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สาเหตุโรคตายพรายกล้วยด้วยเครื่องหมาย ISSR 
Detection of Genetic Variation of Fusarium oxysporum f. sp. cubense, the Causal 
Agent of Fusarium Wilt in Banana by ISSR Markers 
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บทคัดย่อ 
โรคตายพรายของกล้วยเกิดจากรา Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) เป็นโรคที่สร้างความเสียหายต่อการปลูก

กล้วยทั่วโลก การประเมินความผันแปรทางพันธุกรรมและเข้าใจโครงสร้างทางพันธุกรรมของเช้ือจะเป็นประโยชน์ต่อการจัดการโรคที่มี
ประสิทธิภาพ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมของรา Foc ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือด้วย
เครื่องหมาย ISSR โดยรวบรวมตัวอย่างพืชทีแ่สดงอาการโรคตายพรายจากจังหวัดสกลนคร  ศรีสะเกษ  สุรินทร์  นครพนม นครราชสีมา 
และหนองคาย น าตัวอย่างมาแยกราสาเหตุโรคได้ทั้งหมด 49 ไอโซเลต น าราดังกล่าวมาตรวจวินิจฉัยโดยใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยา และ
ตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR ด้วยชุดไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อรา Foc race 1 ผลการตรวจพบว่าราที่คัดแยกได้ทั้งหมดคือรา Foc race 1 
จากนั้นน ารา Foc ข้างต้นมาตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย ISSR ผลการทดลองพบว่า ตัวอย่างไอโซเลตรา Foc 
ที่ศึกษามีความผันแปรทางพันธุกรรม โดยมีค่า genetic similarity ตั้งแต่ร้อยละ 73 – 100 จากการวิเคราะห์ Dendrogram สามารถ
แบ่งกลุ่มเชื้อรา Foc ออกเป็นกลุ่ม ISSR 5 กลุ่ม โดยมีความสัมพันธ์กับแหล่งท่ีมาของรา และพบว่ารา Foc ภายในแหล่งที่มาหรือจังหวัด
เดียวกันมีความผันแปรทางพันธุกรรม ดังนั้นการคัดเลือกพันธุ์พืชต้านทานหรือพัฒนาวิธีการควบคุมโรคที่มีประสทิธิภาพในอนาคตควรให้
ความส าคัญกับรา Foc ที่มีความแตกต่างกัน  
ค าส าคัญ: กล้วย, ความผันแปรทางพันธุกรรม, โรคตายพราย, ISSR 
 
Abstract 

Fusarium wilt disease of bananas, caused by Fusarium oxysporum f. sp. Cubense (Foc), significantly causes 
losses in banana productions worldwide. The assessment of genetic variation and understanding the genetic 
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structure of Foc will benefit effective disease management. Therefore, this research aimed to examine the genetic 
variation of Foc in the Northeast of Thailand by using ISSR markers. Disease plant samples with typical symptoms 
were collected from Sakon Nakhon, Si Sa Ket, Surin, Nakhon Phanom, Nakhon Ratchasima, and Nong Khai provinces 
and were used for fungal pathogen isolation. Forty-nine fungal isolates were isolated and identified by morphological 
characteristics and PCR assay with Foc race 1 specific primers. The results showed that all the isolated fungi were 
Foc race 1 .  All identified Foc isolates were then examined for their genetic variation by ISSR markers. The results 
revealed that Foc isolates were genetically variable. ISSR pattern showed 73 – 100 % genetic similarity among the 
Foc isolates. Dendrogram analysis could divide Foc isolates into 5 ISSR groups which were relevant to Foc location. 
The results also showed that the variations were found in Foc isolates from the same location or province. Therefore, 
disease-resistant cultivar selection and effective disease control development should rely on the variation of Foc.   
Keywords: Banana, Genetic variation, Fusarium wilt, Panama disease, ISSR

บทน า  
รา Fusarium oxysporum f. sp. Cubense (Foc) เป็น

สาเหตุของโรคตายพรายของกล้วย (Fusarium wilt หรือ 
Panama disease) โรคนี้มีลักษณะอาการเฉพาะของโรคดังนี้ 
เนื้อใบเหลือง ก้านใบหักท าให้ใบพับลงขนานกับล าต้น เนื้อเยื่อท่อ
ล าเลียงภายในล าต้นเทียมมีสนี้ าตาลแดงหรือม่วง ต้นพืชเหี่ยวและ
ตายก่อนให้ผลผลิต (Ploetz, 2006) รา Foc สามารถแพร่กระจาย
ผ่านทางส่วนขยายพันธุ์ของกล้วย เช่น หน่อจากต้นแม่ที่เป็นโรค 
(Stover, 1962; Li et al., 2011) การกระจายของโรคผ่านทาง
หน่อพันธุ์ที่มีรา Foc สามารถกระจายไประหว่างแปลงปลูกหรือ
ระหว่างประเทศ (Dita et al., 2018) 

รา Foc ถูกแบ่งออกเป็น race ตามความสามารถใน
การท าให้เกิดโรคบนพืชพันธุ์ทดสอบ โดยที่รา Foc race 1 พบ
ทั่วไป ท าให้เกิดโรคในกล้วย Gros Michel (กล้วยกลุ ่มจีโนม 
AAA) และกล้วยที่อยู่ในกลุ่มจีโนม ABB Foc race 2 ท าให้เกิด
โรคในกล้วยที่อ่อนแอต่อ Foc race 1 และกล้วย Bloggoe (กลุ่ม
จีโนม AAB) Foc race 4 แบ่งออกเป็น Tropical race 4 (TR4) 
และ Subtropical race 4 (STR4) ท า ให ้เ ก ิด โรคในกล ้วยที่
อ่อนแอต่อ race 1, 2 รวมถึงกล้วย Cavendish (Stover, 1990; 
Buddenhagen, 2009) 

ในประเทศไทย พบรายงานของโรคตายพรายครั้งแรก
ในกล้วยน้ าว้า ปี ค.ศ. 1985 โดย Pitakpaivan (1985) จากนั้น
โรคตายพรายได้กระจายไปทั่วทั้งประเทศ ในปี ค.ศ. 2019 พบ
การเกิดโรคตายพรายเนื่องจากรา Foc TR4 ในกล้วย Cavendish 
ที่ปลูกในบางพื้นที่ของจังหวัดเชียงราย  (Department of 
Agriculture, Thailand, 2019) อย่างไรก็ตามกรมวิชาการเกษตร
ได้มีการกักกันพืชและก าจัดรา Foc TR4 จนไม่พบราสาเหตุแล้ว 
 จากการศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมของรา Foc 
ในประเทศต่าง ๆ เ ช่น อินเดีย  (Thangavelu et al., 2012) 
บราซิล (Costa et al., 2015; Cunha et al., 2015) และมาเลเซยี 
(Leong et al., 2010) พบ ว่ า ร า  Foc มี ค ว า ม ผั น แ ปรทา ง
พันธุกรรมสูง ส าหรับในประเทศไทยยังมีการศึกษาความผันแปร
ทางพันธุกรรมของรา Foc น้อย Somrith และ คณะ (2011) ได้
ตรวจสอบกลุ่ม Vegetative compatibility (VCGs) ของรา Foc 
ที่รวบรวมจากทุกภาคของประเทศไทยจ านวน 117 ไอโซเลต 
สามารถแบ่งรา Foc ออกเป็น 6 VCGs โดย VCG 0123 พบมาก
ที่สุด (ร้อยละ 76) อย่างไรก็ตามยังขาดการศึกษาความผันแปร
ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลอื่น  

การศึกษาและข้อมูลความผันแปรทางพันธุกรรมของรา
สาเหตุโรคในพื้นที่ต่าง ๆ สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการจัดการ
โรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น การคัดเลือกพันธุ์ต้านทานโรคที่
สามารถต้านทานต่อเช้ือที่มีความผันแปร การพัฒนาเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอเพื่อการตรวจวินิจฉัยและประเมินความผันแปรของเช้ือ
สาเหตุโรค การพิจารณาวิธีการควบคุมที่ เหมาะสมกับกลุ่ม
ประชากรของเชื้อสาเหตุโรค ทั้งการควบคุมโดยวิธีทางเคมีและชีว
วิธี 
 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความ 
ผันแปรทางพันธุกรรมของประชากรรา Foc สาเหตุโรคตายพราย
ในบางจังหวัดของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ด้วยเครื่องหมาย 
Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) ซึ่งเป็นเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอที่สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยอาศัยเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) โดยไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับ 
ดีเอ็นเอเป้าหมาย ไพรเมอร์ที่ใช้เป็นไพรเมอร์เดี่ยวที่มีต าแหน่ง
จ ับ บ ร ิเ ว ณ ล า ด ับ เ บ ส ซ้ า  ( repetitive sequence)  ห ร ือ 
microsatellite DNA เครื ่องหมาย ISSR สามารถตรวจสอบ
ความแตกต่างทางพันธุกรรมได้สูงและรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่
เก ิดขึ ้นย ังคงเหมือนเด ิม ม ีการน าเครื ่องหมาย ISSR มาใช้
ตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมของรา Foc แล้วและ
สามารถตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมได้ เช่น การศึกษา
ของ Thangavelu และคณะ (2012), Cunha และคณะ (2015), 
Leong และคณะ (2010) เป็นต้น  
    
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การเก็บรวบรวมรา Foc สาเหตุโรคตายพรายกล้วย 

เก็บรวบรวมตัวอย่างกล้วยน้ าว้าที่แสดงอาการโรคตาย
พรายจากแปลงปลูกของเกษตรกรในจังหวัดสกลนคร ศรีสะเกษ 
สุรินทร์ นครพนม นครราชสีมา และหนองคาย โดยใช้มีดปลาย
แหลมเจาะเข้าไปในล าต้นเทียมของกล้วยที่ต าแหน่งสูงจากพ้ืนดิน
ประมาณ 1 เมตร จากนั้นเก็บตัวอย่างกาบล าต้นเทียมที่ภายในท่อ
ล าเลียงมีสีน้ าตาลหรือสีน้ าตาลแดงขนาดประมาณ 3 x 5 
เซนติเมตร  เก็บและขนส่งตัวอย่างที่อุณหภูมิประมาณ 10 องศา
เซลเซียส และน าตัวอย่างมาแยกราสาเหตุโรคต่อไป 
 น าตัวอย่างพืชมาแยกราสาเหตุโรคโดยตัดช้ินส่วนพืชให้
มีขนาดประมาณ 0.5–1 ตารางเซนติเมตร  ฟอกฆ่าเช้ือที่ปนเปื้อน
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ด้วยสารละลาย Sodium hypochlorite ที่ความเข้มข้นร้อยละ 
0.6 เป็นเวลา 10 วินาที วาง ช้ินส่วนพืชบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) ที่ผสม Kanamycin sulfate 10 มิลลิกรมั/
ลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน จากนั้นตัด
ปลายเส้นใยรามาเลี้ยงในจานอาหาร PDA เพื่อให้ได้เช้ือบริสุทธิ์ 
น าเช้ือบริสุทธิ์ไปตรวจสอบลักษณะสปอร์ด้วยเทคนิค slide 
culture และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR โดย
ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อรา Foc race 1 เพื่อยืนยันชนิดราสาเหตุ
โรค 
 การระบุชนิดของรา Foc ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะโดยวิธี 
PCR เริ่มจากน าตัวอย่างรามาเลี้ยงในอาหาร Potato Dextrose 
Broth (PDB) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน ใช้
เข็มเขี่ยกลุ่มเส้นใยวางบนกระดาษกรอง (Whatman No.1) ท าให้
เส้นใยแห้งโดยวางในตู้ปลอดเช้ือเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วน าเส้น
ใยที่แห้งมาบดให้เป็นผงละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว และน าไป
สกัดดี เอ็นเอด้วยชุดสกัด DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 
USA) น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย โดย
ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มีองค์ประกอบดังนี้ ดีเอ็น
เอต้นแบบ 50 นาโนกรัม PCR buffer A (Vivantis, Malaysia) 
1X dNTPs 200 ไมโครลิตร MgCl2 2 มิลลิโมลาร์  ไพรเมอร์  
W1805F (5’GTTGAGTCTCGATAAA CAGCAAT3’) แ ล ะ ไพร
เมอร์ W1805R (5’GACGAGGGGA GATATGGTC3’) (Li et al., 
2012) ไพรเมอร์ละ 100 ไมโครลิตร และเอ็นไซม์ Taq DNA 
polymerase 0.05 ยูนิต น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายใน
เครื่อง Thermal cycler (Alpha Cycler 1 PCRmax) โดยก าหนด
อุณหภูมิในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ  ดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 30 วินาที  58.4 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 
องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ ตรวจสอบ PCR Product  
ด้วย Agarose gel electrophoresis โดยใช้เจลอะกาโรสเข้มข้น
ร้อยละ 1 ในบัฟเฟอร์ 1X TBE ภายใต้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 
เป็นเวลา 60 นาที ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย ViSafe Green Gel 
Stain (Vivantis, Malaysia) น าราที่ได้ตรวจสอบยืนยันว่าคือรา 
Foc ไปตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมต่อไป 
 
2. การตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมของรา Foc ด้วย
เคร่ืองหมาย ISSR 
 น าดีเอ็นเอของรา Foc ที่สกัดได้ในข้อ 1. มาใช้เป็น 
ดี เอ็น เอต้นแบบส าหรับการสร้ า งลายพิมพ์ดี เ อ็น เอด้ วย
เครื่องหมาย ISSR โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 6 ไพรเมอร์ จาก 

Cunha และคณะ (2015) (Table 1) แต่ละไพรเมอร์แยกท า
ปฏิกิริยา PCR โดยปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร มีองค์ประกอบ
ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ 50 นาโนกรัม PCR buffer A (Vivantis, 
Malaysia) 1X dNTPs 200 ไมโครลิตร MgCl2 2 มิลลิโมลาร ์ ไพร
เมอร์ 200 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 0.05 ยูนิต น าไป
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายในเครื่อง Thermal cycler (Alpha 
Cycler 1 PCRmax) โดยก าหนดอุณหภูมิในการเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอ ดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที  50 องศาเซลเซยีส 
30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ 
ตรวจสอบ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย Agarose gel electrophoresis 
โดยใช้เจลอะกาโรสเข้มข้นร้อยละ 1.2 ในบัฟเฟอร์ 1X TBE 

ภายใต้กระแสไฟฟ้า  100 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที ย้อมแถบดี
เ อ็ น เ อ ด้ ว ย  ViSafe Green Gel Stain (Vivantis, Malaysia) 
วิเคราะห์ขนาดของแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล 
 ค านวณค่าร้อยละ Polymorphism ของลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอที่สร้างจากไพรเมอร์ทั้ง 6 ไพรเมอร์ด้วยสูตร Percentage 
of polymorphism (%) = (Polymorphic band x 100) / Total 
band  
 
Table 1 ISSR Primers used in this study 

Primer name Sequence (5’ to 3’) 
UBC 834C AGA GAG AGA GAG AGA GC 
UBC 849T GTG TGT GTG TGT GTG TTA 
UBC 862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 
UBC 866 CTC CTC CTC CTC CTC CTC 
UBC 881 GGG TGG GGT GGG GTG 

Source: Cunha et al. (2015) 

 
น าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้มาสร้าง Dendrogram ด้วย

ข้อมูล binary data โดยให้การปรากฏของแถบดีเอ็นเอมีค่า
เท่ากับ 1 และไม่ปรากฏมีค่าเท่ากับ 0 และพิจารณาเฉพาะแถบดี
เอ็นเอที่มีขนาดอยู่ ในช่วง 100 ถึง 2000 คู่ เบส (Ng, 2015) 
จากนั้นน าข้อมูล binary data ไปวิ เคราะห์ด้วยโปรแกรม 
Numerical Taxonomy System (NTSYSpc) (Rohlf, 2009) 
เพื่อหาค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือน (Similarity coefficient) และ
จัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยวิธี Unweighted Pair 
Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) แสดงผล
ในรูปของ Dendrogram  

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. รา Foc สาเหตุโรคตายพรายกล้วยที่เก็บรวบรวม 

แยกราบริสุทธิ์ได้จ านวน 49 ไอโซเลตจากกล้วยน้ าว้าท่ี
แสดงอาการ โ รคตายพร าย ในจั งห วั ดต่ า ง  ๆ  ของภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ดังนี้ จังหวัดสกลนคร จ านวน 8 ไอโซเลต 
จังหวัดศรีสะเกษ จ านวน 8 ไอโซเลต จังหวัดสุรินทร์ จ านวน 7   
ไอโซเลต จั งหวัดนครพนม จ านวน  8 ไอโซเลต จั งหวัด
นครราชสีมา จ านวน 8 ไอโซเลต และจังหวัดหนองคาย จ านวน 
10 ไอโซเลต(Table 2) ราทั้งหมดที่คัดแยกได้มีเส้นใยสีขาวและ
ขาวปนม่วง (Figure 1A and 1B) ซึ่งลักษณะของโคโลนีและสขีอง
เส้นใยตรงตามกับคุณลักษณะของราในสกุล Fusarium และ
สอดคล้องกับการศึกษาของ Cunha และคณะ (2015) ที่พบว่า  สี
ของเส้นใยรา Foc มีความผันแปรตั้งแต่สีขาว จนถึงสีส้ม และสี
ม่วง  

เมื่อราเจริญบนอาหาร PDA เป็นเวลา 14 วัน มีการ
ส ร้ า ง ส ป อ ร์  3  ลั ก ษ ณ ะ ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  microconidia, 
macroconidia และ chlamydospore (Figure 2A and 2B) โดย
รูปร่างของสปอร์แบบต่าง ๆ เป็นไปตามลักษณะของรา Foc ที่มี
การรายงานโดย Cunha และคณะ (2015) และ Aguilar-Hawod 
และคณะ (2020) ดังนี้ microconidia มีรูปร่างไข่ (oval shape) 
พบทั้งแบบเซลล์เดียวและสปอร์ 2 เซลล์ ส่วน macroconidia มี
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รู ป ร่ า ง ค ล้ า ย เ คี ย ว  (falciform) มี  3  ถึ ง  4  เ ซ ล ล์  แ ล ะ 
chlamydospore มีรูปร่างกลม ผนังหนาพบทั้งเรียบและขรุขระ 
พบทั้งระหว่างเส้นใย (intercalary) และปลายเส้นใย ซึ่งลักษณะ
ของสปอร์ทั้ งหมดที่พบตรงตามรายงานของ  Leslie และ 
Summerell (2006)  

เมื่อน าราทั้งหมดมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ W1805F และ ไพรเมอร์ W1805R 
(Li et al., 2012) ที่จ าเพาะต่อรา Foc race 1 พบว่าสามารถเพิม่
ช้ินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายที่มีขนาดประมาณ 380 คู่เบส จากราทุก
ไอโซเลต (Figure 3) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า ราที่รวบรวมจากกล้วย
น้ าว้าแสดงอาการโรคตายพรายคือ รา Foc race 1 

การเก็บรวบรวมตัวอย่างโรคตายพรายในการศึกษาครั้ง
นี้ คณะผู้วิจัยได้ส ารวจในแปลงปลูกกล้วยหลายชนิด เช่น กล้วย  
น้ าว้า กล้วยไข่ กล้วยหอมทอง แต่พบโรคตายพรายในกล้วยน้ าว้า 
เท่านั้น ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงสนับสนุนการรายงานที่ผ่านมา
ของประเทศไทยท่ีพบการเข้าท าลายของ รา Foc race 1 และพบ
ในกล้วยน้ าว้าเท่านั้น นอกจากนี้คณะผู้วิจัยยังได้ยืนยันการ
ตรวจสอบด้วยชุดไพรเมอร์ของ Lin และคณะ 2009 ที่จ าเพาะต่อ 
Foc race 4 พบว่า รา Foc ที่รวบรวมได้จากภาคตะวันออกเฉียง 
เหนือให้ผลเป็นลบท้ังหมด (ไม่ได้น าเสนอข้อมูล) 
 

 
Table 2 Fungal isolates isolated from Musa (ABB group) ‘Nam Wa’ cultivated in some provinces in the Northeast of 
Thailand 

Province Isolate name No. 
Sakon Nakhon SK1, SK2-5, SK3-1, SK3-3, SK4-1, SK4-3, SK5-1, SK5-3 8 
Si Sa Ket SSK1-1, SSK1-4, SSK1-5, SSK2-1, SSK2-3, SSK3-1, SSK3-2, SSK3-4 8 
Surin SR1-1, SR1-3, SR1-5, SR2-1, SR3-1, SR3-3, SR3-4 7 
Nakhon Phanom NP1-2, NP1-5, NP1-6, NP3-1, NP3-3, NP3-4, NP4-1, NP4-2 8 
Nakhon Ratchasima NRS1-1, NRS1-3, NRS2-1, NRS2-2, NRS2-3, NRS2-4, NRS3-1, NRS3-2 8 
Nong Khai NK1-1, NK1-2, NK2-1, NK2-2, NK3-1, NK3-2, NK3-3 NK4-1, NK4-2, NK4-3 10 
 Total 49 

 
 

Figure 1 Mycelial color of Fusarium oxysporum f. sp. cubense isolate NRS1-1 (A: pale purple colony) and NK4-2 (B: 
white colony) on PDA media 
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Figure 2 Reproductive structures of Fusarium oxysporum f. sp. cubense isolate NRS1-1. A: 1= Microconidia, 2= 
Macroconidia and B: Chlamydospore 

 

 
Figure 3 PCR amplification analyses of Fusarium oxysporum f. sp. cubense isolates using primer set W1805F/W1805R. 
Lane M: 100 bp DNA ladder, 1: isolate SK1, 2: SSK1-1, 3: SR1-1, 4: NP1-2, 5: NRS1-1, 6: NK1-1, 7: Foc isolate FOC1708 
(reference isolate)  

 
2. ความผันแปรทางพันธุกรรมของรา Foc ด้วยเคร่ืองหมาย ISSR 
 หลังจากน าเครื่องหมาย ISSR โดยใช้ไพร์ เมอร์  6       
ไพรเมอร์ตาม Table 1 มาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของรา Foc ทั้ง 
49 ไอโซเลต พบว่าไพรเมอร์ที่น ามาศึกษาให้แถบดีเอ็นเอตั้งแต่ 6  
ถึง 13 แถบ มีขนาดของแถบดีเอ็นเอตั้งแต่ 250 – 2000 คู่เบส 
โดยจ านวนแถบดีเอ็นเอและขนาดของแถบดีเอ็นเอขึ้นอยู่กับ 
ไพรเมอร์ (Figure 4)  

ISSR ไ พ ร เ ม อ ร์ ที่ น า ม า ศึ ก ษ า มี ค่ า ร้ อ ย ล ะ ขอ ง 
polymorphism ตั้งแต่ 66.6 ถึง 100 โดยไพรเมอร์ UBC 862 มี
ค่าร้อยละของ polymorphism สูงที่สุด รองลงมาคือไพรเมอร์ 
UBC834C และ UBC849T ตามล าดับ (Table 3)  

ISSR ไพรเมอร์ที่ เลือกใช้ในการทดลองนี้ ได้มีการ
ประเมินค่าร้อยละ polymorphism มาก่อนแล้วโดย Cunha 
และ คณะ (2015) ซึ่งพบว่าค่า polymorphism ของแต่ละไพร
เมอร์มีค่าตั้งแต่ร้อยละ 60 ถึง 100 เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างรา
ในกา รศึ กษาครั้ ง นี้ พบว่ า  จ า นวนแถบดี เ อ็ น เ อและค่ า 
polymorphism มีความแตกต่างกัน เช่น เมื่อใช้ไพรเมอร์ UBC 
862 ในการศึกษานี้มีค่า polymorphism ร้อยละ 100 ซึ่งต่าง
จากการทดลองของ Cunha และคณะ (2015) ที่รายงานว่ามีค่า
เท่ากับร้อยละ 69 เช่นเดียวกับการใช้ไพรเมอร์ UBC 864 ที่
รายงานไว้เท่ากับร้อยละ 100 ในขณะที่การศึกษาครั้งนี้มีค่า

เท่ากับร้อยละ 84.6 สาเหตุที่พบความแตกต่างนี้อาจเป็นผล
เนื่องจากความแตกต่างของตัวอย่างหรือไอโซเลตของรา Foc ซึ่งมี
จ านวนและต าแหน่งของ microsatellite DNA ที่อยู่บนจีโนม
แตกต่างกัน กลุ่มตัวอย่างราทั้งหมดจากการศึกษาครั้งนี้คัดแยกได้
จากกล้วยน้ าว้า ในขณะที่กลุ่มตัวอย่างราของ Cunha และคณะ 
(2015) แยกได้มาจากกล้วย  Pome (กลุ่มจี โนม AAB) และ 
Cavendish (กลุ่มจีโนม AAA) ในประเทศบราซิล  

Figure 5 แสดงให้เห็นว่ารา Foc ที่น ามาศึกษามีความ
ผันแปรพันธุกรรมทั้งจากแหล่งปลูกกล้วยในจังหวัดเดียวกันและ
ต่างจังหวัด ราที่คัดแยกจากจังหวัดนครราชสีมา (ช่ือไอโซเลต
ขึ้นต้นด้วยอักษร NRS) มีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงกว่ารา 
Foc ในจังหวัดอื่น โดยพบกระจายอยู่ใน ISSR กลุ่ม C และ D มี
ค่า similarity coefficient ระหว่างไอโซเลตตั้งแต่ 0.76 จนถึง
1.00 เช่นเดียวกับรา Foc จากจังหวัดนครพนมที่กระจายตัวอยู่ใน 
ISSR กลุ่ ม  D และ  F มี ค่ า  similarity coefficient ร ะหว่ า ง 
ไอโซเลตตั้งแต่ 0.78 จนถึง 0.94 ถึงแม้ว่าจะยังไม่มีงานวิจัยที่
รายงานเกี่ยวกับการเกิด genetic recombination ของรา Foc 
เนื่องด้วยไม่พบการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ ดังนั้นความผันแปร
ทางพันธุกรรมของรา Foc อาจมีสาเหตุมาจากกลไกทาง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต เช่น การกลาย การพบ transposon ใน
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จีโนม การรวมกันของเส้นใยของราต่างไอโซเลต (hyphal 
anastomosis) และการเคลื่อนย้ายยีน (gene flow) เป็นต้น 
( McDonald and Linde, 2002) น อ ก จ า ก นี้ อ า จ เ ป็ น ผ ล
เนื่ องมาจากการปรับตั วและการมี วิ วัฒนาการร่ วม (co-
evolution) ระหว่างราสาเหตุโรคและพืชอาศัยรวมถึงปัจจัย
สิ่งแวดล้อม (Bently and Dale, 1995) 

รา Foc ที่มาจากแหล่งเดียวกันส่วนใหญ่มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดมากกว่าราจากแหล่งอ่ืน เช่น รา Foc ทุกไอโซเลตที่มาจาก
จังหวัดหนองคายจัดอยู่ใน ISSR กลุ่ม E และรา Foc ทุกไอโซเลต
ที่มาจากจังหวัดสกลนครจัดอยู่ใน ISSR กลุ่ม B เท่านั้น เป็นต้น 

การวิเคราะห์ Dendrogram จาก Figure 5 พบว่า รา 
Foc ที่มาจากจังหวัดใกล้เคียงกันหรือพื้นที่จังหวัดติดกันไม่มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน เช่น รา Foc จากจังหวัดสกลนคร มีความ
ใกล้ชิดกับรา Foc จากจังหวัดศรีสะเกษ มากว่าจังหวัดนครพนม 
ในขณะที่รา Foc จากจังหวัดนครพนมมีความใกล้ชิดกับราจาก
จังหวัดนครราชสีมามากกว่า ส่วนรา Foc ที่มาจากจังหวัดสุรินทร์
มีความใกล้ชิดกับรา Foc จากจังหวัดหนองคาย ผลการศึกษานี้
อาจสันนิษฐานได้ว่าการเคลื่อนย้ายวัสดุทางการเกษตรหรือหน่อ
พันธุ์ที่มีการติดเช้ือจากแปลงสู่แปลงหรือจังหวัดสู่จังหวัดที่มี
ระยะห่างไกลกันได้ จึงตรวจพบว่ารา Foc มีพันธุกรรมที่ใกล้ชิด
และอยู่ในกลุ่ม ISSR เดียวกัน  

การศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมของรา Foc ท าให้
เข้าใจถึงโครงสร้างทางพันธุกรรมของกลุ่มหรือประชากรรา Foc 
ในพื้นที่ปลูก ประเทศ หรือภูมิภาคนั้น ๆ จะช่วยให้การจัดการโรค
มีความเป็นไปได้และมีประสิทธิภาพ เช่น น าข้อมูลและตัวแทน

เช้ือจากกลุ่ม ISSR ต่าง ๆ ไปใช้ในการปรับปรุงและคัดเลือกพันธุ์
ต้านทานโรค การเลือกพื้นที่หรือแปลงปลูกที่มีความหลากหลาย
ของรา Foc สูงเพื่อใช้ประเมินความต้านทานโรคในระดับแปลง
เพื่อให้ได้พันธ์ุต้านทานที่แท้จริงกับรา Foc ทุกกลุ่ม อย่างไรก็ตาม
หากมีการศึกษาเพิ่มเติมจากรา Foc ทั้งประเทศและศึกษาความ
รุนแรงในการท าให้เกิดโรคหรือความก้าวร้าว (aggressiveness) 
ของรา Foc เพิ่มเติมจะท าให้เข้าใจถึงโครงสร้างประชากรรา Foc 
ในประเทศไทยมากยิ่งขึ้น 
 
Table 3 Amplified fragments, polymorphic band, and   
polymorphism of DNA fingerprints generated by ISSR 
primers 
 

Primers Total 
amplified 
fragments 

(no.) 

Polymorphic 
bands (no.) 

Polymorphism 
(%) 

UBC 834C 10 9 90 
UBC 849T 9 8 88.8 
UBC 862 10 10 100 
UBC 864 13 11 84.6 
UBC 866 6 5 83.3 
UBC 881 9 6 66.6 

 
 

Figure 4 DNA fingerprints of some Fusarium oxysporum f. sp. cubense isolates generated by using primer UBC 862. 
Lane M: One Mark 100 bp DNA Ladder, 1: Foc isolate NRS2-3, 2: NRS2-4, 3: NRS3-1, 4: NRS3-2, 5: NP1-22-3, 6: NP1-5, 
7: NP1-6, 8: NP3-1, 9: NP3-3, 10: NP3-4, 11: NP4-1, 12: NP4-2 
 
สรุป 

งานวิจัยนี้ได้ตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมของรา 
Foc สาเหตุโรคตายพรายกล้วยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ประเทศไทยด้วยเครื่องหมาย ISSR จากการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดี
เอ็นเอและสร้าง Dendrogram สามารถแบ่งรา Foc ออกเป็น 6 
กลุ่ม ISSR (ISSR group) ซึ่งมีความสัมพันธ์กับแหล่งที่มาของรา

สาเหตุโรค ผลการศึกษานี้จะเป็นข้อมูลพื้นฐานในการหาแนวทาง
จัดการโรคที่เหมาะสมต่อไป 
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Figure 5 Dendrogram from UPGMA cluster analysis using Similarity Coefficient of Fusarium oxysporum f. sp. cubense 

isolates from the Northern of Thailand based on ISSR markers  
 
กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจาก ศูนย์ความเป็นเลิศ
ด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส านักพัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัย
ด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ส านักงานคณะกรรมการการ
อุดมศึกษา กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตร์วิจัยและ
นวัตกรรม ศูนย์ เทคโนโลยี ชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัย 

เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน ศูนย์เช้ือพันธุกรรมพืชแห่ง
ประเทศไทย และคณะทรัพยากรธรรมชาติและอุตสาหกรรม
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตเฉลิมพระเกียรติ 
จังหวัดสกลนคร 
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