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ลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธุกรรมรา Phytophthora 
parasitica 1 

 
อมรรัตน  ภูไพบูลย       ปยรัตน  ธรรมกิจวัฒน 

กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช  
      

 

บทคัดยอ 
 ไดศึกษารา Phytophthora spp. ที่ไดจากการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรคราก
เนา โคนเนา ผลเนา จากพชืชนิดตางๆ ในแหลงปลูกทีสํ่าคัญทั่วประเทศ ในป พ.ศ. 2550-2551 
และเช้ือที่มีอยูใน culture collection รวม 14 จังหวัด คือ กรุงเทพฯ ปทุมธานี นครปฐม ปราจีนบุรี 
ระยอง จันทบุรี เพชรบูรณ เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ กระบ่ี ภูเก็ต กําแพงเพชร ลําปาง และเชียงใหม 
แยกเช้ือบริสุทธิ์ ได รา Phytophthora. spp. 33 ไอโซเลท ทีเ่ปนสาเหตุโรคพืช 12 ชนิด คือ หมากผู
หมากเมีย เดหลี ยางพารา ลองกอง ทุเรียน มะเขือ (มะเขือมวงผลเล็ก และมะเขือมวงผลใหญ 
มะเขือยาว) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม หนาวัว และแพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) ตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะการเจริญของเสนใย 
(ลักษณะโคโลน)ี ลักษณะรูปรางและขนาดสปอรและศึกษาแบบคูผสมของรา Phytophthora. spp. 
จําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวทิยา พบ รา P. parasitica จํานวน 29 ไอโซเลท เปนสาเหตุ
โรคเนาของพชืที่ศึกษา และพบ รา P. heveae เปน สาเหตุโรคกลาเนาของกลวยไมรองเทานารีอิน
ทนนท รา P. palmivora เปน สาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน สาเหตุโรคหนายางพาราเนา 
จากปราจีนบุรี  คือ รา P. parasitica แตสาเหตุโรคหนายางพาราเนา จากจนัทบุรี คือ รา P. 
botryosa และรา Pythium sp. แยกไดจากตนหนาวัว  
 ศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพนัธกุรรมของรา Phytophthora spp. 
ดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 2 ชนิด คือ SSR-PCR และ AFLP ดวยเทคนิค SSR-PCR โดย 
microsattlelite ไพรเมอร จํานวน 9 คู ไดแถบดีเอ็นเอทีม่ีความแตกตาง 220 แถบ จากพืชอาศัย 6 
ชนิด ไดแก ยางพารา (โรคหนายางพาราเนา จากปราจีนบุรี) สับปะรด สะระแหน กลวยไม  สม 
และ Pythium sp. จากหนาวัว วิเคราะหความสัมพนัธทางพันธุกรรม ดวยโปรแกรม NTSys 2.22e 
(Dice coefficient) Phylogenetic tree แบงกลุมรา Phytophthora spp. ออกจากรา Pythium sp. 
ที ่ 30% similarity รา Phytophthora spp. จําแนกเปน 4 กลุม คือ A เปนรา P. parasitica จาก
ยางพารา กลุม B ประกอบดวยรา P. parasitica จากสับปะรด สะระแหน กลวยไม และสม ดวยคา 
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similarity 45-80 % กลุม C เปนรา P. haveae สาเหตุโรคกลวยไมรองเทานารี กลุม D เปนรา P. 
palmivora สาเหตุโรคกลวยไม ไมพบรูปแบบความสัมพันธทางพันธกุรรมที่ชัดเจนกับพืชอาศัยหรือ
แหลงปลูกพืช ลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP ไพรเมอร E+A/M+AAC ไดแถบดีเอ็นเอที่มี
ความแตกตางกัน 65 แถบ แบงราออกเปน 7 กลุม พบความสัมพันธของลักษณะพนัธุกรรมกับพชื
อาศัยและแหลงปลูกพืชในบางกลุม ไดแก กลุม A เปนไอโซเลท ของรา สาเหตุโรคกลวยไม จาก
จังหวัดเชียงใหม (similarity 45-75 %) (จําแนกทางสัณฐานวิทยาไดเปนรา P. parasitica และ P. 
haveae) กลุม B เปนไอโซเลทของหนาววั จากจังหวัดภูเก็ต ลําปาง และ ปราจีนบุรี ยกเวนไอโซเล
ทจากกรุงเทพมหานคร ที่มคีวามแตกตางจากไอโซเลทอ่ืน จัดอยูในกลุม F เปนสายพันธุที่กอใหเกดิ
โรครุนแรง กลุม C เปนไอโซเลทจากมะเขือ สะระแหน และเดหลี กลุม D เปนไอโซเลทจาก
ยางพารา และสม และกลุม E, F เปนไอโซเลทจากหมากผูหมากเมยีและลองกอง การศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมดวยเคร่ืองหมายโมเลกุลแสดงใหเห็นวารา Phytophthora parasitica 
จากพืชอาศัยชนิดตางกัน มคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมคอนขางสูง   
 

คํานํา 
Phytophthora spp. เปนราศัตรูพืชที่สําคัญ ทําลายพืชผลที่สําคัญทางเศรษฐกิจทัว่โลก 

(ทว,ี 2545) ราสกุล Phytophthora บาง species สามารถเล้ียงใหเจริญเติบโตไดบนอาหาร
สังเคราะห เชน P. parasitica สาเหตุโรครากเนาสม และ P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนา
ทุเรียน แตบาง species ก็ไมสามารถเล้ียงได เชน P. infestans ราสาเหตุโรคใบไหมมะเขือเทศและ
มันฝร่ัง หรือมคีวามยากในการเล้ียงเชื้อ เชน           P. milabiris สาเหตุโรคราน้าํฝนลําไย เปนตน 
สําหรับราที่เล้ียงใหเจริญเติบโตบนอาหารสังเคราะหนัน้ แมจะเปน species เดียวกัน เปนสาเหตุ
โรคพืชเดียวกนั แยกไดจากสถานท่ีแตกตางกนั ยงัพบความแตกตางในการเจริญเติบโตบนอาหาร
สังเคราะห เชน รา P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาทุเรียนจากแยกจากทเุรียนจังหวัด
จันทบุรี เจริญเติบโตดีและเร็วกวารา P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาทุเรียนบางไอโซเลท 
จากจงัหวัดสุราษฎรธานี (อมรรัตน และคณะ, 2546) และพบความแตกตางของความรุนแรงและ
ความออนแอของราใน species เดียวกนั  

การวนิิจฉัยราสาเหตุของโรค โดยทัว่ไปดูจากลักษณะสัณฐานวิทยา แตหากเปรียบเทยีบ
ลายพมิพดีเอนเอ จะใหผลการสนบัสนุนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาไดอีกทางหนึ่ง 
ตัวอยางเชน การรายงานการระบาดของโรคใบไหมและผลเนาของลําไย โดยขจรศักด์ิและคณะ 
(2542, 2543) รายงานวามสีาเหตุจาก Phytophthora capsici แต อมรรัตนและคณะ (2549) ได
ศึกษารายละเอียดของโรคลําไยดังกลาว ในป พ.ศ. 2547 ยืนยนัวา Phytophthora sp. สาเหตุของ
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โรคกิ่งไหมและใบไหมของลําไย เปน P. mirabilis ซึ่งมีรายงานวาเปนสาเหตุของโรคใบไหมของไม
ดอกชนิดหนึ่ง (Mirabilis jalapa)  

นอกจากนีท้ี่กลุมวิจัยโรคพืช ไดรวบรวมตัวอยางรา Phytophthora สาเหตุโรคพชืที่สําคัญ
ทางเศรษฐกิจเปนจํานวนมาก ไดศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา แบบคูผสม เปนขอมูลพืน้ฐาน
ทางวิชาการของเช้ือไวแลว จึงควรทาํการศึกษาลายพมิพ DNA ของราดังกลาว ซึง่เปนขอมูลทาง
พันธกุรรม เพือ่ใหไดขอมูลพันธกุรรม ลายพิมพดีเอ็นเอ ของ รา Phytophthora parasitica  Dastur 
สาเหตุโรคพชืที่มีพชือาศัยจํานวนมาก และเพื่อใหทราบความสัมพันธของขอมูลกับปจจัยสําคัญ 
เชน แหลงปลูก พืชอาศัยของรา P. parasitica แลวจัดกลุมของเช้ือตามลักษณะขอมูลพันธุกรรม 
 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1. การสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคพชื จากแหลงปลูกที่สาํคัญทั่วประเทศและการ
แยกเชื้อสาเหตุ  

ไดสํารวจและรวบรวมตัวอยางโรคพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจ จากแหลงปลูกทั่วประเทศ 
แลวนําตัวอยางโรคพืชเหลานั้นมาแยกเช้ือบริสุทธิ์ในวันเดียวกนั โดยวธิี tissue transplanting ตัด
บริเวณรอยตอเนื้อเยื่อที่เปนโรคกับเนื้อเยื่อปกติ เปนช้ินสวนขนาด 2x2 มม. ตัวอยางละ 15-20 ชิ้น 

เล้ียงบนอาหาร PDA + BRNAP เพาะเช้ือในอุณหภูมิหอง (25  20ซ.) เปนเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัด
ขอบโคโลนีของเสนใยเช้ือทีเ่จริญออกจากชิ้นตัวอยาง เล้ียงบนอาหาร PDA + BRNAP อีกคร้ัง 
เพาะเช้ือในอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเสนใยเช้ือทีเ่จริญออกจากชิ้น
เชื้อ เล้ียงบนอาหาร CA (Carrot agar) แลวแยกเก็บเชื้อบริสุทธิ์แตละตัวอยางในหลอดทดลองที่
หองปฏิบัติการโรคพืช กลุมงานวทิยาไมโค กลุมวิจยัโรคพืช สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
กรุงเทพฯ  

 
2. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยาของ รา Phytophthora spp.  
 2.1 การศึกษาลกัษณะการเจรญิของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ 

ไดเล้ียงรา Phytophthora ในจานเล้ียงเช้ือขนาดเสนผาศูนยกลาง 90 มม. ที่มีอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDA และ CA จํานวน 15 มล. เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญของเสนใย ใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 5 มม. ทีล่นไฟฆาเชื้อแลว ตัดเสนใยบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อซึง่เล้ียงบนอาหาร 
CA นาน 5 วัน วางใหดานทีม่ีเสนใยของเช้ือคว่ําลงบนอาหารบริเวณกลางจานเล้ียงเชื้อ นําไปบมใน
ตูบมมืดอุณหภูมิหอง จนเชือ้เจริญเติบโตเต็มจานเล้ียงเชื้อ ศึกษาบันทึกลักษณะการเจริญที่ผิวหนา
อาหารและความหนาแนนของเสนใย 
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 2.2 การศึกษาลกัษณะรูปรางและขนาดสปอรของรา  
ไดนํารา Phytophthora ในจานเล้ียงเชื้อ ที่มีอาหารเล้ียงเช้ือ CA จํานวน 15 มล. ตัดชิ้นเช้ือ

ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง CA แชในน้าํทีน่ึ่งฆาเช้ือแลว ทิ้งไว 24-36 ชั่วโมง นําไปไวใตแสงนีออน (white 
cool) 40 วัตต 2 หลอดระยะ 30 ซม.ที่ใหแสง 200 ftc ที่อุณหภูมหิอง ปลอยไวใตแสงนาน 48 ชม. 
เพื่อใหเชื้อสราง sporangia ศึกษาและบันทึกลักษณะการแตกแขนงของกานสปอร 
(sporangiophores) วัดความกวาง (length) และความยาว (breadth) ของ sporangia เพื่อหา L : 
B ratio วัดความยาวของกานสปอร (pedicel หรือ stalk) ความยาวของ papilla และวัดขนาด
เสนผาศูนยกลางของ chlamydospore ศึกษาสปอรทัง้ 2 ชนิด จาํนวนตัวอยางละ 50 สปอร 
 2.3 การศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา  

ไดเล้ียงรา Phytophthora แตละไอโซเลท บนอาหาร CA วิธีการเดียวกบั ขอ 2.1 จากนัน้ใช 
cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มม. ที่ลนไฟฆาเช้ือแลว ตัดเสนใยบริเวณขอบโคโลนีของ เชือ้
ดังกลาว (unknown) เล้ียงบนอาหาร CA ในจานเล้ียงเชื้อดานตรงขามกับรา P. palmivora  
มาตรฐานทีท่ราบ mating type แลว คือ mating type A1 (P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) 
แลวทําวิธีการเดียวกนักับรา P. palmivora มาตรฐาน mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรค
เนาแกวหนามา) เพื่อหา mating type ของราทกุไอโซเลท นาํเช้ือไปบมที่อุณหภูมหิอง ในที่มืดนาน 
7-10 วัน ศึกษาและบันทึกการสราง sexual structure ของเชื้อ unknown กับ A1 หรือ A2 
มาตรฐาน วัดขนาด (ความกวางและความยาว) ของ oogonia, oospores และ antheridia จํานวน
ไอโซเลทละ 50 สปอร ศึกษาตําแหนงของ antheridia บนผิวของ oogonium และลักษณะของ 
oospore ที่อยูภายในแตละ oogonium 

 
3. การจาํแนกชนิดรา  Phytophthora spp. 

ไดเปรียบเทียบผลการศึกษา ลักษณะการเจริญเสนใย ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอร
ชนิดตางๆ คือ sporangia, chlamydospores, oogonia, antheridia และ oospores ของราที่
นํามาศึกษา กับ คูมือการจําแนกชนิด Phytophthora ของ Waterhouse (1970), Stamps et al 
(1990) และเอกสาร ของ Erwin and Ribeiro (1996)  

การจาํแนกชนิดรา Pythium spp. 
ไดเปรียบเทียบผลการศึกษาลักษณะการเจริญเสนใย ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอร

ชนิดตางๆ (sporangium, chlamydospores, oogonia, antheridia และ oospores) ของราที่
นํามาศึกษา กับคูมือการจําแนกชนิด Pythium ของ PLAATS-NITERINK (1981) และ เอกสาร
วิชาการของ Robertson (1980) 
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4. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora  

4.1 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora parasitica ดวยเทคนิค SSR- PCR ไพรเมอร microsatellite  

การเตรยีมเสนใย และสกดัดีเอ็นเอ 
เตรียมเสนใยเช้ือรา โดยเล้ียงราแตละไอโซเลทบนอาหาร carrot agar (CA) จากนั้นเข่ีย

เสนใยบนอาหารใสในขวดอาหารเหลว  นําอาหารเล้ียงเช้ือราที่ไดจาการเขยาจนขุน ใสในหลอด 

microcentrifuge ขนาด 1.5 มล. ตกตะกอนเสนใยโดยการหมุนเหวี่ยงที่ 14000 rpm นาน 5 นาที 

เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้ําอีกคร้ังเพื่อใหไดเสนใยมากข้ึน บดเสนใยดวย เม็ดสเตนเลส ขนาด 3.9 มม 

เติม lysis buffer  700 มิลลิลิตร เขยาหลอดดวยเคร่ืองเขยาข ที่ 25 Hz นาน 1 นาที แชหลอดใน 

water bath  ที่ 65C นาน 10 นาที เติม precipatation buffer 224 μl (32μ/ 100 μl lysis buffer) 

และเติม CH2Cl2 100 μl กลับหลอด 10 คร้ัง นําเขาเคร่ืองหมุนเหวี่ยง 5 นาที 14,000 rpm ดูดน้ําใส 

700 μl ใสหลอด microcentrifuge ใหม เติม isopropanol 700 μl กลับหลอด 10 คร้ัง ตกตะกอน

โดยหมุนเหวี่ยวที่ 14,000 rpm 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% ethanol Pulse spin 10 

นาที ดูด ethanol ที่เหลือทิ้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ําที่เติม RNase (10 μg/ml) ประมาณ 10 

μl 

สังเคราะหแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางรา 14 ไอโซเลท ดวยไพรเมอร 9  คู ดังนี ้
 No.  Name  5’-------------------------------------->3’         length 

1 MB2F   TGCTGTGTATGGATGGATGG      20 

 MB2R  CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG   22 

2 MB5F  ACTTGGAGGAAATGGGCTTC   20 

 MB5R  GGATGGCGTTTAATAAATCTGG   22 

3 MB9F  TGGCTGGGATACTGTGTAATTG   22 

 MB9R  TTAGCTTCAGAGCCCTTTGG    20 

4 MB10F  TATCGAGTCCGGCTTCCAGAAC   22 

 MB10R  TTGCAATTACCTCCGATACCAC   22 

5 MB11F  GTGGACGAACACCTGCATC    19 

 MB11R  AGATCCTCCACCTCCACCTC    20 
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6 MB13F  GGAGGATGAGCTCGATGAAG   20 

 MB13R  CTAAGCCTGCTACACCCTCG    20 

7 MB14F  CGTCTCTGAACCACCTTCATC   21 

 MB14R  TTCCTCCGTCCATCCTGAC    19 

8 MB17F  ACTGATTCACCGATCCTTGG    20 

 MB17R  GCTGGCCTGACTTGTTATCG    20 

9 MB18F  GGTAGGAAATGACGAAGCTGAC   22 

 MB18R  TGAGCACTCTAGCACTCCAAAC   22 

 

การทาํปฏิกิริยาพีซีอารเพื่อสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ ประกอบดวย ddH2O 7.5 μl, 10X PCR 

(add  20 mM MgCl2) 2.5 μl, dNTPs (2.5 mM) 10 μl, Forward primer (10μM) 1 μl, Reverse 

primer (10 μM) 1 μl , DNA template  100 ng 2 μl รวม 25 μl นําหลอดทดลอง เขาเคร่ือง PCR 

ตามโปรแกมตอไปนี้ 94C 2 นาท ี 1 รอบ แลวสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ จํานวน 25 รอบ 

อุณหภูมิ 94C 1 นาท ี  

55-60 C  1 นาที  72C  1 นาท ี และfinal extension 72C 5 นาท ี 

 ตรวจวิเคราะหขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซี
อาร 20 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye (Promega, Madison, WI) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แยก
ขนาดของสายดีเอ็นเอ ดวย 5% polyacrylamide gel  โดยใช sequencing apparatus ในบัฟเฟอร 
1X Tris-borate EDTA (TBE) แลวตรวจดูแถบและรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดย silver staining  

การบันทึกขอมูลรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยตรวจสอบแถบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือแต
ละสายพันธุ  ใหคะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ เปน 1 และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ เปน 0 นําผลมา
วิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  NTSYS 2.22e (Rohlf, 1994) คา coefficient ใช Dice  วิเคราะห 
dendrogram จัดกลุมเชื้อ และวิเคราะหคา bootstrap โดยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 
1996) เปรียบเทียบความสัมพันธและความหลากหลายทางพันธุกรรม ระหวาง ไอโซเลท พืชอาศัย 
และ แหลงที่มาของเชื้อ 

 
4.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ รา 
Phytophthora parasiticaโดยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism  (AFLP) 
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การเตรยีมเสนใยและสกัดดีเอ็นเอ 
เตรียมเสนใยเช้ือรา โดยเล้ียงราแตละไอโซเลทบนอาหาร carrot agar (CA) จากนั้นเข่ีย

เสนใยบนอาหารใสในขวดอาหารเหลว  CA วางไวที่อุณหภูมิหอง จนเสนใยเจริญเต็มผิวหนาอาหาร 
เข่ียเสนใยข้ึนมา ลางดวยน้ํากรองนึง่ฆาเชื้อซับน้ําใหแหง (สามารถเก็บเสนใยไวที ่ -20 องศา
เซลเซียสไดนานกอนสกัด) 

การสกัดดีเอ็นเอ นาํเสนใยที่แหงมาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว แลวใสในหลอด
ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ในปริมาตร  0.05 กรัม เติม extraction buffer ( 50 mM Tris HCL, 850 mM 
NaCl, 100 mM EDTA, 1% SPS) ในปริมาตร 0.5 มลิลิลิตร  ผสมใหเขากนัดวย Vortex บมไวที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  30 นาที  เติม phenol  และ chloroforml ในปริมาตร 500 
ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัดวย vortex  ทําการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี  ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  เพื่อสกัดเอาเศษเซลลและโปรตีนอ่ืนๆออก ดูด supernatant (สวน
ใสดานบน) ใสหลอดใหมแลวเติมchloroform/isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร  1 เทา  ผสมใหเขา
กัน หมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาท ี  ดูด 
supernatant( สวนใส) ใสหลอดใหม เติม Ethanol ในปริมาตร 2 เทา ของสารละลาย พลิกหลอด
กลับไปกลับมาเบาๆ incubate ที ่ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชัว่โมง หมนุเหวียงที่ความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาท ีเพื่อตกตะกอน DNA เท supernatant (สวน
ใส) ดานบนทิง้ แลวเติม 70% ethanol 200 มิลลิลิตร แลวหมนุเหวียงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที ซ้าํ 2 คร้ัง (เพื่อลาง DNA) เท supernatant (สวนใส) ทิ้ง ตาก
ตะกอน DNA ใหแหงที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 30 นาที  จากนั้นละลายตะกอน DNA ดวย TE ( 10 
mM Tris- HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) 50 μl แลวเก็บไวที ่- 20°C  จากนัน้ตรวจสอบคุณภาพและ
วัดปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธ ี electrophoresis  และเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซยีส 
 จัดทําลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือดวยเทคนิค AFLP (Vos et al., 1995) โดยปรับ reaction 
และ condition บางสวน ดังนี้ นําดีเอ็นเอของเช้ือแตละสายพันธุ ปรับใหมีความเขมขน 500 นาโน
กรัม ในน้ํา 5.5 ไมโครลิตร เติม restriction buffer ประกอบดวย เอ็นไซม EcoRI (NEB) 5 units, 
MseI (NEB)1 units , 10X Ligase buffer with ATP 1.1 ไมโครลิตร, 0.5 M NaCl 1.1 ไมโครลิตร, 
1 mg/ml BSA 0.55 ไมโคลิตร และน้ํา ปริมาตรรวม 9 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นทําการตอ 
adaptor โดยเติม ligation buffer ประกอบดวย  10X Ligase buffer 0.1 ไมโครลิตร, 0.5 M NaCl 
0.1 ไมโครลิตร, 1 mg/ml BSA 0.05 ไมโครลิตร เอ็นไซม T4DNA ligase (regular conc.) 0.165 
ไมโครลิตร 5  μM EcoRI adapter pair 1 ไมโครลิตร 50 μM MseI adapter pair 1 ไมโครลิตร และ
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ปรับปริมาตรรวมสุดทายเทากับ 12 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 2 
ชั่วโมง  
 
ลําดับเบสของ Adapter 
 EcoRI adapter 5’ –CTCGTAGACTGCGTACC 
    CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 
 MseI adapter  5’ –GACGATGAGTCCTGAG 
     TACTCAGGACTCAT -5’ 
 จากนั้นใชตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดเปนตนแบบ เพื่อสังเคราะหสายดีเอ็นเอโดยสุมในปฏิกิริยา
พีซีอาร ประกอบดวย 10X PcR buffer with 15 mM MgCl2 2 ไมโครลิตร, 1.25 mM dNTPs 1.6 
ไมโครลิตร 5 u/ul Taq DNA polymerase 0.125 ไมโครลิตร ไพรเมอร Eco (+selective base)  (5 
uM) 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร Ms (+selective base) (5 uM) 1 ไมโครลิตร และน้ํา ใหมีปริมาตร
สุดทาย  ผสมสารประกอบในปฏิกิริยาดังกลาวขางตนใหเขากัน แลวบมหลอดปฏิกิริยาในเคร่ือง
ควบคุมอุณหภูมิ PE 9700 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA) โดยใช
อุณหภูมิ และเวลาในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอดังนี้  
 

ปฏิกิรยิา           อุณหภมิู (oC) เวลา 
1.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเร่ิมตน (initial denaturation)        95  2 นาท ี
2.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturation)         94  20 วินาท ี
3.เร่ิมตนจับคูไพเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing)           66(-1) 30 วินาท ี      

10รอบ 
4.สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอแมแบบ(extension)      72  2 นาท ี
5.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturation)         94  20 วินาท ี
6.เร่ิมตนจับคูไพเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing)           56  30 วินาท ี      

20รอบ 
7.สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอแมแบบ(extension)      72  2 นาท ี
8.สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension)         72  15 นาท ี
 ทําปฏิกิริยาซํ้าในข้ันตอนที่ 2-4 เปนวงจรลูกโซ โดยปรับลดอุณหภูมิ annealing 1 องศา

เซลเซียส ในทุก ๆ รอบ จนอุณหภูมิลดลงเหลือ 56 องศาเซลเซียส แลวสังเคราะหตออีก 20 รอบ 
สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย นาน 15 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจ
วิเคราะหขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร 20 
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ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye (Promega, Madison, WI) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แยกขนาดของ
สายดีเอ็นเอ ดวย 5% polyacrylamide gel  โดยใช sequencing apparatus ในบัฟเฟอร 1X Tris-
borate EDTA (TBE)ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักด์ิ 65 วัตต  นาน 2.5 ชั่วโมง แลวตรวจดูแถบ
และรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดย silver staining  

จากนั้นจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Phytophthora parasitica จํานวน 19 ไอโซเลท 
จากพืชอาศัย 9 ชนิด คือ กลวยไม หนาวัว เดหลี สะระแหน มะเขือ สม ยางพารา หมากผูหมากเมีย 
และลองกอง โดยไพรเมอร 3 คู ไดแก Eco-AC/ Ms-AG, Eco-AG/MsAC และ Eco-A/ Ms-AAC 

 การบันทึกขอมูลรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยตรวจสอบแถบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือแต
ละสายพันธุ  ใหคะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ เปน 1 และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ เปน 0 นําผลมา
วิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  NTSYS 2.22e (Rohlf, 1994)  coefficient ใช Dice  วิเคราะห 
dendrogram จัดกลุมเชื้อ และวิเคราะหคา bootstrap โดยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 
1996)   เปรียบเทียบความสัมพันธและความหลากหลายทางพันธุกรรม ระหวาง ไอโซเลท พชือาศัย 
และ แหลงที่มาของเช้ือ 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

1. สํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคพืช จากแหลงปลกูที่สาํคัญทั่วประเทศและการแยกเช้ือ
สาเหตุ  

ผลการสํารวจและรวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา ตนเนาของพืชที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจแลวแยกเช้ือสาเหตุ จากแหลงปลูกทั่วประเทศ แยกเช้ือบริสุทธิ์ ได รา Phytophthora. 
spp. 33 ไอโซเลท จาก 14 จังหวัด คือ กรุงเทพฯ ปทุมธานี นครปฐม ปราจีนบุรี ระยอง จนัทบุรี 
เพชรบูรณ เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ กระบี่ ภูเก็ต กาํแพงเพชร ลําปาง และเชียงใหม บนพืช 12 ชนิด 
คือ หมากผูหมากเมีย เดหลี ยางพารา ลองกอง ทเุรียน มะเขือ (มะเขือมวงผลเล็ก และมะเขือมวง
ผลใหญ มะเขือยาว) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม หนาววั และแพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) 
(ตารางที ่1) 
 ผลการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา โคนเนา ผลเนา ที่มีสาเหตุจาก รา 
Phytophthora spp. จากแหลงปลูกพืช ในป พ.ศ.2550-2552 พบ โรคใบไหมของเดหลี (51 Pl Pb 
R 1 L) โรคตนเนาของกลวยไม (51 Or Pb R 1 S Mokara และ 51 Or PB 1 L Vanda) โรคใบไหม 
ตนเนาของหนาวัว (51 An PB 1 L) ซึ่งตรงกับการรายงานของนิยมรัฐ (2544) รายงานการเกิดโรค
เนาดํา หรือโรคใบแหงหนาววั เกิดจาก P. parasitica (นิยมรัฐ, 2544) และโรคโคนเนาของแพงพวย 
(51 MP BK 1 S) นอกจากนีไ้ดศึกษา รา Phytophthora spp. ที่มีอยูใน culture collection บนพชื 
9 (10) ชนิด คือ หมากผูหมากเมีย ยางพารา ลองกอง ทุเรียน มะเขือ (มะเขือยาว มะเขือมวงผลเล็ก 
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และมะเขือมวงผลใหญ) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม และหนาวัว ซึ่งเปนพืชใบเล้ียงคู ยงัไม
พบการเขาทาํลายของรานี้ในพืชใบเล้ียงเดี่ยว ตรงกับการรายงานของ Brasier และ Hansen (1992) 
ที่รายงานวารา Phytophthora สวนมากทําใหเกิดโรคกอใหเกิดความเสียหายอยางรุนแรงกับพืชใบ
เล้ียงคู (Brasier and Hansen, 1992) การแยกรา Phytophthora จากสวนตางๆ ของพืชที่เปนโรค 
โดยวิธี tissue transplanting นั้น ความยุงยากคือตองแยกเชื้อบริสุทธิใ์นวนัเดียวกัน มิฉะนัน้จะเกดิ
การปนเปอนไดงาย (อมรรัตนและคณะ, 2544) และตองนํามาแยก รา Phytophthora บนอาหาร
สังเคราะหพิเศษ PDA + BRNAP 2 คร้ัง คร้ังแรกเพื่อแยกเช้ือสาเหตุโรคจากช้ินสวนพืช คร้ังที่สอง
เพื่อทาํใหเช้ือบริสุทธิ์ แลวจึงเล้ียงบนอาหารแข็ง CA (Carrot agar) การแยกเช้ือบริสุทธิ์จากโรคโคน
เนา ใบเนาของกลวยไมและหนาววั ไมสามารถแยกไดโดยงาย เนื่องจากเกษตรกรมีการใชสารเคมี
ในการปองกนักําจัดโรคอยางมาก  

ในรายงานดรรชนีรายช่ือโรคพืชในประเทศไทยของพัฒนาและคณะ (2537) มีการพบและ
รายงานโรคพชืในประเทศไทยที่เกิดจาก รา P. parasitica กวา 30 ชนิด ไดแก พืชไร เชน โรคสมอ
ดํา (Phytophthora boll rot ) ของฝาย, โรคเนาคอดิน (Damping-off) ของปอคิวบา, โรคขอตอเนา 
(Collar rot) ตนเนา (Stem rot) และเนาคอดิน (Damping-off) ของปอแกว, โรคแขงดํา (Black 
shank) ของยาสูบ, โรคใบไหมและลําตนเนา (Phytophthora blight) ของงา, โรครากเนา (Root 
rot) ของหมอนและโรครากเนา (Root rot) ของละหุง พชืสวน เชน โรคยอดเนา (Heart rot) รากเนา 
(root rot) ของสับปะรด, โรครากเนา (root rot) ใบไหม (Leaf blight) ของสมจุก สมจนี, โรครากเนา
ของสมโชกนุ สมโอขาวน้ําผ้ึง  สม Rough lemon, โรคใบรวง Leaf fall (Leaf blight) ของยางพารา, 
โรครากเนา (ระยะกลา) Root rot (Seedling) ของมะมวงหิมพานต, โรคโคนเนา (Foot rot) ของ
มะนาว มะนาวไทย, โรคใบไหม ผลเนา ดอกเนา (Brown rot, Leaf blight) ของมะนาวตาฮิติ, โรค
รากเนาโคนเนาของสมเกล้ียง สมตรา สมเขียวหวาน, โรคลําตนเนา (Stem rot) ของสตรอเบอร่ี, โรค
รากเนาโคนเนา (Stem rot, Collar rot) ของแพสชั่นฟรุต, โรคผลเนาและใบไหม (Fruit rot, Leaf 
blight) ของพุทรา, พืชสวนสมุนไพร โรคโคนและรากเนา (Foot and root rot) ของพริกไทยและพลู 
พืชผัก เชนโรคใบไหม (Leaf blight) ของสะระแหน, โรคโคนตนเนา (Foot rot) ของกระเจ๊ียบแดง, 
โรครานํ้าคาง (Downy mildew) ของผักกาดหัว, โรคผลเนา (Fruit rot) ของมะเขือยาว, โรคโคนเนา
และรากเนาของกลา (Seedling root rot) ของมะกรูด ไมดอกและไมประดับ เชน โรคลําตนเนา 
(stem rot) ของวานหางจระเข, โรคเนาดํา (Black rot) ของกลวยไม เปนตน ซึง่ในปจจุบันไมมีการ
ปลูกพืชไรหลายชนิด หรือมกีารปลูกนอย ไมพบการเขาทาํลายของ รา P. parasitica บนพชื
เหลานั้น เชน ฝาย ปอคิวบา และปอแกว สวนพืชหลายชนิด เชน สับปะรด พืชตระกูลสม พริกไทย 
สะระแหน และมะเขือยาว รา P. parasitica ยังคงแพรระบาดทาํความเสียหายตลอดมาจนถงึ
ปจจุบัน  
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อมรรัตน (2546) รายงานพบการเปนโรครากเนาโคนเนาของสมโชกนุ อายุ 13 ป ที่สวนสม 
ตําบลหนาเขา อําเภอเขาพนม จังหวัดกระบ่ี แสดงอาการใบเหลือง เหีย่วแหงและรวง มีลักษณะ
โคนเนาแหง เมื่อเปดเปลือกบริเวณโคนตนและราก พบวาเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลตัดกับสวน
ปกติที่มีสีขาว บางตนมีเสนใยสีขาวของราบางชนิดข้ึนคลุม บางตนพบเห็ดข้ึนแลวยืนตนตาย และ
ยังไดรายงานการพบการเกิดโรคโคนเนารากเนาของลองกองตนใหญในสวนเกษตรกร ที่ตําบลเขา
ใหญ อําเภออาวลึก จงัหวัดกระบ่ี แสดงอาการใบเหลือง เหี่ยวแหงและรวง กาํลังยืนตนตาย เมือ่
เปดเปลือกบริเวณโคนตนและราก พบวาเนื้อเยื่อเปล่ียนเปนสีน้าํตาลตัดกับสวนปกติที่มีสีขาว 
เชนเดียวกนั รากแขนงและรากฝอยทีเ่ปนโรคมีสีน้ําตาล รายงานวาเช้ือสาเหตุของโรครากเนาโคน
เนาสองกองและสมโชกนุ คือ รา P.parasitica และอมรรัตน (2548) รายงานการเกดิโรคผลเนาใน
มะเขือมวง พบวามีอาการฉ่ําน้าํ หรือเนาเล็กนอยบริเวณข้ัวผล อาการเนานี้ขยายออกไปอยาง
รวดเร็ว จนทาํใหเนาเกือบทัง้ผล มีสาเหตุจากรา P.parasitica  
2. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยาของ รา Phytophthora spp.  
  2.1 การศึกษาลกัษณะการเจรญิของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ 
 ผลการศึกษาลักษณะการเจริญของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ ในระยะการสืบพันธุ
แบบไมใชเพศ การเจริญของเสนใยบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และ CA ในตูบมมืดอุณหภูมิ 250ซ. 
พบวาการสรางเสนใยบนอาหารแข็ง มลัีกษณะการเจริญเปนเสนตรง มกีิ่งกานแยกออกไปไม
สม่ําเสมอ เสนใยลักษณะใสไมมีสี ไมมีผนังกั้นเสนใย ผิวผนงัเสนใยเรียบ (smooth) ไอโซเลทท่ีแยก
ไดจาก โรครากเนาโคนเนาทุเรียนมีลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหาร PDA คลายดอกรักเร ไอ
โซเลทอ่ืนมีลักษณะการเจริญของโคโลนบีนอาหาร PDA คลายเสนใยแมงมุม (arachnoid) ไอ
โซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกไดจาก หนายางพาราเนา มีเสนใยฟูมากกวาไอโซเลทอ่ืน ๆ เชื้อเจริญ
เต็มจานเล้ียงเชื้อ บนอาหาร CA เมื่ออาย ุ5 วัน แตบนอาหาร PDA เชื้อเจริญเติบโตไดชากวา เจริญ
เต็มจานเล้ียงเชื้อเมื่ออาย ุ 7 วัน เช้ือสรางเสนใยบนอาหารเล้ียงเช้ือ CA หนาแนนกวาบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ PDA แตไอโซเลท 48-An- PhK 1 L สรางเสนใยบางที่สุด และเจริญเต็มจานเล้ียงเชื้อ บน
อาหาร CA เมือ่อายุ 2 วัน (ตารางที่ 2) 
  2.2. การศึกษาลกัษณะรูปรางและขนาดสปอรของเชื้อ 

ผลการศึกษาลักษณะ รูปรางและขนาดของ sporangium ของ รา Phytophthora spp. 
พบวา ไอโซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกไดจาก หนายางพาราเนา เชื้อสราง sporangia จํานวนมาก
บนผิวอาหารแข็ง CA เปนรูปไข มีปุมนูน (papilla) ชัดเจนบนสปอร L : B ratio = 1.5 : 1 สปอรหลุด
จากกานชสูปอร (sporangiophore) ไดงายเม่ืออายุมาก ดานลางม ีกานสปอร (pedicel หรือ stalk) 

ความยาว 5-20 m ติดอยู เชนเดียวกับ ไอโซเลท  แยกไดจาก โรครากเนาโคนเนาทุเรียน ที่สปอรมี

ปุมนนูที่ปลาย เมื่อสปอรแกจะหลุดจากกานชูสปอร พรอมมีกาน ส้ันๆ ความยาว 2.5 m ติดอยู 
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สปอรมีรูปราง รีๆ L : B ratio = 1.8 : 1 แตไอโซเลทอ่ืน เชื้อสราง sporangia นอย หรือไมสราง 
sporangia บนผิวอาหารแข็ง CA ตองตัดชิ้นเช้ือที่เล้ียงบนอาหารแข็ง CA แลวแชในน้าํทีน่ึ่งฆาเช้ือ
แลว ทิง้ไว 24-36 ชั่วโมง เช้ือสราง sporangia จํานวนมากในน้ํา ม ี รูปคอนขางกลม รูปแพรหรือ
กลม มีปุมนูนชัดเจนบนสปอร L : B ratio = 1.1-1.2 : 1 สปอรติดแนนกับเสนใย สปอรผนังหนา 
ยกเวน ไอโซเลท 48-An- PhK 1 L สรางสปอรรูปรางแตกตางจากทกุไอโซเลท (ตารางที่ 2) 
  2.3 การศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา Phytophthora spp.  
 ผลการศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา Phytophthora spp. โดยการวางเช้ือ 
unknown และ รา Phytophthora spp. มาตรฐานทีท่ราบ mating type แลว คือ mating type A1 
(P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) และ mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรคเนาแกว
หนามา) โดยวางช้ินเช้ือคนละดานในจานเล้ียงเชื้อ เพื่อหา mating type ของราทุกไอโซเลท ในคร้ัง
นี้ พบ รา Phytophthora spp. จํานวน 8 (9)            ไอโซเลท คือ 45 LK Kr B 1 R, 48-Eg-BK-1-
F, 47 Pi-Pr K 1 L, 49 Ct Kp 1 R, 48-An- PhK 2 L, 49 An Lpa 1 L, 51 An PB 1 L, 51 MP BK 
1 S และไอโซเลทจากทเุรียน เปน matting type A1 รา Phytophthora spp. จํานวน 9 (11) ไอ
โซเลท คือ 47-Dr-Ph B 1 L, 51 Pl Pb R 1 L, 49-Eg-CM 2 S, 48-Km-BaK 1 S, 49 Km Pb R 1 
S, 49 Pi Pb R 1 L, 49-Or Na p 1 L, 47-Or-Pa T 2 L, 46-An-Ba K 1 L, 46-An- NaP 1 L และ 
49 An Lpa 2 L เปน matting type A2 สปอรผนังหนาเกิดจากการผสมทางเพศ (oospore) เปนรา
ที่จะตองผสมตางเพศตางเสนใย (heterothallic fungus) เพศเมีย (oogonium) เพศผู 
(antheridium) เพศผูจะอยูใตเพศเมีย (amphigynous antheridium) สวนไอโซเลท 49-Or CM 2 L 
จากกลวยไมรองเทานารีอินทนนท และ48-An- PhK 1 L, เปน homothallic fungus คือ เกิด 
oospore โดยไมตองผสม สวนไอโซเลทที่ไมพบ mating typeจํานวน 11 ไอโซเลท คือ 49-PR CB 1 
S, 49 –PR PB 1 S, 49-Eg-CM 1 F, 49-Eg-CM 3 F, 48-Pi-RY 2 S, 48-Or-Ra Y 1 L, 49-Or CM 
3 L, 49-Or CM 4 L, 51 Or Pb R 1 S, 51 Or PB 1 L และ 48-An-Ch B 1 L  (ตารางที่ 2) 

mating type A1 (P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) และรา P. palmivora มาตรฐาน 
mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรคเนาแกวหนามา) จึงใชรา P. palmivora มาตรฐาน 2 ไอ
โซเลทดังกลาวในการศึกษา mating type ของ รา Phytophthora ในคร้ังนี ้ 

ในการศึกษา mating type ผลที่ไดคือ เซลลสืบพันธุ oogonia, antheridia, oospores ซึ่ง
บางคร้ังอาจใชประโยชนจากลักษณะและรูปรางของเซลลสืบพันธุ เปนลักษณะอีกลักษณะหนึง่ที่ใช
จําแนกชนิดของ Phytophthora ได (Waterhouse, 1970) ตําแหนงของ antheridia อยูตรงสวนไหน
ของ oogonia ผลการศึกษาคร้ังนี้พบวา ผิวของ oogonia เรียบ antheridia อยูดานใต หรือ ฐาน
ของ  oogonia เปนแบบ amphigynous antheridium ซึ่งเปนลักษณะประจําของ รา P. parasitica 
(ทว,ี 2545) ในการทดสอบคร้ังนี้ยงัพบ Phytophthora ไอโซเลทท่ีไมผสมกับทัง้ A1 และ A2 อาจ
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เนื่องจากเปน  Phytophthora ตางชนิดกนัทําใหไมสามารถเขากันได แตเนื่องจากการทดสอบคร้ังนี้
พบ รา P. parasitica ทั้ง  mating type A1 และ mating type A2 จึงสมควรนําราทัง้สอง mating 
type มาทดสอบอีกคร้ัง เพือ่ใชเปน mating type มาตรฐานของรา P. parasitica ได 
 
3. การจาํแนกชนิดรา Phytophthora spp.  

ผลการจําแนกชนิดราทีน่ํามาศึกษา โดยเปรียบเทยีบ ลักษณะการเจริญของเสนใย 
ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอรชนิดตาง ๆ (sporangium, chlamydospores, oogonia, 
antheridia และ oospores) ของรา Phytophthora กับคูมือการจําแนกชนิด Phytophthora ของ 
Stamps et al (1990) และ เอกสารของ Erwin and Ribeiro (1996) และ จาํแนกชนดิรา Pythium 
spp. กับคูมือการจําแนกชนดิ Pythium ของ PLAATS-NITERINK (1981) และ เอกสารวิชาการ
ของ Robertson (1980) พบวา ไอโซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกจากหนายางพารา (จากจังหวดั
จันทบุรี) คือรา P.botryosa ไอโซเลท 49-Or CM 2 L ที่แยกไดจาก กลวยไมรองเทานารีอินทนนท 
คือ รา P. heveae ไอโซเลทท่ีแยกไดจากรากเนาโคนเนาทุเรียน คือ P. palmivora และ ไอโซเลท 
48-An- PhK 1 L ที่แยกไดจากหนาวัว คือ รา Pythium sp. สวนราไอโซเลทอื่น ๆ คือรา P. 
parasitica 

รา P. botryosa เปนสาเหตุโรคใบรวง (leaf fall) และฝกเนา (pod rot) ของยางพารา ใน
ประเทศมาเลเซีย และไทย ซึ่งเช้ือนีเ้ปนสาเหตุของโรคฝกเนาของโกโกดวย (Erwin and Ribeiro, 
1996) สําหรับในประเทศไทยพบการเขาทําลายบนตนยางพารา ทาํใหเกิดโรคใบรวง และโรคฝก
เนา และโรคเสนดํา หรือ เส้ียนดํา (Black stripe) ที่ทาํลายหนายางเสมอ ๆ ในแปลงปลูก (อมรรัตน
, 2551)  

รา P.  heveae  มีการรายงานคร้ังแรก เมื่อป ค.ศ. 1929 เปนสาเหตุโรคเสนดํา (black 
stripe) ของยางพารา (Heveae rubber) ในประเทศมาเลเซีย ตอมาพบรายงานการระบาดของรานี้
กับพืชหลายชนิดในหลายประเทศ เชน ประเทศบราซิล ออสเตรเลีย นิวซีแลนดและสหรัฐอเมริกา 
นอกจากนีม้ีรายงานการเกดิโรคยอดเนายอดดวนของมะพราวในประเทศไอเวอร่ีโคสท (Erwin and 
Ribeiro, 1996) อมรรัตนและคณะ (2550) รายงานคร้ังแรกที่พบ รา P. heveae บนกลวยไม
รองเทานารีอินทนนทในประเทศไทย 

รา P. palmivora เปนสาเหตุของโรครากเนา (root rot) โคนเนา (stem rot) แคงเกอร 
(canker) ใบไหม (leaf blight) ยอดเนา (shoot rot) เหีย่ว (wilt) ผลเนา (fruit rot) กลาเนา 
(seedling rot) ใบจุด (leaf spot) มีพืชมากกวา 138 ชนิด ที่เปนพชือาศัยของราตัวนี้ พืชที่สําคัญๆ 
เชน โกโก มะพราว ยางพารา พริกไทย สาเก สับปะรด ปาลมน้ํามนั มะละกอ ทเุรียน มะมวงหิม
พานต กลวยไม (อมรรัตน, 2552) 
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รา P. parasitica เปนสาเหตุโรคพืชในแหลงปลูกประเทศตาง ๆ ในเขตรอนและกึ่งรอน 
สหรัฐอเมริกา อินเดีย ญ่ีปุน ไตหวนั อารเจนตินา เวนิซเูอลา อิหราน อินโดนีเซีย มาเลเซีย 
ฟลิปปนส เมก็ซิโก เมยีนมา ทาสมาเนีย เยอรมนัน ีบราซิล เปอรโตริโก เปอรตุเกส จาไมกา และ
ประเทศไทย (ทว,ี 2549)  
 
4. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora  

4.1 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora parasitica ดวยเทคนิค SSR- PCR ไพรเมอร microsatellite  

ผลการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธุกรรมของรา Phytophthora 
spp. จากพืชอาศัย 6 ชนิด ไดแก ยางพารา (จากจงัหวัดปราจีนบุรี) สับปะรด สะระแหน กลวยไม 
และ สม และ Pythium sp. จากหนาววั ดวยเทคนิค SSR-PCR โดย microsattlelite ไพรเมอร 
จํานวน 9 คู ซึ่งเปนไพรเมอรที่ใชสําหรับการจาํแนกรา Fusarium oxysporum complex 
Steenkamp et al., (2005) ไดแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตาง 220 แถบ วิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธกุรรม ดวยโปรแกรม NTSys 2.22e และวิเคราะหคา bootstrap จํานวนสุม 1000 คร้ัง ดวย
โปรแกรม winboot คา bootstrap มีความสัมพนัธกบัความเชื่อมั่นจากการวิเคราะหสายสัมพันธ
ทางววิัฒนาการ คา bootstrap 85-100% แสดงถึงความเช่ือมัน่สูง คา bootstrap 71-84% แสดง
ถึงความเช่ือมัน่ปานกลาง และคา bootstrap 50-70% แสดงถึงความเชื่อมั่นระดับตํ่าของสาย
สัมพันธทางววิัฒนาการ (Richardson et al. 2000) Phylogenetic tree แบงกลุมรา Phytophthora 
spp. ออกจากรา Pythium sp. ที่ 30% similarity รา Phytophthora spp. จําแนกเปน 4 กลุม คือ A 
เปนรา P. parasitica จากยางพารา กลุม B ประกอบดวยรา P. parasitica จากสับปะรด 
สะระแหน กลวยไม และสม ดวยคา similarity 45-80 % กลุม C เปนรา P. haveae สาเหตุโรค
กลวยไมรองเทานารี มีคา bootstrap เปน 100% สําหรับรา P. haveae เปนไอโซเลททีเ่ปนสาเหตุ
โรคในพืชยางพารา แตสามารถเขาทําลายกลวยไมได และมีลักษณะของสปอรคลายกับรา P. 
parasitica ซึ่งจะตองมกีารศึกษาจําแนกโดยใชคุณสมบัติตาง ๆ มากข้ึน กลุม D เปนรา P. 
palmivora สาเหตุโรคกลวยไม และรา P. parasitica ไอโซเลทจากกลวยไม จ.ปทุมธาน ี ซึง่มคีา 
bootstrap สูง 96-97% ดังนั้นมีความเปนไปไดในการจําแนกดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาวา ไอ
โซเลท Or-PaT1L อาจเปนรา P. palmivora ได (ภาพท่ี 1) ทั้งนี้ไมพบรูปแบบความสัมพนัธทาง
พันธกุรรมที่ชดัเจนกับพืชอาศัยหรือแหลงปลูกพืช  

 
4.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ รา 
Phytophthora parasiticaโดยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism  (AFLP) 
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 ลายพมิพดีเอ็นเอรา Phytophthora จากพืชอาศัย 9 ชนิด ไดแก ยางพารา (ยางพารา
ฉะเชิงเทรา คือจากจงัหวัดปราจีนบุรี) กลวยไม หนาววั เดหลี หมากผูหมากเมยี สะระแหน สม 
มะเขือ และลองกอง  พบวาไพรเมอร EAC+MAG และ EAG+MAC ใหรูปแบบดีเอ็นเอที่ไมชัดเจน 
ไดแถบดีเอ็นเอขนาดใหญ และแถบดีเอ็นเอที่จาง แตคูไพรเมอร EA+MAAC สามารถใหลายพิมพดี
เอ็นเอทีชั่ดเจน สามารถจําแนกแถบดีเอ็นเอทีม่ีความแตกตางกนั (polymorphic band) รวม 65 
แถบ (ภาพที ่2) วิเคราะหขอมูลโดยโปรแกรม NTsys 2.22e แบงออกไดเปน 7 กลุม (ภาพที่ 3) ดังนี้ 
กลุม A มีราไอโซเลทสาเหตุโรคเนาดําหรือเนาเขาไสกลวยไม 4     ไอโซเลท กลุม B ประกอบดวยรา
สาเหตุโรคเนาดําหนาวัว 5 ไอโซเลท ยกเวนไอโซเลทจากกรุงเทพฯ ซึง่ไมมีความสัมพันธกับไอโซเล
ทอ่ืน โดยมีขอมูลเพิ่มเติมวาเปนไอโซเลททีส่ามารถกอใหเกิดโรคไดรุนแรง กลุม C เปนไอโซเลทจาก
มะเขือ สะระแหน และเดหลี กลุม D เปนไอโซเลทจากยางพาราและสม กลุม E, F และ G เปนไอ
โซเลทจากหมากผูหมากเมีย ลองกอง และหนาวัว ตามลําดับ ลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP 
ใหความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง มีคา similarity ต้ังแต 12-95% แตสามารถจําแนก
ราที่เขาทําลายพืชอาศัยชนดิเดียวกนัอยูดวยกนัได ตัวอยางคือ กลุม A และ B ที่จัดกลุมเช้ือที่มี
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของพืชอาศัยของกลวยไมและหนาวัว ตามลําดับ แตไอโซเลทของ
กลวยไมจัดกลุมอยูดวยกันที่คา similarity ตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต แมวาจะแยกเกบ็จากแหลงปลูก
ในจังหวัดเชยีงใหมเชนเดียวกัน มีการจัดกลุมรา P. parasitica ในกลุมเดียวกับ P. havaea ที่คา 
similarity สูงถึง 75% และมีคา bootstrap สูงถงึ 98% โดยมีขอมูลการจําแนกทางสัณฐานวิทยาวา
เปนรา P. haveae (เปนไอโซเลทที่เปนสาเหตุโรคในยางพารา) ทัง้นี้ควรจะตองมีการจําแนกโดย
คุณสมบัติอ่ืนเพิ่มเติมเพื่อความชัดเจนในการจําแนก species ไอโซเลทของหนาวัวจากลําปางมี
ความคลายกนัสูงกวา 80 เปอรเซ็นต similarity แตไอโซเลทจากภูเก็ตแตกตางกนั และไอโซเลทจาก
กรุงเทพฯ มีความแตกตางจากไอโซเลทจากแหลงอ่ืนๆ ทีค่า similarity 12 เปอรเซ็นต  

จากการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหจัดกลุมเช้ือตามลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค SSR-
PCR ไพรเมอร microsatellite ใหความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ไมมีความสัมพันธที่ชัดเจน 
ในขณะที่ลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค AFLP สามารถแสดงความสัมพันธของลักษณะทาง
พันธุกรรมกับพืชอาศัย คือพืชอาศัยชนิดเดียวกันจะมีลายพิมพดีเอ็นเอคลายกัน ซึ่งใหผล
เชนเดียวกับรายงานของ ศรีสุข และคณะ (2544) ที่ใชเทคนิค RAPD ในการจัดกลุมรา 
Phytophthora โดยสามารถจําแนกราจากทุเรียน 3 ไอโซเลท ที่ความเหมือนกัน 70 เปอรเซ็นต แต
ไอโซเลทจากกลวยไมจัดรวมในกลุมเดียวกับสมและพริกไทย ที่ความเหมือนกันเพียง 25   
เปอรเซ็นต ทั้งนี้เทคนิค AFLP นับวาเปนเทคนิคที่มีประโยชน สามารถใชในการศึกษาลักษณะทาง
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พันธุกรรม ใหขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรม ทั้งในการศึกษาเพื่อการจําแนกชนิดเช้ือรา 
แบคทีเรีย และพืช  

 
สรุปผลการทดลอง 

 ผลการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา โคนเนา ผลเนา จาก 14 จังหวัด 
ทั่วประเทศ แยกเช้ือบริสุทธิ์ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา แลวจําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบ รา P. parasitica จํานวน 29 ไอโซเลท 
เปนสาเหตุโรคเนาของพืชที่ศึกษา และพบ รา P. heveae เปน สาเหตุโรคกลาเนาของกลวยไม
รองเทานารีอินทนนท รา P. palmivora เปน สาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน รา P. botryosa 
เปน สาเหตุโรคหนายางพาราเนา และรา Pythium sp. แยกไดจากตนหนาววั  
 ลายพมิพดีเอ็นเอของราที่แยกไดจากตางพชือาศัยและแหลงปลูกพืช วิเคราะหจัดกลุมเช้ือ
ตามลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค SSR-PCR ไพรเมอร microsatellite ใหความหลากหลายทาง
พันธกุรรมสูง ไมมีความสัมพันธที่ชัดเจนระหวางพืชอาศัยหรือแหลงปลูก แตลายพิมพดีเอ็นเอโดย
เทคนิค AFLP บางกลุมสามารถแสดงความสัมพนัธของลักษณะทางพันธุกรรมกบัพืชอาศัย และ
แหลงปลูกพืช  ไมพบความสัมพันธทางพนัธุกรรมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ 
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ตารางที่ 1 ไอโซเลทของรา Phytophthora spp. สาเหตุโรคพืช จากพืน้ที่เพาะปลูกของ

ประเทศไทย (ป พ.ศ. 2545-2551) 
 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
1 หมากผูหมากเมีย 

(Dr=Dracaena 
Palm) 

471-Dr2-Ph B3 14 L5 ใบไหม เพชรบูรณ 

2 เดหลี  
(Pl = Peace lily) 

51 Pl Pb R 1 L ใบไหม อ.เมือง เพชรบุรี 

3 ยางพารา 
(PR = Para 
Rubber) 

49-PR CB 1 S หนายางเนา จันทบุรี (P.botryosa) 

4 ยางพารา 49 –PR PB 1 S  หนายางเนา ศูนยวิจยัยาง ปราจีนบุรี 
5 ลองกอง ลูก ู

LK=Long Kong 
45 LK Kr B 1 R รากเนา บานนายยวนไทย  

ต.เขาใหญ อ.อาวลึก กระบ่ี 
6 ทุเรียน 

Du = Durian 
46-Du-CB 4 S รากเนาโคนเนา 79 ม.2 ต.อางคีรี อ.มะขาม          

จ.จันทบุรี 
7 มะเขือ 

Eg = Egg-plant 
48-Eg-Ba K-1-F 
มะเขือมวงผลเล็ก 

ผลเนา 
 

ดานพชืสงออก ดอนเมือง 
กรุงเทพ ฯ 

8 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 1 F 
มะเขือมวงผลใหญ 

ผลเนา นางอํานวย ใจคํา 43 หมู 3 ต.
ทุงขาวพวง อ.เชียงดาว 
เชียงใหม 

9 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 2 S 
มะเขือมวงผลเล็ก 

รากเนา 
โคนเนา 

บริษัท ยูเนีย่นเพลส ต.ทุงขาว
พวง  
อ.เชียงดาว จ.เชียงใหม 

10 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 3 F 
มะเขือยาว 

ผล บานปางดะ  อ.สะเมงิ จ.
เชียงใหม 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
11 สะระแหน 

Km = Kitchen  Mint 
48-Km-BaK 1 S กาน เนาดํา  

ใบไหม 
รานแหนมเนือง   
ดอนเมือง กรุงเทพ ฯ 

12 สะระแหน 
 

49 Km Pb R 1 S กาน เนาดํา  
ใบไหม 

แปลงผัก รานอาหารแซบอีหลี  
อ.ชะอํา เพชรบุรี 

13 สับปะรด 
Pi = Pineapple 

47 Pi-Pr K 1 L 
พันธุปตตาเวยี 

โคนใบ (เนาแหง) กม.5 ปากน้ําปราณ   
อ.ปราณบุรี ประจวบคีรีขันธ 

14 สับปะรด 
พันธุปตตาเวยี 

49 Pi Pb R 1 L 
 

โคนใบ (เนาเละ) บานหวยทรายใต  
อ.ชะอํา เพชรบุรี 

15 สับปะรด 
พันธุปตตาเวยี 

48-Pi-RY 2 S 
 

แกนกาน 
โคนตนเนา 

แปลงผูใหญบาน ต.มาบยางพร  
อ.ปลวกแดง จ.ระยอง 

16 สม Ct = citrus 
พันธุเขียวหวาน 

49 Ct Kp 1 R 
 

รากเนา กําแพงเพชร 

17 กลวยไมหวาย 
Or = Orchid 

48-Or-R Y 1 L 
 

โคนใบเนา อ.เมือง จ. ระยอง 

18 กลวยไม Mokara 49-Or Na p 1 L 
 

ตนเนา  
ใบเนา  

สุวิทย ล้ิมโปเจริญสุข 77/6 ม.1 
ต.บางแกวฟา อ.นครชัยศรี 
นครปฐม 

19 กลวยไม 
รองเทานารีอินทนนท
(กลาเพาะจาก
เนื้อเยื่อ) 

49-Or CM 2 L 
 

ตนกลา 
ใบ โคนใบเนา  
 

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม 
ต.หนองควาย อ.หางดง  
จ.เชียงใหม (P. heveae) 

20 กลวยไมรองเทานารี
เหลืองกาญจน 

49-Or CM 3 L 
 

ตนโต  
ใบ โคนใบเนา 

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม 

21 กลวยไมเอ้ืองกุหลาบ
กระเปาเปด 

49-Or CM 4 L 
 

ตนเนา  
ใบเนา  

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม  

22 กลวยไม 47-Or-Pa T 2 L ใบจุด 
 

อ.เมือง ปทมุธาน ี

23 กลวยไมMokara 51 Or Pb R 1 S 
 

ตนเนา รังกลวยไมวทิยาลัยเกษตรกรรม
เพชรบุรี อ.เมอืง เพชรบุรี (A1) 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
24 กลวยไมVanda 51 Or PB 1 L 

 
ตนเนา 
 

รังกลวยไมบริษัท PSP  อ.เมือง 
ปราจีนบุรี (นยิมรัฐ) (A2) 

25 หนาววั 
An = Anthurium 

46-An-Ba K 1 L ใบไหม อ.มีนบุรี  กรุงเทพฯ 

26 หนาววั 46-An- NaP 1 L ใบไหม อ.พทุธมณฑล นครปฐม 
27 หนาววั 48-An- PhK 1 L กานหนาวัว ภูเก็ต 1 
28 หนาววั 48-An- PhK 2 L กานหนาวัว ภูเก็ต 2 
29 หนาววั 

 
49 An Lpa 1 L ใบไหม ตนทดสอบพนัธุ สถานทีดลอง

พืชสวนหางฉัตร จ.ลําปาง 
30 หนาววั 

 
49 An Lpa 2 L ใบไหม ตนทดสอบพนัธุ สถานทีดลอง

พืชสวนหางฉัตร จ. ลําปาง 
31 หนาววั 

 
51 An PB 1 L ใบไหม เนา รังกลวยไมบริษัท PSP อ.เมือง 

ปราจีนบุรี  
32 หนาววั 48-An-Ch B 1 L ใบ อ.เมือง ชลบุรี 
33 แพงพวยฝร่ัง 

Mp = Madagascar 
periwinkle 

51 MP BK 1 S โคนเนา แปลงทดลอง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
บางเขน กรุงเทพ ฯ  

หมายเหตุ  1- ป พ.ศ. ที่เก็บตัวอยาง 
2- ชนิดพืชที่เปนโรค 

หมากผูหมากเมีย  Dr=Dracaena Palm เดหลี Pl = Peace lily 
ยางพารา PR = Para Rubber ลองกอง ลูก ู LK=Long Kong 
ทุเรียน Du = Durian มะเขือ Eg = Egg-plant 
สะระแหน Km = Kitchen Mint สับปะรด Pi = Pineapple 
สม Ct = citrus กลวยไม Or = Orchid 
หนาวัว An = Anthurium แพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) Mp = Madagascar periwinkle 

3-- จังหวัดที่เก็บตัวอยางโรค  
กรุงเทพฯ BK = Bangkok ปทุมธานี Pa T = Pathumthani 
นครปฐม NaP = Nakhonpathom ปราจีนบุรี PB = Prachinburi 
ระยอง  Ra Y = Rayong  จันทบุรี  CB = Chanthaburi 
เพชรบูรณ Ph B = Petchbun เพชรบุรี  Pb R = Petchburi 
ประจวบคีรีขันธ Pr K = Prachuapkhirikhan กระบ่ี Kr B = Krabi 
ภูเก็ต PhK = Phuket กําแพงเพชร Kp = Kamphaengphet 
ลําปาง Lpa = Lampang เชียงใหม CM = Chiangmai 
 4 – ลําดับไอโซเลทที่แยกไดในจังหวัดนั้น 
 5 – สวนของพืชที่เปนโรค 

ใบ L = Leaf ราก R = Root 
ลําตน S = Stem ผล F = Fruit 

เชน 
471-Dr2-Ph B3 14 L5 คือ ไอโซเลท รา Phytophthora spp. สาเหตุโรคใบไหมหมากผูหมากเมีย เก็บจากจังหวัดเพชรบูรณ 

ไอโซเลทที่ 1 แยกไดจากใบ เปนตน 
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ตารางที่ 2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลทรา Phytophthora spp. ที่แยกจากพืชตาง
ชนิด 
 
ที่ ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี L:B ratio ของสปอร mating type 
1 47-Dr-Ph B 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
2 51 Pl Pb R 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A2 
3 49-PR CB 1 S  คลายเสนใยแมงมุม ฟูมากที่สุด 1.5 : 1 (P.botryosa) - 
4 49 –PR PB 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
5 45 LK Kr B 1 R คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
6 46-Du-CB 4 S คลายดอกรักเร 1.8 : 1 P. palmivora A1 
7 48-Eg-Ba K-1-F คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A1 
8 49-Eg-CM 1 F คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 - 
9 49-Eg-CM 2 S คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
10 49-Eg-CM 3 F คลายเสนใยแมงมุม 1.11 : 1 - 
11 48-Km-BaK 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2   
12 49 Km Pb R 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.15 : 1 A2 
13 47 Pi-Pr K 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
14 49 Pi Pb R 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.17 : 1 A2 
15 48-Pi-RY 2 S คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 - 
16 49 Ct Kp 1 R คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
17 48-Or-Ra Y 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
18 49-Or Na p 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 
ที่ ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี L:B ratio ของสปอร mating type 
19 49-Or CM 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.29 : 1 (P. heveae)  homogynous 
20 49-Or CM 3 L คลายเสนใยแมงมุม 1.12 : 1 - 
21 49-Or CM 4 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
22 47-Or-Pa T 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
23 51 Or Pb R 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.13 : 1 - 
24 51 Or PB 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 - 
25 46-An-Ba K 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
26 46-An- NaP 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A2 
27 48-An- PhK 1 L คลายเสนใยแมงมุม Pythium sp. homogynous 
28 48-An- PhK 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A1 
29 49 An Lpa 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.16 : 1 A1 
30 49 An Lpa 2 L คลายเสนใยแมงมุม 1.17 : 1 A2 
31 51 An PB 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.2 : 1 A1 
32 48-An-Ch B 1 L คลายเสนใยแมงมุม 1.14 : 1 - 
33 51 MP BK 1 S คลายเสนใยแมงมุม 1.1 : 1 A1 
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ภาพที่ 1  Dendrogram แสดงความสัมพันธทางพันธกุรรมรา Phytophthora  และ 

Pythium จากพืชอาศัย 6 ชนิด   ใชขอมูลลายพมิพดีเอ็นเอ สังเคราะหดวย ไพรเมอร microsatellite 
primers (คาวเิคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามาแสดง)   วเิคราะหดวย NTSYS-pc. version 2.22e  
ตัวเลขบนแกนของ tree เปนคา bootstrap จํานวน 1000 คร้ัง (คาวิเคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามา
แสดง)    
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              1 2 3 4      5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19  

                                
 
ภาพที่ 2 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ รา Phytophthora spp. โดยเทคนิค AFLP ดวยไพรเมอร  

E+A/M+AAC ตรวจแถบดีเอ็นเอบน 6% Acrylamide gel ยอมดวย Silver nitrate 
       1. 49 Or-Cm 2 L 2. 49 Or-Cm 3 L 3. 49 Or-Cm 4 L 4. 47 Or PaT 2 L 5. 48 An-PhK 2L 
       6. 48 An-PhK 2L 7.49 An-Lpa 1 L 8. 49 An-Lpa 2 L 9. 51 An-PB 1 L 10. 51 An-PB 1 L 
      11. 46 An-BaK 1 L 12. 47Dr-Ph B 1 L 13. 45 LK-Kr B 1 R 14. 48 Eg-BaK 1 F 
      15. 48 Km-PbR 1 S 16. 51 Deli 17. CHARub 18. 49 Citrus 1 R 19. 49 Citrus 1 R
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ภาพที่ 3  Dendrogram แสดงความสัมพันธทางพันธกุรรมรา Phytophthora  จากพืช

อาศัย 9 ชนิด   ใชขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอ AFLP โดยไพรเมอร E+A/M+AAC วิเคราะหดวย 
NTSYS-pc. version 2.22e     ตัวเลขบนแกนของ tree เปนคา bootstrap จํานวน 1000 คร้ัง (คา
วิเคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามาแสดง)     
 


