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บทคัดย่อ 

 
 โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังเป็นโรคท่ีมีความส าคัญต่อการเพาะปลูกมันส าปะหลังในประเทศ
ไทย การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลังท่ีพบใน
พื้นท่ีปลูกส าคัญ และศึกษาพันธุกรรมของเช้ือก่อโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันในส าปะหลังด้วยเทคนิค Next 
Generation Sequencing (NGS) โดยท าการเก็บตัวอย่างมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการโรคโคนเน่าและหัวเน่า
จากแหล่งปลูกใน 4 อ าเภอ ได่แก่ อ าเภอเมืองนครราชสีมา เสิงสาง ครบุรี จังหวัดนครราชสีมา และอ าเภอศรี
มหาโพธิ จังหวัดปราจีนบุรี จ านวน 150 ตัวอย่าง จากนั้นน าเช้ือสาเหตุโรคท่ีแยกได้มาศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ผลการศึกษาพบว่า โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังถูกเข้าท าลายจากเช้ือรา  
Lasiodiplodia spp. ท่ีอยู่ในวงศ์ Botryosphaeriaceae ซึ่งเช้ือราสกุลนี้เมื่อเข้าท าลายมันส าปะหลังจะมี
อาการ เน่าเละ มีสีน้ าตาลไปจนถึงสีด า ในบริเวณหัวและโคนต้น จากนั้นแยกเช้ือจากสปอร์เด่ียวน ามาทดสอบ
ความสามารถในการก่อโรค พบว่า เช้ือราท้ัง 96 ไอโซเลต สามารถก่อให้เกิดโรคกับท่อนพันธุ์มันส าปะหลังพันธุ์ 
CMR 89 (พันธุ์ อ่ อนแอ ) โดยไอ โซ เลต SSBR301-2, SSNM05, SSBR1403-4, HT901-1, SSBR1403-1, 
HT401-2, HT701-1, HT401-1, SS-R4.1, SSBR701-4, SSBR301-3, HT703-3, SSBR1402-5, SS-S4.56, 
SP-S1.2, SS-R3.14, SS-S3.39, SS-S3.32.1, SP601-1, SSNM46 และ SS-R3.18 สามารถก่อให้ เกิดโรค
รุนแรงท่ีสุด นอกจากนี้ท าการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือราท่ีแยกได้ ผลการศึกษาพบว่าเช้ือแต่ละไอ
โซเลตมีการเจริญเติบโตเร็ว และสามารถเจริญได้เต็มจานอาหาร PDA ภายใน 1-3 วันหลังจากเล้ียงเช้ือ ซึ่งไอ
โซเลตท่ีเจริญเติบโตเร็วสุด ได้แก่ ไอโซเลต L12SHRD และ ไอโซเลต SP-R1.44 สามารถเจริญบนจานอาหาร 
PDA โดยมีขนาดเฉล่ีย 83.00×83.00 มิลลิเมตร หลังวางเช้ือ 1 วัน ส่วนไอโซเลตท่ีเจริญช้าสุด ได้แก่ ไอโซเลต 
SP-R1.38 ไอโซเลต HT902-2 และ ไอโซเลต SS-S4.54 สามารถเจริญบนจานอาหาร โดยมีขนาดเฉล่ีย 
43.00x43.00 มิลลิเมตร หลังวางเช้ือ 1 วัน โดยเช้ือราแต่ละไอโซเลตจะเจริญเต็มจานอาหาร PDA ในวันท่ี 3 
หลังจากวางเช้ือ นอกจากนี้การระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังด้วยวิธีชีวโมเลกุล 
โดยการท า map ล าดับเบสเข้ากับจีโนมอ้างอิงของเช้ือรา L. theobromae ท่ีท าให้เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่า
ในมันส าปะหลัง จากการตรวจสอบท้ังหมด 96 ไอโซเลต พบว่าแต่ละไอโซเลทมี read ท่ีสามารถ map กับ
จีโนมอ้างอิงได้ 3.83-29.35 % จ านวน 18 ไอโซเลท มีไอโซเลทท่ีมี read ท่ีสามารถ map ได้ 39.74-64.04 % 
จ านวน 16 ไอโซเลต และมีไอโซเลทท่ี read สามารถ map ได้ต้ังแต่ 72.25-86.39 % จ านวน 62 ไอโซเลต 
ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลร่วมกัน พบว่าสามารถยืนยันว่าเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่า
และหัวเน่าท่ีเข้าท าลายมันส าปะหลังในประเทศไทย เกิดจากเช้ือรา L. theobromae  
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Abstract 

 Root rot disease is an important disease of cassava cultivation in Thailand. The 
objectives of this study were to identify the causal agent of root rot disease and to study the 
genetic of the causal agents of root rot diseases using Next Generation Sequencing (NGS) 
technique. The study was carried out by collecting a total of 150 diseased cassava isolates 
with various root rot symptoms from cassava growing areas covering those in 4 districts 
including Mueang Nakhon Ratchasima, Soeng Sang, khon Buri district of Nakhon Ratchasima 
province and Si Maha Phot district of Prachinburi province in Thailand. Then, the causal fungal 
pathogen was studied on morphological characteristics. The result found that root rot disease 
in cassava infected by Lasiodiplodia spp. in the family of Botryosphaeriaceae this of the fungal 
pathogen after infected cassava could cause soft rot symptoms, and brown to black necrosis 
to the cassava tubers and stem. The pathogenicity test of all 96 single-spore isolates showed 
that they could cause stem and root black rot symptoms on the inoculated susceptible 
cassava cv. CMR 89, and the disease severities were different depending on the fungal isolates. 
The result found the isolate SSBR301-2, SSNM05, SSBR1403-4, HT901-1, SSBR1403-1, HT401-2, 
HT701-1, HT401-1, SS-R4.1, SSBR701-4, SSBR301-3, HT703-3, SSBR1402-5, SS-S4.56, SP-S1.2, SS-
R3.14, SS-S3.39, SS-S3.32.1, SP601-1, SSNM46 and SS-R3.18 were the most virulent. Moreover, 
the study on morphological characteristics of isolate fungal pathogen. The result found that 
isolate L12SHRD and SP-R1.44 have highest mycelium growth in PDA by 83.00x83.00 mm at 1 
day after culture on plate, and lowest are isolate HT902-2 and SS-S4.54 at 43.00x43.00 mm. 
However, each isolated fungal pathogen is growing faster in PDA medium at 3 days after culture 
on plate. Nevertheless, identification of cassava root rot disease caused by L. theobromae 
found that 96 isolates can read map with genome referent at 3.83–29.35 %, 18 isolates at 
39.74–64.04 %, 16 isolates and 72.25–86.39 %, 62 isolates. The results of the study of 
morphological characteristics and biomolecules confirm that the causal agent of the cassava 
root rot disease in Thailand is L. theobromae. 
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4.4 แสดงลักษณะสปอร์ หรือ conidia ของเช้ือราท่ีแยกได้จากต้นและรากของ 
 มันส าปะหลังท่ีแสดงอาการเน่า (A-B) conidia ของ Lasiodiplodia spp.   19 
4.5  ลักษณะของท่อนพันธุ์มันส าปะหลังหลังปลูกเช้ือเป็นเวลา 15 วัน ในสภาพ 
 ห้องปฏิบัติการ แสดงอาการเนื้อเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาล 
 รอบ ๆ บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อผ่าตามแนวยาว พบเนื้อเยื่อบริเวณแกนกลาง 
  ล าต้น ถูกท าลายเปล่ียนเป็นสีด า เทา และน้ าตาล แตกต่างกันไปในแต่ละ 
 ไอโซเลต (A) ไอโซเลต HT401-1 ความรุนแรงระดับ 5 (B) ไอโซเลต SP202-2  
 ความรุนแรงระดับ 4 และ (C) ไอโซเลต SS-R3.1 ความรุนแรงระดับ 3 (D) 
 ไอโซเลต SS-S3.38 ความรุนแรงระดับ 2 (E) ไอโซเลต SP-R1.30 ความรุนแรงระดับ 1  30 
4.6 Phylogenetic tree ของเช้ือราท่ีท าให้เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง 
  (Lasiodiplodia theobromae) กลุ่มท่ีอยู่ในกรอบสีแดงคือกลุ่มท่ีเปอร์เซ็นต์ map ต่ ากว่า 70% 

และตัวอย่างท่ีอยู่ในกรอบสีส้มคือกลุ่มท่ีเปอร์เซ็นต์ map อยู่ท่ี 70% - 80%   35 
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ภาพที ่            หน้า  
 
4.7  Phylogenetic tree ท่ีสร้างโดยตัดตัวอย่างท่ีมี %map น้อยกว่า 70% ออก  

และรวมไปถึงตัวอย่าง LD_13 และ LD_36 ท่ีมีจ านวน reads ต้ังต้นน้อยท าให้  
 SNPs หายไปเป็นจ านวนมาก Phylogenetic tree ท่ีน ามาแสดงนี้ใช้การกรอง  
 SNPs ด้วย condition: Sample missing per SNP site less than or equal  
 to 30%, minimum depth 10, minor allele frequency at least 5%,  
 number of alleles is 2. ได้ค่า log likelihood -9296.26 ตัวเลขท่ีกระจายอยู่ 
 ตรงจุดท่ีกิ่งแตกแขนงคือค่า bootstrap ท่ีบอกความมั่นใจของการจับกลุ่มนั้นๆ            37



   

 

บทท่ี  1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหาการวิจัย 
 มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) มีช่ือสามัญเรียกช่ือตามท้องถิ่นได้แก่ มันส าปะหลัง , 
cassava, yuca, mandioa, manioc, tapioca (ยุกติ สาริกะภูติ, 2526) ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีส่งออก
ผลิตภัณฑ์มันส าปะหลังมากท่ีสุดในโลก ในรูปของมันอัดเม็ด ส่งออกไปประเทศในกลุ่มประชาคมยุโรป 
(เนเธอร์แลนด์ สเปน เยอรมัน โปรตุเกส) จีน เกาหลีใต้และญี่ปุ่น ส าหรับแป้งมันส าปะหลังจะส่งออกไปท่ี
ประเทศญี่ปุ่น จีน รองลงมาคือฮ่องกง สหรัฐอเมริกา มาเลเซีย สิงคโปร์และไต้หวัน ส่วนการใช้มันส าปะหลังใน
ประเทศใช้ท ามันเส้นและมันอัดเม็ดร้อยละ 45 - 50 ใช้แปรรูปเป็นแป้งร้อยละ 50 - 55 (จักรพงษ์ ชาตะรักษ์, 
2554) ปัจจุบันการปลูกมันส าปะหลังเริ่มประสบปัญหาเรื่องแมลง ศัตรูพืชและโรคพืช โดยแมลงศัตรูมัน
ส าปะหลัง ได้แก่ เพล้ียแป้ง ไรแดง เป็นต้น ส าหรับโรคมันส าปะหลังท่ีส าคัญในประเทศไทย ได้แก่ โรคใบจุดสี
น้ าตาล (Brown leaf spot) โรคใบไหม้ (Cassava bacterial blight, CBB) โรคแอนแทรคโนส (Cassava 
anthracnose disease, CAD) (รังสี เจริญสถาพร และอมรรัชฏ์ คิดใจเดียว , 2553) และโรคท่ีสร้างความ
เสียหายให้แก่ผลผลิตของเกษตรกรผู้ปลูกมันส าปะหลังโดยตรง คือ โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง (Root 
rot disease) ส าหรับในประเทศไทยมีการเรียกช่ือโรคหลากหลายช่ือ อาทิ โรคหัวมันส าปะหลังเน่า  (เคหะ
การเกษตรออนไลน์, ม.ป.ป.) โรคโคนเน่ามันส าปะหลัง (วิศรุต เศรษฐชุ่ม, 2557) โรคล าต้นเน่า (เกษตรกร
ง่ายๆ ดอทคอม, 2557) โรครากและหัวเน่ามันส าปะหลัง (ชาติชาย ศิริพัฒน์, 2557) โรครากหรือหัวเน่า 
(คร็อพมาสเตอร์ เกษตรปลอดสาร, 2551) เนื่องจากมีการเรียกช่ือท่ีหลากหลายก่อให้เกิดความสับสน ดังนั้นใน
การวิจัยนี้จะเรียกช่ือท่ีมี ความสัมพันธ์กับลักษณะอาการท่ีพบคือช่ือ “โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันในส าปะหลัง” 
ในป ี2557 พบการระบาดของโรคนี้ในหลายพื้นท่ี ในเขตพื้นท่ี อ.เสิงสาง และ อ.ครบุรี และพื้นท่ีอื่นของจังหวัด
นครราชสีมา มากกว่า 4,000 ไร่ โดยเฉพาะในแหล่งดินระบายน้ ายาก และฝนตกชุกเกินไปในบางพื้นท่ีสามารถ
พบได้ในแหล่งท่ีดินมีการให้น้ าในระบบน้ าหยด เนื่องจากดินมีความช้ืนสูง ลักษณะอาการของโรคท่ีพบ ยอดจะ
เหลืองและใบเห่ียวแล้วร่วงเมื่อถอนต้นจะพบโคนต้นบวมและแตก รากจะเป็นรอยช้ าสีน้ าตาลและเน่า ถ้าเกิด
กับหัวจะท าให้หัวเน่าอย่างรวดเร็ว และมีกล่ินเหม็น เช้ือสาเหตุของโรคนี้มีความสามารถในการอยู่รอดได้ดีใน
ดิน และมีพืชอาศัยมากชนิดท าให้ยากต่อการป้องกันก าจัด โรคนี้สามารถเกิดได้ท้ังระยะกล้าและระยะท่ีมัน
ส าปะหลังลงหัวแล้ว มีรายงานว่าโรคโคนเน่าและหัวเน่าเกิดจากสาเหตุหลายชนิด ปัจจุบันในประเทศไทยตรวจ
พบว่าเช้ือสาเหตุ คือ เช้ือรา Phytophthora  หากโรคดังกล่าวนี้ระบาดรุนแรงอาจท าความเสียหายกับผลผลิต
มันส าปะหลังถึง 80 เปอร์เซ็นต์ โรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลังต่างประเทศมี 2 ลักษณะอาการหลักคือ 
อาการของโรคท่ีเป็นชนิด wet root rot และ dry root rot ซึ่งมีรายงานว่าเกิดจากเช้ือ Botryodiplodia 
theobromae, Fusarium sp., Sclerotium rolfsii และ Pythium sp. (Banito et al.,2010; Blanco-Ulate 
et al., 2013; Adhikri et al., 2013; Rujirawat et al., 2015) ในประเทศไทยได้มีการรายงานว่าเกิดจากเช้ือ
รา Phytophthora sp. ต่อมามีรายงานเพิ่มเติมว่าเกิดจากเช้ือรา Rigidoporus (Fomes) lignosus และ S. 
rolfsii (รังษี เจริญสถาพร และ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว, 2553)



2 

 

ปัจจุบันได้มีการใช้เทคนิคด้านชีวโมเลกุลในการจัดจ าแนกและระบุชนิดของเช้ือ โดยเทคโนโลยีเอ็นจี
เอสหรือ Next Generation Sequencing ถือเป็นเทคนิคหนึ่งท่ีมีความแม่นย าสูงในการจัดล าดับเบสท้ังจีโนม
ของส่ิงมีชีวิตด้วยวิธีการหาล าดับเบสแบบขนานท่ีท าได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ ซึ่งจะได้ข้อมูลล าดับ
เบสจ านวนมหาศาล ปัจจุบันเครื่องมือของเทคโนโลยีเอ็นจีเอส มีสามรูปแบบหลักท่ีนิยมใช้กันอย่างกว้างขวาง
ได้แก่ 454/Roche, Illumina, และ SOLiD/Life Technology (ABI) โดยเครื่องมือต่าง ๆ เหล่านี้มีหลักการหา
ล าดับเบสรูปแบบของข้อมูลล าดับเบสสายส้ัน (reads) และจ านวนของข้อมูล reads ท่ีออกมาแตกต่างกันไป
รวมถึงประโยชน์ท่ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับโอมิกส์ได้หลากหลายเช่น การท า De 
novo sequencing, target resequencing, RNA sequencing และ metagenomics เป็นต้น (อลิษา วิลัน
โท และคณะ, 2555; ชาญวิทย์ ตรีพุทธรัตน์, 2556) ท้ังนี้ในทางด้านโรคพืชมีการน าเทคโนโลยีเอ็นจีเอส (Next 
Generation Sequencing technology) ในการศึกษา complex microbial population (reviewed by 
van Dijk et al., 2014) microbial ecology (Haas et al., 2009) และมีการน าเทคนิคดังกล่าวมาใช้ใน การ
วินิจฉัยด้านโรคพืชและโรคชนิดใหม่ท่ีพบ (Adams et al., 2009; Adamsa et al., 2013; Ma et al., 2014; 
Lecuit and Eloit, 2014) เพื่อให้เกิดความเข้าใจเกี่ยวกับการเข้าท าลายพืชของเช้ือสาเหตุโรคชนิด complex 
pathogens อย่างไรก็ตาม ข้อมูลด้านนี้ยังมีการศึกษาไม่แพร่หลาย (Ma et al., 2010; Amselem et al., 
2011) ท้ังนี้การศึกษาการเรียงล าดับเบสท่ีได้จากเทคโนโลยีเอ็นจีเอสเพื่อให้ทราบถึงความหลากหลายของ
ล าดับเบสท่ีเกิดขึ้นและน าไปสู่การตอบโจทย์ในงานวิจัยด้านโรคพืชและการป้องกันก าจัดต่อไป  ดังนั้นเพื่อ
ค้นหาแนวทางในการแก้ปัญหาอย่างถูกต้อง จ าเป็นต้องมีข้อมูลของชนิดเช้ือท่ีก่อโรคแต่ละประเภทท่ีแน่ชัด 
เพื่อหาแนวทางในการป้องกันและจัดการกับเช้ือสาเหตุโรคได้อย่างเหมาะสม และมีประสิทธิภาพ  
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1. เพื่อระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลังท่ีพบในพื้นท่ีปลูกส าคัญ 
 2. ศึกษาพันธุกรรมของเช้ือก่อโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันในส าปะหลังด้วยเทคนิค Next Generation 
Sequencing (NGS) 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 การวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นศึกษาชนิดของเช้ือสาเหตุโรค ลักษณะอาการ การแพร่ระบาดของโรคโคนเน่า
และหัวเน่ามันส าปะหลังในพื้นท่ีปลูกมันส าปะหลังส าคัญ และศึกษาพันธุกรรมของเช้ือก่อโรคโคนเน่าและหัว
เน่ามันในส าปะหลังด้วยเทคนิค Next Generation Sequencing (NGS) ในโครงการนี้จะเน้นการศึกษา
พันธุกรรมของเช้ือรา Lasiodiplodia theobromae สาเหตุโรคเน่าด าของมันส าปะหลัง ซึ่งเป็นโรคหนึ่งท่ีมี
ความส าคัญในกลุ่มโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันในส าปะหลัง 
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1.4 ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 
 ผลส าเร็จท่ีเป็นองค์ความรู้หรือรูปแบบ หรือวิธีการท่ีจะน าไปสู่การวิจัย อาจจะถูกน าไปต่อยอดการ
วิจัยต่อไป 
 การน าไปใช้ประโยชน์ในด้าน  ด้านวิชาการ 
 ผู้ที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ผู้ใช ้ การใช้ประโยชน์ 
บริษัทซีเอส ทาปีโอก้า วิจัยและนวัตกรรม จ ากัด สามารถใช้เป็นข้อมูลในการป้องกันก าจัดโรคมัน

ส าปะหลังในระบบการปลูกมันส าปะหลังอินทรีย์ใน
อนาคตอันใกล้นี้ 

เกษตรกรท่ีประกอบอาชีพปลูกมันส าปะหลัง ทราบถึงสาเหตุของเช้ือก่อโรคโคนเน่าหัวเน่าและการ
ป้องกันก าจัด 

หน่วยงานภาครัฐ ทราบถึงชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโคนเน่าหัวเน่ามัน
ส าปะหลังและ 
วิธีการป้องกันก าจัด 
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เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) มีถ่ินก าเนิดในแถบท่ีลุ่มเขตร้อน (Lowland tropics) 
มีการเพาะปลูกในประเทศ โคลัมเบีย และเวเนซูเอลา มานานกว่า 3,000 - 7,000 ปี ปัจจุบันมันส าปะหลังถือ
เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส าคัญเป็นอันดับ 5 ของโลกรองจากข้าวสาลี ข้าวโพด ข้าว และมันฝรั่ง (เจริญศักดิ์ 
โรจนฤทธิ์พิเชษฐ์, 2550) ซึ่งผลผลิตมันส าปะหลังส่วนใหญ่กว่าร้อยละ 80 ใช้บริโภคเป็นอาหารและร้อยละ 20 
ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว์ ในด้านการค้าจะอยู่ในรูปของผลิตภัณฑ์แปรรูปข้ันพื้นฐาน ได้แก่ แป้ง
มันส าปะหลัง มันเส้น หรือมันอัดเม็ด (สุดใจ สูนาสวน และคณะ , 2554) ในประเทศไทยมันส าปะหลังเป็นพืช
เศรษฐกิจท่ีมีความส าคัญอันดับท่ี 3 ของประเทศรองจาก ข้าวและยางพารา (ไพบูลย์ ฟูวัฒนศิลป์, 2551) โดย
ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีพื้นท่ีเพาะปลูกมันส าปะหลังมากท่ีสุด รองลงมาคือ ภาคกลางและภาคเหนือ 
แหล่งผลิตมันส าปะหลังท่ีส าคัญ 5 อันดับแรก ได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา ชัยภูม ิก าแพงเพชร กาญจนบุรีและ
อุบลราชธานี) มีมูลค่าการส่งออก พ.ศ. 2560 กว่า 85,278 ล้านบาท และมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นทุกปี ในปี 2561 มี
ผลผลิตมันออกสู่ตลาด ประมาณ 7,721 ล้านตัน เป็นมูลค่า 592,178 ล้านบาท  (ส านักงานเศรษฐกิจเกษตร , 
2561; สมาคมโรงงานผลิตภัณฑ์มันส าปะหลังไทย, 2561) 
  ปัจจุบันการปลูกมันส าปะหลังเริ่มประสบปัญหาเรื่องแมลงศัตรูพืชและโรคพืช ได้แก่ เพล้ียแป้ง ไร
แดง โรคใบจุด โรคใบจุดสีน้ าตาล โรคใบไหม้  โรคแอนแทรคโนส เป็นต้น ในปัจจุบันโรคมันส าปะหลังท่ีส าคัญ
และสร้างความเสียหายให้แก่ผลผลิตของเกษตรกรผู้ปลูกมันส าปะหลังโดยตรง คือ โรคโคนเน่าและหัวเน่าใน
มันส าปะหลัง (สุดใจ สูนาสวน และคณะ, 2554) เป็นโรคท่ีมีความส าคัญโรคหนึ่งของผู้ปลูกมันส าปะหลังท่ัว
โลก โรคโคนเน่าและหัวเน่าเกิดจากสาเหตุหลายชนิด ปัจจุบันในประเทศไทยตรวจพบว่าเช้ือสาเหตุ คือ เช้ือรา 
Phytophthora sp. อย่างไรก็ตามในต่างประเทศมีรายงานว่าโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง (Cassava 
root rot disease: CRRD) เกิดจากการเข้าท าลายของเช้ือราหลายชนิด ไ ด้แก่  Phytophthora spp., 
Scytalidium spp., B.theobromae, Armillaria mellea, S. rolfsii, Nattrassia mangiferae, Diplodia 
sp. และ Fusarium spp. (Okechukwu et al., 2009; Msikita et al., 1998, 2005; Onyeka et al., 2002, 
2004) โดยในประเทศบราซิลมี รายงานว่า โรคโคนเน่าและหัวเน่า เละมันส าปะหลังเกิดจากเช้ือรา 
P.drechsleri และโรคโคนเน่าและหัวเน่าแห้งมันส าปะหลังเกิดจากเช้ือรา Fusarium spp. ส าหรับในประเทศ
แอฟริกามีรายงานว่าเกิดจากเช้ือ B. theobromae, N. mangiferae และ Fusarium spp. (Msikita et al., 
1998, 2005; Onyeka et al., 2004) ในประเทศไนจีเรีย มีรายงานว่าเกิดจากเช้ือ B. theobromae สร้าง
ความเสียหายมากกว่า 70% ของพื้นท่ี (Onyeka, 2002) นอกจากนี้มีรายงานว่าเช้ือรา Fusarium sp. 
(Bandyopadhyay et al., 2006) เป็นอีกสาเหตุของโรคโคนเน่าและหัวเน่าเช่นกัน โรคนี้สร้างความเสียหาย
ต่อผลผลิตมันส าปะหลังเป็นอันดับต้น ๆ ในทวีปแอฟริกาและอเมริกาใต้ ในทวีปแอฟริกาและอเมริกาใต้ โรคนี้
ท าให้ผลผลิตมันส าปะหลังลดลงถึง 80% ของผลผลิตรวม (Msikita et al., 2005) ในประเทศไนจีเรียและแคม
มารูน ผลผลิตมันส าปะหลังลดลงมากกว่า 25% เมื่อถูกโรคนี้เข้าท าลาย โดยจะพบการแพร่ระบาดในช่วงฤดูฝน 
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บริเวณท่ีดินระบายน้ าไม่ดี ลักษณะอาการหลักท่ีพบส่วนใหญ่ท่ีพบจะมีกล่ินเหม็น ถ้าเกิดจากเช้ือรา Fusarium 
spp. เนื้อเยื่อจะมีสีชมพูหรือสีเหลือง แต่ถ้าเกิดจากเช้ือรา B. theobromae เนื้อเยื่อจะมีสีเทาด า ในบาง
อาการจะพบเส้นใย sclerotia หรือ pycnidia บริเวณรอบโคนต้น (Bandyopadhyay et al., 2006) ใน
ประเทศไทยเริ่มพบการระบาดของโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลังในเขตพื้นท่ีจังหวัดนครราชสีมาและ
หลายพื้นท่ีปลูกส าคัญโดยพบลักษณะอาการ 4 ลักษณะของโรคคือ โรคโคนเน่าและหัวเน่าเละเกิดจากเช้ือรา 
ต้นเหี่ยวเฉา ใบล่างๆ มีสีเหลือง และเหี่ยวแห้งหลุดร่วงลงมาส่วนใบยอดมีขนาดเล็ก ต้นแคระแกรน ไม่
เจริญเติบโต เมื่อขุดรากดูพบรากเน่าเละสีน้ าตาล มีกล่ินเหม็น โรคโคนเน่าและหัวเน่าแห้งเกิดจากเช้ือเห็ดรา ท่ี
หัวมันส าปะหลังจะมีเส้นใยของเช้ือราปกคลุมอาจพบบริเวณโคนต้นด้วย เนื้อในหัวจะเน่าแห้งและเส้นใยของ
เช้ือราจะก่อตัวเป็นดอกเห็ดสีต่าง ๆ ได้เช่น สีขาว สีเหลือง หรือส้ม นอกจากนี้โคนต้นจะบวม เนื่องจากมีการ
สร้างเนื้อเยื่อขึ้นมาทดแทนส่วนท่ีถูกท าลายไปและอาจเกิดรากใหม่ตรงบริเวณเนื้อเยื่อท่ีบวม ท าให้เกิดหัวมัน
ส าปะหลังใหม่ขึ้นมาแต่มีขนาดเล็ก โรคโคนเน่าและหัวเน่าด า เกิดจากเช้ือราจะมีลักษณะหัวเน่าสีด าหรือสี
น้ าตาลเข้มเนื่องจากเป็นสีท่ีเกิดจากเส้นใยของเช้ือรา หรือส่วนขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศของเช้ือราโรคเน่า
คอดิน เกิดจากเช้ือรา มักพบอาการในต้นกล้าลักษณะต้นมันส าปะหลังจะเห่ียวเฉาตายและมีเม็ดผักกาดพร้อม
กับเส้นใยสีขาวปกคลุม ส่วนของโคนต้นท่ีติดอยู่กับผิวดิน (สันติ พรมค า, ม.ม.ป.) โรคโคนเน่าและหัวเน่า
สามารถท าให้ผลผลิตมันส าปะหลังสูญเสียโดยตรง โดยเฉพาะในแหล่งท่ีดินระบายน้ าได้ยากฝนตกชุกเกินไป 
โรคนี้สามารถเกิดได้ท้ังระยะต้นกล้าและระยะท่ีลงหัวแล้ว โรคนี้อาจท าความเสียหายถึง 80 เปอร์เซ็นต์ (ยุกติ 
สาริกะภูติ, 2526) ถ้าเกิดกับกล้ามันส าปะหลังจะแสดง อาการรากเป็นรอยช้ าสีน้ าตาลและเน่าต้นจะเห่ียวเฉา
หากเกิดกับหัวจะสังเกตเห็นอาการหัวเน่าอย่างรวดเร็วและมีกล่ินเหม็นใบเหี่ยวแล้วร่วงหากมีอาการรุนแรงมัน
ส าปะหลังจะยืนต้นตาย และจะพบเส้นใยสีขาวของเช้ือรารวมกัน คล้ายเส้นด้ายปกคลุมบริเวณหัวและบริเวณ
โคนต้นมันส าปะหลังส่งผลให้เนื้อภายในหัวเน่าแห้งมีกล่ินคล้ายมันส าปะหลังเน่าท่ีเราคุ้นเคยและได้กล่ินจาก
ลานมันฯ หรือโรงงานอุตสาหกรรมมันส าปะหลังใบเหี่ยวอาจถึงตายได้ แต่ส่วนใหญ่จะยังไม่ตายและจะสร้าง
รากใหม่ท่ีโคนต้นในดินเหนือบริเวณหัวท่ีเน่าในดินท่ีแห้งหัวท่ีเน่าจะเป็นสีด า (mummified) บางครั้งมีเห็ด 
(Armillariwlla mellea Vahl.) ขึ้นอยู่ที่โคนต้นแต่เนื่องจากเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าสามารถพบใน
พืชอาศัยหลายชนิด อีกท้ังในปัจจุบันมีการระบาดของโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง อย่างรุนแรง และ
มีลักษณะอาการท่ีหลากหลายรวมท้ังยังไม่มีการจัดจ าแนกชนิด และสปีชีส์ของเช้ือสาเหตุโรคอย่างชัดเจนใน
มันส าปะหลัง จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะศึกษาชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง 
การศึกษาเช้ือราสาเหตุโรคสามารถท าได้หลายวิธีท้ังด้วยวิธีการพื้นฐานทางสัณฐานวิทยา วิธีทางชีวโมเลกุล 
และวิธีทางชีวเคมีดังนี้  
 1. วิธีการศึกษาเชื้อราสาเหตุโรคพืชตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา การจ าแนกตามลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา เช่น สีของโคโลนี ขนาด และรูปร่างของโคนีเดีย อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
ลักษณะของเส้นใย เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษาความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคพืช (Smith 
and Black .,1990) ปัจจุบันมีการพบเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากมีพืชอาศัย
กว้างและยังมีเช้ือราอีกหลายชนิดท่ีไม่สามารถจัดจ าแนกได้หรือจัดจ าแนกได้แต่ไม่ชัดเจน (Cano et al., 
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2004) ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการหาวิธีอื่นมาช่วยในการจัดจ าแนกและศึกษาความหลากหลายของเช้ือร่วมกับวิธี
ศึกษาทางสัณฐานวิทยา โดยวิธีท่ีนิยมน ามาใช้ในปัจจุบันมีอยู่หลายเทคนิค เช่น เทคโนโลยีด้านชีวโมเลกุลและ
ชีวเคมีเพื่อให้การศึกษามีความถูกต้องและแม่นย ายิ่งขึ้น  
 2. วิธีการศึกษาเชื้อราสาเหตุโรคพืชด้วยเทคนิคด้านชีวโมเลกุล ปัจจุบันมีการศึกษาเช้ือราสาเหตุ
โรคพืชโดยใช้ เทคนิค ด้าน ชีว โม เลกุ ลโดยการถอดรหัสพันธุ กรร ม (DNA sequence) ซึ่ ง ดี เอ็น เอ 
(deoxyribonucleic acid, DNA) เป็นส่วนประกอบท่ีส าคัญของโครโมโซมอยู่ใน nucleus ของเซลล์โดยท า
หน้าท่ีส่งผ่านข้อมูลทางพันธุกรรม มีองค์ประกอบทางเคมีเฉพาะตัวและโครงสร้างโมเลกุลเป็นสายคู่ (double 
helix) ในแต่ละสายของ DNA เกิดจากการเรียงตัวของ nucleotide โดยการเรียงตัวของ nucleotide ในแต่
ละสายของ DNA จะต่อกันด้วยพันธะ phosphodiester bond ซึ่งเกิดจากการต่อระหว่าง phosphate ท่ี 
carbon ต าแหน่ง 5´ ของ nucleotide กับหมู่  OH ของ carbon ต าแหน่ง 3´ ของ nucleotide ซึ่งเป็น 
complementary ซึ่งกันและกันมาเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) จากความสัมพันธ์
ดังกล่าว เมื่อทราบล าดับ nucleotide เพียงสายใดสายหนึ่งก็จะสามารถบอกล าดับ nucleotide ท่ีเป็นคู่ 
complementary กันได้เช่นกัน หลักการถอดรหัสพันธุกรรมจะอาศัยการเพิ่มปริมาณ DNA ในหลอดทดลอง 
(polymerase chain reaction, PCR) ร่ ว มกั บก าร ใ ช้  primer หรื อ  dNTPs ท่ี ถู ก  labelled ด้ ว ยสาร 
fluorescent เพื่อความสะดวกต่อการอ่านผลด้วยเครื่อง automated DNA sequencer ผลลัพธ์ท่ีได้คือสาย 
DNA ท่ีมีขนาดส้ันยาวแตกต่างกันเมื่อน าสาย DNA เหล่านี้ไปแยกขนาดในสนามกระแสไฟฟ้าโดยใช้เครื่อง 
automated DNA sequencer จะได้รูปแบบของสาย DNA ท่ีมีการเรียงล าดับตามขนาด ความยาวของ DNA 
fragment ซึ่งมีความสัมพันธ์กับรหัสพันธุกรรมบนสาย DNA โดยสายรหัสพันธุกรรม DNA เหล่านี้ อาจจะเป็น
ส่วนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีน (gene) หรือเป็นส่วนท่ีไม่ได้ก าหนดการสร้างโปรตีนก็ได้ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับช้ินส่วน 
DNA ท่ีน ามาหาล าดับ nucleotide ถ้าหากช้ินส่วน DNA เป็น genomic DNA ก็จะพบส่วนของ exon และ 
intron ได้แต่ถ้าหากน าเอา RNA หรือ cDNA มาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ก็จะพบเฉพาะส่วนของ exon 
เท่านั้นซึ่งประกอบด้วยรหัสพันธุกรรม (genetic code) ท่ีก าหนดการสร้างกรดอะมิโนโดยท่ัวไปข้อมูลรหัส
พันธุกรรมท่ีถูกค้นพบโดยนักวิทยาศาสตร์ท่ัวโลกจะถูกน าไปเก็บไว้ท่ีฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) ท่ีเรียกว่า GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) 
ซึ่งเป็นข้อมูลสาธารณะท่ีสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้โดยไม่เสียค่าใช้จ่าย ในหลายปีท่ีผ่านมาได้มีการถอดรหัส
ทางพันธุกรรมของเช้ือราเพื่อศึกษาถึงชนิดและความหลากหลายจ านวนมาก ปัจจุบันมีการน าเทคโนโลยีด้านชีว
โมเลกุลและชีวเคมีมาประยุกต์ใช้ในการจ าแนกระบุชนิดและตรวจสอบจุลินทรีย์เช้ือสาเหตุโรคพืชอย่าง
แพร่หลาย เนื่องจากเทคนิคนี้มีความรวดเร็วแม่นย า มีความจ าเพาะเจาะจงสูงและมีราคาไม่แพง จึงมีการน า
เทคนิคต่าง ๆ มาประยุกต์ใช้การตรวจสอบโดยใช้เทคนิค PCR เป็นกระบวนการสังเคราะห์ช้ินส่วน DNA ใน
หลอดทดลองโดยอาศัย DNA polymerases ในการท าปฏิกิริยาร่วมกับการใช้ primer ท่ีจ าเพาะ ขบวนการนี้
เลียนแบบขบวนการสังเคราะห์ DNA ในส่ิงมีชีวิต เทคนิค PCR พัฒนาขึ้นเมื่อปี พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis 
และคณะ นักชีวเคมีของบริษัท Cetus Corporation (มาลินี อัศวดิษฐเลิศ, 2553) เพื่อใช้ในการจ าแนก 
specific DNA sequence ในสารละลายท่ีมีกลุ่มของ sequence DNA เป็นจ านวนมากปะปนกันอยู่แล้วเพิ่ม
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ปริมาณส่วน targeted sequence ขึ้นมาเป็นล้านเท่าโดยผ่านวิธีกึ่งอัตโนมัติซึ่งใช้เวลาเพียง 1 หรือ 2 ช่ัวโมง
เท่านั้น จุดเด่นของเทคนิค PCR คือสามารถเพิ่มปริมาณ DNA ได้อย่างเฉพาะเจาะจงโดยมีข้ันตอนการท างาน
น้อย รวดเร็ว แม่นย า และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง ในปัจจุบัน PCR ถูกน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในงานด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพโดยเฉพาะอย่างยิ่งในห้องปฏิบัติการอณูชีววิทยา ซึ่งส าหรับงานตรวจจ าแนกดีเอ็นเอและการ
เพิ่มปริมาณ DNA งานด้านการโคลนนิ่ง (gene cloning) การท าแผนท่ียีน (gene mapping) การท าพันธุ
วิศวกรรม (genetic engineering) ในทางการเกษตร PCR ถูกน ามาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชและสัตว์ และ
การตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุของโรคพืชโดยสามารถใช้ตรวจหา DNA ของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีปริมาณน้อยในพืชได้ 
และยังเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย าเฉพาะเจาะจงและมีความไว ในประเทศเวียดนามมีการศึกษาลายพิมพ์ 
DNA ของเช้ือรา B.theobromae สาเหตุโรคในยางพาราจ านวน 20 ไอโซเลตโดยใช้ universal primers ITS 
(5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Nghia et al., 
2012) และมีการใช้เทคนิค PCR ร่วมกับ ISSR Marker เพื่อหาความหลากหลายของเช้ือ Fusarium sp. และ 
Lasiodiplodia สาเหตุโรค dieback ในโกโก้จ านวน 117 ไอโซเลต โดยใช้ Universal primer: ITS ในการหา
ความแตกต่างของล าดับเบส พบว่าส่วนใหญ่สามารถจ าแนกได้เช้ือ Fusarium sp. หลาย species ได้แก่ F. 
chlamydosporum, F. solani, F. oxysporum แ ล ะ  F. proliferatum. แ ล ะ พ บ ว่ า เ ป็ น เ ช้ื อ ร า 
Lasiodiplodia ไ ด้ แ ก่  L. Pseudotheobromae ห รื อ  L. Theobromae (Acheampong and Archer, 
2011) เทคโนโลยีเอ็นจีเอส เป็นเทคโนโลยีการหาล าดับเบสท่ีพัฒนาขึ้นใหม่มีความสามารถในการเรียงล าดับ
เบสจ านวนมากในการท างานของเครื่องเพียงครั้งเดียวโดยสามารถใช้หาล าดับเบสของจีโนมซึ่งมีความยาว 3 
พันล้านเบส การหาล าดับเบสเอ็กโซม (Exome Sequencing) ซึ่งมีความยาว 50 ล้านเบสหรือการหาล าดับ
เบสของบริเวณเฉพาะของจีโนมหลาย ๆ บริเวณหรือยีนหลายยีนท่ีสนใจ (Panel or targeted sequencing) 
จากหลายตัวอย่างท่ีมีความยาวรวมกันเป็นล้านเบสได้ โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพื่อหาล าดับเบสท้ังจีโนมของ
ส่ิงมีชีวิตด้วยวิธีการหาล าดับเบสแบบขนานท่ีท าได้อย่างรวดเร็ว และมีประสิทธิภาพซึ่งจะได้ข้อมูลล าดับเบส
จ านวนมหาศาล ปัจจุบันเครื่องมือของเทคโนโลยีเอ็นจีเอสสมีสามรูปแบบหลักท่ีนิยมใช้กันอย่างกว้างขวาง
ได้แก่ 454/Roche, Illumina และ SOLiD/Life Technology (ABI) โดยเครื่องมือต่าง ๆ เหล่านี้มีหลักการหา
ล าดับเบสรูปแบบของข้อมูลล าดับเบสสายส้ัน (reads) และจ านวนของข้อมูล reads ท่ีออกมาแตกต่างกันไป
รวมถึงประโยชน์ท่ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับโอมิกส์ได้หลากหลายเช่นการท า de 
novo sequencing, target re-sequencing, RNA sequencing และ metagenomics เป็น ต้น ปัจ จุบัน
การศึกษาหาล าดับเบสท้ังหมดของสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ (DNA sequence) ถือได้ว่าเป็นหนึ่งในองค์ประกอบ
ท่ีส าคัญท่ีสุดในการศึกษาทางด้านจีโนมิกส์ (Genomics) ซึ่งก็คือการศึกษาจีโนม (genome) ท้ังหมดของ
ส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดนั่นเอง (อลิษา วิลันโท และคณะ , 2555) ท้ังนี้ในทางด้านโรคพืชมีการน าเทคโนโลยีเอ็นจี
เอส ในการศึกษา complex microbial population (reviewed by van Dijk et al., 2014) microbial 
ecologyและ มีการน าเทคนิคดังกล่าวมาใช้ในการวินิจฉัยด้านโรคพืชและโรคชนิดใหม่ท่ีพบ (Adams et al., 
2009, Adamsa et al., 2013) เพื่อให้เกิดความเข้าใจเกี่ยวกับการเข้าท าลายพืชของเช้ือสาเหตุโรคชนิด 
complex pathogens อย่างไรก็ตามข้อมูลด้านนี้ยังมีการศึกษาไม่แพร่หลาย (Adams et al., 2009, Adamsa 
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et al., 2013) ท้ังนี้การศึกษาการเรียงล าดับเบสท่ีได้จากเทคโนโลยีเอ็นจีเอส เพื่อให้ทราบถึงความหลากหลาย
ของล าดับเบสท่ีเกิดขึ้นและน าไปสู่การตอบโจทย์ในงานวิจัยด้านโรคพืชและการป้องกันก าจัดต่อไป ดังนั้นเพื่อ
ค้นหาแนวทางในการแก้ปัญหาอย่างถูกต้องจ าเป็นต้องมีข้อมูลของชนิดเช้ือท่ีก่อโรคแต่ละประเภทท่ีแน่ชัด เพื่อ
หาแนวทางในการป้องกันและจัดการกับเช้ือสาเหตุโรคอย่างเหมาะสม 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

บทท่ี 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 ส ารวจและเก็บรวบรวมมันส าปะหลังที่แสดงลักษณะอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่าจากพื้นที่ปลูก

ส าคัญ 

 ส ารวจพื้นท่ีปลูกท่ีส าคัญของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ อ าเภอเมืองนครราชสีมา เสิงสาง ครบุรี 
จังหวัดนครราชสีมา และอ าเภอศรีมหาโพธิ จังหวัดปราจีนบุรี  ท าการประเมินเฉพาะ Disease incidence 
(อัตราการ แพร่ระบาด เปอร์เซ็นต์ต้นท่ีเป็นโรค) โดยดูจากอาการเป็นหลัก (เน่าเละ/ เน่าแห้ง/ ล าต้น, ราก, 
โคน และหัว) และยังไม่ต้องระบุชนิด จากนั้นเก็บตัวอย่างโคนต้น, ราก, หัว และดิน (บางตัวอย่าง) รอบต้นท่ี
เป็นโรค และจากต้นข้างเคียง  
3.2 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าจากตัวอย่างมันส าปะหลังที่เป็นโรค  
 3.2.1 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลังด้วยวิธี tissue transplanting  
 น าตัวอย่างบริเวณ ดิน ล าต้น โคน รากและหัวมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า 
ท่ีเก็บได้ในข้อท่ี 3.1 มาท าการแยกเช้ือให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Tissue transplanting บนอาหาร water agar (WA) 
และอาหาร potato dextrose agar (PDA) ส าหรับแยกเช้ือรา Lasiodiplodia sp. (Cilliers et al., 1994) 
โดยท าความสะอาดตัวอย่างมันส าปะหลังท่ีเก็บมาด้วยน้ าสบู่หรือน้ าเปล่าให้สะอาด เช็ดให้แห้งใช้ใบมีดท่ีผ่าน
การฆ่าเช้ือตัดบริเวณเนื้อเยื่อส่วนท่ีเป็นส่วนต่อระหว่างเนื้อเยื่อดีกับส่วนท่ีเป็นโรค จากนั้นฟอกฆ่าเช้ือด้วย 
NaOCl 1% เป็นเวลา 1–2 นาที ขึ้นอยู่กับขนาดช้ินส่วนของเนื้อเยื่อใช้ปากคีบ คีบย้ายช้ินใบมันส าปะหลังมา
ล้างในน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือเป็นเวลาประมาณ 1 นาที ซับช้ินส่วนด้วยกระดาษกรองนึ่งฆ่าเช้ือจากนั้นใช้เข็มเขี่ย 
เขี่ยช้ินใบมันส าปะหลังวางบนอาหาร WA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วันหลัง จากนั้นย้าย
เส้นใยท่ีเจริญ ออกมารอบๆ เนื้อเยื่อพืชไปเล้ียงบนอาหาร PDA เป็นเวลา 10 วัน เพื่อกระตุ้นให้เช้ือราสาเหตุ
โรคโคนเน่าและหัวเน่าสร้างสปอร์ (ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร สมพงษ์, 2553; Azad et al., 2011)  
 3.2.2 การแยกสปอร์เด่ียว (Single spore) ของเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมัน
ส าปะหลัง  
 น าเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่า ท่ีแยกด้วยวิธี Tissue transplanting ในข้อท่ี 3.1.2 มาเล้ียง
บนอาหาร PDA เป็นเวลา 10 วัน เพื่อให้เช้ือสร้างสปอร์ ท าการแยกให้ได้สปอร์เด่ียว (Single spore) โดยน า
สปอร์ของเช้ือราท่ีได้มาผสมกับน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ วัดความเข้มข้นของสปอร์ด้วย Hematocytometer ให้ได้
ความเข้มข้น 104-105 โคนีเดียต่อมิลลิลิตร น าสารแขวนลอยเช้ือ Spread plate ด้วยแท่งแก้วรูปตัว L ลงบน
อาหาร WA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 24 – 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงท าการย้ายโคโลนีเด่ียวลง
บนอาหาร PDA ให้เช้ือเจริญท่ีอุณหภูมิห้องนาน 7 วัน เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป (ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร 
สมพงษ์,2553) 
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 3.2.3 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคและประเมินความรุนแรงของเชื้อสาเหตุโรค 
(Pathogenicity and virulence test) ในสภาพห้องปฏิบัติการ 
 วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) จ านวน 4 ซ้ าเตรียมท่อนพันธุ์
มัน/หัวส าปะหลังพันธุ์อ่อนแอ คือ พันธุ์ CMR 89 โดยเตรียมท่อนพันธุ์มันส าปะหลังความยาว 20 เซนติเมตร
ต่อท่อน น ามาล้างด้วยน้ าเปล่า ผ่ึงให้แห้ง จากนั้นฟอกฆ่าเช้ือด้วย NaOCl 1% เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นล้าง
น้ าเปล่านึ่งฆ่าเช้ือ 3 ครั้ง นานครั้งละ 1 นาที ผ่ึงให้แห้ง ท าแผลโดยใช้ Cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 
มิลลิเมตร เจาะบริเวณกึ่งกลางของหัวมันส าปะหลังให้ลึก 5 มิลลิเมตร โดยเจาะ 1 แผลต่อหัว จากนั้นน าเช้ือรา
จากข้อ 3.2เล้ียงบนอาหาร PDA บ่มเป็นเวลา 7 วัน ท่ีอุณหภูมิห้อง ใช้ Cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
6 มิลลิเมตร เจาะช้ินวุ้นบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือรา วางลงบนบริเวณแผลท่ีท าการเจาะไว้ 1 ช้ินวุ้นต่อหัว เก็บ
ในสภาพกล่องช้ืน (moist chamber) (Machado, 2012) ท าการให้ความช้ืนเพื่อให้สภาพเหมาะสมต่อการเกิด
โรค เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง  ตรวจผลการเกิดโรควันแรกท่ีมันส าปะหลังแสดงอาการของโรค เป็นเวลา 7 วัน 
ตรวจผลการเกิดโรคโดยประเมินความรุนแรง ให้โดยให้คะแนน 1 – 5 คะแนนดัดแปลงจาก Wokocha et al. 
(2010) ดังนี้ 1 = พืชไม่แสดงอาการ, 2 = เกิดแผลน้อยกว่า 25% บริเวณโคนต้นและหัวมันส าปะหลัง, 3 = 
เกิดแผล 25-50% บริเวณโคนต้นและหัวมันส าปะหลัง , 4 = เกิดแผล50 -75% บริเวณโคนต้นและหัวมัน
ส าปะหลัง, 5 = เกิดแผลมากกว่า 75% บริเวณโคนต้นและหัวมันส าปะหลัง 
 3.2.4 การเก็บ Stock เชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง  

น าเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าท่ีผ่านการทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรคและการ
ทดสอบความรุนแรงของเช้ือสาเหตุโรคได้มาเล้ียงในอาหาร Potato dextrose broth (PDB) เขย่าท่ี 120 รอบ
ต่อนาที (rpm) ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 วัน กรองเอาเฉพาะส่วนแขวนลอยสปอร์ ดูดใส่หลอด Micro 
centrifuge tube ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาทีเทส่วนใสท้ิง แล้ว
เติมอาหาร PDB ท่ีมีส่วนผสมของ 100 เปอร์เซ็นต์ Glycerol ในอัตราส่วน 1:1 ละลายตะกอนสปอร์ด้วย 
Vortex mixer แล้วเก็บไว้ท่ีตู้ อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสตามวิธีของ Huertas-Gonzalez et. al. (1999) 
เพื่อเก็บไว้ใช้ในการทดลองระยะยาวต่อไป  
 3.2.5 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุ โรคโคนเน่าและหัวเน่าในมัน
ส าปะหลัง  
 น าเช้ือท่ีแยกได้จากโคโลนีเด่ียวของเช้ือราและผ่านการทดสอบว่ามีความสามารถในการก่อให้เกิดโรค
รุนแรงแต่ละไอโซเลต มาเล้ียงบนอาหาร PDA เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังต่อไปนี้  
 
3.3 การเจริญเติบโตของโคโลนี 
 เล้ียงเช้ือราแต่ละไอโซเลตบนอาหาร PDA ไอโซเลตละ 4 จานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นวัดขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางโคโลนีของเช้ือราท่ีอายุ 3, 5 และ 7 วัน บนอาหาร PDA วางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) โดยท าการทดลอง 3ซ้ า/ไอโซเลต (ขนิษฐา มากรุง, 2548)  
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3.4 การตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลังด้วยวิธีชีวโมเลกุล  
 3.4.1 การสกัด genomic DNA ของเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง 
  สกัด genomic DNA ของเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังท่ีผ่านการจัดกลุ่ม ตาม
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โคโลนี โคนิเดีย การก่อให้เกิดโรคและความรุนแรงของโรคในมันส าปะหลังพันธุ์ 
CMR 89 โดยดัดแปลงวิธีการของ มธุกร สมพงษ์ (2553) โดยใช้เส้นใยของเช้ือท่ีเจริญบน PDA ไปบดเป็นผงใน
ไนโตรเจนเหลว โดยใช้โกร่งบดท่ีเย็นจัด ตักเส้นใยท่ีบดละเอียดแล้วด้วยช้อนตักสารท่ีแช่ไนโตรเจนเหลวใส่ลง
ในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากับผงเส้นใย จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที เพื่อแยกตะกอนช้ินส่วนเซลล์ออกจากส่วนท่ีเป็นของเหลว น าส่วนท่ีเป็นของเหลวใสไปใส่ในหลอด 
Eppendorf หลอดใหม่แล้วเติม Isopropanol ท่ีเย็นจัด ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันท้ิงไว้ที่อุณหภูมิ 
20 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12-14 ช่ัวโมง น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
เพื่อให้ DNA ตกตะกอนสู่ก้นหลอด เทส่วนใสท้ิง จากนั้นล้างตะกอน DNA ออกด้วย Ethanol 70 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เทส่วนใสท่ีเป็นสารละลายท้ิงให้เหลือ เฉพาะ DNA ติดอยู่ท่ีก้นหลอด
จากนั้นท้ิงให้แห้งโดยวางคว่ าลงบนกระดาษกรอง 15 นาทีก่อนน าไปท าให้แห้งในสภาพ สุญญากาศนาน 1 
ช่ัวโมง จากนั้นน า DNA ท่ีได้ใน TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปวัดความเข้มข้นของDNA ด้วยเครื่อง 
UV Spectrophotometer ปรับให้ได้ความเข้มข้นของ DNA 5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเก็บไว้ ท่ี 
อุณหภมูิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน าไปใช้ต่อไป  

3.4.2 การสร้างห้องสมุดส าหรับการท า sequencing ของเชื้อราที่ท าให้เกิดโรคโคนเน่าและหัว
เน่าในมันส าปะหลัง 

น า genomic DNA ของเช้ือราสายพันธุ์ Lasiodiplodia theobromae ปริมาณ 300 ng ปริมาตร 
14 µl ต่อ 1 ตัวอย่าง  มาท าการตัดช้ินส่วน DNA ด้วย enzyme ประกอบด้วย fragmentation enzyme 4 
µl และ fragmentation buffer 2 µl  บ่มท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 2 นาที จากนั้นจึงน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส 30 นาที และน าเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ต่อมาท าการเติม TE buffer 31 µl และท าการเลือกขนาดของช้ิน DNA ท่ียาวประมาณ 300-500 bp  
ด้วย DNA clean bead 40 µl แล้วจึงต่อล าดับเบสสายส้ันหรือ DNA barcode เข้าไปท่ีช้ินส่วน DNA ท่ีเลือก
ไว้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 23 องศาเซลเซียส 30 นาที เมื่อครบเวลาจึงเติม TE buffer 20 µl ลงไปแล้วท าความ
สะอาดช้ิน DNA ด้วย DNA clean bead  เมื่อได้ช้ิน DNA ท่ีต่อกับ DNA barcode เรียบร้อยแล้วจึงน าไปเพิ่ม
ปริมาณของช้ินส่วน DNA ด้วยวิธี PCR และท าการตรวจวัดคุณภาพดีเอนเอด้วยเครื่อง Bio analyzer การต่อ 
DNA barcode ท าให้สามารถระบุตัวอย่างแต่ละตัวในห้องสมุด  

3.4.3 การท า sequencing ด้วยเคร่ือง MGI sequencer 
ท าการแยก DNA สายคู่ (double-stranded DNA) จากการท า DNA libraries ให้เป็นดีเอ็นเอสาย

เด่ียว(single-stranded DNA) ด้วยวิธี DNA nanoball จากนั้นน าไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลิโอไทด์แบบ 
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2x150 PE ด้วยเครื่อง MGI sequencer (MGI Tech, Australia) ท าการ load ห้องสมุด DNA ท้ังส้ิน 1 lane 
จะได้ read ในลักษณะ pair-ends ข้างละ 147 bp 

3.4.4 การ mapping ล าดับเบสเข้ากับจีโนมอ้างอิงของเชื้อรา Lasiodiplodia theobromae ท่ี
ท าให้เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง 

จากการท า sequencing ด้วยเครื่อง MGI sequencer จะได้ read จ านวนมากจากท่ัวท้ังจีโนมของ
ตัวอย่างเช้ือรา ซึ่ง read ดังกล่าวจะถูก mapping เข้ากับจีโนมอ้างอิงซึ่งได้มาจากฐานข้อมูลงานวิจัยสาธารณะ 
( NCBI) ด้ ว ย โ ป ร แ ก รม  BWA (Li H. and Durbin R., 2009) algorithm MEM (Li H., 2013) แ ละ ใ ช้
ค่าพารามิเตอร์ต้ังต้น (http://bio-bwa.sourceforge.net/bwa.shtml) ผลท่ีได้จากการ map จะถูกน าไป
วิเคราะห์เพื่อหาความแตกต่างทางพันธุกรรมของตัวอย่างต่อไป 

3.4.5 การค้นหาเคร่ืองหมายล าดับโมเลกุล (SNP calling) ของตัวอย่างเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่า
และหัวเน่าในมันส าปะหลัง   

น าผลท่ีได้จากการ mapping มาวิเคราะห์หาเครื่องหมายโมเลกุลด้วยโปรแกรม GATK (Broad 
Institute, USA) ด้วยวิธี  Haplotype Caller (Poplin et al., 2017) โดยก าหนดลักษณะจีโนมเป็นแบบ 
haploid จะได้ข้อมูลเครื่องหมายโมเลกุลของทุกตัวอย่างในรูปแบบของไฟล์ vcf (variance calling file) 
จากนั้นท าการคัดเลือกเฉพาะเครื่องหมายโมเลกุลท่ีมีความหลากหลายในเบสเพียงต าแหน่งเดียวหรือ Single 
Nucleotide Polymorphism (SNPs) และท าการกรองหาต าแหน่ง SNPs ท่ีน่าเช่ือถือด้วยโปรแกรม vcftools 
(Danecek et al., 2011) และน าข้อมูลดังกล่าวไปสร้างเป็น Phylogenetic tree ต่อไป 

3.4.6 การศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมของเชื้อราที่ท าให้เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมัน
ส าปะหลังโดยการสร้าง Phylogenetic tree 

ท าการแปลงไฟล์ vcf ท่ีได้ให้เป็นไฟล์ fasta ด้วยชุดค าส่ัง python จากนั้นน าไปสร้าง phylogenetic 
tree ด้วยโปรแกรม MEGA-X (Kumar et al., 2018)  ด้วยวิธี maximum likelihood โดยใช้ Tamura-nei 
model แบบ GTR -G - I  (Tamura and Nei 1993) ในการสร้ าง  ใ ช้  heuristic model แบบ Nearest-
Neighbor-Interchange (NNI) แ ล ะ ใ ช้  algorithm แ บ บ  Neighbor-Join แ ล ะ  BioNJ ก า ห น ด ค่ า 
bootstrapping เท่ากับ 1000 รอบ 
 
 
 
 
 

 



 

 

บทท่ี 4   
ผลการวิจัย   

4.1 ส ารวจและเก็บรวบรวมมันส าปะหลังที่แสดงลักษณะอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่าจากพื้นที่ปลูก
ส าคัญ 

 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างต้นมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการเป็นโรคโคนเน่าและหัวเน่าจากแปลงปลูก
ของเกษตรกรในอ าเภอเมือง อ าเภอเสิงสาง อ าเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา และอ าเภอศรีมหาโพธิ จังหวัด
ปราจีนบุรี โดยเลือกเก็บตัวอย่างท่ีมีลักษณะอาการ ต้นโทรม ต้นเห่ียว ล าต้นแห้ง โคนต้นบวมแตกเป็นริ้ว โคน
ต้นใต้ดินเน่า รากและหัวเน่า ดังแสดงในภาพท่ี 4.1 และมีลักษณะอาการ คือ หัวมันมีอาการเน่า เนื้อเยื่อ
บริเวณ หัวมันเป่ือยยุ่ย เปล่ียนสีจากสีขาวเป็นสีเหลืองและน้ าตาล บริเวณขั้วรากมันส าปะหลังมีลักษณะอาการ
เน่าด า ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 ซึ่งรวบรวมได้ท้ังหมดจ านวน 150 ตัวอย่าง และน ามาแยกเช้ือสาเหตุโรค ณ 
ห้องปฏิบัติการโรคพืชและชีวโมเลกุลพืช อาคารเครื่องมือ 3 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.1  แสดงลักษณะอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังในแปลง มีอาการ ต้นโทรม ต้นเห่ียว 

และเนื้อเยื่อบริเวณ หัวมันเป่ือยยุ่ย สภาพแปลงในอ าเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา  
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ภาพที่ 4.2 แสดงลักษณะอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง (A-B) หัวมันมีอาการเน่า 
เนื้อเยื่อบริเวณ หัวมันเปื่อยยุ่ย เปล่ียนสีจากสีขาวเป็นสีเหลือง น้ าตาล และด า (C) โคนต้นใต้ดิน
เน่า (D) ลักษณะอาการเน่าด าบริเวณขั้วของรากมันส าปะหลัง (E) บริเวณใต้เปลือกท่อนพันธุ์พบ
เนื้อเยื่อตายเป็นสีด า 

 
4.2 แยกเชื้อราจากมันส าปะหลังที่แสดงอาการโรคโคนเน่าและหัวเน่า 
 ผลการคัดเลือกเช้ือสาเหตุโรค โดยคัดเลือกโคโลนีของเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีลักษณะมีสีด า ด า
เทา ด าเขียวมะกอก และมีลักษณะฟู ซึ่งเป็นลักษณะโคโลนีของเช้ือรา Lasiodiplodia spp. สาเหตุโรคโคน
เน่าและหัวเน่า ซึ่งสามารถแยกเช้ือได้ท้ังหมด 191 ไอโซเลต จากพื้นท่ีต่างๆ (ตารางท่ี 4.1) และจากนั้นน าไป
ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุล 
 
ตารางที่ 4.1 เช้ือราท่ีแยกได้จากมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่าท่ีเก็บได้จากจังหวัด
นครราชสีมาและจังหวัดปราจีนบุรี 
 

บริเวณที่แยกได้ ไอโซเลต จ านวน (ไอโซเลต) สถานที่เก็บ 
หัว HT701-1, HT703-1, HT703-2 และ 

HT703-3 
4 อ.เสิงสาง นม. 
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บริเวณที่แยกได้ ไอโซเลต จ านวน (ไอโซเลต) สถานที่เก็บ 
 SSBR1401-1, SSBR1402-1, 

SSBR1402-2, SSBR1402-3, 
SSBR1402-4, SSBR1402-5, 
SSBR1403-1, SSBR1403-3, 
SSBR1403-4 และ SSBR1403-7 

10 อ.เสิงสาง นม. 

 SP101-2, SP101-3, SP102-1, 
SP201-1, SP202-1 และ SP202-2 

6 อ. ศรีมหาโพธิ 
ปจ. 

 L20FHTB1 1 อ. เมือง นม. 
 L6HRD, L11HSR2 และ L22HRW 3 อ.เสิงสาง นม. 
 SS-R3, SS-R3.1, SS-R3.2.1, SS-R3.3, 

SS-R3.4, SS-R3.6, SS-R3.7, SS-R3.8, 
SS-R3.8.1, SS-R3.10, SS-R3.11, SS-
R3.14, SS-R3.15, SS-R3.16, SS-
R3.18, SS-R3.24 และ SS-R3.27 

17 อ.เสิงสาง นม. 

 SS-R4, SS-R4.1, SS-R4.5, SS-R4.13, 
SS-R4.15, SS-R4.19, SS-R4.21, SS-
R4.22, SS-R4.23 SS-R4.24, SS-
R4.26 และ SS-R4.27 

12 อ.ครบุรี นม. 

 SP-R1.11, SP-R1.13, SP-R1.14, SP-
R1.15, SP-R1.17, SP-R1.18, SP-
R1.19, SP-R1.21, SP-R1.22, SP-
R1.23, SP-R1.25, SP-R1.26, SP-
R1.27, SP-R1.28 และ SP-R1.29 

15 อ. ศรีมหาโพธิ 
ปจ. 

ขั้วหัว HT401-1, HT401-2, HT401-4, 
HT402-2, HT503-1, HT503-2, 
HT603-1 และ HT605-1 

8 อ.เสิงสาง นม. 

 SSBR701-2, SSBR701-4,  
SSBR801-1, SSBR801-2,  
SSBR801-5 และ SSBR802-2  

6 อ.เสิงสาง นม. 

 SP401-1, SP402-2, SP501-1,  
SP502-1 และ SP601-1  

5 อ. ศรีมหาโพธิ 
ปจ. 

 L2SHSR1, L4STR1 และ L5KBSH1 3 อ.เสิงสาง นม. 
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บริเวณที่แยกได้ ไอโซเลต จ านวน (ไอโซเลต) สถานที่เก็บ 
 L12SHRD  1 อ.ครบุรี นม. 
 SP-R1.30, SP-R1.31, SP-R1.32, 

SP-R1.33, SP-R1.34, SP-R1.35, 
SP-R1.37, SP-R1.38, SP-R1.39, 
SP-R1.40, SP-R1.41, SP-R1.42, 
SP-R1.43, SP-R1.44, SP-R1.46,  
SP-R1.48, SP-R1.49 และ SP-R1.50 

18 อ. ศรีมหาโพธิ 
ปจ. 

โคนต้น HT901-1, HT901-3, HT902-2, 
HT902-4, HT903-1 และ HT904-2  

6 อ.เสิงสาง นม. 

 SSBR301-1, SSBR301-2, SSBR301-
3, SSBR302-1 และ SSBR302-2  

5 อ.เสิงสาง นม. 

 SP301-1, SP301-3, SP801-1, 
SP101-3, SP801-3, SP301-2 แ ล ะ 
SP801-6 

7 อ. ศรีมหาโพธิ 
ปจ. 

 L9STR2, L19KBSH2 และ L27SRBT 3 อ.เสิงสาง นม. 
 L17STRB  1 อ.ครบุรี นม. 

ท่อนพันธุ ์ SS-S3.32, SS-S3.32.1, SS-S3.33, 
SS-S3.38, SS-S3.39, SS-S3.40, 
SS-S3.42, SS-S3.44, SS-S3.49, 
SS-S3.50, SS-S3.52, SS-S3.53, 
SS-S3.54, SS-S3.55, SS-S3.56, 
SS-S3.58 และ SS-S3.59 

17 อ.เสิงสาง นม. 

 SS-S4.30, SS-S4.32, SS-S4.35,  
SS-S4.42, SS-S4.47, SS-S4.48,  
SS-S4.50, SS-S4.52, SS-S4.54,  
SS-S4.55 และ SS-S4.56 

11 อ.ครบุรี นม. 

 SP-S1, SP-S1.1, SP-S1.2, SP-S1.3, 
SP-S1.4, SP-S1.5, SP-S1.6, SP-
S1.6.1, SP-S1.7, SP-S1.8 แ ละ  SP-
S1.10 

11 อ. ศรีมหาโพธิ 
ปจ. 

ก้านใบ SSNM002, SSNM05, SSNM13, 
SSNM13-3, SSNM40 และ SSNM46  

6 อ.เสิง 
สาง นม. 
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บริเวณที่แยกได้ ไอโซเลต จ านวน (ไอโซเลต) สถานที่เก็บ 
 SP-L2, SP-L2.1, SP-L2.2, SP-L2.3 , 

SP-L2.4, SP-L2.5, SP-L2.6, SP-L2.7, 
SP-L2.9, SP-L2.10, SP-L2.10.1, SP-
L2.11, SP-L2.12, SP-L2.29 และ SP-
L2.31 

15 อ. ศรีมหาโพธิ 
ปจ. 

หมายเหตุ: สถานท่ีเก็บ: นม.= จังหวัดนครราชสีมา; ปจ.= จังหวัดปราจีนบุรี 
 
4.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่า 
 4.3.1 ลักษณะและสีของโคโลนี 
 น าเช้ือราท่ีแยกได้จากต้นมันส าปะหลังจากข้อ 4.2 จ านวน 191 ไอโซเลต มาเล้ียงบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) หลังจากเช้ือราเจริญเต็มจานอาหาร น ามาท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
พบว่าสามารถจัดกลุ่มจากลักษณะของเส้นใยได้ 4 กลุ่มดังนี้ 

1) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีด า เส้นใยขนาดเล็ก ฟู บริเวณปลายเส้นใยมีการรวมกลุ่มของเส้นใยเป็น
กระจุกสีขาว จ านวน 32 ไอโซเลต ได้แก่ไอโซเลต  L11HSR2, L22HRW, L4STR1, L5KBSH1, SSBR1401-1, 
L9STR2, L19KBSH2, L27SRBT, SSBR1402-1, SSBR1402-2, SSBR1402-3, SSBR1402-4, SSBR1402-5, 
SSBR1403-1, SSBR1403-3, SSBR1403-4, SSBR1403-7, HT701-1, HT703-1, HT703-2, HT703-3, 
HT901-1, HT901-3, HT902-2, HT902-4, HT903-1, HT904-2, SSBR301-1, SSBR301-2, SSBR301-3, 
SSBR302-1 และ SSBR302-2 ดังแสดงในภาพ 4.3 (A)  

2) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีเทาปนเขียวมะกอก เส้นใยขนาดเล็ก ฟู จ านวน 62 ไอโซเลต ได้แก่ไอโซ
เลต L20FHTB1, L6HRD, L2SHSR1, L12SHRD, L17STRB, SP101-2, SP101-3, SP102-1, SP201-1, 
SP202-1, SP202-2, SP-R1.11, SP-R1.13, SP-R1.14, SP-R1.15, SP-R1.17, SP-R1.18, SP-R1.19, SP-
R1.21, SP-R1.22, SP-R1.23, SP-R1.25, SP-R1.26, SP-R1.27, SP-R1.28, SP-R1.29, SP-R1.30, SP-
R1.31, SP-R1.32, SP-R1.33, SP-R1.34, SP-R1.35, SP-R1.37, SP-R1.38, SP-R1.39, SP-R1.40, SP-R1.41, 
SP-R1.42, SP-R1.43, SP-R1.44, SP-R1.46, SP-R1.48, SP-R1.49, SP-R1.50, SP301-1, SP301-3, SP801-
1, SP101-3, SP801-3, SP301-2, SP801-6, SP-S1, SP-S1.1, SP-S1.2, SP-S1.3, SP-S1.4, SP-S1.5, SP-
S1.6, SP-S1.6.1, SP-S1.7, SP-S1.8 และ SP-S1.10 ดังแสดงในภาพ 4.3(B)  

3) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีด า เส้นใยขนาดเล็ก จ านวน 51 ไอโซเลต ได้แก่ไอโซเลต SP-L2, SP-
L2.1, SP-L2.2, SP-L2.3, SP-L2.4, SP-L2.5, SP-L2.6, SP-L2.7, SP-L2.9, SP-L2.10, SP-L2.10.1, SP-
L2.11, SP-L2.12, SP-L2.29, SP-L2.31, SS-R3, SS-R3.1, SS-R3.2.1, SS-R3.3, SS-R3.4, SS-R3.6, SS-
R3.7, SS-R3.8, SS-R3.8.1, SS-R3.10, SS-R3.11, SS-R3.14, SS-R3.15, SS-R3.16, SS-R3.18, SS-R3.24, 
SS-R3.27, HT401-1, HT401-2, HT401-4, HT402-2, HT503-1, HT503-2, HT603-1, HT605-1, 
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SSBR701-2, SSBR701-4, SSBR801-1, SSBR801-2, SSBR801-5, SSBR802-2, SP401-1, SP402-2 , 
SP501-1, SP502-1 และ SP601-1 ดังแสดงในภาพ 4.3(C)  

4) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีด าปนเทา เส้นใยมีขนาดเล็ก ฟู จ านวน 46 ไอโซเลต ได้แก่ไอโซเลต SS-
R4, SS-R4.1, SS-R4.5, SS-R4.13, SS-R4.15, SS-R4.19, SS-R4.21, SS-R4.22, SS-R4.23, SS-R4.24, SS-
R4.26, SS-R4.27, SS-S3.32, SS-S3.32.1, SS-S3.33, SS-S3.38, SS-S3.39, SS-S3.40, SS-S3.42, SS-
S3.44, SS-S3.49, SS-S3.50, SS-S3.52, SS-S3.53, SS-S3.54, SS-S3.55, SS-S3.56, SS-S 3.58, SS-S3.59, 
SS-S4.30, SS-S4.32, SS-S4.35, SS-S4.42, SS-S4.47, SS-S4.48, SS-S4.50, SS-S4.52, SS-S4.54, SS-
S4.55, SS-S4.56, SSNM002, SSNM05, SSNM13, SSNM13-3, SSNM40 และ SSNM46 ดังแสดงในภาพ 
4.3(D)  

 
ภาพที่ 4.3 แสดงลักษณะโคโลนีของเช้ือราท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA ท้ัง 4 กลุ่ม (A) โคโลนีบนอาหารเล้ียง

เช้ือมีสีด า เส้นใยขนาดเล็ก ฟู บริเวณปลายเส้นใยมีการรวมกลุ่มของเส้นใยเป็นกระจุกสีขาว (B) 
โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีเทาปนเขียวมะกอก เส้นใยขนาดเล็ก ฟู (C) โคโลนีบนอาหารเล้ียง
เช้ือมีสีด า เส้นใยขนาดเล็ก (D) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีด าปนเทา เส้นใยมีขนาดเล็ก และฟู 

 ซึ่งเช้ือรา Lasiodiplodia spp. มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา คือ สีโคโลนีของเช้ือราท่ีเล้ียงบนอาหาร 
PDA จะปรากฏสีเทาด า หรือด าเขียวมะกอก สปอร์มีลักษณะเป็นรูปไข่ถึงยาวรีจนถึงค่อนข้างกลม ปลายด้าน
หนึ่งกลมมน อีกด้านสอบลงคล้ายกรวย ในระยะแก่ (mature conidia) จะสร้างเม็ดสีเมลานินบนผิวเซลล์ด้าน
ในเรียงตัวเห็นเป็นริ้วในแนวยาว และมีผนังกั้น (septum) ช้ัน ตรงกลางท าให้แบ่งเป็น 2 เซลล์ มีรูปร่างคล้าย
ไข่ ดังแสดงในภาพท่ี 4.4 
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ภาพที่ 4.4 แสดงลักษณะสปอร์ หรือ conidia ของเช้ือราท่ีแยกได้จากต้นและรากของมันส าปะหลังท่ี
แสดงอาการเน่า (A-B) conidia ของ Lasiodiplodia spp.  

 
 4.3.2 การเจริญเติบโตของโคโลนี 
 จากการวัดอัตราการเจริญของโคโลนีบนอาหาร PDA ผลการทดลองพบว่าเช้ือแต่ละไอโซเลตมีการ
เจริญเติบโตเร็ว และสามารถเจริญเต็มจานอาหาร PDA ภายในวัน 1-3 หลังจากเล้ียงเช้ือ จากผลการทดลอง
พบว่าไอโซเลตท่ีเจริญเติบโตเร็วสุดได้แก่ ไอโซเลต L12SHRD และ ไอโซเลต SP-R1.44 สามารถเจริญบนจาน
อาหาร PDA หลังวางเช้ือ 1 วัน มีขนาดเฉล่ีย 83.00×83.00 มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลตท่ีเจริญช้าสุด ได้แก่ ไอโซ
เลต SP-R1.38 ไอโซเลต และ ไอโซเลต SS-S4.54 สามารถเจริญบนจานอาหารหลังวางเช้ือ 1 วัน ขนาดเฉล่ีย 
43.00x43.00 มิลลิเมตร โดยวางเช้ือราแต่ละไอโซเลตในอาหาร PDA ในวันท่ี 3 เช้ือสามารถเจริญเต็มจาน
อาหารเท่ากับไอโซเลตอื่น ๆ โดยขนาดของโคโลนีแสดงในตารางท่ี 4.2 
 
ตารางที่ 4.2 แสดงอัตราการเจริญของเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอายุ 1 2 และ 3 วัน 

ไอโซเลต 
อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 
HT701-1 74.00×74.00 86.00×86.00 90.00×90.00 
HT703-1 73.00×73.40 86.00×86.00 90.00×90.00 
HT703-2 75.00×75.20 88.00×88.00 90.00×90.00 
HT703-3 74.80×74.80 83.80×83.80 90.00×90.00 
SSBR1401-1 71.40×71.40 88.00×88.30 90.00×90.00 
SSBR1402-1 79.00×79.00 88.50×88.00 90.00×90.00 
SSBR1402-2 61.40×61.40 73.20×73.20 90.00×90.00 
SSBR1402-3 62.20×62.10 81.00×81.00 90.00×90.00 
SSBR1402-4 66.70×66.60 84.60×84.60 90.00×90.00 
SSBR1402-5 54.00×54.20 74.00×74.20 90.00×90.00 
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ไอโซเลต 
อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 
SSBR1403-1 55.30×55.10 76.00×76.00 90.00×90.00 
SSBR1403-3 58.80×58.50 82.00×82.20 90.00×90.00 
SSBR1403-4 52.00×52.00 75.00×75.20 90.00×90.00 
SSBR1403-7 52.00×52.00 81.00×81.00 90.00×90.00 
SP101-2 81.00×81.00 88.40×88.40 90.00×90.00 
SP101-3 73.00×73.50 88.00×88.60 90.00×90.00 
SP102-1 69.00×69.00 84.20×84.00 90.00×90.00 
SP201-1 65.00×65.00 83.60×83.60 90.00×90.00 
SP202-1 52.70×52.70 79.00×79.00 90.00×90.00 
SP202-2 67.40×67.40 82.00×82.00 90.00×90.00 
L20FHTB1 62.20×62.50 87.00×87.30 90.00×90.00 
L6HRD 71.00×71.50 88.00×88.00 90.00×90.00 
L11HSR2 63.00×63.50 79.50×79.50 90.00×90.00 
L22HRW 73.00×73.20 87.00×87.20 90.00×90.00 
SS-R3 53.00×53.50 80.00×80.00 90.00×90.00 
SS-R3.1 64.00×64.40 78.00×78.00 90.00×90.00 
SS-R3.2.1 52.00×52.00 68.40×68.30 90.00×90.00 
SS-R3.3 62.00×62.00 71.40×71.40 90.00×90.00 
SS-R3.4 64.40×64.40 73.20×73.20 90.00×90.00 
SS-R3.6 70.00×70.00 83.00×83.00 90.00×90.00 
SS-R3.7 75.00×75.00 88.00×88.10 90.00×90.00 
SS-R3.8 72.30×73.00 79.00×79.20 90.00×90.00 
SS-R3.8.1 65.70×65.70 79.80×80.00 90.00×90.00 
SS-R3.10 64.80×64.80 83.80×83.80 90.00×90.00 
SS-R3.11 52.80×52.80 82.00×82.00 90.00×90.00 
SS-R3.14 77.40×77.40 880×88.20 90.00×90.00 
SS-R3.15 72.00×72.20 87.30×87.30 90.00×90.00 
SS-R3.16 77.00×77.50 87.40×87.40 90.00×90.00 
SS-R3.18 74.60×74.60 88.30×88.30 90.00×90.00 
SS-R3.24 74.50×74.50 86.30×86.40 90.00×90.00 
SS-R3.27 61.40×61.40 85.00×85.00 90.00×90.00 
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ไอโซเลต 
อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 
SS-R4 54.00×54.00 76.00×76.00 90.00×90.00 
SS-R4.1 63.00×63.40 82.00×82.20 90.00×90.00 
SS-R4.5 75.20×75.20 88.00×88.00 90.00×90.00 
SS-R4.13 74.60×74.60 85.80×85.80 90.00×90.00 
SS-R4.15 52.40×52.40 74.20×74.20 90.00×90.00 
SS-R4.19 59.00×59.00 80.00×80.00 90.00×90.00 
SS-R4.21 57.00×57.00 80.00×80.00 90.00×90.00 
SS-R4.22 63.40×63.00 76.00×76.00 90.00×90.00 
SS-R4.23 68.00×68.10 85.00×85.00 90.00×90.00 
SS-R4.24 63.60×63.60 83.00×83.00 90.00×90.00 
SS-R4.26 67.40×67.40 85.80×85.80 90.00×90.00 
SS-R4.27 68.80×68.80 87.00×87.00 90.00×90.00 
SP-R1.11 71.20×71.20 83.00×83.00 90.00×90.00 
SP-R1.13 77.00×77.00 86.00×86.00 90.00×90.00 
SP-R1.14 56.20×56.20 84.80×84.80 90.00×90.00 
SP-R1.15 74.00×74.00 86.00×86.00 90.00×90.00 
SP-R1.17 59.00×59.00 83.20×83.20 90.00×90.00 
SP-R1.18 64.00×64.00 86.70×86.70 90.00×90.00 
SP-R1.19 62.40×62.40 76.20×76.20 90.00×90.00 
SP-R1.21 71.20×71.20 84.00×84.00 90.00×90.00 
SP-R1.22 69.00×69.00 81.40×81.40 90.00×90.00 
SP-R1.23 51.40×51.40 83.20×83.20 90.00×90.00 
SP-R1.25 58.00×58.00 69.00×69.00 90.00×90.00 
SP-R1.26 65.30×65.30 79.00×79.00 90.00×90.00 
SP-R1.27 64.00×64.00 76.00×76.20 90.00×90.00 
SP-R1.28 72.00×72.00 88.10×88.10 90.00×90.00 
SP-R1.29 55.00×55.00 75.70×75.70 90.00×90.00 
HT401-1 71.00×71.00 86.00×86.10 90.00×90.00 
HT401-2 65.00×60.80 82.00×82.00 90.00×90.00 
HT401-4 63.40×63.40 83.80×83.80 90.00×90.00 
HT402-2 57.00×57.00 79.00×79.30 90.00×90.00 



22 

 

ไอโซเลต 
อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 
HT503-1 60.00×60.00 84.00×84.00 90.00×90.00 
HT503-2 58.00×58.00 75.00×75.00 90.00×90.00 
HT603-1 76.00×76.00 80.20×80.20 90.00×90.00 
HT605-1 63.60×63.60 80.00×80.00 90.00×90.00 
SSBR701-2 65.80×65.80 82.80×82.80 90.00×90.00 
SSBR701-4 63.40×63.40 82.00×82.00 90.00×90.00 
SSBR801-1 68.00×68.20 78.30×78.30 90.00×90.00 
SSBR801-2 73.00×73.00 85.00×85.00 90.00×90.00 
SSBR801-5 54.80×54.80 84.40×84.40 90.00×90.00 
SSBR802-2 73.00×73.00 86.00×86.20 90.00×90.00 
SP401-1 69.40×69.40 82.20×82.00 90.00×90.00 
SP402-2 75.00×75.00 87.60×87.60 90.00×90.00 
SP501-1 63.00×63.00 73.60×73.60 90.00×90.00 
SP502-1 65.70×65.70 86.60×86.60 90.00×90.00 
SP601-1 66.00×66.00 84.60×84.60 90.00×90.00 
L2SHSR1 54.00×54.00 77.00×77.00 90.00×90.00 
L4STR1 52.00×52.00 68.00×68.00 90.00×90.00 
L5KBSH1 58.00×58.00 74.00×74.00 90.00×90.00 
L12SHRD 83.00×83.00 88.50×88.50 90.00×90.00 
SP-R1.30 74.00×74.00 88.00×88.00 90.00×90.00 
SP-R1.31 71.20×71.20 84.00×84.00 90.00×90.00 
SP-R1.32 56.00×56.00 75.00×75.00 90.00×90.00 
SP-R1.33 67.00×67.00 85.00×85.00 90.00×90.00 
SP-R1.34 61.00×61.00 74.00×74.00 90.00×90.00 
SP-R1.35 62.00×62.00 85.40×85.40 90.00×90.00 
SP-R1.37 53.00×53.00 72.80×72.80 90.00×90.00 
SP-R1.38 43.00×43.00 75.00×75.00 90.00×90.00 
SP-R1.39 68.00×68.00 86.00×86.00 90.00×90.00 
SP-R1.40 56.20×56.20 84.80×84.80 90.00×90.00 
SP-R1.41 55.00×55.00 75.80×75.80 90.00×90.00 
SP-R1.42 75.00×75.00 82.20×82.20 90.00×90.00 
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ไอโซเลต 
อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 
SP-R1.43 43.40×43.40 78.80×78.80 90.00×90.00 
SP-R1.44 83.00×83.00 87.00×87.00 90.00×90.00 
SP-R1.46 74.00×74.00 89.00×89.00 90.00×90.00 
SP-R1.48 64.00×64.00 78.00×78.00 90.00×90.00 
SP-R1.49 59.80×59.80 81.00×81.00 90.00×90.00 
SP-R1.50 56.00×56.00 79.00×79.00 90.00×90.00 
HT901-1 73.00×73.20 78.00×78.30 90.00×90.00 
HT901-3 77.00×77.00 88.00×88.00 90.00×90.00 
HT902-2 51.00×51.00 76.00×76.00 90.00×90.00 
HT902-4 55.30×55.30 73.00×73.00 90.00×90.00 
HT903-1 64.00×64.00 77.00×77.20 90.00×90.00 
HT904-2 52.00×52.00 68.10×68.10 90.00×90.00 
SSBR301-1 48.00×48.00 74.10×74.00 90.00×90.00 
SSBR301-2 43.00×43.00 72.80×72.80 90.00×90.00 
SSBR301-3 55.00×55.00 75.80×75.80 90.00×90.00 
SSBR302-1 67.40×67.40 85.80×85.80 90.00×90.00 
SSBR302-2 66.00×66.00 84.60×84.60 90.00×90.00 
SP301-1 71.20×71.20 87.00×87.00 90.00×90.00 
SP301-3 65.80×65.80 85.00×85.00 90.00×90.00 
SP801-1 64.00×64.00 83.70×83.70 90.00×90.00 
SP101-3 51.80×51.80 78.00×78.00 90.00×90.00 
SP801-3 70.00×70.00 83.00×83.00 90.00×90.00 
SP301-2 71.00×71.00 88.00×88.10 90.00×90.00 
SP801-6 65.40×65.40 86.00×86.00 90.00×90.00 
L9STR2 55.00×55.00 75.80×75.80 90.00×90.00 
L19KBSH2 74.00×74.00 84.80×84.80 90.00×90.00 
L27SRBT 70.00×69.80 85.00×85.00 90.00×90.00 
L17STRB 71.20×71.20 84.00×84.00 90.00×90.00 
SS-S3.32 58.00×58.00 74.00×74.00 90.00×90.00 
SS-S3.32.1 79.00×79.00 88.00×88.00 90.00×90.00 
SS-S3.33 61.00×61.00 80.00×80.00 90.00×90.00 
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ไอโซเลต 
อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 
SS-S3.38 62.00×62.00 85.40×85.40 90.00×90.00 
SS-S3.39 56.00×56.00 72.80×72.80 90.00×90.00 
SS-S3.40 75.00×75.00 84.20×84.20 90.00×90.00 
SS-S3.42 67.00×67.00 88.00×88.00 90.00×90.00 
SS-S3.44 53.00×53.00 74.00×74.00 90.00×90.00 
SS-S3.49 65.80×65.80 80.00×80.30 90.00×90.00 
SS-S3.50 48.40×48.40 68.70×68.70 90.00×90.00 
SS-S3.52 84.00×84.00 89.00×89.00 90.00×90.00 
SS-S3.53 74.00×74.00 88.50×88.50 90.00×90.00 
SS-S3.54 69.10×69.00 84.30×84.00 90.00×90.00 
SS-S3.55 69.00×69.00 83.20×83.20 90.00×90.00 
SS-S3.56 75.80×75.80 84.00×84.00 90.00×90.00 
SS-S3.58 69.00×69.00 83.00×83.00 90.00×90.00 
SS-S3.59 64.00×64.00 77.00×77.00 90.00×90.00 
SS-S4.30 65.80×65.80 80.00×80.00 90.00×90.00 
SS-S4.32 70.00×70.00 84.00×84.00 90.00×90.00 
SS-S4.35 65.00×65.00 86.00×86.00 90.00×90.00 
SS-S4.42 71.00×71.00 81.00×81.10 90.00×90.00 
SS-S4.47 54.40×54.40 71.00×71.00 90.00×90.00 
SS-S4.48 75.00×75.50 86.70×86.70 90.00×90.00 
SS-S4.50 65.00×65.00 75.00×75.00 90.00×90.00 
SS-S4.52 59.00×59.00 84.60×84.60 90.00×90.00 
SS-S4.54 43.00×43.00 72.00×72.00 90.00×90.00 
SS-S4.55 69.80×69.80 81.00×81.00 90.00×90.00 
SS-S4.56 66.00×66.00 79.80×79.80 90.00×90.00 
SP-S1, 73.00×73.00 89.00×89.30 90.00×90.00 
SP-S1.1 65.80×65.80 81.00×81.00 90.00×90.00 
SP-S1.2 43.40×43.40 67.60×67.60 90.00×90.00 
SP-S1.3 75.80×75.80 89.00×89.00 90.00×90.00 
SP-S1.4 69.00×69.00 80.00×80.00 90.00×90.00 
SP-S1.5 72.40×72.40 84.80×84.80 90.00×90.00 
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ไอโซเลต 
อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 
SP-S1.6 60.70×60.70 74.00×74.30 90.00×90.00 
SP-S1.6.1 52.80×52.80 70.20×70.20 90.00×90.00 
SP-S1.7 57.00×57.00 75.00×75.00 90.00×90.00 
SP-S1.8 76.00×76.00 88.00×88.00 90.00×90.00 
SP-S1.10 59.80×59.80 84.80×84.80 90.00×90.00 
SSNM002 64.00×64.00 77.00×77.00 90.00×90.00 
SSNM05 60.80×60.80 81.00×81.00 90.00×90.00 
SSNM13 76.00×76.00 88.00×88.00 90.00×90.00 
SSNM13-3 63.00×63.00 83.00×83.00 90.00×90.00 
SSNM40 57.00×57.00 81.00×81.30 90.00×90.00 
SSNM46 60.00×60.00 82.00×82.00 90.00×90.00 
SP-L2 65.00×65.00 85.20×85.20 90.00×90.00 
SP-L2.1 73.00×73.20 78.00×78.30 90.00×90.00 
SP-L2.2 57.00×57.00 76.00×76.00 90.00×90.00 
SP-L2.3 58.00×58.00 76.30×73.30 90.00×90.00 
SP-L2.4 75.00×75.00 85.40×85.40 90.00×90.00 
SP-L2.5 64.00×64.00 79.00×79.20 90.00×90.00 
SP-L2.6 62.00×62.00 78.10×78.10 90.00×90.00 
SP-L2.7 50.00×50.00 74.10×74.00 90.00×90.00 
SP-L2.9 45.00×45.00 72.00×72.00 90.00×90.00 
SP-L2.10 65.00×65.00 75.40×75.40 90.00×90.00 
SP-L2.10.1 67.00×67.00 85.00×85.00 90.00×90.00 
SP-L2.11 66.00×66.00 84.50×84.50 90.00×90.00 
SP-L2.12 52.00×52.00 74.20×74.20 90.00×90.00 
SP-L2.29 71.00×71.00 88.00×88.00 90.00×90.00 
SP-L2.31 67.20×67.20 81.00×81.00 90.00×90.00 

หมายเหตุ: วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยท าการทดลอง 3 ซ้ า/ไอโซเลต 
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4.4 ทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคและความรุนแรงของเชื้อสาเหตุโรค (pathogenicity and 
virulently test) ในสภาพห้องปฏิบัติการ 
 จากการแยกเช้ือราในมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการโคนเน่าและหัวเน่า 191 ไอโซเลต พบว่า 96 ไอโซเลต 
สามารถก่อโรคในท่อนพันธุ์มันส าปะหลังได้ โดยแสดงอาการของโรคครั้งแรกในวันท่ี 2 หลังท าการปลูกเช้ือบน
ท่อนพันธุ์ โดยวัดขนาดแผลเฉล่ียตามยาวจากการผ่าตรงกลางแผลของท่อนพันธุ์ ในวันท่ี 15 ท่อนพันธุ์แสดง
อาการเนื้อเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาลรอบ ๆ บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อผ่าตามแนวยาว พบเนื้อเยื่อ
บริเวณแกนกลางล าต้น ถูกท าลายเปล่ียนเป็นสีด า เทา และน้ าตาล แตกต่างกันไปในแต่ละไอโซเลต ซึ่งจากการ
ประเมินระดับความรุนแรงของโรคพบความรุนแรงท้ังหมด 5 ระดับ ได้แก่ 5 คือเกิดแผลมากกว่า 90 
เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.5 A), ความรุนแรงระดับ 4 คือเกิดแผล 90-80 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.5B), ความรุนแรง
ระดับ 3 คือเกิดแผล 80-70 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.5C), ความรุนแรงระดับ 2 คือเกิดแผล 70-50 เปอร์เซ็นต์ 
(ภาพท่ี 4.5D) และ ความรุนแรงน้อยท่ีสุดระดับ 1 คือเกิดแผลน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.5E) (ตารางท่ี 
4.3) 
 
ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบความสามารถในการก่อโรคและความรุนแรงของเช้ือท่ีแยกได้ ในห้องปฏิบัติการ
บนท่อนมันส าปะหลังพันธุ์ CMR 89 

ไอโซเลต 
ท่อนพนัธุ์ในกล่องชื้น 

เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค1/ ระดับความรุนแรง2/ 
SSBR301-2 100.00±0.00 5.00 
L17STRB 50.00±0.00 2.00 
SP101-3 91.67±14.43 5.00 
SP101-2 75.00±0.00 3.00 
SP-R1.26 58.33±14.43 2.00 
L20FHTB1 58.33±28.87 2.00 
SP-R1.30 41.67±14.43 1.00 
SP202-2 83.33±14.43 4.00 
SSNM05 100.00±0.00 5.00 
SS-R4.27 83.33±14.43 4.00 
SP-R1.13 75.00±0.00 3.00 
SSBR801-2 91.67±14.43 5.00 
SS-S3.32 91.67±14.43 5.00 
SP-R1.25 58.33±14.43 2.00 
HT603-1 66.67±28.87 2.00 
SS-R3.1 91.67±14.43 5.00 
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ไอโซเลต 
ท่อนพนัธุ์ในกล่องชื้น 

เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค1/ ระดับความรุนแรง2/ 
L11HSR2 75.00±0.00 3.00 
L27SRBT 91.67±14.43 5.00 
SP-L2 91.67±14.43 5.00 
L12SHRD 50.00±0.00 2.00 
L19KBSH2 66.67±28.87 2.00 
SS-R3 83.33±14.43 4.00 
L9STR2 83.33±14.43 4.00 
L6HRD 50.00±0.00 2.00 
L4STR1 83.33±28.87 4.00 
L5KBSH1 83.33±28.87 4.00 
SSBR1403-4 100.00±0.00 5.00 
HT901-1 100.00±0.00 5.00 
SS-R4.24 66.67±14.43 2.00 
SP-R1.50 91.67±14.43 5.00 
SSNM13 75.00±0.00 3.00 
HT401-4 58.33±14.43 2.00 
SSBR1403-1 100.00±0.00 5.00 
HT904-2 58.33±14.43 2.00 
HT401-2 100.00±0.00 5.00 
HT701-1 100.00±0.00 5.00 
HT605-1 50.00±0.00 2.00 
SS-R4.25 91.67±14.43 5.00 
SSBR1403-7 83.33±14.43 4.00 
SP-S1.6.1 91.67±14.43 5.00 
SP801-6 50.00±0.00 2.00 
SSBR1403-3 91.67±14.43 5.00 
SP-R1.18 83.33±14.43 4.00 
HT401-1 100.00±0.00 5.00 
SS-R3.27 83.33±14.43 4.00 
SP-S1.5 75.00±0.00 3.00 
SS-R3.11 91.67±14.43 5.00 
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ไอโซเลต 
ท่อนพนัธุ์ในกล่องชื้น 

เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค1/ ระดับความรุนแรง2/ 
SP-R1.29 83.33±14.43 4.00 
HT703-2 75.00±0.00 3.00 
SS-R4.1 100.00±0.00 5.00 
SSBR701-4 100.00±0.00 5.00 
SP202-1 91.67±14.43 5.00 
SS-S3.52 91.67±14.43 5.00 
SP-S1.3 91.67±14.43 5.00 
SSBR301-3 100.00±0.00 5.00 
HT703-3 100.00±0.00 5.00 
SSBR1402-5 100.00±0.00 5.00 
SS-S4.56 100.00±0.00 5.00 
SP-S1.8 91.67±14.43 5.00 
SP-S1.2 100.00±0.00 5.00 
SS-R3.15 91.67±14.43 5.00 
SSNM40 91.67±14.43 5.00 
L2SHSR1 75.00±0.00 3.00 
SS-S3.33 91.67±14.43 5.00 
SS-R3.16 75.00±0.00 3.00 
SP-S1 91.67±14.43 5.00 
SS-R3.14 100.00±0.00 5.00 
SS-S3.39 100.00±0.00 5.00 
SP201-1 83.33±28.87 4.00 
SSBR1402-1 83.33±28.87 4.00 
SP-S1.6 91.67±14.43 5.00 
SS-S4.48 66.67±14.43 2.00 
SP-R1.48 91.67±14.43 5.00 
SP-R1.50 91.67±14.43 5.00 
SSBR1401-1 75.00±0.00 3.00 
SS-S3.38 66.67±28.87 2.00 
SP-L2.1 83.33±28.87 4.00 
SS-S3.50 75.00±0.00 3.00 
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ไอโซเลต 
ท่อนพนัธุ์ในกล่องชื้น 

เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค1/ ระดับความรุนแรง2/ 
SP-L2.31 83.33±28.87 4.00 
SP-L2.6 83.33±14.43 4.00 
SS-S3.32.1 100.00±0.00 5.00 
SP601-1 100.00±0.00 4.00 
SP-L2.3 75.00±0.00 3.00 
SSNM46 100.00±0.00 5.00 
SP801-1 83.33±28.87 4.00 
SS-S3.53 83.33±28.87 4.00 
SSBR302-2 91.67±14.43 5.00 
SSNM002 91.67±14.43 5.00 
SP301-3 83.33±28.87 4.00 
SSBR801-5 83.33±14.43 4.00 
SS-S3.40 83.33±14.43 4.00 
SS-R3.1 66.67±14.43 2.00 
L22HRW 91.67±14.43 5.00 
SS-R3.3 66.67±28.87 2.00 
SP-R1.28 91.67±14.43 5.00 
SS-R3.18 100.00±0.00 5.00 
F-test **  
%CV 17.09  

1/ ** คือ ความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ P < 0.0  
2/การประเมินความรุนแรงของโรค (disease scores) โดยให้คะแนน 5 คือเกิดแผลมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์, ความรุนแรงระดับ 4 คือเกิดแผล 90-
80 เปอร์เซ็นต์, ความรุนแรงระดับ 3 คือเกิดแผล 80-70 เปอร์เซ็นต์, ความรุนแรงระดับ 2 คือเกิดแผล 70-50 เปอร์เซ็นต์ และ ความรุนแรงน้อย
ที่สุดระดับ 1 คือเกิดแผลน้อยกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ CRD โดยท าการทดลอง 3 ซ้ า/ไอโซเลต 
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ภาพที่ 4.5  ลักษณะของท่อนพันธุ์มันส าปะหลังหลังปลูกเช้ือเป็นเวลา 15 วันในสภาพห้องปฏิบัติการ แสดง
อาการเนื้อเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาลรอบ ๆ บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อผ่าตามแนว
ยาว พบเนื้อเยื่อบริเวณแกนกลางล าต้น ถูกท าลายเปล่ียนเป็นสีด า เทา และน้ าตาล แตกต่างกัน
ไปในแต่ละไอโซเลต (A) ไอโซเลต HT401-1 ความรุนแรงระดับ 5 (B) ไอโซเลต SP202-2 ความ
รุนแรงระดับ 4 และ (C) ไอโซเลต SS-R3.1 ความรุนแรงระดับ 3 (D) ไอโซเลต SS-S3.38 ความ
รุนแรงระดับ 2 (E) ไอโซเลต SP-R1.30 ความรุนแรงระดับ 1  

 
 
4.5 การระบุชนิดเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังด้วยวิธีชีวโมเลกุล 
 4.5.1 การสร้างห้องสมุดส าหรับการท า sequencing ของเชื้อราที่ท าให้เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่าใน
มันส าปะหลัง 

น า genomic DNA ของเช้ือราสายพันธุ์ Lasiodiplodia theobromae จ านวน 96 ไอโซเลต มาต่อ
กับ DNA barcode เรียบร้อยแล้วจึงน าไปเพิ่มปริมาณของช้ินส่วน DNA ด้วยวิธี PCR และท าการตรวจวัด
คุณภาพด้วยเครื่อง Bio analyzer การต่อ DNA barcode ท าให้สามารถระบุตัวอย่างแต่ละตัวในห้องสมุด ซึ่ง
ตัวอย่างแต่ละตัวต่อกับ DNA barcode ดังตารางท่ี 4.4 
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ตางรางที่ 4.4 ช่ือตัวอย่างและ DNA barcode ท่ีใช้ในการท าห้องสมุด 

name organism barcode name organism barcode 

SSBR301-2 Lasiodiplodia 100 HT703-2 Lasiodiplodia 15 

L17 Lasiodiplodia 46 SS-R4.1 Lasiodiplodia 34 

SP101-3 Lasiodiplodia 82 SSBR701-4 Lasiodiplodia 103 

SP101-2 Lasiodiplodia 63 SS-S-3.52_2 Lasiodiplodia 56 

SP-R1.26 Lasiodiplodia 80 SP-502-1 Lasiodiplodia 70 

L20 Lasiodiplodia 47 SP-S-1.3 Lasiodiplodia 88 

SP-R9 Lasiodiplodia 85 SSBR301-3 Lasiodiplodia 101 

SP202-2 Lasiodiplodia 65 HT703-3 Lasiodiplodia 16 

SSNM15 Lasiodiplodia 124 SS-S-1.4 Lasiodiplodia 38 

SS-R4.27 Lasiodiplodia 37 SSBR-1402-5 Lasiodiplodia 96 

SP-R301-1 Lasiodiplodia 84 SP-S-1.18 Lasiodiplodia 86 

SSBR801-2 Lasiodiplodia 104 SP-S-1.2 Lasiodiplodia 87 

SS-S-3.49_1 Lasiodiplodia 116 SS-R3.15 Lasiodiplodia 28 

SP-R1.25 Lasiodiplodia 79 SSNM-40 Lasiodiplodia 127 

HT603-1 Lasiodiplodia 4 L15 Lasiodiplodia 45 

SS-R3.11 Lasiodiplodia 25 SS-S-3.3.3 Lasiodiplodia 115 

L11 Lasiodiplodia 43 SS-R3.16 Lasiodiplodia 29 

L27 Lasiodiplodia 58 SP-S-1 Lasiodiplodia 92 

SP-L2 Lasiodiplodia 77 SS-R3.14 Lasiodiplodia 117 

L12 Lasiodiplodia 44 SS-S-3.39_1 Lasiodiplodia 52 

L24 Lasiodiplodia 57 SP201-1 Lasiodiplodia 64 

SS-R3 Lasiodiplodia 33 SSBR-1402-1 Lasiodiplodia 95 

L9 Lasiodiplodia 62 SP-S-1.6.1 Lasiodiplodia 90 

L6 Lasiodiplodia 61 SS-S-1.7 Lasiodiplodia 39 

L4 Lasiodiplodia 59 SSBR802-3 Lasiodiplodia 122 
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name organism barcode name organism barcode 

L5 Lasiodiplodia 60 SP-801-3 Lasiodiplodia 73 

SSBR-1403-4 Lasiodiplodia 93 SS-S-3.38_1 Lasiodiplodia 51 

HT901-1 Lasiodiplodia 41 SSBR-1401-1 Lasiodiplodia 94 

SS-R4.24 Lasiodiplodia 35 SP-L-2.1 Lasiodiplodia 75 

SP-R1.50 Lasiodiplodia 83 SS-S-3.50_1 Lasiodiplodia 55 

SSNM13 Lasiodiplodia 123 SP-L-2.31 Lasiodiplodia 66 

HT-401-4 Lasiodiplodia 3 SP-L-2.6 Lasiodiplodia 67 

SSBR-1403-1 Lasiodiplodia 97 SS-S-3.32.1_2 Lasiodiplodia 49 

HT904-2 Lasiodiplodia 42 SP-601-1 Lasiodiplodia 71 

HT-401-2 Lasiodiplodia 2 SP-L-2.3 Lasiodiplodia 76 

HT701.1 Lasiodiplodia 14 SSNM46 Lasiodiplodia 125 

HT605-1 Lasiodiplodia 13 SP-801-1 Lasiodiplodia 72 

SS-R4.25 Lasiodiplodia 36 SS-S-3.32_2 Lasiodiplodia 50 

SSBR-1403-7 Lasiodiplodia 99 SSBR302-2 Lasiodiplodia 102 

SP-S-1.6_4 Lasiodiplodia 91 SSNM002 Lasiodiplodia 126 

SP-801-6 Lasiodiplodia 74 SP-301-3 Lasiodiplodia 68 

SSBR-1403-3 Lasiodiplodia 98 SSBR801-5 Lasiodiplodia 121 

SP-R1.18 Lasiodiplodia 78 SS-S-3.40_3 Lasiodiplodia 53 

HT-401-1 Lasiodiplodia 1 SS-R-3.1 Lasiodiplodia 128 

SS-R3.27 Lasiodiplodia 114 L22 Lasiodiplodia 48 

SP-S-1.5 Lasiodiplodia 89 SS-R3.34 Lasiodiplodia 32 

SS-R3.12 Lasiodiplodia 26 SP-R1.28 Lasiodiplodia 81 

SP-401-1 Lasiodiplodia 69 SS-R3.18 Lasiodiplodia 30 
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 4.5.2 การ mapping ล าดับเบสเข้ากับจีโนมอ้างอิงของเชื้อรา Lasiodiplodia theobromae ที่ท า
ให้เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง 
 ผลจากการท า sequencing ด้วยเครื่อง MGI sequencer จากตัวอย่างเช้ือราท่ีท าให้เกิดโรคโคนเน่าและ
หัวเน่าในมันส าปะหลัง (Lasiodiplodia theobromae) ท้ังส้ิน 96 ไอโซเลต พบว่าได้จ านวน read ท้ังส้ิน 
126,497,233 reads โดยมีจ านวน reads ต่อตัวอย่างต้ังแต่ 56,632 ถึง 3,963,473 reads ผลการ mapping 
read กับจีโนมอ้างอิงนั้นมีผลท่ีค่อนข้างหลากหลาย โดยตัวอย่างท่ีสามารถ map ได้ท่ี 72.25 – 86.39 % มี
ท้ังส้ิน 62 ไอโซเลต ตัวอย่างท่ีสามารถ map ได้ท่ี 39.74 – 64.04 % มีอยู่ 16 ตัวอย่าง ตัวอย่างท่ีสามารถ 
map ได้ท่ี 3.83 – 29.35 % มีอยู่ 18 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 4.5) 
 

ตารางที ่4.5  แสดงจ านวนช้ินของล าดับเบสท่ีอ่านได้ (Number of reads) และเปอร์เซ็นต์การ map ในเช้ือ
ราแต่ละตัวอย่าง  

name ID ReadNum mapped % name ID ReadNum mapped % 
SSBR301-2 LD_100 2320670 3.83 HT703-2 LD_15 2728542 82.61 
L17 LD_46 1732432 6.25 SS-R4.1 LD_34 3451650 82.61 
SP101-3 LD_82 2428992 6.33 SSBR701-4 LD_103 2181572 82.88 
SP101-2 LD_63 2238880 7.41 SP-502-1 LD_56 2405786 82.93 
SP-R1.26 LD_80 1896100 7.99 SS-S-3.52_2 LD_70 3262668 82.93 
L20 LD_47 3911096 8.21 SP-S-1.3 LD_88 2144526 82.97 
SP-R9 LD_85 2789334 8.62 SSBR301-3 LD_101 1594500 82.98 
SP202-2 LD_65 1857094 9.07 HT703-3 LD_16 4283930 83.23 
SSNM15 LD_124 3314954 9.8 SSBR-1402-5 LD_38 2728320 83.3 
SS-R4.27 LD_37 1542118 10.31 SS-S-1.4 LD_96 3904224 83.3 
SP-R301-1 LD_84 901660 13.28 SP-S-1.18 LD_86 2237664 83.38 
SSBR801-2 LD_104 3102718 14.26 SP-S-1.2 LD_87 2266904 83.4 
SS-S-3.49_1 LD_116 2927722 14.82 SS-R3.15 LD_28 4271682 83.46 
SP-R1.25 LD_79 4506904 15 SSNM-40 LD_127 1673140 83.55 
HT603-1 LD_4 1337044 18.05 L15 LD_45 3166228 83.64 
SS-R3.11 LD_25 2021712 20.46 SS-S-3.3.3 LD_115 5375466 83.73 
L11 LD_43 1790222 24.67 SS-R3.16 LD_29 3884516 83.74 
L27 LD_58 1775724 29.35 SP-S-1 LD_92 2161784 83.75 
SP-L2 LD_77 3324330 39.74 SS-R3.14 LD_117 4318020 83.79 
L12 LD_44 2030262 47.49 SS-S-3.39_1 LD_52 4857074 83.88 
L24 LD_57 4904976 48.6 SP201-1 LD_64 2888598 83.94 
SS-R3 LD_33 2798300 49.09 SSBR-1402-1 LD_95 2598030 83.95 
L9 LD_62 113264 51.26 SP-S-1.6.1 LD_90 1310232 84.04 
L6 LD_61 234826 51.3 SS-S-1.7 LD_39 4390768 84.16 
L4 LD_59 1976096 51.71 SSBR802-3 LD_122 1550386 84.19 
L5 LD_60 520154 52.45 SP-801-3 LD_73 3533640 84.2 
SSBR-1403-4 LD_93 2889138 52.61 SSBR-1401-1 LD_51 2733788 84.21 
HT901-1 LD_41 1879176 53.85 SS-S-3.38_1 LD_94 3896146 84.21 



34 

 

name ID ReadNum mapped % name ID ReadNum mapped % 
SS-R4.24 LD_35 2421988 55.66 SP-L-2.1 LD_75 4258182 84.25 
SP-R1.50 LD_83 3739646 58.66 SS-S-3.50_1 LD_55 4342268 84.27 
SSNM13 LD_123 2534912 59.57 SP-L-2.31 LD_66 1390590 84.28 
HT-401-4 LD_3 1842890 59.8 SP-L-2.6 LD_67 2607170 84.5 
SSBR-1403-1 LD_97 1604304 60.57 SS-S-3.32.1_2 LD_49 2958922 84.52 
HT904-2 LD_42 1553094 64.04 SP-601-1 LD_71 2721972 84.77 
HT-401-2 LD_2 1961390 72.25 SP-L-2.3 LD_76 3877824 84.83 
HT701.1 LD_14 2174982 74.22 SSNM46 LD_125 2115444 84.91 
HT605-1 LD_13 445934 77.36 SP-801-1 LD_72 4499086 84.94 
SS-R4.25 LD_36 174572 77.58 SS-S-3.32_2 LD_50 4385122 84.97 
SSBR-1403-7 LD_99 581010 78.59 SSBR302-2 LD_102 2756158 85.08 
SP-S-1.6_4 LD_91 718568 78.85 SSNM002 LD_126 2764040 85.1 
SP-801-6 LD_74 1813764 79.21 SP-301-3 LD_68 2367664 85.19 
SSBR-1403-3 LD_98 962402 79.4 SSBR801-5 LD_121 2759606 85.31 
SP-R1.18 LD_78 1152618 79.53 SS-S-3.40_3 LD_53 7926946 85.69 
HT-401-1 LD_1 4655982 80.1 SS-R-3.1 LD_128 3309012 86.07 
SS-R3.27 LD_114 1989072 81.57 L22 LD_48 3940098 86.08 
SP-S-1.5 LD_89 1830656 81.64 SS-R3.34 LD_32 3717660 86.16 
SS-R3.12 LD_26 1517784 82.31 SP-R1.28 LD_81 2315362 86.23 
SP-401-1 LD_69 1100920 82.56 SS-R3.18 LD_30 4339170 86.39 

 
 
 4.5.3 การศึกษาความแตกต่างทางพันธุกรรมโดยการสร้าง Phylogenetic tree จากลักษณะความ
แตกต่างกันของเคร่ืองหมายพันธุกรรมแบบ SNPs 

ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมของเช้ือราท่ีท าให้เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมัน
ส าปะหลัง (Lasiodiplodia theobromae) ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล SNPs โดยต้ังค่าการกรองให้ SNPs  แต่
ละต าแหน่งจะต้องมีจ านวน reads ท่ี map ในต าแหน่งนั้น ๆ ไม่ต่ ากว่า 20 reads และมีข้อมูล missing ไม่
เกิน 50% หลังจากกรองพบว่ามี SNPs ท่ีผ่านเกณฑ์ดังกล่าว 408 ต าแหน่ง จากนั้นจึงน า SNPs ท่ีได้ไปสร้าง
เป็น phylogenetic tree ด้วยวิธี Maximum likelihood โดยใช้ Tamura-Nei model แบบ GTR-G-I 
(Tamura and Nei 1993) และใช้ heuristic model แบบ Nearest-Neighbor-Interchange (NNI) และต้ัง
ค่า Gamma distribution (+G) = 5 และมี evolutionarily invariable (+I) และใช้ bootstrap 1000 ครั้ง 
ซึ่งจาก phylogenetic tree ท่ีได้จะสังเกตได้ว่ากลุ่มตัวอย่างท่ีมีเปอร์เซ็นต์ map ต่ าจะถูกแยกออกมาอย่าง
ชัดเจนจากกลุ่มตัวอย่างอื่น (ภาพท่ี 4.6) และตัวอย่างอื่นๆไม่สามารถแบ่งกลุ่มได้อย่างชัดเจนนัก  
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ภาพที่  4.6  Phylogenetic tree ของเช้ือราท่ีท าให้ เกิดโรคโคนเน่าและหัวเน่า ในมันส าปะหลัง 

(Lasiodiplodia theobromae) กลุ่มท่ีอยู่ในกรอบสีแดงคือกลุ่มท่ีเปอร์เซ็นต์ map ต่ ากว่า 70% 
และตัวอย่างท่ีอยู่ในกรอบสีส้มคือกลุ่มท่ีเปอร์เซ็นต์ map อยู่ท่ี 70% - 80% 

 
เนื่องจาก phylogenetic tree ท่ีสร้างจากตัวอย่างท้ัง 96 ไอโซเลต นั้นไม่สามารถแบ่งกลุ่มของ

ตัวอย่างได้อย่างชัดเจน  ทีมวิจัยจึงได้ท าการตัดกลุ่มตัวอย่างท่ีมีผล map ต่ ากว่า 70% ออกและสร้าง 
phylogenetic tree ขึ้นมาใหม่ด้วยอีกหลาย condition  พบว่าในทุก condition ท่ีท าตัวอย่างถูกแบ่ง
ออกเป็น 1 กลุ่มใหญ่และ 1 กลุ่มย่อยเสมอ โดยในกลุ่มย่อยนั้นจะประกอบด้วยตัวอย่าง LD98, LD78, LD127, 
LD99, LD101, LD94, LD26, LD38 และ LD68 เสมอ (ภาพท่ี 4.7)   
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ภาพที่ 4.7  Phylogenetic tree ท่ีสร้างโดยตัดตัวอย่างท่ีมีเปอรเซ็นต์ map น้อยกว่า 70% ออก และรวมไป
ถึงตัวอย่าง LD_13 และ LD_36 ท่ีมีจ านวน reads ต้ังต้นน้อยท าให้ SNPs หายไปเป็นจ านวนมาก 
Phylogenetic tree ท่ีน ามาแสดงนี้ใช้การกรอง SNPs ด้วย condition: Sample missing per 
SNPs site less than or equal to 30%, minimum depth 10, minor allele frequency at 
least 5%, number of alleles is 2. ได้ค่า log likelihood -9296.26 ตัวเลขท่ีกระจายอยู่ตรงจุดท่ี
กิ่งแตกแขนงคือค่า bootstrap ท่ีบอกความมั่นใจของการจับกลุ่มนั้นๆ  

 
  

 

 

C. 



 

บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย  

 
 งานวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นการเพื่อระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลังท่ีพบใน
พื้นท่ีปลูกส าคัญพบว่า 
 
 1. การเก็บตัวอย่างมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการโรคโคนเน่าและหัวเน่าจากแหล่งปลูกใน 4 อ าเภอ ของ 
2 จังหวัด สามารถรวบรวมตัวอย่างได้ท้ังหมด 150 ตัวอย่าง น ามาแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือรา 2 ชนิด คือ 
Water agar (WA) และ potato dextrose agar (PDA) จากนั้นน าเช้ือท่ีแยกได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา พบว่าเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าโคนเน่า Lasiodiplodia spp. ซึ่งสอดคล้องกับ Msikita และ
คณะ (1998) และ ประเทศไทยในปัจจุบัน โรคโคนเน่าและหัวเน่าและโคนเน่ามันส าปะหลังยังมีการศึกษาเพื่อ
ระบุชนิดเช้ือสาเหตุท่ีชัดเจนค่อนข้างน้อย ซึ่งในปี พ.ศ. 2553 รังษี เจริญสถาพร และ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว 
พบว่าโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง เกิดจากเช้ือรา Phytophthora spp., Rigidoporus  lignosus 
และ S. rolfsii และในปีพ.ศ. 2555 มีรายงานว่า โรคล าต้นเน่ามันส าปะหลังเกิดจากเช้ือรา L. theobromae 
(Buensanteai andAthinuwat, 2012) ซึ่งจากการรายงานต่าง ๆ เหล่านี้แสดงให้เห็นว่าโรคพืชท่ีเกิดบริเวณ
โคนต้นและรากพืชมีแนวโน้มพบการเข้าท าลายของ เช้ือราสาเหตุโรคคือ L. theobromae จากนั้น
ท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่า ผลการศึกษาพบว่าเช้ือราท่ี
แยกได้จากต้นมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่าโคนเน่า จ านวน 191 ไอโซเลต สามารถ
จัดกลุ่มจากลักษณะของเส้นใยได้ 4 กลุ่มดังนี้ 1) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีด า เส้นใยขนาดเล็ก ฟู บริเวณ
ปลายเส้นใยมีการรวมกลุ่มของเส้นใยเป็นกระจุกสีขาว จ านวน 32 ไอโซเลต 2) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสี
เทาปนเขียวมะกอก เส้นใยขนาดเล็ก ฟู จ านวน 62 ไอโซเลต 3) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีด า เส้นใยขนาด
เล็ก จ านวน 51 ไอโซเลต และ 4) โคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือมีสีด าปนเทา เส้นใยมีขนาดเล็ก ฟู จ านวน 46 ไอ
โซเลต นอกจากนี้สีโคโลนีของเช้ือราท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA จะปรากฏสีเทาด า หรือด าเขียวมะกอก สปอร์มี
ลักษณะเป็นรูปไข่ถึงยาวรีจนถึงค่อนข้างกลม ปลายด้านหนึ่งกลมมน อีกด้านสอบลงคล้ายกรวย ในระยะแก่  
(mature conidia) จะสร้างเม็ดสีเมลานินบนผิวเซลล์ด้าน ในเรียงตัวเห็นเป็นริ้วในแนวยาว และมีผนังกั้น 
(septum) ช้ัน ตรงกลางท าให้แบ่งเป็น 2 เซลล์ มีรูปร่างคล้ายไข่ และผลการทดลองพบว่าเช้ือแต่ละไอโซเลตมี
การเจริญเติบโตเร็ว และสามารถเจริญเต็มจานอาหาร PDA ภายในวัน 1-3 หลังจากเล้ียงเช้ือ ท่ีแตกต่างกัน ซึ่ง
ไอโซเลตท่ีเจริญเติบโตเร็วสุด ได้แก่  ไอโซเลต L12SHRD และ ไอโซเลต SP-R1.44  สามารถเจริญบนจาน
อาหาร PDA มีขนาดเฉล่ีย 83.00×83.00 มิลลิเมตร หลังวางเช้ือ 1 วัน ส่วนไอโซเลตท่ีเจริญช้าสุด ได้แก่ ไอโซ
เลต SP-R1.38 ไอโซเลต HT902-2 และ ไอโซเลต SS-S4.54 สามารถเจริญบนจานอาหาร ขนาดเฉล่ีย 
43.00x43.00 มิลลิเมตร หลังวางเช้ือ 1 วัน โดยเช้ือราแต่ละไอโซเลตจะเจริญเต็มจานอาหาร PDA ในวันท่ี 3 
 
 2. ทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคในสภาพห้องปฏิบัติการ พบว่าแต่ละไอโซเลตมีความ
รุนแรงแตกต่างกัน และเช้ือสามารถก่อโรคในท่อนพันธุ์มันส าปะหลังพันธุ์ CMR 89 โดยไอโซเลต SSBR301-2 
SSNM05 SSBR1403-4 HT901-1 SSBR1403-1 HT401-2 HT701-1 HT401-1 SS-R4.1 SSBR701-4 
SSBR301-3 HT703-3 SSBR1402-5 SS-S4.56 SP-S1.2 SS-R3.14 SS-S3.39 SS-S3.32.1 SP601-1 SSNM46 
และ SS-R3.18 รุนแรงท่ีสุด ลักษณะอาการหัวมันหลังจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 7 วัน สามารถก่อความรุนแรงของ
โรคได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ แสดงลักษณะอาการในท่อนพันธุ์ เนื้อเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนเป็นสี
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น้ าตาลรอบ ๆ บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อผ่าตามแนวยาว พบเนื้อเยื่อบริเวณแกนกลางล าต้น เปล่ียนเป็น  น้ าตาล 
เทา และเปล่ียนเป็นสีด า บริเวณท่ีปลูกเช้ือ และมีการแสดงอาการเนื้อเยื่อตาย บริเวณเนื้อไม้ เปล่ียนสีเป็นสี
น้ าตาลถึงด ายาวตามท่อล าเลียง Bonito et al. (2010) ท าการทดสอบความสามารถการเกิดโรคโคนเน่าและ
หัวเน่าโคนเน่ามันส าปะหลังในประเทศโตโก พบว่าเช้ือรา L. theobromae, ก่อให้เกิดโรครุนแรงท่ีสุด 
นอกจากนี้จากการศึกษาพบว่าเช้ือราบางไอโซเลตมีความรุนแรงในการเกิดโรคบนหัวและท่อนพันธุ์ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ แต่ไม่รุนแรงในระดับโรงเรือน (Alves et al. 2008) ท่ีผ่านมาเช้ือรา Lasiodiplodia spp. มี
ความส าคัญแต่พบน้อยกว่าโรคท่ีเกิดจากเช้ือราชนิดอื่น แต่ในปัจจุบันพบการระบาดของเช้ือราดังกล่าวเพิ่ม
มากขึ้นซึ่งอาจเกิดจากสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการก่อให้เกิดโรคของเช้ือราดังกล่าว (กลุ่มอนุรักษ์ดินและ
น้ า , 2545; Machado et al., 2014a; 2014b; Phillips et al., 2013; Trakunyingcharoen et al., 2014; 
2015a; 2015b) 
 

 3. การระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังด้วยวิธีชีวโมเลกุล ด้วยการ map 
ล าดับเบสเข้ากับจีโนมอ้างอิงของเช้ือราท่ีท าให้เกิดโรครากเน่าในมันส าปะหลัง L. theobromae จากการ
ตรวจสอบท้ังหมด 96 ตัวอย่าง มีจ านวนล าดับเบสท่ีอ่านได้ท้ังหมด (จ านวนreads) 26,497,233 reads และ 
การอ่านล าดับเบส (reads) ท่ีได้มาจากเครื่องอ่านล าดับเบส MGI ของท้ัง 96 ตัวอย่าง พบว่าแต่ละตัวอย่างมี 
reads ท่ีสามารถ map กับจีโนมอ้างอิงได้ 3.83 – 29.35 % อยู่ท้ังส้ิน 18 ตัวอย่าง มีตัวอย่างท่ีมี reads ท่ี
สามารถ map ได้ 39.74 – 64.04 % อยู่ 16 ตัวอย่าง และมีตัวอย่างท่ี reads สามารถ map ได้ต้ังแต่ 72.25 
– 86.39 % อยู่ท้ังหมด 62 ตัวอย่าง นอกจากนี้ จากตัวอย่างท่ี map ได้ต่ ากว่า 70 % ท้ังหมด 34 ตัวอย่าง 
จากข้อมูลดังกล่าวสามารถช่วยในการจัดกลุ่มความหลากหลายของเช้ือรา Lasiodiplodia theobromae 
ออกเป็น 1 กลุ่มใหญ่และ 1 กลุ่มย่อย  
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อรา  
1.1 Water Agar (WA)  

วุ้นผง (Agar)    18      กรัม  
น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง   1,000 มิลลิลิตร  

ผสมวุ้นผงกับน้ ากล่ัน หรือน้ ากรอง น าไปต้มจนรวมเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ภาชนะ เพื่อน าไปนึ่งฆ่า
เช้ือภายใต้ความดัน 15 ปอนด/์ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที  

1.2  Potato Dextrose Agar (PDA)  
มันฝรั่ง     200 กรัม  
น้ าตาล Dextrose หรือ Glucose  20   กรัม  
วุ้นผง (Agar)    18   กรัม  
น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง   1,000 มิลลิลิตร  

หั่นมันฝรั่งท่ีปอกเปลือกแล้วเป็นช้ินขนาดประมาณ 1 ลบ. ซม. ต้มกับน้ า 500 มิลลิลิตร จนนิ่ม กรอง
เอาเฉพาะน้ าสกัดผสม dextrose ท้ังหมดลงในน้ าสกัด น าไปผสมกับวุ้นผงท่ีต้มจนละลายแล้ว ด้วยน้ าส่วนท่ี
เหลือ คนให้เข้ากัน เติมน้ าให้ครบ 1 ลิตร แบ่งใส่ภาชนะเพื่อน าเข้านึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความดัน 15 ปอนด/์ต าราง
นิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที  

2.  สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาความแตกต่างทางชีวโมเลกุลของเชื้อรา 
2.1  1% Agarose gel (100 ml)  

Agarose gel    1.00 กรัม  
1x TBE Buffer    100 มิลลิลิตร  

2.2  1.5% Agarose gel (100 ml)  
Agarose gel    1.50 กรัม  
1x TBE Buffer    100 มิลลิลิตร  

2.3 TE Buffer (1000 ml)  
Tris-HCL    1.211 กรัม  
EDTA     9.306 กรัม  

ละลายในน้ า DI ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เพื่อน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ
ภายใต้ความดัน 15 ปอนด/์ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที  

2.4 10x TBE Buffer (1000 ml)  
Tris base    108 กรัม  
Boric acid    55 กรัม  
0.5 M EDTA    40 มิลลิลิตร  

เติมน้ า DI ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เพื่อน าไปนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้
ความดัน 15 ปอนด/์ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที  

2.5  1x TBE Buffer (1000 ml)  
10x TBE Buffer   100 มิลลิลิตร  
น้ า DI นึ่งฆ่าเช้ือ    900 มิลลิลิตร  
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2.6  Extraction Buffer (100 ml)  
CTAP     2   กรัม  
5 M NaCl (1.4 M)   28 มิลลิลิตร  
0.5 M EDTA (20 mM)   4   มิลลิลิตร  
1 M Tris-HCL (100 mM)  10 มิลลิลิตร  
2- Mercaptoethonal (2%)  2   มิลลิลิตร  
น้ า DI นึ่งฆ่าเช้ือ   54 มิลลิลิตร  

2.7  Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1)  
Chloroform    48 มิลลิลิตร  
Isoamyl alcohol   2 มิลลิลิตร  

2.8  70% ethanol  
2.9  Absolute ethanol  

Absolute ethanol แช่เย็นอย่างน้อย 30 นาที ก่อนน าไปใช้ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



  

 

ประวัติผู้เขียน 
 

     นางสาวณัฐธิญา เบือนสันเทียะ เกิดวันท่ี 7 กรกฎาคม พ.ศ. 2523  ส าเร็จการศึกษาระดับ 
มัธยมศึกษาตอนตน และมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนครบุรี อ. ครบุรี จ. นครราชสีมา เริ่มเขาศึกษา
ระดับ ปริญญาตรี สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  ในปการศึกษา 2542 
ขณะท่ีศึกษาในระดับปริญญาตรี ได้ศึกษาการตรวจสอบโปรตีน โดยศึกษาและตรวจหาการสะสม โพลีฟนอล 
ออกซิเดซในเนื้อเยื่อต่าง ๆ ของมะเขือเทศ และจากนั้นจึงมีความสนใจน าเทคนิคทาง เซรุมวิทยาและชีว
โมเลกุลมาใชในการตรวจสอบและวินิจฉัยโรคพืช ภายหลังส าเร็จการศึกษาในระดับปริญญาตรีในปการศึกษา 
2/2545 ได้เขาศึกษาตอในระดับมหาบัณฑิตศึกษา สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารีในปการศึกษา 3/2545 และส าเร็จการศึกษาระดับมหาบัณฑิตศึกษา ในปการศึกษา 2547 ภายหลัง
ส าเร็จการศึกษาในระดับมหาบัณฑิตศึกษา ได้เขาศึกษาตอในระดับดุษฎีบัณฑิต ในหลักสูตร ปร.ด. (โรคพืช), 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และส าเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2550 และเข้าท างานในปี พ.ศ. 2553 เป็น
อาจารย์ประจ าสาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุร
นารี จนถึงปัจจุบัน  
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