
1126 แก่นเกษตร 44 ฉบับพิเศษ 1 : (2559).KHON KAEN AGR. J. 44 SUPPL. 1 : (2016).แก่นเกษตร 44 ฉบับพิเศษ 1 : (2559).

การประเมินความต้านทานของโรคใบไหม้ของข้าวเหนียวด�ำ 
ในระยะแตกกอหลังการปลูกเชื้อ 7 และ 14 วัน 

Leaf blast screening in tillering stage of black glutinous rice  
at 7 and 14 days after inoculations 
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บทคัดย่อ: ปัญหาส�ำคัญที่ท�ำให้ผลผลิตข้าวทั่วโลกลดลง 10-30% คือโรคไหม้ วิธีการประเมินความต้านทานต่อโรคไหม้
ทีเ่หมาะสมเป็นสิง่ส�ำคญัในการคดัเลอืกพนัธุข้์าวทีต้่านทานให้ถกูต้องและแม่นย�ำ ดงันัน้การศกึษานีจ้งึมวีตัถปุระสงค์เพือ่
ประเมนิความสมัพนัธ์ของการของเกดิโรคไหม้ของข้าวเหนยีวด�ำสายพนัธุต่์างๆ และข้าวพนัธุต์รวจสอบหลงัจากปลกูเชือ้ไป
แล้ว 7 และ 14 วัน ในระยะแตกกอ โดยประเมินการเกิดโรคไหม้ ในพันธุ์ตรวจสอบ 2 พันธุ์ และข้าวเหนียวด�ำ 10 สายพันธุ์ 
ในระยะแตกกอ ในปี 2557 ทีม่หาวทิยาลยัขอนแก่น ซึง่จากผลการศกึษาพบว่า ระดบัของความรนุแรงของโรคในแต่ละพนัธุ์
มคีวามแตกต่างกนั นอกจากนีย้งัพบความสมัพนัธ์อย่างมนียัส�ำคญัยิง่ ของการเกดิโรคในการประเมนิทีอ่าย ุ7 และ 14 วนั
หลงัการปลกูเชือ้ (r=0.49) แต่ระดบัความสมัพนัธ์ดงักล่าวยงัต�ำ่ ดงันัน้การประเมนิการเกดิโรคเพยีงครัง้เดยีวเมือ่อาย ุ7 วนั
หลังการปลูกเชื้อ อาจจะไม่เพียงพอส�ำหรับการประเมินการเกิดโรคไหม้ 
ค�ำส�ำคัญ: Pyricularia oryzae, การปรับปรุงพันธุ์พืช, ความต้านทานโรค

ABSTRACT: Blast diseased is a major problem in reducing 10-30% of global rice yield. The appropriate screening  
method is importance for selecting the accurate blast resistance genotypes. This study aimed to evaluate the  
association of rice blast disease symptoms at 7 and 14 days after inoculation for black glutinous rice and check 
genotypes in tillering stage. Blast disease symptoms for 10 black glutinous rice genotypes and 2 check cultivars were 
observed at 7 and 14 days after inoculation in the seedling stage in 2014 at Khon Kaen University. The results indicated 
that there were different severity index levels among genotypes. The correlation between blast disease symptoms 
at 7 and 14 days after inoculation (r = 0.49) was highly significance. However, this correlation value is still low. 
Therefore, the rice blast screening only once at 7 days after inoculation might be not enough for disease evaluation. 
Keywords: Pyriculariaoryzae, Plant breeding, Disease resistance
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บทน�ำ

ข้าวเหนยีวด�ำมสีารต้านอนมุลูอสิระ (antioxidant) 

ในเมล็ดสูงกว่าข้าวขาวเช่น สารแอนโทไซยานิน  

(anthocyanin) และสารแกมม่าออไรซานอลสูง 

(gamma oryzanol) ซึง่เป็นสารทีม่ปีระโยชน์ต่อสขุภาพ 

ท�ำให้ได้รับความสนใจในการบริโภคมากขึ้น จากกลุ่ม

ผู้บริโภคที่รักสุขภาพ (นารีรัตน์ และคณะ, 2551; Ryu 

et al., 1998; Cicero and Gaddi, 2001) ข้าวเหนียว

ด�ำที่ได้รับความนิยมในการบริโภคส่วนใหญ่เป็นพันธุ์

พืน้เมอืง ซึง่เป็นแหล่งพนัธกุรรมของความต้านทานโรค 

สามารถน�ำมาใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวให้

มีความต้านทานต่อโรค โดยเฉพาะโรคใบไหม้ที่เป็น

ปัญหาส�ำคญัทีท่�ำให้ผลผลติข้าวทัว่โลกลดลง 10-30% 

โดยมี เชื้ อ ราสาเหตุคื อ  Pyr icu la r ia  o ryzae  

(Spyridonet al.,2009) ในประเทศไทยพบโรคใบไหม้

ระบาดมากในนาน�้ำฝนในภาคเหนือ และภาค 

ตะวันออกเฉียงเหนือ ที่เป็นแหล่งปลูกข้าวขนาดใหญ่

ของประเทศ (ส�ำนักวิจัยและพัฒนาข้าว, 2550) 

โรคใบไหม้ในข้าวสามารถการป้องกนัได้หลายวธิี

เช่น การใช้สารเคมีในการควบคุมโรค ลดการใส่ปุ๋ย

ไนโตรเจน จัดการแปลงข้าวให้ไม่หนาแน่น (Teng, 

1994) การปลูกพันธุ์ต้านทานต่อโรคใบไหม้ (Cécile  

e t  a l . ,  2008)  การใช ้ เชื้ อปฏิป ักษ ์  Baci l lus  

licheniformis (Tendulkar et al., 2007) แต่วิธีการใช้

สารเคมีในการควบคุมโรค หรือการใช้เชื้อปฏิปักษ์แม้

จะมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคที่ดี แต่ล้วนใช้

ต้นทุนสูง และปฏิบัติได้ยาก ดังนั้นการปลูกพันธุ์ข้าวที่

ต้านทานโรคใบไหม้ จงึเป็นวธิทีางเลอืกทีช่่วยลดต้นทนุ

ในการใช้สารเคม ีสามารถหาพนัธุไ์ด้ไม่ยาก และยงัลด

สารพษิตกค้างในสภาพแวดล้อม ซึง่การศกึษาด้านชวีะ

วิทยาของโรคใบไหม้ และการปรับปรุงพันธุ์อย่างต่อ

เนื่อง จะน�ำไปสู่การพัฒนาวิธีการควบคุมโรคใบไหม้ 

และการพัฒนาข้าวสายพันธุ ์ใหม่ๆ ที่จะใช้ในการ

ป้องกันและควบคุมโรคใบไหม้

โรคใบไหม้สามารถเกดิขึน้ได้ในทกุระยะการเจรญิ

เติบโตของข้าว ซึ่งจะมีผลต่อผลผลิตมากหากระบาด

ในช่วงที่ข ้าวมีการเจริญเติบโตทางใบและล�ำต้น  

การประเมินความต้านทานต่อโรคไม้นิยมท�ำที่ใบใน

เนื่องจากสามารถสังเกต และประเมินได้ง่าย แต่เมื่อ

อายุของใบที่เพิ่มขึ้นท�ำให้ความต้านทานเพิ่มขึ้นตาม 

(Roumen et al., 1992) โดยในช่วงแรกจะเกิดแผลขึ้น

จ�ำนวนมาก แล้วจงึค่อยๆ ลดลงอย่างช้าๆ (Kato et al., 

1969) เมื่อเชื้อสัมผัสกับเซลล์ของใบข้าวจะใช้เวลา  

2 - 6 วนั ในการเข้าท�ำลาย และเจรญิเตบิโต โดยอาการ

ของโรคไหม้จะเริ่มแสดงให้เห็นหลังจากเชื้อสัมผัสกับ

เซลล์ของใบข้าวแล้ว 6 วันเป็นต้นไป จากนั้นเชื้อจะใช้

เวลาในช่วง 6 - 15 วันหลังจากสัมผัสกับเซลล์ของใบ

ข้าวในการสร้างสปอร์เพือ่ขยายพนัธุ ์และเริม่วงจรการ

แพร่ระบาดของเชือ้ใหม่อกีครัง้ใน 15 วนัหลงัจากทีเ่ชือ้

สมัผสักบัเซลล์ของใบข้าว (Cécile et al., 2008) แสดง

ให้เหน็ว่า ช่วงเวลาทีโ่รคแสดงอาการจะอยูใ่นช่วง 7 ถงึ 

14  วันหลั งจากปลูก เชื้ อ  ดั งนั้ นการศึกษานี้ มี

วตัถปุระสงค์เพือ่ประเมนิความสมัพนัธ์ของการเกดิโรค

ใบไหม้ของข้าวเหนียวด�ำสายพันธุ์ต่างๆ และข้าวพันธุ์

ตรวจสอบ หลังจากปลูกเชื้อไปแล้ว 7 และ 14 วัน ใน

ระยะแตกกอ ซึ่งจะท�ำให้ทราบถึงช่วงเวลาที่เหมาะสม

ส�ำหรับการประเมินความต้านทานต่อโรคใบไหม้ และ

จะเป็นข้อมลูเพือ่ช่วยเพิม่ประสทิธภิาพในการคดัเลอืก

พันธุ์อีกทั้งยังทราบถึงระดับความต้านทานต่อโรคใบ

ไหม้ของข้าวพันธุ ์ต ่างๆ ซึ่งจะเป็นฐานข้อมูลทาง

พันธุกรรมเพื่อใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวเหนียวด�ำที่

ต้านทานต่อโรคใบไหม้ต่อไปในอนาคต

วิธีการศึกษา

ประเมินความต้านทานโรคต่อเชื้อรา Pyricularia 

oryzae ของข้าวเหนยีวขาว 2 พนัธุ ์ซึง่ใช้เป็นพนัธุต์รวจ

สอบ และข้าวเหนียวด�ำ 10 สายพันธุ์ (Table 3) โดย

ใช้แผนการทดลอง Completely Randomized Design 

(CRD) ม ี3 ซ�ำ้ ท�ำการประเมนิความต้านทานใน 2 ช่วง 

คือ 7 และ 14 วันหลังปลูกเชื้อ ด�ำเนินการในช่วงเดือน

กรกฎาคม ถงึเดอืน ธนัวาคม พ.ศ. 2557 ณ หมวดพชืไร่ 

คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ก่อนปลูก
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ข้าวท�ำการแช่เมล็ดพันธุ์ข้าวทั้ง 12 พันธุ์/สายพันธุ์ ใน

น�้ำเป็นเวลา 1 วัน จากนั้นท�ำการเพาะเมล็ดข้าวใน

กระถางขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 20 เซนตเิมตร จ�ำนวน 

3 กระถางต่อซ�้ำ และท�ำทั้งหมด 3 ซ�้ำ เมื่อต้นกล้าอายุ 

7 วัน ท�ำการถอนแยกให้เหลือ 3 ต้น/กระถาง เมื่อข้าว

อายุ 63 วันหลังปลูกข้าว ใส่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 อัตรา 25 

กิโลกรัม/ไร่ (0.42 กรัม/กระถาง) เพื่อกระตุ้นให้ข้าว

อ่อนแอต่อการเข้าท�ำลายของเชื้อโรคใบไหม้ก่อนการ

ปลูกเชื้อ 

เตรยีมเชือ้รา Pyricularia oryzae โดยการแยกเชือ้

มาจากตัวอย่างข้าวที่แสดงอาการของโรคใบไม้ ซึ่ง

ท�ำการเกบ็พืน้มาจากพืน้ทีป่ลกูข้าวในอ�ำเภอโกสมุพสิยั 

จังหวัดมหาสารคาม โดยเลี้ยงในอาหารสูตรร�ำ (RPA: 

rice polish agar) ในตู้บ่มเชื้อ ที่อุณหภูมิ 28 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน จากนั้นชักน�ำให้สร้าง 

สปอร ์ของเชื้ อราโดยการกดเส ้นใยของเชื้ อรา  

(mycelium) ให้แบนบนอาหารเลี้ยงเชื้อด้วยแท่งแก้ว 

จากนั้นน�ำไปชักน�ำให้เชื้อสร้างสปอร์โดยให้แสงจาก 

หลอดฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent tube) 72 ชัว่โมง ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตามวิธีการของ Mackill 

and Bonman (1986) หลงัจากการเชือ้สร้างสปอร์แล้ว

เตรียมเชื้อ (inoculum) ที่ใช้ในการทดลองโดยเตรียม

สารละลายสปอร์ (conidia) ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ  

5 x 105 สปอร์/มิลลิลิตร โดยท�ำการขูดเชื้อราด้วยแท่ง

แก้วแล้วละลายในน�้ำกลั่นจากนั้นน�ำไปนับจ�ำนวน 

สปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แล้วท�ำการเจอืจางสารละ

ลายสปอร์ ให้ได้ตามที่ต้องการ จากนั้นเติมสารจับใบ 

(Tween 20) 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปรับให้ได้ปริมาตร 1500 

มิลลิลิตร 

ท�ำการปลูกเชื้อเมื่อข้าวอายุ 70 วันหลังปลูก ใน

เดอืนกนัยายนทีม่คีวามชืน้สงูท�ำการพ่นสารละลายของ

เชือ้ด้วยระบบ airbrush spray พ่นสารละลายสปอร์ ให้

ทั่วกระถางจากนั้นเก็บรักษาต้นกล้าไว้ในโรงเรือนที่

ควบคุมความชื้น ให้น�้ำแบบฝอยด้วยระบบสปริงเกอร์ 

และท�ำการประเมินการเกิดโรค 7 และ 14 วันหลังการ

ปลูกเชื้อ โดยวิธีการให้คะแนนการเกิดโรค ซึ่งมีระดับ

คะแนน 0 ถงึ 9 คะแนน ตามลกัษณะอาการ และความ

รุนแรงที่พบ (Table 1)

วิเคราะห์ค่าดัชนีความรุนแรงของการเข้าท�ำลาย

ของเชื้อตามวิธีการของ Pattama (1998) ดังนี้  

SI = [ ∑(Ni x Vi) / (V x N) ] x 100 โดยที่ Ni = จ�ำนวน

ต้นในแต่ละระดับ, Vi = คะแนนระดับต่างๆ ที่ได้จาก

การประเมนิแบบรายต้น, V = คะแนนสงูสดุทีใ่ช้ในการ

ประเมนิ และN = จ�ำนวนต้นทีใ่ช้ในการทดสอบ เมือ่ได้

ค่า SI แล้วน�ำมาแปรเป็นระดับความต้านทาน โดย

ก�ำหนดค่า SI ในแต่ละระดับ ดังต่อไปนี้ 0 = Very  

resistance (VR) 1-20% = Resistance (R) 21–40% 

= Moderate resistance (MR) 41–60% = Moderate 

susceptible (MS) 61–81% = Susceptible (S) และ 

81–100%= Very susceptible (VS) 

ท�ำการวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูล ตาม

แผนการทดลอง CRD โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทาง

สถิติแบบส�ำเร็จรูป MSTAT-C (Freed et al., 1991) 

และประเมินค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation 

coefficients, r) ของค่าดัชนีความรุนแรงของการเกิด

โรค (severity index) ระหว่าง 7 และ 14 วันหลังปลูก

เชื้อ

Table 1	 Scores of lesion type for blast disease (IRRI, 1996).

Scores Predominant lesion type

0 No lesions observed

1 Small brown speck of pinpoint sizeor larger (0.5 mm), brown specks without sporulating center

3 Small, roundish to slightly elongated necrotic sporulating spots, about 1-2 mm in diameter with a distinct 
brown margin or yellow halo

5 Narrow or slightly ellipitical lesion, 1-2 mm in breadth, more than 3mm long with a brown margin

7 Broad spindle-shaped lesion with yellow, brown, or purple margin

9 Rapidly coalescing small, whitish, grayish, or bluish lesions without distinct margins
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ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 จากผลการศึกษาใน Table 2 พบว่า ระดับความ
รุนแรงของการเกิดโรคของข้าวเหนียวขาว 2 พันธุ์ และ
ข้าวเหนียวด�ำ 10 สายพันธุ์ มีความแตกต่างอย่างมี 
นัยส�ำคัญยิ่งทางสถิติ ซึ่งความแปรปรวนของทั้ง  
12 พนัธุ/์สายพนัธุ ์มค่ีาสงูเท่ากบั 39.64% นอกจากนัน้
ช่วงเวลาที่ท�ำการประเมินความต้านทานต่อโรคไหม้ที่ 
7 และ 14 วนัหลงัท�ำการปลกูเชือ้ ส่งผลให้ความรนุแรง
ของการเกิดโรคมีความแตกต่างอย่างมีนัยทางสถิติ 
เช่นกัน แต่ช่วงเวลาที่ท�ำการประเมินหลังการปลูกเชื้อ
ทัง้ 2 ช่วงเวลานี ้มคีวามแปรปรวนค่อนข้างต�ำ่ (6.27%) 
แม้ว่าการประเมินความต้านทานที่ 7 วัน และ 14 วัน
หลังปลูกเชื้อ จะมีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมี 

นยัส�ำคญัยิง่ทางสถติ ิแต่ระดบัของความสมัพนัธ์ยงัอยู่
ในระดับต�่ำ (r = 0.49) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากจ�ำนวน
และความหลากหลายของพนัธุ/์สายพนัธุท์ีน่�ำมาศกึษา
ยังมีน้อย อย่างไรก็ตามจากผลในการศึกษาครั้งนี้ไม่
เป็นไปตามสมมุติฐานที่ต้องการลดขั้นตอนในการ
ประเมินโรคใบไม้ โดยท�ำการประเมินเพียงครั้งเดียวที่ 
7 วันหลังปลูกเชื้อในการคัดเลือกพันธุ์ต้านทานต่อโรค
ใบไหม้ ซึง่ผลจากการประเมนิความต้านทานต่อโรคใบ
ไหม้เพยีงครัง้เดยีวเมือ่อาย ุ7 วนัหลงัการปลกูเชือ้ อาจ
จะไม่เพียงพอ ระดับของความต้านทานสามารถเพิ่ม
ขึ้นหรือลดลงได้ขึ้นอยู่กับศักยภาพของพันธุ์ที่ท�ำการ
ประเมนิ จงึควรมกีารประเมนิการเกดิโรคซ�ำ้อกีครัง้เมือ่

อายุ 14 วันด้วย 

Table 2 	 Statistic analysis of variance for severity index of tested rice genotypes in different evaluation dates.

Source of variation df Mean squares Sum squares (%)

Genotype 11 294.185 ** 39.64

Evaluation date 1 512.160 ** 6.27

Genotype x Evaluation date 11 118.694 ns 15.99

Error 48 64.799 38,10

Total 71

C.V. (%) 20.53%

Correlation (r) between 7 and 14 days after inoculation (DAI) 0.489**

ns, *, and ** = non-significance, significant difference at 0.05, and significant difference at 0.01, respectively.

Table 3 	 Response of the tested genotypes to blast in different evaluation dates.

Genotype Source 7 days after inoculation 14 days after inoculation
%SI Resistance level %SI Resistance level

Niawdam Gs.no.00621 KKU 39.743 MR 49.323 MS
Niawdam Gs.no.21427 KKU 40.690 MS 38.783 MR
Niawdam Gs.no.21629 KKU 38.273 MR 33.627 MR
Khaokam Gs.no.88084 KKU 39.610 MR 17.180 R
Khaokam Gs.no.87090 KKU 45.473 MS 32.663 MR
KKU-GL-BL-05-001 KKU 37.627 MR 25.750 MR
KKU-GL-BL-05-006 KKU 45.677 MS 51.027 MS
KKU-GL-BL-06-041 KKU 44.387 MS 39.270 MR
KKU-GL-BL-06-050 KKU 38.097 MR 40.680 MS
KKU-Gl-Bl-11-001 KKU 51.183 MS 42.593 MS
RD61 RD 52.623 MS 40.487 MS
HY 712 RD 29.117 MR 27.107 MR

1 = Susceptible genotype, 2 = Resistant genotype, KKU = Khon Kaen University, RD = Rice department, R = Resist-

ance, MR = Moderate resistance, MS = Moderate susceptible and S = Susceptible
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จากการก�ำหนดให้พันธุ์หางยี 71 (HY 71) เป็น

พนัธุต้์านทานมาตรฐาน และพนัธุ ์กข6 (RD6) เป็นพนัธุ์

อ่อนแอมาตรฐาน เมือ่ท�ำการประเมนิทัง้ 7 และ 14 วนั

หลงัปลกูเชือ้ พบว่า พนัธุห์างย ี71 จดัเป็นพนัธุค่์อนข้าง

ต้านทาน (MR) ทัง้ 7 วนั (29.117) และ 14 วนั (27.107) 

หลังปลูกเชื้อ ขณะที่พันธุ์ กข6 ก็จัดเป็นพันธุ์ค่อนข้าง

อ่อนแอ (MS) ทัง้ 7 วนั (52.623) และ 14 วนั (40.487) 

หลงัปลกูเชือ้ แสดงให้เหน็ว่าการประเมนิครัง้นีใ้ห้ผลที่

สอดคล้องกับการประเมินความต้านทานต่อโรคก่อน

หน้านี้ นอกจากนี้ผลการทดลองยังชี้ให้เห็นถึงความ

หลากหลายของการแสดงออกต่อความต้านทานของ

โรคใบไหม้ ข้อมูลจาก Table 3 แสดงให้เห็นว่าข้าว

เหนียวด�ำแต่ละสายพันธุ์ มีระดับความรุนแรงของโรค

แตกต่างกัน กล่าวคือพันธุกรรมที่แตกต่างกันในข้าว

แต่ละสายพนัธุ ์ส่งผลให้ข้าวมคีวามต้านทานต่อโรคใบ

ไหม้แตกต่างกัน สายพันธุ์ที่มีความต้านทานต่อโรคใบ

ไหม้เมื่อท�ำการประเมินที่ 7 และ 14 วันหลังปลูกเชื้อ 

ได้แก่ Niawdam Gs.no.21629 Khaokam Gs.

no.88084 และ KKU-GL-BL-05-001 ซึ่งสายพันธุ์ 

เหล่านี้จักเป็นกลุ่มสายพันธุ์ที่มีความต้านทานต่อโรค

ใบไหม้ที่ดี และสามารถต้านทานได้อย่างต่อเนื่องจน

จบรอบวงจรการเกิดโรค ดังนั้นสายพันธุ์เหล่านี้จะถูก

น�ำไปใช้เป็นเชื้อพันธุกรรม เพื่อปรับปรุงพันธุ์ต้านทาน

ต่อโรคใบไหม้ต่อไป

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณศูนย ์วิจัยปรับปรุ งพันธุ ์พืช เพื่ อ

การเกษตรที่ยั่งยืน และสาขาพืชไร่ภาควิชาพืชศาสตร์

และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร ์ 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่ได้สนับสนุนการท�ำวิจัยใน 
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