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5. บทคัดย่อ 

การศึกษาราสกุล Phytophthora ในเผือก ได้รวบรวมและเก็บตัวอย่างเผือกท่ีแสดงอาการโรคใบจุด

ตาเสือ 110 ตัวอย่าง  117 ไอโซเลท  ในจังหวัดเพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ์ กาญจนบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม 

เพชรบูรณ์ สระบุรี นครราชสีมา สุโขทัย และจังหวัดเชียงใหม่ ศึกษาและจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

และข้อมูลชีวโมเลกุลของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation elongation factor พบว่าคือ 

P. colocasiae  ราเจริญได้ดีบนอาหาร V8, CA OMA และ PDA  สร้างสปอร์ได้ดีบนอาหาร CA และ PDA  



สามารถเก็บรักษาไว้ในหลอดอาหารเอียง PDA ได้อย่างน้อย 10 เดือน ท้ังในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17OC) และ ท่ี

อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC)  แต่ท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC) การมีชีวิตรอดลดลงและมีการปนเป้ือน

มากกว่าการเก็บในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17OC)  ราน้ีเจริญได้ดีท่ี pH 5, 6 และ pH 7  อุณหภูมิ 25OC และอุณหภูมิ 

30OC  ราสร้างสปอร์ได้ดีท่ี pH 5, 6 และ pH 7 อุณหภูมิ 25OC 

Taro leaf blight samples were collected from plantation located in Phetchaburi, 

Prachuap Khiri Khan, Kanchanaburi, Suphan Buri, Nakhon Pathom, Phetchabun, Saraburi, Nakhon 

Ratchasima, Sukhothai and Chiang Mai provinces, 110 specimens 117 isolates.  Ten specimens 

had been observed and identified using morphological and molecular data of ß-tubulin and 

translation elongation factor 1-alpha gene regions. It was found that P. colocasiae.  This fungi 

grow well on V8, CA OMA and PDA and sporulation on CA and PDA.  It can be stored in slant 

PDA tube at least 10 months both in incubator (17OC) and at room temperature (27OC) but at 

room temperature (27OC), survival decreases and is more contaminated than storing in an 

incubator (temperature 17OC).  In vitro growth and sporulation of P. colocasiae, pH 5, 6, 7 and 

temperature of  25OC and 30OC were the optimum conditions for growth while those of 

sporulation were pH 5, 6, and 25OC. 

 

6. ค าน า                                 :  

เผือก (Colocasia esculenta (L.) Schott.) ประชากรของประเทศในเขตร้อนเกือบท่ัวโลกรู้จักเผือกเป็น

อย่างดี บางประเทศรับประทานเผือกเป็นอาหารหลัก บางประเทศรับประทานเผือกเป็นอาหารรอง ประเทศ

เหล่าน้ันจึงปลูกเผือกเป็นพืชเศรษฐกิจพืชหน่ึงของประเทศ (สารานุกรมไทยส าหรับเยาวชน , ม.ป.ท.)  ส าหรับ

ประเทศไทย เผือกถือเป็นพืชเศรษฐกิจระดับท้องถ่ินท่ีส าคัญอีกพืชหน่ึง  คนไทยนิยมบริโภคเผือกเพราะมีกล่ินหอม

และรสชาติดี เป็นพืชหัวท่ีเป็นพืชอาหารท่ีส าคัญอีกชนิดหน่ึง (มาลินี และคณะ , ม.ป.ท.)  การปลูกเผือกมีทุกภาค

ของประเทศ  ปี 2559/60 มีพ้ืนท่ีปลูกประมาณ 16,148 ไร่ ผลผลิตประมาณ 26,830 ตัน ผลผลิตเฉล่ียประมาณ 

2,836 กิโลกรัมต่อไร่  จังหวัดท่ีเป็นแหล่งปลูกท่ีส าคัญ ได้แก่ จังหวัดสระบุรี นครปฐม เพชรบุรี และจังหวัด

สุพรรณบุรี (ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการส่ือสาร, 2560) 

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

อาการเริ่มแรกบนใบ  เป็นจุดขี้แมลงวันเล็กๆ สีน้ าตาลเข้ม หรือจุดสีน้ าตาลอ่อน ปรากฎเห็นชัดบนผิวใบ (Brooks, 

F.E. 2005) แผลขยายใหญ่ขึ้นเป็นวงๆ ต่อกัน ลักษณะพิเศษ คือ บริเวณขอบแผลมีหยดสีเหลืองข้น ซึ่งต่อมาแห้ง

เป็นเม็ดๆ เกาะอยู่เป็นวงๆ เม่ือบีบจะแตกเป็นผงละเอียด สีสนิม ในระยะท่ีรุนแรงแผลขยายติดต่อกัน และท าให้ใบ



ม้วนพับเข้าและแห้งเห่ียว หรืออาจเน่าเละถ้าอากาศช้ืนมีฝนพร า  อาการบนก้านใบ จะเกิดแผลฉ่ าน้ ายาวรี สี

น้ าตาลอ่อน แผลขยายใหญ่ขึ้นเป็นวงๆ เช่นกัน ต่อมาจะเน่า แห้ง เป็นสีน้ าตาล มีหยดสีเหลืองข้นด้วย ท าให้ก้าน

ต้านทานน้ าหนักใบไม่ได้จึงหักพับ มีผลท าให้ใบแห้ง พบมากในระยะโรครุนแรง และมีลมพัด อาการเป็นระยะน้ีท า

ให้ผลผลิตลดลง และเช้ือน้ีอาจเข้าท าลายหัวเผือกด้วยท าให้หัวเผือกเน่าเสียหายได้  โรคน้ีเป็นโรคท่ีรุนแรงท่ีสุดของ

เผือกท่ีพบในประเทศไทยและในต่างประเทศ  โรคน้ีเริ่มระบาดเม่ือมีฝนตกและอากาศชุ่มช้ืน ถ้ามีฝนตกหนักและ

ติดต่อกันหลายๆ วัน โรคจะระบาดอย่างรวดเร็ว ในแปลงท่ีเป็นรุนแรง เผือกจะมีใบเหลืองประมาณต้นละ 3 -4 ใบ 

เท่าน้ัน เผือกท่ีเป็นโรคน้ีถ้ายังไม่เริ่มลงหัว หรือลงหัวไม่โตนักจะเสียหายหมด หัวท่ีลงจะไม่ขยายเพ่ิมขนาดขึ้น 

ในช่วงท่ีหมอกลงจัดเผือกจะเป็นโรคน้ีได้ง่ายเช่นเดียวกัน (อมรรัตน์, 2552; กลุ่มวิจัยโรคพืช, 2555) 

P. colocasiae จัดอยู่ใน class Oomycetes  family Pythiaceae  ลักษณะของราน้ี เป็นราน้ า เส้นใยสี

ขาว ไม่มีผนังกั้น แตกกิ่งก้าน สร้างสปอร์ 4 ชนิด ได้แก่ sporangia เกิดบนก้าน sporangiophores มีการ

ขยายพันธ์ุท้ังแบบไม่ใช้เพศให้ก าเนิด zoospores ภายใน sporangium ส่วนการขยายพันธ์ุแบบใช้เพศให้ก าเนิด  

oospores ซึ่งเกิดจากการผสมระหว่างเพศผู้ (antheridium) และเพศเมีย (oogonium) และ chlamydospores 

เช้ืออยู่ข้ามฤดูในรูปของ  oospore และเส้นใยในพืชท่ีเป็นโรค เม่ือความช้ืนเหมาะสมจะเกิด sporangia ให้ก าเนิด 

zoospore ท่ีมีหางว่ายน้ าได้ เข้าท าลายพืชต่อไป (Erwin and Ribeiro, 1996) 

โรคแพร่กระจายอย่างรวดเร็วในสภาพท่ีมีเมฆมากและฝนตกไม่สม่ าเสมอ อุณหภูมิประมาณ 28 องศา

เซลเซียส และจะเกิดการระบาด เม่ือเวลากลางคืนมีอุณหภูมิต่ าต่อเน่ืองกัน ประมาณ 20 องศาเซลเซียส ความช้ืน

สัมพัทธ์ 90-100 เปอร์เซนต์ (Nath, et al., 2013) 

P. colocasiae มีพืชอาศัยส่วนมากเป็นพืชพวก aroids (Araceae) รวมท้ัง พืชตระกูลเผือก [Colocasia 

esculenta (taro, kalo, dasheen) แ ล ะ  Alocasia macrorrhiza (giant taro)] (Brooks, F.E. 2 0 0 5 )  มี

รายงานในประเทศอินเดีย ว่า P. colocasiae ท าให้เกิดโรคใบไหม้และหัวเน่าท่ีร้ายแรงท่ีสุดของเผือก (Raj et al., 

2011)  พบได้ทุกพ้ืนท่ีท่ีมีการปลูกเผือกในฮาวายและยังพบได้ในพ้ืนท่ีอื่นอีก ได้แก่ ปาปัวนิวกินี , เกาะโซโลมอน, 

ฟิลิปปินส์, เกาะกวม,ซามัวตะวันตก, อินเดีย, ไต้หวัน และทรินิแดด เป็นต้น (Anonymous, n.p.)  ท าให้ผลผลิต

ลดลง 25-50% (Gollifer and Brown, 1974; Jackson et al., 1980) 

อมรรัตน์ (2552; 2556)  รายงานว่ารา P. colocasiae ท าให้เกิดโรคใบแห้ง ใบไหม้ ใบจุดตาเสือกับ 

เผือก บอนน้ า บอนเขียว และคูณ 

ในโปรแกรมการปรับปรุงพันธ์ุเผือกให้ต้านทานโรคใบจุดตาเสือของบางประเทศ  มีการน าวิธีการ 

Isozyme analysis and DNA markers (RAPD) มาระบุความแตกต่างทางพันธุกรรมของ P. colocasiae ไอโซ

เลทต่างๆ ท้ังภายในและนอกประเทศ  ซึ่งเผือกจากการปรับปรุงพันธ์ุควรมีการทดสอบการต่อต้านเช้ือน้ี ก่อนท่ีจะ

ออกเป็นพันธุ์ใหม่ต่อไป (Brooks, F.E. 2005) 



Mei-ju Lin and Wen-Hsiung Ko (2008) ท าการส ารวจและเก็บใบเผือกท่ีแสดงอาการโรคมาแยกเช้ือได้ 

7 ไอโซเลท  จากน้ันน ามาวินิจฉัยว่าเป็น P. colocasiae โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ล าดับของ ITS 

(Internal  Transcribed Spacer) และความสามารถในการท าให้เกิดโรคบนเผือก 

ในประเทศไทย มีรายงานเกี่ยวกับรา Phythopthora หลายสปีชี ท่ีท าให้เกิดโรคกับพืชต่างๆ หลายชนิด 

จึงควรมีการศึกษาข้อมูลต่างๆ ของรา Phythopthora สาเหตุโรคใบจุดตาเสือของเผือก  เพ่ือให้ได้ทราบชนิด และ

ลักษณะประจ าพันธ์ุ ซึ่งเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการหาวิธีการป้องกันก าจัดโรค เพ่ือเตรียมพร้อมส าหรับน ามาใช้

ก าหนดแผนการป้องก าจัดได้รวดเร็วทันเหตุการณ์ และยังเป็นข้อมูลอ้างอิงในการจัดท าบัญชีรายช่ือศัตรูพืช เพ่ือ

ประโยชน์ในการน าเข้าและส่งออกสินค้า และเพ่ือเก็บในศูนย์รวบรวมราสาเหตุโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช และ

ตัวอย่างแห้งโรคพืชเก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช 

 

 

 

7. วิธีด าเนินการ                         :  

- อุปกรณ์  

1.  อุปกรณ์เก็บตัวอย่างและอุปกรณ์จัดเก็บตัวอย่างแห้ง ได้แก่ ปากกาเคมี, ดินสอ, กระดาษหนังสือพิมพ์, 

ถุงพลาสติก, กรรไกรตัดแต่งกิ่ง, ไม้ทับตัวอย่าง, ซองกระดาษส าหรับเก็บและรักษาตัวอย่าง และ GPS ฯลฯ 

2.  อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์, ปากคีบ, เข็มเขี่ยปลายแหลม, ใบมีดโกน

, ใบมีดผ่าตัด, ตะเกียงแอลกอฮอล์, ยาทาเล็บ (แบบใส), cork borer, เครื่องป่ันเหว่ียงความเร็วสูง (centrifuge), 

เครื่อง Polymerase chain reaction (PCR machine), เครื่องเขย่า (vortex), เครื่อง tissue lyser, gel tank, 

เค รื่ อ งก า เนิ ด ก ระแ ส ไฟ , gel plate, comb, PCR tube, เค รื่ อ งอ่ าน ผล  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, จานอาหารเล้ียงเช้ือ ฯลฯ 

4.  สารเคมี ได้แก่ lactophenol, lactic acid, oil immersion, sodium hypochlorite, ethyl alcohol ฯลฯ 

5.  อาหารเล้ียงเช้ือ เช่น potato dextrose agar (PDA), Potato Carrot Agar (PCA), V-8 juice agar, 

และ Carrot Agar (CA) ฯลฯ 

6.  ต าราส าหรับ ใช้ ในการจัดจ าแนกรา  Phytophthora (Phytophthora Diseases Worldwide, 

Identifying Species by Morphology and DNA Fingerprints) 

- วิธีการ 



 1.  การเก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรา Phytophthora 

เก็บและรวบรวม และเก็บตัวอย่างโรคใบจุดตาเสือของเผือก จากแหล่งปลูก ได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ 

นครสวรรค์ พิษณุโลก สิงห์บุรี นครราชสีมา สุรินทร์ สระบุรี ปราจีนบุรี อยุธยา นครปฐม ราชบุรี สุพรรณบุรี 

ประจวบคีรีขันธ์ ชุมพร และสุราษฏร์ธานี โดยเลือกเก็บส่วนท่ีแสดงอาการของโรค ห่อตัวอย่างด้วยกระดาษ โดย

รักษาสภาพของตัวอย่างในสภาพท่ีแห้ง เพื่อให้ส่วนของแผลอยู่ในสภาพท่ีสมบูรณ์และหลีกเล่ียงท่ีเช้ือราชนิดอ่ืนจะ

ขึ้นปกคลุม เน่ืองจากความช้ืน บันทึกข้อมูลรายละเอียด วันท่ี พิกัด สถานท่ีท่ีเก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และ

ลักษณะอาการของโรค จากน้ันน ามาจ าแนกชนิดและท าการสกัดดีเอ็นเอ ในห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างแห้งจะจัดเก็บ

ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร 

 2.  การจ าแนกชนิดของราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 -  การแยกรา และเก็บเช้ือบริสุทธ์ิ 

แยกราโดยวิธี Tissue transplanting โดยตัดบริเวณรอยต่อเน้ือเยื่อท่ีเป็นโรคกับเน้ือเยื่อปกติเป็นช้ิน

ส่ีเหล่ียมขนาด 2x2 มิลลิเมตร แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 นาที ล้างในน้ าน่ึงฆ่า

เช้ือแล้ว 3 ครั้ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ แล้วน าไปวางบนอาหาร Potato Dextrose Agar ผสม 

BRNAP (PDA+BRNAP) (Masago et al., 1972) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (25+2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 -36 

ช่ัวโมง ตัดขอบโคโลนีของเส้นใยราท่ีเจริญจากช้ินตัวอย่างพืช มาเล้ียงบนอาหาร PDA+BRNAP อีกครั้ง  บ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง (25+2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24-36 ช่ัวโมง ตัดขอบโคโลนีของเส้นใยราท่ีเจริญจากช้ินวุ้น มา

เล้ียงบนอาหารวุ้นแครอท (อมรรัตน์ และคณะ, 2556)  แล้วท าให้เป็นราบริสุทธ์ิจากสปอร์เด่ียว โดยน าราท่ีเจริญ

บนอาหารวุ้นแครอท ไปเก็บไว้ในท่ีมืด 72 ขั่วโมง แล้วน าออกไปไว้ใต้แสงนีออน ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 24-48 

ช่ัวโมง ใช้เข็มเข่ียท่ีฆ่าเช้ือแล้ว จุ่มในน้ ากล่ันบริสุทธ์ิ มาแตะกลุ่มสปอร์ แล้วน าไปเขี่ยให้สปอร์กระจายบนอาหารวุ้น 

(water agar: WA)  แล้วตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์  เพ่ือแยกสปอร์เด่ียว น าไปวางบนอาหาร PDA ท้ิงไว้ 72 

ช่ัวโมง ให้สปอร์เจริญสร้างกลุ่มสปอร์  แล้วตัดขอบโคโลนี ไปเล้ียงในหลอดอาหาร PDA (อมรรัตน์, 2556) ใน

หลอดแก้ว เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ศึกษาต่อไป 

-  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (คู่มือการจ าแนกชนิด Phytophthora ของ Stamps et al. 

(1990) และ เอกสารของ Erwin and Ribeiro (1996)) 

  -  ศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย (ลักษณะโคโลนี) ของเช้ือ 

เล้ียงรา Phytophthora บนอาหารวุ้นมันฝรั่ง หรืออาหารวุ้นแครอท เพ่ือศึกษาลักษณะการเจริญของเส้น

ใย ใช้เครื่องเจาะรู (Cork borer) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตัดเส้นใยบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือซึ่ง

เล้ียงบนอาหาร นาน 5 วัน วางให้ด้านท่ีมีเส้นใยของเช้ือคว่ าลงบนอาหารบริเวณกลางจานเล้ียงเช้ือ น าไปบ่มในตู้



บ่มมืดอุณหภูมิห้อง จนเช้ือเจริญเติบโตเต็มจานเล้ียงเช้ือ บันทึกลักษณะการเจริญท่ีผิวหน้าอาหารและความ

หนาแน่นของเส้นใย 

  -  ศึกษาลักษณะรูปร่างและขนาดสปอร์ของรา 

น ารา Phytophthora ในจานเล้ียงเช้ือ ท่ีมีอาหารวุ้นแครอท จานวน 15 มิลลิเมตร ท่ีบ่มในตู้บ่มมืดนาน 

72 ช่ัวโมง น าไปไว้ใต้แสงนีออน (White cool) 40 วัตต์ 2 หลอดระยะ 30 เซนติเมตรท่ีให้แสง 200 แรงเทียน 

(Foot candle ftc) ท่ีอุณหภูมิห้อง ปล่อยไว้ใต้แสงนาน 48 ช่ัวโมง เพ่ือให้เช้ือสร้าง สปอร์แรงเจีย (Sporangia) 

ศึกษาและบันทึกลักษณะการแตกแขนงของก้านสปอร์ (Sporangiophores) วัดความยาว (Length) และความ

กว้าง (Breadth) ของ สปอร์แรงเจีย เพ่ือหาอัตราส่วนความยาวต่อความกว้าง วัดความยาวของก้านสปอร์ 

(Pedicel หรือ Stalk) ความยาวของ ปาปิลา (Papilla) และวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ คลาไมโดสปอร์ 

(Chlamydospore) 

 -  จัดท าตัวอย่างแห้งโรคพืช 

 ตัวอย่างโรคพืชท่ีเก็บมาได้ ส่วนหน่ึงน ามาจัดท าตัวอย่างแห้ง โดยตัดส่วนของพืชบริเวณท่ีแสดงอาการโรค 

วางบนกระดาษฟาง พร้อมแนบกระดาษบันทึกข้อมูลพืช แล้วปิดทับด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ อัดทับด้วยแผงไม้อัด

ตัวอย่างโรคพืช น าไปวางผ่ึงลม ไม่ให้ถูกแดด เปล่ียนกระดาษทุกวัน จนกระท่ังตัวอย่างพืชแห้ง จึงน ามาเก็บในถุง

กระดาษส าหรับเก็บตัวอย่างแห้ง พร้อมลงรายละเอียดข้อมูลตัวอย่างตามระบบสากล ได้แก่ ชื่อพืช ลักษณะอาการ

โรค สถานท่ีเก็บ ชนิดของราสาเหตุโรคพืช วันท่ีเก็บ ชื่อผู้เก็บ และช่ือผู้จัดจ าแนกชนิดรา เป็นต้น แล้วส่งเก็บใน

พิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 3.  การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม 

สกัดดีเอ็น 

 โดยเล้ียงรา Phytophthora ท่ีต้องการศึกษาในจานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอุณหภูมิห้อง (25-27 องศา

เซลเซียส) ให้มีอายุประมาณ 7 วัน จากน้ันเขี่ยเส้นใยของราย้ายลงในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ สกัดดีเอ็นเอโดยใช้

ชุดสกัดส าเร็จรูป ปฏิบัติตามขั้นตอนของบริษัทผู้ผลิต โดยก่อนสกัด จะเติมเอ็นไซม์ Proteinase K เพ่ือช่วยในการ

ย่อยผนังเซลล์ ใช้ท่ีความเข้มข้น 0.8 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร หลังจากสกัดได้ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) หาก

ยังไม่ท า PCR ทันที จะเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 หรือ -40 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพและคุณภาพของดีเอ็นเอ 

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 

 น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธีการ Polymerase 

Chain Reaction (PCR) โดยต าแหน่งของดีเอ็นเอเป้าหมาย คือ translation elongation factor 1-alpha 

(Tef1) ด้ ว ย คู่ ไ พ ร์ เ ม อ ร์  ELONGF1/ELONGR1 (Kroon et al., 2004) ß-tubulin ด้ ว ย คู่ ไ พ ร์ เ ม อ ร์ 

TUBuF2 /TUBuR1 (Kroon et al., 2004) แ ล ะ  Internal Transcribed Spacer (ITS) DC6 (Cooke et al., 



2000)/ITS4 (White et al., 1990) เอนไซม์ท่ีใช้ส าหรับท าปฏิกิริยาส าหรับการวิจัยน้ี คือ Taq DNA Polymerase 

และก าหนดค่า annealing temperature คือ 56 องศาเซลเซียส ส าหรับไพร์เมอร์ของยีนท้ัง 3 ต าแหน่ง 

การตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR 

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีต้องการ ด้วยวิธี 

อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye และ stain ในปริมาตร 4 1 และ 1 

ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากน้ันหยอดลงใน agarose gel ท่ีความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคล่ือนท่ี

ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen Korea เพ่ือท าให้

ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธ์ิ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

การวิเคราะห์และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ดีเอ็นเอของรา Phytophthora มาท าการวิเคราะห์ โดยน าเส้นดีเอ็นเอสองเส้น

ท่ี ไ ด้ จ าก  forward แ ล ะ  reverse primer ม า เที ย บ กั น  โด ย ใ ช้ โป ร แ ก ร ม ท่ี  Genious version 8 .1 .9 

(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ fasta 

ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ท่ีท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น Mycobank 

GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

 บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอ และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายช่ือโรคพืช รวมถึง

สามารถใช้เป็นข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป และดีเอ็นเอต้นแบบท่ีสกัดได้ จะจัดเก็บไว้ท่ี

อุณหภูมิ –40 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพ่ือการจัดจ าแนก 

 จ าแนกชนิดของ Phytophthora โดยวิเคราะห์เบ้ืองต้นจากต าแหน่ง ITS (883 bases/taxa) และท าการ

วิเคราะห์ concatenated dataset ของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ translation elongation factor 1-alpha 

(1,863 bases/taxa; Tub2 = 944, TEF1 = 919) ด้ ว ย  phylogenetic criteria คื อ  Maximum Likelihood 

(ML) มีรายละเอียดการวิเคราะห์ ดังน้ี เตรียมไฟล์ phy วิเคราะห์โดยโปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 

2014) ก าหนด model of evolution แบบ GTRGAMMA ซึ่ งจ าเพาะต่อการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มจาก random starting tree และ ก าหนด maximum 

likelihood bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง 

 4.  ศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae 

 วางแผนการทดลองแบบ CRD  5 กรรมวิธี 10 ซ้ า โดยให้อาหารแต่ละชนิดเป็นกรรมวิธี คือ 

กรรมวิธีท่ี 1 Potato dextrose agar (PDA) 

กรรมวิธีท่ี 2 V8 juice agar (V8 A) 



กรรมวิธีท่ี 3 Oat meal agar (OMA) 

กรรมวิธีท่ี 4 Carrot agar (CA) 

กรรมวิธีท่ี 5 Corn meal agar (CMA) 

วิธีการทดลอง 

น ารา P. colocasiae บริสุทธ์ิท่ีแยกได้ มาเล้ียงบนอาหารทดสอบชนิดต่างๆ ในจานเล้ียงเช้ือ บ่มท่ี

อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส  

การบันทึกข้อมูล 

วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยราบนอาหารแต่ละชนิด เม่ือเส้นใยท่ีเจริญบนอาหารชนิดใด

ชนิดหน่ึงเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ  ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร์ เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญของรา

บนอาหารสูตรต่างๆ 

 5.  ศึกษาการเก็บรักษารา P. colocasiae 

น ารา P. colocasiae บริสุทธ์ิท่ีแยกได้ มาเล้ียงบนอาหาร  Potato dextrose agar (PDA) ในหลอด

ทดลอง  จนกระท่ังเช้ือราเจริญเต็มน าไปเก็บในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17 OC) และ ท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27 OC) 

เม่ือได้ระยะเวลาตามแผนน าหลอดเช้ือมาแยกเช้ือเพ่ือดูการมีชีวิตของเช้ือ 

การบันทึกข้อมูล 

การเจริญและการสร้างสปอร์ หลังการเก็บรักษา 2  4  6  8  และ10  เดือน 

 6.  ศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ของอาหารต่อการเจริญและสร้าง

สปอร์ของรา P. colocasiae 

วางแผนการทดลองแบบ 3 x 4 Factorial in RCB จ านวน 20 ซ้ า  โดยปัจจัยแรก เป็น ระดับอุณหภูมิ 3 

ระดับ ได้แก่  25oC  30 oC และ 35 oC  และปัจจัยท่ีสอง เป็น ระดับความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) ของอาหารเล้ียง

เช้ือ 5 ระดับ ได้แก ่pH 6  7  8  9  และ 10 

วิธีการทดลอง 

น ารา P. colocasiae บริสุทธ์ิท่ีแยกได้ มาเล้ียงบนอาหาร  CA ท่ีปรับความเป็นกรดเป็นด่าง (ด้วย 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือ ไฮโดรคลอริคแอซิค) ในจานเล้ียงเช้ือ จนกระท่ังเช้ือราเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ 

การบันทึกข้อมูล 

วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเส้นใยรา ลักษณะสีของเส้นใย และการสร้างสปอร ์

- เวลาและสถานที่ - ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 

- ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค  กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการ

อารักขาพืช  และแปลงเผือกของเกษตรกร 



8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

1.  การเก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากรา Phytophthora 

 เก็บตัวอย่างเผือกท่ีเป็นโรคใบจุดตาเสือจากแหล่งปลูกเผือก (Table 1) รวม 110 ตัวอย่าง  แยกราสาเหตุ

โรคจากส่วนก้านใบและใบเผือกท่ีแสดงอาการ (Figure 1 and 2) เก็บเป็นราบริสุทธ์ิ เพ่ือใช้ศึกษา 117 ไอโซเลท 

2.  การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

-  ศึกษาลักษณะการเจริญของเส้นใย (ลักษณะโคโลนี) ของเช้ือ 

การเจริญเติบโตของรา Phytophthora ในระยะการสืบพันธ์ุแบบไม่ใช้เพศ บนอาหารแข็ง 2 ชนิด คือ

อาหารวุ้นมันฝรั่ง (PDA) และอาหารวุ้นแครอท (CA)  บ่มไว้ท่ีมืดอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (Figure 3)  พบว่า

การสร้างเส้นใยบนอาหารแข็ง มีลักษณะการเจริญเป็นเส้นตรง แตกกิ่งก้านออกไปสม่ าเสมอ เส้นใยใสไม่มีสี ไม่มี

ผนังกั้นเส้นใย ผิวผนังเส้นใยเรียบ (Smoot) ใม่มีการโป่งพอง  การเจริญบนอาหารวุ้นมันฝรั่ง เต็มจานเล้ียงเช้ือใช้

เวลา 9 วัน แต่บนอาหารวุ้นแครอท เช้ือเจริญเติบโตช้ากว่า เต็มจานเล้ียงเช้ือใช้เวลา 11 วัน   นอกจากน้ี บน

อาหารวุ้นมันฝรั่ง ราสร้างเส้นใยหนาแน่นกว่า  แต่บนอาหารวุ้นแครอทสร้างสปอร์แรนเจีย (Sporangia) มากกว่า

บนอาหารวุ้นมันฝรั่ง 

-  ศึกษาลักษณะรูปร่างและขนาดสปอร์ของรา (Figure 4 and 5) 

รา Phytophthora สร้างสปอร์แรนเจียจ านวนมาก มีรูปร่างหลายแบบต้ังแต่ รูปไข่ หรือรูปค่อนข้างยาว 

หรือรูปไข่  ขนาดสปอร์แรนเจีย 98.71-179.40 x 87.78-144.40  μm  อัตราส่วนความยาวต่อความกว้าง เท่ากับ 

1.40:1  ด้านบนของสปอร์แรนเจียมีส่วนเปิดเป็นทางออกของสปอร์ท่ีมีหางและว่ายน้ าได้ เด่นชัด 

3.  การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora โดยใช้ลักษณะทางพันธุกรรม 

การจ าแนกชนิดของรา Phytophthora ท่ีแยกได้จากตัวอย่างเผือกท่ีแสดงอาการโรคใบจุดตาเสือ จาก

แหล่งปลูกเผือก 110 ตัวอย่าง  117 ไอโซเลท จากข้อมูลของลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าเป็น P. colocasiae 

ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละแหล่งปลูก เม่ือพิจารณาจากพิกัดภูมิศาสตร์และวิธีการปลูก สามารถแบ่งได้ 5 

กลุ่ม เลือกมากลุ่มละ 2 ไอโซเลท รวม 10 ไอโซเลท (Figure 6) เพ่ือเปรียบเทียบและจ าแนกเบ้ืองต้นด้วยข้อมูล

พันธุกรรมของยีนต าแหน่ง ITS พบว่า รา P. colocasiae และรา Phytophthora ท้ัง 10 ไอโซเลท มีความ

ใกล้เคียงกับ P. meadii มาก จึงวิเคราะห์เพ่ิมเติมด้วย concatenated dataset ของยีนต าแหน่ง ß-tubulin และ 

translation elongation factor 1-alpha โดยเปรีบบเทียบกับราใน genus Phytophthora จ านวน 69 taxa 

โดยมี Pythium aphanidermatum เป็น outgroup (Table 2)  เม่ือวิเคราะห์ phylogenetic reconstruction 

พบว่ารา Phytophthora ท้ัง 10 ไอโซเลท  สามารถจ าแนกได้เป็น P. colocasiae (Figure 7)  อย่างไรก็ตาม 

เม่ือพิจารณาใน clade ของ P. colocasiae จะพบว่าราท่ีได้จากการศึกษาครั้ งน้ี ท้ัง 10 ไอโซเลท มีความ

หลากหลาย  โดยความหลากหลายน้ีอาจมีความสอดคล้องตามชนิดของพืชอาศัยท่ีแตกต่าง เช่น ไอโซเลท M0193 



ท่ีแยกได้จากใบบอนพบว่ามีความแตกต่างอย่างชัดเจนกับไอโซเลทอื่น ๆ ใน clade เดียวกัน (Figure 7) รวมถึง

ความหลากหลายท่ีอาจเกิดจากความแตกต่างของพ้ืนท่ีเก็บตัวอย่าง ซึ่งเม่ือพิจารณาภายใน clade ของรา P. 

colocasiae จะพบว่ามีแนวโน้มของความหลากหลายอย่างน้อย 5 กลุ่ม 

 

4.  ศึกษาชนิดอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae  

ชนิดอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของรา P. colocasiae ท่ี 7 วัน  พบว่า รา P. colocasiae เจริญบน

อาหาร CMA ได้เร็วท่ีสุดโดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเส้นใย 78.0 มม.  รองมา ได้แก่ V8, CA, OMA และ 

PDA มีเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเส้นใย  69.30, 64.30, 58.70 และ 52.20 มม. ตามล าดับ (Table 3, Figure 8)  

ท่ี 14 วัน  พบว่า บนอาหาร PDA รา P. colocasiae มีเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเส้นใย 85.10 มม.  

ส่วนบนอาหารชนิดอ่ืน รา P. colocasiae เจริญเต็มจานอาหารแล้ว  โดย บนอาหาร CMA เจริญเต็มจานอาหารท่ี 

8 วัน แต่ให้เส้นใยท่ีน้อยและบางติดอาหาร  ส่วนอาหาร V8, CA และ OMA เจริญเต็มจานอาหารท่ี 10 วัน  แต่

ถึงแม้การเจริญของ รา P. colocasiae บนอาหาร PDA จะเจริญได้ช้ากว่า  แต่เส้นใยหนาแน่นกว่าอาหารชนิดอ่ืน  

ส่วนบนอาหาร OMA ถึงจะมีการเจริญของเส้นใยดีและราสามารถสร้างสปอร์แรงเจียมได้ แต่ยากต่อการสังเกตุ

เน่ืองจากสีของอาหารมีสีขาวขุ่น 

ลักษณะเส้นใยบนอาหารต่างๆ ดังน้ี 

-  PDA  เส้นใยสีขาว  แน่น  ค่อนข้างหยิก  เจริญเป็นวงถี่ๆ เห็นชัดเจน  เส้นใยชูขึ้นบนผิวอาหารเล็กน้อย 

-  CA  เส้นใยสีขาว หยิก  เจริญเป็นวง  เส้นใยชูขึ้นบนผิวอาหาร 

-  V8  เส้นใยสีขาว หยิก  เจริญเป็นวงเห็นชัดเจน  เส้นใยชูขึ้นบนผิวอาหารมาก 

-  OMA  เส้นใยสีขาว  หยาบ  หยิกเล็กน้อย  เจริญแบนราบติดผิวอาหาร  แต่เห็นการเจริญยาก  

เน่ืองจากอาหารมีสีขาวขุ่น สีเดียวกับเส้นใย 

-  CMA  เส้นใยสีขาว  บางมาก  ค่อนข้างตรง  เจริญแบนราบติดผิวอาหาร 

ชนิดอาหารท่ีเหมาะสมการสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae  พบว่า รา P. colocasiae ไม่สร้างสปอร์

แรงเจียมบนอาหาร CMA  ส่วนบนอาหารอื่นๆ สามารถสร้างสปอร์ได้เรียงล าดับ ดังน้ี  CA, PDA, OMA และ V8A 

(Table 4, Figure 9)  ซึ่งสอดคล้องกับ Jeffers (2006) ท่ีใช้อาหาร CA และ V8A ในการศึกษาการระบุชนิดของ

รา Phytophthora 

 5.  ศึกษาการเก็บรักษารา P. colocasiae 

หลังการเก็บรักษา 2 เดือน  พบว่า การเก็บในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17OC) และ ท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 

27OC) การเจริญของราปกติ  ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย  



หลังการเก็บรักษา 4 เดือน  พบว่า การเก็บในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17OC) และ ท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 

27OC) การเจริญของราเริ่มลดลง ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย 

หลังการเก็บรักษา 6 เดือน  พบว่า การเก็บในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17OC) การเจริญของราไม่แตกต่างจาก

การเก็บท่ี 4 เดือน  ส่วนท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC) การเจริญของลดลง  ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย 

และเริ่มพบการปนเป้ือน 

หลังการเก็บรักษา 8 เดือน  พบว่า การเก็บในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17 OC) และท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 

27 OC) มีการเจริญของลดลง  ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย และมีการปนเป้ือน 

หลังการเก็บรักษา 10 เดือน  พบว่า การเก็บในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17 OC) และท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 

27 OC) มีการเจริญของลดลง  ส่วนการสร้างสปอร์ค่อนข้างน้อย และมีการปนเป้ือนเพ่ิมขึ้น 

 6.  ศึกษาผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ของอาหารต่อการเจริญและสร้าง

สปอร์ของรา P. colocasiae 

 ผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ต่อการเจริญของรา P. colocasiae ท่ี pH 10 ไม่มี

การเจริญของรา ท่ีอุณหภูมิ 35oC ส่วนท่ีอุณหภูมิ 30oC และอุณหภูมิ 25 oC มีการเจริญเป็นปกติ  pH 5, 6, 7, 8 

และ 9 มีการเจริญช้า ท่ีอุณหภูมิ 35oC ส่วนท่ีอุณหภูมิ 30oC และอุณหภูมิ 25 oC มีการเจริญเป็นปกติ ซึ่ง

สอดคล้องกับ Tsopmbeng et al. (2014) ท่ีรายงานว่า ท่ี pH 10 การเจริญของรา P. colocasiae ต่ ากว่าท่ี pH 

อื่นๆ ในทุกอุณหภูมิ และเจริญสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 27 oC, 30 oC, 24 oC, 21 oC และ 18 oC  ตามล าดับ  และ ท่ี pH 

6.5 เหมาะสมท่ีสุดส าหรับการเจริญของรา P. colocasiae (Sahu et al., 2000) 

ผลของความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) และอุณหภูมิ (T) ต่อการสร้างสปอร์ของรา P. colocasiae ท่ี pH 9 

ไม่มีการสร้างสปอร์ ท่ีอุณหภูมิ 35oC และอุณหภูมิ 30oC ท่ีอุณหภูมิ 25 oC สร้างสปอร์ได้ปกติ  ส าหรับ pH 5, 6, 

7 และ 8 มีการสร้างสปอร์ท่ีอุณหภูมิ 30°C ได้ แต่น้อยกว่า ท่ีอุณหภูมิ 25°C ซึ่งสามารถสร้างสปอร์ได้ดีเป็นปกติ 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ  

ผลการรวบรวมและเก็บตัวอย่างเผือกท่ีแสดงอาการโรคใบจุดตาเสือ 110 ตัวอย่าง ในจังหวัดเพชรบุรี 

ประจวบคีรีขันธ์ กาญจนบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม เพชรบูรณ์ สระบุรี นครราชสีมา สุโขทัย และจังหวัดเชียงใหม่ 

แยกได้ 117 ไอโซเลท  เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรม พบว่าเป็น P. colocasiae  

ราเจริญได้ดีบนอาหาร V8, CA OMA และ PDA  สร้างสปอร์ได้ดีบนอาหาร CA และ PDA  สามารถเก็บรักษาไว้ใน

หลอดอาหารเอียง PDA ได้อย่างน้อย 10 เดือน ท้ังในตู้เก็บเช้ือ (อุณหภูมิ 17OC) และ ท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 

27OC)  แต่ท่ีอุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 27OC) การมีชีวิตรอดลดลงและมีการปนเป้ือนมากกว่าการเก็บในตู้เก็บเช้ือ 

(อุณหภูมิ 17OC)  ราน้ีเจริญได้ดีท่ี pH 5, 6 และ pH 7  อุณหภูมิ 25OC และอุณหภูมิ 30OC  ราสร้างสปอร์ได้ดีท่ี 



pH 5, 6 และ pH 7 อุณหภูมิ 25OC  ส าหรับท่ี pH 10 การเจริญและการสร้างสปอร์ ลดลงเม่ือมีอุณหภูมิสูงขึ้น  

ท าการจัดเก็บตัวอย่างแห้งโรคพืชไว้ในพิพิธภัณฑ์ตัวอย่างแห้งโรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย

พัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร และเก็บรักษาสายพันธุ์บริสุทธ์ิของเช้ือไว้ใน culture collection   

 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ : 

-  ได้อาหารท่ีเหมาะสมในการเจริญของเส้นใยและการสปอร์ของเช้ือสาเหตุโรค  และการเก็บรักษารา

สาเหตุโรค เพ่ือใช้ในการศึกษาในระยะยาว 

-  ได้ข้อมูลเบ้ืองต้นของปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญและสร้างสปอร์ของราสาเหตุโรคใบจุดตาเสือของเผือก 

เพ่ือการคาดการณ์การเพ่ิมหรือลดของเช้ือสาเหตุ หรือการเลือกพ้ืนท่ีปลูก 

-  เผยแพร่แก่ นักวิจัย จากหน่วยงานต่างๆ ท้ังภาครัฐและเอกชนเพ่ือไปพัฒนางานต่อไป 

 

 

 

11. ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณพ่ี ๆ และน้อง ๆ กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ท่ีให้ความช่วยเหลือ และความร่วมมือใน 

การด าเนินการทดลองทุกขั้นตอน รวมถึงก าลังใจท่ีมีให้กันเสมอมา 
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Table 1 Sampling location of Taro leaf blight. 

No. Sampling location 

1 สายหน่ึง 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 



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 



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

No. Sampling location 

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 ทุ่งทอง ท่าม่วง กาญจนบุรี 
62 วัดสันติคีรีศรีบรมธาตุ ม.5 ท่าล้อ ท่าม่วง กาญจนบุรี 
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 



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

No. Sampling location 

73 วัดโพธิ์ศรีเจริญ  ม.6  บ้านดงตาป้อม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
74 วัดโพธิ์ศรีเจริญ  ม.6  บ้านดงตาป้อม บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
75 ม. 4  บ้านปู่เจ้า บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
76 ม. 4  บ้านปู่เจ้า บ้านกร่าง ศรีประจันต์ สุพรรณบุรี 
77 วัดดงขี้เหล็ก  ม.4  บ้านดงข้ีเหล็ก 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 เชียงใหม่ 
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  บ้านหนองข้ีแรด ตะคร้ าเอน ท่ามะกา กาญจนบุรี 
90 

 
วังขนาย ท่าม่วง กาญจนบุรี 

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 



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

No. Sampling location 

109 ม.6 บ้านหนองเข้ สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 
110 ม.6 บ้านหนองเข้ สุขไพบูลย์ เสิงสาง นครราชสีมา 

 

  
 

  
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) 

 

  
 

 
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) 
 
 



 

 

 

 

 
 
Figure 6 Phytophthora colocasiae isolates used for genetic characteristics. 



Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification. 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No.a 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora andina EC3421 Solanum muricatum Ecuador AY564045 AY564102 
P. arecae CBS148.88 Chamaedorea seifrizzi x erumpens USA AY564049 AY564105 
P. boehmeriae CBS291.29 Boehmeria nivea Japan AY564050 AY564106 
P. botryosa CBS533.92 Hevea brasiliensis Thailand AY564051 AY564107 
P. brassicae CBS179.87 Brassica oleracea The Netherlands AY564083 AY564139 
P. cactorum P6183 Rubus idaeus USA AY564052 AY564108 
P. cinnamomi 10A6 Persea americana - AY564054 AY564110 
P. citricola P1817 Medicago sativa South Africa AY564055 AY564111 
P. citrophthora PD94/353 Citrus limonium Cyprus AY564056 AY564112 
P. clandestina R193 Trifolium subterranea Australia AY564057 AY564113 
P. colocasiae IMI368918 Colocasia esculenta Malaysia AY564058 AY564114 
P. colocasiae M0186 C. esculenta Moo 5, Ban Nong Sa-nguan, Kut 

Bot Sub-district, Soeng Sang 
District, Nakhon Ratchasima 

Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0187 C. esculenta Huai Mon Thong Subdistrict, 
Kamphaeng Saen District, 
Nakhon Pathom Province, 

Thailand 

this study this study 

 



Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification. (cont.) 

Taxa 
Acession 

No. 
Host Locations 

GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora colocasiae M0188 C. esculenta Moo 6, Ban Nong Khe, Suk Phaibun 

Sub-district, Soeng Sang District, 
Nakhon Ratchasima Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0189 C. esculenta Moo 5, Khok Mai Sub-district, Ban Mo 
District, Saraburi Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0190 C. esculenta Moo 9, Nong Han Sub-district, San Sai 
District, Chiang Mai Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0192 C. esculenta Baan Sai Nueng, Tha Khoi Subdistrict, 
Tha Yang District, Phetchaburi 

Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0193 C. esculenta var. aquatilis Moo 7, Prachasuksan Village, Thung 
Samo Sub-district, Khao Kho District, 

Phetchabun Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0194 C. esculenta Moo 7, Prachasuksan Village, Thung 
Samo Sub-district, Khao Kho District, 

Phetchabun Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0195 C. esculenta Ban Nong Yai Sub Sra Yai Som Sub-
district, U Thong District, Suphan 

Buri Province, Thailand 

this study this study 

P. colocasiae M0196 C. esculenta Ban Nong Suk, Ban Krang Si Prachan 
District Suphan Buri Province, 

this study this study 



Thailand 

P. cryptogea HR1/ss/pp/99 S. lycopersicum UK AY564059 AY564115 
P. drechsleri CBS292.35 Beta vulgaris var. altissima USA AY564060 AY564116 



Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification. (cont.) 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora erythroseptica CBS951.87 S. tuberosum Australia AY564061 AY564117 
P. fragariae var. fragariae I A2 Fragaria x ananassa - AY564062 AY564118 
P. fragariae var. fragariae II NS4 Fragaria x ananassa - AY564063 AY564119 
P. fragariae var. rubi I FVR67 Rubus idaeus - AY564064 AY564120 
P. fragariae var. rubi II FVR30 R. idaeus Scotland AY564065 AY564121 
P. gonapodyides P245 Salix matsudana UK AY564066 AY564122 
P. heveae CBS296.29 Hevea brasiliensis Malaysia AY564067 AY564123 
P. hibernalis CBS522.77 Aquilegia vulgaris New Zealand AY564068 AY564124 
P. humicola IMI302303 citrus orchard soil via citrus bait Taiwan AY564069 AY564125 
P. hybrid-Dutch variant PD92/1471 Alnus cordata The Netherlands AY564053 AY564109 
P. idaei R66 - UK AY564070 AY564126 
P. ilicis PD91/595 Ilex aquifolium The Netherlands AY564071 AY564127 
P. infestans haplotype Ia Pic99186 S. stoliniferum Mexico AY564035 AY564093 
P. infestans haplotype IIa Dr98004 S. tuberosum - AY564036 AY564094 
P. infestans haplotype IIb Can4 - The Netherlands AY564037 - 
P. inflata IMI342898 Syringa UK AY564072 AY564128 
P. insolita IMI288805 soil Taiwan AY564073 AY564129 
P. ipomoeae Pic99165 Ipomoea longipedunculata Mexico AY564043 AY564100 
P. iranica CBS374.72 S. melongena Iran AY564074 AY564130 



 

Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification. (cont.) 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora katsurae CBS587.05 soil Taiwan AY564075 AY564131 
P. lateralis CBS168.42 Chamaecyparis lawsoniana USA AY564076 AY564132 
P. meadii CBS219.88 H. brasiliensis India AY564077 AY564133 
P. megakarya IMI337098 Theobroma cacao Equatorial Guinea AY564078 AY564134 
P. megasperma MEG23 Malus sylvestris Australia AY564079 AY564135 
P. mirabilis type I Pic99129 Mirabilis jalapa Mexico AY564038 AY564095 
P. mirabilis type II P3001 M. jalapa Mexico AY564039 AY564096 
P. mirabilis type III Pic99145 M. jalapa Mexico AY564040 AY564097 
P. mirabilis type IV G4-4 M. jalapa Mexico AY564041 AY564098 
P. mirabilis type V G15-4 M. jalapa Mexico AY564042 AY564099 
P. multivesiculata PD95/8679 Cymbidium The Netherlands AY564080 AY564136 
P. nicotianae P582 Nicotiana tabacum USA AY564081 AY564137 
P. palmivora CBS236.30 Cocos nucifera India AY564082 AY564138 
P. phaseoli CBS556.88 Phaseolus lunatus - AY564044 AY564101 
P. pseudotsugae PSE1 Pseudotsuga menziesii USA AY564084 AY564140 
P. quininea CBS407.48 Cinchona officinalis Peru AY564085 AY564141 
P. ramorum European-type USA 0.13 Quercus agrifolia USA AY564092 AY564149 
P. ramorum US-type - - - - AY564148 



P. richardiae CBS240.30 Zantedeschia aethiopica USA AY564086 AY564142 
 

Table 2 The list of taxa used in the phylogenetic identification. (cont.) 

Taxa Acession No. Host Locations 
GenBank No. 

ß-tubulin EF-1α 
Phytophthora sinensis P1475 - - AY564087 AY564143 
P. sojae P6497 Glycine max - AY564047 AY564104 
P. sp. Spathiphyllum - Spathiphyllum spp. - AY564091 AY564147 
P. syringae CBS364.52 Prunus armeniaca New Zealand AY564088 AY564144 
P. tentaculata CBS552.96 Chrysanthemum leucanthemum Germany AY564089 AY564145 
P. tropicalis PD97/11132 Rosa spp. The Netherlands AY564046 AY564103 
P. vignae CBS241.73 Vigna sinensis Australia AY564090 AY564146 
Pythium aphanidermatum PD93/51 Rhododendron catawbiense The Netherlands AY564048 - 
a Dataset referred to Kroon (2010), except the taxa obtained from this study. 



 

Figure 7 Phylogram obtained in a maximum likelihood search in RAxML of concatenated ß-
tubulin2 and TEF1 gene regions. Bootstrap support values (≥70%) from 1,000 
replicates above nodes.  



Table 3 Effect of different media on radial growths of Phytophthora colocasiae at 7 and 14 
day. 

Media Day 7 (mm.) Day 14 (mm.) 
PDA 52.2 e1/ 85.1 b 
CA 64.3 c 90.0 a 
OMA 58.7 d 90.0 a 
CMA 78.0 a 90.0 a 
V8  69.3 b 90.0 a 
CV 15 4 

1/  Mean followed by different letter in the same column are significantly different at the 5% level. 

 
Table 4 Effect of different media on sporangium production of Phytophthora colocasiae at 7 

day. 
Media Day 7 

PDA 5.01 b 
CA 7.48 a 
OMA 2.54 c 
CMA 0.00 d 
V8  1.69  c 
CV 84 

 

1/  Mean followed by different letter in the same column are significantly different at the 5% level. 

 

 
 



 

 

 
 
Figure 8 Colony growths of Phytophthora colocasiae on 5 selective media at 7 day. 
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Figure 9 Colony growths of Phytophthora colocasiae on 5 selective media at 14 day. 
 

OMA CMA 

V8 

PDA CA 


