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บทคัดย่อ
โรคหัวเและล�าต้นเน่ามันส�าปะหลังเป็นโรคท่ีส�าคัญต่อการปลูกมันส�าปะหลังของประเทศไทย เกิดจากเชื้อ

ราสาเหตุหลายชนิด ได้แก่ Phytophthora palmivora, P. melonis, P. meadii, Pythium spp., Fusarium  solani,  
F. oxysporum และ Neoscytalidium  hyalinum  อย่างไรก็ตามข้อมูลเกี่ยวกับเชื้อราสาเหตุและการก่อให้เกิดโรคใน
พ้ืนท่ีปลกูทีส่�าคัญของประเทศไทยยังมอียู่จ�ากัดการศกึษาครัง้น้ีได้เก็บรวบรวมตวัอย่างดนิและมนัส�าปะหลงัท่ีเป็นโรค
หัวและล�าต้นเน่าจากแหล่งปลูกมันส�าปะหลังที่ส�าคัญในจังหวัดนครราชสีมา ระยอง และตากและน�ามาแยกเชื้อด้วย
วิธี Tissue transplanting method และ Baiting technique ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าสามารถจ�าแนก
เชื้อราได้ทั้งหมด 3 สกุล จาก 16 ไอโซเลท และผลจากการวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS rDNA สามารถ
จ�าแนกเชื้อรา Pythium spp. (P. acanthicum และ P. graminicola) เชื้อรา F. solani และเชื้อรา N. hyalinum เมื่อ
น�าเชื้อราทั้ง 3 สกุลนี้ไปทดสอบโรคกับมันส�าปะหลังจ�านวน 8 พันธุ์ พบว่าเชื้อรา F. solani และ N. hyalinum ก่อให้
เกิดโรคและท�าให้ต้นมันส�าปะหลังตาย ในขณะที่เชื้อรา Pythium spp. ที่แยกจากดินไม่ก่อให้เกิดโรค ผลที่ได้จากการ
ศึกษานี้เป็นประโยชน์ต่อการวางแผนการจัดการโรคและการปรับปรุงพันธุ์ต้านทานโรค

ค�าส�าคัญ: มันส�าปะหลัง  หัวเน่า ล�าต้นเน่า Neoscytalidium hyalinum, Fusarium solani, Pythium spp.

Abstract
In Thailand, cassava (Manihot esculenta Crantz) is considered as one of the most economically 

important crops. Tuber and stem rots are caused by several fungal species such as Phytophthora  
palmivora, P. melonis, P. meadii, Pythium spp., Fusarium solani, F. oxysporum and Neoscytalidium  
hyalinum. However, information on the biology and epidemiology of these fungal pathogens in production 
areas is still limited. Therefore, this study was conducted to collect samples of soil, tuber rot and stem rot 
of cassava from disease outbreaks in Nakhon Ratchasima, Rayong and Tak. Pathogen isolation from these 
samples was carried out by the tissue transplanting method and baiting technique. The fungal isolates 
were observed for morphological characteristics under a compound microscope. Three fungal genera, 
Pythium, Fusarium and Neoscytalidium were identified based on morphology. Sixteen isolates were  
identified as Pythium spp. (P. acanthicum and P. graminicola) F. solani and N. hyalinum based on ITS 
rDNA sequence analysis. Moreover, the pathogenicity of these three fungal genera was tested on eight 
cassava varieties. The results revealed that F. solani and N. hyalinum caused disease and cassava  
mortality. While all Pythium spp. isolates were nonpathogenic.These results were usable for disease  
management planning and disease resistant variety improvement.

Keyword: Cassava, Tuber rot, Stem rot, Neoscytalidium hyalinum, Fusarium solani, Pythium spp.
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บทน�า
มันส�าปะหลังเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีเกษตรกรนิยมปลูกกันมากเพราะทนต่อสภาพเเห้งแล้งได้ดีและใช้ปัจจัยใน

การผลิตน้อย สามารถผลิตได้แม้ในที่มีความอุดมสมบูรณ์ต�่า ในช่วงระยะเวลา 20 ปีที่ผ่านมาการผลิตมันส�าปะหลัง
ในประเทศไทยเปลี่ยนแปลงไปจากการปลูกเพื่อเป็นพืชอาหารสัตว์เป็นการปลูกเพื่ออุตสาหกรรม ซึ่งในปัจจุบันมีการ
ใช้มันส�าปะหลังเป็นแหล่งวัตถุดิบในการผลิตแป้งมันส�าปะหลัง เอทานอล และไบโอพลาสติก (ศานิต สวัสดิกาญจน์, 
2557) เนื่องจากความต้องการของตลาดมันส�าปะหลังสูงขึ้น ดังนั้นเกษตรกรปลูกติดต่อกันตลอดทั้งปี ส่งผลให้มีการ
สะสมและแพร่ระบาดของเชื้อสาเหตุโรคเพิ่มขึ้นทุกปี ซึ่งโรคมันส�าปะหลังที่ส�าคัญในประเทศไทย ได้แก่ โรคใบไหม้ 
(bacterial blight) โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) โรคใบจุดสีน�้าตาล (brown leaf spot) โรคใบจุดไหม้ (blight 
leaf spot) โรคต้นและรากเน่า (stem and root rot disease) (สุทธิสา ดัชนีย์, 2558)   

ปัจจบุนัโรคหวัและล�าต้นเน่าสร้างความเสยีหายให้แก่ผลผลติมนัส�าปะหลงัโดยตรง ถ้าเชือ้เข้าท�าลายต้นเลก็
จะท�าให้รากเป็นรอยช�้าสีน�้าตาลและเน่า เหี่ยวเฉา ถ้าเกิดกับหัวจะท�าให้หัวเน่าอย่างรวดเร็วและมีกลิ่นเหม็น ใบเหี่ยว
และร่วง ถ้าเกิดรนุแรงท�าให้ต้นตาย ซึง่สาเหตขุองโรคหัวและล�าต้นเน่า ในต่างประเทศและประเทศไทยน้ันมกีารรายงาน
เชื้อราสาเหตุไว้หลายชนิด ได้แก่ Phytophthora palmivora,P.melonis, P.crytogea, P.drechsleri,  
P. erythoseptica, Pythium spp., F. solani, F. oxysporum และ Neoscytalidium hyalinum (Charaensatapon 
et al., 2014; Guo et al., 2012; Machado et al., 2014) อย่างไรก็ตามข้อมูลเชื้อราสาเหตุโรคในแหล่งปลูกมัน
ส�าปะหลงัของประเทศไทยและการก่อให้เกิดโรคของเชือ้รายงัมอียู่อย่างจ�ากัดดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีม้วัีตถุประสงค์
เพ่ือจ�าแนกชนดิของเชือ้ราสาเหตโุรคหัวและล�าต้นเน่าของมนัส�าปะหลงัในแหล่งปลกูทีส่�าคญัได้แก่ จงัหวัดนครราชสมีา 
จังหวัดระยอง และจังหวัดตาก โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา การวิเคราะห์ด้วยล�าดับนิวคลีโอไทด์ และ  
การทดสอบโรค เพื่อให้เป็นข้อมูลส�าหรับการวางแผนการควบคุมและป้องกันโรค หรือการปรับปรุงพันธุ์มันส�าปะหลัง
ต้านทานโรคหัวและล�าต้นเน่า

วิธีการศึกษา
การแยกและท�าเส้นใยเดี่ยวเชื้อราก่อโรค

รวมรวบตวัอย่างโรคหวัเน่าและล�าต้นเน่าจากพ้ืนทีป่ลกูมนัส�าปะหลงัใน 3 แหล่งปลกู ได้แก่  จ. นครราชสมีา 
(อ. เสิงสาง) จ. ระยอง (ศูนย์วิจัยพืชไร่ จ. ระยอง) และ จ. ตาก (อ. เมืองตาก) น�ามาแยกเชื้อราด้วยวิธี Tissue  
transplanting method (เบญจพล ศรีทองค�า, 2558) บนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) โดยตัดมันส�าปะหลัง
บริเวณหัว และล�าต้นท่ีเป็นโรค เป็นชิ้นขนาดเล็ก ล้างด้วย 10% Clorox จากน้ันน�ามาล้างด้วยน�้ากล่ันน่ึงฆ่าเชื้อ  
แล้วน�าชิ้นพืชซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชูนึ่งฆ่าเชื้อ น�าชิ้นมันส�าปะหลังวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ส�าหรับการแยก
เชื้อราจากดินใช้วิธี Baiting technique (Watanabe et al., 2008) โดยน�าดินมาผึ่งให้แห้ง บดให้ละเอียดเทใส่ในจาน
เลี้ยงเชื้อ ที่มีน�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจากนั้นน�าเหยื่อล่อ คือ ชิ้นพืชอาศัยของเชื้อวางลงในจานเลี้ยงเชื้อ เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
จากนั้น น�าชิ้นพืชล้างผ่านน�้าน�าดินออก ซับให้แห้งด้วยทิชชูนึ่งฆ่าเชื้อ น�าชิ้นพืชเลี้ยงบนอาหาร WA ทั้งสองวิธีน�าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใต้แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์ 12 ชั่วโมง สลับกับความมืด 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 3-7 วัน  
จึงน�ามาตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง จากนั้นแยกเส้นใยเดี่ยวโดยเติมน�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อลงบนผิวหน้า
อาหาร PDA ที่มีเชื้อราเจริญอยู่ ใช้แท่งแก้วรูปตัวแอล (L) ขูดผิวหน้าอาหาร ดูดสปอร์แขวนลอย 100 ไมโครลิตร  
น�าไปเกลี่ยบนผิวหน้าอาหาร water agar (WA) บ่มไว้ 12-24 ชั่วโมง จึงน�ามาตัดปลายเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ชนิด Stereo และย้ายปลายเส้นใยเดี่ยวไปเลี้ยงบน อาหาร PDA (เบญจพล ศรีทองค�า, 2558)
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การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
น�าเชื้อราที่ได้จากการแยกปลายเส้นใย มาจ�าแนกชนิดโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะโคโลนี

และศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด compound ที่ก�าลังขยาย 200 เท่า และ 400 เท่า โดยการท�าสไลด์กึ่งถาวร 
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราแต่ละชนิด ได้แก่ oogonium, oospore, sporangium,  
macroconidia, microconidia, conidia และ arthoconidia ลกัษณะเหล่านีม้ลีกัษณะจ�าเพาะของแต่ละสกุลและชนดิ 
บันทึกข้อมูลลักษณะต่างๆ ส�าหรับการจ�าแนก
จ�าแนกชนิดของเชื้อราด้วยการวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์

การเตรียมเส้นใยเชื้อรา
เตรียมสปอร์แขวนลอย (spore suspension) จากเชื้อราที่เจริญบนอาหาร PDA โดยเติมน�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เทลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ขูดผิวหน้าอาหารและดูดสปอร์แขวนลอยใส่ลงไปในอาหารเหลว 
potato dextrose broth (PDB) ที่บรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ แล้วน�าไปบ่มไว้พร้อมเขย่าเป็นเวลา 10-12 ชั่วโมง  
กรองเส้นใย และล้างเส้นใยด้วยน�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาณ 300 มิลลิลิตร เก็บเส้นใยท่ีกรองได้ในแผ่นกระดาษกรอง 
Whatman No.1 น�าไปท�าให้แห้งด้วยวิธี freeze dry (lyophilization) เป็นเวลา 6-8 ชั่วโมง แล้วน�าเส้นใยแห้งมาบด
ด้วยไนโตรเจนเหลว แบ่งใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเก็บไว้ที่ตู้เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

การสกัดดีเอ็นเอ
น�าเส้นใยที่บดแล้ว ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาณ 0.5 กรัม เติม extraction buffer (50 mM  

Tris-HCl, 850 mM NaCl, 100 mM EDTA, 1% SDS) 500 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
30 นาที จากนั้นเติม phenol 0.5 เท่า และ chloroform : isoamyl alcohol (IAA) (24:1) 0.5 เท่า น�ามาหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนย้ายใส่หลอดใหม่ เติม Rnase A (© 2017 Thermo 
Fisher Scientific, USA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วเติม choloform : IAA อัตราส่วน  
1 เท่า แล้วหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่และเติม  
ethanol 2 เท่า แล้วบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30 นาที จากน้ันน�ามาหมุนเหว่ียงเพ่ือ 
ตกตะกอนดีเอน็เอด้วยความเรว็ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนดเีอน็เอด้วย 70% ethanol 50-100 
ไมโครลิตร และหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท�าซ�้า 2 ครั้ง เก็บตะกอนดีเอ็นเอที่แห้งแล้ว
ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ละลายตะกอนด้วยน�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ (ดัดแปลงวิธีจาก เทิดศักดิ์ สวัสดิ์สุข, 2560)

การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ
น�าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาท�าการตรวจสอบบน 1% agarose gel electrophoresis ที่เติม 0.1% Gel star  

(SMOBIO®, DS1000, Taiwan) ใน 0.5% TBE buffer (89 mM Tris-borate, 2mM EDTA) และใช้กระแสไฟฟ้า 100 
โวลต์ โดยใช้ DNA Ladder 100s (SMOBIO®, DM2100, Taiwan) เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน (standard DNA) จากนั้น
ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอบนเครื่อง Dark Reader®, Transilluminator DR-45M, USA

การวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ internal transcribed spacer (ITS)
น�าดีเอ็นเอของเชื้อรามาเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนบริเวณ ITS rDNA (ITS1-5.8S-ITS2) โดยใช้ไพร์เมอร์ ITS1 

(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990)   
ไพร์เมอร์ละ 10 pmole และมีส่วนผสมอื่นๆ ในการท�าปฏิกิริยาได้แก่ 10X Taq buffer, 2.5mM MgCl

2
, 1 Unit Taq 

DNA polymerase และ 0.2 mM dNTP โดยท�าปฏิกิริยาที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 1 รอบ จากนั้นท�า
ปฏิกิริยาจ�านวน 35 รอบ ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาทีและท่ี  
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาทีและรอบสุดท้ายที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน�า PCR product 
มาท�าการตรวจสอบบน 1% agarose gel ใน 0.5% TBE buffer (89 mM Tris-borate, 2mM EDTA) และใช้กระแส
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ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที โดยใช้ DNA Ladder 100s (SMOBIO®, DM2100, Taiwan) เป็นดีเอน็เอมาตรฐาน
เพื่อเทียบขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ แล้วน�า PCR product ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ส่งให้บริษัท Solgent Sequencing 
Service, ประเทศเกาหลี วิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ

การวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์
เปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือราบริเวณ ITS กับล�าดับเบสท่ีมีบันทึกไว้ในฐานข้อมูล GenBank 

(NCBI) โดยการเรยีงล�าดบันิวคลโีอไทด์ (alignment) ในโปรแกรมชดุคอมพิวเตอร์ MEGA7 จากน้ันน�าข้อมลู alignment 
(M7:ClustaW Parameters) มาสร้าง Phylogenetic tree โดยจัดกลุ่มด้วยวิธี Neighbor-joining ท�าการวิเคราะห์ 
หาค่า bootstrap ด้วยโปรแกรมเดียวกันจ�านวน 1,000 ซ�้า
การทดสอบการก่อโรค

ปลูกเชื้อรา 3 สกุล โดยแยกกันปลูกเชื้อคนละการทดลอง ได้แก่ Fusarium sp., Pythium spp.และ  
Neoscytalidium sp. ลงบนพันธุ์มันส�าปะหลัง 8 พันธุ์ ได้แก่ CMR25-105-47, CMR31-06-103, CM32-99-15, 
SM937-8, R9, R5, R60 และ 29-77-19 ที่ปลูกในถุงด�า ขนาด 15×30 นิ้ว อายุ 1 เดือน ทุกกรรมวิธีท�า 3 ซ�้า โดยใช้ส
ปอร์แขวนลอยที่ความเข้มข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เทราดลงไปในดินปลูกที่อบฆ่าเชื้อแล้ว บันทึกผลทุก 7 วัน โดย
วัดความรุนแรงของการเกิดโรค (disease severity) จนมันส�าปะหลังมีอายุ 3 เดือน หรือหลังปลูกเชื้อ 3 เดือน แบ่ง
ระดับความรุนแรงของโรคที่แสดงออกที่ใบ แบ่งออกเป็น 3 ระดับ คือ ระดับ 1 พืชไม่แสดงอาการเหี่ยว ระดับ 2 พืช
แสดงอาการเหี่ยวและระดบั 3 พชืตาย (Dianese et al., 1990) และแบ่งระดบัความรุนแรงของโรคที่แสดงออกทีล่�าตน้
แบ่งออกเป็น 5 ระดับ คือ ระดับ 1 = ไม่แสดงอาการ, ระดับ 2 = เกิดแผลน้อยกว่า 25 เปอร์เซ็นต์ของพื้นที่ล�าต้น, 
ระดับ 3 = เกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ล�าต้น, ระดับ 4 = เกิดแผล 50-75 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนท่ีล�าต้นและ 
ระดับ 5 = เกิดแผลมากว่า 75 เปอร์เซ็นต์ของพื้นที่ล�าต้น (สุทธิสา ดัชนีย์, 2558)

ผลการศึกษาและวิจารณ์
การจ�าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยา

เชื้อรา Fusarium spp. จ�านวน 5 ไอโซเลท ได้แก่ RYG1, RYG2, RYG3, RYG4, TAK14 จาก จ.ระยอง และ 
จ.ตาก ที่แยกได้จากล�าต้น โคโลนีของเชื้อมีลักษณะฟูสีขาวครีม ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อเมื่อตรวจดูใต้
กล้องจุลทรรศน์ที่ก�าลังขยาย 200 เท่า และ 400 เท่า พบว่า macroconidia มีลักษณะ ค่อนข้างสั้น โค้ง โดยมี 3-4 
septa มีขนาด 27.7×4.0 ไมครอน ส่วน microconidia มีลักษณะคล้ายรูปไข่ หรือ กระสวย มี 0-1 septum มีขนาด 
8.0×5.0 ไมครอน เชือ้ราท้ัง 5 ไอโซเลท จ�าแนกได้เป็น F. solani (Figure 1) ซึง่จากการศกึษาของ Zhang et al., (2014) 
ที่แยกเชื้อรา F. solani จากโรคเน่าแห้งของแครอทในประเทศจีน และได้ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อรา โดย
การตรวจสอบเบื้องต้นพบว่า macroconidia มีลักษณะ ค่อนข้างสั้น โค้ง มีขนาด 16.4-34.4×4.0-6.1 ไมครอน ส่วน 
microconidia มีลักษณะคล้ายรูปไข่ มีขนาด 6.7-10.7×3.0-4.9 ไมครอน ส�าหรับประเทศไทยข้อมูลของเชื้อรา  
F. solani ท่ีก่อให้เกิดโรคล�าต้นและรากเน่าบนมันส�าปะหลังยังไม่มีรายงาน Worapong (2002) รายงานว่าเชื้อรา  
F. oxysporum ท�าให้เกิดโรครากเน่าแห้งบนมันส�าปะหลัง

 เชื้อรา Neoscytalidium spp. จ�านวน 8 ไอโซเลท ได้แก่ RYG5, RYG6, RYG7, TAK16, TAK17, TAK18, 
TAK19, TAK20 จาก จ.ระยอง และ จ. ตาก ที่แยกได้จากส่วนของล�าต้นและหัว โคโลนีของเชื้อรามีลักษณะ เริ่มแรก
เส้นใยมีสีขาวฟูเล็กน้อย เมื่อเส้นใยมีอายุมากข้ึนเส้นใยเปล่ียนเป็นสีด�ามีการสร้าง arthoroconidia คือ มีลักษณะ
สปอร์ต่อกันเป็นลูกโซ่ มีสีเข้ม conidia ระยะอ่อนเซลล์เดียวใสไม่มีสี แต่ต่อมาจะมีการสร้างผนังกัน แบ่งเป็น 2 เซลล์
โดยเซลล์ตรงกลางทึบสีน�้าตาล หัวท้ายใส ผนังจะหนาและเหนียวขึ้น มีขนาด 7.0×3.0 ไมครอน (Figure1) เชื้อราทั้ง 
8 ไอโซเลท จึงจ�าแนกได้เป็นเชื้อรา N. hyalinum
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ซึ่งจากการศึกษาของ สุทธิสา ดัชนีย์ (2558) ที่แยกเชื้อรา Neoscytalidium sp. จากโรคต้นและรากเน่าด�า
ของมนัส�าปะหลงั และได้ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา โดยการตรวจสอบเบือ้งต้นพบว่า conidia ขนาด
เล็ก มีลักษณะ 3 เซลล์ เซลล์ตรงกลางมีสีเข้ม หัวท้าย แหลม ซึ่งเมื่อแยกเชื้อราแล้วน�ามาเล้ียงบนอาหาร PDA  
มีโคโลนีสีด�า สร้างสปอร์เรียงต่อกัน และได้รายงานว่าเชื้อราชนิดนื้ คือ N. hyalinum สาเหตุของโรคต้นและรากเน่าด�า
ของมันส�าปะหลัง

ส�าหรับไอโซเลทของเชื้อราท่ีเหลือซึ่งแยกจากดินบริเวณต้นมันส�าปะหลังมีลักษณะเหมือนเชื้อรา Pythium 
spp. แต่มีความแตกต่างกันซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ Pythium type 1 มี 2 ไอโซเลท (RYG8 และ NMR12) 
และ Pythium type 2 มี 1 ไอโซเลท (RYG10) เชื้อราทั้งสองกลุ่มนี้ เจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ภายใน 3 วัน 
โคโลนขีอง Pythium type 1 ลกัษณะโคโลนรีปูดอกไม้สขีาวคล้ายผงแป้ง oogonium ผนงักลมบางและผนงัคล้ายหนาม 
ขนาดของ oogonium 14.0×14.0 ไมครอน sporangium รูปร่างแบบ subglobose ส่วน Pythium type 2 ลักษณะ 
โคโลนี มีสีขาว เส้นใยฟู oogonium ผนังเรียบและกลม ขนาดของ oogonium 18.0×22.0 ไมครอน sporangium รูป
ร่างแบบ irregular complexes (Figure 1) ส�าหรับประเทศไทย มีรายงานเชื้อราสกุลนี้เป็นสาเหตุของโรคแต่ยังไม่มี
การระบุชนิดของเชื้อรา อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งน้ีได้แยกเชื้อราสกุลน้ีจากดินบริเวณต้นท่ีเป็นโรคซึ่งต้องน�าไป
พิสูจน์การก่อให้เกิดโรคกับต้นมันส�าปะหลังต่อไป และการวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์เพื่อระบุชนิดของเชื้อรา 

 Bandyopadhyay et al., 2006 กล่าวว่าโรครากเน่าเป็นโรคที่ส�าคัญที่สุดในบราซิล แต่ข้อมูลของโรคยังมี
น้อยที่จะกล่าวถึงรายละเอียดของโรคที่เกี่ยวข้องกับโรครากเน่าและการกระจายตัว อย่างไรก็ตามในประเทศแอฟริกา 
เชื้อรา Pythium spp., Fusarium spp., Nectria mauritiicola, Lasiodiplodia theobromae และ Neofusicoccum 
mangiferae มีความสัมพันธ์กับโรครากเน่ามันส�าปะหลัง

Table1 Fungal collection, fungi isolation of diseased cassava tissue and soil from cassava field.

Isolate No. Fungal pathogen Locality Tuber Soil Stem Accession number*

RYG1 F. solani ระยอง 	 LC332026
RYG2 F. solani ระยอง 	 LC332025
RYG3 F. solani ระยอง 	 LC332023
RYG4 F. solani ระยอง 	 LC332024
TAK14 F. solani ตาก 	 LC335885
RYG5 N. hyalium ระยอง 	 LC332033

RYG6 N. hyalium ระยอง 	 LC332031

RYG7 N. hyalium ระยอง 	 LC332032
TAK16 N. hyalium ตาก 	 LC335886
TAK17 N. hyalium ตาก 	 LC335887
TAK18 N. hyalium ตาก 	 LC335888
TAK19 N. hyalium ตาก 	 LC335889
TAK20 N. hyalium ตาก 	 LC355890
RYG8 Pythium spp. ระยอง 	 LC332027
RYG10 Pythium spp. ระยอง 	 LC332031

NMR12 Pythium spp. นครราชสีมา 	 LC332028

 *Accession number of fungal nucleotide sequence in Genbank database.
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 Bandyopadhyay et al., 2006 กล่ำวว่ำโรครำกเน่ำเป็นโรคที่ส ำคัญที่สุดในบรำซิล แต่ข้อมูลของโรคยังมีน้อยที่จะ
กล่ำวถึงรำยละเอียดของโรคที่เกี่ยวข้องกับโรครำกเน่ำและกำรกระจำยตัว อย่ำงไรก็ตำมในประเทศแอฟริกำ เชื้อรำ Pythium 
spp., Fusarium spp., Nectria mauritiicola, Lasiodiplodia theobromae และ Neofusicoccum mangiferae มี
ควำมสัมพันธ์กับโรครำกเน่ำมันส ำปะหลัง 
Table1 Fungal collection, fungi isolation of diseased cassava tissue and soil from cassava field 

Isolate 
No. 

Fungal pathogen Locality Tuber Soil Stem Accession 
number* 

RYG1 F. solani ระยอง     LC332026 
RYG2 F. solani ระยอง     LC332025 
RYG3 F. solani ระยอง     LC332023 
RYG4 F. solani ระยอง     LC332024 
TAK14 F. solani ตำก     LC335885 
RYG5 N. hyalium ระยอง     LC332033 
RYG6 N. hyalium ระยอง     LC332031 
RYG7 N. hyalium ระยอง     LC332032 
TAK16 N. hyalium ตำก     LC335886 
TAK17 N. hyalium ตำก     LC335887 
TAK18 N. hyalium ตำก     LC335888 
TAK19 N. hyalium ตำก     LC335889 
TAK20 N. hyalium ตำก     LC355890 
RYG8 Pythium spp. ระยอง     LC332027 

RYG10 Pythium spp. ระยอง     LC332031 
NMR12 Pythium spp. นครรำชสีมำ     LC332028 

 *Accession number of fungal nucleotide sequence in Genbank database 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 1 Morphology of colony and conidia of F. solani (A, B), N. hyalinum (C, D) and Pythium type 1 (E, F)  
 and Pythium type 2 (G, H) 
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Figure 1 Morphology of colony and conidia of F. solani (A, B), N. hyalinum (C, D) and Pythium type 1  
               E, F) and Pythium type 2 (G, H).

การวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS rDNA
เมื่อน�าดีเอ็นเอของเชื้อรามาเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนบริเวณ ITS rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4  

พบว่าเชื้อรา Pythium spp. ท้ัง 2 กลุ่ม มีขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอประมาณ 800 คู่เบส เมื่อน�าข้อมูลล�าดับเบส 
มาวิเคราะห์ร่วมกับล�าดับเบสของเชื้อรา Pythium จากฐานข้อมูล NCBI ได้แก่ P.graminicola (AY598625  
และ KU569294), P. acanthicum (KU209726 และ KU208874) และเชื้อรา Phytophthora crytogea (KP288372 
และ KP288378) เชื้อรา Pythium spp. แบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย ไอโซเลท RYG10 ซึ่งจัดเป็น 
กลุ่มเดียวกับเชื้อรา P. graminicola (AY598625 และ KU569294) ซึ่ง Pythium กลุ่มที่ 1 มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา
แบบ Pythium type 1 ส�าหรับกลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย ไอโซเลท RYG8 และ NMR12 ซึ่งจัดเป็นกลุ่มเดียวกับเชื้อรา  
P. acanthicum (KU209726 และ KU208874) ซึ่ง Pythium กลุ ่มน้ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแบบ  
Pythium type 2 โดยแต่ละกลุ่มมีค่าความเชื่อม่ันในการจัดกลุ่ม 100% (Figure 2) ส�าหรับการจ�าแนกชนิดเชื้อรา  
P. graminicola ที่แยกได้จากโรครากเน่าของสัปปะรด โดย Pornsuriya (2008) มีการวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS rDNA โดยใช้ บริเวณ ITS1 และ ITS2 ซึ่ง Matsumoto et al., (1999) มีการวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS rDNA ด้วยวิธี Maximum parsimony โปรแกรม heuristic search algorithm PAUP 3.1.1 ที่ bootstrap 
1,000 ซ�้า พบว่า P. graminicola มีความเหมือนกับ P. arrhenomanes ถึง 94% 

 ส�าหรับล�าดับนิวคีโอไทด์ของเช้ือรา Fusarium spp. (RYG1, RYG2, RYG3, RYG4 และ TAK14)  
มีขนาดชิ้นส่วนประมาณ 600 คู่เบส โดยวิเคราะห์ร่วมกับเชื้อรา F. solani (EU982942, KP784419, DQ094641),  
F. oxysporum (GQ922565 และ GQ922563) และ Cylindrocladium quinqueseptatum (JQ347290  
และ JQ347291) เชื้อรา Fusarium ทั้ง 5 ไอโซเลท จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อรา F. solani โดยมีค่าความเชื่อมั่นในการ
จัดกลุ่ม 100% (Figure 3) ส�าหรับการรายงานชนิดของเชื้อรา Fusarium spp. ที่แยกได้จากโรคเน่าของมันส�าปะหลัง
ในต่างประเทศ ได้แก่ บราซิล โดย Vilas Boas et al., (2016)  ได้วิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS rDNA  
พบว่าเชื้อราสาเหตุหลักคือ Fusarium spp. และล�าดับรองลงมาคือ Lasiodiplodia, Neocytalidium  
และ Diaporthe/Phomopsis complex, Phytophthora และ Corallomycetella  ส�าหรบัเชือ้ราในสกลุ Fusarium spp.  
ที่เป็นสาเหตุโรครากเน่าแห้งมันส�าปะหลังนั้นสามารถแบ่งกลุ่มได้ 6 กลุ่ม โดยไอโซเลทส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่มของ 
เชื้อรา F. solani (FSSC) และอีกกลุ่มคือ F. oxysporum (FOSC) โดย F. solani เป็นเชื้อราสาเหตุที่พบว่าเป็นสาเหตุ
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ทั่วพ้ืนที่การผลิตมันส�าปะหลัง นอกจากในประเทศบราซิลแล้วมีประเทศอื่นๆท่ีพบว่าเชื้อราชนิดน้ีระบาด ได้แก่ 
โคลัมเบีย อินเดีย มาเลเซีย ไนจีเรีย และ ปาปัวนิวกินี เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ในทวีปแอฟริกา พบว่าเชื้อรา  
F.oxysporum เป็นเช้ือสาเหตุหลักของโรครากเน่ามันส�าปะหลังและท�าให้เกิดความเสียหายจ�านวนมากกับผลผลิต 
ส�าหรบัประเทศไทยยังไม่มรีายงานท่ีระบเุชือ้รา Fusarium ในระดบัสปีชส์ีท่ีเป็นสาเหตขุองโรครากเน่าหัวเน่าและล�าต้น
เน่า จากผลการวิเคราะห์นีส้ามารถจ�าแนกชนดิของเชือ้รา Fusarium ได้เป็น F. solani  โดยลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
และการวิเคราะห์ล�าดับเบสบริเวณ ITS rDNA 

เชื้อรา N. hyalinum มีขนาดชิ้นส่วนบริเวณ ITS rDNA ประมาณ 550 คู่เบส เมื่อวิเคราะห์ร่วมกับเชื้อรา                 
N.hyal inum  (KX098314 และ AT211564), N. novaehollandiae  (MF511047 และ EF585540)  
และ Lasidiodiplodia pseudotheobromae (KJ607141 และ KF369264) เชื้อรา Neoscytalidium ทั้ง 8 ไอโซเลท  
(RYG5, RYG6, RYG7, TAK16, TAK17, TAK18, TAK19 และ TAK20 ) ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับเชื้อรา  
N. hyalinum (KX098314 และ KT211564) ค่าความเชื่อมั่นในการจัดกลุ่ม 70% (Figure 4) จากการศึกษามีความ
สอดคล้องกับการศึกษาของ สุทธิสา ดัชนีย์ (2558) จากการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเบริเวณ ITS rDNA  
ด้วยไพร์เมอร์ ITS1/ITS4 มีขนาดของแถบดีเอ็นเอประมาณ 550 คู่เบส และจ�าแนกได้เป็นเชื้อรา N. hyalinum   
จากการศึกษาของ Vilas Boas et al., (2016) ได้แยกเชื้อราจากอาการรากเน่าด�าทั้งหมด 15 ไอโซเลทท่ีจัดอยู่ใน  
Botrospaeriaceae 9 ไอโซเลทแยกเป็นกลุ่ม Lasiodiplodia theobromae และ 6 ไอโซเลทแยกเป็นกลุ่ม  
Neoscytalidium hyalinum ซึ่งมีต้นก�าเนิดจากรัฐ Bahia Maranhão Paraiba และ Tocantins 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 The neighbor-joining tree based on rDNA-ITS nucleotide sequence of Pythium spp.  

comparing with those of Phythopthora cryptogea from NCBI databases via MEGA program 7.0  
(bootstrap 1000 replicates) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 The neighbor-joining tree based on rDNA-ITS nucleotide sequence of Fusarium solani 

comparing with those of F. oxysporum and Cylindrocladium quinqueseptatum from NCBI databases via 
 MEGA program 7.0 (bootstrap 1000 replicates) 
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Figure 2 The neighbor-joining tree based on rDNA-ITS nucleotide sequence of Pythium spp. comparing  
         with those of Phythopthora cryptogea from NCBI databases via MEGA program 7.0  
               (bootstrap 1000 replicates).
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Figure 4 The neighbor-joining tree based on rDNA-ITS nucleotide sequence of Neoscytalidium hyalinum  
 comparing with those of N. novaehollandiae and Lasiodiplodia pseudotheobromae from NCBI databases  
 via MEGA program 7.0 (bootstrap 1000 replicates) 
การทดสอบการก่อโรค 
 จำกกำรทดสอบโรคบนมันส ำปะหลังจ ำนวน 8 พันธุ์ ด้วยเชื้อรำทั้ง 3 สกุล ได้แก่ Fusarium sp. Neoscytalidium sp. 
และ Pythium spp. พบว่ำ เกิดอำกำรของโรคล ำต้นเน่ำกับมันส ำปะหลัง 3 พันธุ์ คือ CM32-99-15 และ CMR25-105-47 เมื่อ
ปลูกเชื้อด้วยเชื้อรำ F. solani (Figure 5) และ CM32-99-15 และ R9 เมื่อปลูกเชื้อ N. hyalinum โดยพบอำกำรหลังจำกปลูก
เชื้อได้ 7 วัน ล ำต้นหยุดกำรเจริญเติบโต ใบเริ่มเหี่ยวและยืนต้นตำย เมื่อน ำมำผ่ำตรวจสอบเนื้อเยื่อภำยในของท่อนพันธุ์ พบว่ำ 
ลักษณะภำยนอกเปลือกมีสีด ำและส่วนเนื้อเยื่อภำยในมีสีน้ ำตำลไม่มีกลิ่นเหม็น รำกเน่ำมีสีน้ ำตำล ต้นตำยในขณะที่ยังไม่สร้ำง
หัว (Figure 6) ส่วนต้นที่ยังไม่แสดงอำกำรดูผลถึงอำยุ 3 เดือน พบว่ำต้นมันส ำปะหลังไม่มีควำมผิดปกติและไม่เกิดโรค เมื่อน ำ
ท่อนมันส ำปะหลังที่แสดงอำกำรมำแยกเชื้อบนอำหำร PDA พบ เชื้อ F. solani และ N. hyalinum และเชื้อรำสำเหตุชนิดอื่น
ปนเปื้อนด้วย ส ำหรับกำรประเมินโรคบนใบของมันส ำปะหลังทั้ง 3 พันธุ์ที่เกิดโรค อำกำรอยู่ในระดับ 3 คือ ต้นตำย ส่วนกำร
ประเมินโรคบนท่อนมันส ำปะหลัง CM32-99-15 และ CMR25-105-47 เมื่อปลูกเชื้อ F. solani และ N. hyalinum อำกำรอยู่
ระดับ 3 พบอำกำรและมีแผล 25-75 เปอร์เซ็นต์ของพื้นที่ล ำต้น ส่วนพันธุ์ R9 เมื่อปลูกเชื้อด้วยเชื้อรำ N. hyalinum อำกำรอยู่
ระดับ 2 แสดงอำกำรและมีแผลน้อยกว่ำ 25 เปอร์เซ็นต์ของพื้นที่ล ำต้น ส ำหรับกำรปลูกเชื้อด้วยเชื้อรำ Pythium spp. ต้นมัน
ส ำปะหลังไม่มีควำมผิดปกติและไม่เกิดโรค เช่นเดียวกับกรรมวิธีควบคุม โดยเชื้อรำ Pythium spp. ทุกไอโซเลทได้แยกมำจำก
ดินซึ่งอำจเป็นเชื้อรำทั่วไปในดินไม่ได้เป็นสำเหตุโรคเนื่องจำกมีรำยงำนเชื้อ Pythium spp. เป็นพวกเกิดและอำศัยอยู่ในดิน 
(soil borne) ซึ่งมีควำมสำมำรถที่อยู่รอดด้วยกำรเป็นพวกแซปโพไฟท์ (saprophyte) (ทวี เก่ำศิริ, 2549) 
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Figure 4 The neighbor-joining tree based on rDNA-ITS nucleotide sequence of Neoscytalidium hyalinum 
   comparing with those of N. novaehollandiae and Lasiodiplodia pseudotheobromae from NCBI  
               databases  via MEGA program 7.0 (bootstrap 1000 replicates).
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การทดสอบการก่อโรค
จากการทดสอบโรคบนมันส�าปะหลังจ�านวน 8 พันธุ์ ด้วยเชื้อราทั้ง 3 สกุล ได้แก่ Fusarium sp.  

Neoscytalidium sp. และ Pythium spp. พบว่า เกิดอาการของโรคล�าต้นเน่ากับมันส�าปะหลัง 3 พันธุ์ คือ  
CM32-99-15 และ CMR25-105-47 เมื่อปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา F. solani (Figure 5) และ CM32-99-15 และ R9 เมื่อ
ปลกูเชือ้ N. hyalinum โดยพบอาการหลงัจากปลกูเชือ้ได้ 7 วัน ล�าต้นหยุดการเจรญิเตบิโต ใบเริม่เหีย่วและยืนต้นตาย 
เมื่อน�ามาผ่าตรวจสอบเนื้อเยื่อภายในของท่อนพันธุ์ พบว่า ลักษณะภายนอกเปลือกมีสีด�าและส่วนเนื้อเยื่อภายในมีสี
น�้าตาลไม่มีกลิ่นเหม็น รากเน่ามีสีน�้าตาล ต้นตายในขณะที่ยังไม่สร้างหัว (Figure 6) ส่วนต้นที่ยังไม่แสดงอาการดูผล
ถึงอายุ 3 เดือน พบว่าต้นมันส�าปะหลังไม่มีความผิดปกติและไม่เกิดโรค เมื่อน�าท่อนมันส�าปะหลังท่ีแสดงอาการมา
แยกเชื้อบนอาหาร PDA พบ เชื้อ F. solani และ N. hyalinum และเชื้อราสาเหตุชนิดอื่นปนเปื้อนด้วย ส�าหรับการ
ประเมินโรคบนใบของมันส�าปะหลังทั้ง 3 พันธุ์ที่เกิดโรค อาการอยู่ในระดับ 3 คือ ต้นตาย ส่วนการประเมินโรคบนท่อน
มันส�าปะหลัง CM32-99-15 และ CMR25-105-47 เมื่อปลูกเชื้อ F. solani และ N. hyalinum อาการอยู่ระดับ 3 พบ
อาการและมแีผล 25-75 เปอร์เซน็ต์ของพ้ืนท่ีล�าต้น ส่วนพันธ์ุ R9 เมือ่ปลกูเชือ้ด้วยเชือ้รา N. hyalinum อาการอยู่ระดบั 
2 แสดงอาการและมีแผลน้อยกว่า 25 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนท่ีล�าต้น ส�าหรับการปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา Pythium spp.ต้น 
มันส�าปะหลังไม่มีความผิดปกติและไม่เกิดโรค เช่นเดียวกับกรรมวิธีควบคุม โดยเชื้อรา Pythium spp. ทุกไอโซเลทได้
แยกมาจากดินซึ่งอาจเป็นเชื้อราท่ัวไปในดินไม่ได้เป็นสาเหตุโรคเน่ืองจากมีรายงานเชื้อ Pythium spp. เป็นพวกเกิด
และอาศัยอยู่ในดิน (soil borne) ซึ่งมีความสามารถท่ีอยู่รอดด้วยการเป็นพวกแซปโพไฟท์ (saprophyte)  
(ทวี เก่าศิริ, 2549)

  
 

 

 

 

   

 
 
 
Figure 5 Symptoms of cassava at 7 days after inoculation with F. solani, A: Leaves wilting and  

sudden death B: Brown in central tissue C: Bloated at stem base and brown bruising  
D: Control 
 
 

 

 

 

 
 
Figure 6 Symptoms of cassava at 7 days after inoculation with N. hyalinum, A: Leave wilting and  
 sudden death B: Brown and dark in central tissue C: Rotted root and not germination  

D: Control 

สรุปผลการศึกษา 
 จำกกำรแยกตัวอย่ำงเชื้อรำจำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่แสดงอำกำรโรคหัวและล ำต้นเน่ำ และจำกดินสำมำรถ
จ ำแนกเชื้อรำสำเหตุทั้งหมดได้ 3 สกุล ได้แก่ Pythium spp., Neoscytalidium hyalinum และ Fusarium solani โดย
อำศัยลักษณะทำงสัณฐำนและเปรียบเทียบล ำดับล ำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS rDNA กำรทดสอบกำรก่อโรค
และกำรประเมินโรคในเบื้องต้น พบว่ำ เชื้อรำ F. solani และ N. hyalinum เป็นสำเหตุของโรคเน่ำแห้งและเน่ำด ำของมัน
ส ำปะหลัง ในขณะที่เชื้อรำ Pythium spp. ที่แยกจำกดินไม่เป็นสำเหตุโรคหัวและล ำต้นเน่ำ 
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เอื้อเฟื้อสถำนที่ในกำรท ำงำนวิจัย 
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Figure 5 Symptoms of cassava at 7 days after inoculation with F. solani, A: Leaves wilting and sudden  
                death B: Brown in central tissue C: Bloated at stem base and brown bruising D: Control
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Figure 6 Symptoms of cassava at 7 days after inoculation with N. hyalinum, A: Leave wilting and  
 sudden death B: Brown and dark in central tissue C: Rotted root and not germination  

D: Control 
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Figure 6 Symptoms of cassava at 7 days after inoculation with N. hyalinum, A: Leave wilting and sudden  
               death B: Brown and dark in central tissue C: Rotted root and not germination D: Control

สรุปผลการศึกษา
จากการแยกตวัอย่างเชือ้ราจากตวัอย่างมนัส�าปะหลงัทีแ่สดงอาการโรคหวัและล�าต้นเน่า และจากดนิสามารถ

จ�าแนกเชื้อราสาเหตุทั้งหมดได้ 3 สกุล ได้แก่ Pythium spp., Neoscytalidium hyalinum และ Fusarium solani โดย
อาศัยลักษณะทางสัณฐานและเปรียบเทียบล�าดับล�าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS rDNA การทดสอบ 
การก่อโรคและการประเมินโรคในเบื้องต้น พบว่า เชื้อรา F. solani และ N. hyalinum เป็นสาเหตุของโรคเน่าแห้งและ
เน่าด�าของมันส�าปะหลัง ในขณะที่เชื้อรา Pythium spp. ที่แยกจากดินไม่เป็นสาเหตุโรคหัวและล�าต้นเน่า
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ที่เอื้อเฟื้อสถานที่ในการท�างานวิจัย
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