2016) และ (2) การขดูเสน้ใยเชื ÊอทีÉเจรญิ
เตบิโตบนจานอาหารเลี Êยงเชื Êอดว้ยเข็มเขีÉยปลายโคง้แหลม
ทีÉเผาจนรอ้นแดงใหเ้ป็นลายตารางละเอียด 4 ทิศทาง จน
เต็มจานอาหารเลี Êยงเชื Êอ ซึÉงในแต่ละครัÊงทิศทางทีÉทาํการ
ขดูเสน้ใย จาํนวน 4 ครัÊง จะทาํการเผาเข็มเขีÉยปลายโคง้
แหลมใหร้อ้นแดงทกุครัÊง และนาํจานอาหารเลี Êยงเชื ÊอทีÉผา่น
การกระตุน้การสรา้งสปอรด์ว้ยเทคนิคการขดูเสน้ใยทัÊง 2 
วิธีการไปบม่เชื ÊอทีÉอณุหภมิูหอ้ง ในสภาวะแวดลอ้มตอ่เนืÉอง 
ดงันี Ê ใหแ้สงสว่างจากแสงฟลอูอเรสเซนต ์ เป็นเวลา 12 
ชัÉวโมง อณุหภมิู 25±1 องศาเซลเซียส และเก็บไวที้Éมืด 
อณุหภมิู 28±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง ตดิตอ่
กนั 3-4 วนั 
 บนัทกึการสรา้งสปอร ์และจาํนวนสปอรข์องเชื Êอรา
เปรยีบเทียบกนัทัÊง 2 วิธีการ ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบ
ใชแ้สง (compound microscope) หากไม่พบการสรา้ง   
สปอรภ์ายหลงัการขดูครัÊงแรก ทาํการขดูเชื Êอซ ํÊาจนกวา่เชื Êอ
จะสรา้งสปอร ์

ผลการทดลองและวจิารณ์
1. การสาํรวจ ประเมนิ บนัทกึ และเกบ็รวบรวมเชืÊอรา 

Bipolaris oryzae สาเหตุโรคจุดสนีํÊาตาลของข้าว
 ผลการสาํรวจและเก็บตวัอย่างโรคใบจุดสีนํÊาตาล
ของขา้ว ในสภาพแปลงนาขา้ว จงัหวดักาญจนบรุ ี เมืÉอปี 
พ.ศ. 2563 พบเฉพาะสว่นใบขา้วทีÉแสดงอาการของโรคใบ
จดุสนีํÊาตาล และพบในระยะเก็บเกีÉยวเทา่นัÊน ภายใตส้ภาพ
ทีÉมีการระบาดในแปลงเกษตรกร อาํเภอพนมทวน จงัหวดั
กาญจนบรุ ีพบแผลทีÉใบขา้วมีลกัษณะเป็นจดุกลมหรอืรูป
ไขส่นี ํÊาตาล ขอบแผลมีสเีหลอืง (Fig. 2)  ทัÊง 5 แปลง ทีÉพบ
การระบาดของโรคใบจดุสีนํÊาตาล พบการระบาดของโรค
เต็มพื ÊนทีÉปลกูขา้ว คิดเป็น 100 เปอรเ์ซ็นต ์และมีความ
รุนแรงในการทาํลายของเชื ÊอทีÉระดบั 5-7 (Table 2)

2. การแยกเชืÊอรา Bipolaris oryzae สาเหตุโรคใบจุด
สนีํÊาตาลของข้าวเพืÉอใหไ้ดเ้ชืÊอราบริสุทธิÍ

 ผลจากการแยกเชื ÊอราบรสิทุธิÍบนอาหาร WA  และ 
PDA ไดจ้าํนวน 5 ไอโซเลท และพบเชื ÊอราบริสุทธิÍทัÊง 
5 ไอโซเลท (Table 2) บนอาหาร PDA มีลกัษณะเสน้ใย
สีขาวในระยะแรกเหมือนกัน เมืÉอเชื Êอราอายุ 5 วนั พบ
ลกัษณะเสน้ใยสขีาวปนเทา ฟ ูคลา้ยสาํล ี(Fig. 3A) และ
เสน้ใยเป็นสเีทาเขม้ถงึดาํเมืÉออาย ุ10 วนั (Fig. 3B) เมืÉอนาํ
เชื Êอไปศกึษาภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง  พบเฉพาะ

Fig. 2  Leaf symptoms, circular or oval spots and lesions on leaves
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เสน้ใยสีเขม้มีผนงักัÊน แต่ไม่พบการสรา้งสปอร ์ (Fig. 4) 
เหมือนกันทัÊง 5 ไอโซเลท ซึÉงสอดคลอ้งกับรายงานทีÉว่า
เชื Êอรา B. oryzae ไมส่รา้งสปอรบ์นอาหารสงัเคราะหแ์ละ
อาหารธรรมชาติภายใตส้ภาพแวดลอ้มและสารอาหารทีÉ
แตกตา่ง (Hau and Rush, 1980; Leach, 1961; Sunder 
et al., 2014)

3. การทดสอบกระตุ้นการสร้างสปอร์ของเชืÊอรา 
Bipolaris oryzae บนอาหารสูตรต่างๆ
 การทดสอบกระตุ้นการสร้างสปอร์ของเชื Êอรา 
B. oryzae จาํนวน 5 ไอโซเลท (BO2018_KRI_7.1, 
BO2018_KRI_7.2, BO2018_KRI_7.5, BO2018_
KRI_7.6 และ BO2018_KRI_7.8)  บนอาหาร จาํนวน 2 
สตูร คือ CRFA และ PDA โดยยา้ยสว่นปลายของเสน้ใย
เชื ÊอราทีÉเลี Êยงบน PDA ทีÉอายุ 5 วนั ดว้ยการเจาะส่วน

Fig. 4 Microscopic morphology of hyphae of Bipolaris oryzae grown in PDA medium at five days

Fig. 3 Colony of Bipolaris oryzae on PDA at 5 days (A) and 10 days old (B)
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Heated needle into red color First scratch direction 

Second scratch direction Third scratch direction Fourth scratch direction 

Fig. 5  A simple technique for inducing sporulation of Bipolaris oryzae

Fig. 6 Microscopic morphology of septate hyphae (A), single, simple, multi-septate, flexuous sometimes 
upper part geniculate and brown conidiophore (B) and obclavate and brown conidia (C) of Bipolaris 
oryzae grown in PDA medium. Scale bar = 50 μm

Scratch fine pattern, 4 directions
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ปลายของเสน้ใยดว้ย cork borer มาวางตรงกลางจาน
เลี Êยงเชื Êอจาํนวน 5 ซํÊา หรือ 5 จานเลี Êยงเชื Êอ บ่มเชื ÊอทีÉ
อณุหภูมิหอ้ง ใหแ้สงสว่างจากแสงฟลอูอเรสเซนต ์ เป็น
เวลา 12 ชัÉวโมง อณุหภมิู 25±1 องศาเซลเซียส และเก็บไว้
ทีÉมืด อณุหภมิู 28±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง 
ตดิตอ่กนั 5 วนั 
 ผลการตรวจนบัการสรา้งสปอรข์องเชื Êอราบนสตูร
อาหาร พบวา่ อาหารทัÊง 2 สตูร ไมก่ระตุน้การสรา้งสปอร์
ในระยะเวลา 5 วนั แตพ่บการกระตุน้การสรา้งสปอรด์ว้ย
เทคนิคการขดูเสน้ใยเชื Êอดว้ยความรอ้น โดยขดูเสน้ใยทีÉ
เจรญิบนจานอาหารเลี Êยงเชื Êอ เมืÉออาย ุ5 วนั ดว้ยเข็มเขีÉย
ปลายโคง้แหลมทีÉเผาจนรอ้นแดงใหเ้ป็นลายตารางละเอียด 
4 ทิศทาง จนเตม็จานอาหารเลี Êยงเชื Êอ ซึÉงในแตล่ะทิศทาง
ทีÉทาํการขดูเสน้ใย ทาํการเผาเข็มเขีÉยปลายโคง้แหลมให้
รอ้นแดงทกุครัÊง (Fig. 5) แลว้นาํไปบม่เชื ÊอทีÉอณุหภมิูหอ้ง 
ใหแ้สงสวา่งจากแสงฟลอูอเรสเซนต ์ เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง 
อณุหภมิู 25±1 องศาเซลเซียส และเก็บไวที้Éมืด อณุหภมิู 
28±1 องศาเซลเซียส นาน 12 ชัÉวโมง ตดิตอ่กนั 3-4 วนั พบ
เชื Êอราไอโซเลท BO2018_KRI_7.5 มีการสรา้งสปอรห์รอื
โคนิเดีย (Fig. 6C) บนอาหารทัÊง 2 สตูร ในการขดูเสน้ใย
เชื Êอดว้ยความรอ้นในครัÊงแรก สว่นเชื ÊอราไอโซเลทอืÉนๆ พบ

สรา้งสปอรเ์มืÉอทาํการขดูเชื Êอซ ํÊา จาํนวน 2 ครัÊง 
 อยา่งไรก็ตาม ปัจจยัสาํคญัทีÉมีผลตอ่ความสามารถ
ในการสรา้งสปอรข์องเชื Êอรา B. oryzae จะขึ Êนอยูก่บัเชื Êอ
แตล่ะไอโซเลทเชน่กนั ซึÉงอาหารสตูร PDA จะใหป้รมิาณ 
สปอรม์ากกวา่อาหารสตูร CRFA 6-12 เทา่  (Table 3) และ
พบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชื ÊอราบรสิทุธิÍ ทีÉแยกได ้
สรา้งเสน้ใยแบบทีÉมีผนงักัÊน (Fig. 6A) และสรา้งสปอร ์ มี
กา้นชสูปอรส์นี ํÊาตาล ชขูึ Êนเป็นแบบกา้นตรงและอยูเ่ดีÉยวๆ 
(arising singly and simple) มีผนงักัÊนหลายผนงั  (multi-
septate) กา้นชสูปอรค์ดไปคดมา (flexuous) บางครัÊงพบ
ดา้นบนของกา้นชูสปอรจ์ะงอคลา้ยเข่า (geniculate) 
(Fig. 6B) และโคนิเดียมีสนี ํÊาตาล (brown conidia) รูปรา่ง
คลา้ยเรอื (navicular) หรอืฐานโคง้ใหญ่เรยีวไปทางปลาย 
(obclavate) (Fig.  6C) จึงจําแนกว่าเป็นเชื Êอรา 
B. oryzae ไดจ้าํนวน  5 ไอโซเลท  (Table 2) สอดคลอ้ง
กับลักษณะของเชื Êอรา B. oryzae ตามรายงานของ 
Manamgoda et al. (2014) ซึÉงผลการศกึษาครัÊงนี Êใหผ้ล
แตกตา่งจากรายงานของ Hau and Rush (1980) ทีÉวา่เชื Êอ
รา B. oryzae สามารถสรา้งสปอรไ์ดดี้บนอาหารเฉพาะ 
CRFA  เนืÉองจากการสรา้งสปอรไ์ดดี้บนอาหาร CRFA ตอ้ง
บ่มเชื Êอภายใตส้ภาวะสิÉงแวดลอ้มเหมาะสมทีÉค่อนขา้ง

Table 3  The number of spores of Bipolaris oryzae 5 isolates on 2 media commercial rabbit 
food agar and potato dextrose agar after incubation at room temperature (the 
cycle of 12 hours of fluorescent light at 25±1 oC followed by 12 hours of complete 
darkness at 28±1 oC) for 5-10 days. Then first hot scraping treatment of the 
mycelium culture surface with red-hot bent needle in four directions to form a 
fine square grid pattern was performed following by incubation at the room 
temperature for three to four days.

                                 Average number of spores or conidia/field          No. of hot
 No.        Isolate                   of compound microscopic view at 400x             scraping         
  CRFA PDA 

 1 BO2018_KRI_7.1 1 6 2x
 2 BO2018_KRI_7.2 1 7 2x
 3 BO2018_KRI_7.5 1 12 1x
 4 BO2018_KRI_7.6 1 6 2x
 5 BO2018_KRI_7.8 1 8 2x

CRFA = commercial rabbit food agar,  PDA= potato dextrose agar 
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ยุ่งยาก คือ การบ่มเชื Êอต่อเนืÉองทีÉอุณหภูมิ 27 องศา
เซลเซียส  โดยใหแ้สงสวา่งจากแสงแบลก็ไลต ์เป็นเวลา 12 
ชัÉวโมง และเก็บไวที้Éมืด 12 ชัÉวโมง ตดิตอ่กนั 15 วนั 
 ดงันัÊน การศกึษาครัÊงนี Ê จงึบรรลวุตัถปุระสงคใ์นการ
พฒันาวิธีการใหม่และง่ายในการกระตุน้การสรา้งสปอร์
ของเชื Êอรา B. oryzae ซึÉงเป็นเทคนิคใหม ่โดยการขดูเสน้ใย
ดว้ยความรอ้น ทีÉไมพ่บรายงานมาก่อน เนืÉองจากความรอ้น
เป็นปัจจัยหนึÉงต่อการสรา้งสปอร  ์ การงอกและความ
สามารถในการมีชีวิตของสปอรเ์ชื Êอรา (Fernando et al., 
2000) ความรอ้นทีÉต ํÉากวา่ 100 องศาเซลเซียส อาจช่วย
กระตุน้ใหเ้ชื Êอสรา้งสปอร ์เนืÉองจากความรอ้นมีผลตอ่อตัรา
การรอดชีวิตของเชื Êอรา ดงันัÊน เพืÉอการอยู่รอดของรุน่ลกู 
เชื Êอรารุน่พอ่แม ่จงึจาํเป็นตอ้งสรา้งสปอรเ์พืÉอการสบืพนัธุ์
ในรุน่ลกู เพราะในรุน่พ่อแม่อาจจะตายไดจ้ากความรอ้น 
และเป็นเทคนิคทีÉงา่ย โดยเลี Êยงเชื Êอบนอาหาร PDA ทีÉเป็น
อาหารทัÉวไปทีÉใชเ้ลี Êยงเชื Êอรา ไมใ่ชอ่าหารเฉพาะหรอือาหาร
พิเศษ นอกจากนัÊน ยงัเป็นเทคนิคทีÉประหยดั เพราะการบม่
เชื ÊอทีÉอณุหภมิูหอ้งปฏิบตักิารโรคพืชทัÉวไป ทีÉเปิดเครืÉองปรบั
อากาศในช่วงเวลากลางวัน ทีÉมีอุณหภูมิ 25±1 องศา
เซลเซียส โดยใหแ้สงสว่างจากหลอดไฟฟลอูอเรสเซนต ์
นาน 12 ชัÉวโมง และเก็บไวที้ÉมืดซึÉงเป็นเวลากลางคืนทีÉใน
หอ้งปฏิบัติการโรคพืช ทีÉไม่มีการทาํงานและไม่ไดเ้ปิด
เครืÉองปรบัอากาศ อณุหภมิู 28±1 องศาเซลเซียส นาน 12 
ชัÉ วโมง เป็นเวลา 3-4 วัน และเป็นเทคนิคทีÉไม่ต้องใช้
ตู้บ่มเชื ÊอทีÉปรบัอณุหภมิูได ้และติดตัÊงแสงแบล็กไลตที์Éมี
ราคาแพง 
 นอกจากนีÊ เทคนิคนีÊยังสามารถกระตุน้การสรา้ง
สปอรข์องเชื Êอราดงักลา่วไดท้กุไอโซเลท และพบวา่การขดู
เสน้ใยดว้ยความรอ้น จาํนวน 2 ครัÊง สามารถกระตุน้การ 
สรา้งสปอรใ์นทกุไอโซเลท อีกทัÊงยงัสามารถกระตุน้การ 
สรา้งสปอรภ์ายในระยะเวลาทีÉสัÊนกวา่ คือ 8-11 วนั ซึÉงปกติ
เชื Êอรา B. oryzae จะสามารถสรา้งสปอรบ์นอาหารเฉพาะ
และบม่เชื Êอภายใตส้ภาวะแวดลอ้มตอ่เนืÉองทีÉอณุหภมิู 27 
องศาเซลเซียส ใหแ้สงสว่างจากแสงแบล็กไลต ์นาน 12 
ชัÉวโมง และเก็บไวที้Éมืด นาน 12 ชัÉวโมง เป็นเวลา 15 วนั 
(Hau and Rush, 1980) 
 ดว้ยเทคนิคใหม่ ง่าย ประหยดั และรวดเรว็ในการ 
กระตุน้การสรา้งสปอรห์รอืโคนีเดียของเชื Êอรา B. oryzae 
นี Êจะทาํใหน้กัวิจยัโรคขา้ว สามารถศกึษาลกัษณะสณัฐาน

วิทยาและการคดัเลอืกพนัธุ/์สายพนัธุข์า้วตา้นทานตอ่โรค
ใบจดุสนีํÊาตาลไดใ้นทกุหอ้งปฏิบตักิารโรคขา้ว 

สรุปผลการทดลอง
 สาํรวจและเก็บตวัอย่างใบขา้วในระยะเก็บเกีÉยวทีÉ
แสดงอาการของโรคใบจดุสนีํÊาตาล จากจงัหวดักาญจนบรุ ี
มาแยกเชื ÊอบรสิทุธิÍบนอาหาร PDA ได ้จาํนวนเชื ÊอบรสิทุธิÍ 
5 ไอโซเลท ทาํการกระตุน้การสรา้งปอรเ์ชื Êอรา B. oryzae 
บนอาหาร จาํนวน 2 สตูร คือ CRFA และ PDA พบวา่
อาหารทัÊง 2 สตูร ไม่กระตุน้การสรา้งสปอรใ์นระยะเวลา 
5 วนั แตก่ารกระตุน้การสรา้งสปอรด์ว้ยเทคนิคการขดูเชื Êอ
ดว้ยความรอ้น โดยการขดูเสน้ใยเชื ÊอทีÉเจรญิเตบิโตบนจาน
อาหารเลี Êยงเชื Êอดว้ยเข็มเขีÉยปลายโคง้แหลมทีÉเผาจนรอ้น
แดงใหเ้ป็นลายตารางละเอียด 4 ทิศทาง จนเต็มจาน
อาหารเลี Êยงเชื Êอ ซึÉงในแตล่ะครัÊงทิศทางทีÉทาํการขดูเสน้ใย 
จาํนวน 4 ครัÊง จะทาํการเผาเข็มปลายแหลมใหร้อ้นแดงทกุ
ครัÊง ก่อนนาํไปบ่มทีÉอณุหภูมิหอ้ง ใหแ้สงสว่างจากแสง
ฟลอูอเรสเซนต ์ เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง อณุหภมิู 25±1 องศา

เซลเซียส และเก็บไวที้Éมืด อณุหภมิู 28±1 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12 ชัÉวโมง ติดต่อกัน 3-4 วนั พบว่ามีการสรา้ง
สปอร  ์บนอาหารทัÊง 2 สูตร โดยอาหารสูตร PDA ให้
ปริมาณสปอรม์ากกวา่ สตูร CRFA 6-12 เทา่  และเทคนิค
การขูดเชื Êอจาํนวน 2 ครัÊง พบมีการสรา้งสปอรใ์นทุก
ไอโซเลท 
 อยา่งไรก็ตาม เทคนิคอยา่งงา่ยเพืÉอกระตุน้การสรา้ง

สปอรข์องเชื ÊอราสาเหตโุรคใบจุดสีนํÊาตาลของขา้วครัÊงนี Ê
เป็นขอ้มลูเบื Êองตน้ ดงันัÊน จงึตอ้งมีการทดสอบปัจจยัอืÉนๆ 
ทีÉอาจมีผลตอ่การสรา้งสปอรข์องเชื Êอรา B. oryzae สาเหตุ
โรคใบจดุสนีํÊาตาลของขา้วชนิดนีÊในอนาคต 
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