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ศกึษาราสกลุ Phytophthora ในเผือก 
Studt on Phytophthora species of Taro 
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รายงานความกา้วหนา้ 
  

การเก็บตัวอย่างเผือกที่แสดงอาการโรคใบจุดตาเสือ จากแหล่งปลูกเผือก 110 ตัวอย่าง 117 ไอโซเลท 
น ามาแยกเชื้อสาเหตุโรคพืชจากส่วนแผ่นใบและก้านใบ พบว่าเป็นรา Phytopthora sp. น ามาศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า สร้างสปอร์แรนเจียจ านวนมาก มีรูปร่างหลายแบบตั้งแต่ รูปไข่ หรือรูป
ค่อนข้างยาว หรือรูปไข่ ขนาดสปอร์แรนเจีย 98.71-179.40 x 87.78-144.40 μm อัตราส่วนความยาว
ต่อความกว้าง เท่ากับ 1.40:1 
 

ค าหลัก :  Phytophthora  taro  เผือก  ใบจุดตาเสือ  Taro leaf blight 
 

ค าน า 
โรคใบไหม้ (โรคใบจุดตาเสือ; Taro leaf blight) สาเหตุเกิดจากรา Phythopthera colocasiae Rac. 

อาการเริ่มแรกบนใบ เป็นจุดขี้แมลงวันเล็กๆ สีน้ าตาลเข้ม หรือจุดสีน้ าตาลอ่อน ปรากฎเห็นชัดบนผิว
ใบ (Brooks, F.E. 2005) แผลขยายใหญ่ขึ้นเป็นวงๆ ต่อกัน ลักษณะพิเศษ คือ บริเวณขอบแผลมีหยด
สีเหลืองข้น ซึ่งต่อมาแห้งเป็นเม็ดๆ เกาะอยู่เป็นวงๆ เมื่อบีบจะแตกเป็นผงละเอียด สีสนิม ในระยะที่
รุนแรงแผลขยายติดต่อกัน และท าให้ใบม้วนพับเข้าและแห้งเหี่ยว หรืออาจเน่าเละถ้าอากาศชื้นมีฝน
พร า อาการบนก้านใบ จะเกิดแผลฉ่ าน้ ายาวรี สีน้ าตาลอ่อน แผลขยายใหญ่ขึ้นเป็นวงๆ เช่นกัน ต่อมา
จะเน่า แห้ง เป็นสีน้ าตาล มีหยดสีเหลืองข้นด้วย ท าให้ก้านต้านทานน้ าหนักใบไม่ได้จึงหักพับ มีผลท า
ให้ใบแห้ง พบมากในระยะโรครุนแรง และมีลมพัด อาการเป็นระยะนี้ท าให้ผลผลิตลดลง และเชื้อนี้
อาจเข้าท าลายหัวเผือกด้วยท าให้หัวเผือกเน่าเสียหายได้ โรคนี้เป็นโรคที่รุนแรงที่สุดของเผือกที่พบใน
ประเทศไทยและในต่างประเทศ โรคนี้เริ่มระบาดเมื่อมีฝนตกและอากาศชุ่มชื้น ถ้ามีฝนตกหนักและ
ติดต่อกันหลายๆ วัน โรคจะระบาดอย่างรวดเร็ว ในแปลงที่เป็นรุนแรง เผือกจะมีใบเหลืองประมาณต้น
ละ 3-4 ใบ เท่านั้น เผือกที่เป็นโรคนี้ถ้ายังไม่เริ่มลงหัว หรือลงหัวไม่โตนักจะเสียหายหมด หัวที่ลงจะไม่
ขยายเพ่ิมขนาดขึ้น ในช่วงที่หมอกลงจัดเผือกจะเป็นโรคนี้ได้ง่ายเช่นเดียวกัน (อมรรัตน์ , 2552; กลุ่ม
วิจัยโรคพืช, 2555) 
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 P. colocasiae จัดอยู่ใน class Oomycetes family Pythiaceae ลักษณะของรานี้ เป็นรา
น้ า เส้นใยสีขาว ไม่มีผนังกั้น แตกกิ่งก้าน สร้างสปอร์ 4 ชนิด ได้แก่ sporangia เกิดบนก้าน 
sporangiophores มีการขยายพันธุ์ทั้งแบบไม่ใช้เพศให้ก าเนิด zoospores ภายใน sporangium 
ส่วนการขยายพันธุ์แบบใช้เพศให้ก าเนิด oospores ซึ่งเกิดจากการผสมระหว่างเพศผู้ (antheridium) 
และเพศเมีย (oogonium) และ chlamydospores เชื้ออยู่ข้ามฤดูในรูปของ oospore และเส้นใยใน
พืชที่เป็นโรค เมื่อความชื้นเหมาะสมจะเกิด sporangia ให้ก าเนิด zoospore ที่มีหางว่ายน้ าได้ เข้า
ท าลายพืชต่อไป (Erwin and Ribeiro, 1996) 

P. colocasiae มีพืชอาศัยส่วนมากเป็นพืชพวก aroids (Araceae) รวมทั้ง พืชตระกูลเผือก 
[Colocasia esculenta (taro, kalo, dasheen) และ Alocasia macrorrhiza (giant taro)] 
(Brooks, F.E. 2005) มีรายงานในประเทศอินเดีย ว่า P. colocasiae ท าให้เกิดโรคใบไหม้และหัวเน่า
ที่ร้ายแรงที่สุดของเผือก (Raj et al., 2011) พบได้ทุกพ้ืนที่ที่มีการปลูกเผือกในฮาวายและยังพบได้ใน
พ้ืนที่อ่ืนอีก ได้แก่ ปาปัวนิวกินี, เกาะโซโลมอน, ฟิลิปปินส์, เกาะกวม,ซามัวตะวันตก, อินเดีย, ไต้หวัน 
และทรินิแดด เป็นต้น (Anonymous, n.p.)  

อมรรัตน์ (2552; 2556) รายงานว่ารา P. colocasiae ท าให้เกิดโรคใบแห้ง ใบไหม้ ใบจุด
ตาเสือกับ เผือก บอนน้ า บอนเขียว และคูณ 

ในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์เผือกให้ต้านทานโรคใบจุดตาเสือของบางประเทศ มีการน า
วิธีการ Isozyme analysis and DNA markers (RAPD) มาระบุความแตกต่างทางพันธุกรรมของ  
P. colocasiae ไอโซเลทต่างๆ ทั้งภายในและนอกประเทศ  ซึ่งเผือกจากการปรับปรุงพันธุ์ควรมีการ
ทดสอบการต่อต้านเชื้อนี้ ก่อนที่จะออกเป็นพันธุ์ใหม่ต่อไป (Brooks, F.E. 2005) 

Mei-ju Lin and Wen-Hsiung Ko (2008) ท าการส ารวจและเก็บใบเผือกท่ีแสดงอาการโรคมา
แยกเชื้อได้ 7 ไอโซเลท  จากนั้นน ามาวินิจฉัยว่าเป็น P. colocasiae โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ล าดับของ ITS (Internal  Transcribed Spacer) และความสามารถในการท าให้เกิดโรคบนเผือก 

ในประเทศไทย มีรายงานเกี่ยวกับรา Phythopthora หลายสปีชี ที่ท าให้เกิดโรคกับพืชต่างๆ 
หลายชนิด จึงควรมีการศึกษาข้อมูลต่างๆ ของรา P. colocasiae สาเหตุโรคใบจุดตาเสือของเผือก 
เพ่ือให้ได้ทราบชนิด และลักษณะประจ าพันธุ์ ซึ่งเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการหาวิธีการป้องกันก าจัดโรค 
เพ่ือเตรียมพร้อมส าหรับน ามาใช้ก าหนดแผนการป้องก าจัดได้รวดเร็วทันเหตุการณ์ และยังเป็นข้อมูล
อ้างอิงในการจัดท าบัญชีรายชื่อศัตรูพืช เพ่ือประโยชน์ในการน าเข้าและส่งออกสินค้า และเพ่ือเก็บใน
ศูนย์รวบรวมราสาเหตุโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช และตัวอย่างแห้งโรคพืชเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 
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วธิดี าเนินการ 
อุปกรณ ์

1.  อุปกรณ์เก็บตัวอย่างและอุปกรณ์จัดเก็บตัวอย่างแห้ง ได้แก่ ปากกาเคมี, ดินสอ, กระดาษ
หนังสือพิมพ์, ถุงพลาสติก, กรรไกรตัดแต่งกิ่ง, ไม้ทับตัวอย่าง, ซองกระดาษส าหรับเก็บและรักษา
ตัวอย่าง และ GPS ฯลฯ 

2.  อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ , ปากคีบ, เข็มเขี่ยปลาย
แหลม, ใบมีดโกน, ใบมีดผ่าตัด, ตะเกียงแอลกอฮอล์, ยาทาเล็บ (แบบใส), cork borer, เครื่องปั่น
เหวี่ยงความเร็วสูง (centrifuge), เครื่อง Polymerase chain reaction (PCR machine), เครื่อง
เขย่า (vortex), เครื่อง tissue lyser, gel tank, เครื่องก าเนิดกระแสไฟ, gel plate, comb, PCR 
tube, เครื่องอ่านผล PCR (gel doc), microwave, micropipette ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 
ไมโครลิตร, tips ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร, กล้องจุลทรรศน์แบบ compound 
และ stereo, water bath หรือ incubation chamber ฯลฯ 

3.  อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์, ขวดดูแรน, กระบอกตวง, จานอาหารเลี้ยงเชื้อ ฯลฯ 
4.  สารเคมี ได้แก่ lactophenol, lactic acid, oil immersion, sodium hypochlorite, 

ethyl alcohol ฯลฯ 
5.  อาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น potato dextrose agar (PDA), Potato Carrot Agar (PCA), V-8 

juice agar, และ Carrot Agar (CA) ฯลฯ 
6.  ต าราส าหรับใช้ในการจัดจ าแนกรา Phytophthora (Phytophthora Diseases 

Worldwide, Identifying Species by Morphology and DNA Fingerprints) 
 
วธิกีาร 
 1.  การเก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรา Phytophthora (ปี 2560) 

เก็บและรวบรวม และเก็บตัวอย่างโรคใบจุดตาเสือของเผือก จากแหล่งปลูก ได้แก่ จังหวัด
เชียงใหม่ นครสวรรค์ พิษณุโลก สิงห์บุรี นครราชสีมา สุรินทร์ สระบุรี ปราจีนบุรี อยุธยา นครปฐม 
ราชบุรี สุพรรณบุรี ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร และสุราษฏร์ธานี โดยเลือกเก็บส่วนที่แสดงอาการของโรค 
ห่อตัวอย่างด้วยกระดาษ โดยรักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพที่แห้ง เพ่ือให้ส่วนของแผลอยู่ในสภาพที่
สมบูรณ์และหลีกเลี่ยงที่เชื้อราชนิดอ่ืนจะข้ึนปกคลุม เนื่องจากความชื้น บันทึกข้อมูลรายละเอียด วันที่ 
พิกัด สถานที่ที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของโรค จากนั้นน ามาจ าแนกชนิดและ
ท าการสกัดดีเอ็นเอ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  
กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร 
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 2.  การจ าแนกชนิดของราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (ปี 2560) 
 -  การแยกรา และเก็บเชื้อบริสุทธิ์ 

แยกราโดยวิธี Tissue transplanting โดยตัดบริเวณรอยต่อเนื้อเยื่อที่เป็นโรคกับเนื้อเยื่อปกติ
เป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 2x2 มิลลิเมตร แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา  
3-5 นาที ล้างในน้ านึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษที่ผ่านการฆ่าเชื้อ แล้วน าไปวางบน
อาหาร Potato Dextrose Agar ผสม BRNAP (PDA+BRNAP) (Masago et al., 1972) บ่มที่
อุณหภูมิห้อง (25+2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเส้นใยราที่เจริญจาก
ชิ้นตัวอย่างพืช มาเลี้ยงบนอาหาร PDA+BRNAP อีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิห้อง (25+2 องศาเซลเซียส) 
เป็นเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเส้นใยราที่เจริญจากชิ้นวุ้น มาเลี้ยงบนอาหารวุ้นแครอท 
(อมรรัตน์ และคณะ, 2556) แล้วท าให้เป็นราบริสุทธิ์จากสปอร์เดี่ยว โดยน าราที่เจริญบนอาหารวุ้นแค
รอท ไปเก็บไว้ในที่มืด 72 ขั่วโมง แล้วน าออกไปไว้ใต้แสงนีออน ที่อุณหภูมิห้อง นาน 24-48 ชั่วโมง ใช้
เข็มเขี่ยที่ฆ่าเชื้อแล้ว จุ่มในน้ ากลั่นบริสุทธิ์ มาแตะกลุ่มสปอร์ แล้วน าไปเขี่ยให้สปอร์กระจายบนอาหาร
วุ้น (water agar: WA) แล้วตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือแยกสปอร์เดี่ยว น าไปวางบนอาหาร PDA 
ทิ้งไว้ 72 ชั่วโมง ให้สปอร์เจริญสร้างกลุ่มสปอร์ แล้วตัดขอบโคโลนี ไปเลี้ยงในหลอดอาหาร PDA 
(อมรรัตน์, 2556) ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

-  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (คู่มือการจ าแนกชนิด Phytophthora ของ Stamps 
et al. (1990) และ เอกสารของ Erwin and Ribeiro (1996)) 
  -  ศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย (ลักษณะโคโลนี) ของเชื้อ 

เลี้ยงรา Phytophthora บนอาหารวุ้นมันฝรั่ง หรืออาหารวุ้นแครอท เพ่ือศึกษาลักษณะการ
เจริญของเส้นใย ใช้เครื่องเจาะรู (Cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตัดเส้นใยบริเวณ
ขอบโคโลนีของเชื้อซึ่งเลี้ยงบนอาหาร นาน 5 วัน วางให้ด้านที่มีเส้นใยของเชื้อคว่ าลงบนอาหารบริเวณ
กลางจานเลี้ยงเชื้อ น าไปบ่มในตู้บ่มมืดอุณหภูมิห้อง จนเชื้อเจริญเติบโตเต็มจานเลี้ยงเชื้อ บันทึก
ลักษณะการเจริญที่ผิวหน้าอาหารและความหนาแน่นของเส้นใย 
  -  ศึกษาลักษณะรูปร่างและขนาดสปอร์ของรา 

น ารา Phytophthora ในจานเลี้ยงเชื้อ ที่มีอาหารวุ้นแครอท จานวน 15 มิลลิเมตร ที่บ่มในตู้
บ่มมืดนาน 72 ชั่วโมง น าไปไว้ใต้แสงนีออน (White cool) 40 วัตต์ 2 หลอดระยะ 30 เซนติเมตรที่ให้
แสง 200 แรงเทียน (Foot candle ftc) ที่อุณหภูมิห้อง ปล่อยไว้ใต้แสงนาน 48 ชั่วโมง เพ่ือให้เชื้อ
สร้าง สปอร์แรงเจีย (Sporangia) ศึกษาและบันทึกลักษณะการแตกแขนงของก้านสปอร์ 
(Sporangiophores) วัดความยาว (Length) และความกว้าง (Breadth) ของ สปอร์แรงเจีย เพ่ือหา
อัตราส่วนความยาวต่อความกว้าง วัดความยาวของก้านสปอร์ (Pedicel หรือ Stalk) ความยาวของ 
ปาปิลา (Papilla) และวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ คลาไมโดสปอร์ (Chlamydospore) 
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 3.  จัดท าตัวอย่างแห้งโรคพืช 
 ตัวอย่างโรคพืชที่เก็บมาได้ ส่วนหนึ่งน ามาจัดท าตัวอย่างแห้ง โดยตัดส่วนของพืชบริเวณที่
แสดงอาการโรค วางบนกระดาษฟาง พร้อมแนบกระดาษบันทึกข้อมูลพืช แล้วปิดทับด้วยกระดาษ
หนังสือพิมพ์ อัดทับด้วยแผงไม้อัดตัวอย่างโรคพืช น าไปวางผึ่งลม ไม่ให้ถูกแดด เปลี่ยนกระดาษทุกวัน 
จนกระทั่งตัวอย่างพืชแห้ง จึงน ามาเก็บในถุงกระดาษส าหรับเก็บตัวอย่างแห้ง พร้อมลงรายละเอียด
ข้อมูลตัวอย่างตามระบบสากล ได้แก่ ชื่อพืช ลักษณะอาการโรค สถานที่เก็บ ชนิดของราสาเหตุโรคพืช 
วันที่เก็บ ชื่อผู้เก็บ และชื่อผู้จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต้น แล้วส่งเก็บในพิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช 
กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 

 4.  การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม (ปี 2561) 
สกดัดเีอน็ 

 โดยเลี้ยงรา Phytophthora ที่ต้องการศึกษาในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุณหภูมิห้อง 
(25-27 องศาเซลเซียส) ให้มีอายุประมาณ 7 วัน จากนั้นเขี่ยเส้นใยของราย้ายลงในหลอดส าหรับสกัดดี
เอ็นเอ สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป ปฏิบัติตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต โดยก่อนสกัด จะเติม
เอ็นไซม์ Proteinase K เพ่ือช่วยในการย่อยผนังเซลล์ ใช้ที่ความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร 
หลังจากสกัดได้ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) หากยังไม่ท า PCR ทันที จะเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอเปา้หมาย 
 น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธีการ 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยต าแหน่งของดีเอ็นเอเป้าหมาย คือ CO1 OomCoxI-
Levup/OomCoxI-Levlo (Robideau et al., 2011)  CO2 FM75/FM78 (Martin and Tooley, 2003) 
translation elongation factor 1-alpha (Tef1) ELONGF1/ELONGR1 (Kroon et al., 2004) และ 
Internal Transcribed Spacer (ITS) DC6 (Cooke et al., 2000)/ITS4 (White et al., 1990) และ 
เอนไซม์ที่ใช้ส าหรับท าปฏิกิริยาส าหรับการวิจัยนี้ คือ Taq DNA Polymerase หากพบว่ามีตัวอย่างที่มี
ปัญหาหรือยากต่อการเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอเป้าหมาย เช่น ดีเอ็นเอเป้าหมายมีขนาดใหญ่ หรืออาจเกิด
จากตัวดีเอ็นเอต้นแบบเอง จะพิจารณาใช้ Phusion High-Fidelity DNA Polymerase ซึ่งมีคุณสมบัติ
พิเศษ คือ สามารถทนความร้อนได้สูง ท าให้สามารถเพ่ิมอุณหภูมิของปฏิกิริยาได้สูง ท าให้การจับของไพร
เมอร์ต่อดีเอ็นเอต้นแบบมีความจ าเพาะมากขึ้น 

การตรวจสอบผลติภัณฑ ์PCR 
ตรวจสอบผลผลิตดีเอ็นเอของรา Phytophthora ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR 

โดยแยกขนาดดีเอ็นเอที่ผสมสีย้อม (dye) และ ethidium bromide (GelRed) ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรี
ซิส เปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอที่ได้กับขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ปรากฏบนเจล เมื่อส่องดูภายใต้
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แสง UV โดยใช้บัฟเฟอร์ Lithium Borate buffer (LB buffer) หากปรากฏแถบดีเอ็นเอ ตรงต าแหน่ง
ขนาดดีเอ็นเอเป้าหมาย จึงส่งผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้ เพ่ือหาล าดับนิวคลีโอไทด์ ต่อไป 

การหาล าดบันวิคลโีอไทด์ 
การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR โดยส่งให้หน่วยงานที่ให้บริการ โดยอาจต้องท าดี

เอ็นเอมีความบริสุทธิ์ (DNA Purification) ก่อนหรือไม่นั้น ขึ้นอยู่กับความครอบคลุมของการให้บริการ
ของหน่วยงานที่ให้บริการนั้น 

การวเิคราะหล์ าดับนวิคลโีอไทด์ 
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอของรา Phytophthora มาท าการวิเคราะห์ เพ่ือให้ได้รหัสดี

เอ็นเอ หรือ ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) โดยน าเส้นดีเอ็นเอสองเส้นที่ได้จาก forward และ 
reverse primer มาเทียบกัน โดยใช้โปรแกรมที่สามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดท า รหัสดีเอ็นเอ 
(assemble) เช่น Sequencher, Genious หรือ Bioedit แล้วน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบ
กับรหัสดีเอ็นเอ หรือ ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) ของรา ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank 
เพ่ือทราบชนิดของรานั้นๆ และระบชุนิดรา 
 บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอ และรายงานเพื่อใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรคพืช 
รวมถึงสามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป และดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ 
จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช 
 5.  ศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของรา  P. colocasiae  
(ปี 2561-2562) 
 วางแผนการทดลองแบบ CRD 5 กรรมวิธี 10 ซ้ า โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี คือ 

กรรมวิธีที่ 1 Potato dextrose agar (PDA) 
กรรมวิธีที่ 2 V8 juice agar (V8 A) 
กรรมวิธีที ่3 Oat meal agar (OMA) 
กรรมวิธีที่ 4 Carrot agar (CA) 
กรรมวิธีที่ 5 Corn meal agar (CMA) 
 
วิธีการทดลอง 
น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหารทดสอบชนิดต่างๆ ในจานเลี้ยงเชื้อ 

บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส  
การบันทึกข้อมูล 
วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยราบนอาหารแต่ละชนิด เมื่อเส้นใยที่เจริญบน

อาหารชนิดใดชนิดหนึ่งเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร์ เพ่ือ
เปรียบเทียบการเจริญของราบนอาหารสูตรต่างๆ 
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 6.  ศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ของอาหารต่อการเจริญและ
สร้างสปอร์ของรา P. colocasiae (ปี 2562) 

วางแผนการทดลองแบบ Split plot  โดย Main plot คือ อุณหภูมิ 3 ระดับ  
Sub plot คือ ความเป็นกรดเป็นด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ 5 ระดับ 

วิธีการทดลอง 
น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหารที่ได้จากข้อ 4 ที่ปรับความเป็นกรด

เป็นด่าง (ด้วย โซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือ ไฮโดรคลอริคแอซิค) ในจานเลี้ยงเชื้อ จนกระทั่งเชื้อราเจริญ
เต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 

การบันทึกข้อมูล 
วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยรา ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร์ เพ่ือ

เปรียบเทียบการเจริญของรา 
 7.  ศึกษาการเก็บรักษารา P. colocasiae (ปี 2562) 

วางแผนการทดลองแบบ RCB  5 กรรมวิธี 10 ซ้ า โดยระยะเวลาการเก็บรักษาเชื้อเป็น
กรรมวิธี คือ 

กรรมวิธีที่ 1  ระยะเวลา 2 เดือน 
กรรมวิธี่ที่ 2  ระยะเวลา 4 เดือน 
กรรมวิธีที่ 3  ระยะเวลา 6 เดือน 
กรรมวิธีที่ 4  ระยะเวลา 8 เดือน 
กรรมวิธีที่ 5  ระยะเวลา 10 เดือน 
กรรมวิธีที่ 5  ระยะเวลา 12 เดือน 
วิธีการทดลอง 
น ารา P. colocasiae บริสุทธิ์ที่แยกได้ มาเลี้ยงบนอาหารที่ได้จากข้อ 4 ในสภาพที่ได้จากข้อ 

5 ในหลอดอาหารส าหรับเก็บเชื้อ จนกระทั่งเชื้อราเจริญเต็มน าไปเก็บในสภาพ (5) เมื่อได้ระยะเวลา
ตามแผนน าหลอดเชื้อมาแยกเชื้อ 

การบันทึกข้อมูล 
บันทึกการมีชีวิตและการสร้างสปอร์ หลังการเก็บรักษา 2  4  6  8  10 และ 12 เดือน 

 

เวลาและสถานที ่
 ตุลาคม 2559 – กันยายน 2560 
 ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค  กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  และ
แปลงเผือกของเกษตรกร 
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ผลและวจิารณก์ารทดลอง 

 

1.  การเก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรา Phytophthora 
 เก็บตัวอย่างเผือกท่ีเป็นโรคใบจุดตาเสือจากแหล่งปลูกเผือก (Table 1) รวม 110 ตัวอย่าง   

2.  การจ าแนกชนิดของราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
-  แยกราสาเหตุโรคจากส่วนก้านใบและใบเผือกที่แสดงอาการ (Figure 1 and 2) เก็บเป็นรา

บริสุทธิ์ เพ่ือใช้ศึกษา 117 ไอโซเลท 
-  ศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย (ลักษณะโคโลนี) ของเชื้อ 
การเจริญเติบโตของรา Phytophthora ในระยะการสืบพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ บนอาหารแข็ง 2 

ชนิด คืออาหารวุ้นมันฝรั่ง (PDA) และอาหารวุ้นแครอท (CA) บ่มไว้ที่มืดอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
(Figure 3) พบว่าการสร้างเส้นใยบนอาหารแข็ง มีลักษณะการเจริญเป็นเส้นตรง แตกกิ่งก้านออกไป
สม่ าเสมอ เส้นใยใสไม่มีสี ไม่มีผนังกั้นเส้นใย ผิวผนังเส้นใยเรียบ (Smoot) ใม่มีการโป่งพอง การเจริญ
บนอาหารวุ้นมันฝรั่ง เต็มจานเลี้ยงเชื้อใช้เวลา 9 วัน แต่บนอาหารวุ้นแครอท เชื้อเจริญเติบโตช้ากว่า 
เต็มจานเลี้ยงเชื้อใช้เวลา 11 วัน นอกจากนี้ บนอาหารวุ้นมันฝรั่ง ราสร้างเส้นใยหนาแน่นกว่า แต่บน
อาหารวุ้นแครอทสร้างสปอร์แรนเจีย (Sporangia) มากกว่าบนอาหารวุ้นมันฝรั่ง 

-  ศึกษาลักษณะรูปร่างและขนาดสปอร์ของรา (Figure 4 and 5) 
รา Phytophthora สร้างสปอร์แรนเจียจ านวนมาก มีรูปร่างหลายแบบตั้งแต่ รูปไข่ หรือรูป

ค่อนข้างยาว หรือรูปไข่ ขนาดสปอร์แรนเจีย 98.71-179.40 x 87.78-144.40 μm อัตราส่วนความ
ยาวต่อความกว้าง เท่ากับ 1.40:1 ด้านบนของสปอร์แรนเจียมีส่วนเปิดเป็นทางออกของสปอร์ที่มีหาง
และว่ายน้ าได้ เด่นชัด 

 

สรปุผลการทดลองและค าแนะน า 

 

 การเก็บตัวอย่างเผือกที่แสดงอาการโรคใบจุดตาเสือ จากแหล่งปลูกเผือก 110 ตัวอย่าง 117 
ไอโซเลท น ามาแยกเชื้อสาเหตุโรคพืชจากส่วนแผ่นใบและก้านใบ พบว่าเป็นรา Phytopthora sp. 
น ามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า สร้างสปอร์แรนเจียจ านวนมาก มีรูปร่างหลายแบบตั้งแต่ 
รูปไข่ หรือรูปค่อนข้างยาว หรือรูปไข่ ขนาดสปอร์แรนเจีย 98.71-179.40 x 87.78-144.40 μm 
อัตราส่วนความยาวต่อความกว้าง เท่ากับ 1.40:1 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight 

No. Sampling location 

1 สายหนึ่ง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
2   ท่ายาง เพชรบุรี 
3 ม.7 บ้านประชาสุขสาร ทุ่งสมอ เขาค้อ เพชรบูรณ์ 
4 ม.7 บ้านประชาสุขสาร ทุ่งสมอ เขาค้อ เพชรบูรณ์ 
5 

 
วังโบสถ์ หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 

6 
 

วังโบสถ์ หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
7 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
8 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
9 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
10 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
11 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
12 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
13 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
14 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
15 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
16 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
17 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
18 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
19 ม.1 บ้านวังรี นาเฉลียง หนองไผ่ เพชรบูรณ์ 
20 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
21 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
22 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
23 ม.9 (บ้านหลังสถานี) บ้านหมอ บ้านหมอ สระบุรี 
24 ม.5 (บ้านวังกะโห้) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
25 ม.5 (บ้านวังกะโห้ ) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
26 ม.5 (บ้านวังกะโห้ ) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
27 ม.5 (บ้านวังกะโห้ ) โคกใหญ่ บ้านหมอ สระบุรี 
28 ม.1 บ้านท่ายาง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
29 ม.7 บ้านหนองบ้วย ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
30 ม.7 บ้านหนองบ้วย ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
31 ม.9 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight (cont.) 

No. Sampling location 

32 ม.9 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
33 ม.9 สาย 2 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
34 ม.9 สาย 2 บ้านหนองแจง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
35 ม.4  บ้านไสค้าน ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
36 หนองขานาง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
37 หนองขานาง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
38 หนองขานาง ท่าคอย ท่ายาง เพชรบุรี 
39 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
40 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
41 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
42 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
43 ม.8 บ้านหนองแขม ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
44 บ้านหัวทุ่ง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
45 บ้านหัวทุ่ง ท่ายาง ท่ายาง เพชรบุรี 
46 ม.2 บ้านทุ่งแฝก หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
47 

 
หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 

48 ม.4 บ้านโป่งกะสัง หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
49 ม.11 บ้านเขาตกน้ า หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
50 ม.11 บ้านเขาตกน้ า หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
51 ซ. พัชรี ม.4 บ้านโป่งกะสัง หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
52 ม.3  บ้านหาดขาม หาดขาม กุยบุรี ประจวบคีรีขันธ์ 
53 ม.7   ท่าเรือ ท่ามะกา กาญจนบุรี 
54 ม.7 ท่าเรือ ท่ามะกา กาญจนบุรี 
55 วัดเทวธรรม ม.3 บ้านศาลตึก ท่าล้อ ท่าม่วง กาญจนบุรี 
56 ม.6  บ้านหนองสองตอน ท่าล้อ ท่าม่วง กาญจนบุรี 
57 ม.2  บ้านห้วยนาคราช ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
58 ม.2  บ้านห้วยนาคราช ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
59 ม.2  บ้านห้วยนาคราช ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
60 ม.1  ซ.12  บ้านกร่างทอง ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
61 ม.1  ซ.13  บ้านกร่างทอง ทุง่ทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
62 วัดสันติคีรีศรีบรมธาตุ ม.5 ท่าล้อ ท่าม่วง กาญจนบุรี 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight (cont.) 

No. Sampling location 

63 ม.2  บ้านส านักคร้อ ตะคร้ าเอน ท่ามะกา กาญจนบุรี 
64 ม.1  บ้านท่ากระบือ เกาะส าโรง เมือง กาญจนบุรี 
65 ม.7  หนองยายทรัพย์ สระยายโสม อู่ทอง สุพรรณบุรี 
66 ม.4  บ้านโซ่ง สระยายโสม อู่ทอง สุพรรณบุรี 
67 บ้านทองลุ่ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
68 บ้านทองลุ่ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
69 บ้านทองลุ่ม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
70 ม.3  บ้านดอนบุปผา บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
71 ม.3  บ้านดอนบุปผา บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
72 ม.5  บ้านกล้วย บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
73 วัดโพธิ์ศรีเจริญ  ม.6  บ้านดงตา

ป้อม 
บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 

74 วัดโพธิ์ศรีเจริญ  ม.6  บ้านดงตา
ป้อม 

บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 

75 ม. 4  บ้านปู่เจ้า บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
76 ม. 4  บ้านปู่เจ้า บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
77 วัดดงขี้เหล็ก  ม.4  บ้านดงขี้เหล็ก วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 

78 ม.7 บ้านคลองชะโด วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
79 ม.7 บ้านคลองชะโด วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
80 ม.7 บ้านคลองชะโด วังหว้า ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
81 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
82 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
83 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
84 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม ่
85 ม.9  หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
86 ม.6 หนองหาร สันทราย เชียงใหม่ 
87 117/1 ม.11 หนองงูเหลือม เมือง นครปฐม 
88 ม.8 ห้วยหมอนทอง ก าแพงแสน นครปฐม 
89 ม.9  บ้านหนองขี้แรด ตะคร้ าเอน ท่ามะกา กาญจนบุรี 
90 

 
วังขนาย ท่าม่วง กาญจนบุรี 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight (cont.) 

No. Sampling location 

91 ม.6 วังขนาย ท่าม่วง กาญจนบุรี 
92 ม.6 วังขนาย ท่าม่วง กาญจนบุรี 
93 ม.1  บ้านป่ากระพุ่ม หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
94 ม.1  บ้านป่ากระพุ่ม หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
95 ม.5  บ้านหนองโรง หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
96 ม.2  บ้านหนองเหมือง หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
97 ม.2  บ้านหนองเหมือง หนองบัว ศรีนคร สุโขทัย 
98 ม.1  บ้านตาลพร้า ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
99 ม.6  บ้านบึงงาม นครเดิฐ ศรีนคร สุโขทัย 
100 ม.6  บ้านบึงงาม นครเดิฐ ศรีนคร สุโขทัย 
101 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
102 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
103 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
104 ม.6  บ้านหนองโสน ศรีนคร ศรีนคร สุโขทัย 
105 ม.5 บ้านหนองสนวน กุดโบสต์ เสิงสาง นครราชสีมา 
106 ม.7 บ้านหนองแดง กุดโบสต์ เสิงสาง นครราชสีมา 
107 ม.7 บ้านหนองแดง กุดโบสต์ เสิงสาง นครราชสีมา 
108 ม.7 บ้านหนองตูม สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 
109 ม.6 บ้านหนองเข้ สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 
110 ม.6 บ้านหนองเข้ สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 
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Figure 1 Symptoms of taro leaf blight on leaf and petiole 
 
 
 
 
 

  
 
 
 

Figure 2 Symptoms of taro leaf blight on the upper leaf surface (dark brown flecks or 
light brown spots, circular, zonate, some with yellow halos) (left) and on the 
lower leaf surface, spots have a water-soaked, or dry gray appearance (right) 

 
 
 

 

   
 
 
 

Figure 3 Colony types of Phytophthora isolated from taro on Potato dextrose agar (PDA) 
after 9 days incubation (left) and on Carrot agar (CA) after 11 days incubation (right) 
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Figure 4 Microscopic view of mycelium and sporangium of Phytophthora on Potato 
dextrose agar (PDA) 

 
 

 
 
 

Figure 5 Microscopic view of sporangium of Phytophthora on Carrot agar (CA) 




