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ABSTRACT
																		Cassava	(Manihot esculenta	Crantz)	is	one	of	the	important	economic	crops	

of	Thailand.	The	root	rot,	tuber	rot	and	stem	rot	diseases	caused	by	fungal	pathogens	are	

the	main	problems	of	cassava	production.	The	purposes	of	this	research	were	to	study	the	

pathogenicity	of	rot	diseases	fungi	and	to	evaluate	their	genetic	variability.	Cassava	diseases	

survey	was	conducted,	infected	roots,	tubers	and	stems	were	collected.		Soils	around	diseased	

plants	were	sampled	at	3	depth	levels	i.e.	0-20,	20-40	and	40-60	centimeters.	Morphological	

characteristics-based	identification	was	done	and	pathogenicity	test	was	observed	in	Rayong	

9	variety	by	inoculating	with 12 isolates of Fusarium	spp.,	Pythium	spp.,	and	Neoscytalidium 

sp.	Results	 revealed	 that	Fusarium	 spp.	 and	Neoscytalidium	 sp.	were	 related	 to	 disease	

occurrence	on	Rayong	9	variety	after	5	months	of	inoculation.	When	the	isolates	of	Fusarium 

spp.	and	Neoscytalidium sp.	were	analysed	at	ITS	rDNA	region	and	nucleotide	sequences	

of	RPB2	and Tef	-1α genes	for	Fusarium	species	identification,	results	indicated	that	the	

isolates	were	identified	as	N. dimidiatum, F. incarnatum	and	F. solani.			Moreover,	the	genetic	

variability	 was	 observed	 by	 ISSR	markers	 in	N. dimidiatum (20	 isolates),	 F. incarnatum  

(16	isolates),	and	F. solani (13	isolates).	Results	showed	that	there	were	variations	both	within	

fungal	population	and	among	populations	from	different	cassava	fields.	

Keywords:	cassava,	root	rot,	tuber	rot, stem	rot, ISSR	
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บทคัดย่อ
	 มันสำาปะหลัง	 (Manihot esculenta 
Crantz)	 เป็นพืชเศรษฐกิจที่สำาคัญชนิดหนึ่งของ
ประเทศไทย	 โรครากเน่า	 หัวเน่า	 และลำาต้นเน่า	
เป็นโรคที่เกิดจากเชื้อราและเป็นปัญหาหลักต่อ
การผลิตมันสำาปะหลังในประเทศไทย	 งานวิจัยนี้
มวัีตถุประสงค์	 เพ่ือศกึษาการก่อโรคเน่าของเชือ้รา 
และประเมนิความผนัแปรทางพนัธกุรรมของเชือ้รา
โดยการสำารวจ	และเก็บรวบรวมตวัอย่างมนัสำาปะหลงั 
ที่มีอาการรากเน่า	หัวเน่า	ลำาต้นเน่า	และเก็บดิน 
บริเวณท่ีมีการเพาะปลูกมันสำาปะหลังที่เป็นโรค 
ที่ระดับความลึก	 3	 ระดับ	 ได้แก่	 0-20,	 20-40  
และ	 40-60	 ซม.	 จำาแนกชนิดของเชื้อรา 
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา	 และทดสอบ 
การก่อโรคในมนัสำาปะหลงัพนัธุร์ะยอง	9	ด้วยเชือ้
ราสกุล	 Fusarium	 spp.,	 Pythium	 spp.	 และ	 
Neoscytalidium	sp.	จำานวน	12	ไอโซเลท	พบว่า 
เชือ้รา	Fusarium	spp.	และ	Neoscytalidium	sp.	 
มีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคกับมันสำาปะหลัง
พันธุ์ระยอง	 9	 หลังการปลูกเชื้อ	 5	 เดือน	 เมื่อ
จำาแนกชนิดของเชื้อรา	 ทั้ง	 2	 สกุลนี้	 ด้วยการ
วิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ	 ITS	 rDNA	
และการวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน	
RPB2	 และ	 Tef-1α	 สำาหรับการจำาแนกเชื้อรา 
Fusarium	 species	 โดยจำาแนกเป็นเชื้อรา 
N. dimidiatum,	F. incarnatum	และ	F. solani 
สำาหรบัการศกึษาความผนัแปรทางพันธกุรรมของ 
เชื้อราด้วยเครื่องหมาย	 ISSR	 พบว่า	 เชื้อรา 
N. dimidiatum	 (20	ไอโซเลท)	F. incarnatum  
(16	 ไอโซเลท)	 และ	 F. solani (13	 ไอโซเลท) 
มีความผันแปรทั้งภายในประชากรและระหว่าง
ประชากรของเชื้อราจากพ้ืนที่ปลูกมันสำาปะหลัง
แหล่งต่าง	ๆ

ค�าส�าคัญ :	มันสำาปะหลัง,	รากเน่า,	หัวเน่า,	ลำาต้น
เน่า,	ISSR

บทน�า
	 มันสำาปะหลัง	 เป็นพืชเศรษฐกิจที่สำาคัญ
ชนิดหนึ่งของประเทศไทยและเป็นแหล่งวัตถุดิบ
ทางด้านอุตสาหกรรมที่สำาคัญในการผลิตแป้งมัน
สำาปะหลัง	มันเส้น	และมันอัดเม็ด	ทำาให้การปลูก
มันสำาปะหลังในประเทศไทยมีความต้องการทาง
ด้านการตลาดเพ่ิมมากข้ึน	แต่สถานการณ์การผลติ
มนัสำาปะหลงัของไทยในปี	 พ.ศ.	 2563	 มปีรมิาณ
พืน้ท่ีเกบ็เกีย่วเพิม่ข้ึนจาก	8.66	ล้าน/ไร่	ในปี	พ.ศ.
2562	เป็น	8.91	ล้าน/ไร่	(พ.ศ.	2563)	แต่กลับพบว่า
ส่วนต่างของผลผลิตมันสำาปะหลังที่ได้นั้นลดลง 
3	 %	 (สำานักงานเศรษฐกิจการเกษตร,	 2564)	
เนื่องจากพื้นที่มีการปลูกพืชชนิดเดียวเป็นระยะ
เวลานาน	 ส่งผลให้ดินเกิดการสูญเสียโครงสร้าง	
ปริมาณธาตุอาหารพืชลดลง	 และเป็นแหล่ง
สะสมเชื้อสาเหตุโรคพืชอย่างต่อเนื่อง	 โรคของ
มันสำาปะหลังในประเทศไทยที่พบโดยทั่วไป	ได้แก่	
โรคพุ่มแจ	้โรคใบจุดสีนำ้าตาล	โรคใบไหม้	และโรค
ใบด่าง	 ซึ่งเป็นสาเหตุสำาคัญที่สร้างความเสียหาย
ต่อผลผลิต	รวมถึงโรคหัวเน่า	รากเน่า	และลำาต้น
เน่ามันสำาปะหลัง	 โดยเฉพาะในแหล่งพื้นที่ที่ดินมี
การระบายนำ้าได้ยาก	 และบริเวณที่ฝนตกชุกเป็น
ประจำา	 โรคนี้สามารถเกิดได้ทั้งระยะต้นกล้าและ
ระยะที่ลงหัวแล้ว	 สามารถเกิดจากเชื้อราสาเหตุ
หลากหลายชนิด	 ในต่างประเทศมีรายงานเชื้อรา 
สาเหตุโรค	 ได้แก่	 Phytophthora nicotianae  
P. cryptogea P. drechcleri และ P. erythroseptica 
(Boas	et al.,	2017)	Lasiodiplodia theobromae 
Nattrassia mangiferae	 และ	 Fusarium	 spp.	
เป็นเชือ้ทีส่ำาคญัในประเทศแอฟรกิา	(Msikita	et al., 
1998;	Onyeka	et al.,	2004)	
	 สำาหรบัประเทศไทย	ทีผ่่านมามรีายงานว่า	
โรคหัวเน่ารากเน่า	 และลำาต้นเน่ามันสำาปะหลัง	
เกิดจากเชื้อรา	Colletotrichum	 spp.	 (ฐิติมา,	
2542;	 ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์,	 2554)	 และ
ในปัจจุบัน	 พบการระบาดของโรคนี้อย่างรุนแรง
ในเขตพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ	 โดยพบ
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เชื้อราสาเหตุคือ	 P. parasitica	 (อมรรัตน์,	
2556)	P. meadii	(ชาติชาย,	2557)	P. melonis 
(Charaensatapon	 et al.,	 2014)	 ที่	 จ.จันทบุรี	
และนครศรธีรรมราช	พบเชือ้รา	Neoscytalidium 
hyalium	 (N. dimidiatum)	 ที่	 จ.นครราชสีมา	
ระยอง	 และตาก	 (พรปวีณ์	 และคณะ,	 2562)	
ปัจจุบันมีการศึกษาความหลากหลายและความ
ผันแปรทางพันธุกรรมของเชื้อราสาเหตุโรคพืช	
วิวัฒนาการของเชื้อสาเหตุโรค	 และการจำาแนก
ชนิดโดยใช้ข้อมูลทางพันธุกรรมในเชื้อราสาเหตุ
โรคพืชต่าง	ๆ	มากขึ้น	ในปี	พ.ศ.	2561	พรปวีณ์	
และคณะ	 (2561)	 ได้วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
และทดสอบการก่อโรคเน่าแห้งและเน่าดำาของมนั
สำาปะหลังในพ้ืนท่ี	จ.ระยอง	และตาก	โดยประเมนิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อรา	F. solani 
และ	N. hyalinum	ด้วยเครือ่งหมาย	ISSR	พบว่า 
เชื้อราท้ัง	 2	 ชนิดน้ี	 มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมระหว่างไอโซเลทของเชื้อราจากแหล่ง
ต่าง	ๆ 	แสดงให้เหน็ว่า	มกีารเคลือ่นย้ายของเชือ้รา	
จากพืน้ทีห่นึง่ไปยงัอกีพ้ืนทีห่นึง่	(genotype	flow)	
จากการนำาท่อนพันธุ์ที่เป็นโรคไปปลูกยังแหล่ง
ปลูกต่าง	 ๆ	 ซึ่งสามารถตรวจสอบและติดตามได้ 
โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล	 การศึกษาครั้งนี ้
จงึมวีตัถุประสงค์เพือ่ศกึษาเชือ้ราก่อโรคทีส่มัพนัธ์
กับโรคเน่ามันสำาปะหลัง	 และความผันแปรทาง
พันธุกรรมของเชื้อราจากแหล่งปลูกต่าง	 ๆ	 ใน
ประเทศไทย	ด้วยเครือ่งหมาย	ISSR	(inter	simple	
sequence	 repeat)	 ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการ
จดัการโรคพืช	และการปรบัปรุงพนัธุม์นัสำาปะหลงั
ในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการ
1. การส�ารวจและจ�าแนกเชือ้ราด้วยลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยา
	 1.1	การสำารวจและเก็บตัวอย่าง	

	 สำารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างต้นมัน
สำาปะหลังท่ีเป็นโรค	โดยสงัเกตจากลกัษณะอาการ

ที่ผิดปกติ	ได้แก	่ต้นเหี่ยว	ลำาต้นบวมแตก	ยืนต้น
ตาย	 และลักษณะอาการที่ผิดปกติบริเวณโคน
ต้นใต้ดิน	 มีอาการเน่า	 และเก็บดินบริเวณที่เป็น
โรค	ที่ระดับความลึก	0-20,	20-40	และ	40-60	
ซม.	 ด้วยสว่านเจาะดิน	 (auger)	 จากแหล่งปลูก 
มนัสำาปะหลงัทีส่ำาคัญ	19	จงัหวดั	ได้แก่	นครราชสีมา	
กาญจนบุรี	ชัยภูมิ	กำาแพงเพชร	สระแก้ว	ระยอง	
นครสวรรค์	 ลพบุรี	 ฉะเชิงเทรา	 ชลบุรี	 เลย	
อุดรธานี	 อุบลราชธานี	 ขอนแก่น	 อุทัยธานี	
พิษณุโลก	กาฬสินธุ์	 ชัยนาท	และราชบุรี	 บันทึก
จำานวนต้นที่เป็นโรคที่พบในแปลง
	 1.2	 การแยกเชื้อรา	(Fungal	isolation)

	 แยกเชื้อราจากชิ้นส่วนพืชที่แสดงอาการ
โรคด้วยวธิ	ี(tissue	transplanting)	โดยตดับรเิวณ
ชิ้นมันสำาปะหลังให้มีส่วนที่แสดงอาการกับส่วน
ปกติอย่างละครึ่งเป็นชิ้นเล็ก	ๆ	นำาไปแช่ใน	10%	
clorox	เป็นเวลา	5	นาที	แล้วล้างด้วยนำา้กลัน่	2	คร้ัง 
จากนั้นนำาชิ้นส่วนพืชซับให้แห้งด้วยกระดาษ 
ทิชชูนึ่งฆ่าเชื้อ	 แล้วนำามาวางบนอาหาร	 potato	
dextrose	agar	(PDA)	บ่มทีอุ่ณหภมูห้ิอง	ภายใต้	
แสงจากหลอดฟลูออเรสเซนส์	 12	 ชม.	 สลับกับ
ความมืด	12	ชม.	เป็นเวลา	3-7	วัน
	 สำาหรบัการแยกเชือ้ราจากดนิรอบ	ๆ 	ราก	
และดินที่ระดับความลึกต่าง	ๆ	จะใช้วิธี	dilution	
plate	 โดยนำาดินตัวอย่างละ	 10	 ก.	 ผสมกับนำ้า
กลั่นปริมาตร	10	มล.	นำาเข้าเครื่องเขย่าเป็นเวลา 
30	 นาที	 จากนั้นเจือจางเป็น	 10-1-10-4	 เท่า	 
นำาดินแขวนลอยในนำ้าที่เจือจางแล้วเกลี่ยบนผิว
หน้าอาหาร	 PDA	 บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง	 3-7	 วัน	
ขณะที่การแยกเชื้อราในสกุล	 Phytophthora 
และ	 Pythium	 จะใช้เมล็ดแตงกวาเป็นเหยื่อล่อ 
(baiting	technique)	โดยนำาเมลด็แตงกวา	10	เมลด็ 
วางในจานเลี้ยงเชื้อที่มีส ่วนผสมของดินที่บด
ละเอียด	1	ก.	ในนำ้า	10	มล.	นำาจานไปวางในที่มี
แสง	3-7	วัน	จากนั้นนำาเมล็ดแตงกวามาล้างด้วย
นำา้กลัน่และซบัให้แห้ง	แล้วนำาไปวางบนจานอาหาร
เลีย้งเชือ้	water	agar	 (WA)	4	จดุ/จานเลีย้งเช้ือ	 
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ในท่ีมีแสงสลบัมืด	12	ชม.	ทีอ่ณุหภูมห้ิอง	เมือ่เช้ือรา 
เจริญจงึย้ายลงบนจานอาหารเลีย้งเชือ้	PDA	ทีเ่ติม
สาร	BNPRA	(ampicillin)	
	 1.3	 การจำาแนกเชือ้ราด้วยลกัษณะทางสัณฐาน
วทิยา

	 แยกเชื้อราจากข้อ	 1.2	 ให้ได้เชื้อบริสุทธิ์
โดยการแยกปลายเส้นใยเชื้อรา	 (hyphal	 tip	 
isolation)	 เตรียมสปอร์แขวนลอย	 ด้วยการเติม
นำ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเทลงบนผิวหน้าอาหาร	PDA	ที่
มีเชื้อราเจริญอยู่	 แล้วใช้แท่งแก้วรูปตัวแอล	 (L)	
ขูดผิวหน้าอาหารเบา	ๆ	และดูดสปอร์แขวนลอย	
50	ไมโครลิตร	นำาไปเกลี่ยบนผิวหน้าอาหาร	WA	
บ่มไว้	 24	 ชม.	 จึงนำามาตัดปลายเส้นใยภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ชนิด	stereo	microscope	และ
ย้ายปลายเส้นใยเดี่ยวไปเลี้ยงบนอาหาร	PDA	จน
เชื้อเจริญเต็มจานและสร้างสปอร์	 จึงนำามาตรวจ
สอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราแต่ละ
ชนิด	ได้แก่	oogonium,	oospore,	sporangium,	
macroconidia,	 microconidia,	 conidia	 และ	
arthoconidia	ทำาการบันทึกข้อมูลลักษณะต่าง	ๆ	
ใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด	compound

2. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของ
เชื้อรา
	 นำาเชือ้รา	จำานวน	12	ไอโซเลท	ทีแ่ยกและ 
จำาแนกชนดิได้จากข้อ	1	ได้แก่	เช้ือรา	Neoscytalidium	sp. 
4	ไอโซเลท	(RYG23,	KNI33,	RBR49,	NMR33)	
Fusarium	spp.	6	ไอโซเลท	(KNI40,	RYG13.1,	
KNI45.1,	RBR26.3,	RBR50.2,	NMR15.3)	และ	
Pythium	sp.	2	ไอโซเลท	(RYG6.1,	RYG10.2)	

มาทดสอบการก่อโรคกับมันสำาปะหลังสายพันธุ์
ระยอง	9	ที่ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง	จ.ระยอง	ด้วย
การปลูกเชื้อลงบนมันสำาปะหลังอายุ	 1	 เดือน	
วางแผนการทดลองแบบ	RCBD	มี	12	กรรมวิธี	
(เชื้อรา	12	ไอโซเลท)	จำานวน	7	ซำ้า/กรรมวิธี	โดย 
ใช้สปอร์แขวนลอยของเชื้อราที่ความเข้มข้น	 106  
สปอร์/มล.	 ปริมาตร	 20	 มล.	 เทราดลงในดิน	
ประเมินความรุนแรงของโรค	(disease	severity)	
และดัชนีการเกิดโรค	(disease	index)	หลังจาก
การปลูกเชื้อเป็นเวลา	14,	 21,	 28	และ	45	วัน	
บันทึกลักษณะความผิดปกติบนใบ	 และหลังจาก
ปลูกเชื้อที่	3,	4,	5	และ	6	เดือน	บันทึกลักษณะ
อาการของโรคทีล่ำาต้น	 โดยการผ่าต้นตามความยาว	
ประเมนิระดบัความรนุแรงของโรคทีต้่น	5	ระดบั	ดงันี ้
	 ระดับ	0	ไม่แสดงอาการ	
	 ระดับ	 1	 ขอบแผลสีนำ้าตาลเข้มระหว่าง	
1-25%	ของเส้นรอบขอบแผล	
	 ระดับ	 2	 ขอบแผลสีนำ้าตาลเข้มระหว่าง	
26-50%	 ของเส ้นรอบขอบแผลและหัวมัน
สำาปะหลังเริ่มเน่า	
	 ระดับ	 3	 ขอบแผลสีนำ้าตาลเข้มระหว่าง	
51-75%	 ของเส ้นรอบขอบแผลและหัวมัน
สำาปะหลังเน่า	
	 ระดับ	 4	 ขอบแผลสีนำ้าตาลเข้มระหว่าง	
76-100%	 ของเส้นรอบขอบแผลและต้นมัน
สำาปะหลงัเหีย่วและตาย	จากนัน้นำาผลการประเมิน
มาคำานวณดัชนีการเกิดโรค	 (ดัดแปลงวิธีจาก	
อมรรัตน์,	 2556)	 วเิคราะห์ข้อมูลความรนุแรงด้วย
โปรแกรม	R	4.2.0	(R	-	language	and	environment 
for	statistical	computing	and	graphics)

เปอร์เซ็นต์ดชันกีารเกิดโรค	=	ผลรวมของ	(จำานวนต้นพชืแต่ละระดบัอาการXคะแนนของระดบัอาการ) x100
            จำานวนต้นพืชทดสอบทั้งหมด	x	คะแนนสูงสุดของระดับอาการ		 

3. การวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์
	 3.1	 การเตรียมเส้นใยเชื้อราและการสกัด
ดีเอ็นเอ

	 เตรียมสปอร์แขวนลอย	 โดยเติมนำ้ากลั่น
นึ่งฆ่าเชื้อลงบนผิวหน้าอาหารที่มีเชื้อราเจริญอยู	่
ขูดผิวหน้าด้วยแท่งแก้วรูปตัวแอล	 แล้วดูดสปอร์
แขวนลอยของเชื้อรา	 1	 มล.	 ใส่ในอาหารเหลว	
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potato	dextrose	broth	(PDB)	ในขวดรูปชมพู่
ท่ีมีปริมาณอาหารเหลวอยู่	 50	 มล.	 แล้วนำาไป
บ่มพร้อมเขย่า	 ด้วยเครื่อง	 rotary	 shaker	 เป็น
เวลา	 14-18	 ชม.	 ทำาการกรองเส้นใยด้วยเครื่อง	
vacuum	 pump	 และล้างเส้นใยด้วยนำ้ากลั่นนึ่ง
ฆ่าเชื้อปริมาตร	300	มล.	เก็บเส้นใยที่กรองได้ใน
แผ่นกระดาษกรอง	(Whatman	No.1)	นำาไปทำาให้
แห้งด้วยวิธี	 freeze	 dry	 (lyophilization)	 เป็น 
เวลา	6-8	ชม.	เก็บที่อุณหภูม	ิ-20	°oซ.	จากนั้นนำา
เส้นใยเชื้อรามาบดละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว 
ปริมาตร	0.05	ก.	 เติม	 extraction	buffer	 500	
ไมโครลิตร	 สกัดดีเอ็นเอด้วย	 phenol	 และ 
chloroform:	isoamyl	alcohol	ตกตะกอนดเีอน็เอ
ด้วย	95%	ethanol	แล้วล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย	
70%	 ethanol	 แล้วละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย 
นำ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ	30	ไมโครลิตร	เก็บดีเอ็นเอไว้ที่	
-20	°oซ.	(จินตนา,	2562)	
	 3.2	 การวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ	
ITS	rDNA, Tef-1α	และ	RPB2 

	 นำาดีเอ็นเอของเชื้อราท่ีทดสอบโรคแล้ว
มาวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ	 internal	
transcribed	spacer	ของ	ribosomal	DNA	(ITS	
rDNA)	ด้วยไพรเมอร์	ITS1	และ	ITS4	(White	et al., 
1990)	ทำาปฏกิริยิาสงัเคราะห์ดเีอน็เอที	่95	°oซ.	เป็น
เวลา	3	นาที	1	รอบ	จากนั้นทำาปฏิกิริยา	ที่	95oซ.	
เป็นเวลา	30	วินาที	ต่อจากนั้นที่	55	°oซ.	เป็นเวลา	
30	วินาที	และสุดท้ายที่	68	o°ซ.	เป็นเวลา	2	นาที	
จำานวน	35	รอบ
 เนือ่งจากเชือ้ราในบางสายพนัธุเ์ป็น	species 
complex	 การใช้ข้อมูลนิวคลีโอไทด์แค่ส่วนเดียว
ไม่เพียงพอต่อการจำาแนก	 จึงได้ทำาการวิเคราะห์
ยีนร่วมด้วย	 โดยนำาดีเอ็นเอของเช้ือรามาเพิ่ม 
ปรมิาณในส่วนของ	 ยนี translation elongation 
factor 1-α (Tef-1α)	 ใช ้ไพรเมอร ์	 ef1	 
(5’-ATG	 GGT	 AAG	 GA(A/G)	 GAC	 AAG	
AC-3’)	 และ	 ef2	 (5’-GGA(G/A)	 GTA	 CCA	
GT(G/C)	ATC	ATG	TT-3’)	(Geiser	et al.,	2004) 

ทำาปฏกิิรยิาสังเคราะห์ดเีอน็เอ	ที่	94	°oซ.	เปน็เวลา	
2	นาที	1	รอบ	จากนั้นทำาปฏิกิริยา	ที่	94	°oซ.	เป็น
เวลา	 45	 วินาที	 ต่อจากนั้นที่	 59	 °oซ.	 เป็นเวลา	
45	วินาที	และสุดท้ายที่	72	°oซ.	เป็นเวลา	1	นาที	
จำานวน	32	รอบ	
	 	 เนือ่งจากเชือ้รา	 Fusarium	 spp.	 เป็น
เชื้อราที่มีความผันแปรสูง	 และมีการตอบสนอง 
ต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อม	 จากฐาน
ข้อมูล	Fusarium	(Fusarium	 ID)	จงึใช้ยีน	RNA	 
polymerase	II	(RPB2)	สำาหรบัวเิคราะห์นวิคลโีอไทด์	 
โดยใช้ไพรเมอร์	5fc	(5’-GGG	GWG	AYC	AGA	
AGA	 AGG	 C-3’)	 และ	 7cR	 (5’-CCC	 ATR	
GCT	TGY	TTG	YTT	RCC	AT-3’)	(Hofstetter 
et al.,	 2007)	 ทำาปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอที	่ 
94	oซ.	เป็นเวลา	1	นาที	30	วินาที	1	รอบ	จากนั้น 
ทำาปฏกิริิยา	 ที	่ 94	 °oซ.	 เป็นเวลา	 30	 วินาท	ี และ 
ที	่ 55	 °oซ.	 เป็นเวลา	 1	 นาที	 30	 วินาทีสุดท้าย 
ที่	68	°oซ.	เป็นเวลา	2	นาที	จำานวน	32	รอบ
	 ทำาการตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยา	
(PCR	 Product)	 ด้วยเทคนิค	 electrophoresis	
บน	 agarose	 gel	 ที่ความเข้มข้น	 1%	 โดยใช้	
100	 base	 pair	 (ExcelBand	 TM)	 เป็นดีเอ็นเอ 
มาตรฐาน	(standard	marker)	และเติม	gel	star	
0.1%	ผสมกับ	PCR	product	และ	loading	dye	
หยอดลงบนเจลที่แข็งตัว	 แล้วนำามาตรวจสอบ
ใน	 0.5%	 TBE	 buffer	 (89	 mM	 Tris-borate	
2	mM	EDTA)	ใช้กระแสไฟฟ้า	ที่ความต่างศักย์
คงที่	50	โวลต์	เป็นเวลา	60	นาที	จากนั้นนำา	PCR 
product	ปรมิาตร	20	ไมโครลติร	ส่งวเิคราะห์ลำาดับ	
นิวคลีโอไทด์	 โดยบริษัท	 Solgent	 sequencing 
service	 ประเทศเกาหลีใต้	 แล้วนำาข้อมูลมา
เปรียบเทียบลำาดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราบริเวณ	
ITS,	Tef-1α และ	RPB2	กบัฐานข้อมลู	GenBank 
(NCBI)	โดยใช้โปรแกรมชุดคอมพิวเตอร์	MEGA-11 
(Tamura	et al.,	2021)	นำาข้อมลูมาจดัทำาชดุข้อมลู	
(multiple	alignment)	ด้วยวิธี	ClustalW	(Larkin	
et al.,	 2007)	 แล้วจัดกลุ่มด้วยวิธี	 unweighted	
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pair	 arithmetic	 mean	 method	 (UPGMA)	
(Sneath	and	Sokal,	1973)	และวิธี	p-distance 
(Nei	and	Kumar,	2000)	และหาค่า	bootstrap 
ด้วยโปรแกรมเดียวกัน	จำานวน	1,000	ซำา้	(Felsenstein, 
1985)

4. การประเมินความผันแปรด้วยเครื่องหมาย 
inter simple sequence repeat (ISSR)
	 นำาดีเอ็นเอของเชื้อราที่มีความสัมพันธ์
กับการเกิดโรคและจำาแนกชนิดแล้ว	 มาเพ่ิม
ปรมิาณชิน้ส่วนทีอ่ยูร่ะหว่างส่วนทีซ่ำา้กนั	(simple	 
sequence	 repeat)	 โดยทำาปฏิกิริยา	 PCR	 ใช ้
ไพรเมอร์	จำานวน	5	ไพรเมอร์	ได้แก่	GTG(CGA)

5,
 

(CGA)
5
,	(CAG)

5,	
P

4
:	GCG(CGA)

5
	และ	P

5
:AAT	

(CGA)
5
	ทำาปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอที	่ 94	 oซ. 

เป็นเวลา	5	นาท	ีจากนัน้ทำาปฏกิิรยิา		จำานวน	37	รอบ 
ที	่94	°oซ.	เป็นเวลา	1	นาที	ตามด้วยปฏกิริยิาที	่54	°oซ. 
เป็นเวลา	1	นาท	ีและรอบสดุท้ายท่ี	72	 °oซ.	 เป็น
เวลา	1	นาที	โดยใช้เครื่อง	DNA	thermal	cycle 
(PCR	max	รุน่:	PCRmax	Alpha	Cycler)	จากนัน้ 
นำา	PCR	product	มาทำาการตรวจสอบด้วย	2%	
agarose	gel	electrophoresis	และใช้	100	base	
pair	 (ExcelBand™	 TM)	 เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน	
(standard	 Marker)	 เติม	 gel	 star	 0.1% 
(SMOBIO)	ผสมกบั	PCR	product	และ	loading	
dye	หยอดลงบนเจลท่ีแขง็ตัว	แล้วนำามาตรวจสอบ
ใน	0.5%	TBE	buffer	ใช้กระแสไฟฟ้าทีค่วามต่าง
ศักย์คงที่	 50	 โวลต	์ เป็นเวลา	 60	นาที	 จากนั้น 
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สร้างขึ้นในแต่ละ 
ไพร์เมอร์	 และจัดกลุ่มตัวอย่างที่วิเคราะห์ด้วย
ลักษณะของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การส�ารวจและจ�าแนกเชือ้ราด้วยลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยา 
	 1.1	การสำารวจโรคมันสำาปะหลัง

	 จากการสำารวจโรคของมนัสำาปะหลงั	199	
แปลงปลูก	 ในพื้นที่	 19	 จังหวัด	 พบเปอร์เซ็นต ์

การเกดิโรคตัง้แต่	0-100	%	จงัหวดั	ทีพ่บการเกิดโรคสูง 
ได้แก่	กาญจนบุรี	อุบลราชธานี	กาฬสินธุ์	ลพบุรี	
และฉะเชิงเทรา	 มีความรุนแรงของโรคตั้งแต	่ 
80-100	 %	 ซึ่งต้นมันสำาปะหลังที่มีขนาดเล็ก
บริเวณรากมีรอยชำ้าสีนำ้าตาล	 ส่วนมันสำาปะหลัง
ที่ลงหัวแล้วต้นจะเหี่ยวเฉา	 ใบร่วง	 หัวเน่าเละ	
และมีกลิ่นเหม็น	 ถ้าอาการรุนแรงมันสำาปะหลัง
จะยืนต้นตาย	 และจังหวัดที่ไม่พบการเกิดโรค 
ได้แก่	 ชัยนาท	 ขอนแก่น	 ชัยภูมิ	 นครสวรรค	์
กำาแพงเพชร	และชลบุรี
	 1.2	 การแยกเชื้อราด้วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา	

	 การแยกเชื้อราจากส่วนของหัว	 ลำาต้น	
และรากมันสำาปะหลังที่แสดงอาการของโรค	 ได้
เชื้อรา	จำานวน	49	 ไอโซเลท	การแยกจากดินใน
ระดับความลึก	0-20	ซม.	(29	ตัวอย่าง)	ได้เชื้อรา 
จำานวน	110	ไอโซเลท	ซึง่สามารถจำาแนกได้เชือ้รา 
หลากหลายประเภท	 (genus)	 ได้แก	่Pythium	 sp., 
Fusarium	sp.	Humicola	sp.,	Alternaria sp.,	 
Colletotr ichum	 sp. ,	 Nigrospora	 sp. , 
Exerohilum	 sp.	สำาหรับดินที่ระดับ	40-60	ซม. 
(26	 ตัวอย่าง)	 จำาแนกได้เชื้อรา	 Pythium	 sp.,	 
Fusarium	sp.,	Pleiochaeta	sp.,	Nigrospora	sp.,	
Cladosporium	sp.,	Robillarda	sp.	และเชื้อรา
ที่ไม่สามารถจำาแนกได้	 (unknown)	 รวมทั้งหมด	
132	ไอโซเลท	อย่างไรก็ตาม	ในจำานวนนี้มีเชื้อรา
ทีไ่ม่ใช่เชือ้ราในดนิปนมาด้วย	ซึง่อาจจะเป็นเชือ้รา
ปนเป้ือนในขณะการแยกเชือ้	สำาหรบัลกัษณะของ
เชื้อรากลุ่มเป้าหมายที่จะนำาไปทดสอบการก่อโรค 
และจำาแนกชนดิด้วยการวเิคราะห์ลำาดบันิวคลโีอไทด์ 
มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา	ดังนี้	
	 เชื้อรา	Neoscytalidium	sp.	มีลักษณะ
โคโลนีเป็นเส้นใยมีสีขาวฟูเล็กน้อยในระยะแรก	
เมื่อเส้นใยมีอายุมากข้ึนจะเปลี่ยนเป็นสีดำาและมี
การสร้าง	arthroconidia	ต่อกันเป็นลูกโซ่	มีสีเข้ม 
conidia	มีเซลล์เดยีวใสไม่มสีใีนระยะแรก	แต่ต่อมา	
จะมีการสร้างผนังกั้น	 โดยเซลล์ตรงกลางทึบ 
สีนำ้าตาล	หัวท้ายใส	(Figure	1A)
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	 เชื้อรา	Fusarium	spp.	แบ่งตามลักษณะ
ได้เป็น	2	กลุม่	ได้แก่	1)	เชือ้รามลีกัษณะเส้นใยฟ	ู
ในระยะแรกโคโลนีมีสีขาวครีมแล้วเปลี่ยนเป็น
สีนำ้าตาล	 เม่ืออายุมากขึ้นพบการสร้างรงควัตถุ
เป็นสีนำ้าตาล	macroconidia	มีลักษณะค่อนข้าง
เรียวยาว	 มี	 3-5	 septum	 ส่วน	microconidia	
มีลักษณะรูปกระสวย	 มี	 1	 septum	 2)	 เชื้อรา
มีลักษณะเส้นใยฟู	 สร้าง	 aerial	 mycelium	 ใน
ระยะแรกโคโลนมีสีขีาวครมีแล้วเปลีย่นเป็นสขีาว
เหลืองเมื่ออายุมากขึ้น	 ไม่พบการสร้างรงควัตถุ	
macroconidia	มลีกัษณะค่อนข้างส้ันโค้งใสมี	3-4	
septum	 ส่วน	 microconidia	 มีลักษณะรูปไข่มี	
0-1	septum	(Figure	1B)
	 เชื้อรา	 Pythium	 sp.	 มีลักษณะโคโลนี
ค่อนข้างหลากหลายคล้ายรูปดอกไม	้เส้นใยสีขาว	
คล้ายผงแป้ง	 oospore	 มีผนังกลมบาง	 (wall	
thin	และ	globose)	oogonia	มีผนังคล้ายหนาม	
(ornamented)	ลกัษณะการจบัของ	antheridium	
แบบ	typically	monoclinous	และ	sporangium	
มีรูปร่างแบบ	subglobose	(Figure	1C-D)	

	 ในการจำาแนกเชื้อราไอโซเลทต่าง	 ๆ	 ที่
เป็นสาเหตุโรค	 มีเชื้อราบางไอโซเลทที่เป็นสกุล
เดียวกับการรายงานของ	 สุทธิสา	 (2558)	 ซึ่งได้ 
ระบุว่า	 เป็นเชื้อราสาเหตุโรคต้นและรากเน่าดำา 
มนัสำาปะหลงั	ได้แก่	Lasiodiplodia	spp.,	Fusarium 
spp.,	Neoscytalidium	sp.,	Phytophthora spp.,	
Sclerotium	sp.	ซึ่งเชื้อรา	Lasiodiplodia	spp.	
และ	Neoscytalidium	sp.	ทำาให้มันสำาปะหลังมี
ลักษณะอาการแผลสีดำาร่วมกับอาการเน่าเปียก
เน่าเละ	และเน่าแห้งในบริเวณโคนต้น	และท่อน
พันธุ ์พบเม็ด	 pycnidia	 สีดำา	 และท่อลำาเลียง
เปลี่ยนเป็นสีดำาในทุกส่วนของมันสำาปะหลัง	และ
สอดคล้องกับรายงานของ	 พรพิมล	 และคณะ	
(2562)	ที่จำาแนกเชื้อราจากตัวอย่างมันสำาปะหลัง
ที่เป็นโรคและดินบริเวณที่ปลูกได้	 4	 ชนิด	 ได้แก ่
P. melonis,	 S. rolfsii,	N. dimidiatum	 และ	
Fusarium	 sp.	 การสำารวจครั้งนี้ไม่สามารถแยก
เชื้อรา	Phytophthora sp.	 จากตัวอย่างพืชและ
ดิน	 อาจเนื่องมาจากวิธีการแยกยังไม่เหมาะสม
กับเชื้อราชนิดนี้

oospore
oogonium

oospore

sporangium

oogonium
sporangium

Figure 1 Morphological	characteristics	of	colony	and	conidia	of	A:	Neoscytalidium	sp.,	B:	Fusarium	sp. and	

C-D:	Pythium	sp.	

A

C

B

D
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2. ความสามารถในการก่อโรคของเชื้อรา
	 เชือ้ราท้ัง	12	ไอโซเลท	มคีวามสามารถใน
การก่อโรคบนมนัสำาปะหลังแตกต่างกัน	โดยอาการ
ของโรคจะปรากฏหลังจากปลูกเชือ้	6	เดือน	พบว่า	
มนัสำาปะหลังท่ีปลูกเชือ้ด้วย	Neoscytalidium	sp. 
ทั้ง	4	ไอโซเลท	แสดงอาการเน่าดำา	และในเดือน
ที่	 6	 ลำาต้นที่ติดกับรากเริ่มมีสีนำ้าตาล	 พบอาการ
เนื้อเย่ือตาย	 หัวมันสำาปะหลังมีลักษณะเน่าเละ 
มีระดับความรุนแรงของโรคเฉลี่ย	 2.9-3.1	 
และมีดัชนีการเกิดโรคระหว่าง	 67.9-75.0	 %	
สำาหรับต้นที่ปลูกเชื้อด้วยเชื้อรา	Fusarium	 spp.	
ท้ัง	 6	 ไอโซเลท	 พบอาการลำาต้นที่ติดกับรากมี 
สนีำา้ตาล	 เริม่มอีาการเซลล์ตาย	 รากมีสนีำา้ตาลดำา 
มีระดับความรุนแรงของโรคเฉลี่ย	 2.4-2.9 
และค่าดัชนีการเกิดโรคระหว่าง	 60.2-71.4%	
ขณะท่ีต้นมันสำาปะหลังที่ปลูกเชื้อ	 Pythium	 sp.	
2	 ไอโซเลท	 พบว่า	 บริเวณลำาต้นที่ติดกับรากมี
อาการลำาต้นสีนำ้าตาลถึงนำ้าตาลเข้ม	มีระดับความ
รุนแรงของโรคเฉลี่ย	 1.3	 และ	 2.0	 และค่าดัชน ี
การเกดิโรค	32.1	และ	50	%	ตามลำาดับ	เปรยีบเทยีบ 
กับกรรมวิธีควบคุมที่มีระดับความรุนแรงของโรค
เพยีง	0.1	และค่าดชันกีารเกดิโรค	3.6	%	(Table	1,	 
Figure	 2-3)	 ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับ
รายงานของ	พรปวีณ์	และคณะ	(2561)	ที่พบว่า 
เชือ้รา	F. solani และ	N. hyalinum	ก่อให้เกดิโรค
และทำาให้ต้นมันสำาปะหลังตาย	 ในขณะที่เชื้อรา	 
Pythium	sp.	ไม่ก่อให้เกิดโรคกับต้นมันสำาปะหลัง	
และสอดคล้องกับ	 สุทธิสา	 (2558)	 ที่รายงานว่า	
เชือ้รา	Lasiodiplodia	spp.	และ	Neoscytalidium	sp. 
จำานวน	33	ไอโซเลท	มีความรุนแรงในการก่อให้
เกิดโรคได้ท้ังบนหัวและท่อนพันธุ์มันสำาปะหลัง
พันธุ์	CMR43-08-89	อายุ	8	เดือน	พบลักษณะ 
อาการหัวมันเน่า	 เนื้อเยื่อยุบตัวลงเปลี่ยนสีจาก 
สขีาวเป็นสเีหลืองถงึสนีำา้ตาล	เนือ้เยือ่แตก	บรเิวณ
เปลือกชั้นนอกและเปลือกชั้นในแยกออกจากกัน

Table 1	Disease	severity	level	and	disease	
index	on	cassava	plant	after	inoculation	with	
fungal	isolates	

Fungal isolates
Disease 
severity
level 

Disease 
index 
(%)

Neoscytalidium	sp.	(RYG23) 3.1	a 71.4

Neoscytalidium	sp.	(KNI33) 2.9	ab 67.9

Neoscytalidium	sp.	(RBR49) 3.0	a 75.0

Neoscytalidium	sp.	(NMR33) 2.9	ab 71.4

Fusarium	sp.	(RYG13.1) 2.9	ab 71.4

Fusarium	sp.	(KNI45.1) 2.9	ab 71.4

Fusarium	sp.	(RBR26.3) 2.9	ab 71.4

Fusarium	sp.	(RBR50.2) 2.4	ab 60.7

Fusarium	sp.	(KNI40) 2.6	ab 64.3

Fusarium sp.	(NMR15.3) 2.7	ab 67.9

Pythium	sp.	(RYG6.1) 1.3	c 32.1

Pythium	sp.	(RYG10.2) 2.0	bc 50.0

Control	(No	inoculation) 0.1	d 	3.6

CV	(%) 32.4
Means	in	the	same	column	follow	by	a	common	letter	are	

not	significantly	different	at	the	1%	level	by	DMRT

Figure 2	Disease	symptoms	on	leave,	stem	and	

root	 of	 cassava,	 tuber	 and	 stem	 at	 6	 months	

post-inoculation	A-B:	Neoscytalidium	sp.	(RYG23,	

KNI33,	RBR49,	NMR33),	E-J:	Fusarium	spp.	(KNI40,	

RYG13.1,	KNI45.1,	RBR26.3,	RBR50.2,	NMR15.3)	

K-L:	Pythium	sp.	(RYG6.1,	RYG10.2)	and	M:	control	

Figure 2 Disease symptoms on leave, stem and root of cassava, tuber and stem at 6 months 

post-inoculation A-B:  Neoscytalidium sp. (RYG23, KNI33, RBR49, NMR33), E-J: Fusarium spp. (KNI40, 

RYG13.1, KNI45.1, RBR26.3, RBR50.2, NMR15.3) K-L: Pythium sp. (RYG6.1, RYG10.2) and M: control  
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Figure 3	Distribution	of	disease	severity	score	in	

each	fungal	isolate	after	inoculation	on	cassava	

variety	Rayong	9	at	6	months.	A-D:	Neoscytalidium	sp. 

(RYG23,	KNI33,	RBR49,	NMR33),	E-J:	Fusarium	spp.	

(KNI40,	 RYG13.1,	 KNI45.1,	 RBR26.3,	 RBR50.2,	

NMR15.3)	K-L:	Pythium	sp.,	M:	control

3. การวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์
	 จากการวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ	 ITS	rDNA	ของเชื้อราที่ได้ทดสอบความ
สัมพันธ์กับการเกิดโรคแล้ว	 จำานวน	 8	 ไอโซเลท	
ร่วมกบัลำาดบันิวคลโีอไทด์จากฐานข้อมูลรวมทัง้หมด 
22	 ตัวอย่าง	 ความยาวของลำาดับนิวคลีโอไทด	์
(dataset)	 630	 คู ่เบส	 พบว่า	 เชื้อราในกลุ ่ม	 
Fusarium	 spp.	 จำานวน	 1	 ไอโซเลท	 (KNI40)	 
จัดอยู่ในกลุ่มเชื้อรา	 F. solani และจำานวน	 4	 
ไอโซเลท	(RBR50.2,			RBR26.3,			KNI45.1,			RYG13.1)	
จัดอยู่กลุ่มเดียวกับเชื้อรา	 F. incarnatum	 และ 
สำาหรับเชื้อราสกุล	Neoscytalidium	sp.	จำานวน	
3	 ไอโซเลท	 (RYG23,	 KNI33,	 NMR33) 
จัดกลุ่มเดียวกับเชื้อรา	 Scytalidium hyalinum 
(KF531816)	ซึง่เป็น	type	species	(CBS.145.78)	
และ	N. hyalinum	 (MH872880,	MH862880)	
สายพันธุ์เดียวกัน	 (CBS.145.78)	 ซึ่งปัจจุบันได้
ใช้ชื่อสปีชีส์	N. dimidiatum	 (current	 name)	
(Figure	4)	
	 สำาหรับเชื้อรา	Fusarium	spp.	ได้มีการ
วิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์เพิ่มอีก	 2	 ยีน	 ได้แก่	
Tef-1α	 และ	 RPB2	 และนำาข้อมูล	 2	 ส่วนนี้

มาวิเคราะห์ร่วมกับข้อมูลในบริเวณ	 ITS	 rDNA	
โดยมีความยาว	รวม	2,443	คู่เบส	พบว่า	เชื้อรา	
Fusarium	 ไอโซเลท	 KNI45.1	 และ	 RBR50.2	
จัดอยู่กลุ่มเดียวกับเชื้อรา	 F. incarnatum	 และ 
ไอโซเลท	 KNI40	 จัดอยู ่กลุ ่มเดียวกับเชื้อรา	 
F. solani (Figure	 5)	 ผลการศึกษานี้สอดคล้อง
กับ	 เบญจพล	 (2559)	 ที่ได้ศึกษาข้อมูลลำาดับ 
นวิคลโีอไทด์ของเชือ้รา	Fusarium	spp.	สาเหตุโรค
พืชที่เก็บรวบรวมจากพืชต่าง	ๆ	โดยการวิเคราะห์ 
ลำาดับนิวคลโีอไทด์	บริเวณ	ITS	rDNA	และ	Tef-1α 
และวิเคราะห์ข้อมูล	พบว่า	จำาแนกชนิดของเชือ้รา 
ได้	 5	 ชนิด	 ได้แก่	 	F. oxysporum,	F. solani, 
F. verticerticilliodes,	 F. proliferatum	 และ	 
F. incarnatum	 ซึ่งสอดคล้องกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและพืชอาศัย

   

Figure 4	 Phylogenetic	 tree	 of	 Fusarium	 spp.	

and	Neoscytalidium	sp.	obtained	from	ITS	rDNA	 

sequence	analysis	by	MEGA11	program.	Bootstrap	

values	 are	 indicated	 on	 the	 branches	 (1,000	 

replications) 



Thai	Agricultural	Research	Journal	Vol.	40	No.	3		September	-	December	2022	 247

Figure 5	 	 Phylogenetic	 tree	 of	 Fusarium	 spp.	

obtained	 from	 ITS	 rDNA,	 elongation	 factor	

1-alpha	 (Tef-1α)	 gene	 and	 second	 largest	

subunit	 (RPB2)	 gene	 sequences	 analysis	 by 

MEGA11	 program.	 Bootstrap	 values	 are	 

indicated	on	the	branches	(1,000	replications)

4. การประเมินความผันแปรด้วยเครื่องหมาย 
inter simple sequence repeat (ISSR) 
 จากการวเิคราะห์ความผนัแปรทางพนัธกุรรม 
ของเชื้อรา	N. dimidiatum,	F. incarnatum	และ				
F. solani พบว่า	 มีชื้นส่วนดีเอ็นเอขนาดต้ังแต่	
300-1,500	 คู่เบส	 จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอสามารถ
จำาแนกจีโนไทป์ของเชื้อราในแต่ละไพรเมอร์ได้
หลากหลายจีโนไทป์	 (Table	 2)	 แสดงให้เห็นว่า 
เชื้อราแต่ละชนิดที่มีการแพร่ระบาดในแหล่งต่าง	 ๆ 
มีมากกว่า	 1	 จีโนไทป์	 หรือสายพันธุ์ที่จำาแนกใน
ระดับดีเอ็นเอ	 เชื้อรา	 N. dimidiatum	 ที่แยก
มาจาก	 จ.ระยอง	 เมื่อใช้ไพรเมอร์	 GTG(CGA)

5	

สามารถสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื้อรา	 ได้	 
4	จีโนไทป์	จากตัวอย่าง	10	ไอโซเลท	และเชื้อรา	
N. dimidiatum	ที่แยกจาก	จ.นครราชสีมา	และ
กาญจนบุรี	สามารถจำาแนกได้	3	และ	4	จีโนไทป์	
จากแหล่งละ	5	ไอโซเลท	

	 สำาหรับเชื้อรา	F. incarnatum	ซึ่งพบว่า 
มีความผันแปรภายในประชากรค่อนข้างสูงแต่ละ 
ประชากรสามารถจำาแนกเชื้อราได้หลายจีโนไทป	์
เมื่อสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์	 GTG	
(CGA)

5
	เช้ือราทีแ่ยกจาก	จ.ระยองจำานวน	3	ไอโซเลท 

สร้างลายพมิพ์ดเีอน็เอทีแ่ตกต่างกนัทัง้	3	ไอโซเลท	 
ส่วนเชื้อรา	 F. solani พบว่า	 มีความผันแปร 
ภายในประชากร	 และมีความเหมือนกัน
ระหว่างประชากรของเชื้อรา	 เช่น	 เชื้อราที่แยก
ได้จาก	 จ.นครราชสีมา	 จำานวน	 6	 ไอโซเลท 
สามารถจำาแนกได้เป็น	4	จโีนไทป์	เมือ่ใช้ไพรเมอร์	 
P4 :GCG	 (CGA)

5
	 ขณะที่ การสร ้ างลาย 

พมิพ์ดเีอน็เอด้วยไพรเมอร์	(CGA)
5
	พบว่า	ไอโซเลท	

ของเชื้อรา	 F. solani ที่แยกได้จาก	 จ.กาฬสินธุ	์
อบุลราชธาน	ีระยอง	นครราชสมีา	และกาญจนบรุ	ี
สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกัน	 (Figure	 6) 
ซึ่งสอดคล้องกับ	 พรปวีณ์	 และคณะ	 (2561) 
ที่รวบรวมตัวอย่างดินและลำาต้นมันสำาปะหลังที่
เป็นโรคเน่าแห้งและเน่าดำาจาก	 จ.นครราชสีมา	
ระยอง	 และตาก	 มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของเชื้อราด้วยเครื่องหมาย	ISSR	ของ 
เชื้อรา	 F. solani และ	 N. hyalinum	 พบว่า	
F. solani แบ่งได้เป็น	 3	 กลุ ่ม	 และเชื้อรา 
N. hyalinum	แบ่งได้เป็น	5	กลุม่	และจากรายงาน
ของ	ชนม์นิภา	และคณะ	(2564)	ที่ศึกษาเชื้อรา 
S. oryzae	 สาเหตุโรคกาบใบเน่าของข้าวที่เก็บ
ตวัอย่างจากแหล่งปลกูข้าวทีส่ำาคญัในพืน้ทีภ่าคกลาง 
และภาคตะวนัออกเฉียงเหนอืของประเทศไทย	 โดย
นำาเชื้อรา	จำานวน	40	ไอโซเลท	มาสร้างลายพิมพ ์
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค	 ISSR	 และจำาแนกความ
แตกต่างของจีโนไทป์	 พบว่า	 มีความผันแปรทาง
พันธกุรรมในบางพ้ืนทีพ่บมากกว่า	1	จโีนไทป์	และ 
มีบางจีโนไทป์พบเฉพาะบางพื้นที่เท่านั้น	 แสดง
ให้เห็นว่า	 การเคลื่อนย้ายประชากรของเช้ือรา	
S. oryzae	 จากแหล่งเพาะปลูกข้าวในภูมิภาคที่
แตกต่างกนัของประเทศไทยเกิดความหลากหลาย
ภายในประชากร	แต่มเีชือ้ราบางสายพนัธ์ุทีม่คีวาม
จำาเพาะต่อพื้นที่เพาะปลูก



248 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 40 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2565

Table 2	DNA	fingerprinting	pattern	of	Neoscytalidium dimidiatum,	Fusarium incarnatum	and	

F. solani generated	by	ISSR	markers	

Fungal species

DNA fingerprinting pattern*

GTG (CGA)5 P5:AAT (CGA)5 P6:ATC (CGA)5 P4:GCG (CGA)5 (CAG)5 (CGA)5

N. dimidiatum 

(21	isolates)

A1-A10 - B1-B9 C1-C11 D1-D11 E1-E12

F. incarnatum

(17	isolates)

A1-A13 B1-B9 - C1-C10 D1-D13 E1-E9

F. solani

(14	isolates)

A1-A8 B1-B9 - C1-C10 D1-D10 E1-E7

*DNA	fingerprint	developed	with	primer	represented	by	alphabet	A-E,	and	the	number	is	band	number	in	each	fungal	species

สรุปผลการทดลอง
	 จากการสำารวจโรครากเน่า	 หัวเน่าและ
ลำาต้นเน่ามันสำาปะหลัง	 ในแหล่งปลูกสำาคัญของ
ประเทศไทยและการเกบ็ตวัอย่างจากดินในความลกึ	
ระดบั	0-20,	20-40	และ	40-60	ซม.	สามารถแยก
เชื้อราได้	242	ไอโซเลท	และจำาแนกด้วยลักษณะ

สัณฐานวิทยาได้เชื้อราสกุล	Neoscytalidium	sp,	
Fusarium	spp.,	และ	Pythium	spp.	เมื่อนำามา
ทดสอบการเกดิโรคบนมนัสำาปะหลงัพนัธ์ุระยอง	 9	
พบว่า	มีเชื้อรา	Fusarium	spp.	และ	Neoscy-
talidium	sp.	ทีท่ำาให้มันสำาปะหลงัแสดงอาการโรคที่
ค่อนข้างรนุแรงถงึรุนแรง	ในขณะที	่Pythium	spp.	
ทำาให้มันสำาปะหลงัแสดงอาการรนุแรงปานกลางถงึ

Figure 6 DNA fingerprint patterns of Neoscytalidium dimidiatum (A) Fusarium incarnatum (B) F. sola-

ni (C) isolated from cassava rot disease from various plantation in Thailand using ISSR markers with 

primers GTG (CGA)5 on agarose gel electrophoresis

A

B

C
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ไม่รนุแรง	เมือ่เปรยีบเทยีบกบักรรมวธิคีวบคุม	จาก
ผลการทดสอบโรคจงึสรปุได้ว่า	เช้ือราทัง้	3	สกลุน้ี
สัมพันธ์กับการเกิดโรครากเน่า	 หัวเน่าและลำาต้น
เน่ามันสำาปะหลัง	 และเม่ือวิเคราะห์ลำาดับนิวคลี
โอไทด์ของเชื้อราท่ีบริเวณ	 ITS	 rDNA	 และการ
วเิคราะห์ยนี	Tef-1α	 และ	RPB2	 เพ่ิม	 สำาหรบั
การจำาแนกเชือ้รา	Fusarium	spp.	สามารถจำาแนก
ชนิดของเชื้อราได้เป็น	F. solani,	F. incarnatum 
และ	N. dimidiatum	 นอกจากนี้	 การวิเคราะห์
ด้วยเครื่องหมาย	 ISSR	 แสดงให้เห็นว่า	 เช้ือรา
มีความหลากหลายและมีความผันแปรทั้งภายใน
ประชากร	และระหว่างประชากรของเชือ้ราแต่ละ
ชนิดที่มีการระบาดในพื้นที่ปลูกมันสำาปะหลัง

ค�าขอบคุณ
	 ขอขอบคณุ	สำานกังานพัฒนาวทิยาศาสตร์
และเทคโนโลยีแห่งชาติ	 (สวทช.)	 สนับสนุนเงิน
ทุนในการวิจัย	 (เลขที่โครงการ	 P-17-50122)	
ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง	 กรมวิชาการเกษตร	 ใน
การสนับสนุนท่อนพันธุ ์มันสำาปะหลังและพื้นที่
ในการทดลอง	 และภาควิชาโรคพืช	 คณะเกษตร	
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์	วทิยาเขตกำาแพงแสน	
จ.นครปฐม	ที่อนุเคราะห์เครื่องมืออุปกรณ์ต่าง	ๆ	
ที่สำาหรับการทดลองครั้งนี้
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