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บทคัดยอ 

 
   การศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอของเช้ือรา Phytophthora  capsici สาเหตุโรคลําตนไหมของพริกเพือ่ 
ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของเชือ้ราในแตละแหลงปลูกและกําหนดขอบเขตของศัตรูพืช
กักกนั  ดําเนินการเก็บไอโซเลทของเช้ือราจํานวน  15 ไอโซเลท จากแหลงปลูกพริกของจังหวัด
เชียงใหม เชยีงราย สกลนคร  เพชรบูรณและหนองคาย ระหวางป 2550-2551  การศึกษาใน
หองปฏิบัติการกรมวิชาการเกษตร ป 2552 โดยการใช RAPD primers  และ  microsattlelite  
primers   260  สาย   เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือรา P.capsici  และเช้ือราเปรียบเทียบ ( P. 
palmivora , Pythium  aphanidermatum ) ผลของการสังเคราะหสายดีเอ็นเอของเช้ือราพบวา 
primer 56 สาย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราทัง้ 3 ชนิดได primer 15 สาย ใหผลความแตกตาง
ของแถบดีเอ็นเอ  การจําแนกกลุมของแถบดีเอ็นเอ ได 3 กลุม ไดแก P. capsici 12 ไอโซเลท จาก
เชียงใหม  เพชรบูรณ และสกลนครเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต   เชื้อรา P. capsici  2 ไอโซเลท จาก
เชียงรายเหมือนกนั 100  เปอรเซ็นต  และเหมือนกับเชื้อรา P. capsici 12 ไอโซเลท 95 เปอรเซ็นต   
P. capsici จากหนองคาย เหมือนกันกับเชื้อรากลุมที่ 1 และ 2  72 เปอรเซ็นต  เช้ือรา P.  
palmivora   ทั้ง 2 ไอโซเลทเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต และเหมือนกบัเชื้อรา P. capsici ทั้ง 3 กลุม 
30 เปอรเซ็นต การจัดกลุมลายพมิพดีเอ็นเอที่ไดสอดคลองกบัความรุนแรงของโรคบนพืชอาศัย 
 

 
 
 
 
 
 

รหัสการทดลอง    09-01-49-02-01-01-10-50 
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คํานํา 
เชื้อรา Phytophthora capsici สาเหตุโรคลําตนไหมของพริกเปนเชื้อราหนึ่งที่ทาํความ

เสียหายตอการปลูกพริกในประเทศไทย (ศรีสุข, 2548)  มีรายงานความเสียหายของพริกตอโรคนี้
ในประเทศจีน เกาหลี และอินเดียซ่ึงเปนแหลงผลิตพริกที่สําคัญ (CABI,2003) เชื้อราสามารถติดไป
กับผลพริก ลําตน ใบ และรากของพืชอาศัย และถูกจดัวาเปนเช้ือรากักกนัพืช มีการศึกษาจําแนก
สายพนัธุ (physiological race)โดยการใชพืชอาศัย  แตไมพบวามีความสัมพันธระหวาง
ความสามารถในการทําใหเกิดโรคและพืชอาศัย  
( Polach and Webster,1972)   

การศึกษาสัณฐานวิทยาของเช้ือรา 84  ไอโซเลท ดวยการใช isozyme พบวาแบงออกได 3 
กลุม กลุมที ่1 เปนเชื้อราที่แยกไดจากพืชตระกูลมะเขือ  พืชตระกูลแตง  พริกไทย และโกโก กลุมที่ 
2 เปนเช้ือราทีแ่ยกไดจากพชืเขตรอน ไดแก พริกไทย มะละกอ มะคาดาเมียและยางพารา และเช้ือ
ราจากรัฐฮาวายในสหรัฐอเมริกา  กลุมที่ 3 เปนเช้ือราที่แยกจากโกโกของประเทศบราซิล 
(Oudemans and Coffey, 1991) การศึกษาเช้ือรา P. capsici  ที่แยกไดจากพริกดวยการใช
เทคนิค RFLP สามารถจัดกลุมของแถบดีเอ็นเอออกได 4 กลุม (Hwang et al., 1991) ในประเทศ
ไทยมีการจําแนกสายพันธุของเชื้อรานี้ดวยการใชพชือาศัยมาตรฐาน 11 สายพนัธุ (differential 
hosts)  พบวาเชื้อรานี้เปน pathotype ที่ 3 (ศรีสุข, 2550) การศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอของเช้ือรา P. 
capsici  คร้ังนี้เพื่อใชประโยชนในการพิจารณาความหลากหลายทางชีวภาพของเชือ้ราที่แยกไดใน
แตละแหลงปลูกของประเทศสําหรับกาํหนดขอบเขตของศัตรูพืชกักกนั  และเพือ่ใชเปนหลักฐาน
อางอิงสําหรับการใชดีเอ็นเอตัวตรวจที่จะมกีารพัฒนาข้ึนจากขอมูลที่ไดจากการศึกษาคร้ังนี ้ 

 
อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ  
1.  เชื้อรา Phytophthora capcisi  15 ไอโซเลท จากจังหวัด  เชียงใหม เพชรบูรณ 
      หนองคาย สกลนคร และเชียงราย 
2.   เชื้อรา P.  palmivora  2 ไอโซเลท   (แยกไดจากรากสมจังหวัดสมทุรสาคร และ 
       รากทุเรียนจังหวัดจนัทบุรี) 
3    เชื้อรา Pythium aphanidermatum   สาเหตุโรคลําตนเนาของพริกที่แยกเช้ือไดจาก 
      ตนพริกในแหลงปลูกจังหวัดนครราชสีมา 
4.  RAPD primers, microsattlelite  primer  ( Univerity of British Columbia,  
     Canada,ชุด 1 และ ชุด  9 ) จํานวน 200  primers และ Operon  primers จํานวน 60 

primers 
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5.  อุปกรณในหองปฏิบัติการโรคพืช   
6.   อุปกรณและสารเคมีสําหรับงานวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ  

วิธีการ 
 รวบรวมตนพริกที่แสดงอาการลําตนไหมจากแหลงปลูกพริก อําเภอแมริม และ  อําเภอสัน

ทรายจังหวัดเชียงใหม  อําเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ  อําเภอพรรณานิคม จังหวัดสกลนคร 
อําเภอเมือง และ อําเภอเชียงแสน จงัหวัดเชียงราย และ อําเภอเมือง จงัหวดัหนองคาย ซึ่งมีการ
ระบาดของโรคและแยกเชื้อรา   P. capsici  บริสุทธิ์ดวยอาหารเล้ียงเชื้อจําเพาะ (RNV) ตรวจสอบ
ความสามารถในการทําใหพริกเปนโรคและ สายพนัธุของเช้ือราโดยใชพันธุพริกทดสอบ 9 พนัธุ 
ไดแก CM 334,PI 201232, CM 331, CNPH 703, PI 201238, PI 201234,, PI 189550, Early 
calwonder  และ PB 602  เพื่อใชเปรียบเทียบกับลายพมิพดีเอ็นเอที่สรางไดในภายหลัง 

แยกเช้ือรา P.  palmivora  บริสุทธิ์จากรากสมที่เก็บจากจังหวัดสมทุรสงคราม และ จาก
รากทุเรียนที่เก็บจากจังหวดัจันทบุรีดวยวิธีการเดียวกบัการแยกเช้ือรา P. capsici   

แยกเช้ือรา Pythium aphanidermatum   บริสุทธิ์จากรากพริกที่เก็บจากจังหวัด
นครราชสีมาดวยวธิีการเดียวกับการแยกเช้ือรา P. capsici   

 เพิ่มปริมาณเสนใยของเช้ือราทั้ง 18 ไอโซเลท ดวยอาหารเหลว V-8  เปนเวลา 14 วัน    
กรองเสนใย  ลางดวยน้าํกล่ันนึง่ฆาเชื้อหลาย ๆ คร้ัง ผ่ึงเสนใยใหแหง  นําไปบดใหเปนผงละเอียด 

นําผงของเสนใยไปสกัดดีเอ็นเอดวยการใชวิธีการสกัดของ Murray  and Thompson 
(Murray and Thompson, 1980) ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทธานอล แอลกอฮอร 70% เก็บดีเอ็นเอ
ที่สกัดไดในสารละลาย TE และนําไปเก็บในตูปรับอุณหภูมิ   4 องศาเซลเซียส   เพือ่นําไปใชศึกษา
ตอไป 

นําดีเอ็นเอที่เก็บรักษาไวมาวัดความเขมขนดวยเคร่ืองอานความเขมขนของดีเอ็นเอ ปรับ
ความเขมขนดีเอ็นเอตนแบบที่  25 นาโนกรัม เพื่อใชในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ  การเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเคร่ืองสังเคราะหดีเอ็นเอ (thermal cycler, Perkin-Elmer 9700) โดยใช RAPD primer 
ชนดิ 10 bases จํานวน 160 สาย (UBC primers ชุด 1 และ Operon primers) และ 
microsattlelite  primer จํานวน 100 สาย (UBC primers ชุด 9) โปรแกรมสังเคราะหดีเอ็นเอใชที่
อุณหภูมิของการสังเคราะหดีเอ็นเอ ที่ 94 องศาเซลเซยีส   นาน 1 นาที   ที่ 35 องศาเซลเซยีส   
นาน 1 นาท ีและ  ที ่72 องศาเซลเซียส   นาน 2 นาท ีจาํนวน 40 รอบ ตอจากนัน้เพิ่มสายดีเอ็นเอ
ตอที่  72 องศาเซลเซียส   นาน 7 นาท ีเกบ็ผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดที ่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส   นาํ
ผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการสังเคราะหไปตรวจผลดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis  ซึ่งมี
ความเขมขนของ agarose ที่  1 % ในสารละลาย  ethidium bromide ถายภาพดวยเคร่ือง
ถายภาพ นําภาพถายดีเอ็นเอที่ปรากฏไปนับจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได คํานวณขอมูล
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แถบดีเอ็นเอดวยโปรแกรม NYSYS.PC   ผลจากการคํานวณไดขอมูลของลายพมิพดีเอ็นเอที่
ตองการ เปรียบเทยีบลายพิมพดีเอ็นเอทีส่รางไดกับขอมูลเบ้ืองตนของสายพนัธุเชื้อรา P. capsici 
ที่ไดจากการเกิดโรคบนพนัธุพริกทดสอบ 
 
ระยะเวลาการดําเนินงานและสถานทีท่ําการทดลอง 

ระยะเวลา    ตุลาคม  2550 –  กนัยายน 2552 
สถานที ่     กลุม วิจัยโรคพืช  สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพชื  และสํานกัวิจยัพฒันา 
                เทคโนโลยีชีวภาพ 

 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

เก็บตัวอยางเชื้อรา P.  capsici  สาเหตุของโรคลําตนไหม จังหวัดเชียงใหม  หนองคาย  
สกลนคร   เพชรบูรณ และเชียงราย  ได 10,  1,  1,  1  และ  2  ไอโซเลท ตามลําดับ รวม 15  ไอ
โซเลท ตรวจสอบความสามารถในการทาํใหพริกเปนโรคพบวาเช้ือรา 10 ไอโซเลท เชียงใหมทาํให
พริกพนัธุจนิดาเปนโรครุนแรงระดับ  4   เช้ือราไอโซเลทเพชรบูรณ ทําใหพริกพันธุจินดาเปนโรคปาน
กลางระดับ  3.5 เชื้อรา 4 ไอโซเลทจากจังหวัดเชียงราย หนองคายและสกลนคร ทําใหพริกพนัธุ
จินดาเปนโรคตํ่าระดับ  2.5 

เมื่อใช RAPD primers และ  microsattlelite  primer   จํานวน 260  สาย ในการ
สังเคราะหสายดีเอ็นเอของเชื้อรา และปฏิบัติไดผลเชนเดียวกนั 3 คร้ังการทดลอง  พบวา primer 
56 สาย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือรา P. capsici  ได แต primer เพียง 15 สาย  ที่ใหผลความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอ นําแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนัไปคํานวณดวยโปรแกรม NYSYS.PC ได
กราฟแสดงความสัมพันธของเช้ือรา  P. capsici ออกเปน 3 กลุม โดยพบวาเช้ือรา P. capsici 12 
ไอโซเลท จากจังหวัดเชียงใหม  เพชรบูรณ และสกลนครมีความเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นตกลุมที่ 2  
เชื้อรา P. capsici  2 ไอโซเลท จากจังหวดัเชียงรายเหมอืนกนั 100  เปอรเซ็นต  และเหมือนกับเชือ้
รา P. capsici 12 ไอโซเลท ในกลุมที ่ 1 ถึง 95 เปอรเซ็นต กลุมที่ 3 เปนเช้ือรา P. capsici จาก
จังหวัดหนองคาย มีความเหมือนกนักับเชื้อรากลุมที่ 1 และ 2  72 เปอรเซ็นต  เชื้อรา P.  
palmivora   ทั้ง 2 ไอโซเลทมีความเหมอืนกนั 100 เปอรเซ็นต และเหมือนกับเชือ้รา P. capsiciทั้ง 
3 กลุมเพยีง 30 เปอรเซ็นต อยางไรกต็ามเชื้อรา Pythium aphanidermatum จากจังหวดั
นครราชสีมามคีวามแตกตางกับเชื้อรา P. capsici และเช้ือรา P.  palmivora  อยางมาก โดยพบวา
มีความเหมือนกับเชื้อราทัง้ 2 กลุมเพียง 25 เปอรเซ็นต 

การเปรียบเทยีบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือรา P. capsici 12 ไอโซเลท จาก 5 แหลงปลูก ที่
สรางไดนี้กับความสามารถของการทําใหพริกเกิดโรค พบวาเช้ือราที่มีความสามารถในการทาํให
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เกิดโรคสูง(จากจังหวัดเชยีงใหม) เชื้อราท่ีมีความสามารถในการทาํใหเกิดโรคต่ํา (จากจังหวัด
เชียงราย) ถกูจัดไวในกลุมเดียวกนั  และเช้ือรา ยกเวนเชื้อรา P. capsici ไอโซเลทเพชรบูรณทีม่ี
ความสามารถในการทําใหเกิดโรคระดับปานกลาง ระดับ 3.5 และเช้ือรา รา P. capsici ไอโซเลทส
กลนคร ที่มีความสามารถในการทําใหเกดิโรคตํ่าระดับ  2.5 ถกูจัดไวในกลุมที่แสดงความสามารถ
ในการทําใหเกิดโรครุนแรงระดับ 4  สําหรับเชื้อรา รา P. capsici ไอโซเลทหนองคายที่มี
ความสามารถในการทําใหเกิดโรคตํ่าระดับ  2.5 ไมถกูจัดไวในกลุมเดียวกับเชื้อราไอโซเลทอ่ืน ๆ  
ผลการศึกษานี้พบวาการจัดกลุมลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดสอดคลองกับความรุนแรงของโรคบนพชื
อาศัย 

 
สรุปผลการทดลอง  

โรคลําตนไหมของพริกเกิดจากเช้ือรา Phytophthora  capsici  จํานวน  15 ไอโซเลท จาก
แหลง 

ปลูกพริกของจังหวัดเชียงใหม เชียงราย สกลนคร  เพชรบูรณและหนองคาย   จําแนกสายพันธุดวย
พืชทดสอบ 11 ชนิดพบวาเปน Pathotype ที่ 3 มีความรุนแรงของโรคบนพริกพนัธุจนิดาวัดไดระดับ 
4 (รุนแรงมาก) เมื่อใช RAPD primers และ  microsattlelite  primer   จํานวน 260  สาย และ ใน
การสังเคราะหสายดีเอ็นเอของเช้ือราพบวา primer 56 สาย เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือรา P. 
capsici  ได primer 15 สาย ใหผลความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ  การจําแนกกลุมของแถบดีเอ็น
เอ ได 3 กลุม กลุมที่ 1คือ  P. capsici 12 ไอโซเลท จากเชยีงใหม  เพชรบูรณ และสกลนคร
เหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต กลุมที่ 2  เชื้อรา P. capsici  2 ไอโซเลท จากเชยีงรายเหมือนกัน 100  
เปอรเซ็นต  และเหมือนกับเชื้อรา P. capsici 12 ไอโซเลท ในกลุมที่ 1 ถึง 95 เปอรเซ็นต กลุมที ่3 
เปนเช้ือรา P. capsici จากหนองคาย เหมือนกนักับเชือ้รากลุมที ่1 และ 2  72 เปอรเซ็นต  เชือ้รา 
P.  palmivora   ทั้ง 2 ไอโซเลทเหมือนกนั 100 เปอรเซ็นต และเหมือนกับเชื้อรา P. capsici ทั้ง 3 
กลุม 30 เปอรเซ็นต  การจัดกลุมลายพิมพดีเอ็นเอทีไ่ดสอดคลองกับความรุนแรงของโรคบนพืช
อาศัย
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Fig. 1  Phylogenetic tree of 16 isolates of Phytophthora capsici  and 2 isolates of P.  
palmivora   constructed   with RAPD data by using  NTSYS.PC  program [P. capsici   
isolates; PMR  = MaeRim,  Chiangmai ; PSM = Sansai , Chiangmai;  PSK  =  
Sakonnakorn; PPB  =  Petchaboon;  PCR  = Chiangrai ; PNK  =  Nongkai , P. palmivora  
isolates; PSS = Samutsakorn ( from tangarine) ;  PJB = Chantaburi (from durian) PNR= 
Pythium  aphanidermatum  isolates from Nakornrachasima.
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Fig. 2   Random amplified polymorphic DNA(RAPD) profiles of amplification with primers 
UBC  
( Univerity of Britich Columbia)  848, 856,858,866,868,873,884,889. and 891 Phytophtora 
capsici   Lane 1-9= from MaeRim,  Chiangmai, Lane 10 =   from Sansai,  Chiangmai;   
Lane 11-12 = from Sakonnakorn, Petchaboon;  Lane 13-14   = Chiamgrai; Lane 15-16  P. 
pamivora; Lan17= Pythium  aphanidermatum    Lane 18 = Nongkai. Molecular marker : 
100 bp ladder. 
 

UBC  848   856    858    866    868    873   884   889   891   


