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โรคใบจุดและใบไหม ้เป็นปัญหาหลกัในการปลูกสร้างสวนป่ายคูาลิปตสั ซ่ึงเดิมมีรายงานวา่เกิดจาก
เช้ือรา Cryptosporiopsis eucalypti  อยา่งไรก็ตามในปัจจุบนัมีการจดัจ าแนกใหม่เป็นเช้ือรา Pseudoplagiostoma 
eucalypti โดยใชข้อ้มูลทางดา้นอณูชีววิทยาร่วมกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยา การศึกษาคร้ังน้ีจึงมี
วตัถุประสงคเ์พื่อจ าแนกและประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดและใบไหมยู้
คาลิปตสัในประเทศไทย เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลส าหรับงานปรับปรุงพนัธ์ุยคูาลิปตสัตา้นทานโรคใบจุดและใบไหม ้ 
ส ารวจและเก็บรวบรวมตวัอยา่งโรคใบจุดและใบไหมจ้ากแหล่งปลูกยคูาลิปตสัใน 10  จงัหวดัของประเทศไทย 
และน ามาจ าแนกชนิดโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวทิยา และวดัอตัราการเจริญเติบโตของโคโลนีบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ จากผลการศึกษาสามารถจ าแนกไดเ้ป็นเช้ือรา Ps. eucalypti  ซ่ึงมีความหลากหลายของลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยาโดยเฉพาะลกัษณะการเจริญของโคโลนี  เม่ือน าเช้ือรา Ps. eucalypti  มาวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ
ดว้ยเทคนิค AFLP โดยใช ้4 คู่ไพรเมอร์ พบวา่ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีแตกต่างกนั 77 แถบจากทั้งหมด 178 แถบ น า
แถบดีเอน็เอท่ีแตกต่างมาวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม NTSYS โดยค านวณค่าสมัประสิทธ์ิความเหมือนตามวธีิของ 
Dice และจดักลุ่มโดยวธีิ UPGMA พบวา่ เช้ือรา Ps. eucalypti มีความหลากหลายทางพนัธุกรรม ซ่ึงสามารถแบ่ง
ออกไดเ้ป็น 10 กลุ่มโดยมีค่า cophenetic correlation (r) = 0.955 จากผลการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอแสดงให้
เห็นวา่การแบ่งกลุ่มไม่สอดคลอ้งกบัแหล่งท่ีมาของเช้ือ การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของ 
ribosomal DNA จ านวน 8  ไอโซเลตโดยใชไ้พรเมอร์ ITS1 และ ITS4  และวเิคราะห์ขอ้มูลร่วมกบัล าดบันิวคลี
โอไทดท่ี์ไดจ้ากฐานขอ้มูล GenBank (DDBJ) โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main Workbench จากการจดักลุ่มดว้ยวธีิ 
UPGMA พบวา่ ล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้ง 8 ไอโซเลตน้ี จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือรา Ps. 
eucalypti ท่ีบนัทึกไวใ้นฐานขอ้มูลโดยมีค่า bootstrap สูงถึง 100% จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การจ าแนก
ชนิดของเช้ือราดว้ยขอ้มูลของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ ITS นั้นจ าแนกไดเ้ป็นเช้ือรา Ps. eucalypti ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการจ าแนกดว้ยลกัษณะทางสณัฐานวทิยา นอกจากน้ีไดค้ดัเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะส าหรับยอ่ย
ช้ินส่วนบริเวณ ITS เพ่ือใชเ้ป็นเคร่ืองหมายแยกความแตกต่างของเช้ือรา   Ps. eucalypti ออกจากเช้ือราชนิดอ่ืน 
โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main Workbench  จากการทดสอบเอนไซมจ์ านวน 10 ชนิด พบวา่ การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์
AluI และ HinCII สามารถแยก Ps. eucalypti และ Ps. oldii ออกจาก Ps. variabile ได ้ ในขณะท่ีเอนไซม ์Ctr10I, 
EcoRI, HaeII,  HaeIII, HinCII, MseI, StuI และ TaqI   ไม่สามารถแยกเช้ือรา Ps. eucalypti, Ps. oldii และ Ps. 
variabile ออกจากกนัได ้
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Leaf spot and leaf blight disease is a main problem for eucalyptus forest plantations. The disease   
had been reported causing by fungi Cryptosporiopsis eucalypti. However, at present the fungi are re-identified 
as Pseudoplagiostoma eucalypti using molecular and morphological data.  This study aims to identify and 
evaluate the genetic diversity of the fungi causing leaf spot and leaf blight disease on eucalyptus in Thailand.  
The data earned from the study will be useful for breeding improvement of eucalyptus resistance to leaf spot 
and leaf blight disease.  The disease samples were surveyed and collected from eucalyptus plantations in 10 
Provinces of Thailand.  Fungal species were isolated and identified using morphological characteristics and 
colony growth measurements on synthetic media. The fungal isolates were identified as Ps. eucalypti which 
were of diverse morphologies especially for colony characteristics. The DNA fingerprint analysis of            
Ps. eucalypti was conducted using AFLP technique with 4 primer combinations. The results showed that there 
were 77 polymorphic bands and 178 total bands. All polymorphic bands were analyzed using NTSYS pc ver. 
2.02. Program. The similarity coefficient was obtained using Dice’s method. The phenogram was then 
generated by UPGMA method. The results showed that fungal isolates could be categorized into ten groups 
with cophenetic correlation of 0.955. The results also indicated that there was genetic diversity among         
Ps. eucalypti isolates. Moreover, these groups were not correlated to the localities and morphological 
characteristics. Sequencing analysis of internal transcribed spacer (ITS) region of ribosomal DNA was 
conducted. Eight isolates of Ps. eucalypti were amplified and sequenced using ITS1 and ITS4 universal 
primers.  Eight sequences were aligned and analyzed together with the sequences obtained from GenBank 
(DDBJ) using the CLC Main workbench. The UPGMA clustering showed that the eight sequences were in 
the same group as other sequences of   Ps. eucalypti recorded in the database supporting by 100% bootstrap 
value. The results indicated that the eight isolates could be identified as Ps. eucalypti based on ITS region 
analyses, which corresponding to the morphological based identification. In addition, the screening of 
restriction enzymes for digestion of ITS region was conducted to distinguish between Ps. eucalypti and other 
closed related species using CLC Main Workbench. The screening of 10 enzymes showed that AluI and 
HinCII enzymes could differentiate Ps. eucalypti and Ps. oldii from Ps. variabile. While, Ctr10I  EcoRI  
HaeII  HaeIII  HinCII  MseI  StuI and TaqI enzymes could not distinguish Ps. eucalypti, Ps. oldii and Ps. 
variabile. 
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      1 Multiple alignment ของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วน ITS (ITS1-5.8S-ITS2) ของ
เช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ร่วมกบัเช้ือราชนิดอ่ืนจาก GenBank            85 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ Pseudoplagiostoma eucalypti 
สาเหตุโรคใบจุดและใบไหม้ ในยูคาลปิตัส 

 

Genetic Diversity of Pseudoplagiostoma eucalypti Causing Leaf Spots and Leaf 
Blight Disease on Eucalyptus 

 
ค าน า 

 
ยคูาลิปตสัเป็นไมโ้ตเร็วท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจอีกชนิดหน่ึง ในปัจจุบนัทัว่โลกมี

ความตอ้งการไมย้คูาลิปตสัประมาณ 38 ลา้นตนัต่อปี และมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเร่ือยๆ เพื่อน ามาใช้
ประโยชน์ต่างๆ อยา่งมากมาย เช่น อุตสาหกรรมเยือ่กระดาษ ช้ินไมส้ับเพื่อการส่งออก ไมป้ระกอบ
ไมเ้สาเข็ม  เช้ือเพลิงชีวภาพ เป็นตน้ ส าหรับความตอ้งการภายในประเทศมีการใชไ้มยู้คาลิปตสั
ประมาณ 9 ลา้นตนัต่อปี แต่ในขณะเดียวกนัสามารถผลิตไมย้คูาลิปตสัไดเ้พียง 7 ลา้นตนัต่อปี จึง  
ไม่เพียงพอต่อความตอ้งการ ดงันั้นภาครัฐและเอกชนจึงไดส่้งเสริมใหป้ลูกยคูาลิปตสักนัอยา่งกวา้ง 
ขวางมากข้ึน เพื่อลดการน าเขา้ไมจ้ากต่างประเทศ ในขณะเดียวกนัพบวา่ โรคของไมย้คูาลิปตสั 
กลายเป็นปัญหาและอุปสรรคในการปลูกสร้างสวนไม ้ซ่ึงมีผลกระทบต่อผลผลิตทั้งในดา้นปริมาณ
และคุณภาพ โรคท่ีท าให้เกิดความเสียหายในสวนไมไ้ดแ้ก่ โรคใบจุด ใบไหมป้ลายก่ิง  และยอด
แหง้ ท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือรา Cryptosporiopsis eucalypti และมีการเปล่ียนช่ือเช้ือราน้ีใหม่เป็น 
Pseudoplagiosoma eucalypti โดย Cheewangkoon et al. (2010) 

 
ในปี 2542 พื้นท่ีปลูกยคูาลิปตสัของไทยในบริเวณท่ีมีปริมาณน ้าฝนท่ีสูง มากกวา่ 1,500 

มิลลิเมตร เกิดการระบาดของโรคใบจุดและใบไหมท่ี้เกิดจากการเขา้ท าลายของเช้ือรา C. eucalypti 
ในสวนป่ายคูาลิปตสัคามาลดูเลนซิสท่ีปลูกโดยใชส้ายตน้ (clone) เดียว ท าใหสู้ญเสียพื้นท่ีสวนป่า   
ยคูาลิปตสัไป 1 เปอร์เซ็นต ์(Luangviriyasaeng, 2003) 

 
เช้ือรา C. eucalypti สามารถเขา้ท าลายใบ ปลายก่ิงและยอดอ่อน ท าใหเ้กิดอาการแผลจุด ใบ

ไหมแ้หง้ เม่ืออาการรุนแรงจะท าใหใ้บร่วง ก่ิงแหง้ ตน้ไมอ่้อนแอ เปิดช่องทางใหเ้ช้ือราท่ีไม่สร้าง
ความเสียหายรุนแรง (weak pathogens) ชนิดอ่ืนๆ เช่น Cytospora sp., Lasiodiplodia theobromae, 
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Phomopsis sp. เขา้ท าลายส่วนของก่ิง และล าตน้เป็นผลใหเ้กิดแผลแตก ยางไหล และยอดตาย ท าให้
ทรงตน้ผดิปรกติ คดงอ แคระแกร็น หรือรุนแรงส่งผลใหต้น้ตายได ้(กฤษณา, 2542)   เช้ือราแต่ละ 

 

ชนิดในสกุลน้ีมีความแตกต่างกนันอ้ยมาก บางคร้ังจึงจ าเป็นตอ้งใชข้นาดของ conidia เป็นหลกัใน
การจ าแนก อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่เช้ือ C. eucalypti ทุกไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากแปลงสวนไมใ้น
จงัหวดักาญจนบุรี มีการสร้าง conidiomata และ conidia ท่ีเหมือนกนั แต่มีลกัษณะโคโลนีและอตัรา
การเจริญเติบโตแตกต่างกนั  รวมทั้งยงัมีความสามารถในการก่อโรคท่ีแตกต่างกนั (พชัราภรณ์, 
2549) ซ่ึงลกัษณะการสร้างส่วนขยายพนัธ์ุ  และอตัราการเจริญเติบโตน้ีข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้ม จึง
ไม่สามารถจ าแนกเช้ือราชนิดน้ีโดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเพียงอยา่งเดียว ซ่ึงเป็นขอ้จ ากดั
ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือราดว้ย การควบคุมโรคโดยการใชส้ารเคมี
ไดผ้ลในระยะกลา้ไมเ้ท่านั้น แต่ในแปลงสวนไมข้นาดใหญ่การใชส้ารเคมีท าไดค่้อนขา้งยาก และ
ไม่คุม้ค่ากบัการลงทุน การใชส้ายพนัธ์ุตา้นทานจึงเป็นวธีิการควบคุมโรคท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุด การ
สร้างสายพนัธ์ุท่ีตา้นทาน ตอ้งค านึงถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือโรค เน่ืองจากเช้ือ
สาเหตุโรคชนิดต่างๆ มีความสามารถในการท าใหเ้กิดโรคแตกต่างกนัทั้งในแง่ของลกัษณะอาการ
โรค และระดบัความรุนแรงของโรค 

 
ในปัจจุบนัเทคนิคทางอณูวทิยามีการพฒันาไปอยา่งกวา้งขวาง ไดมี้การน าลายพิมพดี์เอน็เอ

มาใช้ในการจดัจ าแนกชนิดและศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตหลายชนิด 
เทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เป็นเทคนิคท่ีใช้ตรวจสอบความ
แตกต่างของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีใหป้ริมาณแถบดีเอน็เอแตกต่างจ านวนมาก น่าเช่ือถือ และสามารถ
ตรวจสอบได ้มีการน ามาใชศึ้กษาหาความหลากหลายและความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือรา
หลายชนิด  นอกจากน้ีการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ internal transcribed spacers 
(ITS) ซ่ึงมีล าดบัเบสท่ีมีความผนัแปรในเช้ือราแต่ละชนิด (species) ดงันั้นจึงนิยมใชล้ าดบันิวคลีโอไทด์
ในส่วนน้ีมาใชใ้นการจดัจ าแนกชนิดของเช้ือราในกรณีท่ีลกัษณะอ่ืนๆ มีขอ้จ ากดั การประเมินความ
หลากหลายและความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือสาเหตุโรคใบจุดและใบไหมข้องยคูาลิปตสั 
โดยอาศยัเทคนิคดงักล่าวมาเป็นขอ้มูลส าหรับการวางแผนพฒันาสายพนัธ์ุยคูาลิปตสัตา้นทานโรคท่ี
มีประสิทธิภาพในการแกปั้ญหาโรคใบจุดและใบไมไ้หมใ้นการปลูกสร้างสวนไมย้คูาลิปตสัต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 

 
1.  เพื่อจ าแนกชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดและใบไหมข้องยคูาลิปตสั ท่ีรวบรวมจาก

แหล่งต่างๆ โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 

2.  เพื่อวเิคราะห์ความหลากหลายและความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือราสาเหตุโรคใบ
จุดและใบไหมข้องยคูาลิปตสัโดยใชเ้ทคนิค AFLP 

 
3.  เพื่อจ าแนกชนิดของเช้ือราโดยวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของ rDNA 

 
4.  เพื่อคดัเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกความแตกต่างของเช้ือรา

สาเหตุใรคใบจุดและใบไหม ้และเช้ือราชนิดอ่ืนๆ 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ยูคาลปิตัส 

 
1.1  ยคูาลิปตสั คามาลดูเลนซีส  
 
       ยคูาลิปตสั คามาลดูเลนซีส มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Eucalyptus camaldulensis Dehnh. จดั

อยูใ่นวงศ ์Mytaceae มีช่ือสามญั ไดแ้ก่ River red gum, Red gum, Murrey red gum และ River gum     
ยคูาลิปตสัเป็นพืชท่ีมีถ่ินก าเนิดในประเทศออสเตรเลียเป็นส่วนใหญ่ (FAO, 1995) มีมากกวา่ 700 
ชนิด (กรมป่าไม,้ 2548) Eucalyptus camaldulensis เป็นเพียงชนิดเดียวท่ีคนไทยรู้จกัดีและมีบทบาท
เศรษฐกิจสูงติดต่อกนัมามากกวา่ 20 ปี ช่ือ camaldulensis ตั้งข้ึนในปี พ.ศ. 2375 เพื่อเป็นเกียรติแก่
ท่านเคาน์ แห่งเมืองคามาลโดลีผูป้ระสบความส าเร็จในการน าไมช้นิดน้ีจากออสเตรเลียมาปลูกใน
ประเทศอิตาลี  จากนั้นประเทศต่าง ๆ ก็ปลูกกนัอยา่งกวา้งขวาง (ปรัชญา, 2537; บุญวงศ,์ 2549ก)  
ท าใหข้ณะน้ีมีเน้ือท่ีสวนป่ายคูาลิปตสัทัว่โลกเกือบ 120 ลา้นไร่ (บุญวงศ,์ 2549ก) ยคูาลิปตสัชนิดน้ี
สามารถเจริญเติบโตไดใ้นดินแทบทุกประเภท ตั้งแต่พื้นท่ีริมน ้า ท่ีราบน ้าท่วมถึงบางระยะในรอบปี 
แมแ้ต่ดินท่ีเป็นทรายและมีความแหง้แลง้ติดต่อกนัเป็นเวลานาน พื้นท่ีดินเลวท่ีมีปริมาณน ้าฝนนอ้ย
กวา่ 650 มิลลิเมตรต่อปี รวมทั้งพื้นท่ีท่ีมีดินเคม็ ดินเปร้ียว แต่ยคูาลิปตสัจะไม่สามารถทนต่อดินท่ีมี
สภาพเป็นหินปูนสูง (เกษมสุข, 2533; ปรัชญา, 2537) 

 
1.2  ลกัษณะทัว่ไป 

 
       ล าตน้ เป็นไมข้นาดกลางถึงขนาดใหญ่ มีความสูง 24-26 เมตร เส้นผา่นศูนยก์ลาง

ประมาณ 1-2 เมตร ใบ เป็นคู่ตรงขา้มเรียงสลบักนั ลกัษณะเป็นรูปหอก  มีขนาด 2.5-12 X 0.3-0.8 
น้ิว กา้นใบยาว ใบสีเขียวอ่อนทั้งสองดา้น เส้นใบมองเห็นไดช้ดั เปลือกมีลกัษณะเรียบเป็นมนั มีสี
เทาสลบัสีขาวและน ้าตาลแดงเป็นบางแห่ง เปลือกนอกจะแตกออก ร่อนเป็นแผน่หลุดออกจากผวิ
ของล าตน้ เม่ือแหง้จะลอกออกไดง่้าย เปลือกหนาประมาณ 1/2 เซนติเมตร เมล็ดมีขนาดเล็กกวา่ 1 
มิลลิเมตร สีเหลือง น ้าหนกัเมล็ด 1 กิโลกรัมจะมีเมล็ดประมาณ 200,000 เมล็ด ช่อดอก เกิดท่ีขอ้ต่อ
ระหวา่งก่ิงกบัใบ มีกา้นดอกเรียวยาว และมีกา้นยอ่ยแยกไปอีก ออกดอกเกือบตลอดปีออกดอกปีละ 
7-8 เดือน ผล มีลกัษณะเป็นคร่ึงวงกลม ผวินอกแขง็ เม่ือยงัอ่อนจะมีสีเขียวและจะเปล่ียนเป็นสี
น ้าตาลเม่ือแก่ เม่ือผลแก่ปลายผลจะแยกออก ท าใหเ้มล็ดท่ีอยูภ่ายในหล่นออกมา ลกัษณะเน้ือไม ้มี  
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แก่นสีน ้าตาล กระพี้น ้าตาลอ่อน กระพี้และแก่นสีแตกต่างเห็นไดช้ดั เน้ือไมแ้ตกง่ายหลงัจากตดัฟัน 
(กรมป่าไม,้ 2548) 

 
1.3  ประวติัการปลูกยคูาลิปตสัในประเทศไทย 
 
       ประเทศไทยไดน้ าไมย้คูาลิปตสัเขา้มาปลูกคร้ังแรกประมาณปี พ.ศ. 2444 ในรูปไม้

ประดบัไมใ้หร่้มเงาภายในพระท่ีนัง่วมิานเมฆ (บุญวงศ,์ 2549ก)  ต่อมาในปี พ.ศ. 2489 ดร.สอาด 
บุญเกิด ไดป้ลูกไวท่ี้สถานีวนกรรมหว้ยไร่ – เขาพลึง จงัหวดัแพร่ หลงัจากนั้นเร่ิมมีการปลูกทดสอบ
สายพนัธ์ุ ตั้งแต่ ปี พ.ศ. 2493 ท่ีดอยสุเทพ จงัหวดัเชียงใหม่ เป็นตน้มา ปี พ.ศ. 2507 ทดลองปลูกยคูา
ลิปตสั 15 ชนิดในพื้นท่ีจงัหวดั เชียงใหม่ ศรีสะเกษ สุราษฎร์ธานี และกาญจนบุรี โดยโครงการ
ส ารวจวตัถุดิบเพื่อท าเยือ่กระดาษของกรมป่าไม ้(บุญวงศ,์ 2549ข) ต่อมาในปี พ.ศ. 2516 มีการ
ทดสอบสายพนัธ์ุของยคูาลิปตสั และถ่ินก าเนิดของยคูาลิปตสัคามาลดูเลนซีส ปรากฏวา่ยคูาลิปตสั
คามาลดูเลนซีส มีอตัราการเจริญเติบโตดีท่ีสุด และมีปริมาณการรอดตายสูงกวา่ไมย้คูาลิปตสัชนิด
อ่ืนๆ ซ่ึงในปี พ.ศ. 2521 สถานีทดลองปลูกพรรณไมห้ว้ยทา จงัหวดัศรีสะเกษ ไดเ้ร่ิมใหค้วามสนใจ
ในแง่ของการวจิยัเพื่อการปลูกสร้างสวนป่า ต่อมาในปี พ.ศ. 2524 ไดมี้การปลูกไมย้คูาลิปตสัเพื่อ
การใชส้อยในครัวเรือน   จนกระทัง่ในปี พ.ศ. 2527-2532  รัฐบาลไดมี้การส่งเสริมใหเ้อกชนเช่า
พื้นท่ีป่าเส่ือมโทรมท าการปลูกสร้างสวนป่าข้ึน แต่เกิดการคดัคา้นจากหน่วยงานต่าง ๆ ข้ึนในปี 
พ.ศ. 2533 ถึงผลเสียของการปลูกยคูาลิปตสั นโยบายการส่งเสริมใหเ้อกชนปลูกไมย้คูาลิปตสัหยดุ 
ชงกัลงโดยปริยาย ต่อมากรมป่าไมจึ้งไดร่้วมกนัพิจารณาขอ้ดีขอ้เสีย ทั้งในแง่ผลตอบแทนทาง
เศรษฐกิจและผลกระทบต่อทรัพยากรดิน เปรียบเทียบระหวา่งการปลูกไมย้คูาลิปตสัและการปลูก
มนัส าปะหลงั ซ่ึงผลจากการศึกษาพบวา่ไม่มีความน่าวติกอยา่งใด (กรมป่าไม,้ ไม่ปรากฏปี) และอีก
ทั้งกรมป่าไมไ้ดรั้บความร่วมมือจาก Australian Centre for International Agricultural Research 
(ACIAR) ประเทศออสเตรเลีย ศึกษาศกัยภาพในการปลูกยคูาลิปตสัส าหรับอุตสาหกรรมการใช้
ประโยชน์ไมพ้บวา่ ยคูาลิปตสัคามาลดูเลนซิส เป็นไมท่ี้มีศกัยภาพสูง จึงท าใหห้น่วยงานของรัฐและ
เอกชนร่วมกนัส่งเสริมใหป้ลูกกนัอยา่งกวา้งขวาง โดยเฉพาะอยา่งยิง่ทุ่งกุลาร้องไห ้เน่ืองจากเป็น
พื้นท่ีดินเคม็สูง ฝนแลง้ น ้าท่วมซ ้ าซาก การปลูกยคูาลิปตสัจึงเป็นอีกทางเลือกท่ีช่วยเหลือเกษตรกร
และเพิ่มพื้นท่ีสีเขียวในภาคอีสานมากข้ึน (ปรัชญา, 2537)  และในปัจจุบนัพบวา่ยคูาลิปตสัมี
ประโยชน์มากมายและมีผลต่อเศรษฐกิจของประเทศอีกดว้ย 
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1.4  ประโยชน์ของไมย้คูาลิปตสั 
 

       ใชใ้นการผลิตกระดาษ เน่ืองจากเยื่อไมย้คูาลิปตสัมีคุณสมบติัเด่น คือ มีความฟูสูง และ
มีความทึบแสง ประกอบกบัไฟเบอร์มีความแขง็แรงเหมาะต่อการใชท้  ากระดาษพิมพเ์ขียนประเภท
ต่างๆ ได ้(ปรัชญา, 2537; มณฑี, 2540 และ กรมป่าไม,้ 2548) 

 
       ไมย้คูาลิปตสัเม่ือน ามาแปรรูปและสับท าช้ินไมส้ับ สามารถน าไปผลิตแผน่ช้ินไมอ้ดั 

แผน่ใยไมอ้ดั แผน่ปาร์ติเกิล และแผน่ไมอ้ดัซีเมนต ์นอกจากน้ีไดมี้โรงงานผลิตช้ินไมส้ับ เพื่อน า
ส่งไปจ าหน่ายใหก้บัโรงงานเยือ่กระดาษทั้งในประเทศและต่างประเทศ เช่น ประเทศเกาหลี ไตห้วนั 
และญ่ีปุ่น เป็นตน้ ซ่ึงมีความตอ้งการสูงมาก (ปรัชญา, 2537; มณฑี, 2540 และ กรมป่าไม,้ 2548) 

 
       การผลิตพลงังานเช้ือเพลิงเหลว (Bio oil) ซ่ึงเป็นโครงการของ ศูนยว์จิยัป่าไม ้คณะวนศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ร่วมกบั นกัลงทุนจากประเทศแคนาดาในนามกลุ่ม DYNAMOTIVE ซ่ึงเป็น
ผูน้ าทางดา้นเทคโนโลยกีารผลิตเช้ือเพลิงเหลวระดบัโลก โดยเช้ือเพลิงเหลวท่ีผลิตไดจ้ะสามารถใช้
แทนถ่านหิน-น ้ามนัเตาในการผลิตกระแสไฟฟ้า หรือใชแ้ทนน ้ามนัดีเซลหมุนชา้ ท่ีใชใ้นจกัรกล
การเกษตร-เรือประมง และอาจลดการใชน้ ้ามนัดีเซลหมุนเร็วท่ีใชก้บัรถยนต-์รถบรรทุก (บุญวงศ,์ 
2549ก) 

 
       การผลิตเฟอร์นิเจอร์ เคร่ืองเรือน ท าร้ัว ท าคอกปศุสัตว ์ท าเสา ใชใ้นการก่อสร้างต่างๆ 

ท าฟืน ถ่าน ถ่านไมย้คูาลิปตสัใชเ้ป็นเช้ือเพลิงติดไฟไดดี้และมีข้ีเถา้นอ้ย (ปรัชญา, 2537; มณฑี, 
2540 และ กรมป่าไม,้ 2548) 

 
1.5  บทบาททางเศรฐกิจของไมย้คูาลิปตสัในประเทศไทย 
 
       บทบาททางเศรฐกิจท่ีโดดเด่นของไมย้คูาลิปตสั คือการใชเ้ป็นวตัถุดิบในรูปของ

อุตสาหกรรมช้ินไมส้ับส าหรับอุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษ ส่วนการใชป้ระโยชน์อ่ืนๆ มีเพียง
เล็กนอ้ยเท่านั้น การเจริญเติบโตของอุตสาหกรรมเยือ่และกระดาษ ของประเทศไทย มีการพฒันา
เติบโตอยา่งต่อเน่ือง คาดวา่จะตอ้งใชไ้มย้คูาลิปตสัจาก 5 ลา้นตนัต่อปี เป็น 10 ลา้นตนัต่อปี ภายใน
เวลา 3–4 ปีขา้งหนา้ ประเทศไทยสามารถผลิตไมย้คูาลิปตสัไดป้ระมาณ 7 ลา้นตนัต่อปี (supply side) 
แต่มีความตอ้งการใชไ้มเ้พื่ออุตสาหกรรมภายในประเทศ และช้ินไมส้ับเพื่อส่งออกประมาณ 38 



 

 

 

7 

ลา้นตนัต่อปี ในช่วง 2-3 ปีท่ีผา่นมาความตอ้งการไมมี้มากกวา่ก าลงัการผลิต จึงเป็นผลใหมี้การ
ผลกัดนัใหร้าคารับซ้ือไมสู้งข้ึนอยา่งต่อเน่ือง (บุญวงศ,์ 2549ก) 

 
2.  เช้ือราสาเหตุโรคยูคาลปิตัส 
 

จากรายงานการศึกษาของ กฤษณา (2548) โรคต่างๆ ของไมย้คูาลิปตสัท่ีปลูกในประเทศ
ไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2534 จนถึงปัจจุบนั พบวา่มีเช้ือรามากกวา่ 28 ชนิด สามารถเขา้ท าลายไมย้คูาลิปตสั
ไดต้ั้งแต่ระยะเมล็ด ก่ิงช า กลา้ไม ้และตน้ไมใ้นแปลงปลูก  โดยระดบัความรุนแรงของโรคจะแตกต่าง
กนัข้ึนกบั ชนิดของเช้ือสาเหตุโรค ความตา้นทานโรคของยคูาลิปตสัแต่ละสายพนัธ์ุ และภาพแวดลอ้ม
ในขณะนั้น สาเหตุโรคส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือราเขา้ท าลาย ท าใหเ้กิดอาการ เน่า (rot หรือ damping 
off) แผลจุด (spot) แผลไหม ้(blight) ก่ิงแหง้ (shoot-blight) ยอดตาย (die-back) ยางไหล 
(gummosis) แผลแตกตามก่ิง ล าตน้ และเน้ือเยือ่เจริญของล าตน้มีลกัษณะเป็นสะเก็ด (canker) พบ
โรคท่ีเกิดจากแบคทีเรียบา้งเล็กนอ้ย 

 
โรคทางใบและล าตน้ของยคูาลิปตสัท่ีส าคญั และท าใหเ้กิดความเสียหายมากท่ีสุดในแถบ

เอเซียตะวนัออกเฉียงใต ้ซ่ึงเกิดจากเช้ือ Cylindrocladium quinqueseptatum, Phaeophleospora 
destructans และ C. eucalypti ซ่ึงก่อใหเ้กิดโรคยอดไหมแ้ละใบไหม ้(Old, 2002; Old and 
Mohammed, 2003) 

 
ส าหรับประเทศไทยไดมี้การส ารวจเช้ือราท่ีเขา้ท าลายยคูาลิปตสัในแปลงปลูกพบวา่มีเช้ือ

รามากกวา่ 15 ชนิด ท่ีสามารถเขา้ท าลายใบ ยอด ก่ิง และล าตน้ ท าใหเ้กิดโรคแผลจุด แผลไหม ้       
ก่ิงแหง้ แคงเกอร์ และยอดตาย ดว้ยระดบัความรุนแรงของโรคแตกต่างกนั โดยโรคทางใบท่ีเกิดจาก
เช้ือรา Pseudocercospora sp., Coniella spp., Cercospora sp., Mycotribulus sp., Mycosphaerella 
sp. พบวา่ท าใหเ้กิดความเสียหายไม่รุนแรงมาก แต่เช้ือรา C. eucalypti และ Cylindrocladium 
quinqueseptatum สามารถเขา้ท าลายใบปลายก่ิงและยอดอ่อน ท าใหเ้กิดแผลจุดไหมรุ้นแรง ใบร่วง 
ก่ิงแหง้ ตน้ไมอ่้อนแอ เปิดช่องทางใหเ้ช้ือราท่ีไม่สร้างความเสียหายรุนแรง (weak pathogen) ชนิด
อ่ืนๆ เช่น Cytospora sp., Lasiodiplodia theobromae, Phomopsis sp. เขา้ท าลายส่วนของก่ิง และล า
ตน้ เกิดโรคแผลแตก ยางไหล และยอดตาย ท าใหรู้ปร่างผิดปรกติ คดงอ แคระแกร็น หรือรุนแรง
ถึงกบัท าใหต้น้ตายได ้(กฤษณา, 2542) โดยทัว่ไปสวนป่ายคูาลิปตสัในเวยีดนามและไทยพบการเขา้
ท าลายของเช้ือรา Cylindrocladium quinqueseptatum และ C. eucalypti ค่อนขา้งมาก แต่การหลุด
ร่วงของใบและอาการยอดไหมท่ี้เกิดจากการเขา้ท าลายของเช้ือรา C. eucalypti ในยคูาลิปตสัคามาล
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ดูเลนซิสสร้างความเสียหายและมีแพร่กระจายกวา้งขวางกวา่การเขา้ท าลายของเช้ือรา 
Cylindrocladium quinqueseptatum (กฤษณา, 2542; Old et al., 2002) จากการส ารวจในแปลง
ทดสอบ Chon Thanh ในเวยีดนาม ระหวา่งปี 1997 - 1998 พบวา่ ความสมบูรณ์ของเรือนยอดตน้    
ยคูาลิปตสัไดรั้บผลกระทบจากการเขา้ท าลายของเช้ือรา C. eucalypti โดยเฉพาะอาการยอดไหม ้
(shoot blight) อยา่งมาก หลงัจากอาย ุ2 ปี ข้ึนไป นอกจาก นั้นจากการประเมินโรคในปี 1998 พบวา่ 
ยคูาลิปตสัคามาลดูเลนซิสแสดงอาการโรคใบจุดและใบไหมท่ี้เกิดจากเช้ือรา C. eucalypti ประมาณ 
35 เปอร์เซ็นต ์โดยแต่ละพนัธ์ุมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคอยูใ่นช่วง 8.34 - 96.8 เปอร์เซ็นต ์และถ่ิน
ก าเนิดของ E. camaldulensis var. simulata เช่น ถ่ินก าเนิด Laura River และ Kennedy Creek จาก 
Queensland ตอนเหนือ มีสัดส่วนของตน้ท่ีตา้นทานสูงกวา่ E. camaldulensis var. obtusa เช่น      
ถ่ินก าเนิด Petford จาก Queensland และ Katherine จาก Northern Territory (Old et al., 2002)      
ในปี 1999 พื้นท่ีปลูก ยคูาลิปตสัของไทยในบริเวณท่ีมีปริมาณน ้าฝนท่ีสูง (มากกวา่ 1500 มิลลิเมตร) 
เกิดการระบาดของโรคใบจุดและใบไหมท่ี้เกิดจากการเขา้ท าลายของเช้ือรา C. eucalypti ในสวนป่า
ยคูาลิปตสั คามาลดูเลนซิสท่ีปลูกโดยใชส้ายตน้ (clone) เดียวท าใหสู้ญเสียพื้นท่ีสวนป่ายคูาลิปตสั
ไป 1 เปอร์เซ็นต ์และน่าจะเป็นไปไดว้า่แหล่งท่ีมาของสายตน้ท่ีใชป้ลูกมาจากถ่ินก าเนิด Petford 
เน่ืองจากผลการทดสอบช่วงแรกในแปลงแสดงใหเ้ห็นวา่เป็นถ่ินก าเนิดท่ีเหมาะสมในดา้นการ
เจริญเติบโตและรูปทรงดี (Luangviriyasaeng, 2003)  
 

3.  Cryptosporiopsis eucalypti 
 
เช้ือรา C. eucalypti ท่ีก่อใหเ้กิดโรคใบจุดและใบไหมใ้นยคูาลิปตสัพบคร้ังแรกในปี 1986 

โดย Old ซ่ึงไม่มีการตีพิมพ ์พบในตอนกลางของ Honshu ประเทศญ่ีปุ่น (Old et al., 2002)  ต่อมา
ใน พ.ศ. 2542 กฤษณา ไดพ้บวา่เช้ือราน้ีพบไดท้ัว่ไปในประเทศไทย ท าใหเ้กิดโรคใบจุดและใบ
ไหม ้แต่จากการรายงานของ Sankaran et al. (1995) ไดบ้รรยายลกัษณะและความสามารถในการก่อ
เกิดโรคของเช้ือราชนิดน้ีไว ้

 
เช้ือรา C. eucalypti  เป็นสาเหตุของโรคใบจุด (leaf spot) และใบไหม ้(leaf blight) แคง

เกอร์ (canker) และยอดแหง้ตาย (shoot blight) ของยคูาลิปตสั (Eucalyptus camaldulensi) ซ่ึงพบ 
ในหลายๆ ประเทศ ไดแ้ก่ บราซิล อินโดนีเซีย ไทย เวยีดนาม และ ญ่ีปุ่น 
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3.1  อนุกรมวธิานของเช้ือรา Cryptosporiopsis eucalypti ซ่ึงจดัหมวดหมู่ไดด้งัน้ี 
       (Sutton, 1980) 

 
       Division Eumycota 

    Subdivision Deuteromycotina 
Class Blastodeuteromycetes 

Order Phalidales 
Suborder Phialostromatineae 

Genus Cryptosporiopsis 
Species eucalypti 
 

       Verkley (1999) ไดรั้บรองวา่จ านวนสปีชีส์ในเช้ือราสกุล Cryptosporiopsis มีอยา่งนอ้ย 
23 ชนิด โดยมี teleomorphs อยูใ่นสกุล Pezicula หรือในสกุล Neofabraea ลกัษณะท่ีใชก้ าหนดเช้ือ
ราในสกุลตามท่ี Sankaran et al. (1995) กล่าวไวจ้ะใชล้กัษณะร่วมกนัของกลุ่มเส้นใยท่ีรวมตวักนั
เป็นโครงสร้างท่ีใชใ้นการสร้างสปอร์ (conidiomata) รูปร่างทางสัณฐานวทิยาและขนาดของ 
Conidia ขอบเขตของสกุล (genus) และวงศ ์(family) ของพืชอาศยั ในขณะเดียวกนั Sutton (1980) 
กล่าววา่ เช้ือราในสกุลน้ีแตกต่างกนันอ้ยมากในแต่ละสปีชีส์ ในการจ าแนกบางคร้ังจะใชข้นาดของ 
conidia เป็นหลกั  

 
3.2  ลกัษณะของเช้ือรา C. eucalypti  
 
       ลกัษณะเช้ือรา C. eucalypti สร้าง mycelium สีน ้าตาลอ่อน แตกก่ิงกา้น เส้นใยมีผนงั

กั้น ความกวา้ง 2-3.5 ไมโครเมตร conidiomata เป็นแบบ pycnidia ถึง acervular ส่วนมากรูปร่าง
กลม (globose) อยูใ่ตช้ั้นคิวติเคิลถึงเน้ือเยือ่ชั้นผิวของพืช สีน ้าตาลอ่อน ประกอบดว้ย textura angularis 
2-3 ชั้น ซ่ึงผนงัชั้นบนจะเขม้และในผนงัชั้นฐานจะอ่อน  ความกวา้งประมาณ 170 ไมโครเมตร และ
ความลึกประมาณ 110 ไมโครเมตร dehiscence จะไม่สม ่าเสมอ ใกล้ๆ  จะมีการแตกออกของเน้ือเยือ่
พืชอาศยัท่ีอยูช่ั้นบน กา้นชู conidia จะไม่มีหรืออาจประกอบดว้ย 1-2 supporting cell ส่วน 
conidiogenous cells อาจจะไม่เป็นอนัหน่ึงอนัเดียวกบักา้นชู conidia หรือเป็นอนัหน่ึงอนัเดียวกบั
กา้นชู conidia ทรงกระบอก ใสไม่มีสี อาจตรงหรือโคง้เล็กนอ้ย เรียบ ขนาด 4-13.5 X 2-3 
ไมโครเมตร สร้างเป็นเซลลแ์ทรกภายในหรืออยูบ่นผนงัของ conidiomata  conidia เกิดแบบ มีการ
สร้างรูปร่างสปอร์ข้ึนมาก่อน จากนั้นจึงมี septum ตดัแยกออกจากเส้นใย และมีผนงัชั้นนอกและ    
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ชั้นในของ conidia ต่อเน่ืองกบัเส้นใยท่ีใหก้ าเนิด (holobastic) ไม่มีสี มีลกัษณะเป็นหยดน ้ามนัอยู่
ภายในเซลล ์(guttulate) เรียบ ตรงหรือโคง้เล็กนอ้ย บางคร้ังมีผนงักั้น 1 ผนงั รูปรี ปลายมน (obtuse) 
ฐานแหลมจนถึงรอยแผล (scar) ผนงัหนา 0.5-1 ไมโครเมตร ขนาด 11-20 X 4.5-8 ไมโครเมตร 
ส่วน conidiogenous cells เจริญแบบไม่เก่ียวขอ้งกบัการสร้างสปอร์ (enteroblastic) โดย conidia
แยกตวัออกท่ีระดบัเดียวกนัหรือท่ีระดบัท่ีสูงกวา่ (1-2 annellations) ไม่มีลกัษณะปลายบานออก 
(collarette) เกิดการหนาข้ึนตามแนวผนงัเล็กนอ้ย (periclinal thickening) ช่องวา่งของไซโทพลาสกวา้ง 
(cytoplasmic channel)  (Sankaran et al., 1995) 
 

3.3   ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา C. eucalypti  
 
       ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา C. eucalypti ท่ีเล้ียงบน potato dextose agar (PDA) เร่ิมแรก

จะมีสีน ้าตาล เม่ืออายุ 4-6 วนั จะเปล่ียนเป็นน ้าตาลเขม้ มีเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี 2.5 เซนติเมตร 
ในวนัท่ี 7 จะเปล่ียนเป็นน ้าตาลค่อนขา้งด า มีกล่ินคลา้ยละมุดฝร่ัง (Achras sapota) ท่ีสุก กลุ่มของ
เส้นใยเจริญติดกบัอาหาร (adpressed) เส้นใยสีน ้าตาลอ่อน มีผนงักั้น (septate) แตกก่ิงกา้น กวา้ง    
2-3.5 ไมโครเมตร conidiomata เป็นแบบ acervulus  โดย conidia เกิดบน pulvinate masses ของ 
conidiogenous cells ปรากฏใหเ้ห็นไดป้ระมาณ 2 สัปดาห์ ไม่มี stromatic tissue มีการขบั exudates 
เป็นหยดเล็กๆ สีน ้าตาลแดง หรือน ้าตาลเหลืองและมี conidia ลอยอยู ่ไม่มีกา้นชู conidia 
conidiogenous cells ใสไม่มีสี เป็นทรงกระบอกหรือโคง้เล็กนอ้ย บางคร้ังมีผนงักั้น 1-2 ผนงั ปลาย
มน (obtuse) ฐานแหลมจนถึงรอยแผลท่ีเกิดจากการหลุดออก ผนงัหนา 0.5-1 ไมโครเมตร ขนาด 
11-22.5(25) X 5-9 ไมโครเมตร (Sankaran et al., 1995) 
 

3.4  ลกัษณะอาการของโรค 
 
       เช้ือรา C. eucalypti สามารถเขา้ท าลายใบและบางคร้ังอาจท าลายก่ิงของยคูาลิปตสัได ้

ลกัษณะอาการท่ีเกิดกบัใบจะท าใหเ้กิดจุดข้ึนทั้ง 2 ดา้นของแผน่ใบ มีขนาด รูปร่าง และสีแตกต่าง
กนัไปตามสปีชีส์และพนัธ์ุของยคูาลิปตสั โดย Sankaran et al. (1995) ไดบ้รรยายลกัษณะอาการโรค
ไวด้งัน้ี อาการใบจุดท่ีพบใน E. grandis ใน Hawaii มีสีน ้าตาลค่อนขา้งด า เส้นผา่ศูนยก์ลางเล็กสุด      
1 เซนติเมตร จุดขยายเป็นพื้นท่ีกวา้งบนใบ ตรงกลางมีสีน ้ าตาลอ่อน ส่วนดา้นหลงัมีสีน ้าตาล
ค่อนขา้งด า ต่างจากอาการใบจุดท่ีพบใน E. grandis ใน Kerala ท่ีเป็นจุดแยกกนั ส่วนมากจะไม่
ต่อเน่ืองกนั (discrete) รูปร่างวงกลมถึงไม่สม ่าเสมอ สีน ้าตาลอ่อน เป็นแผน่ยกข้ึนเล็กนอ้ย ในใบแก่
ขอบมีสีทบัทิมเขม้ เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 7 มิลลิเมตร ส่วน Ciesla et al. (1996) ไดแ้บ่งชนิด
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และรูปแบบของบาดแผลโดยทัว่ไปออกเป็น 4 แบบ ดงัน้ี แบบท่ี 1 จุดแบบวงกลม (circular spots) 
มีสีน ้าตาลอ่อนถึงค่อนขา้งด า ไม่ต่อเน่ืองกนั เป็นวงกลมหรือเกือบกลมมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1-1.5 
เซนติเมตร แบบท่ี 2 จุดไหมข้นาดใหญ่ (large blight spots) มีสีน ้าตาลอ่อนถึงน ้าตาล บาดแผลมี
เซลลต์ายขยายออกกวา้ง แบบท่ี 3 จุดไม่สม ่าเสมอขนาดเล็ก (small irregular spots) มีสีเทา น ้าตาล
ถึงน ้าตาลด า บางคร้ังขอบมีสีด า จุดไม่สม ่าเสมอหรือค่อนขา้งเป็นเหล่ียม ไม่ต่อเน่ืองกนั มีขนาดเล็ก 
เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร แบบท่ี 4 จุดสีสนิมไม่สม ่าเสมอ (irregular rusty spots) 
มีสีสนิม พื้นผวิขรุขระ ไม่สม ่าเสมอ ไม่ต่อเน่ืองกนั หรืออยูเ่ป็นกลุ่มตามเส้นแขนงใบ การเขา้ท าลาย
ใบสามารถขยายไปยงัก่ิงขนาดเล็ก บาดแผลท่ีเซลลต์ายจะเปล่ียนสีไปเพราะ fruiting bodies ท่ีมีสี
อ่อนเกิดข้ึนบนก่ิง fruiting bodies จะกระจดักระจายไม่สม ่าเสมอบนจุดและปรากฏเป็นตุ่ม 
(pustules) ท่ีผวิ เม่ือแก่จะแตกออกหรือเป็นรู กลุ่มของ conidia (conidial mass) มีสีครีมอยูด่า้นบน
ของตุ่มในสภาพความช้ืนสูง  

 
       เช้ือรา Cryptosporiopsis ท่ีพบสามารถจดัจ าแนกสปีชีส์โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐาน

วทิยา ซ่ึงพบวา่ลกัษณะส่วนใหญ่มีความคลา้ยคลึงกนั แต่มีความแตกต่างกนัในส่วนของขนาด 
conodia ดงันั้น จึงมีการใชข้นาด conodia ในการจดัจ าแนกชนิดของเช้ือรา Cryptosporiopsis 
(Sutton, 1980) พชัราภรณ์ (2549) ไดศึ้กษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเช้ือ C. eucalypti  จ านวน 
11 ไอโซเลต พบวา่มีการสร้าง conidiomata และ conidia เหมือนกนัทุกไอโซเลต แต่มีความสามารถ
ในการก่อโรคท่ีแตกต่างกนั นอกจากน้ีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือราอาจจะผนัแปรตาม
สภาพแวดลอ้มได ้(McDonald, 1997) ซ่ึงยากต่อการจ าแนก 

  
3.5  การจดัจ าแนกทางอนุกรมวธิานใหม่ของเช้ือรา Cryptosporiopsis eucalypti โดยอาศยั  

ขอ้มูลทางอณูชีววทิยา (Cheewangkoon et al., 2010) 
 

       Cheewangkoon et al. (2010) ไดจ้ดัจ  าแนกเช้ือรา C. eucalypti ใหม่ โดยเก็บตวัอยา่ง
โรคใบจุดและใบไหมย้คูาลิปตสั จาก 10 ประเทศในเขตหนาว และเขตอบอุ่น น ามาวเิคราะห์ล าดบั
นิวคลีโอไทดใ์นส่วนของ 28S ribosomal DNA, internal transcribed spacer (ITS) และ beta-tubulin 
gene ซ่ึงพบวา่มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบัเช้ือราในสกุล (genus) Plagiostoma  จึงไดจ้ดัตั้งสกุลใหม่ 
เป็น Pseudoplagiostoma  และเปล่ียนช่ือเช้ือรา C. eucalypti เป็น Pseudoplagiostoma eucalypti  
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4.  Pseudoplagiostoma eucalypti 
 
4.1  อนุกรมวธิานของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ซ่ึงจดัหมวดหมู่ไดด้งัน้ี

(Cheewangkoon et al., 2010) 
 
       Division Ascomycota 

   Subdivision Pezizomycotina 
Class Sordariomycetes 

Subclass Sordariomycetidae 
Order Diaporthales 

Family Pseudoplagiostomataceae 
Genus Pseudoplagiostoma 

Species  eucalypti 
 

4.2  ลกัษณะของเช้ือรา  Pseudoplagiostoma eucalypti 
 

        ลกัษณะทางดา้น Anamorph เหมือนกบัท่ี Sankaran et al. (1995) ไดบ้รรยายไว ้ต่อมา 
Cheewangkoon et al. (2010) ไดพ้บลกัษณะทาง Telomorph และอธิบายดงัน้ี  

 
       เช้ือราจีนสั Pseudoplagiostoma มีลกัษณะทางสัณฐานคลา้ยคลึงกบัจีนสั Plagiostoma 

คือมีรูปร่าง  oblate perithecia  แบบ single neck แต่ไม่มี cypeus ผนงั ascus บาง และมี apical ring 
เด่นชดัประกอบดว้ยผนงั 1 ชั้นของ ascospore แต่ส่ิงท่ีแตกต่างกนัคือ ระยางค ์(appendage) ทั้ง 2 
ขา้งของ ascospore  Ascomata มีลกัษณะก่ึงฝังอยูใ่นชั้นผวิของพืช  มองเห็นเป็นจุดของช่องเปิด 
(ostiole) กลมหรือรูปไข่ กวา้ง 90-170 ไมโครเมตร สูง 120-190 ไมโครเมตร สีน ้าตาลด าถึงด า มี
ช่องเปิดดา้นขา้ง คอ กวา้ง 50-70 ไมครอน ยาว 195 ไมครอน ผนงั periphysis ประกอบดว้ยเน้ือเยือ่ 
2-4 ชั้นสีน ้าตาลเขม้ Ascus เป็นแบบ aparaphysis  แบบเด่ียวๆ ภายในมี 8 ascospores รูปร่างกลม ก่ึง
ทรงกระบอกถึงรูปไข่ยาว sessile โคง้เล็กนอ้ยไม่มีหยดไขมนั (guttules)  ขนาด 60-80 X 10-14 
ไมโครเมตร   ascospore รูปร่างวงรีเรียวลงปลายโคง้มน ส่วนท่ีมีผนงักั้นจะกวา้งสุด ไม่มีสี มีหยด
ไขมนัใหญ่ 1-2 หยดต่อเซลล ์ผนงับางตรง ขนาด 15-21 X 5-7 ไมโครเมตรไม่มีสี มีระยางค ์
(appendage) ทรงทรงกระบอก ท่ีปลายทั้ง 2 ดา้นเม่ือแก่มีการขยายตวัท่ีฐานและเรียวไปท่ีปลาย 
ขนาด 5.5-7 X 8-30 ไมโครเมตร   
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4.3  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา Ps. eucalypti 
 
       เม่ือน าเช้ือรา Ps. eucalypti มาเล้ียงในอาหาร oatmeal agar (OA), 2% potato-dextrose 

agar (PDA) และ pine needle agar (PNA) พบวา่มีลกัษณะโคโลนีเหมือนกบัเช้ือรา Ps. oldii และ 
Ps. variabile แต่สามารถแยกความแตกต่างไดเ้ม่ือเล้ียงในอาหาร malt extract agar (MEA) โดย    
conidia ของ Ps. oldii มีรูปร่าง subglobose และเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเม่ือมีอายมุากข้ึน  conidia ของ  
Ps. eucalypti รูปร่าง ellipsoid ไม่มีสี และ conidia ของ Ps. variabile มีรูปร่างหลากหลาย ตั้งแต่ 
subglobose ถึง bean-shape ไม่มีสี โคโลนีของ Ps.variable เจริญชา้กวา่ Ps. eucalypti และ Ps. oldii  
 

4.4  ลกัษณะอาการของโรค 
 

        ลกัษณะของบาดแผล จุดกลมถึงเหล่ียมสีน ้าตาลถึงน ้าตาลด า เส้นผา่นศูนยก์ลาง 3-20 
มิลลิเมตร รอบบาดแผลถูกลอ้มรอบดว้ยสีน ้าตาลม่วงและเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเขม้ กลุ่มเส้นใยมี
ลกัษณะเรียบ มีผนงักั้น แตกก่ิงกา้น สีน ้าตาลอ่อน กวา้ง 2-3.5 ไมโครเมตร 

  
5.  การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม โดยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล 

 
ในปัจจุบนัไดมี้การใชเ้ทคโนโลยทีางดา้นชีวโมเลกุลมาใชใ้นการจดัจ าแนกส่ิงมีชีวติ     

โดยอาศยัความแตกต่างทางพนัธุกรรม  ไดแ้ก่ การวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ (DNA fingerprint)   
การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) การพฒันาแท่งรหสัดีเอน็เอ (DNA barcode)  
ซ่ึงในทางดา้นโรคพืชไดน้ าเทคนิคเหล่าน้ีมาใชใ้นการจ าแนกชนิดหรือสายพนัธ์ุของเช้ือสาเหตุโรค 
เพื่อการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว และถูกตอ้งแม่นย  า ในกรณีท่ีมีขอ้จ ากดัในการใชล้กัษณะอยา่งอ่ืน เช่น 
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา เป็นตน้ จึงไดมี้การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker) หรือ 
เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) ข้ึนมา นอกจากน้ียงัสามารถน าไปใชใ้นการศึกษาความ 
สัมพนัธ์ทางววิฒันาการระหวา่งสปีชีส์หรือภายในสปีชีส์ ความสัมพนัธ์ระหวา่งพืชอาศยัและเช้ือ
สาเหตุ รวมถึงการศึกษาโครงสร้างทางพนัธุกรรมหรือพนัธุศาสตร์ประชากรของเช้ือสาเหตุโรคพืช
ได ้(Bridge, 2002; Hawksworth, 2004; McDonald, 1997; Rossman and Palm-Hernandez, 2008; 
Weising et al., 1995) 

 
เคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีใชใ้นการจดัจ าแนกหรือศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ

ส่ิงมีชีวติ ท่ีเรียกวา่ ลายพิมพดี์เอ็นเอ (DNA fingerprinting) มีอยูห่ลายเทคนิคดว้ยกนัซ่ึงไดมี้การ
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พฒันาเทคนิคใหม่ๆ ข้ึนมาจ านวนมาก ข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงคห์รือความเหมาะสมของส่ิงท่ีตอ้งการ
ศึกษา เช่น Random Amplifield Polymorphic DNA (RAPD) (McDonald, 1997), Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) (McDonald, 1997), Amplified Fragment Length 
Polymorphism (AFLP) (Vos et al., 1995), Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) เป็นตน้  
โดยทัว่ไปจะแบ่งเทคนิคลายพิมพดี์เอน็เอเป็น 2 แบบ คือ Hybridization based fingerprint  และ 
PCR based fingerprint  ซ่ึงแบบแรกนั้นไดมี้การพฒันาข้ึนมาก่อนท่ีมีการพฒันาเทคนิค PCR โดย
เทคนิคแรกท่ีใชคื้อเทคนิค RFLP เกิดจากการยอ่ยจีโนมิคดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction 
enzymes) และแยกช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยวธีิ electrophoresis จากนั้นตรวจสอบ polymorphic band 
โดยการใช ้DNA สายสั้นท่ีเรียกวา่ probe ท่ีมีการติดฉลาก ซ่ึงจะจบักบัช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีมีเบสคู่สม
กนั (Weising et al., 1995) ต่อมาไดมี้การพฒันาเทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) ข้ึนมา
โดย Mullis (1990) ท าใหต่้อมามีการพฒันาเทคนิคลายพิมพดี์เอน็เอข้ึนมามากมาย ดงัเช่น 
 

5.1  RAPD เป็นเทคนิคทาง PCR พฒันาโดย Williams et al. (1990) และ Welsh and 
McClelland (1990) โดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่ม (random primer) เพียงชนิดเดียวในการเพิ่มปริมาณ
ช้ินส่วนดีเอน็เอ โดยไม่จ  าเป็นตอ้งทราบล าดบัเบส ไพรเมอร์ท่ีใชมี้ขนาดสั้นกวา่ปกติ คือประมาณ 
8-10 นิวคลีโอไทด ์ในจีโนมอาจมีหลายบริเวณท่ีไพรเมอร์ไปจบัใกลก้นัมากๆ หรือทิศทางเดียวกนั
จะไม่เกิดผลผลิตของ PCR แต่ถา้ไปจบัไดใ้นบริเวณท่ีใกลก้นั และมีทิศทาง เขา้หากนัจะเกิดผลผลิต
ของ PCR ข้ึน  

 
5.2  RFLP เป็นเทคนิคท่ีแสดงใหเ้ห็นความแตกต่างหรือความหลากหลายของดีเอ็นเอท่ีเกิด

จากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ ซ่ึงมีต าแหน่งจดจ า 4 ถึง 8 bp ดงันั้น ถา้ใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ
ชนิดหน่ึงตดัดีเอ็นเอเป้าหมายโมเลกุลหน่ึงท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR จะไดช้ิ้นดีเอน็
เอท่ีมีขนาดและจ านวนคงท่ีเสมอดว้ย ถา้ดีเอ็นเอมาจากแหล่งท่ีต่างกนัหรือมีการเปล่ียนแปลงโครง 
สร้างแบบใดแบบหน่ึงแลว้ เม่ือน ามาตดัดว้ยเอนไซมช์นิดเดียวกนัจะไดข้นาดและจ านวนช้ินดีเอน็
เอท่ีแตกต่างกนั (Weising et al., 1995) 
 

5.3  AFLP เป็นเทคนิคท่ีถูกพฒันาข้ึนโดย Zabeau และ Vos นกัวจิยัของบริษทั Keygene 
N.V. ประเทศเนเธอร์แลนด ์และไดจ้ดสิทธิบตัรในปี ค.ศ. 1993 ซ่ึงเทคนิคน้ีใชส้ าหรับการสร้างลาย
พิมพดี์เอน็เอ ท่ีช่วยในการแสดงความแตกต่างระหวา่งส่ิงมีชีวติ จึงถูกใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการจดั
จ าแนกหรือหาความสัมพนัธ์ระหวา่งส่ิงมีชีวติ โดยการตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะแลว้น ามา
เพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอน็เอ (Vos and Kuiper, 1997) ซ่ึงแบ่งเป็น 2 ขั้นตอนยอ่ยคือ 
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การท า pre-selective amplification และ selective amplification ซ่ึงใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบั adaptor 
มาจบั โดยมีเบสคดัเลือกเพิ่มมาจ านวน 1 และ 3 เบส ตามล าดบั (Vos et al., 1995)  จากนั้นจึงน ามา
ตรวจสอบดว้ยการท าอิเล็กโทรโฟรีซิสใน denaturing polyacrylamide gel บนัทึกผลโดยการปรากฏ 
และไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอ ในต าแหน่งนั้นๆ ซ่ึงลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีเกิดความแตกต่างน้ีเป็นผลมา
จากการเกิดมิวเทชนั ท่ีต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซมท์ั้งสองชนิด จากนั้นจึงน าไปค านวณค่าความ
เหมือนทางพนัธุกรรมและสร้างเป็น phylogenetic tree (สุรินทร์, 2542)  

 
5.4  ISSR เป็นเทคนิคท่ีพฒันาข้ึนมาโดยสร้างไพรเมอร์ท่ีมีเบสคู่สมกบัดีเอน็เอในส่วนซ ้ าท่ี

เรียกวา่ simple sequence repeat  เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีอยูร่ะหวา่งส่วนซ ้ านั้นๆ  โดย
เทคนิคน้ีใชไ้พรเมอร์ชุดเดียว มีขนาดประมาณ 15-20 เบส เช่น (CA)8  (GAT)5 (CTC)5 เป็นตน้ การ
ตรวจสอบผลสามารถท าไดโ้ดยวธีิ agarose gel electrophoresis และบนัทึกผลจากแถบดีเอ็นเอท่ี
ปรากฏและไม่ปรากฏในต าแหน่งนั้นๆ (Powell et al., 1996; Weising et al., 1995; Zietkiewicz et 
al., 1994) 

 
นอกจากน้ียงัมีเทคนิคอ่ืนๆ ท่ีมีการพฒันาข้ึนตามวตัถุประสงคข์องการน าไปใช ้ไดแ้ก่ 

Sequence -related amplified polymorphism (SRAP), Target region amplification polymorphism 
(TRAP), Selective amplification of microsatellite polymorphism (SAMPL), Random amplified 
microsatellite polymorphism (RAMPO), Sequence characterized amplified region (SCAR), 
Single strand conformational polymorphism (SSCP) และ Cleaved amplified polymorphism 
sequence (CAPS) 

 
เช้ือราสาเหตุโรคใบจุดและใบไหมข้องยคูาลิปตสัยงัไม่มีรายงานการศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอ

ดว้ยเทคนิคต่างๆ ท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ในการศึกษาน้ีไดเ้ลือกใชเ้ทคนิค AFLP ในการศึกษาความหลาก 
หลายทางพนัธุกรรมของเช้ือรา Ps. eucalypti  เน่ืองจากขอ้ดีของเทคนิค AFLP คือไม่จ  าเป็นตอ้งทราบ
ขอ้มูลของล าดบันิวคลีโอไทดม์าก่อน ใหจ้  านวนแถบดีเอ็นเอมากและมีขนาดหลากหลาย นอกจากน้ี
เป็นการตรวจสอบจากขอ้มูลดีเอ็นเอทั้งจีโนม และสามารถตรวจสอบผลได ้(reproducible) อยา่งไร
ก็ตาม มีเช้ือราหลายชนิดท่ีไดน้ าเทคนิค AFLP มาศึกษาในดา้นความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

 
Kothera et al. (2003)  ไดท้  าการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือรา Didymella 

bryoniae ซ่ึงเป็นสาเหตุโรคตน้แตกยางไหลในพืชตระกลูแตงท่ีพบทัว่โลก ในการศึกษาน้ีไดเ้ก็บ
ตวัอยา่งจาก 10 รัฐ ในประเทศสหรัฐอเมริกา  ไดแ้ก่ California, Delaware, Florida, Georgia, 
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Indiana, Maryland, Michigan, Oklahoma, South Carolina และ Texas จ านวน 120 ตวัอยา่ง มาท า
การ ศึกษาโดยใชเ้ทคนิค AFLP และใชไ้พรเมอร์จ านวน 7 คู่ ผลการศึกษา ใหแ้ถบดีเอน็เอ จ านวน 
450 แถบ และแถบดีเอน็เอท่ีมีความแตกต่างจ านวน 134 แถบ (30 %) สามารถจดัจ าแนกเป็นกลุ่ม
ใหญ่ ไดจ้  านวน 2 กลุ่ม จากทั้ง 2 กลุ่ม สามารถแยกเป็นกลุ่มยอ่ยได ้7 กลุ่ม ไอโซเลตท่ีมีความ
รุนแรงพบใน muskmelon และ watermelon ในการจดักลุ่มน้ีไม่สัมพนัธ์กบัระดบัความรุนแรง แต่
อยา่งไรก็ตามการจดักลุ่มสอดคลอ้งกบัแหล่งท่ีมา คือสามารถแยกไอโซเลตจากอเมริกาเหนือ และ
อเมริกาใตไ้ด ้

 
Klenova et al. (2010) ไดท้ดสอบความรุนแรงและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ 

Puccinia coronate f. sp. avenae จ  านวน 40 ไอโซเลต ท่ีเขา้ท าลายขา้วโอต๊ 18 สายพนัธ์ุ ในแถบ
ยโุรปและอิสราเอล  จากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยใชเ้ทคนิค AFLP และใชไ้พรเมอร์
จ านวน 12 คู่ พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่างจ านวน 501 แถบ ทุกไอโซเลตมีรูปแบบของแถบดี
เอน็เอท่ีมีความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน โดยมีความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม ของเช้ือราสนิมในขา้ว
โอ๊ต จากเซอร์เบีย ออสเตรีย และสาธารณรัฐเช็ก แสดงให้เห็นวา่สปอร์ของเช้ือแพร่กระจายไปยงั
พื้นท่ีเฉพาะ และยงัพบวา่การจดักลุ่มนั้นมีความสัมพนัธ์กบัจ านวน virulence gene โดยไอโซเลตท่ีมี
จ านวน virulence gene นอ้ย (0-4) แบ่งได ้2 กลุ่ม ในขณะท่ีกลุ่มอ่ืนๆ จะมีจ านวน virulence gene 
อยูร่ะหวา่ง 4-7 ยนี   

 
6.  การวเิคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือรา 

 
การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์หรือดีเอน็เอเป็นการตรวจหาการเรียงล าดบัของเบส เป็น

การพิสูจน์ความแตกต่างของเส้นดีเอ็นเอโดยตรง โดยการเปรียบเทียบการเรียงตวัของเบสทั้งส่ีชนิด
ท่ีเป็นส่วนประกอบของดีเอ็นเอ ผลท่ีไดจ้ากการท า DNA sequence สามารถบอกไดถึ้งการเปล่ียน 
แปลงของล าดบัเบสซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการเกิด deletion  insertion  transversion หรือ transition   
มีการใชเ้ทคนิค DNA sequencing ในการจ าแนกชนิด รวมทั้งการศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
(phylogenetic relationship) ของเช้ือราหลายๆ ชนิด ซ่ึงเป็นการศึกษาหรือ ตรวจสอบในระดบัของ 
ดีเอ็นเอโดยตรงซ่ึงใหผ้ลการตรวจสอบหรือการศึกษาใกลเ้คียงกบัความจริงมากท่ีสุด โดยไม่มีปัจจยั
ทางดา้นสภาพแวดลอ้มมามีผลกระทบ  เน่ืองจากมีการศึกษาและวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดก์นั
อยา่งกวา้งขวาง จึงท าใหมี้การพฒันาวธีิการตรวจสอบหรือวนิิจฉยัชนิดของเช้ือราไดร้วดเร็วและ
แม่นย  ามากข้ึน นัน่คือการพฒันา  แท่งรหสัดีเอน็เอ หรือ DNA barcode  
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แท่งรหสัดีเอน็เอ หรือ DNA barcode  มาจากแนวคิด ท่ีจะน าแท่งรหสัสินคา้ หรือบาร์โคด้ 
(barcode) ท่ีติดอยูข่า้งกล่องสินคา้ หรือบนป้ายบอกราคา ระบบน้ีช่วยลดความผดิพลาด และเพิ่ม
ความรวดเร็วในการบนัทึกขอ้มูล ท าใหมี้การเสนอ แท่งรหสัสินคา้ มาใชใ้นการจ าแนกส่ิงมีชีวติ ซ่ึง
จะท าใหง่้ายต่อการจ าแนก ตรวจสอบ ติดตามและศึกษาถึงความหลากหลายของส่ิงมีชีวติ บาร์โคด้
ของส่ิงมีชีวติตอ้งเป็นสมบติัเฉพาะตวัของส่ิงมีชีวติชนิดนั้นๆ ซ่ึงแตกต่างจากส่ิงมีชีวติอ่ืน สามารถ
จ าแนกไดใ้นทุกระยะของพฒันาการชีวิต เช่น กรณีเช้ือราท่ีไม่สร้างสปอร์เม่ือเล้ียงไวบ้นอาหารเล้ียง
เช้ือ ท าใหเ้ป็นอุปสรรคในการจ าแนกชนิดของเช้ือได ้ แต่การตรวจสอบระดบัดีเอ็นเอซ่ึงเป็นดีเอน็เอ
ชุดเดียวกนันั้น ท าใหก้ารจ าแนกชนิดง่ายและแม่นย  าข้ึน แท่งรหสัดีเอน็เอ (DNA barcode) จึงได้
พฒันาข้ึนโดยเลือกใชดี้เอ็นเอท่ีมีขนาดสั้นของบางยนี ท่ีมีล าดบัเบสของยนีท่ีแตกต่างกนัมากพอ ท่ี
จะท าใหแ้ยกส่ิงมีชีวติต่างชนิดกนั ออกจากกนัได ้แต่จะมีความแตกต่างภายในชนิดเดียวกนัต ่ามาก
หรือไม่มีเลย นอกจากน้ียงัตอ้งมีบริเวณอนุรักษ ์(conserved sequences region) ซ่ึงจะท าใหส้ามารถ
ใชไ้พรเมอร์ท่ีเป็น universal primer ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณนั้นดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ได ้
เพื่อท่ีจะน ามาใชเ้ป็นแท่งรหสัดีเอน็เอ ในการจดัจ าแนกชนิดของส่ิงมีชีวิต (species identification) 
ขอ้มูลล าดบัเบสบางส่วนของยนีบางชนิดตอ้งมีความคงตวั (uniform locality) บนจีโนม โดยพบวา่
สามารถใชล้ าดบัเบสประมาณ 650 bp ของยนี cytochrome c oxidase subunit I (Cox1) ในไมโตคอนเดรีย
มาใชจ้ดัจ าแนกชนิด (species) ของสัตวช์นิดต่างๆ ได ้เช่นปลา แมลง ผเีส้ือ นก อยา่งมีประสิทธิภาพ 
รวดเร็วเช่ือถือไดแ้ละท่ีส าคญัคือ ไม่แพง มีการร่วมกนัจดัตั้งองคก์รระหวา่งประเทศท่ีช่ือวา่ 
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) โดยความร่วมมือจากนกัวทิยาศาสตร์ทัว่โลก ท่ีใฝ่ฝัน
ศึกษาเก็บรวบรวมขอ้มูลบาร์โคด้ ดีเอ็นเอ ของส่ิงมีชีวติท่ีทราบชนิดทั้งหมดประมาณ 1,800,000 
ชนิด ตั้งแต่ เห็ด รา แมลง ปลาสัตวแ์ละพืชต่างๆ และจดัท าเป็นระบบเพื่อใหส้ามารถตรวจสอบ
คน้หา ติดตามจ าแนกได ้(Hebert et al., 2003) 
 

ส าหรับเช้ือรามีการใชล้ าดบันิวคลีโอไทดจ์ากหลายส่วน บางชนิดใชเ้พียงส่วนเดียว
สามารถจ าแนกความแตกต่างได ้แต่บางชนิดตอ้งใชม้ากกวา่ 1 ยนี (multiple genes) RNA gene 
(rDNA) ท าหนา้ท่ีสังเคราะห์ rRNAs โดยตรงซ่ึงล าดบัเบสของ DNA ไดนิ้ยมน ามาใชใ้นการศึกษา
ความสัมพนัธ์ทางอนุกรมวธิาน และความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือรา  กลุ่มของ ribosomal 
RNA gene พบไดใ้นนิวเคลียส และไมโตคอนเดรีย ซ่ึงประกอบดว้ยต าแหน่งท่ีเป็นส่วนอนุรักษ ์
และส่วนผนัแปร ribosomal DNA ของเช้ือรามีลกัษณะท่ีเป็นหน่วยท่ีเรียงต่อกนัเกิดข้ึนซ ้ าๆ ซ่ึงมี
หลายร้อยชุดต่อจีโนม ล าดบัเบสท่ีเป็นส่วนอนุรักษ ์คือต าแหน่ง 28S หรือ large subunit (LSU) 18S 
หรือ small subunit (SSU) และ 5.8S  ซ่ึงเป็นประโยชน์ในการศึกษาความสัมพนัธ์หลายๆ อยา่ง
ระหวา่งเช้ือราท่ีมีความใกลชิ้ดกนั (close related species) ต าแหน่ง ระหวา่ง subunits จะเรียกวา่ 
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internal transcribed spacer (ITS) โดยแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ITS1 และ ITS 2 ซ่ึงทั้ง 2 ส่วนน้ีจะคัน่
ดว้ยส่วนของ 5.8S ท่ีจดัเป็นส่วนอนุรักษ ์(ภาพท่ี 1) ส าหรับส่วนท่ีอยูร่ะหวา่งกลุ่มยนี (gene clusters) 
นั้นเรียกวา่ intergenic spacer (IGS) และนอกจากน้ี mitochondrial DNA (mtDNA) ซ่ึงพบวา่เป็น
ต าแหน่งท่ีมีความผนัแปรของล าดบัเบสมากกวา่ในต าแหน่ง subunits ซ่ึงไดน้ ามาใชอ้ยา่งกวา้งขวาง
ในการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งสปีซีส์ (Bridge and Arora, 1998) และระหวา่งประชากรภายใน 
สปีชีส์ เช่น β-tubulin gene เป็นตน้ (Hirata and Takamatsu, 1996; White et al., 1990; Peterson, 1991) 
 

ITS ประกอบดว้ยต าแหน่ง non-coding variable region 2 ต าแหน่งซ่ึงจะพบในหน่วยท่ีซ ้ าๆ 
กนัของ rRNA โดยพบอยูร่ะหวา่ง 18S  5.8S และ 28S พบวา่มีการน าเอาล าดบัเบสในบริเวณ ITS มา
ท าการเปรียบเทียบเพื่อใชใ้นการจดัจ าแนก และศึกษาความสัมพนัธ์ของเช้ือราหลายชนิดเน่ืองจาก 

 
1.  ต าแหน่งยนีมีขนาดเล็ก (500-800 bp) และท าการเพิ่มไดง่้ายดว้ยเทคนิค PCR และ

สามารถใชไ้พรเมอร์ร่วมกนั (universal primer) ระหวา่งเช้ือราต่างชนิดกนัได ้เน่ืองจากต าแหน่ง
ของไพรเมอร์ คือส่วนท่ีเป็นส่วนอนุรักษ ์

 
2.  ใชดี้เอน็เอตน้แบบปริมาณนอ้ย เน่ืองจากมีอยูจ่  านวนหลายร้อยชุดในจีโนม ท าให้เพิ่ม

ปริมาณไดง่้ายและรวดเร็ว 
 

3.  ต าแหน่งยนีของ ITS อาจจะมีความผนัแปรท่ีสูงมากระหวา่งสปีซีส์ของส่ิงมีชีวติท่ี
ต่างกนัท าใหส้ามารถใชใ้นการประเมินความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมและการจดัแบ่งกลุ่มรวมโดย
การวเิคราะห์ phylogeny 

 
4.  การสร้าง ITS-probe สามารถท าไดโ้ดยเร็วโดยไม่จ  าเป็นตอ้งมี chromosome libraryและ

นกัวทิยาศาสตร์หลายคนเลือกล าดบัเบสจาก ITS region เพื่อใชเ้ป็น probe เพราะล าดบัเบสมีหลาย
ชุดท่ีเหมือนกนัในสปีชีส์เดียวกนั และต่างกนัในระหวา่งสปีชีส์ของเช้ือรา 
  

บริเวณ ITS ของ ribosomal DNA (rDNA) ของเช้ือรามีความผนัแปร (Diverse) ในเช้ือราแต่
ละชนิด ดงันั้นการใชเ้ทคนิควเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์(DNA sequence analysis) ในต าแหน่งน้ี
สามารถใชใ้นการจ าแนกชนิดของเช้ือราได ้ซ่ึงในปัจจุบนัไดใ้ชเ้ทคนิคน้ีอยา่งแพร่หลาย โดยจะใช้
ขอ้มูลล าดบัเบสในส่วนของ ITS1 ITS2 และ 5.8S  สร้าง phylogenetic tree เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์
ของเช้ือราได ้(Fernandez et al., 2001)  
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ภาพที ่1  แผนภาพแสดงต าแหน่งของ ITS1-5.8S-ITS2 ใน ribosomal DNA (rDNA) และต าแหน่ง     
               ของไพรเมอร์ ITS1 / ITS4 บน rDNA  (SSU = Small subunit; LSU = Large subunit) 
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Ospina et al. (1998) ท าการวิเคราะห์ล าดบัเบสบริเวณ ITS และ 5.8S rDNA ของ 
Trichoderma spp. จ  านวน 15 สายพนัธ์ุ ซ่ึงมี 6 สายพนัธ์ุท่ีศึกษาเป็น T. harzianum จาก 4 biotypes   
(Th1, Th2, Th3 และ Th4) จากการศึกษาพบวา่สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มท่ีแตกต่างกนั กลุ่มแรก
ประกอบดว้ย biotype Th1 ,Th2 และ Th4 ขณะท่ีอีกกลุ่มประกอบดว้ย biotype Th 3 และสายพนัธ์ุ
อ่ืนของ T. harzianun / atrovirige (sect.Trichoderma) จากแหล่งต่างๆ ทัว่โลก Th3 มีความสัมพนัธ์
ใกลชิ้ดกนักบั T. harzianun / atrovirige ซ่ึงสองสปีซีส์น้ีเม่ือดูจากลกัษณะของ conidia แลว้ T. atroviride 
และ T. harzianum มีความใกลเ้คียงกนัมาก ท าใหจ้  าแนกผิดพลาดเสมอจากการวเิคราะห์ขอ้มูล
ระดบัโมเลกุลแลว้ biotype Th3 ควรจดัอยูใ่น T. atroviride มากกวา่ท่ีจะเป็น T. harzianum 
 

Skouboe et al. (1999) ท าการวเิคราะห์หาความสัมพนัธ์ของล าดบันิวคลีโอไทดต์รง
ต าแหน่ง ITS ซ่ึงประกอบดว้ยต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 ใน 52 สายพนัธ์ุของ 29 terverticillate    
taxa ในเช้ือ Penicillium ท่ีท  าการเก็บมาจากแหล่งต่างๆ เพื่อใชใ้นการศึกษาถึงความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรม โดยท าการสกดัดีเอน็เอจากเส้นใยของเช้ือราท่ีเล้ียงไว ้แลว้น าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดไ้ปเพิ่ม
ปริมาณ rDNA โดยใชเ้ทคนิค PCR และน าไปวเิคราะห์ หาล าดบัเบสพบวา่เช้ือราทั้ง 29 
terverticillate taxa มีความแปรผนัสูงมากในเช้ือ P. rogueforti และมีความผนัแปรนอ้ยในเช้ือ P. 
aurantiogriseum และเช้ือราในกลุ่ม teverticillate เป็นระยะ perfect stage (telemorph) ของเช้ือ 
Eupenicillium 
 

Jeewon et al. (2002) ไดท้  าการศึกษา phylogeny ของเช้ือราใน genus Pestalotiopsisโดย
ท าการศึกษาร่วมกบัเช้ือราจ านวน 32 species จาก 7 genus โดยการวิเคราะห์ผลและประเมินผล
ร่วมกนักบัฐานขอ้มูลเพื่อหาความสอดคลอ้งสอดคลอ้งทาง phylogeny โดยใชก้ารวเิคราะห์จาก
ล าดบัเบสในบริเวณ ITS1, 5.8S rDNA, ITS2 และ LSU ซ่ึงการศึกษาน้ีพบวา่เช้ือรา Bartalinia, 
Pestalotiopsis, Seimatosporium  และ Seiridium  จดัเป็น monophyletic group ซ่ึงสนบัสนุนดว้ยค่า 
bootstrap ท่ีสูง ส่วน Truncatella species เป็น paraphyletic กบั Bartalinia ส่วน species Pestalotia 
มีล าดบันิวคลีโอไทดใ์กลเ้คียงกบั Pestalotiopsis 
 

Michaelsen et al. (2004) ท าการศึกษาหาวธีิท่ีเหมาะสมต่อการจดัจ าแนกเช้ือราท่ีข้ึนบน
กระดาษโดยใชก้ารวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของล าดบันิวคลีโอไทดต์รงต าแหน่ง ITS1 และ ITS2
และใชไ้พรเมอร์ท่ีแตกต่างกนัในการท าการทดลองโดยหลงัจากเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในต าแหน่ง ITS 
แลว้ไดน้ ามาวเิคราะห์โดยวธีิ denaturing gradients gel electrophoressis (DGGE) การทดลองน้ีได้
ท าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานเช่นแรงดนัไฟฟ้า และเวลาในการท างาน ท่ีเหมาะสม 
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เพื่อใหก้ารแยกเช้ือราออกมาไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและไดช้ิ้น DNA ท่ีบริสุทธ์ิเพื่อน าไปท า 
การศึกษาถึงความแตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุของเช้ือรา และเพื่อใหไ้ดเ้ช้ือราสายพนัธ์ุบริสุทธ์ิเพื่อ  
ใชเ้ป็นเคร่ืองหมายส าหรับการศึกษาและเปรียบเทียบเช้ือราท่ีข้ึนบนกระดาษหรือหนงัสือท่ีมีความ
เก่าแก่ได ้
 
 Pandey et al. (2010) ไดพ้ฒันาไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือรา Cylindrocladium quinqueseptatum 
เพื่อใชใ้นการตรวจสอบโรคใบและกลา้ไหมใ้นยคูาลิปตสั ซ่ึงพบการระบาดมากในทางตอนเหนือ
ของอินเดีย และท าใหต้น้กลา้ยคูาลิปตสัตายเป็นจ านวนมาก การใชเ้ทคนิค Nested PCR ช่วยให้
สามารถตรวจสอบโรคน้ีไดแ้ม่นย  ามากยิง่ข้ึน โดยการท า PCR 2 รอบ รอบแรกใช ้universal primer 
คือ ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’) ขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีเพิ่มไดมี้ขนาด 492 bp ซ่ึงการใชไ้พรเมอร์คู่น้ีสามารถเพิ่มปริมาณเช้ือรา
ท่ีเขา้ท าลายยคูาลิปตสัไดห้ลายชนิดและยงัสามารถเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือรา Cylindrocladium 
ชนิดอ่ืนไดอี้กดว้ย  ในการศึกษาน้ีจึงไดอ้อกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือรา C. quinqueseptatum 
โดยออกแบบจากช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณโดยใช ้universal primer ในคร้ังแรก ซ่ึงไดอ้อก 
แบบตรงส่วนท่ีมีล าดบัเบสท่ีแตกต่างมากท่ีสุดจากเช้ือราชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ ไพรเมอร์  ITSFCQ-1f 
(5’ATCTCTTGGTTCTGGCATGC3’) และ ITSFCQ-1r (5’GAGACTCCAGAGCGAGGTGT3’) 
ขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีเพิ่มไดมี้ขนาด 245 bp ในการศึกษาพบวา่การท า PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 
ITSFCQ-1f และ ITSFCQ-1r  สามารถเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอของเช้ือรา C. quinqueseptatum 
ท่ีไดท้  าการปลูกเช้ือลงในยคูาลิปตสัเป็นเวลา 6 วนั ซ่ึงยงัไม่แสดงอาการของโรค และยงัสามารถ
ตรวจสอบในดินและในเน้ือเยือ่พืชท่ีมีการติดเช้ือราชนิดน้ีไดเ้ช่นกนั การท า PCR ในรอบท่ี 1 เป็น
การเพิ่ม DNA เป้าหมายของเช้ือราใหมี้ปริมาณมากพอเพื่อไปใชใ้นการท า PCR รอบท่ี 2 เพื่อ
ตรวจสอบเช้ือรา C. quinqueseptatum  
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

1.  การเกบ็ตัวอย่างและการแยกเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดและใบไหม้  
 

1.1  เก็บใบยคูาลิปตสัท่ีเป็นโรคใบจุดและใบไหมจ้ากสวนป่า ในเขตพื้นท่ี ภาคเหนือ   ภาค
กลาง ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคตะวนัตก รวม 10 จงัหวดัไดแ้ก่ กาญจนบุรี ขอนแก่น ฉะเชิงเทรา 
นครปฐม เพชรบูรณ์ ราชบุรี หนองบวัล าภู อุดรธานี ปราจีนบุรี และอุทยัธานี  ท าการตดัเป็นช้ินให้
พอดีกบัจานเล้ียงเช้ือ ท่ีมีกระดาษกรอง และใส่น ้ากลัน่พอประมาณ ปิดฝาจานเพาะเล้ียงเช้ือแลว้พนั
ดว้ยพลาสติกเพื่อใหเ้กิดสภาพท่ีมีความช้ืนสัมพทัธ์สูง บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (25-30 องศาเซลเซียส) 
เป็นเวลา 2-3 วนั ใบยคูาลิปตสัจะเกิดกลุ่มของ conidia (conidial masses) ท่ีขบัออกมา ท าการเข่ียกลุ่ม 
conidia ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ โดยใชเ้ขม็เข่ียเช้ือท่ีผา่นการเผาไฟฆ่าเช้ือแลว้ แตะ
กลุ่ม conidia แลว้น าไปวางบนอาหาร Water agar (WA) (ยทุธนา, 2549) 

 
1.2  การแยก conidia เด่ียว (single conidial isolation) โดยใชเ้ขม็เข่ียเช้ือ กระจายกลุ่มของ  

conidia บนผวิหนา้ของอาหาร WA ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ บ่มจานเล้ียงเช้ือในท่ีมืด 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 12-24 ชัว่โมง เม่ือ conidia งอกเป็นเส้นใยตดัช้ินวุน้ท่ีมี conidia ภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ แลว้น าไปเล้ียงบนอาหาร  Potato dextrose agar (PDA) ของบริษทั 
Difco บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิห้อง   

 
              น าเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ มาเล้ียงบนอาหาร PDA เปล่ียนอาหารใหม่ทุก 4 

สัปดาห์ เพื่อเก็บไวใ้ชใ้นการทดลองต่อไป 
 
2.  การเจริญบนอาหารเลีย้งเช้ือและลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 

 
2.1  การทดสอบการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
 
       น าเช้ือราแต่ละไอโซเลตท่ีแยกไดไ้วใ้นขอ้ 1 มาเล้ียงบนอาหาร PDA โดยใช ้cork borer 

ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 8.0 มิลลิเมตร เจาะช้ินวุน้บริเวณขอบโคโลนีของเช้ือราท่ีเจริญบนอาหาร 
PDA แลว้ยา้ยมาวางบนอาหาร PDA ใหม่ บ่มเช้ือในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วนั บนัทึก
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีโดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD: completely 
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randomized design) จ านวน 5 ซ ้ า (1 จานอาหารเล้ียงเช้ือต่อ 1 ซ ้ า)  วเิคราะห์ความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีดว้ย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
จากโปรแกรมส าเร็จรูป R (version 2.7.0) 

        
      2.2  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 
              น าเช้ือราแต่ละไอโซเลต ตรวจดูการสร้าง conidia ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ 

เม่ือเช้ือรามีการสร้าง conidia เข่ีย conidia มาท าสไลดก่ึ์งถาวรดว้ย lactophenol ยอ้มสี conidia ดว้ยสี 
cotton blue วดัขนาดความกวา้งและความยาวของ conidia ดว้ย micrometer ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอดจ านวน 30 ซ ้ า (ทีละหน่ึง conidia) วเิคราะห์ความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) จากโปรแกรมส าเร็จรูป R 
(version 2.7.0) จากนั้นหาความสัมพนัธ์ของลกัษณะทางสณัฐานวทิยา โดยน าค่าเฉล่ียของความ
กวา้ง ความยาว ของ conidia และเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี ของทุกไอโซเลต มาหาความสัมพนัธ์
แบบ Scatter plot 3D โดยใชโ้ปรแกรม NTSYS pc version 2.02 (Rohlf, 1993) 

 
3.  การวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอน็เอด้วยเทคนิค AFLP 

 
3.1  การเตรียมเช้ือ (strain and culture preparation) 
 
       น าเช้ือราท่ีแยกสปอร์เด่ียวแลว้จากขอ้ 1. มาท าสารแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) 

โดยการเติมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือลงบนโคโลนีของเช้ือราท่ีเจริญบนอาหาร PDA ใชแ้ท่งแกว้รูปตวั L 
ขดูท่ีผวิหนา้อาหารเบา ๆ แลว้ดูดสารแขวนลอยสปอร์ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหาร potato dextrose 
broth (PDB) 50 มิลลิลิตร บ่มเช้ือไวโ้ดยเขยา่บน rotary shaker ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
เก็บเส้นใยโดยน ามากรองบนกระดาษกรอง (Whatman No.1) ลา้งดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 300 มิลลิลิตร 
น าไปท าใหแ้หง้ ดว้ยเคร่ือง Lyophilizer เป็นเวลา 6-8 ชัว่โมง 
 

3.2  การเตรียมดีเอน็เอ (DNA preparation) 
 
        น าเส้นใยแหง้น ้าหนกั 0.05 กรัม มาบดในโกร่งดว้ยไนโตรเจนเหลวและใส่ในหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม extraction buffer (200 mM Tris HCl, pH 8.5; 250 mM NaCl; 25 mM 
EDTA และ 0.5% SDS) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปไวท่ี้ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
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30 นาที จากนั้นเติม phenol และ chloroform : isoamyl alcohol (24:1) อยา่งละ 250 ไมโครลิตร 
น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้ดูดส่วนใสขา้งบนยา้ยลงหลอดใหม่ เติม 
RnaseA (20 มิลลิกรัมต่อลิตร)  25 ไมโครลิตร น าไปไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง แลว้น ามาเติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เท่า และหมุนเวยีงท่ี 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสขา้งบนยา้ยลงหลอดใหม่ ตกตะกอนดีเอน็เอโดยการเติม 
absolute alcohol ปริมาตร 2 เท่า น าไปไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน ามา
หมุนเวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และลา้งดว้ย 70% alcohol 2 คร้ัง ผึ่งตะกอนให้
แหง้ท่ีอุณหภูมิ ห้องละลายตะกอนดว้ย TE (10 mM Tris HCl pH 8.0 และ 1 mM EDTA) 50 
ไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณดีเอน็เอบน 0.8% agarose gel ดว้ยวธีิ electrophoresis 
ดดัแปลงจากวธีิการของ Zimand et al. (1994) 
 

3.3  การยอ่ยและเช่ือมต่อดีเอ็นเอ (Digestion and Ligation) 
 
       น าดีเอน็เอความเขม้ขน้ 500 นาโนกรัม มายอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  2 ชนิดคือ  

EcoRI (5 units) และ MseI (5 units) น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นน ามา
เช่ือมต่อ EcoRI adapter (5 pmole) และ MseI adapter (20 pmole) เติม T4 DNA ligase (1 ยนิูต)  1 mM 
ATP และ10X bufferA   แลว้น าไปบ่มต่อท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง จากนั้นเจือจางลง 
10 เท่า ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ เพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในปฏิกิริยา PCR ต่อไป 

 
                               EcoRI adapter   5’ -CTCGTAGACTGCGTACC 
                                                                  CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 

               
                  MseI adapter      5’ –GACGATGAGTCCTGAG 
                                                         TACTCAGGACTCAT-5’ 
 

 
3.4  การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค PCR 

 
       ในการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิค AFLP นั้นโดยท า PCR 2 รอบ จากการ

คดัเลือกไพรเมอร์ส าหรับการศึกษาความหลากหลายและความผนัแปรทางพนัธุกรรมของเช้ือรา    
C. eucalypti  สาเหตุโรคใบจุดใบไหมข้องยคูาลิปตสั ดว้ยเทคนิค AFLP โดย สุพจน์ (2553) พบวา่
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ไพรเมอร์ M+GTA / E+A , M+GT/E+AG  และ M+GT/E+AC เหมาะสมส าหรับน ามาศึกษา
เน่ืองจาก ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีแตกต่างกนัจ านวนมาก ดงันั้น รอบแรก (pre-amplifiction) จะท าโดยการ
ใช ้primer 2 ชนิด ท่ีมีล าดบัเบสเขา้ชุดกบั adapter แต่ยาวกวา่ล าดบัเบสของ adapter ท่ีปลาย 3’ อยู ่1 
เบส โดยน าดีเอ็นเอท่ียอ่ยแลว้ 5 ไมโครลิตรมาเป็นตน้แบบ เติมไพรเมอร์ความเขม้ขน้ชนิดละ 5 
pmole 10X buffer 2 mM dNTP 1 ยนิูต Taq polymerase และ 25 mM MgCl2 ท าปฏิกิริยา PCR 
จ านวน 30 รอบ โดย denaturing ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ี 56 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ polymerizing ท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที PCR 
product ท่ีไดจ้ะน ามาเจือจางลง 10 เท่า ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือและใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบ ใน
ปฏิกิริยา PCR รอบท่ีสอง (selective amplification) โดยการใชไ้พรเมอร์   2 ชนิด ท่ีมีล าดบัเบส
เหมือนไพรเมอร์ คู่ท่ีใชใ้น PCR คร้ังแรก แต่มีความยาวเพิ่มข้ึน 1-2 เบส (ตารางท่ี 1) ปฏิกิริยา PCR 
จะเร่ิมตน้ท่ี 1 รอบของ denaturing ท่ี 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที annealing ท่ี 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที  และ polymerizing ท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที จากนั้นจะ
ปรับให ้annealing temperature ลดลง 1 องศาเซลเซียส ในทุกๆ รอบจนอุณหภูมิลดลงเหลือ 56 
องศาเซลเซียส แลว้ท าต่ออีก 25 รอบ (Vos et al., 1995) 
 

3.5  การแยกช้ินส่วนดีเอน็เอโดยวธีิ denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
 

      น าแผน่กระจกทั้ง 2 แผน่มาท าความสะอาดโดยเช็ดดว้ย alcohol 95% 3 คร้ังใหท้ัว่ทั้ง
แผน่ เช็ดกระจกแผน่เล็กดว้ย clear view แลว้เช็ดดว้ย alcohol 95% อีก 3 คร้ัง เช็ดกระจกแผน่ใหญ่
ดว้ย bind silane (bind silane 1 ไมโครลิตร glacial acetic acid 2.5 ไมโครลิตร และเอธานอล 95% 
500 ไมโครลิตร) แลว้เช็ดดว้ย alcohol 95% อีก 3 คร้ัง น ากระจกทั้ง 2 แผน่ประกบกนัโดยหนัดา้นท่ี
เช็ดดว้ยสารแลว้เขา้หากนั และคัน่ดว้ย spacer ทั้ง 2 ขา้ง ใชค้ลิปหนีบกระจกบนส่วนของ spacer ทั้ง 
2 ดา้น หลงัจากนั้นท าการเตรียมเจล (acrylamide : bisacrylamide 19:1, 7.5 M urea) 4.5% denaturing 
polyacrylamide gel (30% acrylamide (19:1), 10x TBE, Urea, dH2O) ก่อนเทเจลเติม 10% APS 
(Ammonium persulfate) 300 ไมโครลิตร และ TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine) 
50 ไมโครลิตร เพื่อใหแ้ต่ละโมเลกุลของ acrylamide เช่ือมต่อกนัเป็น polyacrylamide ค่อยๆ เขยา่ 
ใหส้ารเป็นเน้ือเดียวกนั เทเจลลงในช่องวา่งของแผน่กระจก ระวงัไม่ให้เกิดฟองอากาศภายในกระจก 
เม่ือเจลไหลลงจนสุดขอบกระจกดา้นล่างจึงหยดุเท และน าหว ี(Comp) เสียบเขา้ดา้นบนตรงท่ีเทเจล 
โดยหนัดา้นท่ีตรงขา้มกบัฟันฉลามเสียบเขา้ก่อน ปล่อยให้เจลแขง็ตวัประมาณ 1.5 ชัว่โมง เม่ือเจล 
แขง็ตวัแลว้ท าความสะอาดไล่เจลและยเูรียส่วนเกินบริเวณดา้นบนของกระจกดว้ยน ้ากลัน่ น า
กระจกประกอบเขา้กบัชุดอิเล็กโทรโฟรีซีส เติมบฟัเฟอร์ 1xTBE ลงในช่องดา้นบน 400 มิลลิลิตร 
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และช่องดา้นล่าง 600 มิลลิลิตร ต่อสายไฟเขา้กบัเคร่ือง ท าการ pre-run ท่ี 45 วตัต ์จนกระทัง่อุณหภูมิ
ท่ีกระจกประมาณ 50 องศาเซลเซียส หรือเป็นเวลาประมาณ 30 นาที ปิดเคร่ืองใชเ้ขม็ฉีดยาดูด
บฟัเฟอร์มาไล่เศษเจลและยเูรียส่วนเกินออกอีกคร้ัง แลว้จึงเสียบหวดีา้นปลากฉลามโดยใหส่้วน
ปลายแหลมของหวเีสียบเขา้ไปในเน้ือเจลเล็กนอ้ย 

 
                   น า PCR product มาเติม formamide loading buffer 10 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดว้ย 98% 
formamide, 10 mM EDTA (pH 8.0), 0.1% bromophenol blue และ 0.1% xylene cyanol แลว้น าไป 
บ่มท่ี 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที และน าไปแช่น ้าแขง็ทนัที จากนั้นหยอดตวัอยา่งดีเอ็นเอ 2 
ไมโครลิตรในแต่ละช่องเจล พร้อมทั้ง DNA marker อีก 1 ช่อง เปิดเคร่ืองท่ี 45 วตัต ์ เป็นเวลา 3 
ชัว่โมง แลว้น าไปยอ้มสีดว้ยวธีิ silver staining 

 
3.6  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดว้ยวธีิ Silver staining 

 
     น า gel มาแช่ใน 10% acetic acid เป็นเวลา 20 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ 2 นาที 3 คร้ัง 

จากนั้นน ามายอ้มดว้ย silver solution (AgNO3 1 กรัม  formaldehyde 1.5 มิลลิลิตร และน ้ากลัน่ 1 ลิตร) 
ลา้งผา่นน ้า 1 คร้ัง แลว้น ามาเติม developer (sodium carbonate 30 กรัม sodium thiosulphate 0.01กรัม 
formaldehyde 1.5 มิลลิลิตร และ น ้ากลัน่ 1 ลิตร) 2 ลิตร จนกระทัง่แถบดีเอ็นเอปรากฏ หยดุปฏิกิริยา
ดว้ย 10% acetic acid และลา้งน ้า 2 นาที โดยเขยา่บน rotary shaker ทุกขั้นตอน (ทุกขั้นตอนใชส้าร
ปริมาณ 2 ลิตร)  
            

3.7  การเก็บขอ้มูลและวเิคราะห์ขอ้มูล (Data collection and data analysis) 
 

       บนัทึกแถบลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีปรากฏบน AFLP gel บนตาราง matrix โดยแต่ละ
ต าแหน่งของแถบดีเอน็เอ (band) จะน ามาวเิคราะห์เป็นหน่ึงลกัษณะ ซ่ึงมีค่าเป็น 1 เม่ือปรากฏแถบดี
เอน็เอท่ีต าแหน่งหน่ึงๆ และมีค่าเป็น 0 เม่ือไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีต าแหน่งนั้นๆ จากนั้นน ามา
วเิคราะห์ ดว้ยโปรแกรมชุดคอมพิวเตอร์ numerical taxonomy system (NTSYS) version 2.0e 
(Rohlf, 1993)  โดยหาค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนดว้ยวธีิ DICE (Dice’s similarity coefficient)  
และจดักลุ่มตวัอยา่งดว้ยวธีิ Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) 
แลว้แสดงผลการจดักลุ่มออกมาในรูปของ phylogenetic tree และวเิคราะห์ค่า Bootstrap (1,000 ซ ้ า) 
ดว้ยโปรแกรม Winboot (Yap and Nelson, 1996) 
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ตารางที ่1  ไพรเมอร์ (primer combination) ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา PCR (Selective amplification) ของ            
                   เทคนิค AFLP 
 

                             MseI                                                                    EcoRI 

    5’-GATGAGTCCTGTAGTAG- 3’                  5’ –GACTGCGTACCAATTCACT- 3’ 

    5’-GATGAGTCCTGTAGTAGT- 3’               5’ –GACTGCGTACCAATTCAC- 3’ 

    5’-GATGAGTCCTGTAGTAGT- 3’               5’ –GACTGCGTACCAATTCAG- 3’ 

    5’-GATGAGTCCTGTAGTAGTA- 3’            5’ –GACTGCGTACCAATTCA- 3’ 
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4.  การวเิคราะห์ล าดับเบสบริเวณ ITS   
    
 4.1  การเพิ่มช้ินส่วนดีเอน็เอบริเวณ ITS ดว้ยเทคนิค PCR 

    
       น าดีเอน็เอของเช้ือรา Ps. eucalypti จากขอ้ 3.2 มาเพิ่มปริมาณในส่วนของ ITS (ภาพท่ี 

1)  โดยการท าปฎิกิริยา PCR โดยใช ้ universal primers  ITS1 (5’ TCC GTA GGT GAA CCT GCG 
G 3’) และ ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) (White et al., 1990) อยา่งละ 0.2 
pmole, 2.5 mM MgCl

2
, 0.2 mM dNTP และ 1 unit Taq DNA polymerase (Takara) โดยท าปฏิกิริยา

สังเคราะห์ดีเอน็เอท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 1 รอบ จากนั้นท าปฏิกิริยาจ านวน 35 รอบ ท่ี 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที ต่อจากนั้นท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และท่ี 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และรอบสุดทา้ยท่ี 72 องศาเซลเซียสนาน เป็นเวลา 10 นาที โดยใช้
เคร่ือง DNA thermal cycle (Biometra รุ่น: T-Gradient)  

 
4.2  การตรวจสอบผลผลิตดีเอน็เอ (PCR product) 
 
        ผลผลิตดีเอ็นเอ (PCR product) จากปฏิกิริยา  PCR ท่ีไดน้ ามาตรวจสอบดว้ยเทคนิค  

electrophoresis บน agarose gel ท่ีความเขม้ขน้ 1% และเติม gel star 0.1% เม่ือเจลแขง็ตวัน ามา
ตรวจสอบใน 0.5% TBE buffer (89 mM Tris-borate, 2 mM EDTA) และใชก้ระแสไฟฟ้า 100 
โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที  

 
4.3  การวเิคราะห์ขอ้มูล 

 
        ส่งตวัอยา่ง PCR product ปริมาณ 20 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้อยา่งนอ้ย 50 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร) ใหก้บับริษทั ไบโอดีไซน์ จ ากดั  เพื่อท าใหดี้เอ็นเอบริสุทธ์ิและวเิคราะห์ล าดบันิ
วคลีโอไทด์ น าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าเปรียบเทียบความเหมือนในฐานขอ้มูล โดยใชโ้ปรแกรม 
Blast N (DDBJ) และใชโ้ปรแกรม CLC Main Workbench (version 5.5)    ในการเทียบเรียงล าดบั  
นิวคลีโอไทด ์(Multiple alignment) และท าการสร้าง phylogenetic tree โดยวธีิ UPGMA และ
รายงานล าดบันิวคลีโอไทด์เขา้สู่ฐานขอ้มูลของ GenBank (DDBJ: DNA Database of Japan) 
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5.  การวเิคราะห์แบบแผนการย่อยดีเอ็นเอด้วยเทคนิค virtual PCR-RFLP 
 
 น าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอน็เอบริเวณ ITS  ของเช้ือรา Ps. eucalypti ท่ีใชใ้น
การศึกษาคร้ังน้ี  และจากฐานขอ้มูล GenBank ท่ีมีรายงานอยูก่่อนแลว้ มาวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ
ดว้ยเทคนิค PCR-RFLP แบบเสมือนจริงหรือ In silico ดว้ยโปรแกรม CLC Main workbench 
(version 5.5)    โดยคดัเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีสามารถน ามาใชแ้ยกชนิดของเช้ือรา เพื่อใชเ้ป็น
ขอ้มูลเบ้ืองตน้ส าหรับการศึกษาในอนาคตเก่ียวกบัการจ าแนกชนิดของเช้ือราสาเหตุโรค  
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ผลและวจิารณ์ 

 
1.  การเกบ็ตัวอย่างและการแยกเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดและใบไหม้ 

 
จากการเก็บตวัอยา่งโรคใบจุดและใบไหมย้คูาลิปตสัจาก 10 จงัหวดั จ านวน 36 ตวัอยา่ง 

(ตารางท่ี 2) พบวา่ใบยคูาลิปตสัท่ีแสดงอาการโรคใบจุดและใบไหม ้ในระยะแรกของการเขา้ท าลาย
ตรวจพบแผลเป็นจุดกลมๆ เล็กๆ สีเหลือง  กระจายอยูท่ ัว่บนใบ จุดแผลจะมีการขยายออกตามการ
เจริญของเช้ือรา และในบริเวณตรงกลางของแผลมีลกัษณะเป็นจุดสีน ้าตาลหรือน ้าตาลด าเน่ืองจาก
เซลลต์าย มีวงสีเหลืองลอ้มรอบ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Cheewangkoon et al. (2010) ท่ีได้
บรรยายลกัษณะอาการของโรคน้ีไว ้บางคร้ังยงัพบแผลไหมข้นาดใหญ่ สีน ้าตาลอ่อนถึงน ้าตาล  มี
การตายของเซลลเ์ป็นบริเวณกวา้ง (ภาพท่ี 2 ก) เม่ือน าใบยคูาลิปตสัท่ีเป็นโรคใบจุดและใบไหมม้า
บ่ม ในท่ีมีความช้ืนสูงประมาณ 2-3 วนั พบวา่เช้ือราสร้างกลุ่มของ conidia ออกมาจ านวนมาก (ภาพ
ท่ี 2 ข-ค) ลกัษณะของ conidia จะมีรูปร่างรี ปลายมน ฐานมนหรือเรียวแหลมดา้นใดดา้นหน่ึง (ภาพ
ท่ี 2 ง)  ซ่ึงจ าแนกไดเ้ป็นเช้ือรา Cryptosporiopsis eucalypti หรือท่ีจดัจ าแนกใหม่โดย 
Cheewangkoon et al. (2010) เป็นเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti 
 
2. การเจริญบนอาหารเลีย้งเช้ือและลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 

 
2.1  การทดสอบการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
 
       ลกัษณะโดยทัว่ไปของโคโลนีเช้ือรา Ps. eucalypti ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 

เร่ิมแรกเส้นใยเช้ือรามีสีขาว เม่ือมีอายุ 3-4 วนั จะเปล่ียนเป็นสีครีม หลงัจากนั้นสีของเส้นใยเช้ือรา
จะเขม้ข้ึนโดยเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลอ่อน น ้าตาลปนด าหรือด า ตามล าดบั โคโลนีเช้ือราเจริญติดไปกบั
อาหารเล้ียงเช้ือ (adpressed) การเจริญเติบโตบนอาหาร PDA จนเตม็จานเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง (25-30 
องศาเซลเซียส) ใชเ้วลาประมาณ 21 วนั การสร้าง conidia จะเร่ิมจากโคโลนีมีการขบัของเหลวขน้ 
(exudates) ท่ีมีลกัษณะเป็นหยดน ้าใสหรือสีครีมใสออกมาจาก conidia ท่ีเช้ือราสร้างข้ึน หยด
ของเหลวขน้จ านวนมากจนท่วมผิวหนา้ของโคโลนี (ภาพท่ี 3) การวดัอตัราการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
36 ไอโซเลต บนอาหาร PDA ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วนั ซ่ึงแต่ละไอโซเลตมีการเจริญเติบโต ท่ี
แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (ตารางท่ี 3) ระหวา่ง 3.72-7.38 เซนติเมตร  ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การทดลองของ ยทุธนา (2549) โดยเช้ือรา C. eucalypti ท่ีเก็บไดจ้ากสวนป่ายคูาลิปตสั 9 ไอโซเลต
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มีอตัราการเจริญเติบโตบนอาหาร PDA ท่ีแตกต่างกนัในแต่ละไอโซเลต โดยเช้ือราท่ีเก็บไดจ้ากสวน
ป่าจงัหวดัราชบุรีและจงัหวดักาญจนบุรีมีอตัราการเจริญเติบโตใกลเ้คียงกนัในแต่ละไอโซเลต ส่วน
ไอโซเลตท่ีเก็บจากจงัหวดัฉะเชิงเทรามีอตัราการเจริญเติบโตท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงอาจเกิดมาจากความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือรา ส าหรับการทดลองน้ี พบวา่ไอโซเลตจากจงัหวดัหนองบวัล าภู 
(NON2) มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนียาวท่ีสุด (7.38 เซนติเมตร) และไอโซเลตจากจงัหวดั
อุดรธานี (AUD4) มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีท่ีสั้นท่ีสุด (3.72 เซนติเมตร) (ตารางท่ี 3) 
 

จากนั้นจึงประเมินลกัษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ หลงัจากวดัขนาดขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลางโคโลนีแลว้ โดยดูจากลกัษณะท่ีมองเห็น ซ่ึงแบ่งไดเ้ป็น  2 ลกัษณะ คือ 

 
  1.  ลกัษณะผวิหนา้โคโลนี แบ่งเป็น 4 แบบ 

 
-  เรียบ 
-  ขรุขระ 
-  เป็นวงแหวน 
-  ผวิหนา้ยน่ 

 
2.  ขอบโคโลนี แบ่งเป็น 3 แบบ 

 
-  ขอบเกล้ียง 
-  ขอบหยกัเล็กนอ้ยขอบหยกั 

 
 ดงันั้นจากการประเมินลกัษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ (colony type) ของเช้ือรา 
Ps. eucalypti พบวา่ สามารถแบ่งได ้8 กลุ่ม (ภาพท่ี 3) (ตารางท่ี 3) โดย  
 
 Type I  มีลกัษณะผิวหนา้โคโลนีเรียบ ขอบโคโลนีเกล้ียง ประกอบดว้ย 14 ไอโซเลต ซ่ึง
เป็นไอโซเลตท่ีเก็บจากจงัหวดักาญจนบุรี 3 ไอโซเลต (KAN2, KAN5 และ KAN6) จงัหวดั
ขอนแก่น 3 ไอโซเลต (KHO1, KHO3 และ KHO4) จงัหวดัเพชรบูรณ์ 2 ไอโซเลต (PHE1 และ 
PHE3) จงัหวดัหนองบวัล าภู 2 ไอโซเลต (NON1 และ NON3) จงัหวดัอุดรธานี 2 ไอโซเลต (AUD1 และ 
AUD4) จงัหวดัปราจีนบุรี 1 ไอโซเลต (PHA1) และจงัหวดัอุทยัธานี 1 ไอโซเลต (AUT1)  
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  Type II มีลกัษณะผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย ประกอบดว้ย 2 ไอ
โซเลต ซ่ึงเป็นไอโซเลตท่ีเก็บจากจงัหวดักาญจนบุรี 1 ไอโซเลต (KAN1) และจงัหวดัปราจีนบุรี 1 
ไอโซเลต (PHA2)  
 
 Type III มีลกัษณะผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีเกล้ียง ประกอบดว้ย 2 ไอโซเลต ซ่ึง
เป็นไอเลตท่ีเก็บจากจงัหวดัฉะเชิงเทรา 1 ไอโซเลต (CHA4) และจงัหวดัหนองบวัล าภู 1 ไอโซเลต 
(NON5) 
 
  Type IV มีลกัษณะผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย ประกอบดว้ย 7 
ไอโซเลต ซ่ึงเป็นไอโซเลตท่ีเก็บจากจงัหวดักาญจนบุรี 1 ไอโซเลต (KAN4) จงัหวดัฉะเชิงเทรา 2 
ไอโซเลต (CHA2 และ CHA3) จงัหวดันครปฐม 1 ไอโซเลต (NAK1) จงัหวดัราชบุรี 1 ไอโซเลต 
(RAT1) จงัหวดัอุดรธานี 1 ไอโซเลต (AUD3) และจงัหวดัอุทยัธานี 1 ไอโซเลต (AUT2)   
   
 Type V มีลกัษณะผิวหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกั ประกอบดว้ย 1 ไอโซเลต เก็บ
จากจงัหวดักาญจนบุรี (KAN3)  
 
 Type VI มีลกัษณะผวิหนา้โคโลนีแบบวงแหวน ขอบโคโลนีเกล้ียง ประกอบดว้ย 2 
ไอโซเลต ซ่ึงเป็นไอโซเลตท่ีเก็บจากจงัหวดัขอนแก่น 1 ไอโซเลต (KHO2) และจงัหวดั
หนองบวัล าภู 1 ไอโซเลต (NON4)  
 
 Type VII มีลกัษณะผวิหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย ประกอบดว้ย 3 ไอโซ
เลต ซ่ึงเป็นไอโซเลตท่ีเก็บจากจงัหวดัฉะเชิงเทรา 2 ไอโซเลต (CHA1 และ CHA5) และจงัหวดั
นครปฐม 1 ไอโซเลต (NAK2) 
 
  Type VIII มีลกัษณะผวิหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกั ประกอบดว้ย 5 ไอโซเลต ซ่ึง
เป็นไอโซเลตท่ีเก็บจากจงัหวดันครปฐม 1 ไอโซเลต (NAK3) จงัหวดัเพชรบูรณ์ 1 ไอโซเลต 
(PHE2) จงัหวดัหนองบวัล าภู 2 ไอโซเลต (NON2 และ NON6) และจงัหวดัอุดรธานี 1 ไอโซเลต 
(AUD1) 
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 จากผลการทดสอบการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่ เช้ือรา Ps. eucalypti มีความผนั
แปรทางสัณฐานวทิยาค่อนขา้งสูงซ่ึงสามารถแบ่งกลุ่มไดถึ้ง 8 กลุ่ม โดยสอดคลอ้งกบัรายงานก่อน
หนา้น้ีของ ยทุธนา (2549) ศึกษาลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา C. eucalypti ทั้ง 9 ไอโซเลต บนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA มีความผนัแปรของ ลกัษณะขอบโคโลนี และการเกาะกนัของเส้นใยในแต่ละไอโซเลต
ค่อนขา้งสูง นอกจากนั้นเม่ือเล้ียงเช้ือราเป็นเวลานาน ลกัษณะโคโลนีของแต่ละไอโซเลตจะมีการ
เปล่ียนแปลงไป คือโคโลนีเช้ือราจะสร้างเส้นใยท่ีมีสีขาว เส้นใยสานกนัหลวมๆ ฟูข้ึนเล็กนอ้ย เส้นใย
ลกัษณะเช่นน้ีจะเกิดข้ึนเป็นกระจุก หรือทัว่ทั้งจานเล้ียงเช้ือ ไม่มีการสร้างของเหลวขน้และโคนิเดีย 

 
2.2  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา  
 
        หลงัจากศึกษาลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา Ps. eucalypti  ซ่ึงมีความผนัแปรของลกัษณะ

โคโลนี เม่ือน าเช้ือราทั้งหมดมาศึกษาลกัษณะต่างๆ ใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบวา่ลกัษณะ conidia ของ
เช้ือรา Ps. eucalypti  แต่ละไอโซเลตมีรูปร่างของ conidia เหมือนกนัคือ รูปร่างทรงกระบอกหรือรูป
รี ปลายมน ฐานมนหรือเรียวแหลม ขนาดของ conidia ของเช้ือรา 36 ไอโซเลต มีค่าอยูร่ะหวา่ง 
4.63-6.71 x 13.33-20.96 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 4)  ซ่ึงมีลกัษณะดงัท่ี Cheewnagkoon et al. (2010) ได้
อธิบายไว ้เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของความกวา้งและความยาวพบวา่ ทั้งความกวา้งและความยาวมี
ความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (ตารางท่ี 4) โดยเช้ือราไอโซเลตจากจงัหวดักาญจนบุรี 
(KAN6)  มีขนาดความกวา้งสูงสุด 6.71 ไมโครเมตร    ไอโซเลตจากจงัหวดัอุดรธานี (AUD1) มี
ขนาดความกวา้งนอ้ยสุด 4.63 ไมโครเมตร   ส่วนไอโซเลตจากจงัหวดักาญจนบุรี (KAN4) มีขนาด
ความยาว สูงสุด 20.96 ไมโครเมตร และไอโซเลตจากจงัหวดัปราจีนบุรี (PHA2) มีขนาดความยาว
นอ้ยสุด 13.33 ไมโครเมตร เม่ือน าค่าเฉล่ียความกวา้ง ความยาวของ conidia และขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางโคโลนีของทุกไอโซเลต มาหาความสัมพนัธ์โดยวธีิ Scatter plot 3D พบวา่มีการกระจาย
ตวัของไอโซเลต ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่ เช้ือรามีความหลากหลายหรือมีความผนัแปรของลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาของ conidia หรือ ขนาดโคโลนี (ภาพท่ี 5) อยา่งไรก็ตาม จากการศึกษาลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาต่างๆ ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีแสดงออกมา (phenotype) ท่ีสามารถประเมินดว้ยสายตา ดงันั้น
จึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งวเิคราะห์ในระดบัดีเอ็นเอ หรือจีโนไทป์ (genotype) เพื่อวิเคราะห์ความผนัแปร
ทางพนัธุกรรมอีกคร้ัง โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอชนิด AFLP และการใชข้อ้มูลของล าดบันิวคลีโอ
ไทดบ์ริเวณ ITS มาช่วยในการจ าแนกชนิดของเช้ือราดว้ย เน่ืองจากเช้ือราชนิดน้ีมีความผนัแปรของ
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
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ตารางที ่2  ไอโซเลตของเช้ือสาเหตุโรคใบจุดและใบไหมใ้นยคูาลิปตสั และแหล่งท่ีเก็บรวบรวม 
 

  
Isolate No.                Location Isolate Code 

  

 

1 อ. เมือง จ. กาญจนบุรี KAN1 
 

 

2 อ. เมือง จ. กาญจนบุรี KAN2 
 

 

3 อ. สังขละบุรี จ. กาญจนบุรี KAN3 
 

 

4 อ. ไทรโยค จ. กาญจนบุรี KAN4 
 

 

5 อ. ทองผาภูมิ จ. กาญจนบุรี KAN5 
 

 

6 อ. สังขละบุรี จ. กาญจนบุรี KAN6 
 

 

7 อ. เมือง จ. ขอนแก่น KHO1 
 

 

8 อ. เมือง จ. ขอนแก่น KHO2 
 

 

9 อ. เมือง จ. ขอนแก่น KHO3 
 

 

10 อ. เมือง จ. ขอนแก่น KHO4 
 

 

11 อ. สนามชยัเขต จ. ฉะเชิงเทรา CHA1 
 

 

12 อ. สนามชยัเขต จ. ฉะเชิงเทรา CHA2 
 

 

13 อ. พนมสารคาม จ. ฉะเชิงเทรา CHA3 
 

 

14 อ. ท่าตะเกียบ จ. ฉะเชิงเทรา CHA4 
 

 

15 อ. ท่าตะเกียบ จ. ฉะเชิงเทรา CHA5 
 

 

16 อ. ก าแพงแสน จ. นครปฐม NAK1 
 

 

17 อ. ก าแพงแสน จ. นครปฐม NAK2 
 

 

18 อ. ก าแพงแสน จ. นครปฐม NAK3 
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ตารางที ่2  (ต่อ) 
 

  
Isolate No.                Location Isolate Code 

  

 

19 อ. ศรีเทพ จ. เพชรบูรณ์ PHE1 
 

 

20 อ. ศรีเทพ จ. เพชรบูรณ์ PHE2 
 

 

21 อ. ศรีเทพ จ. เพชรบูรณ์ PHE3 
 

 

22 อ. บา้นคา จ. ราชบุรี RAT1 
 

 

23 อ. ศรีบุญเรือง จ. หนองบวัล าภู NON1 
 

 

24 อ. ศรีบุญเรือง จ. หนองบวัล าภู NON2 
 

 

25 อ. ศรีบุญเรือง จ. หนองบวัล าภู NON3 
 

 

26 อ. ศรีบุญเรือง จ. หนองบวัล าภู NON4 
 

 

27 อ. ศรีบุญเรือง จ. หนองบวัล าภู NON5 
 

 

28 อ. ศรีบุญเรือง จ. หนองบวัล าภู NON6 
 

 

29 อ. สร้างคอม จ. อุดรธานี AUD1 
 

 

30 อ. สร้างคอม จ. อุดรธานี AUD2 
 

 

31 อ. สร้างคอม จ. อุดรธานี AUD3 
 

 

32 อ. สร้างคอม จ. อุดรธานี AUD4 
 

 

33 อ. กบินทร์บุรี จ. ปราจีนบุรี PHA1 
 

 

34 อ. กบินทร์บุรี จ. ปราจีนบุรี PHA2 
 

 

35 อ. สวา่งอารมณ์ จ. อุทยัธานี AUT1 
 

  
36 อ. สวา่งอารมณ์ จ. อุทยัธานี AUT2 
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ภาพที ่2  อาการของโรคใบจุดและใบไหมข้องยคูาลิปตสัท่ีเกิดจากเช้ือรา Pseudoplagiostoma   
                eucalypti  ก. อาการโรคใบจุดใบไหมข้องยคูาลิปตสั ข. กลุ่มของ conidia บนผวิใบ            
   ยคูาลิปตสั ค. กลุ่มของ conidia บนผวิใบยคูาลิปตสัภายใตก้ลอ้งสเตอริโอ (10X)               
   ง. ลกัษณะของ conidia ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ (40X)
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ภาพที ่3  ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti บนอาหาร PDA  ก. ผวิหนา้โคโลนีเรียบ ขอบโคโลนีเกล้ียง (Type I) ข. ผวิหนา้            
               โคโลนีเรียบ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย (Type II) ค.ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีเกล้ียง (Type III) ง.ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนี    
               หยกัเล็กนอ้ย (Type IV) จ. ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกั (Type V)  ฉ. ผวิหนา้โคโลนีแบบวงแหวน ขอบโคโลนีเล้ียง (Type VI)          
               ช. ผวิหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีเรียบ (Type VII) ซ. ผวิหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกั (Type VIII) 
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ตารางที ่3  ลกัษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ของเช้ือรา Pseudoplagiostoma  eucalypti 
 

Type     ผวิหน้าโคโลนี ขอบโคโลน ี Isolate Code     

I 
 

  เรียบ ขอบเกล้ียง KAN2 KAN5 KAN6 KHO1 KHO3 KHO4 PHE1 PHE3 NON1 NON3 AUD1 
 

  
  

AUD4 PHA1 AUT1 
 

        
II 

 

  เรียบ ขอบหยกัเลก็นอ้ย KAN1  PHA2 
          

III 
 

  ขรุขระ ขอบเกล้ียง CHA4 NON5 
          

IV 
 

  ขรุขระ ขอบหยกัเลก็นอ้ย KAN4 CHA2 CHA3 NAK1 RAT1 AUD3 AUT2 

 
    

V 
 

  ขรุขระ ขอบหยกั KAN3 
           

VI 
 

  เป็นวงแหวน ขอบเกล้ียง KHO2 NON4 
          

VII 
 

  ผิวหนา้ยน่ ขอบเกล้ียง CHA1 CHA5 NAK2 
  

 
      

VIII     ผิวหนา้ยน่ ขอบหยกัเลก็นอ้ย NAK3 PHE2 NON2 NON6 AUD2               

38 
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ภาพที ่4  ลกัษณะ conidia ของเช้ือ Pseudoplagiostoma eucalypti ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์      
               (40X) ก. ไอโซเลตท่ีเก็บจาก อ. ไทรโยค จ. กาญจนบุรี (KAN4)  ข. ไอโซเลตท่ีเก็บจาก           
                 อ. สร้างคอม จ. อุดรธานี (AUD1) ค.ไอโซเลตท่ีเก็บจาก อ. กบินทร์บุรี จ. ปราจีนบุรี   
                (PHA2)  ง. ไอโซเลตท่ีเก็บจาก อ. สังขละบุรี  จ. กาญจนบุรี (KAN6)
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 ตารางที่ 4  ค่าเฉล่ียเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ท่ีเจริญบน         
                   อาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นเวลา 14 วนั และค่าเฉล่ียความกวา้ง ความยาวของ conidia 
 

  Isolate Code 
เส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนี (ซม.) 

ขนาดโคนิเดีย (ไมโครเมตร)   

  ความกว้าง ความยาว   

 
KAN1           4.78 fg       5.00 de      14.50 ef  

 

 
KAN2           5.55 cd      5.08 de      14.63 ef  

 

 
KAN3           4.78 fg       5.00 de      17.38 bc  

 

 
KAN4           4.74 fg       6.29 b      20.96 a 

 

 
KAN5           4.78 fg       5.00 de      17.75 b 

 

 
KAN6           4.77 fg       6.71 a      20.38 a 

 

 
KHO1           6.00 bc      5.00 de      14.79 ef  

 

 
KHO2           6.40 ab      5.00 de      13.46 jk  

 

 
KHO3           7.22 ab       5.13 de      14.63 ef  

 

 
KHO4           6.73 ab       5.08 de      14.63 ef  

 

 
CHA1           4.15 ij       5.00 de      14.75 ef 

 

 
CHA2           4.12 jk       5.00 de      14.46 fg  

 

 
CHA3           5.17 de      5.17 de      14.58 ef  

 

 
CHA4           4.44 hi      5.00 de      17.96 b 

 

 
CHA5           4.70 fg       5.25 d      14.58 ef  

 

 
NAK1           4.50 gh       5.04 de      14.50 ef  

 

 
NAK2           4.08 kl       4.88 ef       14.33 gh  

 

 
NAK3           5.16 de      5.00 de      14.38 gh  
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 
 

  
Isolate Code 

เส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนี (ซม.) 

ขนาดโคนิเดีย (ไมโครเมตร)   

  ความกว้าง ความยาว   

 
PHE1           5.42 cd      5.00 de      17.04 bc  

 

 
PHE2           5.61 cd      5.00 de      15.08 ef  

 

 
PHE3           4.11 jk       5.00 de      15.67 de 

 

 
RAT1           5.45 cd      5.00 de      16.46 cg 

 

 
NON1           4.58 gh       5.00 de      14.17 gh  

 

 
NON2           7.38 a      4.96 de      15.46 de 

 

 
NON3           5.55 cd      4.96 de      15.08 ef  

 

 
NON4           5.73 cd      5.00 de      14.46 fg  

 

 
NON5           5.70 cd      5.00 de      14.50 ef  

 

 
NON6           5.83 cd      5.00 de      14.50 ef  

 

 
AUD1           5.16 de      4.63 g      15.75 de 

 

 
AUD2           6.15 ab      5.00 de      13.54 ij  

 

 
AUD3           4.96 ef       5.00 de      14.00 hi 

 

 
AUD4           3.72 l      5.58 c      18.13 b 

 

 
PHA1           6.48 ab       4.83 fg       14.21 gh  

 

 
PHA2           6.20 ab      4.83 fg       13.33 k 

 

 
AUT1           6.20 ab       5.04 de      13.42 k 

 

 
AUT2           6.13 cd      5.04 de      14.46 fg  

   ค่า C.V. (%)            15.30        4.02        5.42   

 
หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียท่ีก ากบัดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งเดียวกนัไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ตาม  
                  การวเิคราะห์แบบ Duncan’s multiple range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพที ่5  Morphometry scatter plot 3D ของความยาว ความกวา้งของ conidia และ  

  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti 
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3.  การวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอน็เอด้วยเทคนิค AFLP 
    
 จากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ Ps. eucalypti จ านวน 33 ไอโซเลต 
ดว้ยเทคนิค  AFLP  โดยใช ้primer 4 คู่ ไดแ้ก่ M+G/E+ACT, M+GT/E+AC, M+GT/E+AG และ 
M+GTA/E+A เกิดแถบของดีเอน็เอทั้งหมด 178 แถบ และแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั 77 แถบ คิด
เป็น 43.25% (ตารางท่ี 5) (ภาพท่ี 6-9) เม่ือน ามาหาค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนตามวธีิการของ Dice 
(Dice’s similarity) และจดักลุ่มตวัอยา่งดว้ยวธีิ UPGMA ในโปรแกรม NTSYS พบวา่เช้ือราทั้ง 33 
ไอโซเลต ท่ีน ามาวิเคราะห์มีความหลากหลายทางพนัธุกรรม เม่ือแบ่งกลุ่มท่ีค่า similarity coefficient 
0.45 และค่า cophenetic correlation (matrix correlation) 0.955 แบ่งได1้0 กลุ่ม (ภาพท่ี 10-11) ดงัน้ี 
 
 กลุ่มท่ี 1 ประกอบดว้ยเช้ือรา 22 ไอโซเลตคือ จากจงัหวดักาญจนบุรี 5 ไอโซเลต ( KAN2, 
KAN3, KAN4, KAN5 และ KAN6) ฉะเชิงเทรา  5 ไอโซเลต (CHA1, CHA2, CHA3, CHA4 และ 
CHA5) นครปฐม 1 ไอโซเลต (NAK1)  อุดรธานี 2 ไอโซเลต (AUD3 และ AUD4) ขอนแก่น 3 ไอ
โซเลต (KHO1, KHO2 และ KHO3) เพชรบูรณ์ 3 ไอโซเลต  (PHE1, PHE2 และ PHE3) ราชบุรี  1 
ไอโซเลต (RAT1) และ หนองบวัล าภู 2 ไอโซเลต (NON1 และ NON6) โดยเช้ือราท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มน้ี
มีลกัษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีหลากหลายประกอบดว้ย 7  Type ไดแ้ก่ Type I 
(ผิวหนา้โคโลนีเรียบ ขอบโคโลนีเกล้ียง)  Type III (ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีเกล้ียง)  Type IV 
(ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย) Type V (ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกั) 
Type VI (ผวิหนา้โคโลนีแบบวงแหวน ขอบโคโลนีเกล้ียง)  Type VII (ผวิหนา้โคโลนียน่ ขอบ
โคโลนีหยกัเล็กนอ้ย)  และ Type VIII (ผิวหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกั)  
 
  กลุ่มท่ี 2 ประกอบดว้ยเช้ือรา 1 ไอโซเลต จากจงัหวดันครสวรรค ์(NAK3) ซ่ึงมีลกัษณะการ
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็น แบบ Type VIII (ผิวหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกั) 
 
  กลุ่มท่ี 3 ประกอบดว้ยเช้ือรา 1 ไอโซเลต จากจงัหวดันครปฐม (NAK2) ซ่ึงมีลกัษณะการ
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  เป็นแบบ Type VII (ผวิหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย)   
 
  กลุ่มท่ี 4 ประกอบดว้ยเช้ือรา 2 ไอโซเลตจากจงัหวดัหนองบวัล าภู (NON3 และ NON4) มี
ลกัษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA คนละแบบ คือ Type I (ผิวหนา้โคโลนีเรียบ ขอบโคโลนี
เกล้ียง) และ Type VI (ผวิหนา้โคโลนีแบบวงแหวน ขอบโคโลนีเกล้ียง) 
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  กลุ่มท่ี 5 ประกอบดว้ยเช้ือรา 1 ไอโซเลตจากจงัหวดัหนองบวัล าภู (NON2) ซ่ึงมีลกัษณะ
การเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  เป็นแบบ Type VIII (ผิวหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกั) 
 
  กลุ่มท่ี 6 ประกอบดว้ยเช้ือรา 1 ไอโซเลตจากจงัหวดัขอนแก่น (KHO4) ซ่ึงมีลกัษณะการ
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นแบบ  Type I (ผวิหนา้โคโลนีเรียบ ขอบโคโลนีเกล้ียง) 
 
  กลุ่มท่ี  7 ประกอบดว้ยเช้ือรา 1 ไอโซเลตจากจงัหวดัอุทยัธานี (AUT2) ซ่ึงมีลกัษณะการ
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นแบบ  Type IV (ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย) 
 
  กลุ่มท่ี 8 ประกอบดว้ยเช้ือรา 1 ไอโซเลตจากจงัหวดัปราจีนบุรี (PHA2) ซ่ึงมีลกัษณะการ
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นแบบ Type II (ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย) 
 
  กลุ่มท่ี 9 ประกอบดว้ยเช้ือรา 2 ไอโซเลตจากจงัหวดั หนองบวัล าภู 1 ไอโซเลต (NON5) 
และจงัหวดัอุดรธานี 1 ไอโซเลต (AUD2) ซ่ึงมีลกัษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA คนละ
แบบ คือ Type III (ผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีเกล้ียง) และ Type VIII (ผิวหนา้โคโลนียน่ ขอบ
โคโลนีหยกั) 
 
  กลุ่มท่ี 10 ประกอบดว้ยเช้ือรา 1 ไอโซเลตจากจงัหวดัอุทยัธานี (AUT1) ซ่ึงมีลกัษณะการ
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป็นแบบ Type I (ผวิหนา้โคโลนีเรียบ ขอบโคโลนีเกล้ียง) 
 
  จากผลการวเิคราะห์ดีเอน็เอแสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือราชนิดน้ีมีความหลากหลายทางจีโนไทป์ 
นอกจากน้ีการกระจายตวัของตวัอยา่งในกลุ่มต่างๆ แสดงใหเ้ห็นวา่การแบ่งกลุ่มไม่มีความ
สอดคลอ้งกบัแหล่งท่ีเก็บรวมรวมเช้ือ และลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ  เช่นในกลุ่มท่ี 1
ประกอบดว้ยไอโซเลตของเช้ือราท่ีมาจากคนละจงัหวดั และมีลกัษณะโคโลนีหลากหลายแบบ ทั้งน้ี
เน่ืองมาจากเช้ือรามีการแพร่ระบาดไปยงัแหล่งต่างๆ ได ้เช่น ติดไปกบัตน้กลา้ยคูาลิปตสั และเช้ือรา
ชนิดน้ีมีการขยายพนัธ์ุแบบไม่ใชเ้พศ ท าใหมี้การสร้างสปอร์จ านวนมากท่ีมีลกัษณะทางพนัธุกรรม
ท่ีเหมือนกนั จึงท าใหเ้ช้ือราท่ีเก็บรวบรวมจากแหล่งต่างๆ รวมกลุ่มกนัโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอ 
AFLP ซ่ึงท าใหใ้นแต่ละแหล่งอาจพบเช้ือราน้ีมากกวา่ 1 สายพนัธ์ุ ส าหรับเช้ือราชนิดน้ียงัมี
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมไม่กวา้งขวางมากนกั แต่มีรายงานของเช้ือราในกลุ่ม
เดียวกนัท่ีใหผ้ลการทดลองท่ีสอดคลอ้งกนั El-Khalifeh et al. (2009) ไดใ้ชเ้ทคนิค AFLP ในการ
แยกความแตกต่างระหวา่งชนิด (species) ของเช้ือรา Fusarium ท่ีเป็นสาเหตุโรครากเน่าในขา้ว 
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durum wheat (Triticum turgidum L.var.durum) พบวา่ จากการวเิคราะห์ขอ้มูลจาก AFLP สามารถ
แยกไอโซเลตเช้ือรา Fusarium ไดเ้ป็น 2 กลุ่ม แมว้า่ทั้งสองกลุ่มน้ีไม่มีความแตกต่างกนัทางลกัษณะ
สัณฐานวทิยา นอกจากน้ีการแบ่งกลุ่มดว้ยขอ้มูล AFLP ไม่มีความสัมพนัธ์กบัแหล่งมาท่ีของเช้ือรา
หรือลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา Fusarium  หรือในรายงานฉบบัอ่ืนท่ีศึกษาเก่ียวกบั
ความสามารถในการก่อให้เกิดโรคกบัพืชชนิดต่างๆ และความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือรา 
Fusarium oxysporum พบวา่ เม่ือวิเคราะห์เช้ือราทั้ง 18  formae specials ดว้ยเทคนิค AFLP และ 
SSR นั้น การจดักลุ่มของเช้ือราไม่สอดคลอ้งกบัพืชอาศยั และจากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่
ความสามารถในการก่อให้เกิดโรคเช้ือราชนิดน้ีอาจจะไม่สอดคลอ้งกบัการจดักลุ่มใน Phylogenetic tree 
เสมอไป (Bogale et al., 2006) จากการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่เช้ือรา Ps. eucalypti มีสัมประสิทธ์ิความ
เหมือนระหวา่งไอโซเลตค่อนขา้งต ่า โดยมีไอโซเลตท่ีมีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนต ่ากวา่ 35%  4 
ไอโซเลต ไดแ้ก่ ไอโซเลตจากจงัหวดัอุทยัธานี (AUT1), จงัหวดัหนองบวัล าภู(NON5), จงัหวดั
อุดรธานี (AUD2) และจงัหวดัปราจีนบุรี (PHA2)  เม่ือเปรียบเทียบกบัไอโซเลตอ่ืนๆ อยา่งไรก็ตามมี
รายงานการใชดี้เอน็เอเคร่ืองหมาย AFLP โดย Baayen et al. (2000) พบวา่จากการวเิคราะห์
ความสัมพนัธ์ระหวา่งไอโซเลตของเช้ือรา  F. proliferatum ซ่ึงมีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนต ่าถึง 
40% หรือในเช้ือราชนิดอ่ืนเช่น Ganoderma spp. เม่ือน ามาวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่งไอโซเลต
ดว้ยเทคนิค AFLP พบวา่มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนอยูร่ะหวา่ง 33-75% เช่นกนั ค่าสัมประสิทธ์ิ
ความเหมือนท่ีมีค่าต ่า อาจเน่ืองจากเช้ือรามีความหลากหลายค่อนขา้งสูง ท าใหล้กัษณะท่ีแสดงออก
หรือฟีโนไทป์ และจีโนไทป์มีความแตกต่างกนัระหวา่งสายพนัธ์ุของเช้ือราได ้อยา่งไรก็ตาม การ
จ าแนกชนิดของเช้ือรานอกจากลกัษณะทางสัณฐานวทิยาแลว้สามารถใชก้ารวเิคราะห์ล าดบันิวคลี
โอไทดใ์นบริเวณ ITS ร่วมดว้ย เพื่อใหก้ารจดัจ าแนกมีความถูกตอ้งมากยิง่ข้ึน 
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ตารางที ่5  จ  านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง (polymorphic band) และจ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด    
                  (total band) จากการวเิคราะห์ AFLP ดว้ย 4 คู่ไพรเมอร์ (primer combination) 
 

  
    primer combination              total band         polymorphic band 

  

 

M+G/E+ACT              40 12 
 

 

           M+GT/E+AC       57 31 
 

 

           M+GT/E+AG           31 15 
 

  
           M+GTA/E+A                  50 19 
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ภาพที ่6  ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ท่ีวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค AFLP   
               โดยใชไ้พรเมอร์ M+G/E+ACT บริเวณท่ีลูกศรช้ี คือแถบดีเอน็เอท่ีแตกต่าง  ตวัเลขดา้นบนเจล 
                  คือ Isolate No. ของเช้ือราดงัท่ีปรากฏในตารางท่ี 2  M = 100 bp Plus DNA Ladder  
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ภาพที ่7  ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ท่ีวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค AFLP    
               โดยใชไ้พรเมอร์ M+GT/E+AC บริเวณท่ีลูกศรช้ี คือแถบดีเอน็เอท่ีแตกต่าง ตวัเลขดา้นบนเจล 
                   คือ Isolate No. ของเช้ือราดงัท่ีปรากฏในตารางท่ี 2   
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ภาพที ่8  ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ท่ีวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค AFLP  
               โดยใชไ้พรเมอร์ M+GT/E+AG บริเวณท่ีลูกศรช้ี คือแถบดีเอน็เอท่ีแตกต่าง ตวัเลขดา้นบนเจล 
                   คือ Isolate No. ของเช้ือราดงัท่ีปรากฏในตารางท่ี 2   
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ภาพที ่9  ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ท่ีวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค AFLP  
               โดยใชไ้พรเมอร์ M+GTA/E+A บริเวณท่ีลูกศรช้ี คือแถบดีเอน็เอท่ีแตกต่าง ตวัเลขดา้นบนเจล 
                   คือ Isolate No. ของเช้ือราดงัท่ีปรากฏในตารางท่ี 2  
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ภาพที ่10  Phylogenetic tree จากการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma  eucalypti ท่ีรวบรวมจากแหล่งต่างๆ ทั้งหมด 33                   
    ไอโซเลต ดว้ยเทคนิค AFLP โดยวเิคราะห์ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนจากขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอ 77 polymorphic bands ดว้ยวธีิ Dice      
                 และจดักลุ่มดว้ยวธีิ UPGMA โดยใชโ้ปรแกรม NTSYS pc version 2.02 ค่าท่ีแสดงบนก่ิงคือค่า bootstrap ท่ีค  านวณจาก 1,000 ซ ้ า ดว้ย  
                 โปรแกรม Winboot   I-VII = colony type บนอาหาร PDA ดงัท่ีอธิบายไวใ้นตารางท่ี 3
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group Colony type 
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ภาพที ่11  การกระจายของขอ้มูลในการจดักลุ่มท่ีมีค่า cophenetic correlation 0.955 

                 โดยการค านวณค่า similarity และ clustering ดว้ยโปรแกรม NTSYS pc version 2.02 
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4.  การวเิคราะห์ล าดับเบสบริเวณ ITS  
 
จากการเพิ่มปริมาณช้ินส่วน ITS1-5.8S-ITS2 ของเช้ือรา Ps. eucalypti โดยการสุ่มจาก

การจดักลุ่มลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมา 5 type ไดแ้ก่ type III ซ่ึงมีลกัษณะผวิหนา้โคโลนี
ขรุขระ ขอบโคโลนีเกล้ียง (CHA4) type IV ซ่ึงมีลกัษณะผวิหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกั
เล็กนอ้ย (CHA3 และ NAK1) type V ซ่ึงมีลกัษณะผิวหนา้โคโลนีขรุขระ ขอบโคโลนีหยกั (KAN3) 
type VI ซ่ึงมีลกัษณะผวิหนา้โคโลนีแบบวงแหวน ขอบโคโลนีเกล้ียง (KHO2) และ type VII ซ่ึงมี
ลกัษณะผวิหนา้โคโลนียน่ ขอบโคโลนีหยกัเล็กนอ้ย (CHA1, CHA2 และ NAK2) ไดช้ิ้นส่วนขนาด
ประมาณ 566 – 582 bp จากนั้นรายงานเขา้สู่ฐานขอ้มูลของ GeneBank และไดรั้บ Accession 
number รวม 8 ไอโซเลต ดงัน้ี AB627948 (KAN3), AB630954 (KHO2), AB630955 (CHA1), 
AB630956 (CHA2), AB630957 (CHA3), AB630958 (CHA4), AB630959 (NAK1) และ 
AB630960 (NAK2) (ตารางท่ี 6) เม่ือน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดม์าวิเคราะห์โดยเร่ิม Multiple 
alignment ดว้ยโปรแกรม CLC Main Workbench (version 5.5) ร่วมกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ
รา Ps. eucalypti (GU973532, GU973530, GU973529, GU973519, GU973518 และ GU973515) เช้ือรา 

Plagiostoma devexum (EU255001) และ Gnomonia rhododendri (EU255044) ท่ีมีรายงานอยูใ่น
ฐานขอ้มูล GenBank  ซ่ึงเม่ือท า alignment แลว้ไดค้วามยาวของล าดบันิวคลีโอไทดส์ าหรับวิเคราะห์
ทั้งหมด 503-514 bp จากนั้นน าขอ้มูล alignment ทั้งหมดมาค านวณค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือน พบวา่
เช้ือราทั้ง 8 ไอโซเลตมีความเหมือนคลา้ยกนั 89.58 – 99.03% และเหมือนคลา้ยกบัเช้ือรา Ps. eucalypti 
ท่ีมีรายงานอยูแ่ลว้ 95.16 - 98.83% (ภาพท่ี 12)  เม่ือค านวณค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนแลว้น ามาจดั
กลุ่มดว้ยวธีิ UPGMA และค านวณค่า bootstrap (%) จ านวน 1,000 ซ ้ า ดว้ยโปรแกรม CLC Main 
Workbench (version 5.5) จากผลการวิเคราะห์ขอ้มูลพบวา่ เช้ือรา Ps. eucalypti ทั้งหมดแยกกลุ่มออก
จากเช้ือราชนิดอ่ืน (out group) ดว้ยค่า bootstrap สูงสุด 100% (ภาพท่ี 13) อยา่งไรก็ตาม ล าดบัเบสของ 
เช้ือรา Ps. eucalypti นั้นสามารถแบ่งกลุ่มยอ่ยไดเ้ป็น 4 กลุ่มยอ่ย (sub group) ไดแ้ก่ subgroup 1 
ประกอบดว้ย AB630959 (NAK1), AB630957 (CHA3), GU973530, GU973532, GU973515, 
GU973518, GU973529, GU973519, AB630956 (CHA2), AB630958 (CHA4) และ AB627948 
(KAN3) ซ่ึงสนบัสนุนดว้ยค่า bootstrap เท่ากบั 87.6% subgroup 2, 3 และ 4 มีเพียงตวัอยา่งเดียวคือ 
AB630955 (CHA1), AB630954 (KHO2) และ AB630960 (NAK2) ตามล าดบั ซ่ึงแยกออกจาก 
subgroup 1 ดว้ยค่า bootstrap ระหวา่ง 95 – 100% จากการวเิคราะห์ขอ้มูลน้ีไดใ้ชข้อ้มูลล าดบัเบส
ของเช้ือรา Ps. eucalypti ท่ี Cheewangkoon et al. (2010) ไดร้ายงานไวใ้น GenBank เพียงชนิดเดียว 
ไม่ไดน้ าเช้ือรา Pseudoplagiostoma ชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ Ps. oldii และ Ps. variabile มาวเิคราะห์ดว้ย
เน่ืองจาก Cheewangkoon ไดร้ายงานไวว้า่ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ large subunit (LSU) ไม่สามารถ
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แยกความแตกต่างระหวา่งชนิดของเช้ือรา Ps. eucalypti, Ps. oldii และ Ps. variabile ออกจากกนัได ้
แต่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งชนิดของเช้ือราได ้โดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS 
และ beta-tubulin gene (TUB) ร่วมกนั และจากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Ps. eucalypti, 
Ps. oldii และ Ps. variabile พบวา่มีความเหมือนกนัมาก เม่ือเล้ียงในอาหาร OA และ PDA แต่
สามารถท่ีจะแยกความแตกต่างของเช้ือราทั้ง 3 ชนิดไดเ้ม่ือเล้ียงในอาหาร MEA โดยท่ีเช้ือรา Ps. oldii 
จะมีผนงัของ conidia เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเม่ือแก่ และมีขนาด (11-14) – (17-20) X (6-7) – (9-11) 
ไมโครเมตร อตัราส่วน (1.9-2.3) - 2.5 : 1 (l:w) เช้ือรา Ps. eucalypti มี conidia รูปร่าง ellipsoid สีใส 
ขนาด (14-16) – (19-22) X (6-7) – (9-11) ไมโครเมตร อตัราส่วน 2.1:1 (l:w)  เช้ือรา Ps. variabile มี 
conidia รูปร่างหลากหลายตั้งแต่ subglobose ถึง bean-shaped สีใส ขนาด (6.5-15.5) – (17-19) X 
(6.5-7.5) – (9-10.5) ไมโครเมตร อตัราส่วน 2:1 (l:w) โคโลนีของเช้ือรา Ps. variabile เจริญเติบโต
ในอาหาร MEA ชา้กวา่ เช้ือรา Ps. eucalypti และ Ps. oldii  จากการวิเคราะห์ล าดบัเบสและจดักลุ่มเพื่อ
สร้าง phylogenetic tree พบวา่ไอโซเลตของเช้ือรา Ps. eucalypti ทั้ง 8 ไอโซเลตสามารถแยกกลุ่มจาก
กนัได ้4 กลุ่มซ่ึงสอดคลอ้งกบัการแบ่งกลุ่มโดยการวเิคราะห์ AFLP ซ่ึงสามารถแบ่งกลุ่มเช้ือราทั้ง 33 
ไอโซเลตไดจ้  านวนหลายกลุ่มเช่นกนั จากผลการวิเคราะห์น้ีแสดงให้เห็นวา่เช้ือราชนิดน้ีมีการแบ่งท่ี
ต ่ากวา่ระดบัสปีซีส์ไดห้ลายสายพนัธ์ุ ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากความหลากหลายของสายพนัธ์ุยคูาลิปตสัท่ี
มีการพฒันาข้ึนอยา่งมากมาย จึงท าให้เช้ือรามีการพฒันาสายพนัธ์ุตามพืชอาศยั (กฤษณา, 2542) 

 
 การพฒันาวธีิการจ าแนกชนิดของเช้ือรานอกจากอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยาแลว้ การใช้

ล าดบันิวคลีโอไทดส่์วนใดส่วนหน่ึงหรือยนีเดียว (single gene) ไม่สามารถแยกความแตกต่างได ้การ
ใชห้ลายยีน (multiple gene) จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง อยา่งเช่น Cheewangkoon et al. (2010) วิเคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทดม์ากกวา่ 1 ยนี ไดแ้ก่ ITS และ β-tubulin ในการจ าแนกชนิดของ Ps. eucalypti 
ออกจากชนิดอ่ืนๆ นอกจากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์แลว้ ยงัมีการพฒันาไพรเมอร์ท่ีเรียกวา่ 
nested primer ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือราชนิดใดชนิดหน่ึง ดงัเช่น การศึกษาของ Pandey et al. (2010) ซ่ึงได้
พฒันาไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือรา Cylindrocladium quinqueseptatum เพื่อใชใ้นการตรวจสอบโรค
ใบและกลา้ไหมใ้นยคูาลิปตสั การใช ้nested PCR ช่วยใหส้ามารถตรวจสอบโรคน้ีไดแ้ม่นย  ามาก
ยิง่ข้ึน โดยการท า PCR 2 รอบ รอบแรกใช ้universal primer คือ ITS1 และ ITS4 ขนาดช้ินส่วนดีเอน็
เอท่ีเพิ่มไดมี้ขนาด 492 bp ซ่ึงการใชไ้พรเมอร์คู่น้ีสามารถเพิ่มปริมาณช้ินส่วน ITS ของเช้ือราท่ีเขา้
ท าลายยคูาลิปตสัไดห้ลายชนิดและยงัสามารถเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือรา Cylindrocladium ชนิด
อ่ืนไดอี้กดว้ย  ในการศึกษาน้ีจึงไดอ้อกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือรา C. quinqueseptatum โดย
ออกแบบจากช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณโดยใช ้universal primer ในคร้ังแรก ซ่ึงไดอ้อกแบบ
ตรงส่วนท่ีมีล าดบัเบสท่ีแตกต่างมากท่ีสุดจากเช้ือราชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ ไพรเมอร์  ITSFCQ-1f 
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(5’ATCTCTTGGTTCTGGCATGC3’) และ ITSFCQ-1r (5’GAGACTCCAGAGCGAGGTGT3’) 
ขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีเพิ่มไดมี้ขนาด 245 bp นอกจากน้ีในการศึกษาน้ี พบวา่การท า PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ ITSFCQ-1f และ ITSFCQ-1r  สามารถเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอของเช้ือรา C. 
quinqueseptatum ท่ีไดท้  าการปลูกเช้ือลงในยคูาลิปตสัเป็นเวลา 6 วนั ซ่ึงยงัไม่แสดงอาการของโรค 
และยงัสามารถตรวจสอบในดินและในเน้ือเยือ่พืชท่ีมีการติดเช้ือราชนิดน้ีไดเ้ช่นกนั การท า PCR ใน
รอบท่ี 1 เป็นการเพิ่ม DNA เป้าหมายของเช้ือราใหมี้ปริมาณมากพอเพื่อใชใ้นการท า PCR รอบท่ี 2 
ส าหรับตรวจสอบเช้ือรา  C. quinqueseptatum  

 
นอกจากการพฒันาท่ีกล่าวมาขา้งตน้แลว้ ยงัมีการใชเ้ทคนิคท่ีเรียกวา่ RFLP โดยการ

คดัเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะเพื่อยอ่ยช้ินส่วนใดช้ินส่วนหน่ึง เช่น ITS แลว้สามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งสปีซีส์หรือชนิดของเช้ือราไดจ้ากรูปแบบ (pattern) ท่ีเอนไซมน์ั้นไปยอ่ยช้ินส่วนดงักล่าว 
ในการศึกษาน้ีจึงไดน้ าล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วน ITS ของเช้ือรา Ps. eucalypti ท่ีใชใ้นการศึกษา
คร้ังน้ีและท่ีมีรายงานใน GenBank ร่วมกบัสปีซีส์อ่ืนๆ มายอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดต่างๆ 
ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ เพื่อคดัเลือกเอนไซมท่ี์เหมาะสมและสามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งสปีซีส์ของเช้ือราชนิดน้ีได ้
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ตารางที ่6  ไอโซเลตของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti และเช้ือราอ่ืนจากฐานขอ้มูล  
                  GenBank ท่ีน ามาวเิคราะห์ขอ้มูล 
 
 ไอโซเลต     Location   GenBank accession number   ช่ือเช้ือรา 

     KAN3     Thailand AB627948   Pseudoplagiostoma eucalypti 

 KHO2     Thailand AB630954   Pseudoplagiostoma eucalypti 

 CHA1     Thailand AB630955   Pseudoplagiostoma eucalypti 

 CHA2     Thailand AB630956   Pseudoplagiostoma eucalypti 

 CHA3     Thailand AB630957   Pseudoplagiostoma eucalypti 

 CHA4     Thailand AB630958   Pseudoplagiostoma eucalypti 

 NAK1     Thailand AB630959   Pseudoplagiostoma eucalypti 

 NAK2     Thailand AB630960   Pseudoplagiostoma eucalypti 

CBS115722     Australia GU9735351/       Pseudoplagiostoma oldii 

CBS113067     Uruguay GU9735361/   Pseudoplagiostoma variabile 

CBS115788     Thailand GU9735321/   Pseudoplagiostoma eucalypti 

CPC13473     Thailand GU9735301/   Pseudoplagiostoma eucalypti 

CPC13471     Thailand GU9735291/   Pseudoplagiostoma eucalypti 

CPC14075     China GU9735191/   Pseudoplagiostoma eucalypti 

CPC14163     Uruguay GU9735181/   Pseudoplagiostoma eucalypti 

CPC12292     Bhutan GU9735151/   Pseudoplagiostoma eucalypti 

  
EU2550011/       Plagiostoma devexum 

  
 

EU2550441/       Gnomonia rhododendri 

 
หมายเหตุ  1/  มีรายงานอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank 
                     EU255001, EU255044 คือ Out group เพื่อเปรียบเทียบในการวิเคราะห์ขอ้มูล
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ภาพที ่12  เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti  
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ภาพที ่13  UPGMA tree จากการวเิคราะห์ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดใ์นส่วน ITS (ITS1-5.8S-ITS2) ของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti   
                   เช้ือรา Gnomonia rhododendri (EU255044) และ Plagiostoma devexum (EU255001) ดว้ยวธีิ UPGMA และ ค่าท่ีแสดงบนก่ิง  คือค่า     
                   bootstrap ท่ีค  านวณจาก 1,000 ซ ้ า โดยโปรแกรม CLC Main Workbench (version 5.5) 
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5.  การวเิคราะห์แบบแผนการย่อยดีเอ็นเอบริเวณ ITS ด้วยเทคนิค virtual PCR-RFLP 

 

เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS ของเช้ือรา Ps. eucalypti จ  านวน 8 ไอโซเลต   
(AB 627948, AB63095, AB630955, AB630956, AB630957, AB630958, AB63095 และ AB630960) 
และล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือราท่ีมีรายงานอยูก่่อนหนา้น้ีใน GenBank (DDBJ) ไดแ้ก่  เช้ือรา Ps. 
eucalypti (GU973532, GU973530, GU973529, GU973519, GU973518 และ GU973515)  เช้ือรา 
Ps. oldii (GU973535) และเช้ือรา Ps. variabile (GU973536) (ตารางท่ี 6) มายอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ 10 ชนิด ดว้ยโปรแกรม CLC main workbench (version 5.5) ซ่ึงไดแ้ก่ เอนไซม ์AluI, Ctr10I, 
EcoRI, HaeII, HaeIII, HinCII, HinfI, MseI, StuI และ TaqI พบวา่แบบแผน RFLP จากการใช้
เอนไซมต์ดัจ าเพาะยอ่ยไดแ้บบแผนดงัน้ี (ตารางท่ี 7)  

 
AluI ไดแ้บบแผนดีเอ็นเอ 3 แบบ โดยท่ีแบบท่ี 1 ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 1 แถบ ขนาด 503 เบส 

คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB603960)  แบบท่ี 2 ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 แถบ ขนาด 163 และ 349 เบส 
คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956 และ AB630958) ขนาด 165 และ 349 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti 
(AB627948, GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ GU973532) ขนาด 
166 และ 343 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630954) ขนาด 162 และ 345 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti 
(AB630955) ขนาด 166 และ 350 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630957) ขนาด 167 และ 350 เบส คือ 
เช้ือรา Ps. eucalypti (AB630959) ขนาด 165 และ 348 เบส คือเช้ือรา Ps. oldii (GU973535) แบบท่ี 3 
ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 3 แถบ ขนาด 66, 99 และ 349 คือเช้ือรา Ps. variabile GU973536 (ภาพท่ี 14) 

 
Ctr10I ไดแ้บบแผนดีเอน็เอ 1 แบบ ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 3 แถบ ขนาด 4, 108 และ400 เบส  

คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956 และ AB630958) ขนาด 4, 108 และ 402 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB627948, GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ 
GU973532) และเช้ือรา Ps. variabile (GU973536) ขนาด 4, 102 และ403 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB630954) ขนาด 4, 104 และ399 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) ขนาด 4, 
109 และ403 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630957) ขนาด 4, 109 และ404 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB630959) ขนาด 4, 103 และ386 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630960) ขนาด 4, 
107 และ 402 เบส คือ เช้ือรา Ps. oldii (GU973535) (ภาพท่ี 14) 

 
EcoRI ไดแ้บบแผนดีเอน็เอ 1 แบบ  ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 2 แถบ ขนาด 254 และ 258 เบส คือ 

เช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956 และ AB630958) ขนาด 258 และ 258 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti 
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(AB627948, GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ GU973532) และ
เช้ือรา Ps. variabile (GU973536)  ขนาด  252 และ 257 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630954) 
ขนาด 253 และ 254 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) ขนาด 257 และ 259 เบส คือเช้ือรา 
Ps. eucalypti (AB630957) ขนาด 258 และ 259 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630959) ขนาด 247 
และ 256 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630960) ขนาด 256 และ 257 เบส คือ เช้ือรา Ps. oldii 
(GU973535) (ภาพท่ี 14) 

 
HaeII ไดแ้บบแผนดีเอ็นเอ 2 แบบ โดยท่ีแบบท่ี 1 ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 1 แถบ ขนาด 509 เบส 

คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630954) แบบท่ี 2 ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 แถบ  ขนาด 63 และ 449 เบส 
คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956 และ AB630958)  ขนาด  63 และ 451 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB627948, GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ 
GU973532) และเช้ือรา Ps. variabile (GU973536) ขนาด 59 และ 448 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti 
(AB630955) ขนาด 64 และ 452 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630957) ขนาด 64 และ 453 เบส 
คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630959) ขนาด 63 และ 440 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630960) 
ขนาด 63 และ 450 เบส คือ เช้ือรา Ps. oldii (GU973535) (ภาพท่ี 14) 

 
HaeIII ไดแ้บบแผนดีเอ็นเอ 2 แบบโดยท่ีแบบท่ี 1 ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 4 แถบ  ขนาด  7, 106, 

120 และ276 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) แบบท่ี 2 ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 5 แถบ ขนาด 7, 
28, 84, 117 และ 276 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956, AB630958, GU973515, 
GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ GU973532) และเช้ือรา Ps. variabile 
(GU973536) ขนาด 7, 28, 84, 120 และ 275 เบส คือเช้ือรา (AB627948)  ขนาด 7, 28, 80, 116 และ 
276 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) ขนาด 7, 28, 85, 120 และ 276 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB630957) ขนาด 7, 28, 85, 120 และ 227 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630959) 
ขนาด 7, 26, 81, 121 และ 268 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630960) ขนาด 7, 27, 84, 119 และ
276 เบส คือ เช้ือรา Ps. oldii (GU973535) (ภาพท่ี 14) 

 
HinCII ไดแ้บบแผนดีเอ็นเอ 3 แบบ โดยท่ีแบบท่ี 1 ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 514 

เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ
GU973532)  ขนาด 513 เบส คือเช้ือรา Ps. oldii (GU973535) แบบท่ี 2 ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 แถบ 
ขนาด 9 และ 503 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956) ขนาด 9 และ 505 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB627948) ขนาด 9 และ 500 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630954) ขนาด 9 และ 
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498 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) ขนาด 9 และ 507 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti 
(AB630957) ขนาด 6 และ 506 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630958) ขนาด 10 และ 493 เบส 
คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB603960) ขนาด 32 และ 482 เบส คือเช้ือรา Ps. variabile (GU973536) 
แบบท่ี 3 ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 3 แถบ ขนาด 9 151 และ357 คือ เช้ือรา Ps. eucalypti (AB630959) 
(ภาพท่ี 15) 

   
HinfI ไดแ้บบแผนดีเอน็เอ 1 แบบโดยท่ีแบบท่ี 1 ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 5 แถบ  ขนาด  8, 88, 

92, 149 และ 175 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956, AB630958, GU973515, GU973518, 
GU973519, GU973529, GU973530 และ GU973532) และเช้ือรา Ps. variabile (GU973536) ขนาด  
8, 91, 92, 148 และ 175 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB627948)    ขนาด  8, 91, 92, 149 และ 169 
เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630954) ขนาด 8, 87, 92, 149 และ 171 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB630955) ขนาด 8, 91, 92, 149 และ 176 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630957) 
ขนาด 8, 91, 95, 150 และ 176 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630959) ขนาด 8, 90, 92, 147 และ 
166 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630960) ขนาด 8, 90, 92, 149 และ 174 เบส คือ เช้ือรา Ps. 
oldii (GU973535) (ภาพท่ี 15) 

 
MseI ไดแ้บบแผนดีเอน็เอ 2 แบบ โดยท่ีแบบท่ี 1 ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 1 แถบ  ขนาด 505 เบส 

คือ เช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) แบบท่ี 2 ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 แถบ  ขนาด 31 และ 481 เบส 
คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956 และ AB630958) ขนาด 34 และ 480 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB627948) ขนาด 34 และ 475 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630954) ขนาด 34 และ 
482 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630957) ขนาด 34 และ 483 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti 
(AB630959) ขนาด 35 และ 468 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630960) ขนาด 33 และ 481 เบส 
คือเช้ือรา Ps. eucalypti (GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ GU973532) 
และเช้ือรา Ps. variabile (GU973536) ขนาด 33 และ 480 เบส คือ เช้ือรา Ps. oldii (GU973535) 
(ภาพท่ี 16) 

 
StuI ไดแ้บบแผนดีเอน็เอ 2 แบบ โดยท่ีแบบท่ี 1 ไดช้ิ้นส่วนดีเอน็เอ 1 แถบ  ขนาด  509 เบส 

คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630954)  แบบท่ี 2 ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 แถบ  ขนาด 84 และ 428 เบส 
คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956 และ AB630958)   ขนาด  84 และ 430 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB627948, GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ GU973532) 
และเช้ือรา Ps. variabile (GU973536) ขนาด  80 และ 427 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) 
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ขนาด 85 และ431 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630957) ขนาด 85 และ 432 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB630959) ขนาด 81 และ 422 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630960) ขนาด 84 และ
429 เบส คือเช้ือรา Ps. oldii (GU973535) (ภาพท่ี 16) 

 
TaqI ไดแ้บบแผนดีเอ็นเอ 1 แบบ  ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอ 4 แถบ ขนาด  53, 59, 186 และ 214 

เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630956 และ AB630958)   ขนาด  53, 59, 188  และ214 เบส คือเช้ือ
รา Ps. eucalypti (AB627948, GU973515, GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ 
GU973532) และเช้ือรา Ps. variabile (GU973536)  ขนาด  53, 59, 189 และ 208 เบส คือเช้ือรา Ps. 
eucalypti (AB630954) ขนาด 53, 59, 185 และ 210 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630955) ขนาด 
53, 59, 189 และ 215 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti (AB630957) ขนาด 53, 59, 190 และ 215 เบส คือ
เช้ือรา Ps. eucalypti (AB630959) ขนาด 53, 58, 188 และ 204 เบส คือเช้ือรา Ps. eucalypti 
(AB630960) ขนาด 53, 59, 188 และ 213 เบส คือเช้ือรา Ps. oldii (GU973535) (ภาพท่ี 16) 

 
จากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI และ HinCII สามารถแยกเช้ือรา Ps. variabile 

(GU973536) ออกจากเช้ือรา Ps. oldii (GU973535) และเช้ือรา Ps. eucalypti (AB603956, 
AB627948, AB630954, AB630955, AB630957, AB630958, AB630959, AB630960, GU973515 
GU973518, GU973519, GU973529, GU973530 และ GU973532) ไดอ้ยา่งชดัเจน (ภาพท่ี 14, 15) 
ส่วนเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Ctr10I, EcoRI, HaeII, HaeIII, HinfI, MseI, StuI และTaqI ไม่สามารถแยก
ไอโซเลตต่างๆ ของเช้ือรา Ps. eucalypti, Ps. oldii และ Ps. variabile ออกจากกนัได ้ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัการทดลองของ Maharaj and Rampersad (2011) ซ่ึงพบวา่เอนไซมต์ดัจ าเพาะบางชนิดเท่านั้นท่ี
สามารถแยกเช้ือรา Collectotrichum gloeosporioides และ C. truncatum ท่ีเป็นสาเหตุโรคแอน
แทรคโนสในมะละกอ และพริกได ้โดยท าการจ าแนกเช้ือรา Collectotrichum จ านวน 48 ไอโซเลต 
โดยการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนบริเวณ ITS1, 5.8S และ  ITS2 หลงัจากนั้นท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ 11 ชนิดพบวา่ เอนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI, HaeIII, PvuII, RsaI และ Sau3A สามารถแยก C. 
gloeosporioides และ C. truncatum ในมะละกอออกจากกนัได ้และเอนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI, ApaI, 
PvuII, RsaI และ SmaI  สามารถแยก C. gloeosporioides และ C. truncatum ในพริกออกจากกนัได ้
หรือในการศึกษาของ Krupa (1999) ไดจ้  าแนกเช้ือรา เอคโตไมคอร์ไรซา โดยใชเ้ทคนิค PCR-
RFLC พบวา่ การยอ่ยช้ินส่วนบริเวณ ITS ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI, BsurI, HinfI, HpaII และ 
TaqI มีรูปแบบท่ีเฉพาะส าหรับเช้ือ Hebeloma crustuliniforme ซ่ึงเป็นเช้ือราท่ีมีความส าคญัมาก 
ดงันั้นการจ าแนกชนิดของเช้ือราดว้ยวธีิดงักล่าวจึงใชไ้ดผ้ลกบัเช้ือรา H. crustuliniforme  
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จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เอนไซมต์ดัจ าเพาะสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งสปีซีส์ได้
ในเช้ือราบางชนิดเท่านั้น แต่ส าหรับการจ าแนกสปีซีส์ของเช้ือรา Ps. eucalypti ดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะท่ีคดัเลือกมา 10 ชนิดน้ี ยงัไม่สามารถน ามาใชไ้ด ้ดงันั้นวธีิการวิเคราะห์ multiple gene 
เช่นเดียวกบั Cheewangkoon et al. (2010) หรือการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อสปีซีส์น้ีจึง
เป็นอีกทางเลือกหน่ึงส าหรับการจ าแนกชนิดของเช้ือรา Ps. eucalypti
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ตารางที ่7  ขนาดของช้ินส่วนดีเอน็เอในบริเวณ ITS (ITS1-5.8S-ITS2) ของเช้ือรา     
                  Pseudoplagiostoma eucalypti จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI, Ctr10I, EcoRI, 
     HaeII และ HaeIII 
 

 
หมายเหตุ  1/  มีรายงานอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank 
 
 
 
 

GeneBank   ขนาดช้ินส่วน  (bp) 

 Accession number       AluI     Ctr10I  EcoRI  HaeII           HaeIII  

AB630956 
 

163, 349 4, 108, 400 254, 258 63, 449 7, 28, 84, 117, 276 
AB627948 

 
165, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 120, 275 

AB630954 
 

166, 343 4, 102, 403 252, 257 509 7, 106, 120, 276 
AB630955 

 
162, 345 4, 104, 399 253, 254 59, 448 7, 28, 80, 116, 276 

AB630957 
 

166, 350 4, 109, 403 257, 259 64, 452 7, 28, 85, 120, 276 
AB630958 

 
163, 349 4, 108, 400 254, 258 63, 449 7, 28, 84, 117, 276 

AB630959 
 

167, 350 4, 109, 404 258, 259 64, 453 7, 28, 85, 120, 277 
AB630960 

 
503 14, 103, 386 247, 256 63, 440 7, 26, 81, 121, 268 

 EU2550011/ 
 148, 332 4, 95, 381 240, 240 6, 474 7, 39, 60, 373 

 EU2550441/ 
 481 4, 96, 381 240, 241 6, 475 7, 39, 61, 374 

 GU9735151/ 
 165, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 119, 276 

 GU9735181/ 
 165, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 119, 276 

 GU9735191/ 
 165, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 119, 276 

 GU9735291/ 
 165, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 119, 276 

 GU9735301/ 
 165, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 119, 276 

 GU9735321/ 
 165, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 119, 276 

 GU9735351/ 
 165, 348 4, 107, 402 256, 257 63, 450 7, 27, 84, 119, 276 

 GU9735361/   66, 99, 349 4, 108, 402 256, 258 63, 451 7, 28, 84, 119, 276 
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ตารางที ่8  ขนาดของช้ินส่วนดีเอน็เอในบริเวณ ITS (ITS1-5.8S-ITS2) ของเช้ือรา     
                  Pseudoplagiostoma eucalypti จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ HinCII, HinfI, MseI, 
     StuI และ TaqI 
 

GeneBank ขนาดช้ินส่วน  (bp) 

 Accession number HinCII            HinfI  MseI  StuI       TaqI 

AB630956 9, 503 8, 88, 92, 149, 175 31, 481 84, 428 53, 59, 186, 214 
AB627948 9, 505 8, 91, 92, 148, 175 34, 480 84, 430 53, 59, 188, 214 
AB630954 9, 500 8, 91, 92, 149, 169 34, 475 509 53, 59, 189, 208 
AB630955 9, 498 8, 87, 92, 149, 171 507 80, 427 53, 59, 185, 210 
AB630957 9, 507 8, 91, 92, 149, 176 34, 482 85, 431 53, 59, 189, 215 
AB630958 6, 506 8, 88, 92, 149, 175 31, 381 84, 428 53, 59, 186, 214 
AB630959 9, 151, 357 8, 91, 92 150, 176 34, 483 85, 432 53, 59, 190, 215 
AB630960 10, 493 8, 90, 92, 147, 166 35, 468 81, 422 53, 58, 188, 204 

 EU2550011/ 480 8, 92, 157, 223 46, 434 480 53, 59, 172, 196 

 EU2550441/ 481 8, 92, 158, 223 46, 49, 386 481 53, 59, 172, 197 

 GU9735151/ 514 8, 90, 92, 149, 175 33, 481 84, 430 53, 59, 188, 214 

 GU9735181/ 514 8, 90, 92, 149, 175 33, 481 84, 430 53, 59, 188, 214 

 GU9735191/ 514 8, 90, 92, 149, 175 33, 481 84, 430 53, 59, 188, 214 

 GU9735291/ 514 8, 90, 92, 149, 175 33, 481 84, 430 53, 59, 188, 214 

 GU9735301/ 514 8, 90, 92, 149, 175 33, 481 84, 430 53, 59, 188, 214 

 GU9735321/ 514 8, 90, 92, 149, 175 33, 481 84, 430 53, 59, 188, 214 

GU9735351/ 513 8, 90, 92, 149, 174 33, 480 84, 429 53, 59, 188, 213 

GU9735361/ 32, 482 8, 90, 92, 149, 175 33, 481 84, 430 53, 59, 188, 214 

 
หมายเหตุ  1/  มีรายงานอยูใ่นฐานขอ้มูล GenBank 
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ภาพที ่14  แบบแผนการยอ่ยดีเอ็นเอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti  เปรียบเทียบกบั      
                 เช้ือราท่ีมีรายงานอยูใ่น GenBank โดยวิเคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ยเอนไซมต์ดั  
                  จ  าเพาะ AluI (ก.) Ctr10I (ข.) EcoRI (ค.) HaeII (ง.) และ HaeIII (จ.) โดยใชโ้ปรแกรม  
                 CLC Main Workbench (version 5.5) 
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ภาพที ่15  แบบแผนการยอ่ยดีเอ็นเอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti  เปรียบเทียบกบั  
                 เช้ือราท่ีมีรายงานอยูใ่น GenBank โดยวเิคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ยเอนไซมต์ดั  
                 จ  าเพาะ HinCII (ก.) และ HinfI (ข.) โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main Workbench (version 5.5) 
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ภาพที ่16  แบบแผนการยอ่ยดีเอ็นเอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti  เปรียบเทียบกบั      
                 เช้ือราท่ีมีรายงานอยูใ่น GenBank โดยวเิคราะห์แบบ virtual PCR-RFLP ดว้ยเอนไซมต์ดั 
                 จ  าเพาะ MseI (ก.) StuI (ข.) และTaqI (ค.) โดยใชโ้ปรแกรม CLC Main Workbench  
                 (version 5.5) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา Ps. eucalypti สาเหตุโรคใบจุดใบไหมใ้น    
ยคูาลิปตสั ท่ีเก็บรวบรวมจาก 10 จงัหวดั จ านวน 36 ตวัอยา่ง พบวา่เช้ือราชนิดน้ีมีความผนัแปรของ
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และ ลกัษณะการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแบ่งได ้8 แบบ ขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลางโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร PDA ท่ีอาย ุ14 วนั อยูร่ะหวา่ง 3.72 – 7.38 เซนติเมตร ขนาด
ความกวา้ง และความยาวของ conidia มีขนาด 4.63 - 6.71 X 13.33 - 20.96 ไมโครเมตร ซ่ึงมีความ
แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั โดยเช้ือราไอโซเลตจากจงัหวดัหนองบวัล าภู (NON2) มีขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนีสูงสุด ไอโซเลตจากจงัหวดักาญจนบุรี (KAN6) มีขนาดความกวา้งของ 
conidia สูงสุด และไอโซเลตจงัหวดักาญจนบุรี (KAN4) มีขนาดความยาวของ conidia สูงสุด  

 

2.  การวเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือรา Ps. eucalypti ดว้ยเทคนิค 
AFLP แลว้พบวา่ เช้ือราทั้ง 33 ไอโซเลต มีจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั 77 แถบ  หรือคิดเป็น 
43.25%  จากจ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด และแบ่งกลุ่มได ้10 กลุ่ม ซ่ึงไม่สอดคลอ้งกบัแหล่งท่ีเก็บ
รวบรวมเช้ือราหรือลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา โดยภายในกลุ่มประกอบดว้ยเช้ือราท่ีเก็บ
รวบรวมมาไดจ้ากจงัหวดัต่างๆ แต่มีลกัษณะทางจีโนไทป์ท่ีคลา้ยกนัหรือในกลุ่มเดียวกนั
ประกอบดว้ยเช้ือรา Ps. eucalypti ท่ีมี colony type ท่ีหลากหลายรูปแบบ  ทั้งน้ีเป็นเพราะเช้ือรามี
การแพร่ระบาดไปยงัพื้นท่ีต่างๆ ได ้และสามารถขยายพนัธ์ุแบบไม่ใชเ้พศและสร้างสปอร์ท่ีมี
ลกัษณะเดียวกนัในแต่ละสายพนัธ์ุ นอกจากน้ียงัพบวา่ในแต่ละจงัหวดัอาจมีเช้ือรา Ps. eucalypti 
มากกวา่ 1 สายพนัธ์ุ 
 

3.  การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ ITS ของเช้ือรา Ps. eucalypti 8 ไอโซเลต พบวา่
มีขนาดประมาณ 566 – 582 bp มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนระหวา่ง 89.58 – 99.03% และเม่ือ
เปรียบเทียบกบัเช้ือรา Ps. eucalypti ท่ีมีรายงานอยูแ่ลว้มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนอยูร่ะหวา่ง 
92.66 - 98.83% เม่ือน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์มาจดักลุ่มดว้ยวธีิ UPGMA พบวา่เช้ือรา                  
Ps. eucalypti ทั้งหมดจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั แยกจากตวัอยา่งเช้ือราอ่ืน (out group) โดยสนบัสนุน
ดว้ยค่า bootstrap สูงสุด 100% อยา่งไรก็ตาม ภายในกลุ่มน้ีสามารถแยกกลุ่มยอ่ยไดเ้ป็น 4 กลุ่ม ซ่ึง
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สอดคลอ้งกบัการประเมินลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และลายพิมพดี์เอน็เอท่ีแสดงวา่เช้ือ               
Ps. eucalypti มีความหลากหลายทางพนัธุกรรม และแบ่งแยกไดห้ลายสายพนัธ์ุ 

 
 4.  จากการวเิคราะห์ล าดบัเบสในบริเวณ ITS ของเช้ือรา Ps. eucalypti แลว้การทดลอง
ต่อมาคือ การคดัเลือกเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเหมาะสม ส าหรับการจ าแนกชนิดของ Ps. eucalypti ออก
จากเช้ือราชนิดอ่ืนท่ีมีความใกลชิ้ดกนั (close related species) โดยทดสอบการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ 10 ชนิด โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ พบวา่ จากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI และ 
HinCII สามารถแยก Ps. eucalypti และ Ps. oldii. ออกจาก Ps. variabile ไดอ้ยา่งชดัเจน ส่วน
เอนไซมต์ดัจ าเพาะ Ctr10I, EcoRI, HaeII, HaeIII, HinfI, MseI, StuI และTaqI ไม่สามารถแยกไอโซ
เลต ของ Ps. eucalypti, Ps. oldii และ Ps. variabile ออกจากกนัได ้

 
ข้อเสนอแนะ 

 
 1.  การจ าแนกชนิดของเช้ือรา  Ps. eucalypti ท่ีมีความหลากหลายสูงนั้น ดงันั้นการจ าแนก
ชนิดของเช้ือราชนิดน้ีโดยใชล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาเพียงอยา่งเดียวนั้นอาจท าใหก้ารจ าแนกชนิด
คลาดเคล่ือนได ้ จึงควรใชเ้ทคนิคอ่ืนร่วมดวัย เช่น การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใชย้นีเดียวท่ี
ต าแหน่งอ่ืนนอกจาก ITS หรือมากกวา่ 1 ยนี (multiple genes) 
 
 2.  การพฒันาวธีิการจ าแนกชนิดของเช้ือรา Ps. eucalypti เป็นส่ิงท่ีควรศึกษาต่อไป 
เน่ืองจากเป็นสาเหตุโรคท่ีมีความส าคญัและใชส้ าหรับการตรวจสอบการระบาดของเช้ือราโรค
ระหวา่งประเทศได ้ เช่นการพฒันาไพรเมอร์จ าเพาะต่อสปีชีส์ หรือ nested primer หรือ การพฒันา
แท่งรหสัดีเอน็เอ (DNA barcode) ส าหรับตรวจสอบเช้ือรา Ps. eucalypti 
 
 3.  จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เช้ือรา Ps. eucalypti มีความหลากหลายสูงเม่ือประเมินจาก
ขอ้มูลต่างๆ ดงันั้นหากมีการปรับปรุงพนัธ์ุยคูาลิปตสัเพื่อใหต้า้นทานต่อโรคใบจุดและใบไหม ้
ผูว้จิยัควรค านึงถึงเช้ือราท่ีน ามาทดสอบโรค ซ่ึงจ าเป็นตอ้งใชเ้ช้ือรามากกวา่ 1 สายพนัธ์ุ เพื่อใหไ้ด้
ตน้ยคูาลิปตสัตา้นทานต่อเช้ือราท่ีมาจากแหล่งต่างๆ ได ้ และควรมีการศึกษาโครงสร้างทาง
พนัธุกรรมของเช้ือรา และติดตามการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของเช้ือรา  
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ตารางผนวกที ่1  Binary data (0/1) จากการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ดว้ยไพรเมอร์ M+G/E+ACT   
  

Isolate No. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 32 34 35 36 
0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 
0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 
1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 
0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 
1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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ตารางผนวกที ่2  Binary data (0/1)  จากการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti ดว้ยไพรเมอร์ M+GT/E+AC  
 

Isolate No. 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 32 34 35 36 
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 
1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 
0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 
1 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 
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ตารางผนวกที ่2  (ต่อ)  
 

Isolate No. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 32 34 35 36 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 
0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 
0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 
1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 
0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 
0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 
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ตารางผนวกที ่3  Binary data (0/1) จากการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti  ดว้ยไพรเมอร์ M+GT/E+AG 

 
Isolate No. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 32 34 35 36 
0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 
1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
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ตารางผนวกที ่4  Binary data (0/1) จากการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือรา Pseudoplagiostoma eucalypti  ดว้ยไพรเมอร์ M+GTA/E+A 

 
Isolate No. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 32 34 35 36 
1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 
1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 
0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 
0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 
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ตารางผนวกที ่4  (ต่อ)  
 

Isolate No. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 30 31 32 34 35 36 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 
1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 
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ภาพผนวกที่ 1  Multiple alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วน ITS (ITS1-5.8S-ITS2) ของเช้ือ          
                         Pseudoplagiostoma eucalypti ร่วมกบัเช้ือราชนิดอ่ืนจาก GenBank ดว้ยโปรแกรม  
                         CLC Main Workbench (version 5.5)   
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ภาพผนวกที ่1 (ต่อ) 
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ภาพผนวกที ่1 (ต่อ) 
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