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การจําแนกชนดิของราสกลุ การจําแนกชนดิของราสกลุ การจําแนกชนดิของราสกลุ การจําแนกชนดิของราสกลุ BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria        สาเหตโุรคพืชสาเหตโุรคพืชสาเหตโุรคพืชสาเหตโุรคพืช    โดยใชล้กัษณะทางโดยใชล้กัษณะทางโดยใชล้กัษณะทางโดยใชล้กัษณะทาง    
สัณฐานวทิยาและลกัษณะทางพนัธกุรรมสัณฐานวทิยาและลกัษณะทางพนัธกุรรมสัณฐานวทิยาและลกัษณะทางพนัธกุรรมสัณฐานวทิยาและลกัษณะทางพนัธกุรรม    

Identification Identification Identification Identification of of of of BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria        Plant PPlant PPlant PPlant Pathogenic athogenic athogenic athogenic FFFFungi ungi ungi ungi Using MUsing MUsing MUsing Morphological orphological orphological orphological 
and and and and MMMMolecular olecular olecular olecular CCCCharacteristicharacteristicharacteristicharacteristicssss    

พรพมิล  อธปิญัญาคม  สณุรีตัน ์ สีมะเดื่อ  และ พรพมิล  อธปิญัญาคม  สณุรีตัน ์ สีมะเดื่อ  และ พรพมิล  อธปิญัญาคม  สณุรีตัน ์ สีมะเดื่อ  และ พรพมิล  อธปิญัญาคม  สณุรีตัน ์ สีมะเดื่อ  และ ชนิชนิชนิชนินทร  ดวงสอาดนทร  ดวงสอาดนทร  ดวงสอาดนทร  ดวงสอาด    
กลุม่วจิยัโรคพชื   สาํนักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุม่วจิยัโรคพชื   สาํนักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุม่วจิยัโรคพชื   สาํนักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืกลุม่วจิยัโรคพชื   สาํนักวจิยัพัฒนาการอารักขาพชื    

      
 

บทคดัยอ่บทคดัยอ่บทคดัยอ่บทคดัยอ่    
ผลการสํารวจรวบรวมและเก็บตัวอย่างสาเหตุโรคพืชท่ีเกิดจากรา Botryosphaeria  ได้

ตัวอย่างโรคพืชท้ังหมด 17 ตัวอย่าง  จากพืชท้ังหมด 6 ชนิด  ในจังหวัดกําแพงเพชร  กรุงเทพฯ   
จันทบุรี  ฉะเชิงเทรา เชียงใหม่  นครปฐม  นครราชสีมา  ประจวบคีรีขันธ์  ระยอง  ราชบุรี  สกลนคร 
สมุทรปราการ สมุทรสาคร สมุทรสงคราม และสุโขทัย ตัวอย่างโรคพืชท่ีรวบรวมได้ท้ังหมดนํามาศึกษา
ในห้องปฏิบัติการโดยการศึกษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง  การทํา moist chamber  และโดยวิธีการ
แยกราจากเนื้อเยื่อพืชท่ีเป็นโรค ผลจากการศึกษาจําแนกชนิดเชื้อโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
จําแนกได้รา Lasiodiplodia theobromae  จากมังคุด (2 ไอโซเลท) องุ่น (2 ไอโซเลท)  มะม่วง (1 
ไอโซเลท) กล้วย (2 ไอโซเลท) และมะเม่า (1 ไอโซเลท), Dothiorella จากมะม่วง (2 ไอโซเลท) และ 
Botryosphaeria จากก่ิง (15 ไอโซเลท) และผลแก้วมังกร (5 ไอโซเลท) (ตารางท่ี 1) แยกให้ได้เชื้อ
บริสุทธิ์ และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาการจําแนกชนิดของเชื้อในระดับ species 
และศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อต่อไป และตัวอย่างแห้งโรคพืชเก็บไว้ท่ีพิพิธภัณฑ์โรคพืช
ท่ี กลุ่มวิจัยโรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
ราสกุล Botryosphaeria   Ces. And De Npt  พบแพร่กระจายอยู่ท่ัวไป มักพบเป็นสาเหตุ

โรคแคงเคอร์ของพืชท่ีเป็นไม้เนื้อแข็ง ราเข้าทําลายพืชทางแผลจากการตัดแต่งก่ิงและทางเนื้อเยื่อท่ีถูก
ทําลาย แต่ราก็สามารถเข้าทําลายพืชโดยตรงทางกลุ่มเซลล์ของพืชและพักตัวอยู่ท่ีส่วนของตา  
บางครั้งมักพบว่ารามีลักษณะเป็นเอ็นโดไฟท์โดยไม่แสดงอาการบนเนื้อเยื่อพืช (Smith et al., 1996) 
รากลุ่มนี้ก่อให้เกิดโรคพืชท่ีสําคัญของพืชหลายชนิด ได้แก่  พืชวงศ์แอปเป้ิล   ไม้ผลชนิดเมล็ดแข็ง  
สาเหตุโรคผลเน่า   ใบจุดตากบ  โรคแคงเคอร์บนลําต้นและก่ิง  เปลือกแตกยางไหล  ยืนต้นตาย  และ
บางชนิดทําให้ต้นไม้ตาย (Weaver, 1974; Brown and Britton, 1986; Britton et al., 1990; 
Pusey, 1993; Parker and Sutton, 1993)    

 ในด้านการจําแนกชนิดของรากลุ่มนี้ ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Botryosphaeria ซ่ึง    
เป็นระยะสืบพันธุ์แบบใช้เพศ (teleomorphic stage)  นั้นจะแตกต่างกันเล็กน้อยในแต่ละ species  
แต่ลักษณะทางสัณฐานของราในระยะสืบพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ (anamorphic stage)  จะมีความ
แตกต่างกันมาก    รา Botryosphaeria  มีระยะสืบพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ ประมาณ 18 ชนิด จัดอยู่ใน 
Class Coelomycetes  ได้แก่ Botryodiplodia (Sacc.) Sacc., Diplodia Fr., Dothiorella Sacc., 
Fusicoccum Corda, Lasiodiplodia Ellis & Everh., Macrophomina (Sacc.) Berl. & Voglino 
และ Sphaeropsis Sacc.  ลักษณะของราในกลุ่มนี้จะแตกต่างกันแต่ลักษณะบางชนิดก็จะมีลักษณะ
คล้ายคลึงและใกล้เคียงกันมากเม่ือตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ  ในปัจจุบันนี้มีการใช้
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อมาใช้ในการจําแนกชนิด ซ่ึงก็ทําให้การ
จําแนกชนิดของรามีความถูกต้องและแม่นยํามากข้ึน 
 งานวิจัยนี้ครอบคลุมวัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยและพัฒนาเพ่ือการจําแนกชนิดของ 
รา Botryosphaeria โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อและศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม
ของราโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล ในการแบ่งแยกในระดับ genus และ species 
 

วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    
อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์อุปกรณ์    

1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่  กระดาษ  ถุงพลาสติค  ปากกาเคมี  ดินสอ  กรรไกรตัดก่ิง  
และ GPS 

2. อุปกรณ์จัดเก็บตัวอย่างแห้ง ได้แก่ แผ่นไม้อัดทับตัวอย่าง  กระดาษ   
3. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่  slide  cover slip   ปากคีบ   เข็มเข่ียปลายแหลม   

ใบมีดโกน   ตะเกียง   ยาทาเล็บ 
4. สารเคมีสําหรับ mount slide ได้แก่  lactophenol ,  lactic acid, shear’s sulution  
5.  สารเคมีได้แก่ สารเคมีท่ีใช้ในการฆ่าเชื้อ  : สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์   แอธิล

แอลกอฮอล์ 75%    
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6  อาหารวุ้นสังเคราะห์ corn meal agar (CMA), potato dextrose agar (PDA) 
7. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ จานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ขวดดูแรน  บีกเกอร์   เป็นต้น   
8. วัสดุอุปกรณ์อ่ืนๆ ในห้องปฏิบัติการ   ได้แก่ ตู้เข่ียเชื้อ  หม้อนึ่งความดัน ตู้อบฆ่าเชื้อเครื่อง

แก้ว   เป็นต้น 
9. กล้องจุลทรรศน์ compound microscope และ stereo microscope พร้อมกล้อง

ถ่ายรูปและ camera lucida สําหรับวาดภาพราจากกล้องจุลทรรศน์ 
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    

1111. . . . เกบ็เกบ็เกบ็เกบ็รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria    
    เก็บตัวอย่างโรคพืชจากส่วนของใบ ดอก ผล ก่ิง ลําต้น  และรากของพืช จากแหล่งปลูกพืช
ต่าง ๆ บันทึกรายละเอียด ชนิดพืช  แหล่งท่ีเก็บ  วันท่ีเก็บ และลักษณะอาการของโรค ห่อตัวอย่างพืช
ด้วยกระดาษหนังสือพิมพ์ ใส่ในถุงพลาสติก บรรจุห่อตัวอย่างลงในกล่องเก็บความเย็น เพ่ือนํามาทํา
ศึกษาชนิดและแยกเชื้อสาเหตุในห้องปฏิบัติการ และจัดเก็บตัวอย่างแห้งของพืชไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  
ตึกอิงคศรีกสิการ กลุ่มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร  

2222. . . . การศกึษารา การศกึษารา การศกึษารา การศกึษารา BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria    จากสว่นที่เปน็โรค จากสว่นที่เปน็โรค จากสว่นที่เปน็โรค จากสว่นที่เปน็โรค     
 2222....1111 การศกึษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง การศกึษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง การศกึษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง การศกึษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง ((((Direct observationDirect observationDirect observationDirect observation))))    

ศึกษาลักษณะอาการของราสาเหตุโรคและสังเกตลักษณะของโครงสร้างท่ีให้กําเนิดสปอร์ของ
ราท่ีเกิดบนใบ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  บันทึกลักษณะต่าง ๆ ใช้เข็มปลายแหลมเข่ียส่วน
ของรา ได้แก่ สปอร์ หรือส่วนขยายพันธุ์ของรา มาวางบนสไลด์ หรือใช้ใบมีดตัดขวางชิ้นส่วนพืชให้บาง 
ๆ หยดน้ําหรือสีย้อม และปิดทับด้วยแผ่น cover slip และตรวจดูลักษณะต่าง ๆ ของราภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบ compound   
 ถ้าไม่พบสปอร์ของราบนชิ้นส่วนพืชท่ีเป็นโรคหลังจากตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ 
stereo และเม่ือเข่ียเชื้อดูแล้ว ไม่พบราบนชิ้นส่วนพืชให้ทํา moist chamber โดยนําตัวอย่างพืชมา
บ่มไว้ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีฆ่าเชื้อแล้ว วางชิ้นส่วนพืชท่ีเป็นโรคไว้บนกระดาษกรองท่ีนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว
และหยดน้ํานึ่งท่ีฆ่าเชื้อแล้วบนกระดาษกรองเพ่ือให้ความชื้น  บ่มไว้อุณหภูมิห้องปฏิบัติการ นาน 3-7 
วัน ใช้เข็มปลายแหลมเข่ียราท่ีเจริญอยู่บนชิ้นส่วนพืชมาตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound  
บันทึกลักษณะต่าง ๆ วัดขนาดส่วนต่าง ๆ ของราและถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์ 
    2222....2 2 2 2     การศกึษาเชื้อสาเหตโุดยวธิแียกเชือ้จากเนื้อเยื่อพชืทีเ่ปน็โรค การศกึษาเชื้อสาเหตโุดยวธิแียกเชือ้จากเนื้อเยื่อพชืทีเ่ปน็โรค การศกึษาเชื้อสาเหตโุดยวธิแียกเชือ้จากเนื้อเยื่อพชืทีเ่ปน็โรค การศกึษาเชื้อสาเหตโุดยวธิแียกเชือ้จากเนื้อเยื่อพชืทีเ่ปน็โรค ((((Tissue transplantingTissue transplantingTissue transplantingTissue transplanting))))    

ตัดตัวอย่างพืชท่ีเป็นโรคบริเวณท่ีเป็นรอยต่อของส่วนท่ีเป็นโรคและส่วนปกติขนาดประมาณ 
2x2 มิลลิเมตร ทําการฆ่าเชื้อท่ีผิวพืช โดยแช่ชิ้นส่วนพืชลงในสารละลายคลอร็อกซ์  5 เปอร์เซ็นต์ เป็น
เวลา 5 นาที  ซับให้แห้งด้วยกระดาษกรองท่ีผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วจนแห้งสนิท นําชิ้นส่วนพืชมาวาง
บนอาหาร half strength Potato Dextrose Agar (1/2 PDA) และ Malt Extract Agar (MEA) ต้อง
ทําภายใต้ aseptic condition   บ่มไว้ในอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ  เป็นเวลา 1-3 วัน  ตรวจดูเส้นใยรา
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ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo  ตัดปลายเส้นใย (hyphal tip) ของราท่ีเจริญออกมาจากชิ้นส่วน
พืช  วางลงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้องปฏิบัติการ  จนเชื้อเจริญ
เต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และนําไปศึกษารายละเอียดของราเพ่ือการจําแนกชนิดของราต่อไป  เก็บ
รักษาสายพันธุ์ราไว้ในอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส    

2.3  2.3  2.3  2.3  ศึกษาลักษณะของเชือ้บนอาหารชนดิตา่ง ๆ  ศึกษาลักษณะของเชือ้บนอาหารชนดิตา่ง ๆ  ศึกษาลักษณะของเชือ้บนอาหารชนดิตา่ง ๆ  ศึกษาลักษณะของเชือ้บนอาหารชนดิตา่ง ๆ      
นํารา Botryosphaeria  ท่ีแยกได้มาเลี้ยงบนอาหาร ½Potato Dextrose Agar, 

Potato Dextrose Agar, Malt Extract Agar, Corn Meal Agar, Oat meal agar   หรือ water 
agar โดยบันทึกลักษณะต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 

บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อราบนอาหารชนิดต่าง ๆ ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บันทึก
สีของโคโลนีด้านบนและด้านล่างอาหารเลี้ยงเชื้อ รวมท้ังการสร้างเม็ดสี (pigment)  
3. 3. 3. 3. การจาํแนกชนิดการจาํแนกชนิดการจาํแนกชนิดการจาํแนกชนิดรา รา รา รา BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria    

- ศึกษารูปร่างลักษณะของเชื้อราภายใต้กล้องจุลทรรศน์ stereo และ compound  
microscope โดยตรวจดูลักษณะเส้นใย conidiophore และสปอร์ และศึกษาลักษณะของสปอร์และ
โครงสร้างอ่ืน ๆ ของเชื้อรา โดยการ mount slide ด้วยน้ําหรือ shear’s solution 

- ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อได้แก่ ลักษณะของเส้นใย ขนาด สี      
ลักษณะของสปอร์ conidiophore สี ขนาด  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo และ compound  
บันทึกขนาด รูปร่าง  วาดภาพ  และบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายภาพ และถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอน (Scanning Electron Microscope) 
4. เก็บรกัษาสายพนัธุร์าและตวัอยา่งแหง้เก็บรกัษาสายพนัธุร์าและตวัอยา่งแหง้เก็บรกัษาสายพนัธุร์าและตวัอยา่งแหง้เก็บรกัษาสายพนัธุร์าและตวัอยา่งแหง้ 

เก็บรักษาราท่ีแยกได้ไว้ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว้ใน Culture 
Collection และเก็บตัวอย่างแห้งโรคพืชไว้ในพิพิธภัณฑ์โรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  
สํานักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช   
5. 5. 5. 5. การพสิจูนก์ารเกดิโรคการพสิจูนก์ารเกดิโรคการพสิจูนก์ารเกดิโรคการพสิจูนก์ารเกดิโรค    

ทําการพิสูจน์การเกิดโรค  โดยทําการปลูกเชื้อส่วนของพืช โดยทําแผลและไม่ทําแผล 
อย่างละ 10 ซํ้า   เปรียบเทียบกับการเกิดโรคบนส่วนท่ีไม่ปลูกเชื้อด้วยวิธีเดียวกัน แยกเชื้อสาเหตุจาก
ต้นท่ีแสดงอาการโรค  เปรียบเทียบชนิดของราสาเหตุโรคใช้ในการปลูกเชื้อ 
6. 6. 6. 6. การศกึษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของรา การศกึษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของรา การศกึษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของรา การศกึษาลกัษณะทางพนัธกุรรมของรา BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria    
    6.1  การเตรียมรา Botryosphaeria    

เลี้ยงรา Botryosphaeria บนอาหาร  MEA  (Malt extract agar)  นาน 7-10 วัน  หลังจาก 
นั้นใช้เข็มเข่ียเอาเส้นใยของรามาเลี้ยงในอาหารเหลว PDB (Potato dextrose broth) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ใน flask 250 มิลลิลิตร  นําไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 
ห้องปฏิบัติการ นาน 7 วัน  หลังจากนั้นนําราในอาหารเหลวมากรองด้วยกระดาษกรองนึ่งฆ่าเชื้อ และ
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ทําให้แห้งด้วยการดูดอากาศออกด้วยเครื่องดูดสัญญากาศ  เก็บเส้นใยราท่ีแห้งด้วยหลอดและเก็บไว้ท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือนํามาสกัด DNA 

6.2  การสกัด DNA จากรา   
 นํารา Botryosphaeria  อย่างน้อย 5 genera  5 species อย่างละ 4 isolates ท่ีเก็บรักษา
ไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาสกัด DNA โดยใช้วิธีของ  Crous และคณะ (2000)  

6.3 การเพ่ิมปริมาณยีน Internal Transcribed Spacer  โดยใช้เทคนิค PCR   
นํา DNA ของราท่ีแยกได้ในข้อ 13.2.3  มาทํา PCR  โดยใช้ไพร์เมอร์  ITS1  

(5’TTTCCGTAGGTGAACCTGC3’)  และ  ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC) 
- สังเคราะห์คู่ primer ITS1  และ ITS4 เพ่ือทําการเพ่ิมปริมาณของ rDNA  

ในช่วง  ITS1-5.8S rDNA-ITS2-26SrDNA 
- นํา DNA ของราท้ังหมดในข้อ 13.2.3 มาเพ่ิมปริมาณของ rDNA  ในช่วง   

ITS1-5.8S rDNA-ITS2-26SrDNA  โดยใช้คู่ไพร์เมอร์  ITS1  และ  ITS4 ด้วยวิธี PCR  ประกอบด้วย
ส่วนผสมดังนี้ 
 10X  PCR buffer    6 ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2     3 ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP     1 ไมโครลิตร 
 ไพร์เมอร์ ITS1 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 

ไพร์เมอร์ ITS4 (50 พิโคโมล / ไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 
Taq DNA Polymerase (5 ยูนิต / ไมโครลิตร) 0.25 ไมโครลิตร 
น้ํากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ     28.75 ไมโครลิตร 
สารละลาย DNA (50 นาโนกรัม /  ไมโครลิตร) 10 ไมโครลิตร 
 รวมปริมาตร    50 ไมโครลิตร 

- ส่วนของ ß-tubulin นั้นเพ่ิมปริมาณโดยใช้คู่ไพร์เมอร์ Bt2a และ Bt2b 
นําส่วนผสมท้ังหมดผสมตามสัดส่วนลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลังากนั้นนํา

หลอด PCR เข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณ DNA โดยมีรอบการทําปฏิกิริยา  (Slippers et al., 2004) ดังนี้ 
 94 องศาเซลเซียส 5 นาที   1 รอบ 
 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 50 วินาที   30 รอบ 
 52 องศาเซลเซียส 2 นาที  

72 องศาเซลเซียส 1 นาที  
72 องศาเซลเซียส 5 นาที   1 รอบ 
4 องศาเซลเซียส  hold 
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6.4 การวิเคราะห์หาลําดับเบสของยีน ITS1-5.8SrDNA-ITS2-26SrDNA 
นําผลผลิตท่ีได้จากข้อ 13.2.3 มาตรวจวิเคราะห์ผลด้วย electrophoresis บน 1% agarose 

gel ใน 0.5XTBE buffer  โดยตัดแถบ DNA ท่ีเป็นยีนเป้าหมาย ภายใต้ UV transilluminator   โดย
ใช้วิธีของ Slippers และคณะ (2004)  

6.5  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนท่ีนํามาศึกษาท้ังหมด  
การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนท่ีนํามาศึกษาท้ังหมดไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล

ท่ีมีรายงานอยู่ใน GenBank ในช่วงลําดับเบส 15 ITS rDNA และ 15 ß-tubulin ซ่ึงเป็นราในกลุ่ม 
Botryosphaeria  โดยนํามาเปรียบเทียบวิเคราะห์ความสัมพันธ์และการวิวัฒนาการด้วย PAUP 
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) version 4.0b8 โดย Swofford (2000) 
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    

เวลาเวลาเวลาเวลา    เริ่มต้น – สิ้นสุด   
   ตุลาคม 2553 – กันยายน 2556 

 สถานที่สถานที่สถานที่สถานที ่   - แหล่งพืชธรรมชาติ 
    - แปลงปลูกพืชของเกษตรกร 
    - ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานวิทยาไมโค  กลุ่มวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  กรมวิชาการเกษตร 
ผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลองผลและวจิารณผ์ลการทดลอง    

1111. . . . เกบ็เกบ็เกบ็เกบ็รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา รวบรวมตวัอย่างโรคพชืทีเ่กดิจากรา BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria    
 ผลการสํารวจรวบรวมและเก็บตัวอย่างสาเหตุโรคพืชท่ีเกิดจากรา Botryosphaeria  ได้
ตัวอย่างโรคพืชท้ังหมด 17 ตัวอย่าง  จากพืชท้ังหมด 6 ชนิด  ในจังหวัดกําแพงเพชร  กรุงเทพฯ   
จันทบุรี  ฉะเชิงเทรา เชียงใหม่  นครปฐม  นครราชสีมา  ประจวบคีรีขันธ์  ระยอง  ราชบุรี  สกลนคร 
สมุทรปราการ สมุทรสาคร สมุทรสงคราม และ สุโขทัย ตัวอย่างโรคพืชท่ีรวบรวมได้ท้ังหมดนํามาศึกษา
ในห้องปฏิบัติการโดยการศึกษาราจากเนื้อเยื่อพืชโดยตรง  การทํา moist chamber  และโดยวิธีการ
แยกราจากเนื้อเยื่อพืชท่ีเป็นโรค  
แก้วมังกร ก่ิง (ลําต้นจุด) จันทบุรี  ราชบุรี  สมุทรสาคร  สมุทรสงคราม  

ระยองสมุทรปราการ กรุงเทพฯ นครราชสีมา 
เชียงใหม่ นครปฐม 

แก้วมังกร ผล (ผลเน่า) จันทบุรี ราชบุรี  สมุทรสาคร   
มังคุด ผล (ผลเน่า) จันทบุรี 
องุ่น ลําต้น (ต้นเหี่ยว) ประจวบคีรีขันธ์  นครราชสีมา 
มะม่วง ลําต้น (อาการยางไหล) นครราชสีมา 
มะม่วง ผล (ข้ัวผลเน่า) ฉะเชิงเทรา 
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กล้วย ผล (ข้ัวผลเน่า) สุโขทัย  กําแพงเพชร 
มะเม่า ลําต้น (อาการยางไหล) สกลนคร 

    

2222. . . . การศกึษารา การศกึษารา การศกึษารา การศกึษารา BotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeriaBotryosphaeria    จากสว่นที่เปน็โรค จากสว่นที่เปน็โรค จากสว่นที่เปน็โรค จากสว่นที่เปน็โรค และการจําแนกชนดิและการจําแนกชนดิและการจําแนกชนดิและการจําแนกชนดิ    
ผลจากการศึกษาจําแนกชนิดเชื้อโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจําแนกได้รา 

Lasiodiplodia theobromae  จากมังคุด (2 ไอโซเลท) องุ่น (2 ไอโซเลท)  มะม่วง (1 ไอโซเลท) 
กล้วย (2 ไอโซเลท) และมะเม่า (1 ไอโซเลท), Dothiorella จากมะม่วง (2 ไอโซเลท) และ 
Botryosphaeria จากก่ิง (15 ไอโซเลท) และผลแก้วมังกร (5 ไอโซเลท) (ตารางท่ี 1) แยกให้ได้เชื้อ
บริสุทธิ์ และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาการจําแนกชนิดของเชื้อในระดับ species 
และศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อต่อไป และตัวอย่างแห้งโรคพืชเก็บไว้ท่ีพิพิธภัณฑ์โรคพืช
ท่ี กลุ่มวิจัยโรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ 

สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    
ผลการสํารวจรวบรวมและเก็บตัวอย่างสาเหตุโรคพืชท่ีเกิดจากรา Botryosphaeria  ได้

ตัวอย่างโรคพืชท้ังหมด 17 ตัวอย่าง  จากพืชท้ังหมด 6 ชนิด  ในจังหวัดกําแพงเพชร  กรุงเทพฯ   
จันทบุรี  ฉะเชิงเทรา เชียงใหม่  นครปฐม  นครราชสีมา  ประจวบคีรีขันธ์  ระยอง  ราชบุรี  สกลนคร 
สมุทรปราการ สมุทรสาคร สมุทรสงคราม และสุโขทัย ผลจากการศึกษาจําแนกชนิดเชื้อโดยศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจําแนกได้รา Lasiodiplodia theobromae  จากมังคุด (2 ไอโซเลท) องุ่น 
(2 ไอโซเลท)  มะม่วง (1 ไอโซเลท) กล้วย (2 ไอโซเลท) และมะเม่า (1 ไอโซเลท), Dothiorella จาก
มะม่วง (2 ไอโซเลท) และ Botryosphaeria จากก่ิง (15 ไอโซเลท) และผลแก้วมังกร (5 ไอโซเลท) 
(ตารางท่ี 1) แยกให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาการจําแนกชนดิ
ของเชื้อในระดับ species และศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อต่อไป และตัวอย่างแห้งโรค
พืชเก็บไว้ท่ีพิพิธภัณฑ์โรคพืชท่ี กลุ่มวิจัยโรคพืช ตึกอิงคศรีกสิการ 
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Lasiodiplodia theobromae มังคุด ผล (ผลเน่า) 
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Lasiodiplodia theobromae มะเม่า ลําต้น (อาการยางไหล) 
 


