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บทคดัย่อ 

                 การศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการแยก Pythium และสกุลใกลเ้คียงในคลาส Oomycetes จากแหล่ง
อาศยัต่างๆ ไดแ้ก่ ดินป่าเส่ือมโทรม ดินป่าชายเลน ดินสวนเกษตร แหล่งน ้าจืดและน ้ ากร่อย ในบาง
พื้นท่ีของจงัหวดัจนัทบุรี ระยอง และตราด โดยใชอ้าหารจ าเพาะ จากการทดลองสามารถแยก 
Pythium และสกุลใกลเ้คียงไดท้ั้งหมดจ านวน 52 ไอโซเลท จากการจดัจ าแนกโดยอาศยัลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยาร่วมกบัเทคนิคทางอณูวิทยา สามารถระบุไดเ้ป็น Globisporangium splendens, Pythium 
acanthicum, Pythium catenulatum, Phytopythium cucurbitacearum, Phytopythium delicense, 

Phytopythium diclinum, Phytopythium longipapilum, Phytopythium myriotylum, Phytopythium 
torulosum, Phytopythium helicoides และ Phytopythium vexans  การวิเคราะห์ทางสายววิฒันาการท่ี
แบ่งกลุ่ม Pythium และสกุลใกลเ้คียงออกเป็นเคลด A-K ตามการจดัจ าแนกในปัจจุบนั พบวา่ไอโซเลทท่ี
แยกไดอ้ยูใ่นเคลด A, B, D, I และ K เป็นจ านวน 1, 12, 7, 11 และ 21 ไอโซเลทตามล าดบัซ่ึงไดแ้สดง
รายละเอียดไวใ้นรายงานฉบบัน้ี ในจ านวนน้ีพบวา่ G. splendens  ส่วนใหญ่จะแยกไดจ้ากดินสวน
เกษตรทั้งในจงัหวดัจนัทบุรี ระยอง และตราด และผลการทดสอบโรคพบวา่มีความสามารถในการ
ท าใหเ้กิดโรคสูง ประกอบกบัมีรายงานวา่สามารถก่อโรคในทุเรียนได ้จึงมีแนวโนม้สูงวา่สายพนัธ์ุน้ี
จะเป็น dominant species ในแถบน้ี   เม่ือศึกษาปัจจยัทางสภาพแวดลอ้ม ไดแ้ก่ ความเป็นกรด-ด่าง 
ปริมาณอินทรียวตัถุ ค่าการน าไฟฟ้า ความช้ืน และปริมาณไนโตรเจนในดิน พบวา่ความเป็นกรด-ด่าง 
และความช้ืนในดินมีอิทธิพลต่อปริมาณเช้ือ Pythium ในระดบัหน่ึง ส่วนปัจจยัอ่ืนยงัเห็นความสัมพนัธ์
ไม่เด่นชดัเน่ืองจากเป็นการเก็บขอ้มูลตามธรรมชาติ ซ่ึงค่าตวัแปรไม่เปล่ียนแปลงมากนกั

ช่ือเร่ือง ความหลากหลายทางชีวภาพและศกัยภาพในการเป็นตวัควบคุม
ทางชีวภาพของ Pythium spp. และ Oomycetes ท่ีแยกไดจ้ากบาง
พื้นท่ีในภาคตะวนัออกของประเทศไทย 
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                 ผลการคดัเลือก Pythium สายพนัธ์ุท่ีไม่ก่อโรค (non-pathogenic Pythium: NpP) หรือสายพนัธ์ุท่ี
มีความรุนแรงต ่า (hypo virulent Pythium: HvP) ไปทดสอบศกัยภาพในการเป็นตวัควบคุมโดยชีววธีิต่อ
โรครากเน่าจาก Pythium spp. พบวา่ได ้NpP 1 ไอโซเลท คือ P. catanulatum CHS-10 และ HvP 4 ไอ
โซเลท คือ P. acanthicum RYS-7, P. torulosum RYS-10, P. diclinum RYS-16 และ P. 
cucurbitacearum RYS-20     เม่ือทดสอบการสร้างความตา้นทานให้แก่พืชท่ีท าการกระตุน้ดว้ยเซลลท่ี์
ยงัมีชีวติดว้ย P. catenulatum CHS-10 และ P. diclinum RYS-16 นั้นมีความรุนแรงของโรคโคนเน่าราก
เน่าท่ีเกิดจากเช้ือ Pythium นอ้ยท่ีสุดเม่ือเทียบกบัสายพนัธ์ุอ่ืนๆ  พบวา่ท าใหก้ารเกิดโรคอยูท่ี่ 10-20% 
ในขณะท่ีชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือนั้นมีอาการโรคสูงท่ีสุด คือ 75%  รวมถึงยงัสามารถแพร่ขยาย
ลุกลามไปทัว่ทั้งโคนตน้ไดอ้ยา่งรวดเร็ว   เม่ือทดสอบความสามารถในการควบคุมราสาเหตุโรคพืชจาก 
Fusarium พบวา่ทรีตเมนตท่ี์ทดสอบดว้ย P. catenulatum ไอโซเลท CHS-10 มีอาการโรคนอ้ยท่ีสุด คืออยู่
ท่ีประมาณ 18%    จากการทดสอบความสามารถในการชกัน าใหพ้ืชเกิดความตา้นทานต่อเช้ือ 
Pythium สาเหตุโรคดว้ยช้ินส่วนเซลล ์พบวา่ทรีตเมนตท่ี์กระตุน้ดว้ยเซลลข์อง P. catenulatum ไอโซ
เลท RYS-10 นั้นมีความรุนแรงของโรคโคนเน่ารากเน่านอ้ยท่ีสุด แต่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบัชุด
ควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือ 

การชกัน าใหพ้ืชเกิดความตา้นทานต่อเช้ือ Fusarium สาเหตุโรค พบวา่ทรีตเมนตท่ี์ทดสอบ
ดว้ย P. acanthicum ไอโซเลท RYS-7 มีอาการโรคนอ้ยท่ีสุด คืออยูท่ี่ประมาณ 30% โดยมีกลไกการ
ยบัย ั้งแบบสภาวะการปรสิตในเช้ือรา (mycoparasite) นอกจากน้ีพบวา่ P. diclinum RYS-16 และ  
P. catenulatum CHS-10 อาจมีศกัยภาพในการชกัน าพืชใหเ้กิดความตา้นทานไดเ้ล็กนอ้ย ซ่ึง
การศึกษาในคร้ังน้ีท าใหไ้ดข้อ้มูลของเช้ือ Pythium และสกุลใกลเ้คียงท่ีพบในบางพื้นท่ีของประเทศ
ไทยมีความทนัสมยัและชดัเจนข้ึน อนัจะเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาวิจยั และน าไปใชท้างดา้น
การเกษตรต่อไป
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 ABSTRACT 

 This research aimed to study Pythium and related genera in class Oomycetes for their 
distribution, biodiversity, and benefit aspects as a biological control agent. The microorganisms 
were isolated from any habitable locations (cultivated soil, degraded forest soil, mangrove soil, 
mangrove, and stream water) in Rayong, Chanthaburi, and Trad provinces, Thailand. Fifty-two 
isolates were obtained and identified using morphological and molecular techniques, revealing that 
they belong to Globisporangium splendens, Pythium acanthicum, Pythium catenulatum, 

Phytopythium cucurbitacearum, Phytopythium delicense, Phytopythium diclinum, Phytopythium 
longipapilum, Phytopythium myriotylum, Phytopythium torulosum, Phytopythium helicoides and 
Phytopythium vexans.   According to phylogeny data, Pythium and related genera are classified into 
11 clades (A-K), and this study discovered that 1, 12, 7, 11, and 21 isolates belong to clades A, B, 
D, I, and K, respectively. This report describes the phylogenetic analysis of the isolates in each 
clade. Notably, all Globisporangium splendens (P. splendens) isolates were mostly isolated from 
orchard soil in Chanthaburi, Rayong and Trad provinces. G. splendens has been classified as a 
durian pathogen, and the result in this study revealed a high level of pathogenicity. In fact, it has 
the potential to become a dominant species in this region, as well as a major plant pathogen in the 
future. Environmental factors influencing the population of Pythium and related genera are being 
studied. Soil pH and moisture were the only variables found to be moderately correlated.
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Due to the samples were collected naturally, other soil parameters, such as organic matter, electrical 
conductivity, and nitrogen content, do not appear to be related. 
 Non-pathogenic Pythium (NpP) and hypo-virulent Pyhtium (HvP) were selected for 
potential usage as a biocontrol agent against to Pythium root rot and Fusarium wilt diseases, 
including, one-isolate of NpP, P. catanulatum CHS-10, and four-isolate of HvP, P. acanthicum 
RYS-7, P. torulosum RYS-10, P. diclinum RYS-16 and P. cucurbitacearum RYS-20.   In the 
induction of Pythium root rot resistance, using cell culture of NpP, P. catenulatum CHS-10, and HvP, P. 
diclinum RYS-16, were compared to other isolates.  The results indicated that both isolates presented 
lowest root rot severity (10-20%), while the rest inoculated control had the highest disease severity (75%), 
which were developed symptom rapidly.    Furthermore, induce resistance of the isolates to Pythium root 
rot disease was investigated.   It was discovered that the treatment treated with P. catenulatum CHS-10 cell 
culture presented the lowest disease severity (18%).   The ability of cell fragments of P. catenulatum 
RYS-10 to induce plant resistance was investigated and also found that the isolate presented the 
lowest disease severity, but slightly less than the inoculated control. 
 In terms of the ability of cell fragments to induce plant resistance to Fusarium wilt, the 
treatment tested with P. acanthicum isolate RYS-7 demonstrated the lowest disease severity 
(approximately 30%). Furthermore, the total plant weight is comparable to the inoculated control. 
According to the results, P. acanthicum RYS-7 can inhibit the growth of plant pathogens via 
mycoparasitism and may stimulate plant resistance to some extent. In addition, P. diclinum RYS-
16 and P. catenulatum CHS-10 were discovered to have the capacity to stimulate plant resistance 
at a limited level. All of the Pythium information in this report would help clarify and update 
prospect knowledge while also providing an advantage in agricultural applications.
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บทที ่1 

บทน า 
 

1.1 ความส าคญั และทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจิัย 

         จุลินทรียเ์ป็นส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กทีไม่สามารถมองเห็นไดด้้วยตาเปล่า สามารถจดัจ าแนกได้
ตามหลกัอนุกรมวิธาน (Taxonomy) เพื่อให้สามารถศึกษาและเขา้ใจล าดบัการวิวฒันาการไดอ้ยา่ง
ถูกต้อง โดยสามารถแบ่งได้เป็นสองกลุ่มใหญ่ๆ คือโปรคาริโอต (Prokaryote) และยูคาริโอต 
(Eukaryote) ตวัอยา่งของส่ิงมีชีวิตท่ีเป็นโปรคาริโอต ไดแ้ก่ อาร์เคีย (Archaea) แบคทีเรีย (Bacteria) 
มายโคพลาสมา (Mycoplasma) ซ่ึงอาร์เคียจะจดัให้อยู่ในโดเมน Archaea แบคทีเรียและมายโค
พลาสมาจดัใหอ้ยูใ่นโดเมน Bacteria ทีส่วนใหญ่จะมีความหลากหลายในการด ารงชีวติและสามารถ
สร้างอาหารไดเ้อง (autotroph) (นงลกัษณ์, 2552) ส่วนส่ิงมีชีวิตในกลุ่มยูคาริโอต ไดแ้ก่ โปรโตซัว 
เช้ือรา สาหร่าย พืช และสัตว ์โดยจดัให้อยู่ในโดเมน Eukarya (Woese et al., 1990) ซ่ึงการศึกษา
ล าดบัการวิวฒันาการพบว่าโดเมน Eukarya มีวิวฒันาการท่ีสูงกว่า สังเกตได้จากโครงสร้างและ
องคป์ระกอบเซลล์ท่ีมีความซบัซ้อน ตั้งแต่อดีตพบว่ามีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัโปรคาริโอตและ
ส่ิงมีชีวิตบางกลุ่มในยูคาริโอตเป็นจ านวนมาก ทั้งท่ีเป็นประโยชน์และเป็นโทษ เช่น การเป็นผูย้อ่ย
สลาย (decomposer) การเปล่ียนสารประกอบต่าง ๆใหก้ลายเป็นแร่ธาตุ (mineralization) การเป็นตวั
ควบคุมส่ิงมีชีวิตอ่ืน (biocontrol agent) อนัท าให้เกิดความสมดุลในระบบนิเวศน์ เป็นตน้ ซ่ึงจาก
ความแตกต่างในระดบัพนัธุกรรมจึงท าให้เกิดความหลากหลายในส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด นอกจากน้ี 
สภาพแวดลอ้มภายนอก ไดแ้ก่สภาพอากาศ แหล่งอาหาร ศตัรูตามธรรมชาติ หรือ host และความ
เปล่ียนแปลงภายในส่ิงมีชีวติ เช่นความผดิปกติของยีนและการกลายของโครโมโซมท่ีเกิดจากปัจจยั
ต่างๆ มากระตุน้ ก็เป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ีท าให้เกิดความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตชนิดนั้นๆ เช่นกนั 
ถึงแมว้า่จะเป็นส่ิงมีชีวติในสกุลเดียวกนั หรือวา่สายพนัธ์ุเดียวกนัก็ตาม 
         โดยทัว่ไป การศึกษาคุณสมบติัของจุลินทรียน์ั้นมุ่งเป้าไปท่ีเช้ือแบคทีเรีย แอคติโนไมซิส หรือ
เช้ือรา เน่ืองจากเป็นกลุ่มจุลินทรียท่ี์สามารถเพาะเล้ียงไดง่้ายและมีความหลากหลายสูง ไม่วา่จะเป็น
วงการสาธารณสุข การศึกษาทางดา้นส่ิงแวดลอ้ม หรือแมก้ระทัง่การวจิยัจุลชีพทางดา้นการเกษตร 
เช่นการศึกษารา Trichoderma spp. ในการเป็นปฏิปักษก์บัเช้ือสาเหตุโรคพืช ซ่ึงเช้ือดงักล่าวไดรั้บ
การศึกษามาอยา่งยาวนานตั้งแต่ก่อนปี 1930 (Howell, 2003) จนถึงปัจจุบนั และยงัมีแนวโนม้ท่ีจะถูก
วจิยัเพิ่มเติมต่อไปอีก (Martinez-Medina et al., 2017) หรือการศึกษาแบคทีเรียภายในรากพืชท่ี
ส่งเสริมการเจริญของพืชและการสร้างขนราก (Verma et al., 2017) เป็นตน้ อยา่งไรก็ตาม เป็นท่ี
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น่าสนใจวา่ส่ิงมีชีวติคลา้ยราในกลุ่ม Oomycetes นั้นยงัมีการศึกษาไม่มากเท่าท่ีควรทั้งท่ีมีความ
เป็นไปไดว้า่น่าจะมีศกัยภาพในการควบคุมโรคและมีผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มมากเช่นกนั 
         ส่ิงมีชีวิตคล้ายราในกลุ่ม Oomycetes เป็น Eukaryote ท่ีในอดีตจัดให้อยู่ในอาณาจักรรา 
(Fungi) แต่ในปัจจุบนัการศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมและล าดบัวิวฒันาการ ท าให้จุลินทรียก์ลุ่มดงักล่าวถูก
จดัแยกออกมาจากอาณาจกัร Fungi และจดัให้อยู่ในอาณาจกัร Chromista ซ่ึงเป็นกลุ่มส่ิงมีชีวิตท่ี
วิวฒันาการมาจากสาหร่าย และด ารงชีวิตอยูไ่ดใ้นแทบทุกระบบนิเวศ ส่ิงมีชิวิตกลุ่มน้ีสามารถพบ
ไดท้ั้งในดินและแหล่งน ้ า โดยมีหลายสายพนัธ์ุท่ีอาศยัเศษซากพืชเป็นแหล่งอาหาร รวมไปถึงยงั
สามารถเป็นปรสิตท่ีก่อโรคไดท้ั้งคนและสัตว ์ตวัอยา่งเช่นจุลินทรียบ์างชนิดในตระกูล Pythiaceae 
ท่ีสามารถเป็นได้ทั้ง necrotroph และ biotroph ตระกูล Peronosporaceae ท่ีเป็น hemibiotroph และ 
biotroph เป็นตน้ จากความสามารถในการอยู่อาศยัในพื้นท่ี ท่ีแตกต่างกนั ไม่วา่จะเป็นดินต่างชนิด
หรือแหล่งน ้ าในหลายรูปแบบ ทั้งทะเลสาบ น ้ ากร่อย หรือแมแ้ต่น ้ าทะเล จึงท าให้เช้ือจุลินทรียใ์น
กลุ่ม Oomycetes มีความหลากหลายสูง เป็น Eukaryotes ท่ีสามารถแพร่กระจายในหลายๆ แหล่ง
อาศยัท่ีประสบความส าเร็จในการด ารงชีพมากท่ีสุด (Thines, 2014) Oomycetes มีทั้งประโยชน์และ
โทษ  ตัวอย่างท่ีสามารถก่อโรคในพืชและสัตว์ เช่น Pythium aphanidermatum, Phytophthora 
infestans ท่ีเป็นเช้ือสาเหตุโรคพืชท่ีส าคญั Pythium insidiosum ท่ีก่อใหเ้กิดโรคพิทิโอซิส (Pythiosis) 
ในสัตว ์นอกจากน้ียงัมีอีกหลายสายพนัธ์ุท่ีรายงานว่ามีประโยชน์ เช่น Pythium oligandrum ท่ีมี
ความสามารถในการเป็นปฏิปักษแ์ละเป็นปรสิตของเช้ือราสาเหตุโรคพืช Legandidum sp. ท่ีใชใ้น
การควบคุมการเจริญของแมลง Pythium graminicola ท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อย
เซลลูโลส (cellulolytic enzyme) (Deacon, 1979) รวมถึงการมีแนวโน้มเป็นแหล่งผลิตโมเลกุล
ส าคญับางชนิดท่ีใช้ในวงการแพทย ์เช่น β-glucan (Barsanti et al., 2011) เป็นตน้ จากคุณลกัษณะ
ดงักล่าว จึงท าให้มีความเป็นไปไดว้่าเช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม Oomycetes เป็นอีกกลุ่มหน่ึงท่ีน่าสนใจ
ในการน ามาศึกษาความเป็นประโยชน์ ความเป็นโทษ และความหลากหลายทางชีวภาพ เพื่อท่ีจะ
ก่อให้เกิดแหล่งข้อมูลอ้างอิงใหม่ๆ อันจะเป็นประโยชน์ต่อวงการเกษตร สาธารณสุข และ
ส่ิงแวดลอ้มไดต่้อไปในอนาคต 
 

1.2  วตัถุประสงค์ 

         1.2.1 ศึกษาความหลากหลายของ Pythium spp. และสกุลใกลเ้คียงในกลุ่ม Oomycetes เพื่อเป็น
ขอ้มูลพื้นฐานในการน าไปใชป้ระโยชน์ในเชิงพาณิชยห์รืองานวจิยั 
         1.2.2 ศึกษาศกัยภาพในการเป็นจุลินทรียป์ฏิปักษ ์ และแนวทางในการน าไปใชค้วบคุมโรคพืช
โดยชีววธีิ 
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1.3 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
        1.3.1 ไดข้อ้มูลการกระจายตวัของ Pythium spp. และสกุลใกลเ้คียงในกลุ่ม Oomycete  
        1.3.2 ความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือและ พืชอาศยัเพื่อประโยชน์ทางการวิจยัในอนาคต 
        1.3.3 คน้พบสายพนัธ์ุท่ีมีศกัยภาพ หรือคน้พบแนวโนม้ในการคน้หาเช้ือสายพนัธ์ุใกลเ้คียงท่ีมี
ศกัยภาพในการเป็นตวัควบคุมทางชีวภาพชนิดใหม่ 
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บทที ่2 

งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1  จุลนิทรีย์ในคลาส Oomycetes 
         จุลินทรียใ์นคลาส Oomycetes นั้นเป็นส่ิงมีชีวติท่ีจดัเป็น eukaryote โดยรายงานปัจจุบนัจดัให้
อยูใ่นอาณาจกัร Chromista แตกยอ่ยเป็น subphylum Oomycota และมีช่ือคลาสวา่ Oomycetes 
(Schroeder et al., 2013) ซ่ึงเช้ือจุลินทรียใ์นคลาสดงักล่าวมีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือราท่ีแทจ้ริง (true 
fungi) แต่มีความแตกต่างกนัทางดา้นขององคป์ระกอบผนงัเซลล ์ โดย Oomycetes จะมีเซลลูโลส
และกลูแคนเป็นองคป์ระกอบ ในขณะท่ีเช้ือราทัว่ไปจะพบไคตินเป็นองคป์ระกอบ (Bartnicki-
Garcia, 1968; Thines, 2014) อีกทั้งยงัไม่พบการมีผนงักั้นเส้นใย (coenocytic hyphae) Oomycetes 
นั้นถูกกล่าวถึงมามากกวา่ 150 ปี โดยตลอดเวลาท่ีผา่นมาไดมี้การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา
และองคป์ระกอบทางชีวเคมีอยา่งต่อเน่ือง ท าใหส้ามารถทราบไดว้า่องคป์ระกอบทางผนงัเซลลข์อง
เช้ือจุลินทรียด์งักล่าวนั้นมีความคลา้ยคลึงกบัส่ิงมีชีวติในกลุ่มสาหร่าย นอกจากนั้นยงัพบวา่จุลินทรีย์
ดงักล่าวมีความเก่ียวขอ้งกบัส่ิงมีชีวติคลา้ยราอยา่ง Achlya และสาหร่ายสีน ้าตาล Ochromonas 
(Lévesque, 2011) โดยนอกจากองคป์ระกอบทางชีวเคมีท่ีใชจ้ดัจ าแนกเช้ือจุลินทรียด์งักล่าว ลกัษณะ
ทางสัณฐานวทิยาก็ยงัเป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ีช่วยใหส้ามารถสันนิษฐานและระบุเช้ือดงักล่าวไดช้ดัเจน
ยิง่ข้ึน โดยเฉพาะการมีแฟลกเจลลา (flagella) สองเส้นติดอยูก่บั zoospore แทนท่ีจะมีเพียงเส้นเดียว 
จึงท าใหส้ามารถกล่าวไดว้า่จุลินทรียใ์นคลาส  Oomycetes นั้นอยูใ่น subdomain Bikonta ซ่ึงเป็นกลุ่ม
ส่ิงมีชีวติท่ีสร้างแฟลกเจลลามากกวา่ 1 เส้น ท าใหมี้ส่วนคลา้ยกบัส่ิงมีชีวติในอาณาจกัร Straminipila 
(ภาพท่ี 2.1) ซ่ึงคลา้ยกบัพวกสาหร่ายทะเลมากกวา่กลุ่มส่ิงมีชีวติท่ีสร้างเส้นใย (filamentous 
microorganism) ในอาณาจกัร Mycota (Thines, 2014; Beakes et al., 2011)  
        Oomycetes สามารถเจริญได้ในแทบทุกระบบนิเวศ โดยสามารถอา้งอิงได้จากรายงานของ 
Thines (2014) ท่ีท าการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียใ์นกลุ่มดงักล่าวโดยการรวบรวมขอ้มูล
จากงานวจิยัหลายช้ิน โดยสามารถพบไดท้ั้งมหาสมุทร ป่าเขตร้อน พื้นท่ีเขตอบอุ่น พื้นท่ีก่ึงแหง้แลง้ 
หรือแมแ้ต่ทะเลทราย นอกจากนั้นยงัสามารถท่ีจะท าให้เกิดการหมุนเวียนของธาตุอาหารผา่นกระ
บวนการยอ่ยสลายและการใชป้ระโยชน์จากวตัถุอินทรีย ์(Kamoun, 2003) รวมไปถึงยงัสามารถท่ีจะ
อยูใ่นพื้นท่ีท่ีมีออกซิเจนต ่า และสามารถใชส้ารอาหารจากเศษซากของพืชโดยการเป็น saprotrophs 
อีกดว้ย ตวัอยา่งเช่นเช้ือท่ีอยูใ่นวงศ ์Pythiaceae ท่ีสามารถก่อให้เกิดโรคและท าให้เกิดอาการเซลล์
ตายในพืชได ้(necrotrophic pathogen)  
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ภาพที่ 2.1 สายวิวฒันาการของจุลินทรียใ์น superkingdom chromalveolate พวกท่ีสังเคราะห์แสง

ไดจ้ะอยูใ่นแถบสีส้ม ส่วนเคลดท่ีมีการวิวฒันาการจนสูญเสีย plastid จะแสดงดว้ยเส้น
สีแดง 

ท่ีมา Beakes et al. (2011)  

 

2.2 ววิฒันาการและการจัดกลุ่ม (phylogeny and classification) 
        Beakes et al. (2011) ได้รายงานไว้ว่า Oomycetes clades ท่ี เคยมีการศึกษามาถือว่าย ังไม่
ครอบคลุมสปีชีส์ทั้งหมด โดยสปีชีส์ส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่ม Peronosporomycetes ท่ีมีบรรพบุรุษ
แบ่งไดเ้ป็นสอง clade คือ Saprolegnialean และ Peronosporalean (Thines, 2014) (ภาพท่ี 2.2) โดย
อา้งอิงหลกัการจ าแนกไดด้งัน้ี (Crous et al., 2009) 
         2.2.1 Saprolegniomycetes  
                  ส่ิงมีชีวติคลา้ยราใน clade ใหญ่น้ีส่วนใหญ่มกัจะเป็นปรสิตในสัตว ์รวมไปถึงยงัสามารถ
ด ารงชีวิตเป็น saprophyte ได ้ตวัอย่างเช่น Saprolegnia parasitica, Verrucal vus, Pachymetra และ 
Aphanomyces โดย Aphanomyces สามารถวิวฒันาการและแบ่งไปไดอี้ก 3 กลุ่ม คือสามารถก่อโรค
ในสัตว์ ตวัอย่างเช่น Aphanomyces astaci ท่ีท  าให้เกิดโรคในล็อบสเตอร์น ้ าจืด นอกจากนั้นยงั
สามารถเป็น saprophyte และอีกกลุ่มเป็นสาเหตุโรคพืช เช่น โรครากเน่าในพืชตระกูลถั่ว 
(Leguminosae) ท่ีเกิดจาก Aphanomyces euteiches           
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          2.2.2 Peronosporomycetes 
                   เป็น clade ท่ีมีจ  านวนสปีชีส์ท่ีสามารถก่อโรคในพืชมากท่ีสุด ประกอบดว้ย subclass 
Peronosporomycetidae, Albuginomycetidae และ Rhipidiomycetidae  
                   2.2.2.1 Order Albuginales ในบางรายงานจดัใหอ้ยูใ่น order เดียวกนักบั Peronosporales 
โดยเช้ือในล าดบัน้ีอาจจดัให้อยูใ่นวงศ ์Albuginaceae ตวัอยา่งเช่น เช้ือ Albugo sp. ท่ีเป็นสาเหตุโรครา
สนิมขาว (white rust) ซ่ึงจดัจ าแนกโดยการสร้าง sporangiophore ท่ีไม่แตกแขนง รวมไปถึงยงัสร้าง 
sporangia ท่ีมีลกัษณะเป็นสายโซ่ และจะมีการสร้างอวยัวะพิเศษท่ีเรียกวา่ haustoria ท่ีจะช่วยให้
สามารถแทงผา่นผนงัเซลลข์องพืชและสร้าง sporangiophore รูปร่างคลา้ยกระบองอยูภ่ายใตช้ั้น 
epidermis ได ้ 
                    2.2.2.2 Order Peronosporales จดัจ าแนกโดยความสามารถในการสร้างเส้นใยท่ีแขง็แรง
กวา่เช้ือในล าดบั Saprolaginales, Leganidales และ Leptomiales โดย sporangia ของเช้ือในล าดบัน้ี
จะสร้างอยูบ่นเส้นใย หรือสร้างบน sporangiophore  
                                1) Pythiaceae สกุลท่ีส าคญั คือ Pythium sp. และ Phytophthora sp. (บางรายงาน
จดัให ้Phytophthora อยูใ่น peronosporaceae) ส่วนมากพบเป็นปรสิตในพืช (plant parasitic) รวมไป
ถึงอาศยัอยูใ่นเศษซากพืช ส าหรับเช้ือในสกุล Pythium sp. จะไม่มีการสร้าง zoospore ภายใน 
sporangia แต่จะสร้างภายในโครงสร้างพิเศษซ่ึงเกิดจากแรงดนัจากการเคล่ือนท่ีของ protoplasm 
ภายใน sporangia ท าให้เกิดการโป่งพอง (vesicle) โดยจะมีการสร้าง zoospore อยูภ่ายใน vesicle 
ดงักล่าว เม่ือ vesicle เกิดการแตกออก zoospore ก็จะเคล่ือนท่ีออกไปภายนอก ซ่ึง sporangia จะมีทั้ง
แบบเจริญอยูร่ะหวา่งเส้นใย (intercalary sporangia) หรืออยูส่่วนปลายของเส้นใย (terminal 
sporangia) ในขณะท่ี Phytophthora sp. จะมีการสร้าง zoospore ภายใน sporangia และไม่มีการสร้าง 
vesicle โดย sporangia จะสร้างอยูท่ี่ปลายของเส้นใยหรืออยูบ่น sporangiophore ท่ีแตกแขนง รูปร่าง
ของ sporangia จะเป็นแบบกลมไข่ (ovoid) หรือวา่รูปร่างคลา้ยผลเลมอน (lemon-shaped) ซ่ึง
สามารถมีและไม่มี papillae (ช่องเปิดท่ีปลาย sporangia) ก็ได ้
                               2) Peronosporaceae ส่ิงมีชีวติคลา้ยราในวงศน้ี์จะเป็นปรสิตพืชชั้นสูง เช่นเช้ือ
สาเหตุโรคราน ้าคา้ง (downy mildew) จ าแนกไดโ้ดยลกัษณะของการแตกแขนงของ sporangiophore 
ความสามารถในการแทงผา่นเซลลพ์ืชอาศยั sporangia มีรูปร่างแบบทรงกลมหรือทรงรี (oval) 
สามารถแพร่กระจายไปตามแรงลม หรือสามารถสร้าง zoospore หรืองอก germ tube ไดโ้ดยตรง 
ตวัอยา่งสกุลของเช้ือในวงศน้ี์ไดแ้ก่ Plasmopara sp. ในองุ่น Peronospora sp. ในพืชตระกูลแตง 
Bremia sp. ในผกัสลดั และ Sclerospora sp. ในพืชตระกูลหญา้ (Gramineae) 
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ภาพที ่2.2 ววิฒันาการและการจดักลุ่มของ Oomycetes  
ท่ีมา Thines et al., 2014 
 

2.3 ส่ิงมชีีวติคล้ายราในสกลุ Pythium sp. 
      2.3.1 การจัดหมวดหมู่ตามลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
               Pythium คือสกุลของส่ิงมีชีวติคลา้ยราท่ีอยูใ่นคลาส Oomycetes หรือ Peronosporomycetes 
โดยท่ีสามารถเรียกไดท้ั้ง 2 แบบ ข้ึนอยูก่บัรูปแบบการจดัหมวดหมู่ท่ีผูว้จิยันั้นๆอา้งอิง (Schroeder, 
2013) โดยสามารถจดัหมวดหมู่อนุกรมวธิาน (taxonomy) ไดด้งัน้ี 
        Kingdom: Chromista 
             Phylum: Oomycota 
                   Class: Oomycetes 
                           Order: Pythiales 
                                 Family: Pythiaceae 
                                       Genus: Pythium 
ท่ีมา Kirk (2008); Uzuhashi (2010) 
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               เช้ือ Pythium sp. จะสร้าง zoospore ภายในโครงสร้างพิเศษซ่ึงเกิดจากแรงดันจากการ
เคล่ือนท่ีของ protoplasm ภายใน sporangia ท าใหเ้กิดการโป่งพอง (vesicle) (Schroeder et al., 2012) 
(ภาพท่ี 2.3) โดยเม่ือ vesicle เกิดการแตกออก zoospore ก็จะเคล่ือนท่ีออกไปภายนอก ซ่ึง sporangia 
จะมีทั้งแบบเจริญอยูร่ะหวา่งเส้นใย (intercalary sporangia) หรืออยูส่่วนปลายของเส้นใย (terminal 
sporangia) โดย Crous et al. (2009) ไดแ้บ่งเช้ือดงักล่าวเป็น 4 กลุ่มตามลกัษณะของ sporangia ดงัน้ี 
(ภาพท่ี 2.4) 
               1.)  Sporangia ท่ี มี รูปร่างคล้ายเส้นใยท่ีไม่ มีการพองบวม (non-inflated filamentous 

sporangia) ซ่ึงเจริญมาจากเส้นใยปกติ (vegetative hypha) ตวัอยา่งเช่น Pythium dissotocum 

               2.) Sporangia ท่ีมีรูปร่างคล้ายเส้นใยท่ีมีการพองบวม (inflated filamentous sporangia) 

ตวัอยา่งเช่น Pythium aphanidermatum และ Pythium torulosum 

               3.) Sporangia ท่ีมีรูปร่างกลมแบบไม่แตกก่ิงกา้น (spherical, globose without proliferation) 

ตวัอยา่งเช่น Pythium ultimum var. sporangiiferum  

               4.)  Sporangia ท่ีมี รูปร่างกลมแบบแตกก่ิงก้านระหว่างเส้นใย ตัวอย่างเช่น Pythium 

ostracodes  

 
ภาพที ่2.3  Zoospore ใน filamentous sporangia 

ท่ีมา Schroeder et al. (2012) 

               นอกจากโครงสร้างสืบพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ Pythium sp. จะสามารถสร้างโครงสร้าง

สืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ ท่ีเรียกว่า oospore (Van der Plaats-Niter, 1981) ซ่ึงเกิดจากการท่ีเซลล์

สืบพนัธ์ุเพศผู ้(antheridium) ผสมกบัเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมีย (oogonium)โดยปกติ oospore จะมี 2 

ลกัษณะหลกั คือ แบบผนังเรียบ (smooth-walled) และผนังแบบขรุขระ หรือมีรูปร่างเป็นหนาม 

(ornamented) (ภาพท่ี 2.5) 

 

zoospore ภายใน vesicle 
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ภาพที่  2.4 ลักษณะของ sporangia และเส้นใยของ Pythium sp. A: Filamentous sporangia; B: 

Inflated filamentous sporangia ของ P. torulosum; C: Hyphal swelling ของ P. ultimum 

and D: Internally proliferating sporangium of ของ P. middletonii 

ท่ีมา Schroeder et al. (2012) 

 

ภาพที ่2.5 ลกัษณะของ oogonia และ oospores ของ Pythium sp. A: aplerotic oosphere ใน oogonium 

ผนังเรียบ; B: oogonium และ antheridia ใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน; C: intercalary 

oogonium แบบผนงัเรียบท่ีมี oosphere แบบ plerotic; D: oogonium แบบมีหนาม 

ท่ีมา Schroeder et al. (2012) 
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      2.3.2 การจัดหมวดหมู่  Oomycetes ทางอณูชีววิทยา โดยอ้างอิงจากต าแหน่ง  Internal 
transcribed spacer ( ITS)  ร ะห ว่ า งยีน  small-subunit ribosomal RNA และ  large-subunit 
ribosomal RNA  
                Internal transcribed spacer (ITS) เป็น spacer DNA หรือ DNA ส่วนท่ีไม่ถูกถอดรหสั ท่ี
อยูร่ะหวา่งล าดบัของยนี small-subunit ribosomal RNA กบั large-subunit ribosomal RNA เป็น
ต าแหน่งท่ีนิยมใชเ้พื่อออกแบบไพรเมอร์ หรือใชเ้ป็น molecular marker ส าหรับเช้ือราและ 
Oomycetes หลายชนิด (Schoch et al., 2012)  โดย rRNA ของยคูาริโอตนั้นประกอบไปดว้ยยนี 18S, 
5.8S, และ 28S rRNA ท่ีมกันิยมใชศึ้กษาความสัมพนัธ์ทางสายววิฒันาการ ซ่ึงต าแหน่งของ 
transcribed spacers รวมถึงต าแหน่งของยีน 5.8S จะถูกเรียกโดยรวมวา่ต าแหน่ง ITS (ITS region) 
ต  าแหน่งอ่ืนๆ เช่นยนี 18S nuclear ribosomal small subunit rRNA (SSU) และต าแหน่งบนยนี 28S 
nuclear ribosomal large subunit rRNA (LSU) เองนั้นก็มกัจะถูกน าไปศึกษาความสมัพนัธ์ทางสาย
ววิฒันาการเช่นกนั และมกัจะถูกน าไปใชศึ้กษาร่วมกบัต าแหน่ง ITS (ภาพท่ี 2.6) 
 

 
 
ภาพที ่2.6 Primer ท่ีไดจ้าก Internal transcribed spacer (ITS) บนยนี Ribosomal RNA ท่ีประกอบดว้ย 

small-subunit ribosomal RNA (SSU) กบั large-subunit ribosomal RNA (LSU)   
ท่ีมา: Bellemain et al. (2010) 

                ในปัจจุบนั ต าแหน่ง ITS มกัจะถูกใชเ้พื่อระบุสายพนัธ์ุของ Pythium spp. ถึงแมว้า่ล าดบั
ท่ีได้จากการใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากต าแหน่งชนิดดงักล่าวจะมีความแตกต่างกนัน้อย ท าให้
อาจจะสามารถใชศึ้กษาสายพนัธ์ุใกลเ้คียงกนั แต่ไม่สามารถบ่งบอกความแปรผนัภายในสายพนัธ์ุ
เดียวกนั (intraspecific variation) ได ้แต่ก็ยงัเป็นท่ีนิยมใชเ้น่ืองจากมีฐานขอ้มูลขนาดใหญ่ท่ีเขา้ถึงได้
ง่าย (Schroeder et al., 2013)  โดยงานวิจยัช้ินส าคญั ท่ีเป็นรากฐานให้กบัการจดัหมวดหมู่ในระดบั
วิว ัฒนาการให้กับ Pythium กับสกุลใกล้เ คียง ก็ คืองานของ  Lévesque and de Cock (2004) ท่ี
ท าการศึกษาความสัมพนัธ์ทางสายววิฒันาการของ Pythium หลายสปีชีส์ จนสามารถจดัแบ่งกลุ่มจน
ไดเ้ป็น 11 เคลด (clade A-K) (ภาพท่ี 2.7 และ 2.8) ดงัน้ี 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                เคลด A: เป็นเคลดของ Pythium ท่ีสร้าง sporangium แบบเส้นใยทั้งแบบพองและไม่พอง
บวม มักพบได้ในแหล่งน ้ า  เ ช่น  Pythium adhaerens, P. aphanidermatum, P. porphyrae และ 
Pythium deliense 
                เคลด B: เป็นเคลดท่ีมีขนาดใหญ่สุด สามารถแบ่งแยกเคลดย่อย (subclade) ลงไปไดอี้ก 
คือ B1 (B1a -B1e) และ B2 ซ่ึงก็คือการแบ่งเป็นกลุ่ม (cluster) บางกรณีก็เรียกว่าเป็น Pythium 
vanterpoolii กบั Pythium apleroticum-cluster แบ่งตามขอ้มูลทางล าดบันิวคลิโอไทด์ และรูปร่าง
ของ sporangium ท่ีเป็นเส้นใยแบบพอง และไม่พองบวม ตามล าดบั  
                เคลด C: Pythium ในเคลดน้ีมีอยู่เพียง 2 สปีชีส์เท่านั้น คือ Pythium grandisporangium 
และ Pythium insidiosum ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานและสายวิวฒันาการท่ีแตกต่างกัน นั่นคือมี 
sporangium แบบกลม (globose) กบัแบบเส้นใย 
                เคลด D: สร้าง sporangium แบบพองบวมอยูชิ่ดติดกนั (contiguous sporangium) จนคลา้ย
กบั hyphal swelling และลกัษณะเฉพาะท่ีส าคญัคือการสร้าง  oogonia แบบมีหนามแหลม (acute 
spine) ไม่ค่อยพบ antheridium หรืออาจสร้างติดแน่นไปกับ oogonium จนแทบจะเป็นช้ินส่วน
เดียวกนั (constricted) ส่วนใหญ่เป็นปรสิตในเช้ือราชนิดอ่ืน (mycoparasite) 
                เคลด E: แบ่งเป็น 2 เคลดย่อย คือ E1 (Pythium rostratifingens-clade) ท่ีมี sporangium 
แบบกลมท่ีแตกแขนง หรือมี hyphal swellings แบบกลม รวมถึง oogonium แบบผิวเรียบ และเคลด
ยอ่ย E2 (Pythium segnitium-clade) ท่ีสร้าง sporangium แบบทรงรี (ovoid) จนถึงแบบยาว (elongate) 
แบบไม่แตกแขนง ส่วนใหญ่แล้วจะสร้าง antheridium แบบเด่ียวท่ีอยู่บนเส้นใยเดียวกันกับ 
oogonium (hypogynous antheridium) 
                เคลด F: เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว ส่วนใหญ่เป็นเช้ือสาเหตุโรคพืช เช่น Pythium 
violae (ช่ือใหม่ Globisporangium violae; Uzuhashi et al., 2010) และ Pythium irregulare เป็นต้น 
โดยจะสร้าง sporangium แบบกลมไม่แตกแขนง สปีชีส์ส่วนใหญ่จะไม่สร้าง zoospore ซ่ึงสามารถ
พบไดใ้นบางคร้ังเท่านั้น  
                เคลด G: สร้าง sporangium แบบรีท่ีแตกแขนงภายในเส้นใย และมี oogonia แบบผวิเรียบ 
ยกเวน้ Pythium paddicum ท่ีสร้าง oospore แบบ ornamented ลกัษณะอ่ืนจะข้ึนอยูก่บัแต่ละสปีชีส์  
                เคลด H: สร้าง sporangium ทรงรีจนถึงแบบยาวท่ีแตกแขนงภายในเส้นใย มีขนาดใหญ่
มาก รวมถึงยงัสร้าง oogonium แบบ ornamented  
                เคลด I: ส่วนใหญ่ Pythium ในเคลดน้ีจะไม่สร้าง zoospore และไม่มีลกัษณะโครงสร้างท่ี
เด่นชัด เช่น Pythium splendens และ P. ultimum (ภายหลงัมีการเปล่ียนช่ือเป็น Globisporangium; 
Uzuhashi et al., 2010) 
                เคลด J: สร้าง sporangium ทรงกลมขนาดใหญ่ สร้าง oogonium แบบมีหนามทรงกรวย 
(conical spines) และมี oospore ท่ีมีผนังหนา แต่เคลดย่อยท่ีประกอบด้วย Pythium jasmonium, เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Pythium uniculatum และ Pythium polymastrum นั้นมีลกัษณะท่ีแตกต่างจาก Pythium spp. สปีชีส์
อ่ืนๆ  
                เคลด K: มีลกัษณะร่วมระหวา่งเช้ือ Pythium กบัเช้ือ Phytophthora โดยสร้าง sporangium 
แบบทรงกลมจนถึงทรงรีแบบมีปากเปิด  (papilla) และมักจะแตกแขนงภายในเส้นใย สร้าง 
oogonium ขนาดใหญ่ oospore มีผนงัหนา มี antheridium รูปร่างยาวเกาะดา้นขา้ง oogonium  

 

ภาพที ่2.7 แผนภูมิสายววิฒันาการของ Pythium spp. ท่ีสร้างข้ึนโดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลิโอไทด์บน
ต าแหน่ง ITS และต าแหน่ง 5.8S ของยนี rDNA  

                   ท่ีมา Lévesque and de Cock (2004) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที ่2.8 แผนภูมิสายววิฒันาการของ Pythium spp. ท่ีสร้างข้ึนโดยใชข้อ้มูลล าดบันิวคลิโอไทด์บน
ต าแหน่ง D1 และต าแหน่ง D3 ของยีน Large subunit ribosomal ribonucleic acid (LSU 
rRNA) โดยใชอ้ลักอริทึม maximum parsimony  

ท่ีมา Lévesque and de Cock (2004) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.4 ความหลากหลายทางถิ่นทีอ่ยู่อาศัยของ Pythium sp. 
       Pythium sp. นั้นสามารถอยูไ่ดใ้นระบบนิเวศท่ีหลากหลาย  เช่น สามารถอาศยัอยูใ่นดิน ไม่วา่จะ
เป็นดินป่า ทุ่งหญา้ หรือแมแ้ต่ดินท่ีใช้ท าการเกษตร นอกจากนั้นยงัพบว่าสามารถท่ีจะอาศยัอยูใ่น
แหล่งน ้ าจืด รวมไปถึงน ้ าตกไดอี้กดว้ย (Beakes et al., 2009) (ภาพท่ี 2.9) ซ่ึงจากความหลากหลาย
ในแหล่งท่ีอยูแ่ละความสามารถการอยูร่อดน้ีเอง จึงท าใหส้ามารถพบไดท้ั้งสายพนัธ์ุท่ีมีความสามารถ
ในการก่อโรคพืช (P. aphanidermatum และ P. ultimum) สายพนัธ์ุท่ีก่อโรคในสัตว ์(Phillips et al., 
2007) สายพนัธ์ุท่ีสามารถยบัย ั้งการเกิดโรคในรูปแบบของเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ ์(Paul et al., 2003;  
Karaca et al., 2008) และสามารถชกัน าให้เกิดความตา้นทานในพืช (Takenaka et al., 2006) รวมไป
ถึงยงัสามารถท่ีจะสร้างเอนไซม์ย่อยเศษซากพืชเพื่อน าไปใช้ประโยชน์ทางด้านส่ิงแวดล้อม 
(Deacon, 1979; Park, 1980) 
 

 
ภาพที่ 2.9 ความคล้ายคลึงของล าดับเบสของส่ิงมีชีวิตในคลาส Oomycetes กับ stramenopiles 

รวมถึงรูปแบบการด ารงชีพและแหล่งอาศยั เคลดหลกัจะเขียนอยูท่างดา้นขวาของภาพ 
แถบยาวท่ีมีหลายสีบ่งบอกถึงแหล่งก าเนิดและรูปแบบของการด ารงชีพ จะเห็นได้ว่า 
Oomycete ววิฒันาการมาจากทะเล และส่วนใหญ่ก็เป็นปรสิตในส่ิงมีชีวติอ่ืน 

ท่ีมา Beakes et al. (2011) 
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         2.4.1 ความสามารถในการก่อโรคในส่ิงมีชีวิตของเช้ือ  Pythium spp. และจุลินทรีย์ในคลาส 

Oomycetes 

                    Mendoza et al. (1993) รายงานวา่ P. insidiosum สามารถก่อให้เกิดโรคพิทิโอสิสใน
มนุษยแ์ละสัตวไ์ด ้ ซ่ึงแตกต่างจากเช้ือ Pythium สายพนัธ์ุอ่ืนๆ โดยผูป่้วยจะมีอาการแผลอกัเสบบน
ผวิหนงัและค่อยขยายตวั บางคร้ังอาจเป็นอนัตรายถึงชีวติได ้ โดยอาการโรคมกัจะเกิดข้ึนในช่วงฤดู
ฝน ส าหรับวธีิการทดลอง ผูว้จิยัไดท้  าการศึกษาวงจรชีวติของเช้ือดงักล่าวโดยปลูกเช้ือใส่ใบพืชและ
ช้ินส่วนผวิหนงัของมา้ก่อนจะน าไปตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ผลการทดลองแสดง
ใหเ้ห็นวา่ zoospore ของเช้ือมีการตอบสนองต่อผวิหนงัของมา้และเส้นผมของมนุษย ์ในขณะท่ีแทบ
จะไม่ตอบสนองต่อช้ินส่วนพืชบางชนิด (ภาพท่ี 2.10) 

 
ภาพที่ 2.10 แสดงวงจรชีวิตของ P. insidiosum ในธรรมชาติ  เร่ิมจากการท่ีอาศยักบัพืช (a) ท าการ

สร้าง sporangium ( b-d) และปลดปล่อย zoospore (รูป e) zoospores จะเคล่ือนท่ีหาส่ิง
เร้า ท าการคน้หาพืชอาศยัใหม่ ซ่ึงถา้หากมีมนุษยแ์ละสัตวเ์ขา้มาเป็นส่วนหน่ึงในวงจร 
(ส่วนล่างสุดของรูปภาพ)  zoospores จะถูกดึงดูดด้วยเน้ือเยื่อท่ีเกิดบาดแผล (รูป f) 
และจะท าการสลดัแฟลกเจลลาทิ้งเพื่อเกาะติดกบัเน้ือเยื่อโดยการสร้างสารเหนียวและ
พกัตวั (รูป g) และท าการงอก (รูป h คือการงอกในมนุษย ์และรูป I คือการงอกใน
สัตว)์ จนเกิดอาการพิทิโอสิส โดยในมา้จะพบการสร้างโครงสร้างบางอย่างท่ีเรียกว่า 
kunkers (รูป j)  

ท่ีมา Mendoza et al. (1993) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                    Phillips et al. (2007) กล่าววา่จุลินทรียห์ลายๆ สายพนัธ์ุในคลาส Oomycetes สามารถ
ส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มและเศรษฐกิจเน่ืองจากสามารถก่อโรคไดท้ั้งพืชและสัตว ์ ตวัอยา่งเช่น
เช้ือ Aphanomyces astaci ท่ีก่อโรคในเครยฟิ์ชน ้าจืด (Astacus astacus) หรือ P. insidiosum ท่ีท าให้
เกิดอาการแผลเน่าบนสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม โดยสามารถพบไดท้ัว่ไปในดินและแหล่งน ้ าทัว่โลก ช่ือ
ของโรคนั้นถูกเรียกพิทิโอสิส (pythiosis) อนัเป็นการแผลเร้ือรังบนผิวหนงัของสัตวห์ลายชนิดรวม
ไปถึงมนุษย ์ โดยเม่ือส่ิงมีชีวิตติดเช้ือจะเกิดอาการอกัเสบท่ีรักษาไดย้าก ถึงแมว้า่โอกาสเกิดโรคใน
มนุษยน์ั้นจะนอ้ย แต่วา่เม่ือผูป่้วยติดเช้ือแลว้มกัพบวา่มีอาการโรคท่ีรุนแรงมากเสมอ โดยใน
ประเทศไทยพบผูป่้วยเป็นโรคพิทิโอสิสมากกวา่ 100 ราย       
                    Adhikari et al. (2013) ไดท้  าการศึกษาจีโนมของส่ิงมีชีวติในอาณาจกัร Stramenopile 
และท าการเปรียบเทียบเพื่อส ารวจคุณสมบติัท่ีจะเช่ือมโยงไปถึงการด ารงชีวิตแบบเช้ือสาเหตุโรค 
เช่น การสร้าง effector และเอนไซมย์อ่ยสลายผนงัเซลลใ์น Phytophthora sp. การสร้างเอนไซมย์อ่ย
สลายโปรตีนและการส่งสัญญาณใน Pythium sp. เป็นตน้ โดยผูว้จิยัไดก้ล่าวเอาไวว้า่เช้ือจุลินทรียใ์น
คลาส Oomycetes นั้นสามารถก่อโรคไดท้ั้งพืช สัตว ์แมลง สัตวน์ ้า สัตวมี์ปลอ้ง แมลง สาหร่ายและ
จุลินทรียห์ลายชนิด โดยกลุ่มท่ีก่อโรคในพืชนั้นสามารถก่อใหเ้กิดความเสียหายกบัพืชได ้ เช่นการ
ลดลงของผลผลิตธญัพืช โดยสปีชีส์ท่ีก่อใหเ้กิดความเสียหายมากท่ีสุดคือ  Aphanomyces, 
Peronospora, Phytophthora, Plasmopara, Pseudoperonospora และ Pythium     
                     Kamoun et al. (2016) ไดจ้ดัท ารายงานเก่ียวกบัผลลงคะแนนของนกัวทิยาศาสตร์จาก
สิบหา้ประเทศเก่ียวกบั Oomycetes สายพนัธ์ุท่ีก่อใหเ้กิดโรคพืชอนัมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจและ
วงการวทิยาศาสตร์จ านวนทั้งหมด 33 สายพนัธ์ุ พบวา่มี Oomycetes 10 สายพนัธ์ุท่ีไดรั้บคะแนน
สูงสุดคือ 
             อนัดบัหน่ึง  Phytophthora infestans,  
 อนัดบัสอง  Hyaloperonospora arabidopsidis และ Phytophthora ramorum  
 อนัดบัสาม  Phytophthora sojae  
 อนัดบัส่ี  Phytophthora capsica  
 อนัดบัหา้ Plasmopara viticola  
 อนัดบัหก Phytophthora cinnamomi  
 อนัดบัเจด็ Phytophthora parasitica  
 อนัดบัแปด  Pythium ultimum และ Albugo candida  
        โดยเช้ือทั้ง 10 สายพนัธ์ุนั้นถือวา่เป็นเช้ือสาเหตุโรคพืชท่ีรุนแรงทั้งส้ิน ตวัอยา่งเช่น Ph. 
infestans ท่ีก่อให้เกิดโรคไหมใ้นมนัฝร่ัง (potato late blight) ซ่ึงเคยท าให้ผูค้นในไอร์แลนด์ทวีป
ยุโรปกว่า 750,000 คนต้องประสบกว่าสภาวะอดอยากและเกิดการยา้ยถ่ินฐาน ถือเป็นหน่ึงใน
เหตุการณ์ส าคัญท่ีเรียกว่าทุพภิกขภัยคร้ังใหญ่ในไอร์แลนด์ (Irish Famine) (Zadoks, 2009) ซ่ึงเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อันตรายคร้ังใหญ่ในหน้าประวติัศาสตร์ท่ีเกิดจาก Ph. infestans น้ีเองท่ีเป็นจุดก าเนิดให้เกิด
การศึกษาทางโรคพืช โดยตวัอย่างเช้ืออ่ืนๆ ในคลาสน้ี คือ P. ultimum ท่ีก่อให้เกิดโรคโคนเน่าใน
พืชอาศยักวา่ 300 ชนิด  
 
          2.4.2 ความสามารถในการเป็นปรสิตของเช้ือ Pythium sp. และความสามารถในการเป็นตัว

ควบคุมทางชีวภาพ  

                    การศึกษาเช้ือจุลินทรียใ์นสกุล Pythium sp. นอกจากจะมีความสามารถในการก่อโรค
แลว้ ยงัมีรายงานศึกษาเก่ียวกบัความสามารถในการเป็นปฏิปักษก์บัเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืน รวมไปถึง
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญและการกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานอีกดว้ย โดยรายช่ือ
ของ Pythium ท่ีเป็นประโยชน์ท่ีเคยมีการศึกษามีดงัน้ี Pythium acanthicum (Deacon et al., 1978), 
Pythium acanthophoron,  Pythium bifurcatum ( Paul, 2003) , Pythium citrinum ( Paul, 2004) , 
Pythium lycopersicum (Karaca et al., 2008), Pythium mycoparasiticum (Jones and Deacon, 1994), 
Pythium nunn (Fang and Tsao, 1994) , Pythium oligandrum,  Pythium paroecandrum (Paul et al., 
2003),  Pythium periplocum (Ali-Shtayeh, 1999) และ Pythium radiosum (Paul 1999) โดย Pythium 
บางชนิด จะมีศกัยภาพในการเป็นตวัควบคุมทางชีวภาพโดยกลไกหลายๆแบบ (Sayed et al., 2021) 
เ ช่น Pythium oligandrum ท่ี มีความสามารถในการเข้าท าลายเ ช้ือสาเหตุโรคในดิน โดยมี
กระบวนการหลกัๆ คือ การแยง่ครอบครองพื้นท่ีอาศยั ความสามารถทางดา้น mycoparasitism ท่ีจะ
พนัรัดเส้นใยของเช้ือสาเหตุโรค รวมถึงหลัง่เอนไซม์ย่อยสลายเส้นใย เช่น glucanase, cellulase, 
chitinase และ  protease การส ร้างโปรตีน tryptophan คล้ายฮอร์โมน auxin และ  Indole-3-
acetaldehyde (auxin like tryptophan and indole acetaldehyde) ท่ีจะถูกปรับเปล่ียนเป็น tryptamine 
(TNH2) เพื่อช่วยกระตุ้นการเจริญของพืช รวมถึงการหลั่งโปรตีน oligandrin และ elicitin-like 
protein เพื่อกระตุน้ความตา้นทาน   
                   Berry et al. (1993) ได้ศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือ P. oligandrum และเช้ือราเหตุ
โรคในสกุล   Pythium spp. จ านวน 4 สายพันธ์ุ  คือเ ช้ือ  P. ultimum, Pythium vexans, Pythium 
graminicola และ P. aphanidermatum โดยการเล้ียงดว้ยเทคนิค slide culture และศึกษาปฏิสัมพนัธ์
ผ่านกล้องจุลทรรศน์ จากผลการทดลองพบว่าเช้ือ P. oligandrum พนัรัดเช้ือ Pythium ท่ีเป็น host 
และเจาะเขา้ไปภายในเส้นใยภายในเวลา 50 นาทีหลงัจากท่ีพนัรัด โดยเช้ือท่ีมีความอ่อนแอต่อการ
ถูกพนัรัดและไดรั้บผลกระทบจากการเขา้ท าลายนอ้ยท่ีสุดคือเช้ือ P. aphanidermatum รองลงมาคือ 
P. graminicola ส่วนเช้ือท่ีอ่อนแอท่ีสุดคือ P. vexans และ P. ultimum  
                    Fang and Tsao (1994) ไดร้ายงานวา่เช้ือ P. nunn สามารถด ารงชีพเป็นปรสิตในเส้นใย 
sporangia chlamydospore และโครงสร้างท่ีใช้สืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศของเช้ือ Phytophthora 
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cinnamomi, Phytophthora citrophthora และ Ph. parasitica รวมไปถึงยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญได ้
โดยเม่ือท าการทดสอบเพื่อตรวจดูความหนาแน่นของเช้ือสาเหตุและเช้ือปฏิปักษใ์นกระถางทราย
ผสมกบัพีทมอส พบว่าเม่ือท าการเติมอินทรียวตัถุ (ขา้วโอต้บด 1%) ลงไปในทรายผสมดงักล่าว 
เช้ือจุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มมีปริมาณท่ีเพิ่มข้ึน โดยปริมาณของเช้ือ Ph. parasitica ไอโซเลต T593 จะ
มีความสัมพนัธ์ทางจ านวนกบัเช้ือปฏิปักษ ์ซ่ึงจะเพิ่มข้ึนเม่ือท าการเติมอินทรียวตัถุ แต่จะลดลงเม่ือ
เล้ียงร่วมกบั P. nunn ยกเวน้ในเช้ือ Ph. parasitica ไอโซเลท T131 ท่ีไม่มีการลดปริมาณลง ทวา่เม่ือ
ทดสอบความสามารถของ P. nunn ในการควบคุมโรครากเน่าในดอกกุหลาบพนัปี และตน้ส้ม 
พบว่าเช้ือ P. nunn ท่ีมีความเขม้ขน้ของช้ินส่วนขยายพนัธ์ุ 1000  ช้ินต่อดินหน่ึงกรัมสามารถท่ีจะ
ยบัย ั้งอาการเน่าของตน้ส้มได ้แต่ไม่มีประสิทธิภาพเม่ือทดสอบกบัดอกกุหลาบพนัปี นอกจากนั้นยงั
ท าใหก้ารเจริญของตน้อ่อนลดลงอีกดว้ย  
                     Jones and Deacon (1994) ได้ศึกษาความสามารถของเช้ือ P. acanthophoron และ P. 
oligandrum โดยพบว่าเช้ือทั้ งสองชนิดสามารถพนัรัด แทงผ่าน และย่อยสลายเส้นใยของเช้ือ 
Fusarium oxysporum ได ้โดย P. acanthophoron สามารถเจริญทบัเส้นใยของเช้ือราอ่ืนท่ีเจริญอยู่
ก่อนหนา้บนผิวหนา้อาหาร ซ่ึงให้ผลคลา้ยกบั P. oligandrum และ P. mycoparasiticum แต่แตกต่าง
กนัตรงท่ีสามารถเจริญไดไ้ม่เท่ากนับน slide culture ซ่ึงเม่ือท าการเล้ียงเช้ือบนอาหารเหลว พบว่า
เช้ือทั้งสามชนิดมีความทนทานต่อโซเดียมคลอไรด์นอ้ยกวา่ Pythium ท่ีเป็นเช้ือสาเหตุโรค นัน่ก็คือ 
P. aphanidermatum, P. ultimum และ P. graminicola อย่างไรก็ตาม จากความสามารถในการเป็น
ปรสิตในเช้ือรา เช้ือ P. acanthophoron จึงเป็นอีกหน่ึงเช้ือจุลินทรียท่ี์มีแนวโนม้วา่จะมีประโยชน์ใน
แง่ของการเป็นเช้ือปฏิปักษ ์ 
                    Ali-Shtayeh et al. (1999) ศึกษาความสามารถในการเป็นปรสิตในเช้ือราของ P. 
acanthicum, P. oligandrum และ P. periplocum ซ่ึงเช้ือดงักล่าวแสดงคุณลกัษณะในการเป็นปฏิปักษ์
เช้ือ Pythium อ่ืนหลายสปีชีส์ ตวัอยา่งเช่น P. ultimum ท่ีจะอ่อนแอต่อ P. periplocum มากท่ีสุด และ
จากการทดสอบดูการส่งเสริมการเจริญ รวมไปถึงการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุเม่ือท าการปลูกเช้ือลงใน
แตงกวา พบว่า P. oligandrum และ P. periplocum สามารถเพิ่มอตัราการงอกของเมล็ดพนัธ์ุ และ
ช่วยป้องกนัตน้อ่อนจากอาการโคนกลา้เน่า 
                    Benhamou et al. (1999) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือ P. oligandrum กบัเช้ือราและ
ส่ิงมี ชีวิตคล้ายราในคลาส oomycte ท่ี เ ป็นสาเหตุโรคพืชในดิน ได้แก่ เ ช้ือ  P. ultimum, P. 
aphanidermatum, F. oxysporum, Verticillium albo-atrum, Rhizoctonia solani และ  Phytophthora 
megasperma ดว้ยการตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนเพื่อดูความสามารถในการเป็นปรสิต
ของ P. oligandrum กบัเช้ือกลุ่มดงักล่าว โดยพบว่า P. oligandrum มีปฏิสัมพนัธ์แบบปฏิปักษ์กบั
จุลินทรียทุ์กชนิด ยกเวน้ Ph. megasperma โดยจะเกิดการยอ่ยสลายของผนงัเซลลใ์นเช้ือ P. ultimum 
นอกจากนั้นยงัก่อให้เกิดความเสียหายของ protoplasm ในเช้ือ   F. oxysporum  ซ่ึงคลา้ยคลึงกบัเช้ือ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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R. solani  ท่ีผนังเซลล์ของเช้ือท่ีประกอบด้วยไคตินนั้นเกิดความเสียหาย ส าหรับกรณีของ Ph. 
megasperma ถึงแมจ้ะไม่พบการสัมผสักนัของเส้นใย แต่พบวา่เส้นใยของเช้ือสาเหตุนั้นไดรั้บความ
เสียหายอยา่งรุนแรง สาเหตุอาจเป็นเพราะ hydrolytic enzyme ท่ี P. oligandrum สร้างข้ึน 
                    Paul (1999) ใช้เช้ือ Pythium radiosum ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Botrytis cinerea 
ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคราสีเทาในองุ่น โดยเช้ือราปฏิปักษ์ดงักล่าวสามารถท่ีจะเจริญเขา้ไปภายใน
เส้นใยของเช้ือสาเหตุและท าความเสียหายต่อ protoplasm และเม่ือท าการทดสอบปลูกเช้ือบนใบ
องุ่น (detach leaves) พบว่าอาการโรคจากเช้ือ B. cinerea บนใบท่ีท าการปลูกเช้ือร่วมกับ P. 
radiosum  มีความแตกต่างกบัชุดควบคุมท่ีปลูกเช้ือสาเหตุเพียงอย่างเดียว นอกจากนั้นในปี 2003 
และ 2004 (Paul, 2003; Paul, 2004) ยงัมีการคน้พบเช้ือสปีชีส์ใหม่ในสกุล Pythium sp. ท่ีมีช่ือวา่ P. 
citrinum จากสวนองุ่นในเขตเบอร์กันดีและสามารถแยก P. paroecandrum ไอโซเลท B-30 จาก
ตวัอยา่งดินท่ีปลูกขา้วสาลีในประเทศประเทศฝร่ังเศส โดยไดท้  าการทดสอบความสามารถในการ
เป็นปฏิปักษ์กบัเช้ือ Botrytis cinerea ดว้ยเทคนิคเล้ียงเช้ือร่วมบนสไลด์ หรือ slide culture พบว่ามี
ความเสียหายของเส้นใยเช้ือสาเหตุเม่ือน าไปตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และจากการทดสอบปลูก
เช้ือบนใบพืช  พบวา่อาการแผลเน่าบนใบท่ีท าการปลูกเช้ือ  P. citrinum ร่วมดว้ยนั้นมีขนาดเล็กกวา่
ใบท่ีปลูกเช้ือดว้ย B. cinerea เพียงอยา่งเดียว นอกจากนั้น เม่ือท าการตรวจสอบและหาล าดบันิวคลิ
โอไทด์ของเช้ือด้วยวิธีการทางโมเลกุล พบว่า P. citrinum มีล าดับท่ีแตกต่างจากเช้ือในวงศ์ 
Pythiaceae สกุลอ่ืนๆ แต่มีลักษณะทางสัณฐานท่ีคล้ายคลึงกับเช้ือ P. montanum ซ่ึงมีการสร้าง 
sporangia แบบทรงกลม (spherical) กลมรี และลกัษณะคลา้ยผลมะนาว (lemoniform) และในการ
ใชเ้ช้ือ P. paroecandrum ไอโซเลท B-30  ก็ให้ผลท่ีคลา้ยคลึงกนั จากผลการทดลองดงักล่าวจึงอาจ
กล่าวได้ว่าเช้ือราปฏิปักษ์ในสกุล Pythium spp. ทั้ งสามชนิดนั้นไม่เป็นอันตรายต่อต้นพืช ซ่ึง
สามารถน ามาคน้ควา้เพิ่มเติมและวจิยัร่วมกบัพืชชนิดอ่ืนได ้
                    Karaca et al. (2008) ไดแ้ยกเช้ือ P. lycopersicum ซ่ึงเป็นเช้ือในสกุล Pythium สายพนัธ์ุ
ใหม่และศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา รวมไปถึงศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณต าแหน่ง 
internal transcribed spacer (ITS) ซ่ึงเช้ือดงักล่าวได้มาจากตวัอย่างดินจากเขตอิสปาร์ตาของตุรกี 
จากการศึกษาล าดับของนิวคลีโอไทด์จึงพบว่าเช้ือ P. lycopersicum มีความคล้ายคลึงกบัเช้ือ P. 
oligandrum ซ่ึงเม่ือน าไปศึกษาความสามารถในการเป็นปรสิตในเช้ือราสาเหตุโรค Botrytis cinerea 
พบวา่สามารถท่ีจะยบัย ั้งและสร้างความเสียหายใหก้บัเช้ือสาเหตุได ้  
                     Rey et al. (2009) ได้รายงานว่าเช้ือ P. oligandrum มีความสามารถในการแทงผ่าน
เซลล์เน้ือเยื่อบริเวณรากไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยเพื่อท่ีจะเพิ่มประสิทธิภาพของเช้ือจุลินทรีย์
ปฏิปักษ ์ผูว้จิยัจึงใชเ้ช้ือ P. oligandrum, F. oxysporum และ Trichoderma harzianum ร่วมกนัในการ
ควบคุมโรคราสีเทาท่ีเกิดจาก B. cinerea ในตน้มะเขือเทศ โดยผูว้ิจยัไดพ้บความแตกต่างระหว่าง
การทดลองในห้องปฏิบติัการและในแปลงทดลอง ซ่ึงจากการทดสอบภายในห้องปฏิบติัการเพื่อเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ศึกษาความสัมพนัธ์ของเช้ือราปฏิปักษท์ั้งสามสกุลนั้น พบวา่เช้ือ T. harzianum และ  F. oxysporum 
ท าให้ไซโตพลาสซึมของเช้ือ P. oligandrum เกิดความเสียหาย ในขณะท่ีเม่ือท าการทดสอบใน
แปลงทดลองเพื่อศึกษาความสามารถในการอาศยักบัรากพืช (root colonization) พบวา่เม่ือเซลลข์อง 
P. oligandrum อยูห่่างจากเซลลข์อง F. oxysporum ในระยะท่ีเหมาะสม หรือประมาณ 4 ไมโครเมตร 
เช้ือราปฏิปักษ์ดงักล่าวจะไม่เกิดความเสียหายใดๆ ในขณะท่ีจะไดไ้ดรั้บความเสียหายเม่ือท าการ
เล้ียงร่วมกบั T. harzianum และเม่ือท าการเล้ียงเช้ือทั้ง 3 ร่วมกนัในบริเวณเขตราก พบว่าเช้ือ T. 
harzianum, F. oxysporum และ P. oligandrum สามารถครอบครองพื้นท่ีบริเวณส่วนรากไดม้ากกวา่ 
82%, 77% และ 50% ตามล าดบัโดยหลงัจากท าการตรวจความรุนแรงของโรคราสีเทา พบว่าทรีต
เมนต์ท่ีใช้เช้ือ P. oligandrum ร่วมกบั T. harzianum นั้นมีความรุนแรงของโรคน้อยท่ีสุดเม่ือเทียบ
กบัทุกทรีตเมนต์ อย่างไรก็ตาม พบว่าผลการใชเ้ช้ือปฏิปักษทุ์กชนิดนั้นท าให้อาการโรคลดลงเม่ือ
เทียบกับชุดควบคุมท่ีปลูกเช้ือเพียงอย่างเดียว และมีการแสดงออกของ  pathogenesis-related 
proteins (PR-proteins) ท่ีใกลเ้คียงกนัทุกทรีตเมนต์ หรือกล่าวไดว้่าพืชเกิดกระบวนการตา้นทานท่ี
เกิดจากการกระตุน้โดยเช้ือจุลินทรีย ์(systemic plant resistance) แมว้่าจุลินทรียท์ั้งสามชนิดจะไม่
ส่งเสริมความสามารถกนัและกนัก็ตาม  
                    Vallance et al. (2009) ไดศึ้กษาประชากรของเช้ือราและจุลินทรียใ์นคลาส Oomycetes 
หลงัจากท่ีท าการใส่  P. oligandrum สามสายพนัธ์ุลงไปบริเวณเขตรากของตน้มะเขือเทศท่ีปลูกใน
ระบบปลูกพืชโดยไม่ ใช้ดิน  ซ่ึ งทั้ งสามสายพัน ธ์ุของเ ช้ือ  P. oligandrum ถูกคัด เ ลือกจาก
ความสามารถในการสร้าง oospore ซ่ึงเป็นโครงสร้างท่ีเกิดข้ึนเพื่อการอยูร่อด การสร้าง tryptamine 
ท่ีมีโครงสร้างคลา้ยกบัฮอร์โมน auxin  และการสร้าง oligandrin (glycoprotein elicitor) ผูท้ดลองได้
ท าการใชเ้ทคนิคนบัจ านวนโดยตรง (direct count) และ Real-time PCR  ในการนบัจ านวนจุลินทรีย ์
รวมถึงยงัได้วิเคราะห์ population dynamics ดว้ยการใช้ Inter simple sequence repeats (ISSR) และ
การวิเคราะห์ Single-strand conformation polymorphism (SSCP) โดยพบว่าสายพนัธ์ุท่ีมีมากท่ีสุด
คือสายพนัธ์ุท่ีสามารถสร้าง oospores ไดน้อ้ยท่ีสุด และไดส้ังเกตวา่ประชากรเช้ือราในบริเวณนั้นมี
การเพิ่มข้ึนตลอดเวลา โดยพบวา่ไม่มีความแตกต่างใดๆ ของนิเวศวิทยาของจุลินทรีย ์ยกเวน้เช้ือรา
ในคลาส Oomycetes ท่ีเป็นสาเหตุโรครอง (minor pathogen) ท่ีมีช่ือวา่ Pythium dissotocum 
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           2.4.3 ปฏิสัมพันธ์ระหว่างพืชและเช้ือสาเหตุโรคในระดับโมเลกุล และความสามารถของ 
elicitin และ elicitin-like protein ในการกระตุ้นให้พืชเกดิความต้านทาน 
                    กลไกป้องกนัตนเองในรูปแบบใดก็ตาม จ าเป็นตอ้งมีปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งโมเลกุลของ
เช้ือสาเหตุและพืชอาศยัก่อนจึงจะแสดงผลการตา้นทานออกมาในรูปแบบต่างๆ โดยพืชนั้นมีระบบ
ป้องกนัตวัเองแตกต่างจากสัตว ์นัน่คือไม่มี antigen-antibody interaction จึงจ าเป็นตอ้งพึ่งพาการส่ง
สัญญาณระหว่างเซลล์ด้วยสารชีวโมเลกุล โดยพืชจะมีโปรตีนส าคญั คือ transmembrane pattern 
recognition receptor (PRRs) หรือโปรตีนตัวรับ (receptor) บนเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีช่วยในการจดจ า
โมเลกุลของเช้ือสาเหตุโรคหรือจุลินทรีย์ต่างๆ ได้แก่ MAMPs (microbe associated molecular 
patterns เป็นโมเลกุลท่ีเป็นองคป์ระกอบส่วนใดส่วนหน่ึงเช้ือจุลินทรียท่ี์อาจเป็นทั้งสาเหตุและไม่ใช่
สาเหตุโรค) PAMPs (pathogen associated molecular patterns โมเลกุลท่ีเป็นองค์ประกอบของเช้ือ
สาเหตุโรค) หรือ DAMPs (damage-associated molecular patterns) ซ่ึงโมเลกุลดังกล่าวสามารถ
เป็นได้ทั้งองค์ประกอบของผนังเซลล์ เช่น ไคติน เซลลูโลส หรือโปรตีนต่างๆ ท่ีพืชจะจดจ าใน
ฐานะโมเลกุลแปลกปลอม (non-self-molecules) (Jones and Dangl, 2006) เราสามารถเ รียก
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนตัวรับกับโมเลกุลอ่ืนท่ีมีความจ า เพาะต่อกันว่า receptor-ligand 
interaction ส าหรับในบางกรณี เช้ือสาเหตุเองก็สามารถพฒันากลไกในการก่อโรคมากข้ึน ดว้ยการ
เปล่ียนแปลงโปรตีนก่อโรค สร้าง effector หรือหลอกล่อไม่ให้พืชสามารถจดจ า (recognize) 
โมเลกุลของเช้ือได ้และพืชเองก็สามารถพฒันาตนเองเพื่อตอบสนองต่อเช้ือสาเหตุไดเ้ช่นกนั โดย
ปัจจุบนัก็มีหลายรายงานท่ีพยายามจะขยายความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือสาเหตุและพืชอาศยัให้ชดัเจน 
จึงน าไปสู่การสร้างโมเดลเชิงแนวคิด (conceptual model) แบบต่างๆ ท่ีอา้งอิงมาจากแนวคิดท่ีว่า 
ความสัมพันธ์ระหว่างพืชและเ ช้ือสาเหตุนั้ น  อยู่ในรูปแบบของการวิว ัฒนาการร่วมกัน 
(coevolutionary) เช่น zig-zag model (Jones and Dangl, 2006; ภาพท่ี 2.11), invasion model (Cook 
et al., 2015; ภาพท่ี 2.12) หรือ guard and decoy model (Van der Hoorn and Kamoun, 2008) เป็นตน้   
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ภาพที่ 2.11 zigzag model ท่ีใช้อธิบายความสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือสาเหตุและพืชอาศยั เร่ิมจากท่ี

โมเลกุลของเช้ือถูกจดจ าไดโ้ดยโปรตีน PRR ของพืช ท าให้เกิดความตา้นทาน (PAMP-
triggered immunity (PTI) หรือ MAMP-triggered immunity (MTI) และเช้ืออาจพฒันา
ตัว เองส ร้างโปรตีน effector (สีแดง )  ท า ให้ไม่ เ กิด  PTI (เ กิด  effector-triggered 
susceptibility (ETS) โดยหากพืชสามารถปรับตัวและวิวฒันาการจนสามารถจดจ า
โปรตีน effector พืชก็สามารถเกิดความต้านทานท่ีเกิดจากการกระตุ้นด้วย effector 
(effector-triggered immunity (ETI) และทั้ งพืชหรือเช้ือก็มีโอกาสท่ีจะพัฒนาตนเอง
เพื่อใหเ้กิดความตา้นทาน (ETI) หรือความอ่อนแอ (ETS) ข้ึนอีกคร้ัง  

ท่ีมา Jones and Dangl, (2006) 
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ภาพที ่2.12 แสดงความแตกต่างระหวา่ง zigzag model (a) และ invasion model (b) จะเห็นไดว้า่ zig-

zag model จะจ าแนกโมเลกุลต่างๆ เป็นกลุ่มตามคุณสมบติั และมี receptor คือ pattern 
recognition receptors (PRRs) ท่ีน าไปสู่การตอบสนองให้เกิดตา้นทานแบบ MTI หรือ 
ETI ในขณะท่ี invasion model จะแสดงให้เห็นว่าโมเลกุลต่างๆไม่ไดถู้กแบ่งแยกหรือ
จ าแนกเป็นกลุ่มประเภทเหมือน zig-zag model เพื่อลดความสับสน โดยจะเรียกโมเลกุล
ท่ีมีปฏิสัมพนัธ์กบั receptor ว่า invasion pattern เรียก receptor ทั้งหมดว่า IP receptors 
(IPRs) และน าไปสู่การตอบสนองแบบ IP-triggered response (IPTRs) 

ท่ีมา Cook et al., (2015)   
                    ส าหรับการศึกษาส่ิงมีชีวติในกลุ่ม Oomycetes ท่ีเก่ียวขอ้งทางดา้นโรคพืช Derevnina et 
al. (2016) ไดร้ายงานไวว้า่เส้นใยของ P. oligandrum สามารถกระตุน้ใหพ้ืชเกิดความตา้นทานเช้ือ
สาเหตุโรคบางชนิดได ้ เช่น Fusarium sp. เป็นตน้ นอกจากนั้นจุลินทรียด์งักล่าวยงัสามารถกระตุน้
ใหพ้ืชเกิดความตา้นทานแบบ ETI ไดด้ว้ยโปรตีน 2 รูปแบบ นัน่คือ elicitin (ELIs) และ elicitin-like 
protein (ELLs) ท่ีประกอบดว้ยหลายคลาสยอ่ย (ภาพท่ี 2.13) 
                    elicitin (ELIs)  ห รือ  elicitin-like protein (ELLs) คื อ  MAMPs (Microbe-associated 
molecular pattern) (Derevnina et al., 2016)   ชนิดหน่ึงท่ี จุลินทรีย์ในกลุ่ม Oomycetes สร้าง มี
ลกัษณะโครงสร้างท่ีมีการอนุรักษ ์ไม่มีล าดบัของกรดอะมิโนท่ีเหมือนกบัโปรตีนพืช ตวัพืชจดจ าใน
ฐานะโมเลกุลแปลกปลอมด้วย receptor ท่ี เ รียกว่า pattern recognition receptor (PRR) และยีน
สังเคราะห์โมเลกุลดงักล่าวมีการแสดงออกในระหวา่งท่ีเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งพืชกบัจุลินทรีย ์โดย
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98 ชนิดท่ีมีต าแหน่งอนุรักษ์เป็น cysteine 6 โมเลกุลท่ีเช่ือมกนัดว้ยพนัธะไดซลัไฟด์ 3 พนัธะ ส่วน 
ELLs จะมีลกัษณะท่ีคลา้ยกนั ซ่ึงตวัโปรตีนนั้นมีความสามารถในการจบักบัสเตอรอลและไขมนัอนั
เป็นองคป์ระกอบส าคญัในการเจริญและสร้างสปอร์   
 

 
ภาพที ่2.13 แผนภูมิสายววิฒันาการของ elicitin และ elicitin-like protein   
ท่ีมา Derevnina et al. (2016)       
                                 
                    พืชแต่ละสายพนัธ์ุจะมีการตอบสนองต่อ elicitin แตกต่างกันข้ึนอยู่กับพื้นฐานทาง
พนัธุกรรม อย่างไรก็ตาม มีรายงานอา้งถึง receptor-like protein (RLP) ท่ีส าคญัชนิดหน่ึงเรียกว่า 
elicitin response (ELR) ท่ีช่วยให้พืชจดจ า elicitin ได ้โดยเม่ือพืชจดจ าโมเลกุลดงักล่าวไดก้็จะเกิดเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความตา้นทาน (elicit response) ถึงแม ้elicitin แต่ละชนิดจะมีล าดบักรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัมาก ก็
ยงัสามารถถูกจดจ าไดจ้ากโดเมนอนุรักษ ์ท าให้สันนิษฐานไดว้่าการถ่ายยีนสร้าง ELR ใส่พืชชนิด
อ่ืนๆอาจท าให้พืชชนิดนั้นๆ ต้านทานโรคจาก Oomycetes ได้กวา้ง (broad-spectrum resistance) 
(ภาพท่ี  2.15) โดยนอกจาก ELR ก็อาจมีโปรตีนชนิด อ่ืนท่ีท าหน้า ท่ี เ ป็น co-receptor เ ช่น 
BAK1/SERK3 และ SOBIR1 

 
ภาพที่ 2.14 มนัฝร่ังสายพนัธ์ุ Désirée ท่ีท  าการถ่ายยีนสร้าง ELR และปลูกเช้ือดว้ย Phytophthora 

sojae โดยพบวา่ใบท่ีท าการถ่ายยีนและปลูกเช้ือ (ซ้าย) แสดงอาการโรคน้อยกว่าชุด
ควบคุม (ขวา)  

ท่ีมา Derevnina et al. (2016)       

                    elicitin สามารถกระตุ้นพืชให้เกิดการตายของเซลล์แบบฉับพลัน (hypersensitive 
response หรือ HR cell death) อนัเน่ืองมาจากกระตุน้ใหเ้กิดการสะสมของโมเลกุลท่ีท าให้เกิดความ
ตา้นทาน หรือ reactive oxygen species (ROS) จากกระบวนการ oxidative burst (การสร้าง NADPH 
oxidase, calcium influx และการกระตุน้ MAP kinase) อยา่งไรก็ตาม การตอบสนองต่อ elicitin ไม่
จ  าเป็นตอ้งเกิด hypersensitive response เพียงอย่างเดียว ในบางคร้ัง elicitin อาจกระตุน้พืชให้เกิด 
jasmonic acid และ ethylene จนไดค้วามตา้นทานแบบ basal defense เช่น ใน P. oligandrum ท่ีเม่ือ
กระตุน้มะเขือเทศดว้ยโปรตีนผนงัเซลลก์็จะสามารถตา้นทานโรคเห่ียวจาก Ralstonia solanacearum 
ได ้เป็นตน้ 
                    ตวัโปรตีน elicitin  นั้นจะไปกระตุน้ให้เกิดการสะสมของ reactive oxygen species 
(ROS) แบบ 2 ขั้นตอน เร่ิมจากการท่ีพืชจดจ า elicitin ไดจ้ากตวั receptor บนเยือ่หุม้เซลล ์(ELR) โดย
มี receptor ร่วม (co-receptor) ช่วยท างาน 2 ชนิด ชนิดแรกคือ BAK1(SERK3) (Yang et al., 2011) ท่ี
เป็นโปรตีน receptor-like kinase ท่ีประกอบไปดว้ยโดเมนของกรดอะมิโน leucine (Leucine-rich 
repeat receptor-like kinases หรือ LRR-RLKs) ชนิดหน่ึง โดย BAK1 มีช่ือเตม็คือ BRI1-associated 
kinase ซ่ึงเป็น co-receptor ของ brassinosteroid (BR) insensitive 1 (BRI1) ท่ีจะช่วยจบั 
brassinosteroid ท่ีเป็นฮอร์โมนพืชชนิดหน่ึงท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาและเจริญเติบโตของเซลลพ์ืช 
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โดยมนัอยูใ่นกลุ่มของโปรตีน kinase ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเปล่ียนแปลงของเน้ือเยือ่ไปเป็นตน้
อ่อน ส่วนชนิดท่ี 2 คือ SOBIR1 (Leucine-rich repeat receptor-like serine/threonine/tyrosine-protein 
kinase) เป็นโปรตีน kinase ท่ีท  างานกบัโมเลกุลท่ีมี serine/threonine หรือ tyrosine เป็นองคป์ระกอบ 
(Liebrand et al., 2014) โดยทั้ง 2 ชนิดนั้นเป็น co-receptor ท่ีจ  าเป็นต่อการท างานของ receptor-like 
kinase รวมถึงโปรตีนท่ีท างานคลา้ย receptor (receptor-like protein) ชนิดอ่ืน  
                    เม่ือพืชสามารถจดจ า elicitin ไดแ้ลว้ ก็จะเกิดการส่งสัญญาณให้เกิดความตา้นทาน  นัน่
คือเกิดการไหลเขา้ทางช่องของแคลเซียม (calcium influx) ท าให้เอนไซม์ NADPH oxidases 2 ชนิด
ท างาน นั่นคือ RBOHA และ RBOHB จนเกิดการสร้าง ROS ระยะแรก ตามด้วยการท างานของ 
MAPK ท่ีจะช่วยท าให้เกิดการเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) ให้กบัโปรตีน  WRKY 7, 8, 9 
และ 11 เพื่อเพิ่มการแสดงออกของยนี rbohb เพื่อใหเ้กิดการสร้าง superoxide และผลิต ROS ออกมา
เป็นคร้ังท่ี 2 รวมถึงเกิดการตายของเซลล ์(ภาพท่ี 2.15) 

 

ภาพที ่2.15 แสดงการเกิดความตา้นทานในพืชโดย elicitin ของส่ิงมีชีวติคลา้ยราในกลุ่ม Oomycetes 
ซ่ึงเกิดจากการท างานของ receptor (MAPK 2 ชนิด คือ BAK1(SERK3) และ SOBIR1) 
และเอนไซม์ (NADPH oxidase) หลกัๆ หลายชนิด แต่ก็มีความเป็นไปไดท่ี้เช้ือสาเหตุ
จะสร้างโปรตีน effector (E) ท าให้เกิดการตายของเซลล์ และไม่เกิดความตา้นทานได้
เช่นกนั 

ท่ีมา Derevnina et al. (2016)       
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         2.4.4 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์เพ่ือการย่อยสลายผนังเซลล์พืชของ Oomycetes  

                    Deacon (1979) ไดท้ดสอบความสามารถของเช้ือในสกุล Pythium spp. ในการยอ่ยสลาย
เซลลูโลสโดยการวดัผลจากการสูญเสียสภาพของเยื่อเซลลูโลสและการสูญเสียน ้าหนกัของกระดาษ
กรอง จากการทดสอบในเช้ือดงัต่อไปน้ี คือ P. acanthicum, P. anandrum, P. aphanidermatum, P. 
butleri, P. debaryanum, P. graminicola, P. heterothallicum, P. intermedium, P. irregulare, P. 
mamillatum, P. scleroteichum, P. sylvaticum,  P. spinosum, P. splendens, P. ultimum และ P. vexans 
พบวา่ P. graminicola สามารถยอ่ยสลายเยือ่เซลลูโลสไดดี้ท่ีสุดในบรรดา Pythium หลายๆ สายพนัธ์ุ 
รวมถึงท าใหเ้กิดการสูญเสียน ้าหนกัของกระดาษกรองในระดบัสูงมาก ใกลเ้คียงกบั P. acanthicum 
และ P. mamillatum  
                    Campion et al. (1997) ได้ศึกษาความรุนแรงและความสามารถในการสร้างเอนไซม์
ของ P. violae, P. sulcatum และ P. ultimum เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการก่อโรค อาการโรค
ท่ีเกิดข้ึน และความสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายผนงัเซลล์ โดยเช้ือสาเหตุทั้งสามชนิด
สามารถก่อให้เกิดโรคจุดในแครอทได ้จากการศึกษา พบว่าทั้ง 3 สายพนัธ์ุมีความสามารถในการ
ยอ่ยสลายซูเบอรินในผนงัชั้นนอกของพืชในระดบัต ่า ส าหรับเอนไซมท่ี์ใชส้ าหรับการยอ่ยสลายชีว
โมเลกุลประเภทน ้ าตาลใน P. violae มีเพียง  pectate lyase และ cellulase ปริมาณน้อยเท่านั้นท่ีถูก
สร้างข้ึน ในขณะท่ี P. ultimum จะมีการสร้าง polygalacturonase และ -1,4-glucanase ในปริมาณท่ี
มากกวา่ P. violae จึงท าให้ขนาดแผลบนแครอทใหญ่กวา่ นอกจากนั้น P. ultimum ยงัสามารถสร้าง
ไอโซไซม ์(isoenzyme หรือ isozyme) เพื่อยอ่ยสลายโปรตีนและเซลลูโลสได ้ 
                    Park (1980) ได้ศึกษาจ านวนของเช้ือจุลินทรียใ์นสกุล Pythium spp. บริเวณแม่น ้ าลา
แกนและแม่น ้ ามินโนวเบิร์นในประเทศไอร์แลนด์เหนือท่ีเคยมีรายงานว่าสามารถย่อยสลาย
เซลลูโลสได ้โดยสามารถหาความหนาแน่นของเช้ือไดจ้ากตวัอยา่ง 51 ตวัอยา่ง พบเช้ือ P. fluminum 
var. fluminum, P. fluminum var. flavum และ P. uladhum  
                    Latijnhouwer et al. (2003) ไดร้ายงานว่า Oomycetes สามารถสร้างเอนไซม์ย่อยสลาย
ผนังเซลล์ได้โดยจะแสดงออกโดยการงอก  germ tube และเส้นใยบริเวณส่วนท่ีเข้าท าลายพืช 
ตัวอย่างของเอนไซม์ท่ีสร้าง เช่น polygalacturonase, pectin-lyase, pectinase, cellulase, xylanase 
และ glucanase โดย Phytophthora และ Pythium นั้นเป็นท่ีรู้จกักนัดีว่าสามารถสร้างเอนไซม์ย่อย
สลายผนงัเซลลพ์ืชไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือสังเคราะห์ 
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวธีิการด าเนินการวจิัย 

 
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการเกบ็ตัวอย่างและห้องปฏิบัติการ 

1. หวัเจาะดิน (hand auger) 
2. ชุดตรวจสอบความเป็นกรด-ด่าง (ภาควชิาปฐพีวทิยา มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์) 
3. จานอาหารเล้ียงเช้ือขนาด 9 เซนติเมตร 
4. หลอดทดลอง 
5. ตะเกียงแอลกอฮอลล ์ 
6. เขม็เข่ียเช้ือ 
7. Cork borer 
8. Syringe filter 
9. บีกเกอร์ 
10. Falcon tube (Fisher scienctific) 
11. Haemacytometer 0.1 มิลลิเมตร รุ่น Neubauer (Boeco, Germany) 
12. กลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สง ยีห่อ้ Nikon รุ่น Eclipse E200 
13. Wifi camera eyepiece MC-500W 
14. Vortex mixer รุ่น GENIE 2 
15. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) ยีห่อ้ NUVE  รุ่น NF400 
16. ตูค้วบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุ่น Accuplus i250 
17. Micropipette (Capp, Denmark) 
18. Centrifuge tube 
19. Micro tube 1.5 มิลลิลิตร  
20. เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA thermocycler (Biometra, Germany) 
21. เคร่ือง spectrophotometer รุ่น biophotometer plus (Eppendorf, USA) 
22. เคร่ือง gel documentation GeneGenius (SynGene, UK) 
23. เคร่ือง gel electrophoresis (Biorad, USA) 
24. เคร่ือง water bath (Memmert, Germany) 
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เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการเพาะต้นพืช 

1. หลอดไฟ LED ส าหรับปลูกตน้ไม ้(VÄXER LED plant light bulb PAR20)  
2. พีทมอสส าหรับปลูกพืช (VAN EGMOND)  
3. ฟองน ้าขนาด 1×1× 1 ลูกบากศน้ิ์ว  
4. เคร่ืองวดั EC ยีห่อ้ Truncheon (Bluelab, New Zealot) 
5. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง HM digital (USA) 
6. กระบะเพาะกลา้ 

 
อาหารเลีย้งเช้ือ และสารเคมี  

1. อาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA 1 ลิตร ประกอบดว้ยมนัฝร่ัง 200 กรัม น ้าตาล
กลูโคส 20 กรัม และวุน้ 17 กรัม) 

2. อาหารเล้ียงเช้ือ corn meal ager (CMA; Himedia, India) 
3. อาหารเล้ียงเช้ือ V8 agar และ V8 broth (ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดว้ยน ้าผลไมร้วม V8 

CaCO3 และใชวุ้น้ 17 กรัม ส าหรับอาหารแขง็) 
4. Benomyl (50% active ingredient) 
5. Pentachloronitrobenzene (PCNB) 
6. สารปฏิชีวนะ nystatin (T.O. Pharma Ltd) 
7. สารปฏิชีวนะ rifampicin 
8. สารปฏิชีวนะ ampicillin  
9. Cetrimonium bromide (CTAB) 
10. Tris base (Sigma-Aldrich, USA) 
11. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  
12. RNase A (Thermo Fisher, USA) 
13. Chloroform (Merck, Germany) 
14. Isoamyl alcohol (Merck, Germany)   
15. Isopropanol (Merck, Germany) 
16. Absolute ethanol (Merck, Germany) 
17. TE buffer  
18. Ethidium bromide 
19. Forward primer ITS6 
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20. Reverse primer ITS4 
21. 2X PCR Master mix Solution (i-Taq) (iNtRON Biotechnology, Korea) 
22. 1 kb DNA ladder ยีห่อ้ GeneRuler (Thermo scientific, USA) 
23. 6X DNA gel loading dye (Thermo scientific, USA) 
24. GeneJET gel extraction kit (Thermo scientific) 
25. Nitric acid 
26. สารละลายธาตุอาหารพืช จากปริมาตรตั้ งต้น 20 ลิตร โดยสูตร A: Calcium Nitrate 

(Ca(NO3)2.4H2O), Fe-EDTA  แ ล ะ สู ต ร  B: Potassium Nitrate (KNO3), Potassium 
Dihydrogenphosphate (KH2PO4), Magnesium Sulphate (MgSO4 .7H2O), Zinc Sulphate 
(ZnSO4.7H2O), Copper Sulphate (CuSO4.5H2O), Manganese Sulphate (MnSO4.H2O), 

Boric acid (H3BO3) และ Ammonium Molybdate หรือ ((NH4)2MoO4) 
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วธิีการ 
ตอนที ่1 ศึกษาการแพร่กระจายของ Oomycetes ในถิ่นอาศัยทีแ่ตกต่างกนั  

3.1 การเกบ็ตัวอย่าง  
       ท  าการเก็บตวัอยา่งดินท่ีความลึก 30 เซนติเมตรในพื้นท่ีท าการเกษตร พื้นท่ีป่า พื้นท่ีป่าชายเลน 
แหล่งน ้าธรรมชาติ และตวัอยา่งเศษซากพืชในเขตจงัหวดัระยอง จนัทบุรี และตราด พร้อมบนัทึกจุด
พิกดับริเวณท่ีเก็บและชุดดินในพื้นท่ีเก็บตวัอยา่ง 
        1. การเก็บตวัอยา่งดินจากพื้นท่ีเพาะปลูก ด าเนินงานโดยแบ่งพื้นท่ีเก็บตวัอยา่งออกเป็น 4 ส่วน
และแบ่งจุดเก็บตวัอยา่งแบบสลบัฟันปลา (Estefan et al., 2013; ภาพท่ี 3.1) ตวัอย่างดินทั้งหมดจะ
ถูกน ามารวมกนัเม่ือด าเนินการเก็บส าเร็จ  
 

 
 

ภาพที ่3.1 แสดงต าแหน่งในการเก็บตวัอยา่งในพื้นท่ีเพาะปลูก โดยท าการแบ่งพื้นท่ีเป็น 4 ส่วน และ
ท าการเก็บตวัอยา่งในแต่ละส่วนใหค้รบ 4 ตวัอยา่ง 

        2. ส าหรับการเก็บตวัอยา่งดินจากพื้นท่ีป่า (ป่าเส่ือมโทรมและป่าชุมชน) ใชว้ธีิการแบ่งพื้นท่ี
เป็นส่ีส่วนคลา้ยกบัดินเกษตร นัน่คือใชว้ธีิการเก็บตวัอยา่งแบบสลบัฟันปลา 
        3. การเก็บตวัอยา่งบริเวณเขตพื้นท่ีป่าชายเลน ท าการเก็บตวัอยา่งเศษซากใบพืชท่ีสัมผสัน ้า 
หรือมีความช้ืน โดยนบัเป็นเหยือ่ล่อธรรมชาติ นอกจากนั้นท าการเก็บตวัอยา่งดินเลนในบริเวณท่ีมี
เศษซากใบพืชอยูใ่หไ้ด ้16 จุด และน ามารวมกนัเป็นตวัอยา่งเดียว  
        4. การเก็บตวัอยา่งจากแหล่งน ้าจืด หากเป็นน ้าตก เก็บตวัอยา่งจากระดบัชั้นท่ีสูงท่ีสุดก่อน โดย
ใหท้ าการเก็บตวัอยา่งเศษซากใบพืชท่ีสัมผสัน ้า หรือมีความช้ืน รวมไปถึงดินตะกอนในบริเวณนั้น 
ชั้นละ 4 ตวัอยา่ง หากเป็นตวัอยา่งธารน ้าธรรมชาติ เก็บตวัอยา่งดินขา้งแม่น ้าใหไ้ด ้16 จุด และน ามา
รวมกนัเป็นตวัอยา่งเดียว 
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        5. การเก็บขอ้มูล แบ่งตวัอย่างดินท่ีเก็บได้เป็น 2 ส่วน ส่วนหน่ึงน าไปวิเคราะห์อินทรียวตัถุ
ภายในดิน (Walkley and Black method) ไนโตรเจนทั้ งหมดในดิน (Kjeldahl method) ความช้ืน 
(Gravimetric  method) แ ล ะค่ า  pH โ ด ยน า ส่ ง วิ เ ค ร า ะ ห์  ณ  ภ าควิ ช าปฐพี วิ ท ย า  คณะ
เทคโนโลยีการเกษตร ดินส่วนท่ีเหลือน าไปบดให้ละเอียด (ในกรณีท่ีเป็นดินเลนไม่จ  าเป็นตอ้งบด) 
พร้อมทั้งประเมินปริมาณความหนาแน่นของ Oomycetes ด้วยวิธี plate count technique เพื่อน า
ขอ้มูลไปประเมินหาอิทธิพลของสภาพแวดลอ้มท่ีส่งผลต่อปริมาณของประชากร Oomycetes ดว้ย
วิธี linear regression analysis หากมีตวัอยา่งน ้ าให้น าไปวิเคราะห์หาค่า BOD (Biochemical Oxygen 
Demand) ค่า DO (Dissolved Oxygen) ค่า pH ปริมาณไนโตรเจนทั้ งหมด และปริมาณอินทรีย์
คาร์บอน 

ตารางที ่3.1 สภาพแวดลอ้มท่ีเก็บตวัอยา่งในการศึกษาคร้ังน้ี 
จงัหวดั สถานท่ี ละติจูด, ลองติจูด วนัท่ีเก็บ ลกัษณะ 
จนัทบุรี พ้ืนท่ีเกษตร 12.7098950, 102.1804450 17/06/2562 ใชเ้พาะปลูกทุเรียน 

ล าไย และลองกอง 
ดินเหนียว ความช้ืน
ประมาณ 38%  

 ป่าชุมชน 12.711564, 102.177968 17/06/2562 ดินเหนียว ความช้ืน
ประมาณ 27% 

 ป่าชายเลน 12.573183, 101.903589 16/06/2562 ป่าติดชายฝ่ัง มีการ
ถมทรายในพ้ืนท่ี 
ความช้ืนประมาณ 
66% 

 แม่น ้ า 12.711763, 102.181276 17/06/2562 ดินขา้งแม่น ้ าเป็น
ดินทราย ความช้ืน
ประมาณ 31% 

ระยอง พ้ืนท่ีเกษตร 12.85099178, 101.55733498 29/09/2562 พ้ืนท่ีปลูกทุเรียน 
กลว้ย และลองกอง 
ดินร่วนปนทราย 
(sandy loam) 
ความช้ืนประมาณ 
10-15% 

 ป่าชุมชน 12.849345, 101.555479 29/09/2562 ดินร่วนเหนียวปน
ทราย  ( sandy clay 
loam)  ค ว า ม ช้ื น
ประมาณ 30-45% 
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ตารางที ่3.1 ต่อ 
 

จงัหวดั สถานท่ี ละติจูด, ลองติจูด วนัท่ีเก็บ ลกัษณะ 

ระยอง ป่าชายเลน 12.698767, 101.707131 29/09/2562 ดินทรายปนดินร่วน 
(loamy sand) 
ความช้ืนประมาณ 
20-45% 

 แม่น ้ า 12.776806, 101.714779 29/09/2562 ดินร่วนปนทราย 
(sandy loam) 
ความช้ืนประมาณ 
10-25% 

ตราด พ้ืนท่ีเกษตร 12.3554343, 102.44117412 27/09/2562 พ้ืนท่ีปลูกทุเรียน ดิน
ร่วนเหนียวปนทราย 
(sandy clay loam) 
ความช้ืนประมาณ 
20-28% 

 ป่าชุมชน 12.15233197, 102.53187095 28/09/2562 ดินทราย (sand) 
ความช้ืนประมาณ 5-
15%  

 ป่าชายเลน 12.139832, 102.50864408 28/09/2562 ดินเหนียว (clay) 
ความช้ืนประมาณ 
50-65% 

 แม่น ้ า 12.35619623, 102.440991 27/09/2562 ดินขา้งแม่น ้ าเป็นดิน
ร่วน (loam) ความช้ืน
ประมาณ 30-50% 

 

3.2 การแยกเช้ือ 
        3.2.1 การแยกเช้ือจากตวัอยา่งดิน ใชว้ธีิดงัน้ี 

    1. วธีิ soil plate (Masago et al., 1977): โรยตวัอยา่งดิน 0.1 กรัม ลงบนผวิหนา้อาหาร CMA 
+ BNPRA (benomyl 10 ppm, nystatin 25 ppm, pentachloronitrobenzene 25 ppm, rifampicin 10 
ppm และ amplicillin 500 ppm) + Rose bengal เม่ือมีการเจริญของเส้นใยออกมาจากตวัอยา่ง ท าการ
ตดัปลายเส้นใย ยา้ยลงบนอาหาร CMA จนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ บ่มไวใ้นท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 25 – 28 องศา
เซลเซียส  
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                 2. วิธี  soil baiting (Dhingra and Sinclair 1994): ท าการผสมดิน 1 กรัมกับน ้ ากลั่น 10 
มิลลิลิตรในจานอาหารเล้ียงเช้ือ วางเมล็ดแตงกวา 10 เมล็ด ใหก้ระจายทัว่จานอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มไว้
ท่ีอุณหภูมิห้อง เม่ือครบ 24 ชัว่โมงยา้ยลงบนอาหารจ าเพาะ เม่ือมีการเจริญของเส้นใยออกมาจาก
ตวัอยา่ง ท าการตดัปลายเส้นใย ยา้ยลงบนอาหาร CMA จนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ บ่มไวใ้นท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 
25 – 28 องศาเซลเซียส 
     3. วธีิ soil dilution (Stanghellini and Kronland, 1985): ชัง่ตวัอยา่งดิน 1 กรัมผสมกบัน ้า
กลัน่ 9 มิลลิลิตรท่ีเติม 0.3 % Water agar ลงไปดว้ย ผสมใหเ้ขา้กนัในหลอดทดลอง ท าการเจือจาง 
โดยเจือจางคร้ังละ 10 เท่า (10 fold serial dilution) เจือจางใหไ้ดถึ้ง 10-4 โดยใชปิ้เปตตดู์ดสาร
แขวนลอยจากหลอดหน่ึง (1 มิลลิลิตร) ใส่หลอดท่ีมีน ้ากลัน่ 9 มิลลิลิตร และเขยา่ดว้ย vortex mixture 
ก่อนดูดทุกคร้ัง เพื่อใหเ้กิดการกระจายตวัของเช้ือจุลินทรีย ์จากนั้นดูดสารแขวนลอย 1 มิลลิลิตรของ
หลอดท่ีเจือจางได ้10-4  ผสมกบัอาหาร CMA + BNPRA + Rose bengal หมุนจานอาหารเพื่อให้เกิด
การกระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอ เม่ือมีการเจริญของเส้นใยออกมาจากตวัอยา่ง ท าการตดัปลายเส้นใย
ยา้ยลงบนอาหาร CMA จนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ บ่มไวใ้นท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 24 – 28 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
2 วนั  

        3.2.2 การแยกเช้ือจากตวัอยา่งน ้า  
    แยกเช้ือโดยใชเ้หยือ่ล่อธรรมชาติ: น าเศษช้ินส่วนพืชท่ีเก็บไดไ้ปวางบนอาหาร WA เม่ือมี
การเจริญของเส้นใยเช้ือสาเหตุท าการตดัไปวางบนอาหาร CMA ใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ บ่มไวใ้นท่ีมืด ท่ี
อุณหภูมิ 24 – 28 องศาเซลเซียส 
     ท าการบนัทึกแหล่งท่ีมา ทั้งสถานท่ีเก็บ แหล่งอาศยั ของแต่ละไอโซเลทท่ีแยกได ้

3.3 การศึกษาลกัษณะสัณฐานและการจัดจ าแนกเบ้ืองต้น 
       น าเช้ือบริสุทธ์ิท่ีได้ไปศึกษาโครงสร้างและอวยัวะท่ีใช้สืบพนัธ์ุ (Abad et al., 1994) แบบไม่
อาศยัเพศ (asexual reproduction) ดว้ยการท า water culture การใชเ้หยื่อล่อ (baiting technique) และ
เล้ียงใน poor media ไปพร้อมกนั 
        3.3.1 การท า water culture: ตดัช้ินวุน้ท่ีมีเส้นใยของเช้ือวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือใหม่และท า
การเติมน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือลงไปจนท่วม ตรวจดูการสร้าง sporangium และ zoospore อยา่งสม ่าเสมอ
จนครบ 2 วนั  
        3.3.2 การใชเ้หยือ่ล่อ: ตม้ใบหญา้ช้ินเล็กๆ ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นใส่ลงไปในจาน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีท าการเติมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือและช้ินวุน้ของเช้ือลงไป ตรวจดูการสร้าง sporangium 
และ zoospore อยา่งสม ่าเสมอทุกๆ 1-2 วนั  
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        3. การเล้ียงเช้ือใน poor media: ตรวจดูการสร้าง sporangium โดยการน าเช้ือท่ีเล้ียงในอาหาร 
CMA ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สงแบบก าลงัขยายต ่า หากพบการสร้าง sporangium ใหท้  าการเข่ีย
เส้นใยบริเวณดงักล่าวเพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 
        ส าหรับวธีิการศึกษาอวยัวะสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ (sexual reproduction) ท าไดโ้ดยเล้ียงเช้ือบน
อาหาร V8 juice agar เม่ือเช้ือเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ ใหท้  าการเข่ียเส้นใยไปตรวจภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์เพื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา คือ antheridia, oogonia และ oospore ตามหลกัการจดั
จ าแนกของ Van der Plaats-Niter (1981) และเก็บรักษาใน CMA slant  

3.4 การจัดจ าแนกโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยาและการศึกษาความสัมพันธ์ทางสาย
ววิฒันาการ 
       3.4.1 การสกดัดีเอน็เอ (ดดัแปลงมาจาก Ivors, 2015) 
   สกดัดีเอน็เอจากเส้นใยของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากการศึกษาน้ี (ตารางท่ี 3.2) โดยเล้ียงเช้ือใน
อาหารเหลว V8 อาย ุ3 วนั โดยสังเขป ดงัน้ี โดยลา้งเส้นใยดว้ย 25 mM   EDTA  และน ้ากลัน่อยา่งละ 
1 คร้ัง ตามล าดบั   จากนั้นบดเส้นใยใหล้ะเอียดในไนโตรเจนเหลว  น าเส้นใยบดละเอียดใส่ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม 2X CTAB buffer 700 ไมโครลิตร ลงในหลอดดงักล่าว 
แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชัว่โมง  และในขณะท่ีบ่มใหท้  าการพลิกหลอดไปมา
ทุก 15 นาที     จากนั้นน าหลอดดงักล่าวมาตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งนาน 2 นาที  ก่อนเติม chloroform 
: isoamyl alcohol (อตัราส่วน 24 : 1) ปริมาตร700 ไมโครลิตร พลิกกลบัไปมาใหส้ารผสมเขา้กนัก่อน
น าไปหมุนเหวีย่งท่ี 14000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสใส่ใน
หลอดใหม่ เติม RNase A เขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ี 37 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 2 นาทีก่อนเติม 10% CTAB 50 
ไมโครลิตร เม่ือผสมใหเ้ขา้กนัเสร็จแลว้ท าการเติม chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) 700 
ไมโครลิตร  พลิกกลบัไปมาใหส้ารผสมเขา้กนัก่อนน าไปหมุนเหวีย่งท่ี 14,000 รอบต่อนาที นาน 15 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ก่อนเติม isopropanol  ปริมาตร
เท่ากบัส่วนใสท่ีดูดมา (equal volume) เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอ จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที ก่อนน าไปหมุนเหวีย่งท่ี   14,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
 ลา้งตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดด้ว้ย absolute ethanol ป่ันเหวีย่งท่ี 14,000 รอบ นาน 30 นาที ท า 2 
คร้ัง ทิ้ง ethanol จากหลอดและปล่อยตะกอนดีเอ็นเอใหแ้หง้ (air-dried) จากนั้นละลายตะกอนดีเอน็
เอดว้ย  TE buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ก่อนน าไปเก็บรักษาจนกวา่จะใชง้านท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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     3.4.2 การตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอดว้ยการท า gel-electrophoresis  
   ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง spectrophotometer (Eppendorf, USA) โดยมีค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร (Eppendorf, USA) ตรวจผลิตภณัฑ ์ PCR ท่ีไดด้ว้ยเทคนิค gel-
electrophoresis ท าไดโ้ดยการหลอม agarose gel ใน TAE buffer (0.5% agarose gel) เตรียมลงถาด
พลาสติกแม่แบบและใชห้วเีจาะรูบนเจลแขง็เพื่อเตรียมเป็นช่องใส่สารละลายดีเอน็เอ จากนั้นผสมดี
เอน็เอท่ีสกดัได ้รวมถึง DNA ladder ท่ีขนาด 1 kb กบั gel loading dye เม่ือเสร็จดูดสารละลายท่ีท า
การผสมแลว้ลงในแต่ละช่องบนเจลแขง็ และใชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 v เป็นเวลาทั้งหมด 40 นาที 
จากนั้นท าการยอ้มเจลดว้ย ethidium bromide เป็นเวลา 5 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยการแช่น ้ากลัน่ 10 
นาที จากนั้นน าไปตรวจช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง gel document (SynGene, UK) 

       3.4.3 การเพิ่มจ านวนของช้ินส่วนดีเอน็เอดว้ยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
      ใช ้ universal primer ITS6 (5’ GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG  3’) และ (ITS4 5’ 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (Hung et al., 2015) ส าหรับใน 1 หลอด reaction mixture นั้น 
จะใชชุ้ดส าเร็จรูป 2X PCR master mix solution (iNtRON Biotechnology, Korea) มีวธีิการดงัน้ี คือ 
เติมสารละลายดงักล่าวลงในหลอด PCR 10 ไมโครลิตร Forward และ reverse primer ท่ีความเขม้ขน้ 
10 ไมโครโมลาร์ อยา่งละ 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติมดีเอ็นเอแม่แบบท่ีละลายใน TE buffer ท่ีความ
เขม้ขน้ 50 นาโนกรัม ปริมาตร 1-2 ไมโครลิตร และน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 6-7 ไมโครลิตร เพื่อใหไ้ด้
ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร  
และมีสภาวะในกระบวนการ PCR ดงัน้ี (Cooke et al., 2000) 
    1) initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 2 นาที  
    2) denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 20 วนิาที  
    3) annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 25 วนิาที  
    4) extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 50 วนิาที และท าซ ้ าขั้นตอนท่ี 2-4 เป็นจ านวน 

30 รอบ 
    5) final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที  
    จากนั้น ตรวจสอบคุณภาพของผลผลิต PCR ท่ีไดด้ว้ยเทคนิค gel electrophoresis และท า
ใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยชุดส าเร็จรูป GeneJET gel extraction kit (Thermo scientific) 
       3.4.4 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางสายววิฒันาการ และการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่ง
เช้ือกบัปัจจยัทางแวดลอ้ม 
     ส่งผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากข้อ 3.4.3 ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์กับบริษัท Bionics 
(Bionics Co. Ltd.) น าล าดบันิวคลิโอไทดท่ี์ไดส่้งเขา้ฐานขอ้มูล Genbank (NCBI database) วเิคราะห์
ความคล้ายคลึงของล าดับจะถูกวิเคราะห์โดยใช้เคร่ืองมือ  Basic Local Alignment Search Tool 
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(BLAST) ของ National Center for Biotechnology (NCBI; Bethesda, USA). แผนภูมิวิวฒันาการจะ
สร้างโดยใช้อัลกอริทึม neighbor-joining  (Saitou and Nei, 1987) ในโปรแกรม MEGA 7 โดย
เปรียบเทียบกบัแผนภูมิวิวฒันาการท่ีได้จากอลักอริทึม Maximum-likelihood (Felsenstein, 1985) 
และ maximum-parsimony (Kluge and Farris, 1969) ค  านวณระยะห่างทางววิฒันาการโดยใชโ้มเดล
ของ Jukes และ Cantor (Jukes and Cantor 1969) ประเมินความน่าเช่ือถือของโครงสร้างแผนภูมิโดย
วิ เ ค ร า ะ ห์ ค่ า  bootstrap ท่ี  1000 ซ ้ า  (Felsenstein, 1985)  โ ด ย มี  Aphanomyces salsuginosus 
(Oomycetes, Saproleginales) เป็น outgroup นอกจากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ตวัอยา่งดิน
และน ้ า ไม่ว่าจะเป็น ความช้ืน ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณอินทรียวตัถุในดิน หรือปริมาณเช้ือ
สาเหตุท่ีนบัไดไ้ปวเิคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหวา่งปัจจยัดว้ยวธีิ linear regression analysis  
 

ตอนที ่2 ศึกษาคุณสมบัตแิละความเป็นประโยชน์ทางด้านโรคพืช 

3.5 การแยกและคดัเลือกสายพนัธ์ุทีไ่ม่ก่อโรค (non-pathogenic strain) หรือก่อโรคได้ไม่
รุนแรง (hypo-virulence strain) 
       3.5.1 ทดสอบโรคเน่าระดบัดินในเมล็ด (pre-emergence damping off) 
                วางแผนการทดลองแบบ CRD ท่ีจ  านวน 4 ซ ้ า ทดสอบกบัผกัสลดักรีนโอค๊โดยดดัแปลง
จากวธีิ grass-leaf culture (Abad et al., 1994) กบัวธีิการของ Bouket et al. (2016) ท าไดโ้ดยตม้ใบ
หญา้ในน ้าเดือดประมาณ 10-12 ช้ินเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตดัเอาช้ินวุน้ของเช้ือท่ีตอ้งการทดสอบ
วางในจานอาหารเล้ียงเช้ือ เติมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือลงไปประมาณ 20 ml จากนั้นวางใบหญา้ตม้ท่ีท า
การฆ่าเช้ือลงไป บ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสภายใตแ้สงฟลูออเรสเซนส์ภายในเวลา 48 
ชัว่โมง จากนั้นท าการแช่เมล็ดพืชท่ีตอ้งการทดสอบลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มต่อเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จากนั้นยา้ยเมล็ดมาวางบนกระดาษกรองช้ืนในจานอาหารเล้ียงเช้ือและบ่มภายใตส้ภาวะเดิม   
        3.5.2 ทดสอบโรคเน่าระดบัดินในตน้กลา้ (post-emergence damping-off)  
                 วางแผนการทดลองแบบ CRD ท่ีจ  านวน 4 ซ ้ า ท าไดโ้ดยเพาะกลา้ลงในวสัดุปลูก (peat 
moss) ในถาดเพาะช า โดยมีพืชทดสอบ 2 กลุ่ม คือพืชใบเล้ียงเด่ียว (ขา้วโพด) และพืชใบเล้ียงคู ่
(แตงกวา) เม่ือตน้กลา้อายไุด ้ 14 วนัใหท้  าการปลูกเช้ือสาเหตุดว้ยการเทสารแขวนลอยเส้นใยลง
บริเวณโคนตน้ โดยมีชุดควบคุมเป็นตน้พืชท่ีรดดว้ยน ้ากลัน่เพียงอยา่งเดียว ส าหรับการเตรียมเช้ือ
สาเหตุ ท าไดโ้ดยเล้ียงเช้ือ Pythium สายพนัธ์ุท่ีจะทดสอบในอาหารเหลว V8 (Ayers and Lumsden, 
1975)  และเขยา่ดว้ยเคร่ือง rotary shaker เป็นเวลา 6 วนั จากนั้นใหป่ั้นเส้นใยเพื่อเตรียม mycelial 
suspension เพื่อน าไปนบัช้ินส่วนเส้นใยดว้ย heamacytometer และปรับความเขม้ขน้ใหไ้ด ้
104propagule ต่อมิลลิลิตร จากนั้นเทสารแขวนลอยดงักล่าวลงบริเวณโคนตน้พืช ตน้ละ 10 มิลลิลิตร 
เก็บผลทุกวนัจนครบ 7 วนั เก็บขอ้มูลจ านวนตน้ท่ีเป็นโรคเพื่อน าไปค านวณเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 
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เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค =   จ านวนตน้ท่ีเป็นโรค     × 100   
                                          จ  านวนตน้พืชทั้งหมด 

เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงโรค =   จ านวนตน้ท่ีเป็นโรค x ระดบัความรุนแรงท่ีพบ 
                                                จ  านวนตน้ท่ีเป็นโรค x ระดบัความรุนแรงสูงสุด              

       เก็บผลขอ้มูลการเกิดโรคเพื่อพิจารณาวา่เช้ือสายพนัธ์ุใดก่อโรค (ตารางท่ี 4.6) รวมทั้งบนัทึกการ
เจริญของพืชทดสอบดว้ยไดแ้ก่ น ้ าหนกัสดราก น ้ าหนกัสดตน้ น ้ าหนกัสดทั้งหมด ความยาวราก
และน าขอ้มูลไปวเิคราะห์ผลทางสถิติต่อไป 

3.6 การทดสอบและคดัเลือกสายพนัธ์ุทีม่คีวามสามารถในการยบัยั้งเช้ือสาเหตุโรคพืช 
       น า Pythium ไอโซเลทท่ีไม่ก่อโรค (non-pathogen) หรือท่ีเกิดโรคต ่า (hypo-virulence)   ท่ีไดจ้าก
ขอ้ 3.5 มาทดสอบความสามารถในการเป็นจุลินทรียป์ฏิปักษด์ว้ยวธีิการดงัต่อไปน้ี 
       3.6.1 การทดสอบความเป็นปฏิปักษก์บัเช้ือสาเหตุโรค 
    1) การเล้ียงเช้ือร่วมบนอาหารเล้ียงเช้ือ (dual culture)  
        ใช้ cork borer เจาะวุน้ส่วนปลายเส้นใยของเช้ือสาเหตุและเช้ือปฏิปักษ์ท่ีต้องการ
ทดสอบ จากนั้นยา้ยช้ินวุน้ดงักล่าวลงจานอาหารเล้ียงเช้ือใหม่ท่ีเทอาหาร PDA ไวแ้ลว้ วางช้ินวุน้
ของเช้ือทั้ ง 2 ชนิดให้มีระยะห่างกัน 5 เซนติเมตร มีระยะห่างจากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2 
เซนติเมตร โดยมีชุดควบคุมเป็นจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีวางเช้ือสาเหตุหรือเช้ือปฏิปักษเ์พียงอยา่งเดียว 
ท าการทดลองทั้ งหมด 4 ซ ้ าด้วยแผนการทดลองแบบ CRD เก็บข้อมูลโดยวดัขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางของโคโลนีเปรียบเทียบกบัจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเป็นชุดควบคุมและค านวณเปอร์เซ็นต์
ยบัย ั้ง เช้ือสาเหตุโรคท่ีใช้ประกอบไปด้วย Fusarium sp. สาเหตุโรคเห่ียว Pythium sp. สาเหตุโรค
รากเน่า  
      2) การเล้ียงเช้ือร่วมบนสไลด ์(slide culture) (Paul, 1999) 
          ตรวจสอบลกัษณะของเส้นใยบริเวณท่ีเกิดการยบัย ั้งภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์โดยการ
เล้ียงเช้ือร่วมบนสไลด์ ซ่ึงมีหลกัการคลา้ยคลึงกบัเทคนิคเล้ียงเช้ือร่วมปกติ โดยการวางแท่งแกว้รูป
ตวัวี หรือ แท่งแกว้คนสารลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือเพื่อใช้เป็นฐานวางสไลด์ วางสไลด์ลงบนแท่ง
แกว้และน าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวท่ี 121 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที หลงัจากนั้นเทอาหาร PDA ให้ทัว่ทั้งสไลด์ โดยให้เทแบบบาง (thin layer) วางช้ินวุน้
ของเช้ือปฏิปักษแ์ละจุลินทรียท่ี์ตอ้งการทดสอบไวค้นละฝ่ังของสไลด์ ท าการทดลองทั้งหมด 4 ซ ้ า 
บ่มไวท่ี้ 25 องศาเซลเซียส (Paul, 1999) เม่ือเช้ือทั้ง 2 ชนิดเจริญสัมผสักนัให้เร่ิมเก็บภาพภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์อยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง บนัทึกผลการเกิดปฏิสัมพนัธ์ ไม่วา่จะ
เป็นการเป็นปรสิตในเส้นใย (mycoparasitism) หรือการเกิดความผิดปกติ (abnormality) ของเส้นใย
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เช้ือสาเหตุ เช่น การเกิดการย่อยสลายของเซลล์ (cell lysis) การร่ัวไหลของไซโตพลาสซึม 
(cytoplasm leakage) เป็นตน้ 

       3.6.2 การทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญ และการงอกของช้ินส่วนขยายพนัธ์ุเช้ือ
สาเหตุโรค  
                 ดดัแปลงจากวิธีการของ (Picard et al., 2000) เช้ือท่ีผา่นการคดัเลือกดว้ยเทคนิคเล้ียงเช้ือ
ร่วมให้น ามาเล้ียงในอาหารเหลว V8 ในท่ีมืด เป็นเวลา 8 วนั ท่ีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส ท าการ
แยกเส้นใยออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นน าของเหลวท่ีไดไ้ปกรองดว้ย syringe filter ขนาดรูกรอง 
0.2 ไมครอน จนได้ส่วนใส (supernatant) ท่ีปราศจากเช้ือ (cell-free culture filtrate; CF) ทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ Pythium สาเหตุโรคไดด้ว้ยเทคนิค poisoned-food ท าไดโ้ดยการผสม 
CF ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีความเข้มข้น 50% จากนั้ นวางกระดาษ cellophane ขนาด 9 
เซนติเมตรลงบนอาหารดงักล่าว ใช ้cork borer ขนาด 0.5 เซนติเมตรเจาะลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ
บริสุทธ์ิท่ีมีเช้ือ Pythium สาเหตุโรค ก่อนจะยา้ยช้ินวุน้มาวางบนกระดาษดังกล่าว เก็บผลการ
ทดสอบโดยวดัขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีร่วมกับการวดัน ้ าหนักเส้นใยสด น าไป
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่ได้ผสม CF และชุดควบคุมท่ีผสมน ้ ากลั่น ส าหรับการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ Fusarium สาเหตุโรคเห่ียว ท าไดไ้ด้โดยการเติมส่วนใสท่ีไดจ้ากการ
แยกเส้นใยเช้ือลงใน microtube 1.5 ml ร่วมกบัสารแขวนลอยสปอร์หรือส่วนขยายพนัธ์ุของเช้ือ
สาเหตุท่ีความเขม้ขน้ 104propagule/ml จากนั้นทิ้งไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมงเพื่อตรวจดูความผิดปกติ
ของสปอร์ โดยมีชุดควบคุมเป็นหลอดทดลองท่ีเติมอาหารเหลวและสปอร์ของเช้ือสาเหตุเพียงอย่าง
เดียว ส่วนช้ินส่วนเส้นใยท่ีเหลือน าไปทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

3.7 ศึกษาการควบคุมเช้ือสาเหตุโรค และการส่งเสริมการเจริญเติบโตในพืชของสายพนัธ์ุ 
NpP หรือ HvP ทีแ่ยกได้ 
       3.7.1 การกระตุน้ความตา้นทานดว้ยเซลลท่ี์มีชีวติ  

   วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) จ  านวน 4 ซ ้ า เช้ือสาเหตุท่ีใชคื้อ Fusarium sp. 
สาเหตุโรคเห่ียวและ Pythium sp. สาเหตุโรครากเน่า ส าหรับการเตรียมตน้พืชเพื่อทดสอบในสภาพ 
in vivo ท าไดด้ว้ยวธีิ split root technique เร่ิมตน้ใหท้  าการแบ่งรากของพืชเป็น  2 ส่วน ส่วนแรกแช่
ดว้ยสารแขวนลอยของเช้ือสาเหตุ (104spores ต่อมิลลิตร หรือ 104propagules ต่อมิลลิลิตร) รากส่วน
ท่ีสองแช่ดว้ยสารแขวนลอยของเช้ือท่ีผา่นการคดัเลือก (วธีิการท าสารแขวนลอยเช้ือแบบเดียวกบัขอ้ 
3.6.2) โดยทดสอบกบัทุกไอโซเลทท่ีผา่นการคดัเลือกแลว้ในขอ้ 3.5 หลงัจากตน้พืชแสดงอาการท า
การบนัทึกจ านวนตน้ท่ีเป็นโรคและระดบัความรุนแรง ส าหรับระดบัความรุนแรงโรคในพืชท่ีปลูก
เช้ือ Pythium sp. ตามระดบัคะแนน ดงัน้ี (Li et al., 2014) 
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ระดบั 0 = ไม่แสดงอาการโรค  
ระดบั 1 = รากมีอาการแผลต ่ากวา่ 20%  
ระดบั 2 =  รากเกิดอาการเน่าปานกลาง  
ระดบั 3 = เกิดอาการเน่าลุกลามและท าใหร้ากลดลงนอ้ยในระดบัท่ีต ่ากวา่ 50% และ 
ระดบั 4 = รากเกิดอาการเน่าทั้งระบบและท าใหจ้  านวนรากลดลงมากกวา่ 50%  

ส่วนในพืชท่ีปลูกเช้ือ Fusarium sp. แบ่งระดบัความรุนแรงไดด้งัน้ี(Ahn et al., 1998)  คือ  

ระดบั 0= ไม่แสดงอาการโรค 
ระดบั1 = เกิดอาการเหลืองและเห่ียวเล็กนอ้ย 
ระดบั 2 = เกิดอาการเห่ียว และเน้ือเยือ่ล าเลียงเกิดการเปล่ียนสีเล็กนอ้ย 
ระดบั 3 = เกิดอาการเห่ียวอยา่งหนกั รวมถึงเน้ือเยือ่ล าเลียงเปล่ียนเป็นสีน ้าตาล 
ระดบั4 = เกิดการเห่ียวทั้งตน้ และพืชตาย  

เม่ือเก็บขอ้มูลส าเร็จน าขอ้มูลทั้งหมดไปวเิคราะห์หาเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคและเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงโรคดงัสูตร  

เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค =   จ านวนตน้ท่ีเป็นโรค     × 100   
           จ านวนตน้พืชทั้งหมด 
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงโรค =   จ านวนตน้ท่ีเป็นโรค x ระดบัความรุนแรงท่ีพบx 100 
                                             จ  านวนตน้ทั้งหมด x ระดบัความรุนแรงสูงสุด 

       3.7.2 การกระตุน้ความตา้นทานดว้ยช้ินส่วนเซลล ์(cell fragment) (Hase et al., 2008) 
      วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) จ  านวน 4 ซ ้ า ทดสอบกบัเช้ือ Pythium และ 
Fusarium สาเหตุโรคเช่นเดียวกบัขอ้ 3.7.1 แต่รากส่วนท่ีท าการกระตุน้ดว้ยสารแขวนลอยเช้ือท่ีผ่าน
การคดัเลือกเปล่ียนเป็นการใชช้ิ้นส่วนเซลล์ (cell fragment) การเตรียมช้ินส่วนเซลล์ท าไดโ้ดยเล้ียง
เช้ือในอาหารเหลว V8 ปริมาตร 120 มิลลิลิตร (ผสมด้วย CaCO3 0.015 M และ wheat germ oil 
0.1%) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 อาทิตย ์หลงัจากนั้นเก็บเอาช้ินส่วนของเส้น
ใยมากรองดว้ยตะแกรงท่ีมีรูตะแกรงขนาด 150 ไมโครเมตร และลา้งดว้ยน ้ ากลัน่จ  านวน 5 คร้ัง ท า
ให้แห้งโดยการตากทิ้งไวบ้นกระดาษกรอง น าเส้นใย 5 กรัมไปป่ันให้ละเอียดร่วมน ้ ากลั่น 10 
มิลลิลิตร ปรับความเขม้ขน้ของช้ินส่วนเซลล์ด้วยน ้ ากลัน่อีกคร้ังให้ได้ประมาณ 5x108 oospores 
หรือ propagules ต่อมิลลิลิตร ท่ีปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อใชเ้ป็น elicitin เม่ือจะทดสอบให้ท าการแช่
รากพืชทดสอบดว้ยช้ินส่วนเซลล์ท่ีปริมาตร 1 มิลลิลิตร การบนัทึกขอ้มูลใช้วิธีการเดียวกนักบัขอ้ 
3.7.1 
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3.8 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
      ขอ้มูลผลการทดลองให้น าไปวเิคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-way Analysis of 
Variance (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียขอ้มูลใชว้ธีิ DMRT (Duncan’s Multiple Range test)ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p< 0.05) โดยใชโ้ปรแกรม R 
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บทที ่4 

ผลการวจิัย  
 

4.1 การศึกษาการแพร่กระจายของ Oomycetes ในถิ่นอาศัยทีแ่ตกต่างกนั  
      4.1.1 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Pythium และสกุลใกล้เคียงในคลาส Oomycetes ทีแ่ยกได้  
               ในการแยกเช้ือจากตวัอยา่งดินเกษตร ดินป่า ดินแม่น ้ า ดินป่าชายเลน ตวัอยา่งน ้ า และเศษ
ซากใบพืช สามารถแยก Pythium sp. และสกุลใกลเ้คียงไดท้ั้งหมดจ านวน 52 ไอโซเลท จากจนัทบุรี 
17 ไอโซเลท (CHS1-17) ระยอง 20 ไอโซเลท (RYS1-20) และตราด 15 ไอโซเลท (TS1-15) โดยมี
ลกัษณะโคโลนีท่ีหลากหลาย เช่นแบบปุยฝ้าย (cottony) ดอกเบญจมาศ (chrysanthemum) หรือดอก
กุหลาบ (rosette) การเจริญเติบโตแบ่งออกเป็นกลุ่มท่ีเจริญเติบโตเร็วซ่ึงสามารถเจริญเติบโตเต็มจาน
อาหารเล้ียงเช้ือไดภ้ายในเวลา 24-48 ชัว่โมง และกลุ่มท่ีโตชา้ซ่ึงอาจใชเ้วลาประมาณหน่ึงสัปดาห์ใน
การเจริญเติบโตเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือ แต่ละไอโซเลทมีการสร้างโครงสร้างขยายพนัธ์ุทั้งแบบ
อาศยัและไม่อาศยัเพศในลกัษณะต่างกนั ตามลกัษณะทางสัณฐานของเช้ือในสกุล Pythium และ 
Phytopythium ถา้หากแบ่งเป็นกลุ่มตามลกัษณะโครงสร้างแลว้ จะพบวา่มีทั้งสายพนัธ์ุท่ีสร้างและไม่
สร้าง sporangium กลุ่มท่ีสร้าง sporangium มีลกัษณะทั้งแบบเส้นใย (filamentous) ท่ีพองและไม่
พองบวม หรือแบบ  globose, subglobose, limoniform, pyriform และ  obpyriform ท่ี มี  papillae 
นอกจากนั้นยงัมีสายพนัธ์ุท่ีสร้าง oospore แบบผนงัเรียบ (smooth wall) หรือแบบมีหนาม (spine) ท่ี
มี oospore แบบเต็ม (plerotic) หรือไม่เต็ม (aplerotic) oogonium จากการทดลองคร้ังน้ีพบกลุ่มท่ีมี
การสืบพันธ์ุแบบ asexual reproduction จ านวน 9 สายพันธ์ุ กลุ่มท่ีมีการสืบพันธ์ุแบบ sexual 
reproduction  จ านวน 8 สายพนัธ์ุ และกลุ่มท่ีมีการสืบพนัธ์ุทั้งสองแบบจ านวน 6 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 
4.1)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 การเจริญเติบโตและโครงสร้างท่ีใชใ้นการสืบพนัธ์ุของ Pythium และสกุลใกลเ้คียงใน
คลาส Oomycetes ท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดัจนัทบุรี ระยอง และตราด 

ไอโซเลท ระยะเวลาในการเจริญ
เตม็จานอาหาร (วนั) 

Sporangia 
(length x 

wide; µm)  

Oogonia (µm) Antheridia Oospores 
(µm) 

CMA PDA V8 

CHS-1 2 2 3 - smooth wall 
intrercalary 

(15.94±0.69) 

1 diclinous 
antheridium per 

oogonia 

aplerotic 
(15.94±1.08) 

CHS-2 2 2 2 - smooth wall terminal, 
intrercalary 

(17.35±1.05) 
1 monoclinous 

aplerotic 
(30.93±0.39) 

CHS-3 2 2 3 - smooth wall terminal, 
intrercalary 

(16.02±2.02) 

1 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

aplerotic 
(19.87±7.65) 

CHS-4 3 3 3 - smooth wall terminal, 
intrercalary 

(17.01±0.89) 

1 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

aplerotic 
(30.11±1.78) 

CHS-5 2 2 3 - smooth wall terminal 
(19.06±5.30) 

1-3 diclinous 
aplerotic 

(23.68±4.65) 
CHS-6 5 5 5 sub-globose or 

pyriform (18.29 x 
7.59) 

smooth wall Terminal, 
intrercalary 

(23.79±3.27) 

1-3 diclinous or 
hyphogynous 
antheridia per 

oogonia 

aplerotic 
(19.24±0.64) 

CHS-7 4 4 4 ovoid, limoniform 
or pyriform (18.67 

x 7.54) 

smooth wall Terminal, 
intrercalary 

(15.85±0.86) 

1-3 diclinous 
antheridia per 

oogonia 

aplerotic 
(18.18±1.26) 

 
CHS-8 5 5 6 globose, ovoid or 

pyriform (19.00 x 
7.71) 

smooth wall Terminal, 
intrercalary 

(16.90±0.51) 

1 hyphogynous 
or 1-2 

monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

aplerotic 
(17.47±0.93) 

 

CHS-9 4 4 4 filamentous with 
vesicle (24.91) 

smooth wall terminal, 
intrercalary 

(19.29±2.40) 

1-2 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic 
(15.60)  

CHS-10 3 3 5 filamentous with 
vesicle (11.83) 

smooth wall 
Terminal, 

intrercalary 
(18.40±2.40) 

1-2 
monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic 
(16.68) 

CHS-11 2 2 2 inflated 
filamentous  

smooth wall terminal 
(33.20±0.68) 

1 diclinous 
antheridium per 

oogonia 

- 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.1 ต่อ 

ไอโซเลท ระยะเวลาในการเจริญ
เตม็จานอาหาร (วนั) 

Sporangia 
(length x 

wide; µm)   

Oogonia (µm) Antheridia Oospores (µm) 

CMA PDA V8 

CHS-12 4 4 3 limoniform, 
pyriform (vesicle 
observed) (20.58 

x 9.17) 

smooth wall 
Terminal 

(27.87±3.96) 
1 amphigynous 

antheridia  

plerotic (17.3)  
 

CHS-13 3 3 2 - smooth wall 
terminal or 
intrercalary 

(27.49±2.62) 

monoclinous or 
diclinous 

aplerotic  
(28.70±1.87) 

CHS-14 3 3 3 - - - - 
CHS-15 3 3 3 filamentous - - - 
CHS-16 4 4 3 filamentous - - - 
CHS-17 3 3 3 filamentous - - - 
RYS-1 2 2 2 - smooth wall, 

intercalary  
(33.91±1.92) 

3-4 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

aplerotic (68.76) 

RYS-2 2 2 2 sub-globose or 
pyriform 

proliferating 
(9.86) 

smooth wall, 
terminal or 
intercalary 

 (23.28±3.23) 

1 monoclinous or 
hypogynous 

antheridia per 
oogonia 

nearly plerotic 
(47.31)  

RYS-3 2 2 2 - smooth wall, 
intercalary  

(58.98±7.99) 

1 monoclinous or 
hyphogynous 
antheridia per 

oogonia 

aplerotic  
(56.38±0.96) 

 

RYS-4 5 5 4 subglobose with 
discharge tube 

(17.28) 

ornamented, 
terminal or 
intercalary  

(44.77±1.09) 

1-2 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic  
(44.42±2.27) 

RYS-5 5 5 5 sub-globose with 
discharge tube 

(17.02) 

ornamented, 
terminal or 
intercalary  

(35.77±4.30) 

1-2 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic  
(42.53±1.34) 

RYS-6 4 4 5 - ornamented, 
terminal or 
intercalary 

 (46.03±0.763) 

1 monoclinous of 
hyphogynous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic (39.65)  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.1 ต่อ 

ไอโซเลท ระยะเวลาในการเจริญ
เตม็จานอาหาร (วนั) 

Sporangia 
(length x 

wide; µm) 

Oogonia (µm) Antheridia Oospores 
(µm) 

CMA PDA V8 

RYS-7 7 7 6 - ornamented, terminal 
or intercalary 
(38.17±0.45) 

1-2 
monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic  
(44.64±1.13) 

RYS-8 6 6 6 sub-globose or 
pyriform, 

papillate (20.36 x 
7.46)  

smooth wall, 
terminal or 

intercalary (33.39) 

- plerotic  
(32.48±1.72) 

RYS-9 2 2 2 sub-globose or 
pyriform (18.10 x 

8.71) 

smooth wall, 
terminal or 
intercalary 

(36.97±4.46) 

1 
monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

- 

RYS-10 5 5 5 non-inflated 
filamentous 

- - - 

RYS-11 2 2 2 inflated 
filamentous with 

vesicle  

smooth wall, 
terminal and 
intercalary 

(34.70±9.28) 

1 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

- 

RYS-12 2 2 2 sub-globose or 
pyriform (24.47 x 

11.51) 

smooth wall, 
terminal and 
intercalary 

(22.31±4.39) 

1 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

- 

RYS-13 2 2 2 - - - - 
RYS-14 5 5 4 inflated 

filamentous  
- - - 

RYS-15 2 2 2 sub-globose or 
pyriform (27.74 x 

13.77) 

smooth wall, 
terminal and 

intercalary (27.04) 

- - 

RYS-16 4 4 3 - - - - 
RYS-17 2 2 2 globose, sub-

globose or 
pyriform (23.47) 

- - - 

RYS-18 5 5 4 sub-globose 
(25.16) 

ornamented, terminal 
or intercalary 
(33.88±3.71) 

1 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic  
(28.11)  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.1 ต่อ 

ไอโซเลท ระยะเวลาในการเจริญ
เตม็จานอาหาร (วนั) 

Sporangia 
(length x 

wide; µm)   

Oogonia (µm)  Antheridia Oospores 
(µm) 

CMA PDA V8 

RYS-19 3 3 3 sub-globose 
(27.39) 

ornamented, 
terminal or 
intercalary 

(34.53±11.96) 

1 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic  
(42.75±1.04) 

RYS-20 5 5 5  pyriform (28.34 
x 12.15) 

smooth wall, 
terminal or 
intercalary 

(33.06±1.27) 

1-2 monoclinous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic  
(34.11±0.72) 

 

TS-1 2 2 2 - smooth wall 
terminal or 
intercalary 

(27.82±2.71) 

- - 

TS-2 5 5 5 ovoid with 
papillae  

(15.19 x 9.38) 
 

smooth wall, 
terminal 

(14.17±2.85) 

1 monoclinous per 
oogonia 

Plerotic 
 (21.09±3.66)  

TS-3 5 5 5 sub-globose, 
ovoid or pyriform 

with papillae 
(11.95 x 7.34) 

 

smooth wall, 
terminal 

(19.17±0.61) 
 

1 monoclinous per 
oogonia 

Plerotic 
(18.38±1.21) 

 

TS-4 3 3 4 sub-globose  ornamented (acute 
spines), terminal 

or intercalary 
(15.19±4.85) 

 

1 monoclinous or 
hyphogynous 
antheridia per 

oogonia 

plerotic (21.89) 
 

TS-5 2 2 2 - smooth wall 
intercalary 

(28.87±4.34) 
 

- - 

TS-6 2 2 2 - smooth wall 
intercalary 

(29.54±3.25) 

- - 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.1 ต่อ 

ไอโซเลท ระยะเวลาในการเจริญ
เตม็จานอาหาร (วนั) 

Sporangia 
(length x 

wide; µm)   

Oogonia (µm) Antheridia Oospores 
(µm) 

CMA PDA V8 

TS-7 5 5 5 ovoid or 
limoniform 

(13.16 x 11.52) 
 

smooth wall 
intercalary 

(16.49±0.63) 

1 hyphogynous per 
oogonia 

 

aplerotic, 
(19.77)  

 

TS-8 5 5 5 pyriform (20.75 x 
12.05) 

smooth wall 
terminal or 
intercalary 

(25.23±5.75) 
 

1-2 monoclinous 
per oogonia 

nearly 
plerotic 

(17.92±1.35) 
 

TS-9 2 2 2 - smooth wall 
terminal 

(24.33±3.96) 
 

- - 

TS-10 5 5 5 oviod (15.58 x 
7.58) 

 

- - plerotic 
(17.04±0.15) 

 
TS-11 5 5 5 pyriform (20.08 x 

15.45) 
 

- - - 

TS-12 2 2 2 pyriform or 
obpyriform with 
papillae (19.80 x 

16.01) 

- - - 

TS-13 4 4 3 non-inflated with 
vesicle 

- - - 

TS-14 2 2 2 obpyriform with 
papillae (20.01 x 

16.97) 
 

- - - 

TS-15 3 3 2 non-inflated 
 

- - - 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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จากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแต่ละไอโซเลทประกอบกบัขอ้มูลล าดบั
นิวคลิโอไทด์ สามารถจดัจ าแนกในเบ้ืองตน้ไดด้งัน้ี 

ไอโซเลท CHS-1,  CHS-2, CHS-3, CHS-4 และ CHS-5 มีความใกลเ้คียงกบั 
Globisporangium splendens (ภาพท่ี 4.1) 

ไอโซเลท CHS-6, CHS-7 และ CHS-8 มีความใกลเ้คียงกบั Phytopythium vexans (ภาพท่ี 
4.2) 

ไอโซเลท CHS-9 และ CHS-10 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium catenulatum (ภาพท่ี 4.3) 
ไอโซเลท CHS-11 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium myriotylum (ภาพท่ี 4.4) 
ไอโซเลท CHS-12 และ CHS-13 มีความใกลเ้คียงกบั Phytopythium helicoides (ภาพท่ี 4.5) 
ไอโซเลท CHS-14, CHS-15, CHS-16 และ CHS-17 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium 

longipapillum (ภาพท่ี 4.6) 
ไอโซเลท RYS-1 และ RYS-3  มีความใกลเ้คียงกบั Globisporangium splendens (ภาพท่ี 4.7) 
ไอโซเลท RYS-2 มีความใกลเ้คียงกบั Phytopythium vexans (ภาพท่ี 4.8) 
ไอโซเลท RYS-4, RYS-5, RYS-6, RYS-7, RYS-18 และ RYS-19 มีความใกลเ้คียงกบั 

Pythium acanthicum (ภาพท่ี 4.9) 
ไอโซเลท RYS-8 และ RYS-20 มีความใกลเ้คียงกบั Phytopythium cucurbitacearum (ภาพ

ท่ี 4.10) 
ไอโซเลท RYS-11 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium deliense (ภาพท่ี 4.11) 
ไอโซเลท RYS-14 และ RYS-16 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium diclinum (ภาพท่ี 4.12) 
ไอโซเลท RYS-10 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium torulosum (ภาพท่ี 4.13) 
ไอโซ เลท  RYS-9, RYS-12, RYS-13, RYS-15 และ  RYS-17 มี คว ามใกล้ เ คี ย งกับ 

Phytopythium helicoides (ภาพท่ี 4.14) 
ไอโซเลท TS-1, TS-5, TS-6 และ TS-9 มีความใกลเ้คียงกบั Globisporangium splendens 

(ภาพท่ี 4.15) 
ไ อ โ ซ เ ล ท  TS-2, TS-3, TS-10 แ ล ะ  TS-11 มี ค ว า ม ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ  Phytopythium 

cucurbitacearum (ภาพท่ี 4.16) 
ไอโซเลท TS-4 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium acanthicum (ภาพท่ี 4.17) 
ไอโซเลท TS-7 และ TS-8 มีความใกลเ้คียงกบั Phytopythium vexans (ภาพท่ี 4.18) 
ไอโซเลท TS-12 และ TS-14 มีความใกลเ้คียงกบั Phytopythium helicoides (ภาพท่ี 4.19) 
ไอโซเลท TS-13 และ TS-15 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium diclinum (ภาพท่ี 4.20) 
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.1 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท CHS-1,  CHS-2, CHS-3, CHS-4 และ 
CHS-5 (G. splendens) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA  (A), CMA (B) 
และ V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 3 วนั; D: intercalary hyphal swelling (400); E: terminal 
hyphal swelling (100); F:  oogonia ท่ีเพิ่งสร้างใหม่ (100); G: smooth wall oogonia 
(400); H-I: การจบักนัระหวา่ง oogonium กบั antheridium (400) J: การจบักนัระหวา่ง 
oogonia กบั diclinous antheridia (100); K: oogonia; L: aplerotic oospore (scale bars ท่ี  
100 : 20 µm; 400: 10 µm); ลูกศรสีด าแสดงใหเ้ห็นถึง antheridium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่ 4.2 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท CHS-6, CHS-7 และ CHS-8  
(P.  vexans) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ 
V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 4-5 วนั; D: เส้นใยท่ีแตกแขนง (100); E: pyriform 
sporangium (100); F:  Pyriform, sub-globose และ globose sporangium (100); 
G: hyphal swelling (100); H: limoniform sporangium (100); I-J: การจบักนั
ระหวา่ง oogonium กบั antheridium (400); K-L: aplerotic oospore (400); (scale 
bars ท่ี 100: 20 µm; 400: 10 µm); ลูกศรสีด าแสดงให้เห็นถึง antheridium 

  
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่ 4.3 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท CHS-9 และ CHS-10 (P. 

catenulatum) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 
agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 3-4 วนั; D: filamentous sporangium (100); E: filamentous 
inflated sporangium (100); F:  vesicle ท่ีบรรจุ zoospore ไวภ้ายใน (100); 
G: zoospore ท่ีถูกปลดปล่อยออกมาจาก vesicle (100); H-I: oogonia และ 
antheridium (100); J: oogonium และ antheridium (100); K: oogonium และ 
antheridium; L: aplerotic oospore (400); (scale bars ท่ี 100: 20 µm; 400: 10 µm); 
ลูกศรสีด าแสดงใหเ้ห็นถึง antheridium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.4 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท CHS-11 (P. myriotylum) โดยรูป  
A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอาย ุ2 
วนั; D: filamentous sporangium (100); E: filamentous inflated sporangium 
(100); F:  oogonia (100); G: oogonium และ diclinous antheridium (100); 
(scale bars ท่ี 100: 20 µm); ลูกศรสีด าแสดงใหเ้ห็นถึง antheridium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.5 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท CHS-12 และ CHS-13 (P. helicoides) 
โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอายุ
ประมาณ 3-4 วนั; D: เส้นใยท่ีพองบวม (10); E: sporangium แบบ limoniform (10); 
F:  sporangium ท่ีก าลงัสร้าง vesicle (100); G: oogonium และ antheridium (100); H-
I: oogonia และ antheridium (100; 400); J: oogonium และ antheridium (400); K: 
oospore และ antheridium; L: aplerotic oospore (400); (scale bars ท่ี 10: 20 µm; 40: 
10 µm); ลูกศรสีด าแสดงให้เห็นถึง antheridium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.6 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท CHS-14, CHS-15, CHS-16 และ 
CHS-17 (P. longipapillum) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), 
CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 3-4 วนั; D: เส้นใยของเช้ือ (100); E: 
zoospores (100); F-I:  vesicle และกระบวนการปลดปล่อย zoospores (100); (scale 
bars ท่ี 100: 20 µm) 

 

   

 

 

   

 

 

   

 

ภาพที ่4.6 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท CHS-14, CHS-15, CHS-16 และ 
CHS-17 ( P. longipapillum) โดยรูป  A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), 
CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 3-4 วนั ; D: เส้นใยของเช้ือ (100); E: 
zoospores (100); F-I:  vesicle และกระบวนการปลดปล่อย zoospores (100); (scale 
bars ท่ี 100: 20 µm) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่ 4.7 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-1 และ RYS-3 (G. 

splendens) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ 
V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 2 วนั; D-F: young sporangium (100); G-H: oogonium 
(100); I: aplerotic oospore (400); (scale bars ท่ี 100: 20 µm; 400 : 10 µm) 

 

 
 

 

   

   

   

 

A 

D E F 

G H I 

B C 

C B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.8 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-2 (P. vexans) โดยรูป A-C: 

ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 2 
วนั; D: sporangium (100); E: hyphal swelling (100); F: sporangium (100); G: 
hyphal swelling (10); H: oogonium (10); I: oogonium และ antheridium (400); 
J: oospore และ oogonium (400) (scale bars ท่ี 100: 20 µm; 400 : 10 µm) ลูกศร
สีด าแสดงใหเ้ห็นถึง antheridium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.9 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-4, RYS-5, RYS-6, RYS-7, 

RYS-18 และ RYS-19 (P. acanthicum) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร 
PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 4-6 วนั; D-F: sporangium ท่ีวา่ง
เปล่า (100); G-H: ornamented oogonium ท่ีมีหนามแหลม (400); H: oogonium 
(400); I: oogonium และ antheridium (400); J: oospore และ oogonium; K-l 
plerotic oospore (400); (scale bars ท่ี 100: 20 µm; 400 : 10 µm) ลูกศรสีด าแสดง
ใหเ้ห็นถึง antheridium 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่ 4.10 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-8 และ RYS-20  

(P. cucurbitacearum) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA 
(B) และ V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 5-6 วนั; D-F: pyriform sporangium (D: 100; 
E-F: 400); G: oogonium (400); H-L: plerotic oospore (400); (scale bars ท่ี 
100: 20 µm; 400 : 10 µm) ลูกศรสีด าแสดงให้เห็นถึง antheridium 

 
 
 
 
 

 
       10.                         Oomycetes         RYS-8     RYS-20 ( P. 
cucurbitacearum)        A-C:                        PDA (A), CMA (B)     V8 agar (C); 

D-F: Pyriform sporangium (D: 10; E-F: 40); G: Oogonium (40); H: Oogonium (40); I: 

Oogonium     antheridium (40); J: Oospore     oogonium; K-l Plerotic oospore (40); 

(scale bars     10: 20 µm; 40 : 10 µm)                          antheridium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.11 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-11 (P. deliense) โดยรูป A-

C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอายุ
ประมาณ 2 วนั; D-E: zoospore และ vesicle (100); F-G: oogonium และ 
antheridium (F: 100; G: 400); H-I: aplerotic oospore (400); (scale bars ท่ี 
100: 20 µm; 400 : 10 µm) ลูกศรสีด าแสดงให้เห็นถึง antheridium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่ 4.12 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-14 และ RYS-16 (P. 

diclinum) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 
agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 4-5 วนั; D: filamentous Inflated sporangium (100); E-F: 
การงอกของ zoospore (100); (scale bars ท่ี 100: 20 µm)  

 

 
ภาพที ่4.13 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-10 (P. torulosum) โดยรูป 

A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอาย ุ5
วนั; D-F: filamentous inflated sporangium (100); (scale bars ท่ี 100: 20 µm;)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

   
       14 A-C: Colony patterns on CMA (A), PDA (B) and V8 agar (C); 

A B C 

D E F 

 

   

   

A B C 

D E F 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่ 4.14  ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท RYS-9, RYS-12, RYS-13, 

RYS-15 และ RYS-17 (P. helicoides) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร 
PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 2 วนั; D: globose sporangium 
(100); E-H: pyriform sporangium (E-F: 100; G-H: 400); I: oogonium และ 
antheridium (400); (scale bars ท่ี 100: 20 µm; 400 : 10 µm) ลูกศรสีด าแสดง
ใหเ้ห็นถึง antheridium 

 
 
 
 
 
 

   

   

   
       12 A-C: Colony patterns on CMA (A), PDA (B) and V8 agar 
(C); 

 

A B C 

D E F 

G H I 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่ 4.15 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท TS-1, TS-5, TS-6 และ TS-9  

(G. splendens); โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ 
V8 agar (C) ท่ีอาย ุ2 วนั; D-E: hyphal swelling (100); F-I: oogonium (scale bars ท่ี 
100: 20 µm; 400 : 10 µm) 
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D E F 

H I G 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.16 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท TS-2, TS-3, TS-10 และ TS-11  

(P. cucurbitacearum) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA 
(B) และ V8 agar (C) ท่ีอาย ุ5 วนั ; D: pyriform sporangium (D: 100); E-F: pyriform 
sporangium ท่ีวา่งเปล่า; G-H: obpyriform sporangium (400); I: oogonium (400); 
J-K: nearly plerotic oospore (400); L: plerotic oospore (scale bars ท่ี 100: 20 µm; 
400 : 10 µm) ลูกศรสีด าแสดงใหเ้ห็นถึง antheridium 

 
 

   

   

   

   

Cucurbiracearum 

A B C 

D E F 

G H I 

J K L 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.17 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท TS-4 (P. acanthicum); โดยรูป 

A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) อายุ
ประมาณ 3-4 วนั; D: sporangium ท่ีวา่งเปล่า (40); E-F: oogonium แบบมีหนาม 
(40); G: plerotic oospore (400); (scale bars 400 : 10 µm) 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

   

   

   

A B C 

E D 

F G 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.18 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท TS-7 และ TS-8 (P. vexans); โดย

รูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) อาย ุ5 
วนั; D-F: pyriform sporangium (D-E: 100; F: 400); G: oogonium (400); H-I: 
aplerotic oospore (400); (scale bars 100: 20 µm; 400 : 10 µm) 

 
 
 
 
 
 
 
 

C เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที ่ 4.19 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท TS-12 และ TS-14 (P. 

helicoides) โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ 
V8 agar (C) ท่ีอายปุระมาณ 2-5 วนั; D-E: oppyriform sporangium (10); F: sub-
globose sporangium (100); G: globose sporangium (400); H-I: obpyriform 
sporangium (400); (scale bars ท่ี 100: 20 µm; 400 : 10 µm)  
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที ่4.20 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของ Oomycetes ไอโซเลท TS-13 และ TS-15 (P. diclinum) 

โดยรูป A-C: ลกัษณะของโคโลนีบนอาหาร PDA (A), CMA (B) และ V8 agar (C) ท่ี
อายปุระมาณ 3-4 วนั; D: vesicle (100); E-F: encysted zoospore และ germinated 
zoospore (scale bars ท่ี 100: 20 µm;) 

 

           4.1.2 การจัดจ าแนก Pythium โดยเทคนิคทางอณูวทิยา 
      การจดัจ าแนก Pythium sp. โดยอาศยัการวเิคราะห์ล าดบั ITS ดว้ยการใช ้primer ITS6 

และ ITS4 ของเช้ือ Oomycetes ท่ีแยกไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ีจ  านวน 52 ไอโซเลท  หลงัการเพิ่ม
จ านวนยนีดว้ยเทคนิค PCR พบวา่ผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ขนาดประมาณ 900 คู่เบส   เม่ือเปรียบเทียบกบั
ฐานขอ้มูลใน NCBI (National Center for Biotechnology; Bethesda, USA) พบวา่เช้ือท่ีไดส้ามารถ
ถูกจดัจ าแนกไดท้ั้งส้ิน 3 สกุล ไดแ้ก่ Globisporangium, Phytopythium และ Pythium ซ่ึงประกอบดว้ย 
Globisporangium  splendens (ช่ือเดิม Pythium splendens), Pythium acanthicum, Pythium 
catenulatum, Phytopythium cucurbitacearum (ช่ือเดิม Pythium cucurbitacearum), Pythium 
deliense, Pythium diclinum, Pythium longipapilum, Pythium myriotylum, Pythium torulosum, 
Phytopythium helicoides (ช่ือเดิม Pythium helicoides) และ Phytopythium vexans (ช่ือเดิม Pythium 
vaxan) (ตารางท่ี 4.2)   

      4.1.2.1 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดั จนัทบุรี (ตารางท่ี 4.2) 
                   การเปรียบเทียบศึกษา ITS region gene tree พบวา่ Pythium และสกุลใกลเ้คียง

ในคลาส oomycetes ท่ีแยกไดจ้  านวน 17 ไอโซเลท  นั้นมีความคลา้ยคลึงกบั   
                                  Globisporangium splendens โดยคลา้ยคลึงประมาณ 98-99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 850-900 คู่เบส จ านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ CHS-1, CHS-2, CHS-3, 
CHS-4 และ CHS-5   

A B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                                  Phytopythium vexans โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบ
จากล าดบัเบสในช่วง 850-900 คู่เบส จ านวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ CHS-6, CHS-7 และ CHS-8  
                                  Pythium catenulatum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบ
จากล าดบัเบสในช่วง 850-900 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ CHS-9 และ CHS-10 
                                  Pythium myriotylum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเปรียบเทียบ
จากล าดบัเบสท่ี 856 คู่เบส จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ CHS-11  
                                  Phytopythium helicoides โดยคล้ายคลึงประมาณ98-99 เปอร์เซ็นต์ เ ม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 650-820 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ CHS-12 และ CHS-13  
                                  Pythium longipapillum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบ
จากล าดบัเบสในช่วง 750-850 คู่เบส จ านวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ CHS-14, CHS-15 CHS-16 และ 
CHS-17 

        4.1.2.2 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดั ระยอง (ตารางท่ี 4.2) 
                                   การเปรียบเทียบศึกษา ITS region gene tree พบวา่ Pythium และสกุลใกลเ้คียง
ในคลาส oomycetes ท่ีแยกไดจ้  านวน 20ไอโซเลท  นั้นมีความคลา้ยคลึงกบั   
                                  Globisporangium splendensโดยคลา้ยคลึงประมาณ 98-99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 800-850 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-1 และ RYS-3 
                                  Phytopythium vexans โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือเปรียบเทียบ
จากล าดบัเบสในช่วง 920 คู่เบส จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-2 
                                  Pythium acanthicum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 98-99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 920 คู่เบส จ านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-4, RYS-5, RYS-6, 
RYS-7, RYS-18 และ RYS-19 
                                  Pythium cucurbitacearum โดยคล้ายคลึงประมาณ 99-100 เปอร์เซ็นต์ เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 850 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-8 และ RYS-20 
                                  Phytopythium helicoides โดยคลา้ยคลึงประมาณ 94-99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 650-850 คู่เบส จ านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-9, RYS-12, RYS-
13, RYS-15 และ RYS-17 
                                  Pythium torulosum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบจาก
ล าดบัเบสในช่วง 870 คู่เบส จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-10 
                                  Pythium deliense โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือเปรียบเทียบจาก
ล าดบัเบสในช่วง 823 คู่เบส จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-11 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                                  Pythium diclinum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือเปรียบเทียบจาก
ล าดบัเบสในช่วง 780 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RYS-14 และ RYS-16 

       4.1.2.3 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดั ตราด (ตารางท่ี 4.2) 
                    การเปรียบเทียบศึกษา ITS region gene tree พบวา่ Pythium และสกุลใกลเ้คียง

ในคลาส oomycetes ท่ีแยกไดจ้  านวน 15 ไอโซเลท  นั้นมีความคลา้ยคลึงกบั   
                                 Globisporangium splendensโดยคลา้ยคลึงประมาณ 95-99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 800-850 คู่เบส จ านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TS-1, TS-5, TS-6 และ 
TS-9  
                                 Phytopythium cucurbitacearum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99-100 เปอร์เซ็นต ์เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 800-900 คู่เบส จ านวน 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TS-2, TS-3, TS-10 และ 
TS-11 
                                 Pythium acanthicum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 99 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบจาก
ล าดบัเบสในช่วง 859 คู่เบส จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TS-4 
                                 Phytopythium vexans โดยคลา้ยคลึงประมาณ 98-99 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบ
จากล าดบัเบสในช่วง 880 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TS-7 และ TS-8 
                                 Phytopythium helicoides โดยคลา้ยคลึงประมาณ 97-99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือ
เปรียบเทียบจากล าดบัเบสในช่วง 760-790 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TS-12 และ TS-14 
                                  Pythium diclinum โดยคลา้ยคลึงประมาณ 97-99 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือเปรียบเทียบ
จากล าดบัเบสในช่วง 720 คู่เบส จ านวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ TS-13 และ TS-15 

      
 
 
. 
. 
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ตารางที ่4.2 ผลการจดัจ าแนกโดยอาศยัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดใ์น ITS เทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Clade ไอโซ
เลท 

GenBank 
Accession no.  

พื้นทีเ่กบ็ตวัอย่าง  แหล่งทีม่า Hits Sequence 
length (bp) 

ความ
คล้ายคลงึ 

(%) 

Variation ratio 
(Different/Total) 

A RYS-11 MT758174 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Leaf debris 
(river) 

P. deliense 
MN365090.1 

823 99 2/823 

B CHS-9 MW412827 Chanthaburi Province 
<12.711763, 102.181276> 

River soil P. catenulatum 
JX569196.1 

837 99 5/836 

 CHS-10 MW412828 Chanthaburi Province 
<12.711763, 102.181276> 

River soil P. catenulatum 
JX569196.1 

769 99 2/769 

 CHS-11 MW412829 Chanthaburi Province 
<12.711763, 102.181276> 

Leaf debris 
(river) 

P. myriotylum 
KY019264.1 

864 99 14/838 

 CHS-14 MW412832 Chanthaburi Province 
<12.711763, 102.181276> 

Leaf debris 
(river) 

P. longipapillum 
KX228104.1 

797 99 4/762 

 CHS-15 MW412833 Chanthaburi Province 
<12.711763, 102.181276> 

Leaf debris 
(river) 

P. longipapillum 
KX228104.1 

744 99 5/744 

 CHS-16 MW412834 Chanthaburi Province 
<12.711763, 102.181276> 

Leaf debris 
(river) 

P. longipapillum 
KX228104.1 

856 99 4/767 

 CHS-17 MW412835 Chanthaburi Province 
<12.711763, 102.181276> 

Leaf debris 
(river) 

P. longipapillum 
KX228104.1 

820 99 4/767 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.2 ต่อ

Clade ไอโซเลท GenBank 
Accession no. 

พืน้ที่เกบ็ตัวอย่าง แหล่งที่มา Hits Sequence length 
(bp) 

ความคล้ายคลึง 
(%) 

Variation ratio 
(Different/Total) 

B RYS-10 MT758173 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Fresh water P. torulosum 
MK015674.1 

877 99 4/866 

 RYS-14 MT758177 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Leaf debris 
(river) 

P. diclinum 
MK015676.1 

782 99 10/782 

 RYS-16 MT758179 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Leaf debris 
(river) 

P. diclinum 
MK015676.1 

774 99 14/773 

 TS-13 MW426387 Trat Province <12.35619623,102.440991> Leaf debris 
(river) 

P. diclinum   
MK015676.1 

725 98 10/716 

 TS-15 MW426389 Trat Province <12.35619623,102.440991> Leaf debris 
(river) 

P. diclinum   
MK015676.1 

726 99 9/725 

D RYS-4 MT758167 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. acanthicum 
LC332027.1 

772 98 10/761 

 RYS-5 MT758168 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. acanthicum 
KU210470.1 

863 98 11/768 

 RYS-6 MT758169 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. acanthicum 
KU210470.1 

871 98 11/768 

 RYS-7 MT758170 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. acanthicum 
KU210470.1 

858 98 11/768 

 RYS-18 MT758181 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

River soil P. acanthicum 
AY598617.2 

822 99 5/766 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.2 ต่อ 

Clade ไอโซเลท GenBank 
Accession no. 

พืน้ที่เกบ็ตัวอย่าง แหล่งที่มา Hits Sequence length 
(bp) 

ความคล้ายคลึง 
(%) 

Variation ratio 
(Different/Total) 

D RYS-19 MT758182 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

River soil P. acanthicum 
HQ643411.1 

770 98 10/753 

 TS-4 MW426378 Trat Province 
<12.3554343,102.44117412> 

Orchard soil P. acanthicum 
KU210470.1 

859 99 272/784 

I CHS-1 MW412819 Chanthaburi Province <12.7098950, 
102.1804450> 

Orchard soil P. splendens 
AB796308.1 

806 98 14/797 

 CHS-2 MW412820 Chanthaburi Province <12.7098950, 
102.1804450> 

Orchard soil P. splendens 
AB780629.1 

803 99 17/800 

 CHS-3 MW412821 Chanthaburi Province <12.7098950, 
102.1804450> 

Orchard soil P. splendens 
AB780646.1 

791 99 2/787 

 CHS-4 MW412822 Chanthaburi Province <12.7098950, 
102.1804450> 

Orchard soil P. splendens 
HQ237486.1 

834 99 3/821 

 CHS-5 MW412823 Chanthaburi Province <12.7098950, 
102.1804450> 

Orchard soil P. splendens 
EU781675.1 

822 99 5/814 

 RYS-1 MT758164 Rayong Province <12.85099178, 
101.55733498> 

Orchard soil P. splendens 
AY598655.2 

853 99 23/825 

 RYS-3 MT758166 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. splendens 
KU724186.1 

793 99 2/792 

 TS-1 MW426375 Trat Province 
<12.3554343,102.44117412> 

Orchard soil P. splendens 
HQ237486.1 

809 99 1/806 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.2 ต่อ 

Clade ไอโซเลท GenBank 
Accession no. 

พืน้ที่เกบ็ตัวอย่าง แหล่งที่มา Hits Sequence length 
(bp) 

ความคล้ายคลึง 
(%) 

Variation ratio 
(Different/Total) 

I TS-5 MW426379 Trat Province 
<12.3554343,102.44117412> 

Orchard soil P. splendens   
HQ237486.1 

824 99 5/818 

 TS-6 MW426380 Trat Province 
<12.3554343,102.44117412> 

Orchard soil P. splendens 
AB796287.1 

800 95 26/778 

 TS-9 MW426383 Trat Province <12.35619623,102.440991> River soil P. splendens   
EU781675.1 

818 99 1/815 

K CHS-6 MW412824 Chanthaburi Province <12.711564, 
102.177968> 

Forest soil P. vexans  
KP183941.1 

824 99 27/818 

 CHS-7 MW412825 Chanthaburi Province <12.573183, 
101.903589> 

Mangrove soil P.  vexans 
KP183944.1 

831 99 29/825 

 CHS-8 MW412826 Chanthaburi Province <12.573183, 
101.903589> 

Mangrove soil P. vexans 
KP183944.1 

827 99 30/821 

 CHS-12 MW412830 Chanthaburi Province <12.711763, 
102.181276> 

Leaf debris 
(river) 

P.  helicoides  
KT750954.1 

824 100 2/824 

 CHS-13 MW412831 Chanthaburi Province <12.711763, 
102.181276> 

Leaf debris 
(river) 

P.  helicoides 
MG597190.1 

679 99 1/679 

 RYS-2 MT758165 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. vexans 
MK011121.1 

922 99 17/898 

 RYS-8 
 

MT758171 
 

Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. cucurbitacearum 
KP183959.1 

856 99 5/855 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.2 ต่อ 

Clade ไอโซเลท GenBank 
Accession no. 

พืน้ที่เกบ็ตัวอย่าง แหล่งที่มา Hits Sequence 
length (bp) 

ความคล้ายคลึง 
(%) 

Variation ratio 
(Different/Total) 

K RYS-9 MT758172 Rayong Province <12.849345, 
101.555479> 

Forest soil P. helicoides 
KT750954.1 

797 99 2/797 

 RYS-12 MT758175 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Leaf debris 
(river) 

P. helicoides 
KT595686.1 

656 97 9/641 

 RYS-13 MT758176 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Leaf debris 
(river) 

P. helicoides 
KY084740.1 

793 95 44/775 

 RYS-15 MT758178 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Leaf debris 
(river) 

P. helicoides 
KT750954.1 

819 99 3/818 

 RYS-17 MT758180 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

Leaf debris 
(river) 

P. helicoides 
KT750954.1 

841 99 1/841 

 RYS-20 MT758183 Rayong Province <12.776806, 
101.714779> 

River soil P. cucurbitacearum 
MK416211.1 

868 100 4/868 

 TS-2 MW426376 Trat Province 
<12.3554343,102.44117412> 

Orchard soil P. cucurbitacearum 
KP183959.1 

904 99 5/904 

  
TS-3 

MW426377 Trat Province 
<12.3554343,102.44117412> 

Orchard soil P. cucurbitacearum 
KP183959.1 
 

790 99. 3/790 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.2 ต่อ 

Clade ไอโซเลท GenBank 
Accession no. 

พื้นทีเ่กบ็ตวัอย่าง แหล่งทีม่า Hits Sequence 
length (bp) 

ความ
คล้ายคลงึ 

(%) 

Variation ratio 
(Different/Total) 

K TS-7 MW426381 Trat Province 
<12.15233197,102.53187095> 

Forest soil P. vexans 
MT647272.1 

882 99 12/877 

 TS-8 MW426382 Trat Province 
<12.15233197,102.53187095> 

Forest soil P. vexans 
KP183940.1 

885 99 29/878 

 TS-10 MW426384 Trat Province 
<12.35619623,102.440991> 

River soil P. cucurbitacearum 
KP183959.1 

904 99 2/904 
 

 TS-11 MW426385 Trat Province 
<12.35619623,102.440991> 

River soil P. cucurbitacearum 
KP183959.1 

821 100 0/821 

 TS-12 MW426386 

 
Trat Province 
<12.35619623,102.440991> 

Leaf debris 
(river) 

P. helicoides 
KT750954.1 

796 98 11/781 

 TS-14 MW426388 Trat Province 
<12.35619623,102.440991> 

Leaf debris 
(river) 

P. helicoides 
KT750954.1 

766 99 2/761 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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      4.1.3 ความสัมพนัธ์ทางล าดบัววิฒันาการ 
               จากการน าขอ้มูลสายววิฒันาการของเช้ือทุกไอไซเลทมาจดักลุ่มใหอ้ยูใ่นเคลด A ถึง K 
โดยอา้งอิงจากรายงานของ Lévesque and de Cock (2004) ผลการวเิคราะห์พบวา่อยูใ่นเคลด A, B, D, 
I และ K เป็นจ านวน 1, 12, 7, 11 และ 21 ไอโซเลท ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.2; ภาพท่ี 4.21-4.23) ดงัน้ี 

                Clade A 
                Pythium sp. ท่ีพบในเคลด A มีเพียงไอโซเลทเดียวเท่านั้น นัน่คือ RYS-11 ท่ีแยกไดจ้าก
ตวัอยา่งน ้ าจากจงัหวดัระยอง (ตารางท่ี 4.2) เม่ือน าล าดบันิวคลิโอไทด์ไปเปรียบเทียบกบัชุดขอ้มูล
อา้งอิงในฐานขอ้มูล GenBank พบวา่มีความคลา้ยคลึงกบั Pythium deliense S3-Iraq (MN365090.1) 
มากท่ีสุด  โดยไอโซเลทน้ีจะสร้าง sporangium แบบเส้นใยพองบวม ( inflated filamentous 
sporangium) และสร้าง oospore ผนงัเรียบแบบ aplerotic  (ภาพท่ี 4.11, ตารางท่ี 4.1) โดย P. dilense 
มีหลายรายงานท่ีอา้งอิงว่าสามารถก่อให้เกิดโรคไดก้บัพืชหลายชนิด และพบไดใ้นหลายประเทศ 
เช่น ญ่ีปุ่น (Watanabe, 1981) ไทย (Intaparn et al., 2019) ปากีสถาน (Lodhi et al., 2004) หรืออียิปต ์
(Gherbawy et al., 2005) ส าหรับสปีชีส์อ่ืน ๆ ในเคลดน้ีนอกจาก P. deliense พบวา่ส่วนใหญ่เป็นสปี
ชี ส์ ท่ีอาศัยอยู่ ในน ้ า  (water-borne species)  (Choudhary et al, 2016; Nam and Choi, 2019) โดย
สันนิษฐานว่าเคลดน้ีอาจเป็นเคลดแรกเร่ิม ท่ีวิวฒันาการมาจากส่ิงมีชีวิตในกลุ่มสาหร่าย (early 
divergence)  

                Clade B 
                ใ น เ ค ล ด น้ี  พ บ เ ช้ื อ จ า น ว น  5 ส ปี ชี ส์  คื อ  P.  catenulatum, P.  myriotylum, P. 
longipapillum, P. torulosum และ P. diclinum (ตารางท่ี 4.2) จ านวนทั้งหมด 12 ไอโซเลท ได้แก่ 
CHS-9, CHS-10, CHS-11, CHS-14, CHS-15, CHS-16, CHS-17 (ภาพท่ี 4.21) , RYS-10, RYS-14, 
RYS-16 (ภาพท่ี 4.22) , TS-13 และ TS-15 (ภาพท่ี 4.23) แต่ละสายพนัธ์ุมีล าดบั ITS ท่ีคลา้ยคลึงกนั
กบัสายพนัธ์ุอา้งอิง นัน่คือ โดยไอโซเลท CHS-9 และ CHS-10 มีความคลา้ยคลึงกบั P. catenulatum  
(JX569196.1) ท่ี 99% โดยแตกต่างท่ี 5  จาก 836 และ 2 จาก 796 คู่เบสตามล าดบั ไอโซเลท CHS-11 
มีความคลา้ยคลึงกบั P. myriotylum (KY019264.1) ท่ี 99% มีความแตกต่างท่ี 14 จาก 838 คู่เบส ไอ
โซ เ ลท  CHS-14, CHS-15, CHS-16 แ ล ะ  CHS-17 มี ค ว ามคล้ า ย ค ลึ ง กับ  P.  longipapillum  
(KX228104.1)  ประมาณ 99% มีความแตกต่างประมาณ 4-5 เบส จากประมาณ 770 คู่เบส ในขณะท่ี
ไอโซเลท  RYS-10, RYS-14, RYS-16, TS-13 และ  TS-15 นั้ นมีความคล้ายคลึงกับ P. diclinum 
(MK015676.1) ท่ี 98-99% โดยมีความแตกต่างทางล าดบัเบสท่ี 4, 10, 14, 10 และ 9 เบส จาก 866, 
782, 773, 716 และ725 คู่เบส ตามล าดบั   
                เคลดน้ีประกอบด้วย Pythium ท่ีอาศยัอยู่ในน ้ าคล้ายกบัเคลด A (Lévesque and de Cock 
2004; Nam and Choi 2019) ซ่ึงนบัเป็นเคลดท่ีใหญ่ท่ีสุดเทียบกบัเคลดอ่ืนๆ โดย Pythium ในเคลด B 

76 
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นั้นสร้าง sporangium ลักษณะคล้ายเส้นใยแบบพองบวม  อย่างไรก็ตาม Lévesque and de Cock 
(2004) ไดแ้บ่งส่ิงมีชีวิตน้ีลงไปอีกเป็น 2 เคลดยอ่ย (subclade B1 และ B2) และในเคลดยอ่ยนั้นก็จะ
แบ่งแยกลงไปไดอี้ก โดยในการศึกษาน้ี มี 4 ไอโซเลทท่ีอยูใ่นเคลดยอ่ย B1 นัน่คือ  P. catenulatum, 
P. torulosum และ P. myriotylum ส าหรับ Pythium ไอโซเลท CHS-9 และ CHS-10 พบว่ามีความ
คล้ายคลึงกับ Pythium catenulatum JX569196.1 ท่ี 99% โดยแตกต่างกันท่ี 5 และ 2 คู่เบส จาก
จ านวน 836 และ 769 คู่เบส ตามล าดบั โดยพบโครงสร้างสืบพนัธ์ุทั้งแบบไม่อาศยัเพศและอาศยัเพศ 
(filamentous sporangium และ plerotic oospore) (ภาพท่ี 4.3, ตารางท่ี 4.1) ในขณะท่ี Pythium ไอโซ
เลท RYS-10 มีความใกลเ้คียงกบั P. torulosum MK015674.1 ท่ี 99% โดยมีความแตกต่างอยู่ท่ี 4 คู่
เบส จากทั้งหมด 866  คู่เบส อย่างไรก็ตามระหว่างท่ีท าการศึกษาพบว่าไอโซเลทดงักล่าวท าการ
สร้างโครงสร้างสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศเท่านั้ น (ภาพท่ี 4.13) นอกจากน้ีการวิ เคราะห์
ความสัมพนัธ์ทางสายววิฒันาการแสดงใหเ้ห็นวา่ไอโซเลท CHS-9 กบั CHS-10 ถูกจดัใหอ้ยูใ่นกลุ่ม
ท่ีเป็น monophyletic โดยมีค่า bootstrap ท่ี 100% (ภาพท่ี 4.21) 
                มีรายงานหลายฉบบัท่ีกล่าววา่สามารถแยก P. catenulatum ไดจ้ากหลายๆพื้นท่ี เช่น พื้นท่ี
ชลประทานในประเทศสเปน (Sánchez and Gallego, 2001) ทะเลสาบในประเทศเยอรมนั (Wielgoss 
et al., 2009) โอมาน (Al-Balushi et al., 2018) พื้นท่ีเพาะปลูกในโอไฮโอ (Dorrance et al., 2004) 
หรือจากเข่ือนกกัเก็บน ้าในประเทศไทย (Kammarnjesadakul et al., 2011) Pythium ไอโซเลท CHS-
11 มีความใกลเ้คียงกบั Pythium myriotylum KY019264.1. มากท่ีสุดท่ี 99%  โดยมีความแตกต่าง 14 
คู่เบส จากทั้งหมด 838 คู่เบส เช้ือไอโซเลทน้ีสร้างโครงสร้างสืบพนัธ์ุทั้งแบบอาศยัเพศและไม่อาศยั
เพศ (ภาพท่ี 4.4, ตารางท่ี 4.1) โดยมีหลายรายงานท่ีกล่าววา่ P. myriotylum นั้นเป็นเช้ือสาเหตุโรคท่ี
ส าคัญในพืชหลายชนิด ตัวอย่างเช่น โรครากเน่าในผกัสลัดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโปนิกส์  
(Koohakan et al., 2008) แตงกวา (Al-Balushi et al., 2017) ยาสูบ (Mufunda et al., 2017) และขิง (Le 
et al., 2017) นอกจากนั้นยงัมีการพบทั้ง P. catenulatum และ P. myriotylum ในแม่น ้ าได้อีกด้วย 
(Czeczuga et al., 2003).  
                Pythium ในเคลดยอ่ย B2 ท่ีท  าการศึกษาในคร้ังน้ีมีอยูท่ ั้งหมด 7 ไอโซเลท ไดแ้ก่ P. 
diclinum และ P. longipapillum โดยสามารถแยกมาไดจ้ากทั้งสามจงัหวดั (จนัทบุรี ระยอง และ
ตราด) เคลดยอ่ยน้ีสร้าง sporangium แบบเส้นใยลกัษณะไม่พองบวม (filamentous non-inflated) 
หรือพองบวมเล็กนอ้ย (slightly inflated sporangium) และสร้าง oogonia แบบเรียบ โดย Pythium ไอ
โซเลท CHS14, CHS15, CHS-16 และ CHS-17 จะแยกไดจ้ากจงัหวดัจนัทบุรี และมีช่ือสปีชีส์วา่ P. 
longipapillum KX228104.1 ซ่ึงเป็นสปีชีส์ใหม่ท่ีคน้พบในปี 2019 และมีเพียงรายงานเดียววา่
สามารถแยกไดจ้ากพื้นท่ีปลูกขา้ว (Oryza sativa) ของประเทศอิหร่าน (Salmaninezhad and 
Mostowfzadeh-Ghalamfarsa, 2019) ดงันั้นจึงมีความเป็นไปไดว้า่น่ีอาจเป็นรายงานแรกของการ
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คน้พบ P. longipapillum ในประเทศไทย หรืออาจจะเป็นรายงานแรกในภูมิภาคเอเชียตะวนัออก
เฉียงใตก้็เป็นได ้ ซ่ึงทุกไอโซเลทท่ีพบในประเทศไทยพบแต่การสร้างส่วนขยายพนัธ์ุโดยไม่ใชเ้พศ 
คือสปอร์แรงเจียมคลา้ยเส้นใย (filamentous sporangium)  โดยยงัไม่พบการสร้างส่วนขยายพนัธ์ุโดย
ใชเ้พศแต่อยา่งใด ผลการวิเคราะห์ความคลา้ยคลึงพบวา่ ไอโซเลท CHS-14, CHS-15, CHS-16 และ 
CHS-17 มีความใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุอา้งอิงจากฐานขอ้มูล GenBank  (ตารางท่ี 4.2, ภาพท่ี 4.6) และ
มีค่า bootstrap support ในระดบัสูง (ภาพท่ี 4.21) และมีขอ้สังเกตอีกประการหน่ึงวา่ทุกไอโซเลทของ 
P. longipapilum ท่ีแยกไดมี้ความใกลเ้คียงกบั P. diclinum ดว้ย ซ่ึงหมายความวา่นอกจากการท่ีทั้ง 2 
สปีชีส์จะมีความใกลชิ้ดกนัมาก ก็อาจจะมีความเป็นไปไดว้า่ทั้ง P. longipapilum และ P. diclinum 
เป็น Pythium สปีชีส์เดียวกนั (conspecific) โดยงานวจิยัท่ีศึกษาเก่ียวกบัสปีชีส์ดงักล่าวนั้นยงัมีอยู่
นอ้ย จึงจ าเป็นจะตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 

              Clade D 
              Pythium ในเคลดน้ีมีจ านวนทั้งหมด 7 ไอโซเลท โดยสามารถแยกไดจ้ากดินป่า แม่น ้า และ
พื้นท่ีเพาะปลูกจากจงัหวดัระยองและจงัหวดัตราด (RYS-4, RYS-5, RYS-6, RYS-7, RYS-18, RTS-
19 และ TS-14) โดยทุกไอโซเลทท่ีไดมี้ความใกลเ้คียงกบั P. acanthicum (ภาพท่ี 4.21-4.23)  โดยจะ
ท าการสร้าง oospores ท่ีมีหนามแหลม  (ornamented oospore ท่ีมีหนามแบบ acute spines) (Van der 
Plaats-Niter, 1981) นอกจากนั้น Pythium ในเคลดน้ี (P. acanthicum, P. oligandrum, Pythium 
periplocum, Pythium amasculinum และ Pythium hydnosporum) บางชนิดเป็นปรสิตในเช้ือรา 
(mycoparasites) หรือ oomycetes ชนิดอ่ืน ๆ (Deacon and Henry, 1978; Ali-Shtayeh et al., 1999) 
อยา่งไรก็ตาม แมว้า่จะมีรายงานกล่าววา่บางไอโซเลทของ  P. acanthicum นั้นเป็นสายพนัธ์ุท่ีไม่ก่อ
โรค (Allain-Boule et al., 2004) หรือก่อโรคไดน้อ้ย (Sewell, 1981) แต่ก็มีบางไอโซเลทสามารถเป็น
เช้ือสาเหตุฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) และก่อใหเ้ป็นโรครุนแรงในพืชบางชนิดได ้
(Robertson, 1973)  

               Clade I 
               พบเช้ือในกลุ่มน้ีจ านวน 11 ไอโซเลท นัน่คือ CHS-1, CHS-2, CHS-3, CHS-4, CHS-5, 
RYS-1, RYS-3, TS-1, TS-5, TS-6 และ TS-9 ทั้งหมดมีความคลา้ยคลึงกบั P. splendens  (ตารางท่ี 2) 
โดยสามารถแยกไดจ้ากทั้ง 3 จงัหวดั P. splendens เป็นสปชีส์ท่ีตอ้งการเซลลสื์บพนัธ์ุจากเช้ือสปีชีส์
เดียวกนัแต่ต่างสายพนัธ์ุ (heterothallic species) และไม่พบการสร้าง sporangium มีเพียง P. 
ultumum  เท่านั้นท่ีเป็น homothallic species ท่ีมีการสร้าง sporangium (Levesque and De Cock, 
2004) อยา่งไรก็ตาม ในปัจจุบนั Pythium ในเคลด I ไดถู้กเปล่ียนช่ือสกุลเป็น Globisporangium 
เน่ืองมาจากการสร้าง sporangium แบบกลม (globose sporangia) (Uzuhashi et al., 2010; Uzuhashi 
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et al., 2019) ท าใหห้ลายสปีชีส์ในเคลดน้ีเช่น P. ultumum, P. splendens, P. violae and P. 
heterothallicum ถูกเปล่ียนช่ือเป็น Globisporangium ultimum, Globisporangium splendens, 
Globisporangium violae และ Globisporangium heterothallicum ตามล าดับ (Uzuhashi et al., 2010) 
นอกจากน้ี บางสปีชีส์ในเคลด E ก็ถูกเปล่ียนช่ือเป็น Globisporangium ด้วยเช่นกัน (Uzuhashi et al., 
2019)  

               Clade K 
               ในการศึกษาน้ีสามารถแยก Pythium ท่ีอยู่ในเคลด K ได้ทั้ งหมด 3 สปีชีส์ นั่นคือ P. 
cucurbitacearum, P.  helicoides และ P.  vexans โดยมีจ านวนทั้งหมด 6, 8 และ 5 ไอโซเลทตามล าดบั 
(ตารางท่ี 4.1) โดยสามารถแยกมาไดจ้ากทุกจงัหวดัยกเวน้ P. cucurbitacearum ส าหรับ P. vexans 
นั้นสามารถพบไดใ้นทุกๆ แหล่งยกเวน้ดินในพื้นท่ีท าการเกษตร ในขณะท่ี P. helicoides นั้นถูกพบ
ได้ในดินป่า ดินแม่น ้ า ยกเวน้ดินป่าชายเลนและดินเกษตร ตวัอย่างส าหรับรายงานการค้นพบ 
Phytopythium เช่น รายงานของ Bennett et al. (2018) ท่ีกล่าววา่ไดค้น้พบ P. helicoides จากเศษซาก
พืชในป่าชายเลน ในขณะท่ีในประเทศไทยนั้นมีการพบ P. cucurbitacearum ทั้งในดินเพาะปลูก
และพืชอาศยั (Suksiri et al., 2018; Hattapanichaporn et al., 2020) 
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ภาพที ่4.21 แผนภูมิววิฒันาการท่ีสร้างข้ึนจากขอ้มูลล าดบั ITS  ของ Pythium และสกุลใกลเ้คียง

จากจงัหวดัจนัทบุรี โดยใชอ้ลักอริทึม Neighbour-joining, maximum-likelihood และ  
maximum-parsimony แต่จะแสดงผลเฉพาะแผนภูมิท่ีไดจ้าก Neighbour-joining  ก่ิง
กา้นท่ีพบจากแผนภูมิอ่ืนๆจะถูกระบุดว้ยเคร่ืองหมายดอกจนั แต่ละเคลดจะถูกระบุ
ดว้ยเคร่ืองหมายวงเล็บปีกกา ตวัเลขท่ีแสดงบน node บ่งบอกถึงค่า bootstrap support 
ท่ี 1000 ซ ้ า โดยใชล้ าดบันิวคลิโอไทดข์อง Aphanomyces salsuginosus เป็น outgroup 
แถบ scale bar แสดงใหเ้ห็นถึงการแทนท่ีเบส ท่ี 0.05 เบสต่อนิวคลิโอไทดห์น่ึง
ต าแหน่ง 
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ภาพที่ 4.22 แผนภูมิวิวฒันาการท่ีสร้างข้ึนจากข้อมูลล าดับ ITS  ของ Pythium และสกุล

ใกล้เคียงจากจังหวดัระยอง โดยใช้อัลกอริทึม Neighbour-joining, maximum-
likelihood และ   maximum-parsimony แต่จะแสดงผลเฉพาะแผนภูมิท่ีได้จาก 
Neighbour-joining  ก่ิงกา้นท่ีพบจากแผนภูมิอ่ืนๆจะถูกระบุดว้ยเคร่ืองหมายดอก
จนั แต่ละเคลดจะถูกระบุดว้ยเคร่ืองหมายวงเล็บปีกกา ตวัเลขท่ีแสดงบน node บ่ง
บอกถึงค่ า  bootstrap support ท่ี  1000 ซ ้ า  โดยใช้ล าดับ นิวค ลิโอไทด์ของ 
Aphanomyces salsuginosus เป็น  outgroup แถบ  scale bar แสดงให้เห็นถึงการ
แทนท่ีเบส ท่ี 0.05 เบสต่อนิวคลิโอไทดห์น่ึงต าแหน่ง 
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ภาพที่ 4.23 แผนภูมิวิวฒันาการท่ีสร้างข้ึนจากขอ้มูลล าดบั ITS  ของ Pythium และสกุลใกลเ้คียงจาก

จังหวัดตราด  โดยใช้อัลกอ ริ ทึม  Neighbour-joining, maximum-likelihood และ  
maximum-parsimony แต่จะแสดงผลเฉพาะแผนภูมิท่ีได้จาก Neighbour-joining  ก่ิง
กา้นท่ีพบจากแผนภูมิอ่ืนๆจะถูกระบุดว้ยเคร่ืองหมายดอกจนั แต่ละเคลดจะถูกระบุดว้ย
เคร่ืองหมายวงเล็บปีกกา ตวัเลขท่ีแสดงบน  node บ่งบอกถึงค่า bootstrap support ท่ี 
1000 ซ ้ า โดยใช้ล าดับนิวคลิโอไทด์ของ Aphanomyces salsuginosus เป็น outgroup 
แถบ scale bar แสดงใหเ้ห็นถึงการแทนท่ีเบส ท่ี 0.05 เบสต่อนิวคลิโอไทดห์น่ึงต าแหน่ง 
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     4.1.4 ความสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือ Pythium และปัจจัยทางสภาพแวดล้อม 
               การวิเคราะห์ดว้ย linear-regression บนสมการ Y = a + bx โดย Y = ปริมาณเช้ือ (ตวัแปร
ตาม) a = ค่าคงท่ี b = อตัราความเปล่ียนแปลงของปริมาณเช้ือจากระดบัของปัจจยัทางสภาพแวดลอ้ม
(ค่าความชนัของเส้นกราฟ) และ x = ปัจจยัทางสภาพแวดลอ้ม (ตวัแปรอิสระ) ท าการหาเส้นตรงท่ี
เหมาะสมและเป็นตวัแทนของขอ้มูล (best fit)  ดว้ยโปรแกรม R จากขอ้มูลท่ีได ้แสดงให้เห็นว่า
ส่วนใหญ่แลว้ความเป็นกรด-ด่างภายในดินนั้นมีผลต่อการกระจายตวัของ Pythium ในระดบัปาน
กลาง เช้ือท่ีสามารถพบและตรวจนบัได ้คือ G. splendens, P. acanthicum และ P. cucurbitacearum 
โดย G. splendens ไอโซเลท RYS-1, RYS-3 และ TS-1 จะมีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.51, 0.38 และ 0.34 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.24 – 4.26) เม่ือน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบั p-value (<0.05)  พบวา่มีค่าอยูท่ี่ 
0.002, 0.0107 และ 0.0183 ตามล าดบั บ่งบอกถึงการมีความสัมพนัธ์กนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
ยกเวน้ในเช้ือ P. acanthicum RYS-7  ส าหรับ P. cucurbitacearum TS-10 จะมีค่า R-squared อยู่ท่ี  
0.28  เม่ือน าข้อมูลท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับ p-value (<0.05) พบว่ามีค่าอยู่ท่ี 0.00613 เม่ือท าการ
วิเคราะห์ปริมาณเช้ือร่วมกบัปัจจยัอ่ืนๆ พบวา่มีเพียงสายพนัธ์ุเดียวท่ีมีความสัมพนัธ์กบัความช้ืนใน
ดิน นัน่คือ P. acanthicum RYS-7  พบว่ามีค่า R-squared อยู่ท่ี 0.43 (ภาพท่ี 4.27) เม่ือน าขอ้มูลท่ีได้
ไปเปรียบเทียบกับ p-value (<0.05) พบว่ามีค่าอยู่ท่ี 0.006 ซ่ึงหมายความว่าความช้ืนภายในดิน 
รวมถึงความเป็นกรด-ด่าง มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณของเช้ืออยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
               จากขอ้มูลท่ีได ้จะเห็นไดว้่าความเป็นกรดด่างนั้นเป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ีมีความสัมพนัธ์ต่อ
ปริมาณเช้ือในระดบัหน่ึง แต่ก็ยงัไม่เป็นท่ีแน่ชดัว่าความเป็นกรดด่างจะเป็นปัจจยัหลกัท่ีส่งผลต่อ
เช้ือหรือไม่ หรือเป็นเพียงปัจจยัรองท่ีมีผลเก่ียวเน่ืองกันทางอ้อม ซ่ึงคล้ายคลึงกับรายงานของ 
Broders et al. (2009) ท่ีไดศึ้กษาผลของ pH ธาตุอาหารหลกั ความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุ
บวก (Cation Exchange Capacity; CEC) และความจุความช้ืนสนาม (field capacity) พบวา่ทุกปัจจยั
มีผลทางบวกกบัความหลากหลายของเช้ือ Pythium และสกุลใกลเ้คียงอย่างมีนยัส าคญั (P < 0.05) 
อยา่งไรก็ตาม พบวา่ทุกปัจจยัท่ีไดศึ้กษามีค่า R-squared อยูใ่นระดบัต ่า  แสดงให้เห็นวา่แต่ละปัจจยั
มีความสัมพันธ์กับความหลากหลายของเช้ือ Pythium ในระดับต ่ า  และจากการวิเคราะห์ค่า
สหสัมพนัธ์ พบว่ามีเพียงระดบัความจุความช้ืนสนามเท่านั้นท่ีมีค่าสหสัมพนัธ์ท่ีบ่งบอกถึงการมี
ความสัมพนัธ์กบัความหลากหลายของเช้ือ โดยการท่ีค่า R-squared อยู่ในระดบัต ่า อาจเป็นเพราะ
อิทธิพลของตวัแปรอ่ืนๆ นอกเหนือจากท่ีท าการศึกษา ซ่ึงมีอยูม่ากมายในพื้นท่ีหน่ึงๆนัน่เอง 
               ประเภทของเน้ือดินก็อาจจะส่งผลต่อชนิดและปริมาณของเช้ือท่ีไดเ้ช่นกนั โดยเฉพาะดิน
ร่วนปนทราย (sandy loam) กบัดินร่วนเหนียวปนทราย (sandy clay loam) ท่ีมีความหลากหลายของ
เช้ือ Pythium spp. มากกว่าดินชนิดอ่ืน ๆท่ีน ามาแยกเช้ือ สาเหตุอาจเป็นเพราะประเภทของเน้ือดิน
นั้นมีความสามารถในการอุม้น ้ าท่ีแตกต่างกนัไป จึงส่งผลให้ปริมาณพืชท่ีเจริญเติบโต จุลินทรีย์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ประเภทต่าง ๆในบริเวณนั้นมีความแตกต่างกนัออกไปเช่นกนั  อย่างไรก็ตาม ก็ยงัมีบางรายงาน 
(Broders et al., 2009) ท่ีอา้งอิงเอาไวว้่า การใช้ขอ้มูลประเภทของเน้ือดินเพื่อค านวณการเกิดโรค
จากเช้ือ Pythium อาจเป็นไปได้ยาก เน่ืองจากคุณสมบติัของดิน รวมถึงเน้ือดินนั้นอาจจะมีความ
แปรปรวนเกิดข้ึนไดแ้มจ้ะอยูใ่นพื้นท่ีเดียวกนัก็ตาม  
 

 
ภาพที ่ 4.24 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือ G. splendens RYS-1 กบัความเป็นกรด-ด่าง (A), 

อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) โดย
มีมีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.51, 0.038, 0.017, 0.076 และ 0.021  

 

 

 

   

  

 

 

 

 
A 

 
B 

 
C 

 
D 

 
E 

ŷ=-65.3+16.9 x R2 =0.51 ŷ=6.25+2.89 x R2 =0.038 ŷ=13.4-0.0816 x R2 =0.017 

ŷ=-5.21+1.04 x R2 =0.076 ŷ=6.57 +62.1 x R2 =0.021 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที ่ 4.25 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือ G. splendens RYS-3 กบัความเป็นกรด-ด่าง (A), 

อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) โดยมี
มีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.38, 0.00015, 0.051, 0.09 และ 0.000051 ตามล าดบั  

 

 
ภาพที ่ 4.26 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือ G. splendens TS-1 กบัความเป็นกรด-ด่าง (A), 

อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) โดย
มีมีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.34, 0.1, 0.00042, 0.13 และ 0.0031 ตามล าดบั  

RYS-3 
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E 

ŷ=-182 +44.2 x R2 =0.38 ŷ= 27.3 -0.0986 x R2 =0.00015 ŷ= 12.1+0.311 x R2 =0.051 

ŷ=47.5 -0.662 x R2 =0.09 ŷ=26.6 +1.83 x R2 =5.1e-

05 

TS-1 
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C 

 

D 
 

E 

ŷ=-34.6 +10.7 x R2 =0.34 ŷ=1.07 +3.06 x R2 =0.1 ŷ=12.5 +0.00691 x R2 =0.00042 

ŷ=-26 +1.66 x R2 =0.13 ŷ= 10.3 +13.5 x R2 =0.0031 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที ่ 4.28 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือ P. acanthicum TS-4 กบัความเป็นกรด-ด่าง (A), 

อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) โดย
มีมีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.049, 0.087, 0.062, 0.055 และ 0.069 ตามล าดบั 

TS-4 
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C 

 

D 

 

E 

ŷ=38 -5.72 x R2 =0.049 ŷ=28 -3.97 x R2 =0.087 ŷ=19.9 -0.118 x R2 =0.062 

ŷ=-23.5 +1.54 x R2 =0.055 ŷ=30.1 -88.6 x R2 =0.069 

 
ภาพที่ 4.27 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือ P. acanthicum RYS-7 กบัความเป็นกรด-ด่าง (A), 

อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) โดยมี
มีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.0089, 0.29, 0.16, 0.43 และ 0.22 ตามล าดบั  

RYS-7 
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D 
 

E 

ŷ=37.4 -4.61 x R2 =0.0089 ŷ=2.96 +3 x R2 =0.29 ŷ=-2.06 + 0.374 x R2 =0.16 

ŷ=-15 +0.989 x R2 =0.43 ŷ=1.52 +82.4 x R2 =0.22 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.29 แสดงความสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือ P. cucurbitacearum TS-10 กบัความเป็นกรด-ด่าง 

(A), อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) 
โดยมีมีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.26, 0.019, 0.004, 0.0014 และ 0.023 ตามล าดบั  

 

 
ภาพที่  4.30 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเช้ือ P. vexans TS-8 กับความเป็นกรด-ด่าง (A), 

อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) โดย
มีมีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.12, 0.077, 0.18, 0.017 และ 0.041 ตามล าดบั 

TS-10 
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E 

ŷ=-32.8 +10.9 x R2 =0.26 ŷ=29.8 -1.33 x R2 =0.019 ŷ=28.3 -0.0364 x R2 =0.004 

ŷ=24.9 +0.0467 x R2 =0.0014 ŷ=30.4 -35 x R2 =0.023 

 

 

 

 

   

  

 

Vexans TS-8 
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D 

 

E 

ŷ=6.32 -1.02 x R2 =0.12 ŷ=1.28 +0.171 x R2 =0.077 ŷ=0.125 +0.0403 x R2 =0.18 

ŷ=1.02 +0.064 x R2 =0.017 ŷ=1.13 +7.92 x R2 =0.041 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ 4.31 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือ P. acanthicum RYS-19 กบัความเป็นกรด-ด่าง (A), 

อินทรียวตัถุ (B), ค่าการน าไฟฟ้า (C), ความช้ืน (D), และไนโตรเจนในดิน (E) โดยมี
มีค่า R-squared อยูท่ี่ 0.24, 0.0029, 0.3, 0.16 และ 0.004 ตามล าดบั 

 

 
ภาพที่ 4.32 การกระจายตวัของเช้ือ Pythium และสกุลใกลเ้คียงในจงัหวดั จนัทบุรี ระยอง และ

ตราด โดย 1=G. splendens; 2=P. catenulatum; 3=P. longipapilum; 4=P. myriotylum; 
5=P. deliense; 6=P. diclinum; 7=P. torulosum; 8=P. cucurbitacearum; 9=P. 
acanthicum; 10=P. vexans และ 11=P. helicoides. 
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E 

ŷ=-38.6 +11.3 x R2 =0.24 ŷ=11.8 +1.74 x R2 =0.0029 ŷ=29.9 -0.191 x R2 =0.3 

ŷ=-2.52 +0.811 x R2 =0.16 ŷ=1.31 +178 x R2 =0.064 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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     4.2 ศึกษาคุณสมบัติและความเป็นประโยชน์ทางด้านโรคพืช 
           4.2.1 ความสามารถในการก่อโรคและ host range 
                    จากการทดสอบกับพืช 3 ชนิด คือ ตน้สลดักรีนโอ๊ค ขา้วโพด และแตงกวา ผลการ
ทดสอบพบวา่ไอโซเลทส่วนใหญ่นั้นเป็นเช้ือสาเหตุโรคในแทบทุกพืช โดยเฉพาะไอโซเลทท่ีแยก
ไดจ้ากพื้นท่ีเพาะปลูกท่ีสามารถก่อโรคไดรุ้นแรง เช่น G. splendens แทบทุกไอโซเลทท่ีก่อให้เกิด
อาการเน่าอยา่งรุนแรง บางสายพนัธ์ุท่ีก่อโรครุนแรงก็สามารถเจริญเขา้ไปในเน้ือเยื่อพืช และสร้าง
โครงสร้างขยายพนัธ์ุแบบอาศยัเพศได ้(ตารางท่ี 4.3-4.5 และภาพท่ี 4. 33- 4.36)  
                     ในตน้กรีนโอ๊ค เช้ือ  G. splendens ไอโซเลท CHS-1, CHS-2, CHS-3, CHS-4, CHS-4, 
RYS-1, RYS-3, TS-1, TS-5, TS-6 และ TS-9 สามารถก่อโรคในพืชดงักล่าวไดใ้นระดบัปานกลาง
จนถึงระดบัรุนแรง โดยมีดชันีความรุนแรงโรคอยูใ่นช่วง 60-100 เปอร์เซ็นต ์มีความยาวรากท่ีวดัได้
อยูใ่นช่วง 0.5-1.5 มิลลิเมตร และท าใหเ้กิดความเสียหายไดภ้ายใน 72 ชัว่โมง นอกจากนั้น ยงัพบกบั
โครงสร้างขยายพนัธ์ุ รวมถึงเส้นใยภายในเน้ือเยือ่ของพืชเป็นจ านวนมาก เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมจะ
เห็นไดว้า่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั นอกเหนือจากนั้น ก็มีเช้ือสปีชีส์อ่ืนๆท่ีก่อโรคไดรุ้นแรง
เช่นกนั เช่น P. deliense , P. helicoides และ P. acanthicum เป็นตน้  
                     เช่นเดียวกนักบัผกัสลดักรีนโอ๊ค ในตน้แตงกวา พบวา่เช้ือท่ีสามารถก่อโรคไดรุ้นแรง
ท่ีสุด คือ P. deliense และ G. splendens โดยในหลายๆไอโซเลท เช่น P. delicense RYS-11, G. 
splendens CHS-1 และ G. splendens CHS-2 ท่ีสามารถก่อโรคไดป้ระมาณ 80-90% รวมถึงท าใหเ้กิด
อาการเน่าจนมีน ้าหนกัของรากท่ีลดลง 
                     ส าหรับตน้ขา้วโพด พบวา่อาการโรคท่ีเกิดข้ึนอยูใ่นระดบัต ่าจนถึงระดบัปานกลาง โดย
เช้ือท่ีก่อโรครุนแรงมากท่ีสุด คือรอง G. splendens RYS-1 รองลงมา P. acanthicum RYS-6 โดยมี
อาการโรคอยูใ่นระดบั 70 และ 50% ตามล าดบั  
                     จากขอ้มูล จะเห็นไดว้า่ G. splendens แทบทุกไอโซเลท สามารถก่อโรคในพืชทดสอบ
ไดใ้นระดบัปานกลางจนถึงระดบัรุนแรง ซ่ึงเช้ือดงักล่าวสามารถถูกพบไดใ้นพื้นท่ีเพาะปลูกในทุก
จงัหวดั จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะเกิดการกระจายตวัของ G. splendens ในสวนไมผ้ลของพื้นท่ีภาค
ตะวนัออก และมีโอกาสท่ีส่วนใหญ่จะเป็นสายพนัธ์ุท่ีก่อโรครุนแรงอีกดว้ย 
          
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3  ความสามารถในการก่อโรคในผกัสลดักรีนโอก๊ของ Pythium และสกุลใกลเ้คียงไอโซ
เลทต่างๆ ท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดัจนัทบุรี ระยอง ตราด 

ไอโซเลท DI(%)1 DS(%)2 ความยาวราก 
(มลิลเิมตร) 

จ านวน oospore  ใน
เน้ือเย่ือทีต่ดิเช้ือ โดยเฉลีย่  

Control 0.0 0.0 2.47a-h 0.00i 
CHS-1 100.0 100.0 0.50m-p 16.22f-i 
CHS-2 83.33 70.0 0.57m-p 31.39c-f 
CHS-3 100.0 100.0 0.30n-p 17.61e-i 
CHS-4 100.0 90.0 1.18h-p 76.17b 
CHS-5 100.0 76.7 0.78kp 23.05e-h 
CHS-6 0.0 0.0 3.28ab 0.00i 
CHS-7 0.0 0.0 3.75a 0.00i 
CHS-8 0.0 0.0 2.67a-g 0.00i 
CHS-9 0.0 0.0 2.93a-e 0.00i 
CHS-10 0.0 0.0 2.50a-g 0.00i 
CHS-12 100.0 60.0 1.13i-p 22.44e-h 
CHS-13 66.7 33.3 1.87c-l 7.78g-i 
CHS-14 100.0 60.0 0.27n-p 3.83hi 
CHS-15 0.0 0.0 2.10b-j 0.00i 
CHS-16 50.0 50.0 1.40g-n 0.00i 
CHS-17 0.0 0.0 2.42b-i 0.00i 
RYS-1 100.0 63.3 0.33n-p 24.44d-g 
RYS-2 100.0 100.0 0.00p 19.78e-i 
RYS-3 100.0 100.0 0.00p 16.67f-i 
RYS-4 100.0 100.0 0.00p 45.89c 
RYS-5 0.0 0.0 3.02a-d 0.00i 
RYS-6 100.0 100.0 0.00p 47.00c 
RYS-7 0.0 0.0 2.17b-j 0.00i 
RYS-8 0.0 0.0 2.52a-g 0.00i 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3  (ต่อ) 

ไอโซเลท DI(%)1 DS(%)2 ความยาวราก 
(มลิลเิมตร) 

จ านวน oospore  ใน
เน้ือเย่ือทีต่ดิเช้ือ โดยเฉลีย่ 

RYS-9 100.0 100.0 0.32n-p 126.44a 
RYS-10 16.7 3.3 2.97a-e 0.17i 
RYS-11 100.0 60.0 1.35g-o 12.44f-i 
RYS-12 100.0 60.0 0.93j-p 0.00i 
RYS-13 100.0 33.3 2.48a-h 0.00i 
RYS-14 0.0 0.0 2.33b-i 0.00i 
RYS-15 100 100 0.93j-p 12.17f-i 
RYS-16 0.0 0.0 2.75a-f 0.00i 
RYS-17 100.0 76.7 0.63l-p 42.50cd 
RYS-18 0.0 0.0 2.57a-g 0.00i 
RYS-19 0.0 0.0 3.25ab 0.00i 
RYS-20 0.0 0.0 3.28ab 0.00i 

TS-1 100.0 100.0 0.00p 36.44c-e 
TS-2 0.0 0.0 2.95a-e 0.00i 
TS-3 100.0 50.0 1.68e-m 42.17cd 
TS-4 0.0 0.0 1.45f-n 0.00i 
TS-5  100.0 86.7 0.10op 16.72f-i 
TS-6 100.0 100.0 0.00p 0.00i 
TS-7 0.0 0.0 3.18a-c 0.00i 
TS-8  100.0 33.3 1.73d-m 7.89g-i 
TS-9 100.0 46.7 1.87c-l 13.50f-i 

TS-10 0.0 0.0 2.73a-f 0.00i 
TS-11 16.7 13.3 2.10b-j 0.00i 
TS-12 0.0 0.0 2.55a-g 0.00i 
TS-13 100.0 60.0 1.73d-m 0.00i 
TS-14 33.3 6.7 1.77d-m 0.00i 
TS-15 100.0 53.3 2.02b-k 0.00i 

CV. (%)   55.05 113.61 
1 DI (%) = (จ านวนตน้ท่ีเกิดโรค / จ านวนตน้ทั้งหมด) x 100 
2 DS (%) = ผลรวมของ (คะแนนการเป็นโรค x จ านวนตน้ท่ีเป็นโรค) / (คะแนนโรคสูงสุด x จ านวนตน้ทั้งหมด) 
x100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.33 แสดงระดบัการเป็นโรคของผกัสลดั ระดบั 0: ไม่แสดงอาการโรค ระดบั 1: แสดง

อาการโรค 1-25% ระดบั 2: แสดงอาการโรค 26-50% ระดบั 3: แสดงอาการโรค 51-
75% ระดบั 4:  76-100% ระดบั 5: ตายและเน่าทั้งเมล็ด 

 

 
ภาพที ่4.34 การทดสอบโรคในตน้สลดักรีนโอ๊ค (อาย ุ3 วนั) ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือเป็นเวลา 2 วนั 

A: Control; B: ทรีตเมนตท่ี์ท าการปลูกเช้ือ; C-D: ตน้ผกัสลดักรีนโอค๊ท่ีไม่เป็นโรค
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ (20×); E-H: แสดงอาการโรคในตน้ผกัสลดักรีนโอค๊
หลงัการปลูกเช้ือ; I-N: Oospore แบบต่างๆ ภายในเน้ือเยือ่พืช; (I-L: 100×; M-N: 
400×) 

 
 
 
 

   

 

 

 

 

 

   

 

 

   

 

       25.                 (     3    )                          2     A: Control; B:                   
         ; C-D:                                                                (2 ×); E-H:     
                                            ; I-N: Oospore                           ; (I-L: 10×; 
M-N: 40×)  

 

A B C 

D E F G H 

I J K 

L M N 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.4  ความสามารถในการก่อโรคในขา้วโพดของ Pythium และสกุลใกลเ้คียงแต่ละไอโซ
เลทท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดัจนัทบุรี ระยอง ตราด 

ไอโซเลท DI(%)1 DS(%)2 น า้หนักต้น 
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักราก
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักรวม
(มลิลกิรัม) 

Control 0.0 0.0 0.8442 a-e 0.3239 d-l 1.1681 b-g 
CHS-1 66.7 26.7 0.6764 a-h 0.1931 i-l 0.8696 e-h 
CHS-2 100.0 46.7 0.7233 a-g 0.2173 g-l 0.9406 c-h 
CHS-3 0.0 0.0 0.7834 a-g 0.4543 b-g 1.2377 a-f 
CHS-4 66.7 30.0 0.7616 a-g 0.3506 c-l 1.1122 b-h 
CHS-5 100.0 60.0 0.7343 a-g 0.1153 l 0.8497 e-h 
CHS-6 100.0 20.0 0.6227 a-i 0.1273 kl 0.7500 f-h 
CHS-7 33.3 6.7 0.8409 a-e 0.4100 c-i 1.2508 a-e 
CHS-8 33.3 13.3 0.6666 a-h 0.2253 g-l 0.8919 d-h 
CHS-9 33.3 20.0 0.9070 a 0.3450 c-l 1.2520 a-e 
CHS-10 0.0 0.0 0.9078 a 0.4772 b-f 1.3058 a-e 
CHS-12 33.3 6.7 0.7038 a-g 0.3256 d-l 1.0294 ch 
CHS-13 100 36.7 0.8595 a-d 0.4251 b-i 1.2846 a-e 
CHS-14 66.7 26.7 0.6792 a-h 0.2408 e-l 0.9200 d-h 
CHS-15 100 33.3 0.5359 d-i 0.3239 d-l 0.8598 e-h 
CHS-16 0.0 0.0 0.9218 a 0.6640 ab 1.5858 ab 
CHS-17 100.0 50.0 0.5263 e-i   0.1978 h-l 0.7242 gh 
RYS-1 100.0 73.3 0.5503 b-i 0.2973 d-l 0.8476 e-h 
RYS-2 66.7 13.3 0.7354 a-g 0.3780 c-j 0.9196 d-h 
RYS-3 83.3 50.0 0.5416 c-i 0.5345 b-d 1.2699 a-e 
RYS-4 33.3 20.0 0.6888 a-h 0.4131 c-i 1.1019 b-h 
RYS-5 83.3 40.0 0.6840 a-h 0.5846 a-c 1.2686 a-e 
RYS-6 83.3 56.7 0.6615 a-h 0.3788 c-j 1.0403 c-h 
RYS-7 33.3 6.7 0.8562 a-d 0.5239 b-d 1.3801 a-d 
RYS-8 100.0 33.3 0.7905 a-f 0.2324 f-l 1.0229 c-h 
RYS-9 100.0 36.7 0.7046 a-g 0.3566 c-l 1.0613 c-h 
RYS-10 0.00 0.00 0.8629 a-c 0.4428 b-i 1.3058 a-e 
RYS-11 33.3 10.0 0.8036 a-f 0.3647 c-k 1.1684 b-g 
RYS-12 50.0 30.0 0.7304 a-g 0.3273 d-l 1.0577 c-h 
RYS-13 50.0 13.3 0.9360 a  0.3623 c-k 1.2983 a-e 
RYS-14 83.3 16.7 0.8750 ab 0.4248 b-i 1.2999 a-e 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.4  (ต่อ)  

ไอโซเลท DI(%)1 DS(%)2 น า้หนักต้น 
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักราก
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักรวม
(มลิลกิรัม) 

RYS-15 50.0 10.0 0.7182 a-g 0.3042 d-l 1.0224 c-h 
RYS-16 50.0 16.7 0.7643 a-g 0.4898 b-e 1.2541 a-e 
RYS-17 100.0 53.3 0.6700 a-h 0.3133 d-l 0.9833 c-h 
RYS-18 50.0 13.3 0.7933 a-f 0.4401 b-i 1.2334 a-f 
RYS-19 50.0 13.3 0.8991 a 0.7793 a 1.6784 a 
RYS-20 16.7 3.3 0.9248 a 0.5073 b-d 1.4322 a-c 

TS-1 66.7 13.3 0.7390 a-g 0.4466 b-h 1.1856 b-g 
TS-2 50.0 10.0 0.7270 a-g 0.3328 d-l 1.0598 c-h 
TS-3 83.3 20.0 0.7287 a-g 0.4863 b-e 1.2151 a-g 
TS-4 83.3 46.7 0.6913 a-h 0.3516 c-l 1.0430 c-h 
TS-5  100.0 36.7 0.4927 f-i 0.1517 j-l 0.6445 h 
TS-6 33.3 13.3 0.8724 ab 0.4210 c-i 1.2933 a-e 
TS-7 100.0 43.3 0.6332 a-i 0.4914 b-e 1.1246 b-h 
TS-8  50.0 43.3 0.4635 g-i 0.3880 c-j 0.8516 e-h 
TS-9 0.00 0.00 0.7600 a-g 0.3226 d-l 1.0826 c-h 

TS-10 66.7 53.3 0.3473 i 0.2882 d-l 0.6355 h 
TS-11 100.0 63.3 0.3873 hi 0.2840 d-l 0.6713 h 
TS-12 83.3 23.3 0.7777 a-g 0.4657 b-g 1.2435 a-f 
TS-13 83.3 50.0 0.7243 a-g 0.3925 c-j 1.1169 b-h 
TS-14 83.3 46.7 0.6492 a-i 0.4512 b-g 1.1004 b-h 
TS-15 50.0 23.3 0.7093 a-g 0.3992 c-j 1.1085 b-h 

CV. (%)   30.91 45.71 31.04 
1 DI (%) = (จ านวนตน้ท่ีเกิดโรค / จ านวนตน้ทั้งหมด) x 100 
2 DS (%) = ผลรวมของ (คะแนนการเป็นโรค x จ านวนตน้ท่ีเป็นโรค) / (คะแนนโรคสูงสุด x จ านวนตน้ทั้งหมด) 
x100 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.35 การทดสอบโรคในต้นข้าวโพด (อายุ 7 วนั) หลังการปลูกเช้ือเป็นเวลา 2 วนั A: 

Control (ความรุนแรงโรค 0%); B-E: ทรีตเมนตท่ี์ท าการปลูกเช้ือ (ความรุนแรงโรค 
25%, 50%,75% และ 100% ตามล าดบั); F-H: ขา้วโพดก่อนการปลูกเช้ือ; I-K: การ
เจริญของเช้ือสาเหตุบนวสัดุปลูกบริเวณโคนตน้ขา้วโพดหลงัการปลูกเช้ือ; L: บริเวณ
โคนต้นข้าวโพดท่ี เป็นโรค ; M-O: โคนต้นข้าวโพดท่ี เป็นโรคภายใต้ stereo 
microscope (20×)  

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.5  ความสามารถในการก่อโรคในตน้แตงกวาของ Pythium และสกุลใกลเ้คียงแต่ละไอโซ
เลทท่ีแยกไดจ้ากจงัหวดัจนัทบุรี ระยอง ตราด 

ไอโซเลท DI(%)1 DS(%)2 น า้หนักต้น 
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักราก
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักรวม
(มลิลกิรัม) 

Control 0.0 0.0 0.2650 e-j 0.0425 a-e 0.3075 i-o 
CHS-1 100.0 86.7 0.2704 e-j 0.0022  op 0.2726 j-p 
CHS-2 100.0 86.7 0.4154 a-g 0.0165 f-p 0.4320 a-k 
CHS-3 0.0 0.0 0.5048 ab 0.0350 b-j 0.5399 a-d 
CHS-4 100.0 96.7 0.1178  j 0.0020 p 0.1198 p 
CHS-5 83.3 56.7 0.3179 c-i 0.0121 i-p 0.3301 f-o 
CHS-6 16.7 3.3 0.4578 a-d 0.0129 h-p 0.4708 a-i 
CHS-7 100.0 66.7 0.3651 a-h 0.0123 i-p 0.3774 b-n 
CHS-8 100.0 20.0 0.4891 a-c 0.0307 b-m 0.5197 a-e 
CHS-9 0.0 0.0 0.3945 a-g 0.0195 e-p 0.4140 a-m 
CHS-10 0.0 0.0 0.3556 a-h 0.0308 b-m 0.3864 a-n 
CHS-12 83.3 50.0 0.3524 a-h 0.0237 d-p 0.3761 b-n 
CHS-13 100.0 26.7 0.4967 a-c 0.0321  b-l 0.5288 a-d 
CHS-14 66.7 13.3 0.4937 a-c 0.0303 b-m 0.5240 a-d 
CHS-15 83.3 23.3 0.3717 a-h 0.0240 d-p 0.3957 a-m 
CHS-16 100.0 20.0 0.4015 a-g 0.0253 d-p 0.4268 a-l 
CHS-17 83.3 53.3 0.2941 d-i 0.0276 c-n 0.3218 g-o 
RYS-1 83.3 66.7 0.3293 b-i 0.0093  k-p 0.3386 e-o 
RYS-2 83.3 50.0 0.2522 e-j 0.0592 a 0.3115 h-o 
RYS-3 100.0 60.0 0.2631 e-j 0.0130 h-p 0.2761 j-p 
RYS-4 83.3 60.0 0.2502 f-j 0.0260 d-p 0.3547 d-o 
RYS-5 83.3 26.7 0.4962 a-c 0.0383 a-g 0.5345 a-d 
RYS-6 83.3 83.3 0.1758 ij 0.0025 op 0.1784 op 
RYS-7 0.0 0.0 0.4835 a-c 0.0417 a-e 0.5252 a-d 
RYS-8 100.0 60.0 0.4020 a-g 0.0348 b-j 0.4368 a-j 
RYS-9 66.7 36.7 0.2026 h-j 0.0111 j-p 0.2136 n-p 
RYS-10 16.7 3.3 0.5000  ab 0.0357 b-i 0.5358 a-d 
RYS-11 100.0 93.3 0.2381 g-j 0.0036 n-p 0.2417 m-p 
RYS-12 83.3 36.7 0.3646 a-h 0.0236 d-p 0.3881 a-n 
RYS-13 0.0 0.0 0.4641 a-d 0.0330 b-k 0.4971 a-g 
RYS-14 0.0 0.0 0.5124 a 0.0507 a-c 0.5630 a 
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ตารางที ่4.5   (ต่อ) 

ไอโซเลท DI(%)1 DS(%)2 น า้หนักต้น 
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักราก
(มลิลกิรัม) 

น า้หนักรวม
(มลิลกิรัม) 

RYS-15 16.7 3.3 0.4101 a-g 0.0372 a-h 0.4474 a-j 
RYS-16 0.0 0.0 0.4210 a-f 0.0471 a-d 0.5431 a-c 
RYS-17 0.0 0.0 0.3799 a-g 0.0400 a-f 0.4199 a-m 
RYS-18 50.0 10.0 0.4620 a-d 0.0360 a-i 0.4980 a-g 
RYS-19 50.0 16.7 0.4577 a-d 0.0363 a-i 0.4941 a-h 
RYS-20 0.0 0.0 0.4892 a-c 0.0528 ab 0.5420 a-c 

TS-1 50.0 26.7 0.4026 a-g 0.0187  e-p 0.4213 a-m 
TS-2 83.3 80.0 0.2373 g-j 0.0083 l-p 0.2456 l-p 
TS-3 66.7 13.3 0.5317 a 0.0250 d-p 0.5567 ab 
TS-4 66.7 33.3 0.3625 a-h 0.0221 e-p 0.3845 a-n 
TS-5  83.3 50.0 0.2911 d-i 0.0131 h-p 0.3042 i-o 
TS-6 83.3 63.3 0.2409 g-j 0.0101 k-p 0.2510 k-p 
TS-7 100.0 66.7 0.3666 a-h 0.0069 m-p 0.3734 b-n 
TS-8  83.3 46.7 0.3609 a-h 0.0470 a-d 0.4079 a-m 
TS-9 83.3 76.7 0.4295 a-e 0.0265 d-o 0.5118 a-f 

TS-10 66.7 50.0 0.3545 a-h 0.0149 g-p 0.3695 c-n 
TS-11 33.3 20.0 0.3965 a-g 0.0382 a-g 0.4347 a-j 
TS-12 100.0 90.0 0.4869 a-c 0.0106  j-p 0.4975 a-g 
TS-13 50.0 10.0 0.4685 a-d 0.0278 c-n 0.4964 a-g 
TS-14 66.7 63.3 0.2545 e-j 0.0188 e-p 0.2733 j-p 
TS-15 33.3 6.7 0.3999 a-g 0.01607 f-p 0.4159 a-m 

CV. (%)   32.82 67.04 31.58 
1 DI (%) = (จ านวนตน้ท่ีเกิดโรค / จ านวนตน้ทั้งหมด) x 100 
2 DS (%) = ผลรวมของ (คะแนนการเป็นโรค x จ านวนตน้ท่ีเป็นโรค) / (คะแนนโรคสูงสุด x จ านวนตน้ทั้งหมด) 
x100 
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ภาพที่ 4.36 การทดสอบโรคในต้นแตงกวา (อายุ 10 วนั) หลังการปลูกเช้ือเป็นเวลา 2 วนั  

A: Control (ความรุนแรงโรค 0%); B-E: ทรีตเมนตท่ี์ท าการปลูกเช้ือ (ความรุนแรง
โรค 25%, 50%,75% และ 100% ตามล าดบั); F-G: แตงกวาก่อนการปลูกเช้ือ; H-I: 
การเจริญของเช้ือสาเหตุบนวสัดุปลูกบริเวณโคนตน้แตงกวาหลงัการปลูกเช้ือ; J: 
โคนตน้แตงกวาท่ีเป็นโรค; K: บริเวณโคนตน้และรากของตน้แตงกวาภายใต ้stereo 
microscope (20×) 
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 4.2.2 การแยกและคัดเลือกสายพนัธ์ุทีไ่ม่ก่อโรค หรือก่อโรคไม่รุนแรง   
                       จากการปลูกเช้ือเพื่อทดสอบความสามารถในการก่อโรค พบ Pythium ท่ีไม่ก่อโรค 
(non-pathogenic Pythium : NpP) หรือ Pythium ท่ีก่อโรคไม่รุนแรง (hypo-virulence Pythium : HvP) 
โดบพบชนิด HvP จ านวน 4 สปีชีส์ ไดแ้ก่ P. acanthicum RYS-7, P. cucurbitacearum RYS-20, P. 
diclinum RYS-16 และ P. torulosum RYS-10 และ NpP จ านวน 1 สปีชีส์ไดแ้ก่ P. catanulatum CHS-
10 (ตารางท่ี 4.6)  

ตารางที ่4.6 สรุปความรุนแรงในการก่อโรคของสายพนัธ์ุท่ีแยกไดเ้พื่อคดัเลือก NpP หรือ HvP 

ไอโซเลท ข้าวโพด Green oak แตงกวา Severity index (%)1 

Control 0.0 0.0 0.0 0.00 g 
CHS-1 26.7 100.0 86.7 71.13 ab 
CHS-2 46.7 70.0 86.7 67.80 a-c 
CHS-3 0.0 100.0 0.0 33.33 a-g 
CHS-4 30.0 90.0 96.7 72.23 ab 
CHS-5 60.0 76.7 56.7 64.47 a-d 
CHS-6 20.0 0.0 3.3 7.77 d-g 
CHS-7 6.7 0.0 66.7 24.47 a-g 
CHS-8 13.3 0.0 20.0 11.10 c-g 
CHS-9 20.0 0.0 0.0 6.67 d-g 
CHS-10 0.0 0.0 0.0 0.00 g 
CHS-12 6.7 60.0 50.0 38.90 a-g 
CHS-13 36.7 33.3 26.7 32.23 a-g 
CHS-14 26.7 60.0 13.3 33.33 a-g 
CHS-15 33.3 0.0 23.3 18.87 b-g 
CHS-16 0.0 50.0 20.0 23.33 a-g 
CHS-17 50.0 0.0 53.3 34.43 a-g 
RYS-1 73.3 63.3 66.7 67.77 a-c 
RYS-2 13.3 100.0 50.0 54.43 a-g 
RYS-3 50.0 100.0 60.0 70.00 ab 
RYS-4 20.0 100.0 60.0 60.00 a-e 
RYS-5 40.0 0.0 26.7 22.23 a-g 
RYS-6 56.7 100.0 83.3 80.00 a 
RYS-7 6.7 0.0 0.0 2.23 e-g 
RYS-8 33.3 0.0 60.0 31.10 a-g 
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ตารางที ่4.6 (ต่อ) 

ไอโซเลท ข้าวโพด Green oak แตงกวา Severity index 
(%)1 

RYS-9 36.7 100.0 36.7 57.80 a-g 
RYS-10 0.00 3.3 3.3 2.20 e-g 
RYS-11 10.0 60.0 93.3 54.43 a-g 
RYS-12 30.0 60.0 36.7 42.23 a-g 
RYS-13 13.3 33.3 0.0 15.53 b-g 
RYS-14 16.7 0.0 0.0 5.57 e-g 
RYS-15 10.0 100 3.3 37.77 a-g 
RYS-16 16.7 0.0 0.0 5.57 e-g 
RYS-17 53.3 76.7 0.0 43.33 a-g 
RYS-18 13.3 0.0 10.0 7.77 d-g 
RYS-19 13.3 0.0 16.7 10.00 c-g 
RYS-20 3.3 0.0 0.0 1.10 fg 

TS-1 13.3 100.0 26.7 46.67 a-g 
TS-2 10.0 0.0 80.0 30.00 a-g 
TS-3 20.0 50.0 13.3 27.77 a-g 
TS-4 46.7 0.0 33.3 26.67 a-g 
TS-5  36.7 86.7 50.0 57.80 a-g 
TS-6 13.3 100.0 63.3 58.87 a-f 
TS-7 43.3 0.0 66.7 36.67 a-g 
TS-8  43.3 33.3 46.7 41.10 a-g 
TS-9 0.00 46.7 76.7 41.13 a-g 

TS-10 53.3 0.0 50.0 34.43 a-g 
TS-11 63.3 13.3 20.0 32.20 a-g 
TS-12 23.3 0.0 90.0 37.77 a-g 
TS-13 50.0 60.0 10.0 40.00 a-g 
TS-14 46.7 6.7 63.3 38.90 a-g 
TS-15 23.3 53.3 6.7 27.77 a-g 

CV. (%)    82.90 
1 คิดจากค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงโรคท่ีไดจ้ากแต่ละพืช 

 ไม่ก่อใหเ้กิดโรค 

 เกิดโรคไม่รุนแรง 
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 4.2.3 การทดสอบความเป็นปฏิปักษ์ของสายพนัธ์ุ NpP และ HvP กบัเช้ือสาเหตุโรค 

                      1) การทดสอบดว้ยกรรมวธีิเล้ียงเช้ือร่วม (dual culture)                       
                            การทดสอบการเล้ียงเช้ือร่วม พบวา่มี 1 ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือสาเหตุ คือ P. acanthicum RYS-7 โดยมีเปอร์เซ็นตย์บัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pythium และ 
Fusarium สาเหตุโรค อยูท่ี่ 35.28 และ 53.75% ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.7, ภาพท่ี 4.37H, และ 4.37I)  
 
ตารางที ่4.7 ประสิทธิภาพของ non-pathogenic Pythium (NpP) หรือ hypo-virulence Pythium (HvP) 

ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคโดยวธีิเล้ียงเช้ือร่วม 

เช้ือสาเหตุ สายพนัธ์ุ NpP, HvP ขนาดโคโลนี (ซม.) % การยบัยั้งการเจริญ 
Pythium sp. Control 9.00 a 0.00 c 

 CHS-10 6.01 bc 33.19 ab 
 RYS-7 5.82 c 35.28 a 
 RYS-10 6.00 bc 33.33 ab 
 RYS-16 6.02 bc 33.06 ab 
 RYS-20 6.11 b 32.08 b 

CV. (%)  2.20 5.72 
Fusarium sp. Control 9.00 a 0.00 e 

 CHS-10 5.49 cd 39.03 bc 
 RYS-7 4.16 e 53.75 a 
 RYS-10 5.92 bc 34.17 cd 
 RYS-16 5.10 d 43.33 b 
 RYS-20 6.19 b 31.25 d 

CV. (%)  4.94 9.76 
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ภาพที ่4.37 แสดงผลการเล้ียงเช้ือร่วม (dual culture) ระหวา่งเช้ือ Pythium sp. (P) และ Fusarium 

sp. (F) สาเหตุโรคพืช (ซา้ย) กบัสายพนัธ์ุ NpP หรือ HvP (ขวา) โดย A: Control ของ
เช้ือ Pythium sp.; B: Control ของเช้ือ Fusarium sp.; C: P. acanthicum RYS-7; D: P. 
catenulatum CHS-10; E: P. torulosum RYS-10; F: P. diclinum RYS-16; G: P. 
cucurbitacearum RYS-20; H: P+ P. acanthicum RYS-7; I: F+P. acanthicum RYS-
7; J: P+P. catenulatum CHS-10; K: F+P. catenulatum CHS-10; L: P+P. torulosum 
RYS-10; M: F+P. torulosum RYS-10; N: P+P. diclinum RYS-16; O: F+P. diclinum 
RYS-16; P: P+ P. cucurbitacearum RYS-20; Q: F+P. cucurbitacearum RYS-20 

                      
                       2) การทดสอบเล้ียงเช้ือร่วมบนสไลด ์(slide culture)                       
                            เม่ือน าเช้ือทั้งหมดไปทดสอบเล้ียงเช้ือร่วมบนสไลด ์ (slide culture) (ภาพท่ี 4.38) 
เพื่อดูปฏิสัมพนัธ์ท่ีเกิดข้ึนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบการเกิดสภาวะการปรสิตในเช้ือรา (mycoparasite) 
ในทรีตเมนตท่ี์ทดสอบร่วมกบัเช้ือ P. acanthicum RYS-7 ทั้งในกรณีท่ีทดสอบกบัเช้ือ Pythium และ 
Fusarium สาเหตุโรค โดยพบทั้งกระบวนการพนัรัดเส้นใยและการแทงผา่นเขา้ไปในไซโตพลาสซึม 
(ภาพท่ี 4.39 และ ภาพท่ี 4.40)
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ภาพที ่4.38 แสดงผลการทดสอบเล้ียงเช้ือรวมบนสไลด ์(slide culture) ระหวา่งเช้ือ Pythium sp. (P) และ Fusarium sp. (F) สาเหตุโรคพืช กบั NpP หรือ HvP สายพนัธ์ุ

ท่ีแยกได ้ โดย A: P+ P. acanthicum RYS-7; B: F+P. acanthicum RYS-7; C: P+P. catenulatum CHS-10; D: F+P. catenulatum CHS-10; E: P+P. 
torulosum RYS-10; F: F+P. torulosum RYS-10; G: P+P. diclinum RYS-16; H: F+P. diclinum RYS-16; I: P+ P. cucurbitacearum RYS-20; J: F+P. 
cucurbitacearum RYS-20 
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ภาพที่ 4.39 แสดงผลการทดสอบเล้ียงเช้ือร่วมบนสไลด์ (slide culture) ระหว่างเช้ือ Pythium 

สาเหตุโรคกบั P. acanthicum RYS-7 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดย A-C: เส้นใยปกติ
ของเช้ือ Pythium (400×); D-H: ภาพถ่ายจากสไลด์ท่ีท าการเล้ียงเช้ือร่วม โดยลูกศร
สีด าจะแสดงใหเ้ห็นถึงเส้นใยของ P. acanthicum ท่ีพนัรัดเส้นใยของเช้ือสาเหตุโรค 
(scale bar: 10 ไมโครเมตร) 

104 
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ภาพที่ 4.40 แสดงผลการทดสอบเล้ียงเช้ือรวมบนสไลด์ (slide culture) ระหว่างเช้ือ Fusarium 

สาเหตุโรคกบั P. acanthicum RYS-7 ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ โดย A-B: เซลล์ให้
ก าเนิดโคนิเดีย (conidiogenous cells) (40×); C: Macrospore (100×); D: เส้นใย
พร้อมผนังกั้น (septate hypha); E-I: ภาพถ่ายจากสไลด์ท่ีท าการเล้ียงเช้ือร่วม; E: 
เ ส้นใยท่ี เ สียหาย ; F: เซลล์ให้ก า เ นิดโคนิเ ดีย ท่ี เ สียหาย ; G: oospore ของ P. 
acanthicum; H: การแทงผ่านเส้นใยเช้ือสาเหตุ โดยลูกศรสีด าจะแสดงให้เห็นถึง
เส้นใยของ P. acanthicum; I: การพนัรัดเส้นใยของเช้ือสาเหตุ 

 
       30.                                     (slide culture)              Fusarium       
       P. acanthicum RYS-7                          A-B:                         
(conidiogenous cells) (40×); C: Macrospore (10×); D:                     ( septate hypha); 
E-I:                                        ; E:                 ; F:                                  ; 
G: Oospore     P. acanthicum; H:                                                       
                 P. acanthicum; I:                               
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                       3) การทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญและงอกของช้ินส่วนขยายพนัธ์ุ
เช้ือสาเหตุโรคดว้ย culture filtrate 
                             ส าหรับผลการทดสอบความสามารถของ culture filtrate ในการยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ Pythium สาเหตุโรค พบวา่ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของโคโลนี (ภาพท่ี 4.41) 
โดยแต่ละทรีตเมนต ์ รวมถึงชุดควบคุม  มีน ้าหนกัของเส้นใยโดยเฉล่ีย ขนาดโคโลนี อยูท่ี่ประมาณ 
50% และ 9.00 เซนติเมตรตามล าดบั (ตารางท่ี 4.8) เช่นเดียวกนักบัผลการทดสอบการยบัย ั้งการงอก
ของเส้นใยเช้ือ Fusarium ดว้ยการผสมสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือกบั culture filtrate โดยพบวา่ไม่
มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์ (ภาพท่ี 4.42)โดยในชุดควบคุมแบบใส่น ้าน่ึงฆ่าเช้ือ 
อาหารเหลว จะมีความยาวเส้นใยอยูท่ี่ 0.00 และ 105.67 ไมครอน และมีจ านวนสปอร์ท่ี 14.30 และ 
19.12 x 104 spore/ml (ตารางท่ี 4.9) ตามล าดบั ในขณะท่ีแต่ละทรีตเมนต ์คือ CHS-10, RYS-7, RYS-
10, RYS-16 และ RYS-20 มีความยาวเส้นใยอยูท่ี่ 144.30, 91.89, 82.63 105.30 และ 79.30 ไมครอน 
มีจ านวนสปอร์ท่ี 18.67, 14.25, 15.47, 17.25 และ 13.75 spore/ml ตามล าดบั 
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ตารางที่  4.8 ผลของ  culture filtrate จาก  non-pathogenic Pythium (NpP) หรือ  hypo-virulence 
Pythium (HvP) ในการยบัย ั้งเช้ือ Pythium สาเหตุโรคพืช 

Treatment 
(NpP, HvP) 

น า้หนักเส้นใย 
(กรัม) 

ขนาดโคโลนี  
(ซม.)1 

เปอร์เซ็นต์การ
ยบัยั้ง1 

Control  0.54 a 9.00  0.00 
CHS-10 0.51 a 9.00  0.00 
RYS-7 0.53 a 9.00  0.00 

RYS-10 0.51 a 9.00  0.00 
RYS-16 0.51 a 9.00  0.00 
RYS-20 0.52 a 9.00  0.00 
CV. (%) 12.11   

1ผลการวเิคราะห์ดว้ย One-way ANOVA ค่า F ท่ีไดแ้สดงถึงความไม่แตกต่างกนัทางสถิติ  
 

 
ภาพที่ 4.41 แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพของ culture filtrate จาก NpP หรือ HvP ต่อการ

ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pythium สาเหตุโรคพืชหลงัจากบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง นาน 3 
วนั โดย A: Control โคโลนีของเช้ือ Pythium; B: CHS-10 C:RYS-7; D: RYS-10; E: 
RYS-16; F: RYS-20 

    

    
 

 

 

A B C 

D E F 
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ตารางที ่ 4.9 ผลของ culture filtrate จาก non-pathogenic Pythium (NpP) หรือ hypo-virulence 
Pythium (HvP) ในการยบัย ั้งเช้ือ Fusarium สาเหตุโรคพืช 

Treatment 
(NpP, HvP) 

ความยาวเส้นใยที่งอก  
(µm) 

จ านวนสปอร์ (1x104 

spore/ml) 
Control น ้าน่ึงฆ่าเช้ือ 0.00 c 14.30 a 
Control อาหารเหลว 105.67 b 19.12 a  

CHS-10 144.30 a 18.67 a 
RYS-7 91.89 b 14.25 a 

RYS-10 82.69 b 15.47 a 
RYS-16 105.30 b 17.25 a 
RYS-20 79.30 b 13.75 a 
CV. (%) 23.14 32.05 

 

 
ภาพที ่4.42 แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพของ culture filtrate จาก NpP หรือ HvP ต่อการงอก

ของสปอร์ของเช้ือ Fusarium สาเหตุโรคพืชภายใตก้ล้องจุลทรรศน์หลงัผ่านไป 24 
ชัว่โมง โดย A-C: Control สปอร์ของเช้ือ Fusarium ในน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ; D: Control 
สปอร์ของเช้ือ Fusarium ในอาหารเหลว PDB; E: RYS-7; F: CHS-10; G: RYS-10; H: 
RYS-16; I: RYS-20  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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          4.2.4 การควบคุมเช้ือสาเหตุโรค และการส่งเสริมการเจริญเติบโตในพืชของสายพนัธ์ุ NpP 
หรือ HvP ที่แยกได้ 
                       4.2.4.1 การควบคุมเช้ือสาเหตุโรคดว้ยเซลลท่ี์มีชีวติ (cell culture) 
                                   จากการทดสอบ พบวา่พืชท่ีไดรั้บการแช่รากดว้ย NpP หรือ HvP strain ไดแ้ก่ 
P. diclinum RYS-16 และ P. catenulatum ไอโซเลท CHS-10 นั้นมีความรุนแรงของโรคโคนเน่าราก
เน่าท่ีเกิดจากเช้ือ Pythium นอ้ยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัทรีตเมนตอ่ื์นๆ โดยมีความรุนแรงโรคอยู่ท่ี 
10-20% ในขณะท่ีชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือนั้นมีอาการโรคสูงท่ีสุด คือ 75% นอกจากน้ี อาการ
โรคสามารถแพร่ขยายลุกลามไปยงัโคนตน้ หรือรากฝ่ังตรงขา้มของรากท่ีไม่ไดท้  าการปลูกเช้ือได ้
อยา่งไรก็ตาม เม่ือเทียบความยาวรากกบัชุดควบคุมท่ีไม่ปลูกเช้ือ พบวา่ทรีตเมนตท่ี์แช่ดว้ยดว้ยเส้น
ใยของเช้ือแต่ละไอโซเลทยงัไม่สามารถกระตุน้ให้พืชทดสอบเจริญเติบโตเท่ากนัได ้ในขณะท่ีชุด
ควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือนั้นมีความยาวรากนอ้ยท่ีสุด คือ 5.42 เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.10 ภาพท่ี 4.43 
และ 4.44)  ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือ Fusarium สาเหตุโรค พบว่าทรีต
เมนตท่ี์ทดสอบดว้ย P. catenulatum ไอโซเลท CHS-10 มีอาการโรคอยูท่ี่ประมาณ 18% นอกจากนั้น
ยงัมีน ้าหนกัรวมใกลเ้คียงกบัชุดควบคุม นัน่คืออยูท่ี่ 12.84 กรัม (ตารางท่ี 4.11 ภาพท่ี 4.45 และ 4.46) 

ตารางที ่4.10 การทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเน่าจากเช้ือ Pythium sp. ในตน้มะเขือเทศ 
(อาย ุ2 สัปดาห์) ดว้ยเซลลท่ี์มีชีวติ (cell culture) ของเช้ือสายพนัธ์ุ NpP หรือ HvP 

สายพนัธ์ุ NpP หรือ HvP Disease incident 
(%) 

Disease severity 
(%) 

ความยาวราก (ซม.) 1 

Control ไม่ปลูกเช้ือ 0.00 0.00 12.65 a 
Control ปลูกเช้ือ 100.00 75.00 5.42 b 

CHS-10 100.00 18.75 8.47 ab 
RYS-7 100.00 43.75 6.62 ab 

RYS-10 100.00 31.25 8.22 ab 
RYS-16 100.00 12.50 7.90 ab 
RYS-20 100.00 31.25 5.92 b 
CV. (%)   50.51 

1 ตวามยาวรากส่วนท่ีท าการปลูกเช้ือ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที ่4.43 การทดสอบการควบคุมโรคเน่าท่ีเกิดจากเช้ือ Pythium ในตน้มะเขือเทศท่ีแช่ดว้ย cell 

culture ของ NpP หรือ HvP ด้วยเทคนิค split-root A: Control ท่ีไม่ท าการปลูกเช้ือ; 

B: Control ท่ีท  าการปลูกเช้ือ; C:  P. acanthicum RYS-7; D: P. catenulatum CHS-10; 

E: P. torulosum RYS-10; F: P. diclinum RYS-16; G: P. cucurbitacearum RYS-20; 

ลูกศรแสดงรากส่วนท่ีท าการปลูกเช้ือ 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

    

    

  
 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

A B 

C D 

E F 

G 
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ภาพที ่4.44 แสดงรากของตน้มะเขือเทศท่ีแช่ดว้ย cell culture ของ NpP หรือ HvP เพื่อควบคุมเช้ือ 

Pythium สาเหตุโรคเน่าด้วยเทคนิค split-root โดยรากฝ่ังซ้ายคือฝ่ังท่ีได้รับการ

กระตุน้โดย NpP หรือ HvP ฝ่ังขวา (ลูกศรสีขาว) คือส่วนท่ีปลูกเช้ือ Pythium สาเหตุ

โรค A: Control ท่ีไม่ท าการปลูกเช้ือ; B: Control ท่ีท  าการปลูกเช้ือ; C:  P. acanthicum 

RYS-7; D: P. catenulatum CHS-10; E: P. torulosum RYS-10; F: P. diclinum RYS-

16; G: P. cucurbitacearum RYS-20 
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G 
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ตารางที่ 4.11 ผลการทดสอบความสามารถของเซลล์ท่ีมีชีวิต (cell culture) ของเช้ือสายพนัธ์ุ NpP 
หรือ HvP ในควบคุมโรคเห่ียวจากเช้ือ Fusarium sp. ในตน้มะเขือเทศ (อาย ุ2 สัปดาห์)  

สายพนัธ์ุ NpP หรือ 
HvP 

Disease 
incidence 

(%) 

Disease 
severity 

(%) 

น า้หนักสด (กรัม) 

ราก1 ต้น รวม2 

Control ไม่ปลูกเช้ือ 0.00 0.00 0.44 a 12.90 a 13.72 a 
Control ปลูกเช้ือ 75.00 44.00 0.24 a 8.42 b 8.89 b 

CHS-10 50.00 18.75 0.42 a 11.37 ab 12.84 ab 
RYS-7 50.00 37.50 0.33 a 12.87 a 13.71 a 

RYS-10 75.00 43.75 0.34 a 11.35 ab 11.94 ab 
RYS-16 50.00 37.50 0.36 a 8.57 b 9.34 b 
RYS-20 75.00 25.00 0.18 a 10.20 ab 11.04 ab 
CV. (%)   51.15 22.15 21.00 

1 น ้าหนกัรากส่วนท่ีท าการปลูกเช้ือ 
2 น ้าหนกัรวมทั้งตน้และรากทั้ง 2 ส่วน 

 

 
ภาพที ่4.45 ตวัอยา่งอาการตน้มะเขือเทศท่ีท าการปลูกเช้ือ Fusarium sp. โดย คือ A: ระดบั 0 (ไม่

แสดงอาการโรค); B: ระดบั 1 (เกิดอาการเหลืองและเห่ียวเล็กนอ้ย); C: ระดบั 2 (เกิด
อาการเห่ียว และเน้ือเยือ่ล าเลียงเกิดการเปล่ียนสีเล็กนอ้ย); D: ระดบั 3 (เกิดอาการ
เห่ียวอยา่งหนกั รวมถึงเน้ือเยื่อล าเลียงเปล่ียนเป็นสีน ้าตาล) 
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ภาพที ่4.46 แสดงตน้และรากของมะเขือเทศท่ีแช่ cell culture ของ NpP หรือ HvP เพื่อใชใ้นการ

ควบคุมเช้ือ Fusarium สาเหตุโรคเห่ียวดว้ยเทคนิค split-root โดยรากฝ่ังซา้ยคือฝ่ังท่ี
ไดรั้บการกระตุน้โดย NpP หรือ HvP ฝ่ังขวาคือส่วนท่ีปลูกเช้ือสาเหตุ A: Control ท่ี
ไม่ท าการปลูกเช้ือ; B: Control ท่ีท  าการปลูกเช้ือ; C:  P. catenulatum CHS-10; D: P. 
acanthicum RYS-7; E: P. torulosum RYS-10; F: P. diclinum RYS-16; G: P. 
cucurbitacearum RYS-20 

                                

                                                              

                                                         

       

 

A B 

C D 

E F 

G 
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                       4.2.4.2 การควบคุมโรคดว้ยการใชช้ิ้นส่วนเซลล ์(cell fragments) 
                                   จากการทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือ Pythium สาเหตุโรค พบวา่พืช
ท่ีท าการแช่ด้วยช้ินส่วนเซลล์ของ P. catenulatum ไอโซเลท CHS-10 และ P. torulosum RYS-10 
นั้นมีความรุนแรงของโรคเน่าท่ีเกิดจากเช้ือ Pythium น้อยกว่าชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือเพียง
เล็กน้อย ซ่ึงไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ โดยมีความรุนแรงโรคโดยเฉล่ียอยูท่ี่ 50-60% และเม่ือ
เทียบความยาวรากกบัชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือ พบวา่ทรีตเมนตท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยไอโซเลท CHS-
10 มีความยาวรากอยูท่ี่ 13.20 เซนติเมตร ซ่ึงถือวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่
เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ปลูกเช้ือก็ยงัถือวา่มีความแตกต่างกนั ในขณะท่ีทรีตเมนตอ่ื์นๆ มีรากท่ี
สั้นกวา่ แสดงใหเ้ห็นวา่การใชช้ิ้นส่วนเซลล์ของเช้ือ Pythium ท่ีเป็น HvP strain นั้นไม่ไดก้ระตุน้ให้
พืชเกิดความตา้นทาน (ตารางท่ี 4.12 ภาพท่ี 4.47)  ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการควบคุม 
Fusarium สาเหตุโรค พบวา่ทรีตเมนตท่ี์ทดสอบดว้ย P. acanthicum ไอโซเลท RYS-7 มีอาการโรค
นอ้ยท่ีสุด อยูท่ี่ 31.25% นอกจากนั้นยงัมีน ้ าหนกัรวมท่ีมากกวา่ชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ืออีกดว้ย 
(ตารางท่ี 4.13  ภาพท่ี 4.48) 
 
ตารางที่ 4.12 การทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคเน่าท่ีเกิดจากเช้ือ Pythium sp.  ในตน้

มะเขือเทศ (อาย ุ2 สัปดาห์) ดว้ยช้ินส่วนเซลลข์องเช้ือสายพนัธ์ุ NpP หรือ HvP 

สายพนัธ์ุ NpP หรือ HvP Disease incidence 
(%) 

Disease severity 
(%) 

ความยาวราก (ซม.) 

Control ไม่ปลูกเช้ือ 0.00 0.00 17.60 a 
Control ปลูกเช้ือ 100.00 56.25 14.40 b 

CHS-10 100.00 50.00 13.20 b 
RYS-7 100.00 50.00 9.44 c 

RYS-10 100.00 43.75 7.47 c 
RYS-16 100.00 50.00 7.95 c 
RYS-20 100.00 50.00 9.55 c 
CV. (%)   12.62 
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ภาพที ่4.47 แสดงล าตน้และรากของมะเขือเทศท่ีแช่ดว้ยช้ินส่วนเซลลข์อง NpP หรือ HvP เพื่อใช้

ในการควบคุมเช้ือ Pythium สาเหตุโรค โดย A: Control ท่ีไม่ท าการปลูกเช้ือ; B: 

Control ท่ีท  าการปลูกเช้ือ; C:  P. catenulatum CHS-10; D: P. acanthicum RYS-7; E: 

P. torulosum RYS-10; F: P. diclinum RYS-16; G: P. cucurbitacearum RYS-20 

 

 

 

       

      
A B C D E F G 
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ตารางที่ 4.13  การทดสอบความสามารถในควบคุมโรคเห่ียวท่ีเกิดจากเช้ือ Fusarium sp. ในต้น
มะเขือเทศ (อายุ 2 สัปดาห์) ด้วยการใช้ช้ินส่วนเซลล์ของเช้ือสายพนัธ์ุ NpP หรือ 
HvP 

สายพนัธ์ุ NpP หรือ 
HvP 

Disease 
incidence 

(%) 

Disease 
severity 

(%) 

น า้หนักสด (กรัม) 

ราก ต้น รวม 

Control ไม่ปลูกเช้ือ 0.00 0.00 0.03 ab 1.01 ab 1.04 ab 
Control ปลูกเช้ือ 100 75.00 0.03 ab 0.41 b 0.44 b 

CHS-10 75 43.75 0.03 ab 0.40 b 0.43 b 
RYS-7 100 31.25 0.08 a 1.22 a 1.30 a 

RYS-10 100 50.00 0.07 ab 0.62 ab 0.68 ab 
RYS-16 100 43.75 0.07 ab 0.68 ab 0.75 ab 
RYS-20 100 50.00 0.02 b 0.63 ab 0.65 b 
CV. (%)   72.76 52.83 52.81 
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ภาพที ่4.48 แสดงล าตน้และรากของมะเขือเทศท่ีแช่ดว้ยช้ินส่วนเซลลข์อง NpP หรือ HvP ในการ

ควบคุมเช้ือ Fusarium สาเหตุโรค โดย A: Control ท่ีไม่ท าการปลูกเช้ือ; B: Control ท่ี

ท  าการปลูก เ ช้ือ ; C:  P. catenulatum CHS-10; D: P. acanthicum RYS-7; E: P. 

torulosum RYS-10; F: P. diclinum RYS-16; G: P. cucurbitacearum RYS-20 

 

 

 

 

       
A B C D E F G 
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บทที่ 5 

วจิารณ์ผลการทดลอง 
 
5.1 ศึกษาการแพร่กระจายของ Oomycetes ในถิ่นอาศัยทีแ่ตกต่างกนั 
       5.1.1 การเกบ็ตัวอย่าง การแยกเช้ือ และการการจัดจ าแนก 
                 การศึกษาในคร้ังน้ีพบเช้ือ Pythium และจุลินทรียใ์นกลุ่ม Oomycetes ทั้งหมดจ านวน 52 ไอ
โซเลท จากจ านวนเช้ือท่ีแยกไดท้ั้งหมด 70 ไอไซเลท เม่ือน ามาศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา ร่วมกบั
ขอ้มูลทางอณูชีววิทยา พบวา่ทั้ง 52 ไอโซเลทนั้นประกอบดว้ย 3 จีนสัคือ Pythium, Phytopythium และ 
Globisporangium  รวมทั้ งหมด 11 สปี ชี ส์  คือGlobisporangium splendens, Pythium acanthicum, 
Pythium catenulatum, Pythium cucurbitacearum, Pythium deliense, Pythium diclinum, Pythium 
longipapilum, Pythium myriotylum, Pythium torulosum, Phytopythium helicoides และ Phytopythium 
vexans  โดยส่วนใหญ่จะถูกจดัให้อยูใ่นเคลดแบบ monophyletic ยกเวน้ Phytopythium 
                โดยไอโซเลทท่ีพบไดส่้วนใหญ่จะเป็น G. splendens ซ่ึงแยกไดจ้ากดินเกษตร ยกเวน้ TS-
9 ท่ีแยกได้จากดินแม่น ้ า เช้ือในสกุลน้ีเคยมีรายงานว่าเป็นเช้ือสาเหตุโรคในทุเรียน โดยจากงาน
ศึกษาของ Suksiri et al. (2018) ไดค้น้พบเช้ือ P. splendens (G. splendens) ท่ีก่อโรคทุเรียนเป็นคร้ัง
แรกในประเทศไทย จึงอาจหมายความว่าอาจมีความเป็นไปได้ท่ี  G. splendens จะเกิดการ
แพร่กระจายไปในพื้นท่ีเพาะปลูกในเขตภาคตะวนัออก อยา่งไรก็ตาม จ าเป็นตอ้งศึกษาเพิ่มเติมวา่มี
ความเป็นไปไดห้รือไม่ท่ีสปีชีส์ดงักล่าวจะมีแนวโน้มเป็นสายพนัธ์ุเด่นในส่ิงแวดลอ้มใหม่ (dominant 
species) 
                ส าหรับ Phytopythium เคยถูกจัดให้เป็น Pythium ในเคลด K เน่ืองจากมีการสร้างถุง 
vesicle เหมือน Pythium ถึงแมจ้ะมีความสามารถในการสร้าง sporangium ท่ีคลา้ยกบั Phytophthora 
(Phytophthora-like sporangium) ก็ตาม จึงอาจกล่าวไดว้า่เช้ือในสกุลน้ีมีลกัษณะโครงสร้างทางชีววทิยา
ร่วมกนัระหวา่งเช้ือ Pythium และ  Phytophthora (Nam and Choi, 2019) โดยหากยอ้นกลบัไปจะพบวา่มี
หลายรายงานท่ีจะพยายามจัดกลุ่มให้ Pythium ข้างต้น ซ่ึงก็สามารถท าได้ส าเร็จในปี 2004 
(Lévesque and de Cock, 2004) อย่างไรก็ตาม ในรายงานฉบับดังกล่าวก็ยงัตั้ งข้อสังเกตว่าเม่ือ
วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของเช้ือในเคลด K พบวา่ทุกสายพนัธ์ุถูกจดัให้อยูใ่นเคลดแบบ polyphyletic 
นอกจากนั้น การศึกษาวิวฒันาการอย่างต่อเน่ืองดว้ยการศึกษาต าแหน่ง ITS และ ribosomal large 
subunit (de Cock et al., 2015; Lévesque and de Cock, 2004) ก็ช่วยยืนยนัข้อสงสัยดังกล่าว คือมี
ความน่าจะเป็นท่ี Phytophythium นั้นอาจเป็น สกุลแรกๆ ท่ีมีวิวฒันาการมาก่อน (early divergence) 
สกุลอ่ืนในวงศ์ Peronosporaceae (Bourret et al., 2018)    ดว้ยเหตุผลท่ีกล่าวมาขา้งตน้ประกอบกบั
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ความกา้วหนา้ทาง microbials systematic  จึงมีการเปล่ียนช่ือ Pythium sp. ในเคลด K เป็นสกุลใหม่ 
เช่น Ovatisporagium [(Uzuhashi et al., 2010) ซ่ึงเป็นอีกช่ือหน่ึงของ  Phytopythium] นอกจากน้ีใน
บางรายงานก็จดัให้อยู่ในเคลดเฉพาะของสกุลน้ีเลย (เคลด 1-3) (Baten et al., 2014; de Jesus et al., 
2016) 
 
       5.1.2 ความสัมพนัธ์ระหว่างเช้ือที่แยกได้กบัปัจจัยทางสภาพแวดล้อม 
               ความส าคญัของปัจจยัทางสภาพแวดลอ้ม ท่ีส่งผลต่อการเจริญและการกระจายตวัของเช้ือ
กลุ่มดงักล่าว เช่น อินทรียวตัถุ ท่ีเป็นเหมือนแหล่งคาร์บอนของส่ิงมีชีวิตภายในดิน และไนโตรเจน 
ซ่ึงทั้ง 2 ปัจจยัดูเหมือนเก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการงอกของ oospore (Elad and Chet, 1987)  
นอกจากน้ีความเป็นกรด-ด่าง ส่งผลต่อการเจริญของส่ิงมีชีวิตเช่นกนั โดยส่งผลในระดบัเซลล ์เช่น 
การผลิต ATP หรือการรบกวนโครงสร้างของโมเลกุลขนาดใหญ่     การท่ีดินเป็นกรดหรือด่าง
เกินไปจนส่งผลต่อการมีชีวิตรอดของเช้ือ Pythium หรือไม่นั้น สามารถอา้งอิงไดจ้ากการศึกษาของ 
Kazama and Fuller (1973)  โดย Kazama and Fuller รายงานวา่มีความหลากหลายของ Pythium ใน
ระบบนิเวศน์น ้าเคม็หรือทะเลนั้นค่อนขา้งต ่า โดยมี dominant species คือ P. marinum ซ่ึงสอดคลอ้ง
กับการศึกษาคร้ังน้ีท่ีมีการแยก Phytopythium vexans ไอโซเลท CHS-6 CHS-7 และ CHS-8 จาก
บริเวณป่าชายเลนของจงัหวดัจนัทบุรี โดยไม่พบเช้ือสายพนัธ์ุอ่ืน ๆในตวัอยา่งดินและพืชในพื้นท่ี
ป่าชายเลนจากจงัหวดัอ่ืนเลย ส าหรับความช้ืนท่ีบ่งบอกปริมาณน ้ าภายในดิน และประเภทของเน้ือ
ดิน (soil texture) อาจส่งผลต่อการงอกและการกระจายตวัของ zoospore ของเช้ือ Pythium และ
ปริมาณของเช้ือได้ (Barton, 1958; Alhussaen, 2012) ส าหรับสภาพแวดล้อมท่ีมีความเค็มจดันั้น
ส่งผลต่อปริมาณของเช้ือเช่นกนั โดยเน้ือดินจะเก่ียวขอ้งความสามารถในการอุม้น ้า ซ่ึงส่งผลต่อการ
เคล่ือนท่ีของ zoospore ของ Pythium  (Kerr,  1964)  
               อย่างไรก็ตาม จากการวิเคราะห์ข้อมูลชุดอ่ืน ยกเวน้ 2 ปัจจยัดังท่ีกล่าวไปข้างต้น คือ 
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดภายในดิน ค่าการน าไฟฟ้า และอินทรียวตัถุ เม่ือพิจารณาจากโมเดล
เส้นตรงท่ีได้ รวมถึงค่า F และค่าสัมประสิทธ์ิการถดถอย (regression coefficient) พบว่าขอ้มูลมี
ความสัมพนัธ์กนันอ้ย หรือแทบจะไม่สัมพนัธ์กนัเลย จึงอาจหมายความวา่ปัจจยัท่ีท าการศึกษาเป็น
เพียงปัจจัยเสริมเท่านั้ น โดยในงานวิจัยของ Barton (1958) ได้รายงานว่าปัจจัย ท่ีผู ้วิจ ัยได้
ท าการศึกษานั้นไม่ใช่ปัจจยัหลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการกระจายตวั ถึงแมว้า่ค่าความเป็นกรด-ด่างภายใน
ดินแต่ละท่ี และการกระจายตวัของ Pythium จะมีความแตกต่างกนัจนดูเหมือนจะเก่ียวขอ้งกนัก็ตาม 
จึงอาจหมายความวา่ส่ิงท่ีท าให้เกิดการกระจายตวั และก าหนดความหลากหลายของ Pythium และ
สกุลใกลเ้คียงนั้นเก่ียวขอ้งกบัการมีอยูแ่ละความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ท่ีอาศยัรวมกนั
ในพื้นท่ีนั้นๆ แทนท่ีจะเกิดจากปัจจยัทางสภาพแวดลอ้มโดยปัจจยัทางสภาพแวดล้อมนั้นจะเป็น
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ตวัก าหนดความสามารถในการก่อโรค หรือก าหนดพืชอาศยั หรือก าหนดความสามารถในการด ารง
ชีพ อยา่งเช่นท่ีมีการกล่าวถึงในงานศึกษาท่ีใหม่กวา่ (Broders et al., 2009; You et al., 2017; Zitnick-
Anderson et al., 2017) ท่ีกล่าววา่ปัจจยัทางสภาพแวดลอ้มบางอยา่ง เช่น ความเป็นกรด-ด่าง ความจุ
ความช้ืนสนาม และประเภทของดินนั้นส าคญัต่อความสามารถในการก่อโรคของ Pythium เป็น
อยา่งมาก  
 

5.2 ศึกษาคุณสมบัติและความเป็นประโยชน์ทางด้านโรคพืช 
       ส าหรับการทดสอบความสามารถของเช้ือท่ีแยกไดใ้นการเป็นจุลินทรียป์ฏิปักษ ์พบวา่มีเพียง P. 
acanthicum RYS-7 ท่ีแสดงศกัยภาพในการเป็นปรสิตในเช้ือราชนิดอ่ืน (mycoparasite) เห็นไดจ้าก
การท าให้โคโลนีของเช้ือสาเหตุโรคเสียหาย หรือการพนัรัดเส้นใยของเช้ือสาเหตุโรคและแทงผา่น
เขา้ไปภายใน อย่างไรก็ตามในการทดสอบประสิทธิภาพของ culture filtrate ในการยบัย ั้งการงอก
ของเช้ือราสาเหตุโรคพืช พบว่า culture filtrate ไม่สามารถยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือ Pythium 
และ Fusarium ได้ สาเหตุอาจเป็นเพราะเช้ือไอโซเลทท่ีน ามาทดสอบไม่สามารถสร้างสาร 
secondary metabolite หรือ enzyme ท่ีสามารถเขา้ท าลายเช้ือสาเหตุอ่ืนได ้จากขอ้มูลดงักล่าว จึงอาจ
พิจารณาไดว้า่เช้ือสายพนัธ์ุไม่ก่อโรค หรือสายพนัธ์ุท่ีก่อโรคไม่รุนแรงท่ีพบไม่สามารถควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคได้ ยกเวน้ P. acanthicum RYS-7 ท่ีมีความสามารถในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคใน
ระดบัปานกลาง ซ่ึงไม่เป็นท่ีน่าแปลกใจ เน่ืองจากมีบางรายงานท่ีกล่าวถึงความสามารถของ P. 
acanthicum  และเช้ือหลายสปีชีส์ท่ีอยูใ่นเคลดเดียวกนั (clade D) ในการเป็นปรสิตในเช้ือราชนิดอ่ืน 
อยา่ง P. oligandrum และ P. periplocum (Ali-Shtayeh et al., 1999) 
      ในการทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคในพืชดว้ยเทคนิค split-root พบวา่เช้ือท่ีผา่นการ
คดัเลือกสามารถกระตุน้ความตา้นทานพืชได้ในระดบัหน่ึง รวมถึงมีบางไอโซเลทท่ีไม่สามารถ
กระตุน้ความตา้นทานได้ ในกรณีของการใช ้cell culture หรือเซลล์ท่ียงัมีชีวิต พบวา่พืชท่ีน ารากไป
แช่เซลลข์อง P. diclinum RYS-16 และ P. catenulatum  CHS-10 นั้นมีความรุนแรงของโรคโคนเน่า
รากเน่านอ้ยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบั NpP หรือ HvP สายพนัธ์ุอ่ืนๆ โดยมีความรุนแรงโรคโดยเฉล่ีย
อยูท่ี่ 10-20% นอกจากนั้น ยงัพบอีกวา่ทรีตเมนตท่ี์ถูกกระตุน้ดว้ยไอโซเลท CHS-10 มีความยาวราก
ในระดบัท่ีใกลเ้คียงกบัชุดควบคุม ซ่ึงถือวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ในขณะท่ีทรีตเมนตอ่ื์นๆ 
มีรากท่ีน้อยกว่า ส่วนชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือนั้นมีความยาวรากน้อยท่ีสุด ส าหรับผลการ
ทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือ Fusarium สาเหตุโรค พบว่าทรีตเมนต์ท่ีทดสอบดว้ย P. 
catenulatum ไอโซเลท CHS-10 มีอาการโรคน้อยท่ีสุด คืออยู่ท่ีประมาณ 18% นอกจากนั้นยงัมี
น ้ าหนกัรวมใกลเ้คียงกบัชุดควบคุมอีกดว้ย นัน่คืออยูท่ี่ 12.84 กรัม  โดยการท่ีความรุนแรงของโรค
ในแต่ละทรีตเมนต์น้อยกว่าชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือ อาจเป็นไปได้ว่าอาจเกิดจากการ
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เจริญเติบโตแบบแก่งแยง่แข่งขนั (competition) เน่ืองจากความสามารถในการเจริญเติบโตได้อย่าง
รวดเร็วของเช้ือ Pythium ทั้งท่ีเป็นเช้ือสาเหตุโรคหรือไม่เป็นเช้ือสาเหตุโรคท่ีสามารถเจริญลุกลาม
ไปยงัรากอีกฝ่ัง ส่งผลให้เกิดปรากฏการณ์ในรูปแบบดงักล่าว เม่ือพิจารณาร่วมกบัผลการทดสอบ
การใช้ช้ินส่วนเซลล์ พบว่าพืชท่ีท าการแช่รากด้วยช้ินส่วนเซลล์ของเช้ือแต่ละสายพนัธ์ุนั้นไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติกบัชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือ แสดงให้เห็นวา่การใชช้ิ้นส่วนเซลล์ของ
เช้ือ Pythium ท่ีเป็น HvP strain นั้นไม่ได้กระตุ้นให้พืชเกิดความต้านทาน ส่วนผลการทดสอบ
ความสามารถในควบคุมเช้ือ Fusarium สาเหตุโรคโดยใช้ช้ินส่วนเซลล์กระตุน้พืชให้เกิดความ
ตา้นทาน พบวา่ทรีตเมนตท่ี์ทดสอบดว้ย P. acanthicum ไอโซเลท RYS-7 มีอาการโรคนอ้ยท่ีสุด คือ
อยูท่ี่ประมาณ 30% นอกจากนั้นยงัมีน ้ าหนกัรวมท่ีใกลเ้คียงกบัชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ืออีกดว้ย 
จากการพิจารณาผลการทดลองทั้งหมด พบวา่มีหลายความเป็นไดท่ี้เช้ือท่ีคดัเลือกมาแต่ละชนิดจะ
ให้ผลการควบคุมเช้ือสาเหตุ รวมถึงการส่งเสริมการเจริญท่ีแตกต่างกนั เช่น การท่ีพืชไม่มี receptor 
ท่ีสามารถจดจ าโมเลกุลบางชนิดของเช้ือท่ีต่างสายพันธ์ุกัน หรือการท่ีแต่ละไอโซเลทมี
ความสามารถในการส ร้าง  elicitin (ELIs) หรือ  elicitin-like protein (ELLs) ได้แตกต่างกัน 
(Derevnina et al., 2016) จึงท าให้เกิดผลการเกิดความตา้นทานโรคท่ีแตกต่างกนัออกไป ซ่ึง elicitin 
ก็คือ MAMPs (Microbe-associated molecular pattern) ชนิดหน่ึงท่ีจุลินทรียใ์นกลุ่ม Oomycete สร้าง 
โดยโมเลกุลดังกล่าวสามารถกระตุ้นพืชให้เกิดการตายของเซลล์แบบฉับพลัน (hypersensitive 
response หรือ HR cell death) อนัเน่ืองมาจากกระตุน้ให้เกิดการสะสม reactive oxygen species จาก
กระบวนการ oxidative burst (การเกิด NAPDH oxidase, calcium influx และการกระตุ้น MAP 
kinase) ตวัโมเลกุลมีลกัษณะโครงสร้างท่ีมีการอนุรักษ ์ไม่มีล าดบัท่ีเหมือนกบัโปรตีนพืช ตวัพืชจึง
จะจดจ าในฐานะโมเลกุลแปลกปลอมด้วย receptor ท่ีเรียกว่า pattern recognition receptors (PRR) 
และยีนสร้างโมเลกุลดงักล่าวมีการแสดงออกในระหว่างท่ีเกิดปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งพืชกบัจุลินทรีย์
โดยทั้ง ELIs และ ELLs จะแตกต่างกนัไปในแต่ละสายพนัธ์ุ ELIs ประกอบดว้ยโดเมนของกรดอะมิ
โน 98 ชนิดท่ีมีต าแหน่งอนุรักษ์เป็น cysteine 6 โมเลกุลท่ีเช่ือมกนัด้วยพนัธะไดซัลไฟด์ 3 พนัธะ 
และ ELLs เองก็มีลกัษณะท่ีคลา้ยกนั  
      ในบางคร้ัง elicitin อาจกระตุน้พืชใหเ้กิดการสร้างความตา้นทานแบบ basal defense ตวัอยา่งเช่น
ใน P. oligandrum ท่ีเม่ือกระตุน้มะเขือเทศด้วยโปรตีนผนงัเซลล์ก็สามารถตา้นทานโรคเห่ียวจาก 
Ralstonia solanacearum ได ้(Hase et al., 2008) ดงันั้น การท่ี P. acanthicum ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุใกลชิ้ด
กบั P. oligandrum จะสามารถกระตุน้ใหต้น้พืชเกิดความตา้นทานนั้นก็เป็นไปไดเ้ช่นกนั  ทั้งน้ี ก็ยงั
มีความเป็นไปได้ท่ีแต่ละไอโซเลทจะเป็นเช้ือแบบฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) รวมถึง
ความสามารถในการกระตุน้ความตา้นทานของ  P. acanthicum, P. catenulatum และ P. diclinum  
เองนั้นก็ยงัอยูใ่นระดบัต ่า จึงอาจจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติม เช่น การศึกษาความสามารถในการ
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ควบคุมเช้ือสาเหคุโรคดว้ยการใช้โปรตีนผนงัเซลล์ (cell wall protein; elicitin) เช่นเดียวกบัเช้ือ P. 
oligandrum ท่ีมีการศึกษามาจนถึงปัจจุบัน (Yacoub et al., 2018) นอกจากนั้น ยงัมีการศึกษาท่ี
เก่ียวกบั receptor ตวัรับ เช่น ในงานศึกษาของ (Derevnina et al., 2016) ท่ีอา้งถึงการถ่ายยีนสร้าง
โปรตีนตัวรับ (elicitin response หรือ ELR) ใส่พืชชนิดอ่ืนๆ และท าให้พืชชนิดนั้นๆเกิดความ
ตา้นทานเช้ือสาเหตุโรคในกลุ่ม Oomycete ดว้ยกนั แบบ broad-spectrum  ได ้โดยนอกจาก ELR ก็
อาจมีโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีท าหนา้ท่ีเป็น co-receptor เช่น BAK1/SERK3 และ SOBIR  ดงันั้น การศึกษา
การใชโ้ปรตีนผนงัเซลล์ ร่วมกบัการศึกษาโปรตีนตวัรับ  แทนการใช ้mild strain เพื่อกระตุน้ความ
ต้านทานพืชแบบ cross protection เพียงอย่างเดียว จึงอาจเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการค้นหา
เช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม Oomycetes ท่ีสามารถกลายเป็นตวัควบคุมทางชีวภาพชนิดใหม่ได ้
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บทที ่6 

สรุปผลการทดลอง 
 

       ในการแยกเช้ือจากตวัอยา่งดินเกษตร ดินป่า ดินแม่น ้า ดินป่าชายเลน ตวัอยา่งน ้า และเศษ
ซากใบพืช สามารถแยก Pythium sp. และสกุลใกลเ้คียงไดท้ั้งหมดจ านวน 52 ไอโซเลทจากตวัอยา่ง
ทั้งหมดประมาณ 70 ไอโซเลท โดยมีลกัษณะโคโลนีหลายรูปแบบตั้งแต่แบบปุยฝ้าย (cottony) ดอก
เบญจมาศ (chrysanthemum) หรือดอกกุหลาบ (rosette) บางสายพนัธ์ุสามารถเจริญเติบโตไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว ในขณะท่ีบางสายพนัธ์ุอาจใชเ้วลาเกือบหน่ึงสัปดาห์ แต่ละไอโซเลทมีการสร้างโครงสร้าง
ขยายพนัธ์ุทั้งแบบอาศยัและไม่อาศยัเพศแทบทุกรูปแบบ ซ่ึงลว้นแต่เป็นลกัษณะของเช้ือในสกุล 
Globisporangium, Pythium และ Phytopythium โดยเม่ือน าไปวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทาง
ววิฒันาการ พบวา่อยูใ่นเคลด A, B, D, I และ K เป็นจ านวน 1, 12, 7, 11 และ 21 ไอโซเลท ตามล าดบั 
ทั้งหมด 11 สปีชีส์ นัน่คือ Globisporangium splendens, Pythium acanthicum, Pythium catenulatum, 
Pythium cucurbitacearum, Pythium deliense, Pythium diclinum, Pythium longipapilum, Pythium 
myriotylum, Pythium torulosum, Phytopythium helicoides และ Phytopythium vexans  
       การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์กบัปัจจยัทางสภาพแวดลอ้มดว้ย simple linear-regression แสดง

ให้เห็นว่าความเป็นกรด-ด่างดิน รวมถึงความช้ืนในดินมีผลต่อการกระจายตวัของ Pythium ใน

ระดับปานกลาง โดยเช้ือท่ีสามารถพบและนับได้ คือ G. splendens, P. acanthicum และ P. 

cucurbitacearum เม่ือน าข้อมูลท่ีได้ไปเปรียบเทียบกบั p-value (<0.01 หรือ <0.05) พบว่ามีความ

แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั นอกเหนือจากนั้น เม่ือพิจารณาค่า R-squared พบว่าโมเดลท่ี

ไดส้ามารถอธิบายปริมาณของจุลินทรียไ์ดใ้นช่วง 30-50%  

       จากการทดสอบกบัพืชเพื่อดูความสามารถในการก่อโรค พบวา่ไอโซเลทท่ีแยกไดส่้วนใหญ่
จะเป็นเช้ือสาเหตุโรคพืช โดยเฉพาะไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากพื้นท่ีเพาะปลูกท่ีสามารถก่อโรคในพืช
ทดสอบไดอ้ยา่งรุนแรง 50-100% เช่น G. splendens ท่ีก่อใหเ้กิดอาการเน่าอยา่งรุนแรงท่ีโคนตน้ ราก 
หรือเมล็ด ในส่วนของการคน้หา non-pathogenic หรือ hypo-virulent Pythium พบวา่บางไอโซเลท
ไดแ้ก่ P. acanthicum RYS-7, P. torulosum RYS-10, P. diclinum RYS-16, P. cucurbitacearum 
RYS-20 และ P. catenulatum CHS-10 ท่ีเป็นสายพนัธ์ุท่ีก่อโรคไม่รุนแรง (hypo-virulent strain) จึง
ไดท้  าการเลือกมาทดสอบความสามารถในการเป็นจุลินทรียป์ฏิปักษ ์ ผลปรากฏวา่ P. acanthicum 
RYS-7 เป็นไอโซเลทท่ีสามารถเขา้ท าลายเส้นใยและเป็นปรสิตในเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคพืช 
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(mycoparasite) อยา่งไรก็ตาม การทดสอบประสิทธิภาพของ culture filtrate พบวา่ไม่สามารถยบัย ั้ง
การงอกของเช้ือ Fusarium สาเหตุโรคพืชได ้ 
         ในการทดสอบความสามารถของเซลล์ท่ียงัมีชีวิตและช้ินส่วนเซลล์ในการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืชในตน้พืช พบว่าพืชท่ีท าการกระตุน้ด้วยเซลล์ท่ียงัมีชีวิตของ P. diclinum RYS-16 
และ P. catenulatum CHS-10 นั้นมีความรุนแรงของอาการโรคท่ีเกิดจากเช้ือ Pythium น้อยท่ีสุด 
ในขณะท่ีชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ือนั้นมีอาการโรคสูงท่ีสุดเม่ือเทียบความยาวรากกบัชุดควบคุมท่ี
ไม่ปลูกเช้ือ อยา่งไรก็ตาม ผลการทดลองยงัแสดงให้เห็นความยาวรากของแต่ละทรีตเมนตน์ั้นไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติ ส าหรับผลการทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือ Fusarium สาเหตุ
โรค พบวา่ทรีตเมนตท่ี์ทดสอบดว้ย P. catenulatum ไอโซเลท CHS-10 มีอาการโรคนอ้ยท่ีสุด คืออยู่
ท่ีประมาณ 18% นอกจากนั้นยงัมีน ้าหนกัรวมใกลเ้คียงกบัชุดควบคุมอีกดว้ย ส่วนในผลการทดสอบ
การใช้ช้ินส่วนเซลล์ในการควบคุมโรคเน่าท่ีเกิดจาก Pythium spp. พบว่าพืชท่ีท าการแช่รากดว้ย
ช้ินส่วนเซลล์ของเช้ือแต่ละสายพนัธ์ุนั้นไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติกบัชุดควบคุมท่ีท าการปลูก
เช้ือ แสดงให้เห็นวา่การใชช้ิ้นส่วนเซลล์ของเช้ือ Pythium ท่ีเป็น HvP strain นั้นไม่ไดก้ระตุน้ใหพ้ืช
เกิดความต้านทาน ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือ Fusarium สาเหตุโรค 
พบว่าทรีตเมนต์ท่ีทดสอบด้วย P. acanthicum ไอโซเลท RYS-7 มีอาการโรคน้อยท่ีสุด คืออยู่ท่ี
ประมาณ 30% นอกจากนั้นยงัมีน ้าหนกัรวมท่ีใกลเ้คียงกบัชุดควบคุมท่ีท าการปลูกเช้ืออีกดว้ย  
         จากผลการทดลอง จึงอาจกล่าวไดว้า่เช้ือท่ีผ่านการคดัเลือกสามารถกระตุ้นความตา้นทาน 
พืชไดใ้นระดบัหน่ึง อยา่งไรก็ตาม เป็นท่ีน่าสังเกตวา่เช้ือทั้งหมดท่ีน าทดสอบ ยกเวน้ P. acanthicum 
มีความสามารถในการควบคุมการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค และเช้ือทั้งหมด มีโอกาสท่ีจะเป็นเช้ือ
สาเหตุโรคแบบฉวยโอกาส หรือเกิดการกลายจนสามารถเป็นเช้ือก่อโรครุนแรงได ้ดงันั้น การศึกษา
ความสามารถในการควบคุมเช้ือสาเหคุโรคดว้ยการใชโ้ปรตีนผนงัเซลล์ (cell wall protein; elicitin) 
แทนการใช ้mild strain เพื่อกระตุน้ความตา้นทานพืชแบบ cross protection จึงอาจเป็นอีกทางเลือก
หน่ึงในการคน้หาเช้ือจุลินทรียใ์นกลุ่ม Oomycetes ท่ีสามารถกลายเป็นตวัควบคุมทางชีวภาพชนิด
ใหม่ได้ เช่นเดียวกับเช้ือP. oligandrum ท่ีเป็น Pythium ปฏิปักษ์ชนิดเดียวท่ีมีการศึกษามาจนถึง
ปัจจุบนั 
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