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ABSTRACT
Stem	and	root	rot	diseases	were	reported	on	cassava	in	Thailand.		This	study	was	

conducted	to	identify	the	causal	agents	of	cassava	stem	and	root	rot,	occurred	in	Muak	Lek	
district,	 Saraburi	 province;	 Khon	 Buri,	 Soeng	 Sang	 and	 Pak	 Chong	 districts,	 Nakhon	 
Ratchasima	province	and	Aranyaprathet	district,	Sa	Kaeo	province.	Twenty	seven	stem	and	
root	rot	specimens	were	collected	from	reported	plantations	from	April	2015	to	September	
2016.	The	stem	and	root	rot	symptoms	were	classified	into	four	groups	namely,	stem	and	
root	rot,	dried	root	rot,	black	root	rot	and	root	rot.	The	identification	of	causal	agent	of	
stem	and	root	rot	disease	was	based	on	its	morphological	characteristics	and	molecular	
data	of	ITS	region.	The	ML	phylogenetic	reconstruction	showed	that	the	causal	agent,	of	
stem	and	 root	 rot	disease	was	Phytophthora melonis.	On	 the	other	hand	 identification	 
results	of	the	causal	agents	of	dried	root	rot,	black	root	rot	and	root	rot	diseases	based	on	
morphological	data	showed	that	they	were	Sclerotium rolfsii, Neoscytalidium dimidiatum	and	
Fusarium	sp.,	respectively.		The	above	mentioned	fungi	isolated	from	four	symptoms	had	
been	confirmed	of	 their	pathogenicity	 to	cassava	by	Koch’s	postulates	procedure.	 The	 
isolated	Phytophthora melonis, S. rolfsii, N. dimidiatum	and	Fusarium	sp.	were	inoculated	on	
to	cassava	seedlings.	It	was	found	that	the	cassava	seedlings	inoculated	with	P.	melonis, 
S. rolfsii, N. dimidiatum	showed	disease	symptoms	after	15	days	of	inoculation.	However,	
cassava	seedling	 inoculated	with	Fusarium	sp.	showed	no	symptom.	We	concluded	that	 
P. melonis, S. rolfsii	and	N. dimidiatum	were	the	causal	agents	of	stem	and	root	rot,	dried	
root	rot	and	black	root	rot,	respectively.
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บทคัดย่อ
จากการรวบรวมและเก็บตวัอย่างอาการ

โคนเน่าและรากเน่าของมันสำาปะหลัง	 ทัง้หมด	 
27	ตัวอย่าง	ที่แสดงอาการโรคที่	ลำาต้น	และราก	
จากแหล่งปลูกมันสำาปะหลังท ี	่ อ.มวกเหล็ก	
จ.สระบุรี	 อ.ครบุรี	 อ.เสิงสาง	 และอ.ปากช่อง	
จ.นครราชสีมา	และ	อ.อรัญประเทศ	จ.สระแก้ว	
ระหว่างเดือนเมษายน	 2558	 –	 เดือนกันยายน	
2559	พบลักษณะอาการท่ีแสดง	4	ลักษณะ	ได้แก่	
อาการโคนเน่าและรากเน่า	 อาการรากเน่าแห้ง	
อาการรากเน่าดำา	 และอาการรากเน่า	 จากการ
ศึกษาเชือ้สาเหตุอาการโคนเน่าและรากเน่า	 
โดยศึกษาลักษณะทางสณัฐานวทิยา	และลักษณะ
ทางพันธุกรรมโดยการวิเคราะห์ข้อมูล	 DNA	 
ของตำาแหน่ง	 ITS	 ของรา	 Phytophthora	 ด้วย	
maximum	 likelihood	 เมื่อจัดจำาแนกโดยใช	้ 
phylogenetic	clade	พบว่า	รา	Phytophthora 
จำานวน	19	ไอโซเลต	จัดอยู่ใน	clade	เดียวกับรา	
ex-type	ของรา	Phytophthora melonis	จากการ
จำาแนกเช้ือราจากตัวอย่าง	อาการรากเน่าแห้ง	อาการ
รากเน่าดำา	 และอาการหวัเน่า	 โดยใช้ลักษณะทาง 
สัณฐานวิทยา ชนิดราทีส่ามารถจำาแนกได้	 คือ	
Sclerotium rolfsii Neoscytalidium dimidiatum 
และ	Fusarium sp.	ตามลำาดับ	การทดสอบการ
ทำาให้เกิดโรคของรา	 Phytophthora melonis, 
Sclerotium rolfsii, Neoscytalidium dimidiatum 
และ	Fusarium solani พบว่า	รา	Phytophthora 
melonis Sclerotium rolfsii และ	Neoscytalidium  
dimidiatum ทำาให้ต้นกล้ามันสำาปะหลังเป็นโรค
หลังจากปลูกเชื้อเป็นเวลา	90	วัน	และเมื่อนำามา
แยกเชือ้อีกครั้งก็พบเชือ้สาเหตเุดมิทัง้	 3	 ชนิด	 
จึงสรุปได้ว่าเชื้อราทั้ง	3	ชนิด	เป็นสาเหตุของโรค
โคนเน่าและรากเน่ามันสำาปะหลัง	 ขณะทีร่า	 
Fusarium sp.	พบว่า	ไม่ทำาให้ต้นกล้ามันสำาปะหลัง
แสดงอาการโรค

ค�าส�าคญั: โรคโคนเน่าและรากเน่า,	มนัสำาปะหลัง, 
Phytophthora melonis Sclerotium rolfsii, 
Neoscytalidium dimidiatum

บทน�า
มันสำาปะหลังจัดเป็นพืชเศรษฐกจิท่ีสำาคัญ

ของประเทศไทย	ซึ่งเป็นผู้ผลิตและส่งออกหลักของ
อาเซยีนและตลาดโลก	โดยเป็นผู้ส่งออกเป็นอนัดับ	1	 
และเป็นผู้ผลิตอนัดับ	2	ของโลก	และยงัเป็นผู้ผลิต
อันดับ	 1	 ของอาเซียนด้วย	 สำาหรับประเทศไทย
เกษตรกรนยิมปลูกกนัมาก	โดยเฉพาะในพ้ืนทีภ่าค
ตะวันออกเฉียงเหนือ	และภาคตะวันออก	เพราะ
มีพืน้ทีแ่ละอุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการปลกูมัน
สำาปะหลัง	จังหวัดที่ปลูกมาก	ได้แก่	นครราชสีมา	
ชลบุรี	 ระยอง	ปราจีนบุรี	 และชัยภูมิ	พื้นที่เพาะ
ปลูกของ	5	จังหวัด	รวมกันแล้วคิดเป็น	55%	ของ
พ้ืนท่ีปลูกมนัสำาปะหลงัท่ัวประเทศ	ในปี	พ.ศ.	2557	
ประเทศไทยมีพืน้ทีป่ลูกมันสำาปะหลังประมาณ	 
8.7	ล้านไร่	ซึ่งลดลงจากปี	พ.ศ.	2556	ประมาณ	
3	แสนไร่	ภาคตะวนัออกเฉียงเหนอืมีพ้ืนท่ีปลูกมาก
ที่สุด	 รองลงมา	 คือ	 ภาคกลาง	 และภาคเหนือ	 
ในปี	2558	จ.นครราชสมีา	มีพ้ืนท่ีปลูก	1,549,206	ไร่	 
และสามารถเก็บเกีย่วผลผลติได้	 5,922,085	 ตัน	
(สำานักงานเศรษฐกิจเกษตร,	2558;	2561)	

ในปัจจุบัน	พบว่า	สาเหตุท่ีทำาให้พื้นที่ปลูก
มันสำาปะหลังของประเทศไทยลดลงอย่างต่อเนื่อง
ทุก	 ๆ	 ปี	 เนื่องจากพืน้ทีป่ลูกถูกเปลีย่นเป็นพืน้ที่
อตุสาหกรรม	เกษตรกรเปลี่ยนพืชปลูก	และสาเหตุ
ทีส่ำาคัญอกีอย่างหนึ่งท่ีทำาให้พ้ืนท่ีปลกูมนัสำาปะหลัง
และผลผลิตลดลงไปจนเกิดความเสียหาย	 คือ	 
การเข ้าทำาลายของแมลงศัตรู	 และโรคของ 
มันสำาปะหลัง	โดยพบว่า	ในปี	พ.ศ.	2557	มีการ
ระบาดของโรคมนัสำาปะหลังท่ีสำาคัญ	3	ชนดิ	ได้แก่	
โรคโคนเน่าและรากเน่า	 โรครากปม	 และอาการ
แตกพุ่มแจ้ของมันสำาปะหลัง	 แต่ในปี	 2556	 
รังษี	 และคณะ	 (2556)	 รายงานว่า	 สาเหตุโรค 
รากและหัว เน ่ าของมันสำ าปะหล ัง ในพ ืน้ท ี	่ 
อ.นิคมพัฒนา	จ.ระยอง	บนตัวอย่างมันสำาปะหลัง
พันธุ์เกษตรศาสตร์	 50	 ที่แสดงอาการเหี่ยวเขียว	
และรากเน่าเกิดจากเชือ้สาแหตุ	 Phytophthora 
meadii	นอกจากนั้น	การสำารวจยังพบการระบาด
ของรา	 Sclerotium rolfsii ทีเ่ข้าทำาลายหัวด้วย	
ต่อมาในปี	2557	Charaensatapon	et al.,	(2014)	
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ศึกษาการระบาดของโรครากเน่า-หัวเน่าของ 
มันสำาปะหลังทีเ่กิดจากเชือ้รา	 Phytophthora  
melonis	 พบว่า	 สร้างความเสยีหายต่อผลผลติถงึ	
80-100%	 ในพื้นที่ดินเหนียว	 ดินร่วนปนทราย	 
และในสภาพดินท่ีมนีำา้ขงั	

ท่ีประเทศบราซลิ	ปัญหาท่ีสำาคัญของการ
ผลิตมันสำาปะหลังของประเทศ	 คือ	 ปัญหาเรื่อง 
การระบาดของโรครากเน่าของมนัสำาปะหลงั	ซึง่มี
ผลทำาให้ผลผลิตลดลงเป็นจำานวนมาก	ในปี	2013-
2015	Oliveira	et al.,	 (2016)	 ได้ทำาการสำารวจ
โรครากเน่าของมันสำาปะหลังในประเทศบราซิล	
และแยกเช้ือได้ทัง้หมดจำานวน	110	ไอโซเลต	และ
นำามาศึกษาเชื้อสาเหตุ	พบว่า	รา	Phytophthora 
melonis	เป็นสาเหตุโรครากเน่าของมนัสำาปะหลงั	
ในเขตภาคเหนอืของประเทศบราซลิ	และมรีายงาน	 
พบรา	 Phytophthora spp.	 อกีหลายชนดิทีเ่ป็น
สาเหตุของโรครากเน่าของมันสำาปะหลัง	 ได้แก	่ 
Phytophthora tropicalis,	P. melonis,	P. nicotianae,  
P. cryptogea,	และP. erythroseptica	(Alvarez	
et al.,	 2002)	 นอกจากนี้	 ยังพบการระบาดของ 
โรครากดำา	 (cassava	 black	 root	 rot)	 ในรัฐ	
Maranhao	 และ	 Paraiba	 ในประเทศบราซิล	 
เชือ้ราจะเข้าทำาลายราก	 ทำาให้เกิดอาการรากดำา	
และได้จำาแนกชนดิเช้ือสาเหตโุดยอาศัยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและลกัษณะทางพันธุกรรม	 พบว่า	 
เช้ือราสาเหตอุยูใ่น	Family	Botryosphaeriaceae	
หลายชนดิ	 ได้แก่	 Lasiodiplodia euphorbicola, 
Lasiodiplodia pseudotheobromae	 และ	 
Neoscytalidium hyalinum	 รายงานนี้เป็นรายงาน 
แรกของโลกท่ีพบว่าเชือ้ท้ัง	3	ชนดิ	 เป็นสาเหตุของ
โรครากดำาของมนัสำาปะหลัง	(Machado	et al.,	2014)	

งานวจัิยนี้มวีตัถปุระสงค์เพ่ือศึกษาสาเหตุ
ทีแ่ท้จริงของการเกิดโรคโคนเน่าและรากเน่าของ
มนัสำาปะหลังในประเทศ	โดยการศึกษาลักษณะทาง
สณัฐานวทิยาของเช้ือเปรยีบเทียบกบัลำาดับเบสของ
ราใน	 GenBank	 และการทดสอบการเกิดโรค	 
เพ่ือยืนยันสาเหตขุองอาการของโรคท่ีแท้จรงิจะได้
หาวธีิการป้องกนักำาจัดที่ถกูต้องและเหมาะสมต่อไป	

อุปกรณ์และวิธีการ
1. รวบรวมและเก็บตัวอย่างส่วนต่าง ๆ ของ 
มันส�าปะหลังทีแ่สดงอาการโคนเน่าและหัวเน่า 
และดินโดยรอบต้นที่แสดงอาการ

เกบ็ตัวอย่างโรคมนัสำาปะหลัง	ได้แก่	ลำาต้น	 
ราก	และดิน	จากแหล่งปลูกมนัสำาปะหลงั	โดยเก็บ
ตัวอย่างจากแหล่งปลูกมนัสำาปะหลังท่ี	อ.มวกเหล็ก	
จ.สระบุรี	 อ.ครบุรี	 อ.เสิงสาง	 และ	 อ.ปากช่อง	
จ.นครราชสีมา	และ	อ.อรัญประเทศ	จ.สระแก้ว	
ระหว่างเดือนเมษายน	 2558	 –	 เดือนกันยายน	
2559	 เก็บตัวอย่างลำาต้นบริเวณรอยต่อระหว่าง
รอยแผลของโรคและส่วนปกติของพืช	สำาหรบัราก
ต้องเกบ็ท้ังรากท่ีเป็นแผลและรากปกต	ิใช้กระดาษ
หนงัสอืพมิพ์ห่อแต่ละตัวอย่าง	และใส่ถุงพลาสติก	
บันทึกรายละเอียด	 แหล่งทีเ่ก็บ	 วันทีเ่ก็บ	 ผู้เก็บ	
จากนั้น	 แบ่งตัวอย่างเป็น	 2	 ส่วน	 โดยส่วนแรก 
จะนำาไปแยกเช้ือสาเหตุในห้องปฏบัิติการ	และส่วน
ทีส่องจะเก็บเป็นตัวอย่างแห้ง	 โดยตัดส่วนทีเ่ป็น
โรคบาง	 ๆ	 ตากให้แห้ง	 วางตัวอย่างบนกระดาษ
หนังสือพิมพ์หรือกระดาษฟาง	 พร้อมใบบันทึก
ข้อมูลของตัวอย่าง	 วางกระดาษหนังสือพิมพ์ทับ 
ลงบนตัวอย่าง	จากนั้น	วางตัวอย่างท่ีทำาเสรจ็แล้ว
ระหว่างกรอบไม้อัดตัวอย่าง	 รัดให้แน่น	 เปลี่ยน
กระดาษหนังสือพิมพ์หรือกระดาษฟางทุกวันเป็น
เวลา	 5-10	 วัน	 ใส่ตัวอย่างทีแ่ห้งแล้วลงในซอง
กระดาษบางใส	สอดซองกระดาษที่บรรจุตัวอย่าง
ลงในซองกระดาษแข็ง	 ซองกระดาษแข็งบรรจุ
ตัวอย่างมีข้อมูลของตัวอย่างกำากับบนหน้าซอง	 
จัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช	 ตึกอิงคศรีกสิการ	 
กลุ่มวิจัยโรคพืช	กรมวิชาการเกษตร	

2. การแยกเชื้อสาเหตุ 
 2.1 แยกเชื้อจากส่วนท่ีเป็นโรคของมันส�าปะหลัง  
โดยวิธี Tissue transplanting 

แยกเช้ือจากส่วนท่ีเป็นโรคของมันสำาปะหลัง	 
โดยตัดตัวอย่างโรคพืชบรเิวณเป็นรอยต่อของส่วน
ที่เป็นโรคและส่วนปกติขนาดประมาณ	2	x	2	มล.	 
ฆ่าเช้ือท่ีผิวพืช	โดยแช่ช้ินส่วนพืชลงในสารละลาย
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โซเดียมไฮโปร์คลอไรด์	 5%	 เป็นเวลา	 5	 นาที	 
ซับให้แห้งด้วยกระดาษกรองที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ
แล้วจนแห้งสนิท	 นำาชิน้ส่วนพืชมาวางบนอาหาร	
Potato	 Dextrose	 Agar	 (PDA)	 บ่มไว้ในห้อง
ปฏิบัติการ	อุณหภูมิ	30+2°oซ.	เป็นเวลา	1-3	วัน	
ตรวจดูเส้นใยราภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอรโิอ	 
ตัด	 hyphal	 tip	 ของราทีเ่จริญออกมาจากชิน้
ตัวอย่างพืช	 วางลงบนอาหาร	 PDA	 เก็บไว้ที ่
อณุหภมูห้ิองจนเช้ือเจรญิเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ	
จากนั้นนำาไปศึกษารายละเอียดของราเพือ่การ
จำาแนกชนิดของเชื้อสาเหตุต่อไป	
 2.2 การแยกเชือ้จากตัวอย่างดินโดยการใช้
เหยื่อล่อ (bating) 

นำาตัวอย่างดินมาใส่นำ้า	 และใส่กลีบดอก
แพงพวยขนาด	0.5	x	0.5	ซม.	ลงไป	ท้ิงไว้	1-3	วนั	 
แล้วนำากลีบดอกแพงพวยมาตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์ 
สเตอริโอ	และนำาชิ้นส่วนของกลีบดอกแพงพวยที่
แช่ในนำา้มาซับให้แห้งด้วยกระดาษซับเนื้อเยื่อท่ีนึ่ง
ฆ่าเชื้อแล้ว	 จากนั้น	 นำามาวางลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ	RNV	หรือ	BNPRH	(อาหาร	1	ลิตร	ประกอบ
ด้วย	 benomyl	 10	 ppm.,	 nystatin	 25	 ppm.,	
PCNB	25	ppm.,	rifampicin	10	ppm.,	ampicillin	 
5,000	 ppm.,	 hymexazal	 25-50	 ppm.	 โดยมี	
PDA	เป็น	basal	medium)	บ่มไว้ในห้องปฏบัิติการ	 
อณุหภมู	ิ30±+2oซ.	เป็นเวลา	1-3	วนั	ตรวจดูเส้นใย
ราภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ	 ตัดส่วน
ปลายเส้นใยราท่ีเจรญิออกมาจากช้ินตัวอย่างกลีบ
ดอกแพงพวย	วางลงบนอาหาร	V8	และ	PDA	

3. การศึกษาเชือ้ราสาเหตุอาการโคนเน่าและ
รากเน่าของมันส�าปะหลัง
 3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ศึกษารูปร่างลักษณะของเชือ้ราทีแ่ยกได้
จากลักษณะอาการของโรคแบบต่าง	 ๆ	 ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์	 stereo	 และ	 compound	 
microscope	 โดยตรวจด ูล ักษณะเส ้นใย	 
conidiophore	 และสปอร์	 นำาลักษณะของ 
ราดังกล่าวเปรียบเทียบกับคู่มือการจัดจำาแนก 
ชนิดราใน	 Class	 Conidial	 Ascomycetes	 

Basidiomycetes	และ	Oomycetes	ท่ีใช้กนัท่ัวไป	
Punja	and	Damiani	 (1996),	Sutton	 (1980),	
Punja	(1985),	Leslie	and	Summerell	(2006),	
Ho	et al.,	(2007),	Gallegly	and	Hong	(2008),	
Chuang	et al.,	(2012),	Masratul	et al.,	(2013),	
Machado	et al.,	(2014).	
 3.2 การศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของรา 
กลุ่ม Phythopthora

การสกัด DNA 
ทำาการสกัด	 DNA	 จากเส้นใยของราโดย 

ใช้วธีิ	CTAB	ของ	Doyle	and	Doyle	(1987)	ดงันี้
เตรยีมเส้นใยของรา	นำามาบดใน	microtube	ทีบ่รรจุ	
CTAB	buffer	600	ไมโครลิตร	ด้วย	microtube	
pestle	 และบ่ม	 microtube	 ที่อุณหภูมิ	 65oซ.	 
นาน	 20	นาที	 เติม	CHCl

3
:IAA	 (24:1)	 จำานวน	

600	ไมโครลิตร	พลิก	microtube	กลับไปมา	จากนั้น	 
นำาไปปั่นให้ตกตะกอนด้วยเครื ่อง	 centrifuge	 
ด้วยความเร็วรอบ	13,000	rpm	ที่อุณหภูมิ	4oซ.	
นาน	 5	 นาที	 แล้วดูดเอาสารละลายส่วนใสทีอ่ยู่ 
ด้านบนย้ายลงในหลอด	 microtube	 หลอดใหม	่ 
เติมสารละลาย	 isopropanol	 พลิก	 microtube	 
กลับไปมา	 จากนั้น	 นำาไปบ่ม	 ที่อุณหภูมิ	 -20oซ.	 
นาน	20	นาที	และนำามาปั่นให้	DNA	ตกตะกอน
ด้วยเครื่อง	centrifuge	ด้วยความเรว็รอบ	13,000	
รอบ/นาที	ที่อุณหภูมิ	4oซ.	นาน	15	นาที	ดูดเอา
สารละลายส่วนบนทิง้	 จากนั้น	 เติม	 TE	 buffer 
30	ไมโครลิตร	เพื่อให้	DNA	ที่ตกตะกอนละลาย	
แล้วเก็บ	microtube	ที่บรรจุ	DNA	ไว้ที่อุณหภูมิ	
-20oซ.	หรือนำาไปใช้ในการศึกษาต่อไป

PCR amplif icat ion และ DNA  
sequencing

Nuclear	DNA	ของราถกูนำามาทำาปฏกิริยิา	 
PCR	โดยทำาปฏกิริยิาตำาแหน่ง	Internal	Transcribed	 
Spacer	(ITS)	โดยใช้คู่ไพร์เมอร์	ITS5	และ	ITS4	
(White	et al., 1990)	ด้วย	Taq	DNA	polymerase	
ทำาปฏิกิริยา	 PCR	 ตามขั้นตอนดังนี	้ คือ	 Initial	
denaturation	 ที่อุณหภูมิ	 96°oซ.	 นาน	 2	 นาท	ี
Denaturation	 ที่อุณหภูมิ	 96oซ.	 นาน	 1	 นาท	ี
จำานวน	 35	 รอบ	 Annealing	 ที่อุณหภูมิ	 53oซ. 



Thai	Agricultural	Research	Journal	Vol.	37	No.	3		September	-	December	2019 311

นาน	1	นาที	จำานวน	35	รอบ	Extension	ท่ีอณุหภมิู	 
72oซ.	 นาน	 1.30	 นาท	ี และFinal	 extension	 
ท่ีอณุหภมู	ิ72oซ.	นาน	10	นาที	จากนั้น	นำาผลิตภณัฑ์ 
ทีไ่ด้จากปฏิกิริยา	 PCR	 มาตรวจสอบด้วย	 gel	
electrophoresis	และตรวจดูภายใต้แสง	ultraviolet	 
(UV)	transilluminator	ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏกิริยิา	
PCR	 จะส่งไป	 Macrogen	 Korea	 เพือ่ทำา	 
purification	และ	direct	sequencing	

Phylogenetic analysis 
นำาชุดข้อมลู	sequence	ของตำาแหน่ง	ITS	

ที่ได้มาทำา	consensus	sequence	หรือ	contig	
ในรูปไฟล์	fasta	โดยใช้โปรแกรม	Geneious	8.0	
(Biomatters	Limited)	จากนั้นทำา	alignment	ของ	
sequence	ของราที่ศึกษา	และ	sequence	ของ
ราจาก	Genbank	ซึ่งใช้ในการศึกษาเปรียบเทียบ
โดยอ้างอิงจากการศึกษาของ	 Cooke	 et al.,	
(2000);	 Scanu	 et al., (2014)	 และ	 Oliveira	 
et al.,	(2016)	(Table	2)	ด้วยโปรแกรม	MAFFT	
(available:	 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
mafft/)	 (Katoh	 and	 Toh,	 2008)	 จากนั้นด	ู 
alignment	ท่ีได้ด้วยโปรแกรม	MEGA6	(Tamura	
et al.,	 2013)	 ทำาการเตรียมชุดข้อมูลในรูปแบบ
ไฟล์	 phy	 เพือ่ทำาการวิเคราะห์แบบ	 Maximum	
Likelihood	(ML)	ด้วยโปรแกรม	RAxML	v8.1.15	
(Stamatakis,	2014)	กำาหนด	model	of	evolution	
แบบ	 GTRGAMMA	 สำาหรับการวิเคราะห์ลำาดับ	
nucleotide	(Stamatakis	et al.,	2008)	กำาหนด	
command	 –f	 a	 เพือ่วิเคราะห์แบบ	 rapid	 
bootstrap	โดยใช้	random	starting	tree	และ	
1000	 maximum	 likelihood	 bootstrap	 
replicates	 ทำาการวิเคราะห์ด้วย	 ML	 criteria	
จำานวน	 4	 ครั้ง	 เพือ่ยืนยันความสอดคล้องของ	
phylogenetic	tree	

4. การทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity 
test) เพื ่อพิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch 
(Koch’s postulates)

เตรยีมท่อนพันธ์ุมนัสำาปะหลังพันธ์ุ	 มาปลูก 
ในกระถางทีใ่ส่ดินนึ่งฆ่าเชือ้	 จนมีอายุ	 2	 เดือน	

ทำาการปลูกเชือ้ทีโ่คนต้นมันสำาปะหลัง	 โดยเลีย้ง
เชื้อราที่แยกได้จากตัวอย่างมันสำาปะหลัง	(ข้อ	2)	
บนอาหาร	PDA	นาน	7	วัน	และใช้ใบมีดที่ฆ่าเชื้อ
ตัดเส้นใยทีเ่จริญอยู่บนอาหารให้เป็นชิน้สี่เหลีย่ม
ขนาด	 2x2	 ซม.	 จากนั้นใช้เข็มทำาแผลบนลำาต้น	
แล้วนำาชิน้วุ้นทีมี่เส้นใยของเชือ้ราวางลงบนแผล	
พ่นนำ้าให้ชื้น	คลุมด้วยถุงพลาสติค	และบ่มไว้ที่ใน
โรงเรอืนทดลอง	บันทึกลักษณะอาการ	ระยะเวลา
เกิดโรค	 จากนั้น	 นำาตัวอย่างทีแ่สดงอาการโรค 
มาแยกเชือ้ในห้องปฏิบัติการ	 เพือ่ยืนยันการเป็น
เชื้อสาเหตุโรคตามวิธีของ	Koch’s	postulation	

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การรวบรวมและเก็บตัวอย่างอาการโคนเน่า
และรากเน่าของมันส�าปะหลัง

รวบรวมและเก็บตัวอย่างอาการโคนเน่า
และรากเน่าของมันสำาปะหลัง	 ได้ตัวอย่างโรค
ทัง้หมด	 27	 ตวัอย่าง	 ทีแ่สดงอาการโรคทีล่ำาต้น	
ราก	 และเก็บดินบริเวณต้นมันสำาปะหลังทีแ่สดง
อาการโรคมาด้วย	พบอาการท่ีแสดงโคนเน่า	รากเน่า	 
4	 อาการ	 ได้แก่	 อาการโคนเน่าและรากเน่า	 
อาการรากเน่าแห้ง	อาการรากเน่าดำา	และอาการ
รากเน่า	แสดงใน	Figure	1	
 1.1 อาการโคนเน่าและรากเน่า	ลักษณะอาการ 
เหนือดิน	ใบเหลือง	(Figure	1a)	ต่อมาใบเหลือง
ทั้งต้น	ใบลู่ลงและแสดงอาการเหี่ยว	(Figure	1b)	
ใบเหลอืงเปลีย่นเป็นสีนำ้าตาล	 แห้ง	 (Figure	 1c	
Figure	 1g)	 รากมีลักษณะฉำ่านำ้าและเปลีย่นเป็น 
สีนำ้าตาล	 และเมื่ออาการรุนแรง	 พบว่า	 รากเน่า	 
ต้นตายไม่เจริญเติบโต	(Figure	1h)
 1.2 อาการรากเน่าแห้ง ลักษณะอาการมลัีกษณะ 
รากเน่าแห้ง	 บริเวณส่วนทีถู่กเชือ้เข้าทำาลายจะ 
พบว่า	ราสร้างเส้นใยสขีาว	หยาบ	และเจรญิปกคลุม 
บริเวณส่วนโคน	โคนต้นมีลักษณะอาการบวม	รา
สร้างเมด็สเคลอโรเทียม	เป็นเม็ดกลมเล็ก	ๆ 	คล้าย
เมล็ดผักกาด	 ซึ ่งเมื ่อเริ ่มเกิดจะเป็นสีขาวแล้ว
เปลีย่นสีเป็นนำ้าตาลหรือดำาเมื่อแก่	 สามารถมอง
เห็นได้ชัดเจน	 (Figure	 2a)	 หลังจากเข้าทำาลาย
บริเวณโคนต้นแล้ว	 เส้นใยก็จะเจริญแผ่กระจาย
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ขึ้นมายังลำาต้นข้างบน	และลึกลงไปใต้ดิน	ทำาลาย
ส่วนรากทัง้หมด	 ซึ่งมีผลทำาให้เกิดอาการเหี่ยว 
และแห้งตาย	
  1.3 อาการรากเน่าด�า อาการใบล่างเหี่ยว	บรเิวณ 
ขัว้ของรากมีอาการเน่าดำา	 ลกัษณะรากเน่าสีดำา
หรือสีนำ้าตาลเข้ม	เนื่องจากเป็นสีที่เกิดจากเส้นใย
ของเชือ้รา	 และเมื่อผ่าหัวมันสำาปะหลัง	 พบว่า	 
มแีผลสดีำา	และราสร้างส่วนขยายพันธ์ุของราสดีำา
บนบรเิวณเปลือกของลำาต้น	พบระบาดที่	อ.เสงิสาง	
จ.นครราชสีมา	(Figure	2b)
 1.4 อาการรากเน่า ลักษณะหัวเน่าพบ	ราสร้าง
เส้นใยสีครีมบนโคนต้นและสร้างส่วนขยายพันธุ ์
ของราสีชมพูอมส้มบนลำาต้น	 พบที่	 อ.เสิงสาง	
จ.นครราชสีมา	

2. เช้ือราสาเหต ุและการศกึษาสาเหตอุาการโคน
เน่าและหัวเน่าของมันส�าปะหลัง
 2.1 การแยกเชื้อสาเหตุตามลักษณะอาการที่
แสดงโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา

จากตัวอย่างโรคมันสำาปะหลังทีแ่สดง
อาการทีล่ำาต้นและราก	 จำานวน	 27	 ตวัอย่าง	 
เมื่อนำามาแยกเชื้อราตามลักษณะอาการของโรค 
ท่ีแสดง	โดยวธีิ	Tissue	transplanting	และใช้เหยื่อ
ล่อโดยการแยกเช้ือจากดิน	 พบเช้ือราตามลักษณะ
อาการแบ่งได้	เชือ้รา	4	ชนดิ	ดงันี	้(Table	1)

1. เชื้อรา Phytophthora spp.	แยกได้
จากตัวอย่างทีม่ีลักษณะอาการโคนเน่าราก	 รามี
ลักษณะทางสณัฐานวทิยา	ดงันี	้ลักษณะโคโลน	ีรา
สร้างโคโลนสีขีาว	ฟ	ูบนอาหาร	PDA	(Figure	3a)	
เส้นใยเจรญิท่ีอณุหภมูริะหว่าง	28-32°oซ.	อณุหภมูิ
ตำ่าสุดที่เส้นใยเจริญ	คือ	9°oซ.	และอุณหภูมิสูงสุด
ท่ีเส้นใยเจรญิ	คือ	37oซ.	สร้างส่วนขยายพันธ์ุแบบ
ไม่อาศัยเพศ	 (Asexual	 Structures)	 โดยสร้าง	
zoospores	ใน	sporangia	บนก้านชู	sporangia	
(sporangiophores)	 ซึ่งแตกกิ่งก้าน	 ลักษณะ	
Sporangia	มีรูปร่างคล้ายไข่	(ovoid)	และรูปร่าง
คล้ายวงรี	 (ellipsoid)	 (Figure	3b)	บริเวณส่วน
ฐานมีล ักษณะกลม	 และมีรูปร ่างหลายแบบ	 

sporangia	มีขนาด	 25–52	 ×	 22–58	 ไมครอน	
(ขนาดเฉลี่ย	 30.6	×	45.8	 ไมครอน)	ส่วนปลาย 
ของ	 sporangia	 มี	 papi l late	 เป ็นแบบ	 
semipapillate	 (Katsura,	 1976)	 ในการศึกษา 
ครั้ งนี้ 	 พบล ักษณะ	 sporangia	 เป ็นแบบ	 
semipapillate	 (Figure	 3b)	 แต่บางครั้ง	 พบว่า	
sporangia	 เป็นแบบ	 nonpapillate	 และ	 
noncaducous	และสร้าง	sporangia	ใหม่แบบ	
internal	 proliferation	 (Ho,	 1986:	Ho	 et al.,	
1995)	 ลักษณะ	 Chlamydospores	 ผนังหนา	 
รูปร่างค่อนข้างกลม	 often	 intercalary	 มีขนาด 
เส้นผ่านศูนย์กลาง	 19.3–50	 ไมครอน	 (ค่าเฉลี่ย	 
30	ไมครอน)	(Figure	3c)	มีส่วนขยายพันธุ์แบบ
อาศัยเพศ	 (Sexual	 Structures)	 โดยเพศเมีย
จะสร้าง	 oogonia	 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง	
27.5–35.0	 ไมครอน	 เพศผู้สร้าง	 antheridia	 
เป็นแบบ	 amphigynous	 และมีรูปร่างค่อนข้าง
กลม	oogonia	ผสมกับ	antheridia	ผสมกันเกิด
สปอร์ผนังหนาเรียกว่า	oospore	(Figure	3d)

ในการศกึษาครั้งนี้ราสาเหตุที่จำาแนกได้เป็น	 
Phytophthora melonis ซึ่งสอดคล้องกับการ
ศึกษาของ	 Oliveira	 et al., (2016)	 ทีไ่ด้ศึกษา
สาเหตุของโรคหวัเน่าของมนัสำาปะหลังในประเทศ
บราซลิ	ระหว่างปี	2556-2558	และจำาแนกชนดิโดย
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทาง
พันธุกรรมของเช้ือจำาแนกชนิดได้รา	 P. melonis 
เช่นกัน	สำาหรบัในประเทศไทยมรีายงานการศกึษา
สาเหตุของโรครากเน่าและหวัเน่าของมันสำาปะหลัง 
ว่า	 เกิดจากสาเหตุของรา	 Phytophthora spp.	 
หลายชนดิ	รงัษีและคณะ	(2556)	รายงานว่าสาเหตุ
โรครากและหัวเน่าของมันสำาปะหลังในพืน้ที	่ 
อ.นิคมพัฒนา	 จ.ระยอง	 คือ	 Phytophthora  
meadii	และจากการสำารวจยังพบการระบาดของ
รา	Sclerotium rolfsii ที่เข้าทำาลายหัวด้วย	ต่อมา
ในปี	 2557	 Charaensatapon	 et al.,	 (2014)	
ศึกษาการระบาดของโรครากเน่า-หัวเน่าของ 
มันสำาปะหลังและจำาแนกชนิดราสาเหตุเป ็น	 
Phytophthora melonis 
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Figure 1 Stem and root rot symptoms on cassava caused by Phytophthora sp., from Soeng Sang 

district, Nakhon Ratchasima province a) Leaf chlorosis, yellow leaf     b) Leaf and wilt     c)  Dry and 

brown   d) Defoliation     e)  Brown and cracked basal stem  f) Root rot  g) White mycelium can be 

observed on rotten root.  h) Root rot and stunting 
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Figure 2	a)	Dry	 root	 rot	 symptom	on	cassava	caused	by	Sclerotium rolfsii,	 from	Muak	Lek	district,	
Saraburi	province.b)	Black	root	rot	symptom	on	cassava	caused	by	Neoscytalidium dimidiatum,	 from	
Soeng	Sang	district,	Nakhon	Ratchasima	province

 
 Figure 2  a)  Dry root rot symptom on cassava caused by Sclerotium rolfsii,  from Muak Lek      

district, Saraburi province.b)  Black root rot symptom on cassava caused by Neoscytalidium 

dimidiatum, from Soeng Sang district, Nakhon Ratchasima province.  

 

2  เช้ือราสาเหตุ และการศึกษาสาเหตุอาการโคนเน3าและหัวเน3าของมันสำปะหลัง 

    2.1 การแยกเช้ือสาเหตุตามลักษณะอาการท่ีแสดงโดยวิธทีางสัณฐานวิทยา 

          จากตัวอย}างโรคมันสำปะหลังท่ีแสดงอาการท่ีลำตáนและราก จำนวน 27 ตัวอย}าง เม่ือนำมาแยกเช้ือราตาม

ลักษณะอาการของโรคท่ีแสดง โดยวิธ ีTissue transplanting และ ใชáเหย่ือล}อโดยการแยกเช้ือจากดิน พบเช้ือราตาม

ลักษณะอาการดังแสดงใน  Table 1 

 

Table 1: Fungal pathogen from different disease symptoms specimens of Manihot esculenta 

collected from various locations  

Symptoms Pathogen Location 

(district, province) 

Isolate Isolation method 

1: Stem and 

root rot 

Phytophthora melonis Muak Lek, Saraburi DOAC 001 Tissue transplanting 

P. melonis Muak Lek, Saraburi DOAC 035* Tissue transplanting 

P. melonis Khon Buri, Nakhon 

Ratchasima 

DOAC 036* Tissue transplanting 

P. melonis Khon Buri, Nakhon DOAC 004 Tissue transplanting 

a

b

Figure 1 Stem	and root	rot	symptoms	on	cassava	caused	by	Phytophthora sp.,	from	Soeng	Sang	district,	
Nakhon	 Ratchasima	 province	 a)	 Leaf	 chlorosis,	 yellow	 leaf	 b)	 Leaf	 and	 wilt	 c)	 Dry	 and	 brown	 
d)	Defoliation	e)	Brown	and	cracked	basal	stem	f)	Root	rot g)	White	mycelium	can	be	observed	on	 
rotten	root.	h)	Root	rot	and	stunting
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Table 1	 Fungal	pathogen	from	different	disease	symptoms	specimens	of	Manihot esculenta  
collected	from	various	locations

Symptoms Pathogen Location
(district, province)

Isolate Isolation method

1:	Stem	and
root	rot

Phytophthora 
melonis

Muak	Lek,	Saraburi DOAC	001 Tissue	transplanting

P. melonis Muak	Lek,	Saraburi DOAC	035* Tissue	transplanting
P. melonis Khon	Buri,	Nakhon	

Ratchasima
DOAC	036* Tissue	transplanting

P. melonis Khon	Buri,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	004 Tissue	transplanting

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	005 Soil	bating

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	006 Soil	bating

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	045* Soil	bating

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	008 Soil	bating

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	009 Soil	bating

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	010 Tissue	transplanting

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	011 Tissue	transplanting

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	012 Tissue	transplanting

P. melonis Pak	Chong,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	013 Tissue	transplanting

P. melonis Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	033* Tissue	transplanting

P. melonis Pak	Chong,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	043* Tissue	transplanting

P. melonis Aranyaprathet,	Sa	Kaeo DOAC	016 Tissue	transplanting
P. melonis Aranyaprathet,	Sa	Kaeo DOAC	017 Tissue	transplanting
P. melonis Aranyaprathet,	Sa	Kaeo DOAC	034* Tissue	transplanting
P. melonis Aranyaprathet,	Sa	Kaeo DOAC	019 Tissue	transplanting

2:	Dry	root	rot Sclerotium rolfsii Muak	Lek,	Saraburi DOAC	020 Tissue	transplanting
S. rolfsii Soeng	Sang,	Nakhon	

Ratchasima
DOAC	021 Tissue	transplanting

3:	Black	root	rot Neoscytalidium 
dimidiatum

Muak	Lek,	Saraburi DOAC	022 Tissue	transplanting

N. dimidiatum Khon	Buri,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	023 Tissue	transplanting

N. dimidiatum Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	024 Tissue	transplanting

N. dimidiatum Aranyaprathet,	
Sa	Kaeo

DOAC	025 Tissue	transplanting

4:	Root	rot Fusarium sp. Muak	Lek,	Saraburi DOAC	026 Tissue	transplanting
Soeng	Sang,	Nakhon	
Ratchasima

DOAC	027 Tissue	transplanting

*Representative	isolates	of	P. melonis were	selected	for	molecular	study
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2. เชือ้รา Sclerotium rolfsii	 จาก
ตัวอย่างมันสำาปะหลังทีแ่สดงอาการรากเน่าแห้ง	 
จาก	อ.มวกเหล็ก	จ.สระบุรี	แยกเชื้อจากตัวอย่าง	
พบลักษณะโคโลนีสีขาว	เส้นใยหยาบ	ขาว	สร้าง
เม็ดสเคลอโรเทียม	 รูปร่างกลมหรือค่อนข้างกลม	
ขนาดต่าง	 ๆ	 กัน	 ค่อนข้างกลม	 เป็นก้อนแข็ง	 
สีนำ้าตาลหรือสีดำา	 (Figure	 4a)	 มีผนังชัน้นอก
ประกอบด้วย	 pseudoparenchyma	 tissue	
เส้นใยไม่มีสีหรือมีสีเข้มเล็กน้อย	 บางครั้งพบการ
สร้าง	clamp	connection	(Figure	4b)

3. เช้ือรา Neoscytalidium dimidiatum  
จากตัวอย่างอาการรากเน่าดำา	แยกเชื้อ	โดยวธิ	ีTissue	 
transplanting	 จำาแนกได้รา	Neoscytalidium 
dimidiatum	สร้างโคโลนีสีเทา	ต่อมาเปลี่ยนเป็น
สเีทาดำา	เจรญิเติบโตเรว็	ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง	
9	 ซม.	 เมื ่ออายุ	 7	 วัน	 ที่อุณหภูมิ	 30+2oซ.	 
(Figure	4c)	ราสร้างโคนิเดีย	(conidia)	2	ชนิด	
ชนิดที่	 1	 ราสร้าง	 arthroconidia	 (Figure	 4d)	
เรียกว่า	 Scytalidium –	 like	 มีลักษณะสปอร ์
เรียงต่อกันเป็นลูกโซ่	สีนำ้าตาลเข้ม	พบบนอาหาร
เลีย้งเชือ้	 ชนิดที่	 2	 ราสร้างโคนิเดีย	 เรียกว่า	 
Fusicoccum-like	 ในส่วนขยายพันธุ์ทีเ่รียกว่า	

pycnidia	พบบนส่วนของพืชที่เป็นโรคเท่านั้น	
จากการศึกษาครั้งนี ้	 พบอาการเน่าดำา	 

ทีเ่กิดจากรา	 Neoscytalidium dimidiatum  
พบการระบาดที	่ อ.มวกเหล็ก	 จ.สระบุรี	 อ.ครบุร	ี
อ.เสิงสาง	 จ.นครราชสีมา	 และ	 อ.อรัญประเทศ	
จ.สระแก้ว	ซึ่งสอดคล้องกบัการศึกษาของ	Machado	 
et al.,	 (2014)	ศึกษาโรค	cassava	black	root	
rot	(CBR)	พบการระบาดที่เมือง	Maranhão	และ	
Paraíba	 ประเทศบราซิล	 โดยศึกษาลักษณะทาง
สณัฐานวทิยาและลักษณะทางพันธุกรรมของราพบ	
3	 ชนดิ	 จัดอยูใ่น	 Family	 Botryosphaeriaceae	 
ได้แก่	Lasiodiplodia euphorbicola Lasiodiplodia  
pseudotheobromae	 and	 Neoscytalidium 
hyalinum	 ซึง่รา	 Neoscytalidium hyalinum  
เป็นช่ือพ้องกบัรา	Neoscytalidium dimidiatum 
และเป็นรายงานครัง้แรกในโลกท่ีพบว่าราทัง้	3	ชนดิ	 
เป็นสาเหตุของโรครากเน่าดำาของมันสำาปะหลัง
สำาหรับในประเทศไทยนั้น	Athipunyakom	et al.,	
(2015)	 รายงานว่าพบเชือ้รา	Neoscytalidium 
dimidiatum	 สาเหตุโรคลำาต้นจุดสีนำ้าตาลหรือ 
โรคแคงเคอร์	 (Brown	spot	or	stem	cancer)	
ของแก้วมังกร	 โดยลักษณะของราทีพ่บในอาการ

4: Root rot Fusarium sp. Muak Lek, Saraburi DOAC 026 Tissue transplanting 

 Soeng Sang, Nakhon 

Ratchasima 

DOAC 027 Tissue transplanting 

*Representative isolates of P. melonis were selected for molecular study. 

 

ผลจากการแยกเช้ือสาเหตุโดยวิธ ีtissue transplanting บนอาหาร PDA และอาหารเล้ียงเช้ือ RNV หรือ 

BNPRH โดยแยกเช้ือจากอาการท้ัง 4 แบบโดยวิธทีางสัณฐานวิทยา พบเช้ือรา 4 ชนิด ดังน้ี  (Table 1) 

1 เช้ือรา  Phytophthora spp.  แยกไดáจากตัวอย}างท่ีมลีกัษณะอาการโคนเน}าราก  รามีลกัษณะทาง

สัณฐานวิทยา  ดังน้ี    ลักษณะโคโลนี ราสรáางโคโลนีสขีาว ฟู บนอาหาร PDA  (Figure 3a)  เสáนใยเจริญท่ีอณุหภูมิ

เหมาะสมสำหรับการเจริญของเสáนใยอยู}ระหว}าง 28-32°ซ.  อุณหภูมติำ่สุดท่ีเสáนใยเจริญ คือ 9°ซ.  และอุณหภูมสิงูสุดท่ี

เสáนใยเจริญคือ 37 °ซ. สรáางส}วนขยายพันธุ8แบบไม}อาศัยเพศ (Asexual Structures) โดยสรáาง zoospores ใน 

sporangia บนกáานชู sporangia (sporangiophores) ซ่ึงแตกก่ิงก้าน ลักษณะ Sporangia  มีรปูร}างคลáายไข} (ovoid)  

และรูปร}างคลáายวงรี (ellipsoid) (Figure 3b) บริเวณส}วนฐานมีลกัษณะกลม และมีรปูร}างหลายแบบ   sporangia มี

ขนาด 25–52 × 22–58 ไมครอน (ขนาดเฉล่ีย 30.6 × 45.8 ไมครอน) ส}วนปลายของ sporangia มี papillate เปíน

แบบ semipapillate (Katsura, 1976)  ในการศึกษาคร้ังน้ีพบลักษณะ sporangia เปíนแบบ semipapillate (Figure 

3b)    แต}บางคร้ัง พบว}า sporangia เปíนแบบ nonpapillate และ noncaducous และสรáาง sporangia ใหม}แบบ 

internal proliferation (Ho, 1986: Ho et al., 1995)  ลักษณะ Chlamydospores   ผนังหนา รูปร}างค}อนขáางกลม 

often intercalary  มีขนาดเสáนผ}านศูนย8กลาง 19.3–50 ไมครอน (ค}าเฉล่ีย 30 ไมครอน)  (Figure 3c)  มีส}วน

ขยายพันธุ8แบบอาศัยเพศ (Sexual Structures) โดยเพศเมียจะสร�าง oogonia ขนาดเสáนผ}านศูนย8กลาง 27.5–35.0 

ไมครอน  เพศผู�สร�าง antheridia เปíนแบบ amphigynous และมีรปูร}างค}อนขáางกลม  oogonia ผสมกับ 

antheridia ผสมกันเกิดสปอร�ผนังหนาเรียกว}า oospore (Figure 3d)  

 

 
Figure 3  Phytophthora melonisa)   a) White and fluffy colony b)    Ellipsoid sporangia 

ba

c d

Figure 3 Phytophthora melonisa	 a)	White	 and	 fluffy	 colony	 b)	 Ellipsoid	 sporangia	 c)	 Chlamydospore	 
d)	Globose	oogonia	with	an	amphigynous	antheridia
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Figure 4	 Fungal	pathogens	isolated	from	stem	and	root	rot	symptoms	of	cassava
	 a)	colony	of	Sclerotium rolfsii	on	PDA	
	 b)	Sclerotium rolfsii	produce	clamp	connection	
	 c)	colony	of	Neoscytalidium dimidiatum on	PDA	
	 d)	Neoscytalidium dimidiatum produce	arthroconidia	in	chain

พบในอาการเน}าดำของมันสำปะหลังในการศึกษาคร้ังน้ีเหมือนกับรา N. dimidiatum  สาเหตุของโรคลำตáนจุดสี

น้ำตาลหรือโรคแคงเคอร8ของแกáวมังกร 

4 เช้ือรา Fusarium sp.  ท่ีแยกไดáจากอาการรากเน}า โดยวิธ ีTissue transplanting  ราสรáางโคโลนีบน 

PDA จะสรáางเสáนใยสีขาว ฟูเล็กนáอย  ต}อมามีการสรáาง sporodochia  สีเขียว และสีครีม  ทำใหáผวิหนáาโคโลนีมี

ลักษณะคลáายเมือกเย้ิม   ราสรáาง microconidia จำนวนมาก รูปไข} 0 - 1 septate  ขนาด 9 - 22 x 4 - 6 ไมครอน  

เกิดบน conidiophore ท่ียาว และมักจะไม}แตกแขนง  

 

 
Figure 5:  Fungal pathogens isolated from stem and root rot symptoms of cassava 

                 a)   colony of Sclerotium rolfsii on PDA      

                         b)  Sclerotium rolfsii produce clamp connection  

                         c)  colony of Neoscytalidium dimidiatum  on PDA  

                         d)  Neoscytalidium dimidiatum  produce arthroconidia in chain 

  

2.2 การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของรากลุ3ม Phytophthora spp. 

จากการจำแนกเช้ือสาเหตุอาการโคนเน}ารากเน}าโดยใชáวธิทีางชีวโมเลกุล เพ่ือยืนยันผลการจัดจำแนก โดยวิธี

ทางสัณฐานวิทยา และสรáาง phylogenetic tree (Figure 4) ท่ีไดáจากการวิเคราะห8ขáอมูล DNA ของตำแหน}ง ITS ของ

รา Phytophthora ดáวย maximum likelihood เพ่ือเปรียบเทียบรา Phytophthora ท่ีไดáจากการศึกษากับไอโซเลท

ของรา P. melonis ท่ีมรีายงานบนพืชอาศัยต}าง ๆ เช}น Cucumis melo, Pistacia vera, Manihot esculenta 

รวมถึงไอโซเลทต}าง ๆ บนฐานขáอมูลพันธุกรรม (GenBank)  เม่ือจัดจำแนกโดยใชá phylogenetic clade พบว}า รา 

Phytophthora ท่ีไดáจากการศึกษา รวมท้ังไอโซลเลทท่ีมรีายงานว}าคือ P. melonis จัดอยู}ใน clade เดียวกับรา ex-

type ของรา P. melonis (CBS 582.69) ดังน้ัน รา Phytophthora ท่ีแยกไดáจากตัวอย}างมันสำปะหลังท่ีแสดงอาการ

ของโรคโคนเน}าและรากเน}า สามารถจัดจำแนกไดáเปíน รา P. melonis    
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Figure 4: Phylogram of species of Phytophthora obtained from maximum likelihood 

                analylis using RAxML with the ITS gene region. Bootstrap support values (≥70%) from 

                1,000 replicates are shown above nodes. *Ex-type of P. melonis isolate CBS58269 

 

3 การทดสอบการเกิดโรค ( Pathogenicity test )  

     จากการทดสอบการเกิดโรค (Figure 6a และ 6b)  พบว}า รา Phytophthora melonis ทำใหáตáนกลáามัน

สำปะหลังเปíนโรคหลังจากปลูกเช้ือ 90 วัน โดยเกิดแผลสีดำลักษณะช้ำบริเวณลำตáนท่ีแตกออกมาใหม} (บริเวณลูกศรช้ีใน 

Figure 6c) เม่ือนำส}วนท่ีเปíนโรคน้ันมาแยกเช้ือในหáองปฏิบตักิาร เพ่ือยืนยันการเปíนเช้ือสาเหตุโรคตามวิธขีอง Koch’s 

postulation พบว}า เช้ือท่ีแยกใหม}นัน้เปíนเช้ือรา Phytophthora melonis (Figure 6d) สำหรับการทดสอบการเกิด

โรคของรา Sclerotium rolfsii, Neoscytalidium dimidiatum และ Fusarium solani พบว}ารา  Sclerotium 

rolfsii ทำใหáตáนกลáามันสำปะหลังเปíนโรคหลังจากปลูกเช้ือ 90 วัน  Neoscytalidium dimidiatum ทำใหáตáนกลáามัน

Figure 5	Phylogram	of	species	of	Phytophthora	obtained	from	maximum	likelihood	analylis	using	RAxML	
with	the	ITS	gene	region.	Bootstrap	support	values	(≥70%)	from	1,000	replicates	are	shown	above	nodes. 
*Ex-type of	P. melonis isolate	CBS58269
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เน่าดำาของมนัสำาปะหลังในการศึกษาครัง้นี้เหมอืน
กับรา	N. dimidiatum	 สาเหตุของโรคลำาต้นจุด 
สีนำ้าตาลหรือโรคแคงเคอร์ของแก้วมังกร

4. เชื้อรา Fusarium sp.	ที่แยกได้จาก
อาการรากเน่า	 โดยวิธ	ี Tissue	 transplanting	 
ราสร้างโคโลนีบน	 PDA	 จะสร้างเส้นใยสีขาว	 
ฟูเล็กน้อย	ต่อมามกีารสร้าง	sporodochia	สเีขยีว	
และสีครีม	 ทำาให้ผิวหน้าโคโลนีมีลักษณะคล้าย
เมือกเยิ้ม	 ราสร้าง	 microconidia	 จำานวนมาก	 
รปูไข่	 0-1	 septate	 ขนาด	 9-22	 x	 4-6	 ไมครอน	 
เกดิบน	conidiophore	ท่ียาว	และมกัจะไม่แตกแขนง
 2.2 การศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของรา 
กลุ่ม Phytophthora spp.

จากการจำาแนกเช้ือสาเหตุอาการโคนเน่า
รากเน่าโดยใช้วธีิทางชีวโมเลกลุ	เพ่ือยนืยนัผลการ
จัดจำาแนก	 โดยวิธีทางสัณฐานวิทยา	 และสร้าง	
phylogenetic	 tree	 (Figure	 5)	 ทีไ่ด้จากการ
วิเคราะห์ข้อมูล	DNA	ของตำาแหน่ง	 ITS	ของรา	
Phytophthora	ด้วย	maximum	likelihood	เพื่อ
เปรยีบเทียบรา	Phytophthora ท่ีได้จากการศึกษา
กับไอโซเลทของรา	P. melonis ท่ีมรีายงานบนพชื
อาศัยต่าง	ๆ 	เช่น	Cucumis melo, Pistacia vera, 
Manihot esculenta รวมถึงไอโซเลทต่าง	 ๆ	 
บนฐานข้อมูลพันธุกรรม	 (GenBank)	 เมื่อจัด
จำาแนกโดยใช้	 phylogenetic	 clade	 พบว่า	 รา	
Phytophthora	ท่ีได้จากการศึกษา	รวมท้ังไอโซเลท 
ทีม่ีรายงานว่าคือ P. melonis จัดอยู่ใน	 clade	
เดียวกับรา	ex-type	ของรา	P. melonis	(CBS	
582.69)	ดังนั้น	รา Phytophthora ที่แยกได้จาก
ตัวอย่างมนัสำาปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนเน่า
และรากเน่า	สามารถจัดจำาแนกได้เป็น	รา	P. melonis 

3. การทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity test) 
จากการทดสอบการเกิดโรค	 พบว ่า	 

รา	 Phytophthora melonis ทำาให้ต้นกล้า 
มันสำาปะหลังเป็นโรคหลังจากปลูกเชือ้	 90	 วัน	 
โดยเกิดแผลสีดำาลกัษณะชำ้าบริเวณลำาต้นทีแ่ตก
ออกมาใหม่	 เมื่อนำาส่วนทีเ่ป็นโรคนั้นมาแยกเชือ้

ในห้องปฏิบัติการ	 เพือ่ยืนยันการเป็นเชือ้สาเหตุ
โรคตามวิธขีอง	 Koch’s	 postulation	 พบว่า	 
เชือ้ทีแ่ยกใหม่นัน้เป็นเชือ้รา	 Phytophthora  
melonis	 สำาหรับการทดสอบการเกิดโรคของรา	
Sclerotium rolfsii, Neoscytalidium dimidiatum 
และ	 Fusarium solani พบว่า	 รา	Sclerotium 
rolfsii ทำาให้ต้นกล้ามนัสำาปะหลงัเป็นโรคหลงัจาก
ปลูกเชื้อ	90	วัน	Neoscytalidium dimidiatum 
ทำาให้ต้นกล้ามันสำาปะหลังเป็นโรคหลังจากปลูก
เช้ือ	90	วนั	และเม่ือนำามาแยกเช้ืออกีครั้งกพ็บเช้ือ
สาเหตุชนิดเดิมทัง้	 3	 ชนิด	 จึงสรุปได้ว่าเชือ้ทัง้	 
3	ชนิด	เป็นสาเหตุของโรคมันสำาปะหลัง	สำาหรับ
รา	 Fusarium sp.	 พบว่า	 ต้นกล้ามันสำาปะหลัง 
ไม่แสดงอาการโรค	

สรุปผลการทดลอง
จากการรวบรวมและเก็บตวัอย่างอาการ

โคนเน่าและรากเน่าของมันสำาปะหลัง	 จากแหล่ง
ปลูกมันสำาปะหลังท่ี	อ.มวกเหล็ก	จ.สระบุร	ีอ.ครบุรี	
อ.เสิงสาง	และ	อ.ปากช่อง	จ.นครราชสีมา	และ 
อ.อรญัประเทศ	จ.สระแก้ว	ได้ตัวอย่างโรคท่ีแสดง
อาการที่ลำาต้นและราก	พบอาการที่แสดงโคนเน่า	
รากเน่า	 4	 อาการ	 ได้แก่	 อาการโคนเน่าและ 
รากเน่า	อาการรากเน่าแห้ง	อาการรากเน่าดำา	และ
อาการรากเน่า	จากการแยกเชื้อสาเหตุ	โดยศึกษา
ล ักษณะทางสัณฐานวิทยาและล ักษณะทาง 
ชีวโมเลกุล	พบว่า	อาการโคนเน่าและรากเน่าเป็น
โรคสาเหตเุกิดจากรา	 Phytopthora melonis 
อาการหวัเน่าลักษณะแห้ง	เป็นโรคสาเหตุเกิดจาก
รา	Sclerotium rolfsii อาการเน่าดำาเป็นโรคสาเหตุ
เกดิจากรา	Neoscytalidium dimidiatum และรา	
Fusarium solani	ที่แยกจากอาการหัวเน่า	พบว่า	
ไม่ได้เป็นสาเหตุของอาการหวัเน่า	จากการทดสอบ
การเกิดโรคของรา	 Phytophthora melonis, 
Sclerotium rolfsii, Neoscytalidium dimidiatum 
และ	Fusarium sp.	ท่ีแยกได้	พบว่า	Phytophthora  
melonis	 ทำาให้ต้นกล้ามันสำาปะหลังเป็นโรคหลัง
จากปลูกเช้ือ	90	วนั	และเม่ือนำามาแยกเชื้ออกีครั้ง	 
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ก็พบเชือ้สาเหตุชนิดเดมิ	 จงึสรุปได้ว่าเชือ้ทัง้	 
3	 ชนิด Phytophthora melonis, Sclerotium 
rolfsii, Neoscytalidium dimidiatum เป็นสาเหตุ
ของโรคมันสำาปะหลัง	
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