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ลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธุกรรมรา Phytophthora 
parasitica 1 

 
อมรรัตน  ภูไพบูลย       ปยรัตน  ธรรมกิจวัฒน 

กลุมวิจัยโรคพืช      สํานกัวิจยัพัฒนาการอารกัขาพืช  
      

 

บทคัดยอ 
 ไดศึกษารา Phytophthora spp. ที่ไดจากการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรคราก
เนา โคนเนา ผลเนา จากพชืชนิดตางๆ ในแหลงปลูกทีสํ่าคัญทั่วประเทศ ในป พ.ศ. 2550-2551 
และเช้ือที่มีอยูใน culture collection รวม 14 จังหวัด คือ กรุงเทพฯ ปทุมธานี นครปฐม ปราจีนบุรี 
ระยอง จันทบุรี เพชรบูรณ เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ กระบ่ี ภูเก็ต กําแพงเพชร ลําปาง และเชียงใหม 
แยกเช้ือบริสุทธิ์ ได รา Phytophthora. spp. 33 ไอโซเลท ทีเ่ปนสาเหตุโรคพืช 12 ชนิด คือ หมากผู
หมากเมีย เดหลี ยางพารา ลองกอง ทุเรียน มะเขือ (มะเขือมวงผลเล็ก และมะเขือมวงผลใหญ 
มะเขือยาว) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม หนาวัว และแพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) ตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะการเจริญของเสนใย 
(ลักษณะโคโลน)ี ลักษณะรูปรางและขนาดสปอรและศึกษาแบบคูผสมของรา Phytophthora. spp. 
จําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวทิยา พบ รา P. parasitica จํานวน 29 ไอโซเลท เปนสาเหตุ
โรคเนาของพชืที่ศึกษา และพบ รา P. heveae เปน สาเหตุโรคกลาเนาของกลวยไมรองเทานารีอิน
ทนนท รา P. palmivora เปน สาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน สาเหตุโรคหนายางพาราเนา 
จากปราจีนบุรี  คือ รา P. parasitica แตสาเหตุโรคหนายางพาราเนา จากจนัทบุรี คือ รา P. 
botryosa และรา Pythium sp. แยกไดจากตนหนาวัว  
 ศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพนัธกุรรมของรา Phytophthora spp. 
ดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 2 ชนิด คือ SSR-PCR และ AFLP ดวยเทคนิค SSR-PCR โดย 
microsattlelite ไพรเมอร จํานวน 9 คู ไดแถบดีเอ็นเอทีม่ีความแตกตาง 220 แถบ จากพืชอาศัย 6 
ชนิด ไดแก ยางพารา (โรคหนายางพาราเนา จากปราจีนบุรี) สับปะรด สะระแหน กลวยไม  สม 
และ Pythium sp. จากหนาวัว วิเคราะหความสัมพนัธทางพันธุกรรม ดวยโปรแกรม NTSys 2.22e 
(Dice coefficient) Phylogenetic tree แบงกลุมรา Phytophthora spp. ออกจากรา Pythium sp. 
ที ่ 30% similarity รา Phytophthora spp. จําแนกเปน 4 กลุม คือ A เปนรา P. parasitica จาก
ยางพารา กลุม B ประกอบดวยรา P. parasitica จากสับปะรด สะระแหน กลวยไม และสม ดวยคา 
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similarity 45-80 % กลุม C เปนรา P. haveae สาเหตุโรคกลวยไมรองเทานารี กลุม D เปนรา P. 
palmivora สาเหตุโรคกลวยไม ไมพบรูปแบบความสัมพันธทางพันธกุรรมที่ชัดเจนกับพืชอาศัยหรือ
แหลงปลูกพืช ลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP ไพรเมอร E+A/M+AAC ไดแถบดีเอ็นเอที่มี
ความแตกตางกัน 65 แถบ แบงราออกเปน 7 กลุม พบความสัมพันธของลักษณะพนัธุกรรมกับพชื
อาศัยและแหลงปลูกพืชในบางกลุม ไดแก กลุม A เปนไอโซเลท ของรา สาเหตุโรคกลวยไม จาก
จังหวัดเชียงใหม (similarity 45-75 %) (จําแนกทางสัณฐานวิทยาไดเปนรา P. parasitica และ P. 
haveae) กลุม B เปนไอโซเลทของหนาววั จากจังหวัดภูเก็ต ลําปาง และ ปราจีนบุรี ยกเวนไอโซเล
ทจากกรุงเทพมหานคร ที่มคีวามแตกตางจากไอโซเลทอ่ืน จัดอยูในกลุม F เปนสายพันธุที่กอใหเกดิ
โรครุนแรง กลุม C เปนไอโซเลทจากมะเขือ สะระแหน และเดหลี กลุม D เปนไอโซเลทจาก
ยางพารา และสม และกลุม E, F เปนไอโซเลทจากหมากผูหมากเมยีและลองกอง การศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมดวยเคร่ืองหมายโมเลกุลแสดงใหเห็นวารา Phytophthora parasitica 
จากพืชอาศัยชนิดตางกัน มคีวามหลากหลายทางพนัธกุรรมคอนขางสูง   
 

คํานํา 
Phytophthora spp. เปนราศัตรูพืชที่สําคัญ ทําลายพืชผลที่สําคัญทางเศรษฐกิจทัว่โลก 

(ทว,ี 2545) ราสกุล Phytophthora บาง species สามารถเล้ียงใหเจริญเติบโตไดบนอาหาร
สังเคราะห เชน P. parasitica สาเหตุโรครากเนาสม และ P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนา
ทุเรียน แตบาง species ก็ไมสามารถเล้ียงได เชน P. infestans ราสาเหตุโรคใบไหมมะเขือเทศและ
มันฝร่ัง หรือมคีวามยากในการเล้ียงเชื้อ เชน           P. milabiris สาเหตุโรคราน้าํฝนลําไย เปนตน 
สําหรับราที่เล้ียงใหเจริญเติบโตบนอาหารสังเคราะหนัน้ แมจะเปน species เดียวกัน เปนสาเหตุ
โรคพืชเดียวกนั แยกไดจากสถานท่ีแตกตางกนั ยงัพบความแตกตางในการเจริญเติบโตบนอาหาร
สังเคราะห เชน รา P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาทุเรียนจากแยกจากทเุรียนจังหวัด
จันทบุรี เจริญเติบโตดีและเร็วกวารา P. palmivora สาเหตุโรครากเนาโคนเนาทุเรียนบางไอโซเลท 
จากจงัหวัดสุราษฎรธานี (อมรรัตน และคณะ, 2546) และพบความแตกตางของความรุนแรงและ
ความออนแอของราใน species เดียวกนั  

การวนิิจฉัยราสาเหตุของโรค โดยทัว่ไปดูจากลักษณะสัณฐานวิทยา แตหากเปรียบเทยีบ
ลายพมิพดีเอนเอ จะใหผลการสนบัสนุนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาไดอีกทางหนึ่ง 
ตัวอยางเชน การรายงานการระบาดของโรคใบไหมและผลเนาของลําไย โดยขจรศักด์ิและคณะ 
(2542, 2543) รายงานวามสีาเหตุจาก Phytophthora capsici แต อมรรัตนและคณะ (2549) ได
ศึกษารายละเอียดของโรคลําไยดังกลาว ในป พ.ศ. 2547 ยืนยนัวา Phytophthora sp. สาเหตุของ
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โรคกิ่งไหมและใบไหมของลําไย เปน P. mirabilis ซึ่งมีรายงานวาเปนสาเหตุของโรคใบไหมของไม
ดอกชนิดหนึ่ง (Mirabilis jalapa)  

นอกจากนีท้ี่กลุมวิจัยโรคพืช ไดรวบรวมตัวอยางรา Phytophthora สาเหตุโรคพชืที่สําคัญ
ทางเศรษฐกิจเปนจํานวนมาก ไดศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา แบบคูผสม เปนขอมูลพืน้ฐาน
ทางวิชาการของเช้ือไวแลว จึงควรทาํการศึกษาลายพมิพ DNA ของราดังกลาว ซึง่เปนขอมูลทาง
พันธกุรรม เพือ่ใหไดขอมูลพันธกุรรม ลายพิมพดีเอ็นเอ ของ รา Phytophthora parasitica  Dastur 
สาเหตุโรคพชืที่มีพชือาศัยจํานวนมาก และเพื่อใหทราบความสัมพันธของขอมูลกับปจจัยสําคัญ 
เชน แหลงปลูก พืชอาศัยของรา P. parasitica แลวจัดกลุมของเช้ือตามลักษณะขอมูลพันธุกรรม 
 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
1. การสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคพชื จากแหลงปลูกที่สาํคัญทั่วประเทศและการ
แยกเชื้อสาเหตุ  

ไดสํารวจและรวบรวมตัวอยางโรคพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจ จากแหลงปลูกทั่วประเทศ 
แลวนําตัวอยางโรคพืชเหลานั้นมาแยกเช้ือบริสุทธิ์ในวันเดียวกนั โดยวธิี tissue transplanting ตัด
บริเวณรอยตอเนื้อเยื่อที่เปนโรคกับเนื้อเยื่อปกติ เปนช้ินสวนขนาด 2x2 มม. ตัวอยางละ 15-20 ชิ้น 

เล้ียงบนอาหาร PDA + BRNAP เพาะเช้ือในอุณหภูมิหอง (25  20ซ.) เปนเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัด
ขอบโคโลนีของเสนใยเช้ือทีเ่จริญออกจากชิ้นตัวอยาง เล้ียงบนอาหาร PDA + BRNAP อีกคร้ัง 
เพาะเช้ือในอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-36 ชั่วโมง ตัดขอบโคโลนีของเสนใยเช้ือทีเ่จริญออกจากชิ้น
เชื้อ เล้ียงบนอาหาร CA (Carrot agar) แลวแยกเก็บเชื้อบริสุทธิ์แตละตัวอยางในหลอดทดลองที่
หองปฏิบัติการโรคพืช กลุมงานวทิยาไมโค กลุมวิจยัโรคพืช สํานกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
กรุงเทพฯ  

 
2. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยาของ รา Phytophthora spp.  
 2.1 การศึกษาลกัษณะการเจรญิของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ 

ไดเล้ียงรา Phytophthora ในจานเล้ียงเช้ือขนาดเสนผาศูนยกลาง 90 มม. ที่มีอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDA และ CA จํานวน 15 มล. เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญของเสนใย ใช cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 5 มม. ทีล่นไฟฆาเชื้อแลว ตัดเสนใยบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อซึง่เล้ียงบนอาหาร 
CA นาน 5 วัน วางใหดานทีม่ีเสนใยของเช้ือคว่ําลงบนอาหารบริเวณกลางจานเล้ียงเชื้อ นําไปบมใน
ตูบมมืดอุณหภูมิหอง จนเชือ้เจริญเติบโตเต็มจานเล้ียงเชื้อ ศึกษาบันทึกลักษณะการเจริญที่ผิวหนา
อาหารและความหนาแนนของเสนใย 
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 2.2 การศึกษาลกัษณะรูปรางและขนาดสปอรของรา  
ไดนํารา Phytophthora ในจานเล้ียงเชื้อ ที่มีอาหารเล้ียงเช้ือ CA จํานวน 15 มล. ตัดชิ้นเช้ือ

ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง CA แชในน้าํทีน่ึ่งฆาเช้ือแลว ทิ้งไว 24-36 ชั่วโมง นําไปไวใตแสงนีออน (white 
cool) 40 วัตต 2 หลอดระยะ 30 ซม.ที่ใหแสง 200 ftc ที่อุณหภูมหิอง ปลอยไวใตแสงนาน 48 ชม. 
เพื่อใหเชื้อสราง sporangia ศึกษาและบันทึกลักษณะการแตกแขนงของกานสปอร 
(sporangiophores) วัดความกวาง (length) และความยาว (breadth) ของ sporangia เพื่อหา L : 
B ratio วัดความยาวของกานสปอร (pedicel หรือ stalk) ความยาวของ papilla และวัดขนาด
เสนผาศูนยกลางของ chlamydospore ศึกษาสปอรทัง้ 2 ชนิด จาํนวนตัวอยางละ 50 สปอร 
 2.3 การศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา  

ไดเล้ียงรา Phytophthora แตละไอโซเลท บนอาหาร CA วิธีการเดียวกบั ขอ 2.1 จากนัน้ใช 
cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มม. ที่ลนไฟฆาเช้ือแลว ตัดเสนใยบริเวณขอบโคโลนีของ เชือ้
ดังกลาว (unknown) เล้ียงบนอาหาร CA ในจานเล้ียงเชื้อดานตรงขามกับรา P. palmivora  
มาตรฐานทีท่ราบ mating type แลว คือ mating type A1 (P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) 
แลวทําวิธีการเดียวกนักับรา P. palmivora มาตรฐาน mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรค
เนาแกวหนามา) เพื่อหา mating type ของราทกุไอโซเลท นาํเช้ือไปบมที่อุณหภูมหิอง ในที่มืดนาน 
7-10 วัน ศึกษาและบันทึกการสราง sexual structure ของเชื้อ unknown กับ A1 หรือ A2 
มาตรฐาน วัดขนาด (ความกวางและความยาว) ของ oogonia, oospores และ antheridia จํานวน
ไอโซเลทละ 50 สปอร ศึกษาตําแหนงของ antheridia บนผิวของ oogonium และลักษณะของ 
oospore ที่อยูภายในแตละ oogonium 

 
3. การจาํแนกชนิดรา  Phytophthora spp. 

ไดเปรียบเทียบผลการศึกษา ลักษณะการเจริญเสนใย ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอร
ชนิดตางๆ คือ sporangia, chlamydospores, oogonia, antheridia และ oospores ของราที่
นํามาศึกษา กับ คูมือการจําแนกชนิด Phytophthora ของ Waterhouse (1970), Stamps et al 
(1990) และเอกสาร ของ Erwin and Ribeiro (1996)  

การจาํแนกชนิดรา Pythium spp. 
ไดเปรียบเทียบผลการศึกษาลักษณะการเจริญเสนใย ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอร

ชนิดตางๆ (sporangium, chlamydospores, oogonia, antheridia และ oospores) ของราที่
นํามาศึกษา กับคูมือการจําแนกชนิด Pythium ของ PLAATS-NITERINK (1981) และ เอกสาร
วิชาการของ Robertson (1980) 
 



 1181 

4. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora  

4.1 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora parasitica ดวยเทคนิค SSR- PCR ไพรเมอร microsatellite  

การเตรยีมเสนใย และสกดัดีเอ็นเอ 
เตรียมเสนใยเช้ือรา โดยเล้ียงราแตละไอโซเลทบนอาหาร carrot agar (CA) จากนั้นเข่ีย

เสนใยบนอาหารใสในขวดอาหารเหลว  นําอาหารเล้ียงเช้ือราที่ไดจาการเขยาจนขุน ใสในหลอด 

microcentrifuge ขนาด 1.5 มล. ตกตะกอนเสนใยโดยการหมุนเหวี่ยงที่ 14000 rpm นาน 5 นาที 

เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้ําอีกคร้ังเพื่อใหไดเสนใยมากข้ึน บดเสนใยดวย เม็ดสเตนเลส ขนาด 3.9 มม 

เติม lysis buffer  700 มิลลิลิตร เขยาหลอดดวยเคร่ืองเขยาข ที่ 25 Hz นาน 1 นาที แชหลอดใน 

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

และเติม CH2Cl2 100 μl กลับหลอด 10 คร้ัง นําเขาเคร่ืองหมุนเหวี่ยง 5 นาที 14,000 rpm ดูดน้ําใส 

700 μl ใสหลอด microcentrifuge ใหม เติม isopropanol 700 μl กลับหลอด 10 คร้ัง ตกตะกอน

โดยหมุนเหวี่ยวที่ 14,000 rpm 5 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวย 70% ethanol Pulse spin 10 

นาที ดูด ethanol ที่เหลือทิ้ง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยน้ําที่เติม RNase (10 μg/ml) ประมาณ 10 

μl 

สังเคราะหแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางรา 14 ไอโซเลท ดวยไพรเมอร 9  คู ดังนี ้
 No.  Name  5’-------------------------------------->3’         length 

1 MB2F   TGCTGTGTATGGATGGATGG      20 

 MB2R  CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG   22 

2 MB5F  ACTTGGAGGAAATGGGCTTC   20 

 MB5R  GGATGGCGTTTAATAAATCTGG   22 

3 MB9F  TGGCTGGGATACTGTGTAATTG   22 

 MB9R  TTAGCTTCAGAGCCCTTTGG    20 

4 MB10F  TATCGAGTCCGGCTTCCAGAAC   22 

 MB10R  TTGCAATTACCTCCGATACCAC   22 

5 MB11F  GTGGACGAACACCTGCATC    19 

 MB11R  AGATCCTCCACCTCCACCTC    20 
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6 MB13F  GGAGGATGAGCTCGATGAAG   20 

 MB13R  CTAAGCCTGCTACACCCTCG    20 

7 MB14F  CGTCTCTGAACCACCTTCATC   21 

 MB14R  TTCCTCCGTCCATCCTGAC    19 

8 MB17F  ACTGATTCACCGATCCTTGG    20 

 MB17R  GCTGGCCTGACTTGTTATCG    20 

9 MB18F  GGTAGGAAATGACGAAGCTGAC   22 

 MB18R  TGAGCACTCTAGCACTCCAAAC   22 

 

การทาํปฏิกิริยาพีซีอารเพื่อสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ ประกอบดวย ddH2O 7.5 μl, 10X PCR 

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

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

ตามโปรแกมตอไปนี้ 94C 2 นาท ี 1 รอบ แลวสังเคราะหแถบดีเอ็นเอ จํานวน 25 รอบ 

อุณหภูมิ 94C 1 นาท ี  

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

 ตรวจวิเคราะหขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซี
อาร 20 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye (Promega, Madison, WI) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แยก
ขนาดของสายดีเอ็นเอ ดวย 5% polyacrylamide gel  โดยใช sequencing apparatus ในบัฟเฟอร 
1X Tris-borate EDTA (TBE) แลวตรวจดูแถบและรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดย silver staining  

การบันทึกขอมูลรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยตรวจสอบแถบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือแต
ละสายพันธุ  ใหคะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ เปน 1 และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ เปน 0 นําผลมา
วิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  NTSYS 2.22e (Rohlf, 1994) คา coefficient ใช Dice  วิเคราะห 
dendrogram จัดกลุมเชื้อ และวิเคราะหคา bootstrap โดยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 
1996) เปรียบเทียบความสัมพันธและความหลากหลายทางพันธุกรรม ระหวาง ไอโซเลท พืชอาศัย 
และ แหลงที่มาของเชื้อ 

 
4.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ รา 
Phytophthora parasiticaโดยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism  (AFLP) 
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การเตรยีมเสนใยและสกัดดีเอ็นเอ 
เตรียมเสนใยเช้ือรา โดยเล้ียงราแตละไอโซเลทบนอาหาร carrot agar (CA) จากนั้นเข่ีย

เสนใยบนอาหารใสในขวดอาหารเหลว  CA วางไวที่อุณหภูมิหอง จนเสนใยเจริญเต็มผิวหนาอาหาร 
เข่ียเสนใยข้ึนมา ลางดวยน้ํากรองนึง่ฆาเชื้อซับน้ําใหแหง (สามารถเก็บเสนใยไวที ่ -20 องศา
เซลเซียสไดนานกอนสกัด) 

การสกัดดีเอ็นเอ นาํเสนใยที่แหงมาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว แลวใสในหลอด
ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ในปริมาตร  0.05 กรัม เติม extraction buffer ( 50 mM Tris HCL, 850 mM 
NaCl, 100 mM EDTA, 1% SPS) ในปริมาตร 0.5 มลิลิลิตร  ผสมใหเขากนัดวย Vortex บมไวที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  30 นาที  เติม phenol  และ chloroforml ในปริมาตร 500 
ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัดวย vortex  ทําการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี  ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที  เพื่อสกัดเอาเศษเซลลและโปรตีนอ่ืนๆออก ดูด supernatant (สวน
ใสดานบน) ใสหลอดใหมแลวเติมchloroform/isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร  1 เทา  ผสมใหเขา
กัน หมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 นาท ี  ดูด 
supernatant( สวนใส) ใสหลอดใหม เติม Ethanol ในปริมาตร 2 เทา ของสารละลาย พลิกหลอด
กลับไปกลับมาเบาๆ incubate ที ่ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ชัว่โมง หมนุเหวียงที่ความเร็ว 
13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาท ีเพื่อตกตะกอน DNA เท supernatant (สวน
ใส) ดานบนทิง้ แลวเติม 70% ethanol 200 มิลลิลิตร แลวหมนุเหวียงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที ซ้าํ 2 คร้ัง (เพื่อลาง DNA) เท supernatant (สวนใส) ทิ้ง ตาก
ตะกอน DNA ใหแหงที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 30 นาที  จากนั้นละลายตะกอน DNA ดวย TE ( 10 
mM Tris- HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) 50 μl แลวเก็บไวที ่- 20°C  จากนัน้ตรวจสอบคุณภาพและ
วัดปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธ ี electrophoresis  และเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซยีส 
 จัดทําลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือดวยเทคนิค AFLP (Vos et al., 1995) โดยปรับ reaction 
และ condition บางสวน ดังนี้ นําดีเอ็นเอของเช้ือแตละสายพันธุ ปรับใหมีความเขมขน 500 นาโน
กรัม ในน้ํา 5.5 ไมโครลิตร เติม restriction buffer ประกอบดวย เอ็นไซม EcoRI (NEB) 5 units, 
MseI (NEB)1 units , 10X Ligase buffer with ATP 1.1 ไมโครลิตร, 0.5 M NaCl 1.1 ไมโครลิตร, 
1 mg/ml BSA 0.55 ไมโคลิตร และน้ํา ปริมาตรรวม 9 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นทําการตอ 
adaptor โดยเติม ligation buffer ประกอบดวย  10X Ligase buffer 0.1 ไมโครลิตร, 0.5 M NaCl 
0.1 ไมโครลิตร, 1 mg/ml BSA 0.05 ไมโครลิตร เอ็นไซม T4DNA ligase (regular conc.) 0.165 
ไมโครลิตร 5  μM EcoRI adapter pair 1 ไมโครลิตร 50 μM MseI adapter pair 1 ไมโครลิตร และ
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ปรับปริมาตรรวมสุดทายเทากับ 12 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นาน 2 
ชั่วโมง  
 
ลําดับเบสของ Adapter 
 EcoRI adapter 5’ –CTCGTAGACTGCGTACC 
    CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 
 MseI adapter  5’ –GACGATGAGTCCTGAG 
     TACTCAGGACTCAT -5’ 
 จากนั้นใชตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดเปนตนแบบ เพื่อสังเคราะหสายดีเอ็นเอโดยสุมในปฏิกิริยา
พีซีอาร ประกอบดวย 10X PcR buffer with 15 mM MgCl2 2 ไมโครลิตร, 1.25 mM dNTPs 1.6 
ไมโครลิตร 5 u/ul Taq DNA polymerase 0.125 ไมโครลิตร ไพรเมอร Eco (+selective base)  (5 
uM) 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร Ms (+selective base) (5 uM) 1 ไมโครลิตร และน้ํา ใหมีปริมาตร
สุดทาย  ผสมสารประกอบในปฏิกิริยาดังกลาวขางตนใหเขากัน แลวบมหลอดปฏิกิริยาในเคร่ือง
ควบคุมอุณหภูมิ PE 9700 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA) โดยใช
อุณหภูมิ และเวลาในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอดังนี้  
 

ปฏิกิรยิา           อุณหภมิู (oC) เวลา 
1.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบเร่ิมตน (initial denaturation)        95  2 นาท ี
2.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturation)         94  20 วินาท ี
3.เร่ิมตนจับคูไพเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing)           66(-1) 30 วินาท ี      

10รอบ 
4.สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอแมแบบ(extension)      72  2 นาท ี
5.แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturation)         94  20 วินาท ี
6.เร่ิมตนจับคูไพเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing)           56  30 วินาท ี      

20รอบ 
7.สังเคราะหสายดีเอ็นเอตอจากดีเอ็นเอแมแบบ(extension)      72  2 นาท ี
8.สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension)         72  15 นาท ี
 ทําปฏิกิริยาซํ้าในข้ันตอนที่ 2-4 เปนวงจรลูกโซ โดยปรับลดอุณหภูมิ annealing 1 องศา

เซลเซียส ในทุก ๆ รอบ จนอุณหภูมิลดลงเหลือ 56 องศาเซลเซียส แลวสังเคราะหตออีก 20 รอบ 
สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย นาน 15 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจ
วิเคราะหขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได โดยนําดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร 20 
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ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye (Promega, Madison, WI) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แยกขนาดของ
สายดีเอ็นเอ ดวย 5% polyacrylamide gel  โดยใช sequencing apparatus ในบัฟเฟอร 1X Tris-
borate EDTA (TBE)ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักด์ิ 65 วัตต  นาน 2.5 ชั่วโมง แลวตรวจดูแถบ
และรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอโดย silver staining  

จากนั้นจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Phytophthora parasitica จํานวน 19 ไอโซเลท 
จากพืชอาศัย 9 ชนิด คือ กลวยไม หนาวัว เดหลี สะระแหน มะเขือ สม ยางพารา หมากผูหมากเมีย 
และลองกอง โดยไพรเมอร 3 คู ไดแก Eco-AC/ Ms-AG, Eco-AG/MsAC และ Eco-A/ Ms-AAC 

 การบันทึกขอมูลรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ  โดยตรวจสอบแถบลายพิมพดีเอ็นเอของเช้ือแต
ละสายพันธุ  ใหคะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ เปน 1 และไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ เปน 0 นําผลมา
วิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป  NTSYS 2.22e (Rohlf, 1994)  coefficient ใช Dice  วิเคราะห 
dendrogram จัดกลุมเชื้อ และวิเคราะหคา bootstrap โดยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 
1996)   เปรียบเทียบความสัมพันธและความหลากหลายทางพันธุกรรม ระหวาง ไอโซเลท พชือาศัย 
และ แหลงที่มาของเช้ือ 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

1. สํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคพืช จากแหลงปลกูที่สาํคัญทั่วประเทศและการแยกเช้ือ
สาเหตุ  

ผลการสํารวจและรวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา ตนเนาของพืชที่สําคัญทาง
เศรษฐกิจแลวแยกเช้ือสาเหตุ จากแหลงปลูกทั่วประเทศ แยกเช้ือบริสุทธิ์ ได รา Phytophthora. 
spp. 33 ไอโซเลท จาก 14 จังหวัด คือ กรุงเทพฯ ปทุมธานี นครปฐม ปราจีนบุรี ระยอง จนัทบุรี 
เพชรบูรณ เพชรบุรี ประจวบคีรีขันธ กระบี่ ภูเก็ต กาํแพงเพชร ลําปาง และเชียงใหม บนพืช 12 ชนิด 
คือ หมากผูหมากเมีย เดหลี ยางพารา ลองกอง ทเุรียน มะเขือ (มะเขือมวงผลเล็ก และมะเขือมวง
ผลใหญ มะเขือยาว) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม หนาววั และแพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) 
(ตารางที ่1) 
 ผลการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา โคนเนา ผลเนา ที่มีสาเหตุจาก รา 
Phytophthora spp. จากแหลงปลูกพืช ในป พ.ศ.2550-2552 พบ โรคใบไหมของเดหลี (51 Pl Pb 
R 1 L) โรคตนเนาของกลวยไม (51 Or Pb R 1 S Mokara และ 51 Or PB 1 L Vanda) โรคใบไหม 
ตนเนาของหนาวัว (51 An PB 1 L) ซึ่งตรงกับการรายงานของนิยมรัฐ (2544) รายงานการเกิดโรค
เนาดํา หรือโรคใบแหงหนาววั เกิดจาก P. parasitica (นิยมรัฐ, 2544) และโรคโคนเนาของแพงพวย 
(51 MP BK 1 S) นอกจากนีไ้ดศึกษา รา Phytophthora spp. ที่มีอยูใน culture collection บนพชื 
9 (10) ชนิด คือ หมากผูหมากเมีย ยางพารา ลองกอง ทุเรียน มะเขือ (มะเขือยาว มะเขือมวงผลเล็ก 
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และมะเขือมวงผลใหญ) สะระแหน สับปะรด สม กลวยไม และหนาวัว ซึ่งเปนพืชใบเล้ียงคู ยงัไม
พบการเขาทาํลายของรานี้ในพืชใบเล้ียงเดี่ยว ตรงกับการรายงานของ Brasier และ Hansen (1992) 
ที่รายงานวารา Phytophthora สวนมากทําใหเกิดโรคกอใหเกิดความเสียหายอยางรุนแรงกับพืชใบ
เล้ียงคู (Brasier and Hansen, 1992) การแยกรา Phytophthora จากสวนตางๆ ของพืชที่เปนโรค 
โดยวิธี tissue transplanting นั้น ความยุงยากคือตองแยกเชื้อบริสุทธิใ์นวนัเดียวกัน มิฉะนัน้จะเกดิ
การปนเปอนไดงาย (อมรรัตนและคณะ, 2544) และตองนํามาแยก รา Phytophthora บนอาหาร
สังเคราะหพิเศษ PDA + BRNAP 2 คร้ัง คร้ังแรกเพื่อแยกเช้ือสาเหตุโรคจากช้ินสวนพืช คร้ังที่สอง
เพื่อทาํใหเช้ือบริสุทธิ์ แลวจึงเล้ียงบนอาหารแข็ง CA (Carrot agar) การแยกเช้ือบริสุทธิ์จากโรคโคน
เนา ใบเนาของกลวยไมและหนาววั ไมสามารถแยกไดโดยงาย เนื่องจากเกษตรกรมีการใชสารเคมี
ในการปองกนักําจัดโรคอยางมาก  

ในรายงานดรรชนีรายช่ือโรคพืชในประเทศไทยของพัฒนาและคณะ (2537) มีการพบและ
รายงานโรคพชืในประเทศไทยที่เกิดจาก รา P. parasitica กวา 30 ชนิด ไดแก พืชไร เชน โรคสมอ
ดํา (Phytophthora boll rot ) ของฝาย, โรคเนาคอดิน (Damping-off) ของปอคิวบา, โรคขอตอเนา 
(Collar rot) ตนเนา (Stem rot) และเนาคอดิน (Damping-off) ของปอแกว, โรคแขงดํา (Black 
shank) ของยาสูบ, โรคใบไหมและลําตนเนา (Phytophthora blight) ของงา, โรครากเนา (Root 
rot) ของหมอนและโรครากเนา (Root rot) ของละหุง พชืสวน เชน โรคยอดเนา (Heart rot) รากเนา 
(root rot) ของสับปะรด, โรครากเนา (root rot) ใบไหม (Leaf blight) ของสมจุก สมจนี, โรครากเนา
ของสมโชกนุ สมโอขาวน้ําผ้ึง  สม Rough lemon, โรคใบรวง Leaf fall (Leaf blight) ของยางพารา, 
โรครากเนา (ระยะกลา) Root rot (Seedling) ของมะมวงหิมพานต, โรคโคนเนา (Foot rot) ของ
มะนาว มะนาวไทย, โรคใบไหม ผลเนา ดอกเนา (Brown rot, Leaf blight) ของมะนาวตาฮิติ, โรค
รากเนาโคนเนาของสมเกล้ียง สมตรา สมเขียวหวาน, โรคลําตนเนา (Stem rot) ของสตรอเบอร่ี, โรค
รากเนาโคนเนา (Stem rot, Collar rot) ของแพสชั่นฟรุต, โรคผลเนาและใบไหม (Fruit rot, Leaf 
blight) ของพุทรา, พืชสวนสมุนไพร โรคโคนและรากเนา (Foot and root rot) ของพริกไทยและพลู 
พืชผัก เชนโรคใบไหม (Leaf blight) ของสะระแหน, โรคโคนตนเนา (Foot rot) ของกระเจ๊ียบแดง, 
โรครานํ้าคาง (Downy mildew) ของผักกาดหัว, โรคผลเนา (Fruit rot) ของมะเขือยาว, โรคโคนเนา
และรากเนาของกลา (Seedling root rot) ของมะกรูด ไมดอกและไมประดับ เชน โรคลําตนเนา 
(stem rot) ของวานหางจระเข, โรคเนาดํา (Black rot) ของกลวยไม เปนตน ซึง่ในปจจุบันไมมีการ
ปลูกพืชไรหลายชนิด หรือมกีารปลูกนอย ไมพบการเขาทาํลายของ รา P. parasitica บนพชื
เหลานั้น เชน ฝาย ปอคิวบา และปอแกว สวนพืชหลายชนิด เชน สับปะรด พืชตระกูลสม พริกไทย 
สะระแหน และมะเขือยาว รา P. parasitica ยังคงแพรระบาดทาํความเสียหายตลอดมาจนถงึ
ปจจุบัน  
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อมรรัตน (2546) รายงานพบการเปนโรครากเนาโคนเนาของสมโชกนุ อายุ 13 ป ที่สวนสม 
ตําบลหนาเขา อําเภอเขาพนม จังหวัดกระบ่ี แสดงอาการใบเหลือง เหีย่วแหงและรวง มีลักษณะ
โคนเนาแหง เมื่อเปดเปลือกบริเวณโคนตนและราก พบวาเนื้อเยื่อเปลี่ยนเปนสีน้าํตาลตัดกับสวน
ปกติที่มีสีขาว บางตนมีเสนใยสีขาวของราบางชนิดข้ึนคลุม บางตนพบเห็ดข้ึนแลวยืนตนตาย และ
ยังไดรายงานการพบการเกิดโรคโคนเนารากเนาของลองกองตนใหญในสวนเกษตรกร ที่ตําบลเขา
ใหญ อําเภออาวลึก จงัหวัดกระบ่ี แสดงอาการใบเหลือง เหี่ยวแหงและรวง กาํลังยืนตนตาย เมือ่
เปดเปลือกบริเวณโคนตนและราก พบวาเนื้อเยื่อเปล่ียนเปนสีน้าํตาลตัดกับสวนปกติที่มีสีขาว 
เชนเดียวกนั รากแขนงและรากฝอยทีเ่ปนโรคมีสีน้ําตาล รายงานวาเช้ือสาเหตุของโรครากเนาโคน
เนาสองกองและสมโชกนุ คือ รา P.parasitica และอมรรัตน (2548) รายงานการเกดิโรคผลเนาใน
มะเขือมวง พบวามีอาการฉ่ําน้าํ หรือเนาเล็กนอยบริเวณข้ัวผล อาการเนานี้ขยายออกไปอยาง
รวดเร็ว จนทาํใหเนาเกือบทัง้ผล มีสาเหตุจากรา P.parasitica  
2. การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรรีวิทยาของ รา Phytophthora spp.  
  2.1 การศึกษาลกัษณะการเจรญิของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ 
 ผลการศึกษาลักษณะการเจริญของเสนใย (ลักษณะโคโลน)ี ของเชื้อ ในระยะการสืบพันธุ
แบบไมใชเพศ การเจริญของเสนใยบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และ CA ในตูบมมืดอุณหภูมิ 250ซ. 
พบวาการสรางเสนใยบนอาหารแข็ง มลัีกษณะการเจริญเปนเสนตรง มกีิ่งกานแยกออกไปไม
สม่ําเสมอ เสนใยลักษณะใสไมมีสี ไมมีผนังกั้นเสนใย ผิวผนงัเสนใยเรียบ (smooth) ไอโซเลทท่ีแยก
ไดจาก โรครากเนาโคนเนาทุเรียนมีลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหาร PDA คลายดอกรักเร ไอ
โซเลทอ่ืนมีลักษณะการเจริญของโคโลนบีนอาหาร PDA คลายเสนใยแมงมุม (arachnoid) ไอ
โซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกไดจาก หนายางพาราเนา มีเสนใยฟูมากกวาไอโซเลทอ่ืน ๆ เชื้อเจริญ
เต็มจานเล้ียงเชื้อ บนอาหาร CA เมื่ออาย ุ5 วัน แตบนอาหาร PDA เชื้อเจริญเติบโตไดชากวา เจริญ
เต็มจานเล้ียงเชื้อเมื่ออาย ุ 7 วัน เช้ือสรางเสนใยบนอาหารเล้ียงเช้ือ CA หนาแนนกวาบนอาหาร
เล้ียงเชื้อ PDA แตไอโซเลท 48-An- PhK 1 L สรางเสนใยบางที่สุด และเจริญเต็มจานเล้ียงเชื้อ บน
อาหาร CA เมือ่อายุ 2 วัน (ตารางที่ 2) 
  2.2. การศึกษาลกัษณะรูปรางและขนาดสปอรของเชื้อ 

ผลการศึกษาลักษณะ รูปรางและขนาดของ sporangium ของ รา Phytophthora spp. 
พบวา ไอโซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกไดจาก หนายางพาราเนา เชื้อสราง sporangia จํานวนมาก
บนผิวอาหารแข็ง CA เปนรูปไข มีปุมนูน (papilla) ชัดเจนบนสปอร L : B ratio = 1.5 : 1 สปอรหลุด
จากกานชสูปอร (sporangiophore) ไดงายเม่ืออายุมาก ดานลางม ีกานสปอร (pedicel หรือ stalk) 

ความยาว 5-20 m ติดอยู เชนเดียวกับ ไอโซเลท  แยกไดจาก โรครากเนาโคนเนาทุเรียน ที่สปอรมี

ปุมนนูที่ปลาย เมื่อสปอรแกจะหลุดจากกานชูสปอร พรอมมีกาน ส้ันๆ ความยาว 2.5 m ติดอยู 
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สปอรมีรูปราง รีๆ L : B ratio = 1.8 : 1 แตไอโซเลทอ่ืน เชื้อสราง sporangia นอย หรือไมสราง 
sporangia บนผิวอาหารแข็ง CA ตองตัดชิ้นเช้ือที่เล้ียงบนอาหารแข็ง CA แลวแชในน้าํทีน่ึ่งฆาเช้ือ
แลว ทิง้ไว 24-36 ชั่วโมง เช้ือสราง sporangia จํานวนมากในน้ํา ม ี รูปคอนขางกลม รูปแพรหรือ
กลม มีปุมนูนชัดเจนบนสปอร L : B ratio = 1.1-1.2 : 1 สปอรติดแนนกับเสนใย สปอรผนังหนา 
ยกเวน ไอโซเลท 48-An- PhK 1 L สรางสปอรรูปรางแตกตางจากทกุไอโซเลท (ตารางที่ 2) 
  2.3 การศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา Phytophthora spp.  
 ผลการศึกษา mating type (แบบคูผสม) ของรา Phytophthora spp. โดยการวางเช้ือ 
unknown และ รา Phytophthora spp. มาตรฐานทีท่ราบ mating type แลว คือ mating type A1 
(P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) และ mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรคเนาแกว
หนามา) โดยวางช้ินเช้ือคนละดานในจานเล้ียงเชื้อ เพื่อหา mating type ของราทุกไอโซเลท ในคร้ัง
นี้ พบ รา Phytophthora spp. จํานวน 8 (9)            ไอโซเลท คือ 45 LK Kr B 1 R, 48-Eg-BK-1-
F, 47 Pi-Pr K 1 L, 49 Ct Kp 1 R, 48-An- PhK 2 L, 49 An Lpa 1 L, 51 An PB 1 L, 51 MP BK 
1 S และไอโซเลทจากทเุรียน เปน matting type A1 รา Phytophthora spp. จํานวน 9 (11) ไอ
โซเลท คือ 47-Dr-Ph B 1 L, 51 Pl Pb R 1 L, 49-Eg-CM 2 S, 48-Km-BaK 1 S, 49 Km Pb R 1 
S, 49 Pi Pb R 1 L, 49-Or Na p 1 L, 47-Or-Pa T 2 L, 46-An-Ba K 1 L, 46-An- NaP 1 L และ 
49 An Lpa 2 L เปน matting type A2 สปอรผนังหนาเกิดจากการผสมทางเพศ (oospore) เปนรา
ที่จะตองผสมตางเพศตางเสนใย (heterothallic fungus) เพศเมีย (oogonium) เพศผู 
(antheridium) เพศผูจะอยูใตเพศเมีย (amphigynous antheridium) สวนไอโซเลท 49-Or CM 2 L 
จากกลวยไมรองเทานารีอินทนนท และ48-An- PhK 1 L, เปน homothallic fungus คือ เกิด 
oospore โดยไมตองผสม สวนไอโซเลทที่ไมพบ mating typeจํานวน 11 ไอโซเลท คือ 49-PR CB 1 
S, 49 –PR PB 1 S, 49-Eg-CM 1 F, 49-Eg-CM 3 F, 48-Pi-RY 2 S, 48-Or-Ra Y 1 L, 49-Or CM 
3 L, 49-Or CM 4 L, 51 Or Pb R 1 S, 51 Or PB 1 L และ 48-An-Ch B 1 L  (ตารางที่ 2) 

mating type A1 (P. palmivora สาเหตุโรคผลเนาลําไย) และรา P. palmivora มาตรฐาน 
mating type A2 (P. palmivora สาเหตุโรคเนาแกวหนามา) จึงใชรา P. palmivora มาตรฐาน 2 ไอ
โซเลทดังกลาวในการศึกษา mating type ของ รา Phytophthora ในคร้ังนี ้ 

ในการศึกษา mating type ผลที่ไดคือ เซลลสืบพันธุ oogonia, antheridia, oospores ซึ่ง
บางคร้ังอาจใชประโยชนจากลักษณะและรูปรางของเซลลสืบพันธุ เปนลักษณะอีกลักษณะหนึง่ที่ใช
จําแนกชนิดของ Phytophthora ได (Waterhouse, 1970) ตําแหนงของ antheridia อยูตรงสวนไหน
ของ oogonia ผลการศึกษาคร้ังนี้พบวา ผิวของ oogonia เรียบ antheridia อยูดานใต หรือ ฐาน
ของ  oogonia เปนแบบ amphigynous antheridium ซึ่งเปนลักษณะประจําของ รา P. parasitica 
(ทว,ี 2545) ในการทดสอบคร้ังนี้ยงัพบ Phytophthora ไอโซเลทท่ีไมผสมกับทัง้ A1 และ A2 อาจ
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เนื่องจากเปน  Phytophthora ตางชนิดกนัทําใหไมสามารถเขากันได แตเนื่องจากการทดสอบคร้ังนี้
พบ รา P. parasitica ทั้ง  mating type A1 และ mating type A2 จึงสมควรนําราทัง้สอง mating 
type มาทดสอบอีกคร้ัง เพือ่ใชเปน mating type มาตรฐานของรา P. parasitica ได 
 
3. การจาํแนกชนิดรา Phytophthora spp.  

ผลการจําแนกชนิดราทีน่ํามาศึกษา โดยเปรียบเทยีบ ลักษณะการเจริญของเสนใย 
ลักษณะรูปรางและขนาดของสปอรชนิดตาง ๆ (sporangium, chlamydospores, oogonia, 
antheridia และ oospores) ของรา Phytophthora กับคูมือการจําแนกชนิด Phytophthora ของ 
Stamps et al (1990) และ เอกสารของ Erwin and Ribeiro (1996) และ จาํแนกชนดิรา Pythium 
spp. กับคูมือการจําแนกชนดิ Pythium ของ PLAATS-NITERINK (1981) และ เอกสารวิชาการ
ของ Robertson (1980) พบวา ไอโซเลท 49-PR CB 1 S ที่แยกจากหนายางพารา (จากจังหวดั
จันทบุรี) คือรา P.botryosa ไอโซเลท 49-Or CM 2 L ที่แยกไดจาก กลวยไมรองเทานารีอินทนนท 
คือ รา P. heveae ไอโซเลทท่ีแยกไดจากรากเนาโคนเนาทุเรียน คือ P. palmivora และ ไอโซเลท 
48-An- PhK 1 L ที่แยกไดจากหนาวัว คือ รา Pythium sp. สวนราไอโซเลทอื่น ๆ คือรา P. 
parasitica 

รา P. botryosa เปนสาเหตุโรคใบรวง (leaf fall) และฝกเนา (pod rot) ของยางพารา ใน
ประเทศมาเลเซีย และไทย ซึ่งเช้ือนีเ้ปนสาเหตุของโรคฝกเนาของโกโกดวย (Erwin and Ribeiro, 
1996) สําหรับในประเทศไทยพบการเขาทําลายบนตนยางพารา ทาํใหเกิดโรคใบรวง และโรคฝก
เนา และโรคเสนดํา หรือ เส้ียนดํา (Black stripe) ที่ทาํลายหนายางเสมอ ๆ ในแปลงปลูก (อมรรัตน
, 2551)  

รา P.  heveae  มีการรายงานคร้ังแรก เมื่อป ค.ศ. 1929 เปนสาเหตุโรคเสนดํา (black 
stripe) ของยางพารา (Heveae rubber) ในประเทศมาเลเซีย ตอมาพบรายงานการระบาดของรานี้
กับพืชหลายชนิดในหลายประเทศ เชน ประเทศบราซิล ออสเตรเลีย นิวซีแลนดและสหรัฐอเมริกา 
นอกจากนีม้ีรายงานการเกดิโรคยอดเนายอดดวนของมะพราวในประเทศไอเวอร่ีโคสท (Erwin and 
Ribeiro, 1996) อมรรัตนและคณะ (2550) รายงานคร้ังแรกที่พบ รา P. heveae บนกลวยไม
รองเทานารีอินทนนทในประเทศไทย 

รา P. palmivora เปนสาเหตุของโรครากเนา (root rot) โคนเนา (stem rot) แคงเกอร 
(canker) ใบไหม (leaf blight) ยอดเนา (shoot rot) เหีย่ว (wilt) ผลเนา (fruit rot) กลาเนา 
(seedling rot) ใบจุด (leaf spot) มีพืชมากกวา 138 ชนิด ที่เปนพชือาศัยของราตัวนี้ พืชที่สําคัญๆ 
เชน โกโก มะพราว ยางพารา พริกไทย สาเก สับปะรด ปาลมน้ํามนั มะละกอ ทเุรียน มะมวงหิม
พานต กลวยไม (อมรรัตน, 2552) 



 1190 

รา P. parasitica เปนสาเหตุโรคพืชในแหลงปลูกประเทศตาง ๆ ในเขตรอนและกึ่งรอน 
สหรัฐอเมริกา อินเดีย ญ่ีปุน ไตหวนั อารเจนตินา เวนิซเูอลา อิหราน อินโดนีเซีย มาเลเซีย 
ฟลิปปนส เมก็ซิโก เมยีนมา ทาสมาเนีย เยอรมนัน ีบราซิล เปอรโตริโก เปอรตุเกส จาไมกา และ
ประเทศไทย (ทว,ี 2549)  
 
4. การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora  

4.1 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธกุรรมของรา 
Phytophthora parasitica ดวยเทคนิค SSR- PCR ไพรเมอร microsatellite  

ผลการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอและความหลากหลายทางพันธุกรรมของรา Phytophthora 
spp. จากพืชอาศัย 6 ชนิด ไดแก ยางพารา (จากจงัหวัดปราจีนบุรี) สับปะรด สะระแหน กลวยไม 
และ สม และ Pythium sp. จากหนาววั ดวยเทคนิค SSR-PCR โดย microsattlelite ไพรเมอร 
จํานวน 9 คู ซึ่งเปนไพรเมอรที่ใชสําหรับการจาํแนกรา Fusarium oxysporum complex 
Steenkamp et al., (2005) ไดแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตาง 220 แถบ วิเคราะหความสัมพันธทาง
พันธกุรรม ดวยโปรแกรม NTSys 2.22e และวิเคราะหคา bootstrap จํานวนสุม 1000 คร้ัง ดวย
โปรแกรม winboot คา bootstrap มีความสัมพนัธกบัความเชื่อมั่นจากการวิเคราะหสายสัมพันธ
ทางววิัฒนาการ คา bootstrap 85-100% แสดงถึงความเช่ือมัน่สูง คา bootstrap 71-84% แสดง
ถึงความเช่ือมัน่ปานกลาง และคา bootstrap 50-70% แสดงถึงความเชื่อมั่นระดับตํ่าของสาย
สัมพันธทางววิัฒนาการ (Richardson et al. 2000) Phylogenetic tree แบงกลุมรา Phytophthora 
spp. ออกจากรา Pythium sp. ที่ 30% similarity รา Phytophthora spp. จําแนกเปน 4 กลุม คือ A 
เปนรา P. parasitica จากยางพารา กลุม B ประกอบดวยรา P. parasitica จากสับปะรด 
สะระแหน กลวยไม และสม ดวยคา similarity 45-80 % กลุม C เปนรา P. haveae สาเหตุโรค
กลวยไมรองเทานารี มีคา bootstrap เปน 100% สําหรับรา P. haveae เปนไอโซเลททีเ่ปนสาเหตุ
โรคในพืชยางพารา แตสามารถเขาทําลายกลวยไมได และมีลักษณะของสปอรคลายกับรา P. 
parasitica ซึ่งจะตองมกีารศึกษาจําแนกโดยใชคุณสมบัติตาง ๆ มากข้ึน กลุม D เปนรา P. 
palmivora สาเหตุโรคกลวยไม และรา P. parasitica ไอโซเลทจากกลวยไม จ.ปทุมธาน ี ซึง่มคีา 
bootstrap สูง 96-97% ดังนั้นมีความเปนไปไดในการจําแนกดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาวา ไอ
โซเลท Or-PaT1L อาจเปนรา P. palmivora ได (ภาพท่ี 1) ทั้งนี้ไมพบรูปแบบความสัมพนัธทาง
พันธกุรรมที่ชดัเจนกับพืชอาศัยหรือแหลงปลูกพืช  

 
4.2 การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของ รา 
Phytophthora parasiticaโดยเทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism  (AFLP) 
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 ลายพมิพดีเอ็นเอรา Phytophthora จากพืชอาศัย 9 ชนิด ไดแก ยางพารา (ยางพารา
ฉะเชิงเทรา คือจากจงัหวัดปราจีนบุรี) กลวยไม หนาววั เดหลี หมากผูหมากเมยี สะระแหน สม 
มะเขือ และลองกอง  พบวาไพรเมอร EAC+MAG และ EAG+MAC ใหรูปแบบดีเอ็นเอที่ไมชัดเจน 
ไดแถบดีเอ็นเอขนาดใหญ และแถบดีเอ็นเอที่จาง แตคูไพรเมอร EA+MAAC สามารถใหลายพิมพดี
เอ็นเอทีชั่ดเจน สามารถจําแนกแถบดีเอ็นเอทีม่ีความแตกตางกนั (polymorphic band) รวม 65 
แถบ (ภาพที ่2) วิเคราะหขอมูลโดยโปรแกรม NTsys 2.22e แบงออกไดเปน 7 กลุม (ภาพที่ 3) ดังนี้ 
กลุม A มีราไอโซเลทสาเหตุโรคเนาดําหรือเนาเขาไสกลวยไม 4     ไอโซเลท กลุม B ประกอบดวยรา
สาเหตุโรคเนาดําหนาวัว 5 ไอโซเลท ยกเวนไอโซเลทจากกรุงเทพฯ ซึง่ไมมีความสัมพันธกับไอโซเล
ทอ่ืน โดยมีขอมูลเพิ่มเติมวาเปนไอโซเลททีส่ามารถกอใหเกิดโรคไดรุนแรง กลุม C เปนไอโซเลทจาก
มะเขือ สะระแหน และเดหลี กลุม D เปนไอโซเลทจากยางพาราและสม กลุม E, F และ G เปนไอ
โซเลทจากหมากผูหมากเมีย ลองกอง และหนาวัว ตามลําดับ ลายพมิพดีเอ็นเอดวยเทคนิค AFLP 
ใหความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง มีคา similarity ต้ังแต 12-95% แตสามารถจําแนก
ราที่เขาทําลายพืชอาศัยชนดิเดียวกนัอยูดวยกนัได ตัวอยางคือ กลุม A และ B ที่จัดกลุมเช้ือที่มี
ความสัมพันธทางพนัธุกรรมของพืชอาศัยของกลวยไมและหนาวัว ตามลําดับ แตไอโซเลทของ
กลวยไมจัดกลุมอยูดวยกันที่คา similarity ตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นต แมวาจะแยกเกบ็จากแหลงปลูก
ในจังหวัดเชยีงใหมเชนเดียวกัน มีการจัดกลุมรา P. parasitica ในกลุมเดียวกับ P. havaea ที่คา 
similarity สูงถึง 75% และมีคา bootstrap สูงถงึ 98% โดยมีขอมูลการจําแนกทางสัณฐานวิทยาวา
เปนรา P. haveae (เปนไอโซเลทที่เปนสาเหตุโรคในยางพารา) ทัง้นี้ควรจะตองมีการจําแนกโดย
คุณสมบัติอ่ืนเพิ่มเติมเพื่อความชัดเจนในการจําแนก species ไอโซเลทของหนาวัวจากลําปางมี
ความคลายกนัสูงกวา 80 เปอรเซ็นต similarity แตไอโซเลทจากภูเก็ตแตกตางกนั และไอโซเลทจาก
กรุงเทพฯ มีความแตกตางจากไอโซเลทจากแหลงอ่ืนๆ ทีค่า similarity 12 เปอรเซ็นต  

จากการเปรียบเทียบผลการวิเคราะหจัดกลุมเช้ือตามลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค SSR-
PCR ไพรเมอร microsatellite ใหความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ไมมีความสัมพันธที่ชัดเจน 
ในขณะที่ลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค AFLP สามารถแสดงความสัมพันธของลักษณะทาง
พันธุกรรมกับพืชอาศัย คือพืชอาศัยชนิดเดียวกันจะมีลายพิมพดีเอ็นเอคลายกัน ซึ่งใหผล
เชนเดียวกับรายงานของ ศรีสุข และคณะ (2544) ที่ใชเทคนิค RAPD ในการจัดกลุมรา 
Phytophthora โดยสามารถจําแนกราจากทุเรียน 3 ไอโซเลท ที่ความเหมือนกัน 70 เปอรเซ็นต แต
ไอโซเลทจากกลวยไมจัดรวมในกลุมเดียวกับสมและพริกไทย ที่ความเหมือนกันเพียง 25   
เปอรเซ็นต ทั้งนี้เทคนิค AFLP นับวาเปนเทคนิคที่มีประโยชน สามารถใชในการศึกษาลักษณะทาง
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พันธุกรรม ใหขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรม ทั้งในการศึกษาเพื่อการจําแนกชนิดเช้ือรา 
แบคทีเรีย และพืช  

 
สรุปผลการทดลอง 

 ผลการสํารวจ รวบรวมตัวอยางโรคใบไหม โรครากเนา โคนเนา ผลเนา จาก 14 จังหวัด 
ทั่วประเทศ แยกเช้ือบริสุทธิ์ ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพนัธุเช้ือ ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา แลวจําแนกชนิดตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบ รา P. parasitica จํานวน 29 ไอโซเลท 
เปนสาเหตุโรคเนาของพืชที่ศึกษา และพบ รา P. heveae เปน สาเหตุโรคกลาเนาของกลวยไม
รองเทานารีอินทนนท รา P. palmivora เปน สาเหตุโรครากเนาโคนเนาของทุเรียน รา P. botryosa 
เปน สาเหตุโรคหนายางพาราเนา และรา Pythium sp. แยกไดจากตนหนาววั  
 ลายพมิพดีเอ็นเอของราที่แยกไดจากตางพชือาศัยและแหลงปลูกพืช วิเคราะหจัดกลุมเช้ือ
ตามลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค SSR-PCR ไพรเมอร microsatellite ใหความหลากหลายทาง
พันธกุรรมสูง ไมมีความสัมพันธที่ชัดเจนระหวางพืชอาศัยหรือแหลงปลูก แตลายพิมพดีเอ็นเอโดย
เทคนิค AFLP บางกลุมสามารถแสดงความสัมพนัธของลักษณะทางพันธุกรรมกบัพืชอาศัย และ
แหลงปลูกพืช  ไมพบความสัมพันธทางพนัธุกรรมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ 
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ตารางที่ 1 ไอโซเลทของรา Phytophthora spp. สาเหตุโรคพืช จากพืน้ที่เพาะปลูกของ

ประเทศไทย (ป พ.ศ. 2545-2551) 
 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
1 หมากผูหมากเมีย 

(Dr=Dracaena 
Palm) 

471-Dr2-Ph B3 14 L5 ใบไหม เพชรบูรณ 

2 เดหลี  
(Pl = Peace lily) 

51 Pl Pb R 1 L ใบไหม อ.เมือง เพชรบุรี 

3 ยางพารา 
(PR = Para 
Rubber) 

49-PR CB 1 S หนายางเนา จันทบุรี (P.botryosa) 

4 ยางพารา 49 –PR PB 1 S  หนายางเนา ศูนยวิจยัยาง ปราจีนบุรี 
5 ลองกอง ลูก ู

LK=Long Kong 
45 LK Kr B 1 R รากเนา บานนายยวนไทย  

ต.เขาใหญ อ.อาวลึก กระบ่ี 
6 ทุเรียน 

Du = Durian 
46-Du-CB 4 S รากเนาโคนเนา 79 ม.2 ต.อางคีรี อ.มะขาม          

จ.จันทบุรี 
7 มะเขือ 

Eg = Egg-plant 
48-Eg-Ba K-1-F 
มะเขือมวงผลเล็ก 

ผลเนา 
 

ดานพชืสงออก ดอนเมือง 
กรุงเทพ ฯ 

8 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 1 F 
มะเขือมวงผลใหญ 

ผลเนา นางอํานวย ใจคํา 43 หมู 3 ต.
ทุงขาวพวง อ.เชียงดาว 
เชียงใหม 

9 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 2 S 
มะเขือมวงผลเล็ก 

รากเนา 
โคนเนา 

บริษัท ยูเนีย่นเพลส ต.ทุงขาว
พวง  
อ.เชียงดาว จ.เชียงใหม 

10 มะเขือ 
 

49-Eg-CM 3 F 
มะเขือยาว 

ผล บานปางดะ  อ.สะเมงิ จ.
เชียงใหม 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
11 สะระแหน 

Km = Kitchen  Mint 
48-Km-BaK 1 S กาน เนาดํา  

ใบไหม 
รานแหนมเนือง   
ดอนเมือง กรุงเทพ ฯ 

12 สะระแหน 
 

49 Km Pb R 1 S กาน เนาดํา  
ใบไหม 

แปลงผัก รานอาหารแซบอีหลี  
อ.ชะอํา เพชรบุรี 

13 สับปะรด 
Pi = Pineapple 

47 Pi-Pr K 1 L 
พันธุปตตาเวยี 

โคนใบ (เนาแหง) กม.5 ปากน้ําปราณ   
อ.ปราณบุรี ประจวบคีรีขันธ 

14 สับปะรด 
พันธุปตตาเวยี 

49 Pi Pb R 1 L 
 

โคนใบ (เนาเละ) บานหวยทรายใต  
อ.ชะอํา เพชรบุรี 

15 สับปะรด 
พันธุปตตาเวยี 

48-Pi-RY 2 S 
 

แกนกาน 
โคนตนเนา 

แปลงผูใหญบาน ต.มาบยางพร  
อ.ปลวกแดง จ.ระยอง 

16 สม Ct = citrus 
พันธุเขียวหวาน 

49 Ct Kp 1 R 
 

รากเนา กําแพงเพชร 

17 กลวยไมหวาย 
Or = Orchid 

48-Or-R Y 1 L 
 

โคนใบเนา อ.เมือง จ. ระยอง 

18 กลวยไม Mokara 49-Or Na p 1 L 
 

ตนเนา  
ใบเนา  

สุวิทย ล้ิมโปเจริญสุข 77/6 ม.1 
ต.บางแกวฟา อ.นครชัยศรี 
นครปฐม 

19 กลวยไม 
รองเทานารีอินทนนท
(กลาเพาะจาก
เนื้อเยื่อ) 

49-Or CM 2 L 
 

ตนกลา 
ใบ โคนใบเนา  
 

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม 
ต.หนองควาย อ.หางดง  
จ.เชียงใหม (P. heveae) 

20 กลวยไมรองเทานารี
เหลืองกาญจน 

49-Or CM 3 L 
 

ตนโต  
ใบ โคนใบเนา 

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม 

21 กลวยไมเอ้ืองกุหลาบ
กระเปาเปด 

49-Or CM 4 L 
 

ตนเนา  
ใบเนา  

ศูนยวิจยัเกษตรหลวงเชียงใหม  

22 กลวยไม 47-Or-Pa T 2 L ใบจุด 
 

อ.เมือง ปทมุธาน ี

23 กลวยไมMokara 51 Or Pb R 1 S 
 

ตนเนา รังกลวยไมวทิยาลัยเกษตรกรรม
เพชรบุรี อ.เมอืง เพชรบุรี (A1) 
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ตารางที่ 1 (ตอ) 
ที ่ พืช ไอโซเลท อาการ สถานที ่
24 กลวยไมVanda 51 Or PB 1 L 

 
ตนเนา 
 

รังกลวยไมบริษัท PSP  อ.เมือง 
ปราจีนบุรี (นยิมรัฐ) (A2) 

25 หนาววั 
An = Anthurium 

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

26 หนาววั 46-An- NaP 1 L ใบไหม อ.พทุธมณฑล นครปฐม 
27 หนาววั 48-An- PhK 1 L กานหนาวัว ภูเก็ต 1 
28 หนาววั 48-An- PhK 2 L กานหนาวัว ภูเก็ต 2 
29 หนาววั 

 
49 An Lpa 1 L ใบไหม ตนทดสอบพนัธุ สถานทีดลอง

พืชสวนหางฉัตร จ.ลําปาง 
30 หนาววั 

 
49 An Lpa 2 L ใบไหม ตนทดสอบพนัธุ สถานทีดลอง

พืชสวนหางฉัตร จ. ลําปาง 
31 หนาววั 

 
51 An PB 1 L ใบไหม เนา รังกลวยไมบริษัท PSP อ.เมือง 

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

Mp = Madagascar 
periwinkle 

51 MP BK 1 S โคนเนา แปลงทดลอง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
บางเขน กรุงเทพ ฯ  

หมายเหตุ  1- ป พ.ศ. ที่เก็บตัวอยาง 
2- ชนิดพืชที่เปนโรค 

หมากผูหมากเมีย  Dr=Dracaena Palm เดหลี Pl = Peace lily 
ยางพารา PR = Para Rubber ลองกอง ลูก ู LK=Long Kong 
ทุเรียน Du = Durian มะเขือ Eg = Egg-plant 
สะระแหน Km = Kitchen Mint สับปะรด Pi = Pineapple 
สม Ct = citrus กลวยไม Or = Orchid 
หนาวัว An = Anthurium แพงพวยฝร่ัง (แพงพวยบก) Mp = Madagascar periwinkle 

3-- จังหวัดที่เก็บตัวอยางโรค  
กรุงเทพฯ BK = Bangkok ปทุมธานี Pa T = Pathumthani 
นครปฐม NaP = Nakhonpathom ปราจีนบุรี PB = Prachinburi 
ระยอง  Ra Y = Rayong  จันทบุรี  CB = Chanthaburi 
เพชรบูรณ Ph B = Petchbun เพชรบุรี  Pb R = Petchburi 
ประจวบคีรีขันธ Pr K = Prachuapkhirikhan กระบ่ี Kr B = Krabi 
ภูเก็ต PhK = Phuket กําแพงเพชร Kp = Kamphaengphet 
ลําปาง Lpa = Lampang เชียงใหม CM = Chiangmai 
 4 – ลําดับไอโซเลทที่แยกไดในจังหวัดนั้น 
 5 – สวนของพืชที่เปนโรค 

ใบ L = Leaf ราก R = Root 
ลําตน S = Stem ผล F = Fruit 

เชน 
471-Dr2-Ph B3 14 L5 คือ ไอโซเลท รา Phytophthora spp. สาเหตุโรคใบไหมหมากผูหมากเมีย เก็บจากจังหวัดเพชรบูรณ 

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

Pythium จากพืชอาศัย 6 ชนิด   ใชขอมูลลายพมิพดีเอ็นเอ สังเคราะหดวย ไพรเมอร microsatellite 
primers (คาวเิคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามาแสดง)   วเิคราะหดวย NTSYS-pc. version 2.22e  
ตัวเลขบนแกนของ tree เปนคา bootstrap จํานวน 1000 คร้ัง (คาวิเคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามา
แสดง)    
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ภาพที่ 2 รูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ รา Phytophthora spp. โดยเทคนิค AFLP ดวยไพรเมอร  

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

อาศัย 9 ชนิด   ใชขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอ AFLP โดยไพรเมอร E+A/M+AAC วิเคราะหดวย 
NTSYS-pc. version 2.22e     ตัวเลขบนแกนของ tree เปนคา bootstrap จํานวน 1000 คร้ัง (คา
วิเคราะหที่ตํ่ากวา 50 ไมไดนํามาแสดง)     
 


