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งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาชนิด และพฒันาวิธีการระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคแอน

แทรคโนสในมนัส าปะหลงั ท าการศึกษาโดยเก็บตวัอยา่งมนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการโรคแอนแทรค
โนสจากแหล่งปลูกใน 10 อ าเภอ ของ 8 จงัหวดั น ามาแยกเช้ือบนอาหาร Water agar (WA) และ 
Half potato dextrose agar (HPDA) จากนั้นแยกเช้ือจากสปอร์เด่ียวน ามาศึกษาคุณสมบติัทางสัณฐาน
วทิยา โดยวิธีพื้นฐาน และศึกษาลกัษณะทางชีวโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดจ์าก
ช้ินส่วนดีเอนเอของเช้ือท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR ด้วย universal primers ITS3 และ 
ITS4 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากฐานขอ้มูล Genebank ผลการศึกษาพบว่าจากเช้ือท่ีแยกได้
ทั้งหมดจ านวน 38ไอโซเลต สามารถแบ่งไดต้ามลกัษณะของสีโคโลนีเป็น 5 กลุ่ม โดยเช้ือจ านวน 
34 ไอโซเลต อยูใ่นกลุ่มเจริญเติบโตเร็วและ 4 ไอโซเลต อยูใ่นกลุ่มเจริญเติบโตชา้ เช้ือส่วนใหญ่ (35 
ไอโซเลต) ไม่สร้าง setae ขณะท่ีมีเพียง 3 ไอโซเลต คือ SRTLF01 SLC032 และ KBSF02 ท่ีสร้าง
setae การตรวจดูลกัษณะโคนีเดียดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าเช้ือส่วนใหญ่สร้างโคนีเดียรูปร่างทรง 
กระบอกหวัทา้ยมน (cylindrical) ขณะท่ีมีเพียง 1 ไอโซเลต คือ SRTLF01 จากสุราษฏร์ธานี ท่ีสร้าง
โคนีเดียรูปเส้ียวพระจนัทร์ (falcate) การทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคพบวา่ เช้ือทั้ง 38 
ไอโซเลต สามารถก่อโรคไดท้ั้งกบัใบมนัส าปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศาสตร์ 50 และผลพริกพนัธ์ุซุปเปอร์
ฮอต แต่ความรุนแรงในการก่อใหเ้กิดโรคแตกต่างกนัไปในแต่ละไอโซเลต ผลของการเพิ่มปริมาณดี
เอนเอ โดยวิธี PCR พบวา่ เช้ือเกือบทุกไอโซเลตให้ช้ินส่วนของดีเอ็นเอ ขนาด 450 bp เท่ากบัขนาด
ท่ีได้จากเช้ือ Colletotrichum gloeosporioides (CG) จากพริกท่ีใช้เป็นเช้ืออ้างอิงจากมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ ยกเว้นไอโซเลต SLC032 SRTLF01 NKSTKBS02 NKSTKBS05 NKSTKLS02 
NKSTFBS01 และKBSF01 ท่ีได้ช้ินส่วนดีเอนเอขนาดประมาณ 490 bp เท่ากับช้ินส่วนท่ีเพิ่ม
ปริมาณไดจ้ากเช้ือ C. capsici (CC) จากพริกท่ีใชเ้ป็นเช้ืออา้งอิงจากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ เม่ือ
น าช้ิน ส่วนดีเอนเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าเช้ือส่วนใหญ่มีล าดับ      
นิวคลีโอไทด์คล้ายกันกับเช้ือ  C. gloeosporioides แต่มี  1 ไอโซเลตท่ีคล้ายกับเช้ือ  C. capsici 
(truncatum) และ 1 ไอโซเลต คล้ายกบัเช้ือ C. lindemuthianum การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอนเอด้วย
เทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) โดยใช ้primers 3 ชนิด พบวา่ เฉพาะ primer 
OPA13 เท่านั้ นท่ีให้ผลวิเคราะห์สอดคล้องกับการใช้วิธีอ่ืน ๆ ในการระบุชนิด เม่ือสรุปผลการ
วิเคราะห์จากทุกวิธีร่วมกัน พบว่า เช้ือท่ีแยกได้จากมันส าปะหลัง 38 ไอโซเลตเป็นเช้ือในกลุ่ม          
C. gloeosporioides ท่ีมีอตัราการเจริญเร็ว 34 ไอโซเลต ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มยอ่ยตามขนาด
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ของโคนีเดียไดเ้ป็นชนิดย่อย (sub species) manihotis จ  านวน 2 ไอโซเลต aeschynomene จ  านวน 4 
ไอโซเลต และ  boninense จ  านวน 4 ไอโซเลต ท่ีเหลือเป็นเช้ือ C. capsici (truncatum) จ  านวน 1           
ไอโซ เลต C. lindemuthianum จ านวน  1 ไอโซ เลต  และ 4 ไอโซ เลต มีลักษณะเห มือนกับ                       
C. gloeosporioides แต่มีอตัราการเจริญช้า ท่ียงัไม่สามารถระบุชนิดย่อยได้ การศึกษา absorbance 
profile ของเช้ือโดยวิธี FTIR microscopy เพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบชนิดพบว่าให้รูปแบบท่ีมีความ
เหมือนในระดบั 92-100% เม่ือใช้ตวัอย่างเดิมในการวิเคราะห์ แต่เม่ือใช้ตวัอย่างของเช้ือท่ีระบุว่า
เป็นเช้ือเดียวกนัท่ีผา่นการระบุชนิดโดยวิธีอ่ืนมาท าการวิเคราะห์ พบวา่ ให้รูปแบบท่ีมีความเหมือน
ในระดบั 64-76% เท่านั้น การศึกษาพบเช้ือ C. capsici (truncatum) และ C. lindemuthianum ในคร้ัง
น้ีนบัเป็นการรายงานคร้ังแรกของการพบในมนัส าปะหลงั ขณะท่ีการพบชนิดย่อย aeschynomene 
และ boninense นบัเป็นขอ้มูลเพิ่มเติมจากเช้ือ C. gloeosporioides ท่ีเคยมีรายงานมาก่อนแลว้ 
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Colltotrichum sp./ANTHRACNOSE/CASSAVA 

 

 The objectives of this study was to identify the cassava anthracnose causal 

fungi. The study was carried out by collecting cassava samples with anthracnose 

symptoms from various planting areas covering those in 10 districts of 8 provinces in 

Thailand. The causal fungi were subsequently isolated from the diseased materials 

using water agar (WA) and half potato dextrose agar (HPDA). After obtaining single-

spore isolates, the fungi were subjected to a standard morphological study protocol. 

Their molecular biological characters were studied by comparing their nucleotide 

sequences of the PCR amplified DNAs, using the universal ITS3 and ITS4 as primers, 

with those in the Genebank. From the 38 isolates obtained, they could be divided into 

5 groups according to the colony colors and 2 groups according to their growth rates 

of which 34 isolates were fast growing, while the other 4 were slow growing. Thirty 

five isolates out of 38 did not produce setae except SRTLF01, SLC032, and KBSF02 

that did. By microscopic examination, most isolates produced cylindrical conidia 

except SRTLF01 from Surathani that produced falcate conidia. From pathological test, 

all 38 isolates could cause anthracnose symptoms on inoculated Kasetsart 50 cassava 

leaves and Super Hot chili fruits but the disease severities were different depending on 

the isolates. With the PCR, DNAs of most isolates gave the amplified DNAs that were 

450 bps in size which was the same as that of reference chili Colletotrichum 

gloeosporioides (CG) obtained from Kasetsart University (KU), except the isolates 
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SLC032, SRTLF01, NKSTKBS02, NKSTKBS05, NKSTKLS02, NKSTFBS01 and 

KBSF01 that gave 490 bp DNAs comparable to that obtained from reference chili C. 

capsici (CC) from KU. After being analyzed, sequences of the amplified DNAs of 

most isolates had a very high similarity to that of CG, except one that was similar to 

that of CC and C. lindemuthianum (CL). By using 3 primers to amplify the DNAs 

from the 38 isolates and 2 reference isolates using the random amplified polymerase 

polymorphism (RAPD) technique, only the OPA13 primer was effective in 

differentiating the isolates and had an agreeable result with that identified by other 

techniques. When results from all techniques were combined and co-analyzed, it could 

be concluded that from the 38 isolates obtained, 32 were fast growing CG which could 

be subdivided, according to the conidial size, to 2 manihotis, 4 aeschynomene and 4 

boninense subspecies, 1 isolate was identified as CC and 1 isolate as CL. The 

remaining 4 isolates shared high similarity to CG but were slow growing. By studying 

the absorbance profiles of the fungal cultured mycelia from FTIR microscopy and 

used as identification character, 92-100% similarity was obtained when the same 

culture samples were repeatedly analyzed, but only 64-76% similarity was observed 

when the cultures of the same fungal species, identified by other methods, were used. 

The finding that CC and CL could infect cassava in this study can be claimed as the 

first report and the finding of aechynomene and boninense subspecies should add 

more information on subspecies of CG that can attack cassava in Thailand. 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญัของปัญหำ 

มันส ำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) มี ช่ือสำมัญเรียกช่ือตำมท้องถ่ิน ได้แก่ มัน
ส ำป ะห ลั ง , cassava, yuca, mandioa, manioc, tapioca (ยุ ก ติ  ส ำ ริ ก ะ ภู ติ , 2526; Stephen and 
O'Hair, 1998) มีถ่ินก ำเนิดแถบท่ีลุ่มเขตร้อน (Lowland tropics) หลักฐำนพบว่ำ ปลูกในประเทศ
โคลมัเบียและเวเนซูเอลำ มำนำนกว่ำ 3,000-7,000 ปี สันนิษฐำนว่ำแหล่งก ำเนิดมนัส ำปะหลงัมี 4 
แหล่งด้วยกนัคือ 1. แถบประเทศกวัเตมำลำและเม็กซิโก 2. ทำงทิศตะวนัตกเฉียงเหนือของทวีป
อเมริกำใต ้3. ทำงทิศตะวนัออกของประเทศโบลิเวียและทำงทิศตะวนัตกเฉียงเหนือ ของประเทศ
อำร์เจนตินำ 4. ทำงทิศตะวนัออกของประเทศบรำซิล (จกัรพงษ ์ชำตะรักษ์, 2554) โดยทวีปเอเซียมี
กำรปลูกคร้ังแรกท่ีประเทศฟิลิปปินส์ในคริสตศ์ตวรรษท่ี 17 ต่อมำมีกำรปลูกท่ีประเทศอินโดนีเซีย 
และเม่ือ พ.ศ. 2337 ไดมี้กำรน ำมนัส ำปะหลงัจำกทวีปแอฟริกำมำปลูกในประเทศอินเดีย เพื่อใชใ้น
กำรทดลอง (กญัญำรัตน์ วอ่งวทิยเ์ดชำ, 2552; Theberge, 1985) ส ำหรับประเทศไทย ไม่มีหลกัฐำนท่ี
แน่นอนว่ำ มีกำรน ำเขำ้มำปลูกเม่ือใด สันนิษฐำนว่ำน ำเขำ้มำในระยะเดียวกนักบักำรเขำ้สู่ประเทศ 
ศรีลังกำและฟิลิปปินส์ คือประมำณ พ.ศ. 2329-2383 ปัจจุบันประเทศไทย ผลิตมันส ำปะหลัง 
ส่งออกมำกเป็นอนัดบัท่ี 2 ของโลกรองจำกประเทศไนจีเรีย โดยในปี 2556 มีกำรส่งออกผลผลิตของ        
มันส ำปะหลังประมำณ 28.28 ล้ำนตันต่อปี  (Food and Agriculture Organization of the United 
Nations, 2013) ปัจจุบนัประเทศไทย มีเน้ือท่ีปลูกมนัส ำปะหลงั 7.98 ลำ้นไร่ และมีผลผลิตประมำณ 
28.75 ลำ้นตนั (ส ำนกังำนเศรษฐกิจเกษตร, 2557) โดยประเทศไทย ส่งผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัออก 
ในรูปของมนัอดัเม็ดส่งออกไปท่ีประเทศในกลุ่มประชำคมยุโรป (เนเธอร์แลนด์ สเปน เยอรมนั 
โปรตุเกส) จีน เกำหลีใตแ้ละญ่ีปุ่น ส ำหรับแป้งมนัส ำปะหลงัจะส่งออกไปท่ีประเทศญ่ีปุ่น รองลงมำ
คือฮ่องกง สหรัฐอเมริกำ มำเลเซีย สิงคโปร์ และไตห้วนั ตำมล ำดบั ส่วนกำรใช้มนัส ำปะหลงัใน
ประเทศใชท้  ำมนัเส้นและมนัอดัเม็ดร้อยละ 45-50 ใชแ้ปรรูปเป็นแป้งร้อยละ 50-55 (จกัรพงษ ์ชำตะ
รักษ,์ 2554) โดยในปี 2556 ปริมำณกำรส่งออก 7.88 ลำ้นตนั มูลค่ำ 84,290 ลำ้นบำท เม่ือเทียบกบัปี 
2555 ท่ีส่งออกได ้7.78 ลำ้นตนั มูลค่ำ 83,542 ลำ้นบำท พบวำ่ ปริมำณและมูลค่ำกำรส่งออกเพิ่มข้ึน
ร้อยละ 1.31 และร้อยละ 0.90 ตำมล ำดบั (ส ำนกังำนเศรษฐกิจเกษตร, 2557)  และในปี 2557 คำดว่ำ
กำรส่งออกจะเพิ่มข้ึนจำกปีท่ีผำ่นมำ เน่ืองจำกควำมตอ้งกำรของตลำดทั้งในรูปของมนัเส้น และแป้ง

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&ei=jFShU7mxLcaUuATj5IF4&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw&bvm=bv.69137298,d.c2E
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&ei=jFShU7mxLcaUuATj5IF4&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw&bvm=bv.69137298,d.c2E


2 

มนัส ำปะหลงั ขยำยตวัเพิ่มข้ึนอยำ่งต่อเน่ือง โดยเฉพำะประเทศจีน ซ่ึงเป็นประเทศผูน้ ำเขำ้หลกั ซ่ึง
ยงัคงมีควำมตอ้งกำรผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัของไทย เพิ่มข้ึนอย่ำงต่อเน่ือง (ส ำนักงำนเศรษฐกิจ
เกษตร, 2557) ซ่ึงผูผ้ลิตรำยใหญ่ 5 อนัดบัแรก คือ ไนจีเรีย ไทย อินโดนีเซีย บรำซิล และคองโก 
ปัจจุบนัในประเทศไทย เร่ิมประสบปัญหำเร่ืองแมลงศตัรูและโรคมนัส ำปะหลงั ไดแ้ก่ เพล้ียแป้ง ไร
แดง เป็นตน้ นอกจำกน้ีโรคมนัส ำปะหลงัท่ีส ำคญัในประเทศไทย ได้แก่ โรคหัวเน่ำ (Root rot or 
Tuber rot disease) มันส ำปะหลัง โรคใบจุดสีน ้ ำตำล (Brown leaf spot) โรคใบไหม้ (Cassava 
bacterial blight, CBB) และโรคแอนแทรคโนส (Cassava anthracnose disease, CAD) (รังษี เจริญ
สถำพร และอมรรัชฏ์ คิดใจเดียว , 2553; Banito et al., 2010) ส่งผลให้ผลผลิตลดลงมำกถึง 80 
เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ี (Frison and Feliu, 1991; ศูนยว์ิศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค์, 2551; กรมวิชำกำร
เกษตร, 2553) 

  โรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัมีรำยงำนในต่ำงประเทศวำ่เกิดจำกเช้ือรำ Colletotrichum 
gloeosporioides f. sp. manihotis แ ล ะ  C. graminicola (Frison and Feliu, 1991; Theberge, 1985; 
Fokunang et al., 2001; Wokocha et al., 2010) ประเทศไทย ในอดีตมีรำยงำนว่ำ เกิดจำกเช้ือรำ 
Colletotrichum spp. (ฐิติมำ วีระศิลป์, 2542; ศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค์, 2554) ต่อมำมีรำยงำนว่ำ 
เกิดจำกเช้ือรำ Colletotrichum gloeosporioides f. sp. manihotis (รังษี เจริญสถำพร และ อมรรัชฏ ์
คิดใจเดียว, 2553; ศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค,์ 2553)   แต่เน่ืองจำกเช้ือรำ Colletotrichum spp. สำเหต
โรคแอนแทรคโนส มีพืชอำศยักวำ้งพบในพืชอำศยัหลำยชนิด เช่น มะม่วง มะละกอ พริก ขนุน 
ชมพู่ ฝร่ัง เงำะ พืชตระกูลถัว่ อะโวกำโด สตรอเบอร์ร่ี องุ่น กลว้ย มะเขือเทศ ขำ้วโพด  ทุเรียนและ        
มันส ำปะหลัง (หทัยชนก คงแก้ว, 2546; สุธำสินี ชัยชนะ, 2550; Cook, 1975; Smith and Black, 
1990)  อีกทั้งในปัจจุบนัพบกำรระบำดของโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัอยำ่งรุนแรงโดยเฉพำะ
มนัส ำปะหลงัพนัธ์ุอ่อนแอ เช่น พนัธ์ุเกษตรศำสตร์ 50 โดยจะมีลกัษณะอำกำรท่ีหลำกหลำยข้ึนอยู่
กบัพนัธ์ุมนัส ำปะหลงั โดยอำกำรท่ีพบส่วนใหญ่ ในกำรศึกษำคร้ังน้ี จึงไดมี้กำรใช้เทคนิคดั้งเดิม
ร่วมกบัเทคนิคทำงชีวโมเลกุลในกำรศึกษำเช้ือสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั ทั้งยงัไม่มี
กำรจดัจ ำแนกสปีชีส์ของเช้ือรำ Colletotrichum spp. สำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัใน
ประเทศไทย อยำ่งชดัเจน จึงมีควำมจ ำเป็นอยำ่งยิง่ท่ีจะตอ้งท ำกำรศึกษำ โดยตรวจสอบลกัษณะทำง
สัณฐำนวิทยำ ลกัษณะทำงชีวโมเลกุล  และพฒันำวิธีกำรระบุชนิดเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนส 
มนัส ำปะหลงั เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลในกำรป้องกนัก ำจดัโรคดงักล่ำวอยำ่งถูกตอ้งและมีประสิทธิภำพใน
อนำคต 

 

1.2 วตัถุประสงค์กำรวจิัย 
1. เพื่อศึกษำชนิดของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั 
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 2.   เพื่อพฒันำวธีิกำรระบุชนิดเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั 
 

1.3  สมมติฐำนกำรวจิัย 
 1.   เช้ือสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัน่ำจะเป็นเช้ือรำ Colletotrichum spp. หลำย
ชนิด 
 2.  วิธีกำรระบุชนิดเช้ือสำเหตุโรคพืชท่ีน ำมำใช้ในกำรทดลองน้ี น่ำจะสำมำรถใช้ยืนยนั
ชนิดของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัได ้
 

1.4  ขอบเขตกำรวจิัย 
กำรวิจยัคร้ังน้ีมุ่งเน้นศึกษำถึงชนิดของเช้ือสำเหตุ ลกัษณะอำกำรของโรคแอนแทรคโน

สมนัส ำปะหลงัในบำงพื้นท่ีปลูก โดยใช้วิธีมำตรฐำนของกำรศึกษำเช้ือรำ ส ำหรับวิธีกำรระบุชนิด
เช้ือสำเหตุจะมุ่งเน้นเฉพำะวิธีทำงด้ำนสัณฐำนวิทยำ ชีวโมเลกุล และเทคนิค Fourier transform 
infrared (FTIR) microspectroscopy  
 

1.5  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1.  ทรำบชนิดของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส ำปะหลงัในบำงพื้นท่ีปลูกของ
ประเทศไทย 

2.  สำมำรถพฒันำวิธีกำรท่ีอำจใช้เพื่อกำรยืนยนัชนิดของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนส  
มนัส ำปะหลงั 

3.  สำมำรถน ำควำมรู้ท่ีไดม้ำใช้เป็นขอ้มูลพื้นฐำนท่ีจะใช้ในกำรจดักำรโรคแอนแทรคโนส 
มนัส ำปะหลงัในพื้นท่ีปลูกของประเทศไทย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ความส าคญัและปัญหาของการปลูกมนัส าปะหลงั 

มันส ำปะหลัง (Manihotes culenta Crantz) มี ถ่ินก ำเนิดในประเทศเขตร้อน (Lowland 
tropics) ปลูกในประเทศโคลมัเบีย และเวเนซูเอลำ มำนำนกวำ่ 3,000-7,000 ปี ปัจจุบนัมนัส ำปะหลงั
ถือเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีควำมส ำคญัเป็นอนัดบั 5 ของโลกรองจำกขำ้วสำลี ขำ้วโพด ขำ้ว และมนัฝร่ัง
(เจริญศกัด์ิ โรจนฤทธ์ิพิเชษฐ,์ 2550) ซ่ึงผลผลิตมนัส ำปะหลงัส่วนใหญ่กวำ่ร้อยละ 80 ใชบ้ริโภคเป็น
อำหำรและร้อยละ 20 ใช้ในอุตสำหกรรมอำหำรและอำหำรสัตว ์ในด้ำนกำรคำ้จะอยู่ในรูปของ
ผลิตภณัฑแ์ปรรูปขั้นพื้นฐำน ไดแ้ก่ แป้งมนัส ำปะหลงั มนัเส้น หรือมนัอดัเมด็ (สุดใจ สูนำสวน และ
คณะ, 2554) ในประเทศไทยมนัส ำปะหลงัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีควำมส ำคญัอนัดบัท่ี 3 ของประเทศ
รองจำกขำ้วและยำงพำรำ (ไพบูลย ์ฟูวฒันศิลป์, 2551)  โดยในภำคตะวนัออกเฉียงเหนือมีพื้นท่ีปลูก
มนัส ำปะหลงัมำกท่ีสุด รองลงมำคือ ภำคกลำง และภำคเหนือ แหล่งผลิตมนัส ำปะหลงัท่ีส ำคญั 5 
อนัดบัแรก ได้แก่ จงัหวดันครรำชสีมำ ก ำแพงเพชร สระแก้ว ชัยภูมิ และกำญจนบุรี (สุดใจ สูนำ
สวน และคณะ, 2554) ปัจจุบนัประเทศไทยผลิตมนัส ำปะหลงัส่งออกมำกเป็นอนัดบัท่ี 2 ของโลก
รองจำกประเทศไนจีเรีย (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2013) และเน้ือ
ท่ีปลูกมนัส ำปะหลงั 7.98 ลำ้นไร่ และมีผลผลิตประมำณ 28.75 ลำ้นตนั (ส ำนกังำนเศรษฐกิจเกษตร, 
2557) โดยประเทศไทยส่งผลิตภณัฑม์นัส ำปะหลงัออก ในรูปของมนัอดัเมด็ส่งออกไปท่ีประเทศใน
กลุ่มประชำคมยุโรป (เนเธอร์แลนด์ สเปน เยอรมนั โปรตุเกส) จีน เกำหลีใตแ้ละญ่ีปุ่น ส ำหรับแป้ง
มนัส ำปะหลงัจะส่งออกไปท่ีประเทศญ่ีปุ่น รองลงมำคือฮ่องกง สหรัฐอเมริกำ มำเลเซีย สิงคโปร์ 
และไตห้วนั ตำมล ำดบั ส่วนกำรใชม้นัส ำปะหลงัในประเทศใชท้  ำมนัเส้นและมนัอดัเมด็ร้อยละ 45-
50 ใชแ้ปรรูปเป็นแป้งร้อยละ 50-55 (จกัรพงษ ์ชำตะรักษ์, 2554) โดยในปี 2556 ปริมำณกำรส่งออก 
7.88 ลำ้นตนั มูลค่ำ 84,290 ล้ำนบำท เม่ือเทียบกบัปี 2555 ท่ีส่งออกได ้7.78 ลำ้นตนั มูลค่ำ 83,542 
ล้ำนบำท  พบว่ำปริมำณและมูลค่ำกำรส่งออกเพิ่มข้ึนร้อยละ 1.31 และร้อยละ 0.90 ตำมล ำดับ 
(ส ำนักงำนเศรษฐกิจเกษตร, 2557) และในปี  2557 คำดว่ำกำรส่งออกจะเพิ่มข้ึนจำกปีท่ีผ่ำนมำ 
เน่ืองจำกควำมตอ้งกำรของตลำดทั้งในรูปของมนัเส้น และแป้งมนัส ำปะหลงั ขยำยตวัเพิ่มข้ึนอย่ำง
ต่อเน่ือง โดยเฉพำะประเทศจีน ซ่ึงเป็นประเทศผูน้ ำเขำ้หลกั ซ่ึงยงัคงมีควำมตอ้งกำรผลิตภณัฑ์มนั
ส ำปะหลังของไทยเพิ่มข้ึนอย่ำงต่อเน่ือง (ส ำนักงำนเศรษฐกิจเกษตร, 2557) โดยชนิดของมัน
ส ำปะหลงัท่ีนิยมปลูกเชิงเกษตรกรรมมีสองชนิด คือ 1.) ชนิดขม มีปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิคสูง

 

 

 

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B9%82%E0%B8%9E%E0%B8%94
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A7
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%9D%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%87
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%9D%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%87
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBsQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&ei=jFShU7mxLcaUuATj5IF4&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw&bvm=bv.69137298,d.c2E
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ต้องน ำไปแปรรูปก่อนน ำไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ พนัธ์ุมันส ำปะหลังของกรมวิชำกำรเกษตร มี
ทั้ งหมด9พันธ์ุ คือระยอง 1 ระยอง 3 ระยอง 60 ระยอง 90 ระยอง 5 ระยอง 72 ระยอง 7 ระยอง 
9 และระยอง 11 นอกจำกน้ีพัน ธ์ุมันส ำปะหลังของมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์  มี  3 พัน ธ์ุ
คือ เกษตรศำสตร์ 50   ห้วยบง 60  และห้วยบง 80 (ศูนยส่์งเสริมพฒันำกำรผลิตมนัส ำปะหลงัแห่ง
ประเทศไทย, 2553) ปัจจุบนัไดมี้กำรพฒันำพนัธ์ุมนัส ำปะหลงัสำยพนัธ์ุใหม่ข้ึนมำหลำยสำยพนัธ์ุ 
เช่น พนัธ์ุเกล็ดมงักรจมัโบ ้และไจแอนท ์พฒันำพนัธ์ุโดยศูนยว์จิยัพืชไร่ระยอง รับรองพนัธ์ุโดยกรม
วชิำกำรเกษตร (ศูนยส่์งเสริมพฒันำกำรผลิตมนัส ำปะหลงัแห่งประเทศไทย, 2553) และพนัธ์ุพิรุณ 1 
พฒันำโดยกรมวิชำกำรเกษตรและมหำวิทยำลัยมหิดล เป็นต้น (หนังสือพิมพ์มติชนเทคโนโลยี
เกษตร, 2557) 2.) ชนิดหวำนเป็นมนัท่ีใช้ส ำหรับบริโภคโดยตรง มีปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิคต ่ำ 
ไม่มีรสขมและสำมำรถใช้ท ำอำหำรไดโ้ดยตรงไดแ้ก่ พนัธ์ุระยอง 2 และพนัธ์ุห้ำนำที เป็นตน้กำร
ปลูกมนัส ำปะหลงันิยมปลูกเป็นแนวตรงเพื่อสะดวกในกำรบ ำรุงรักษำและก ำจดัวชัพืช โดยใชร้ะยะ
ระหว่ำงแถว 1.20 เมตร ระยะระหว่ำงต้น 80 เซนติเมตร และปักท่อนพันธ์ุให้ตั้ งตรงลึกในดิน
ประมำณ 10 เซนติเมตร ใช้ท่อนพนัธ์ุมนัท่ีสดอำยุ 10-12 เดือน ตดัทิ้งไวไ้ม่เกิน 15 วนัโดยแต่ละ
ท่อนมีควำมยำวประมำณ 20 เซนติเมตร (ฐิติมำ วรีะศิลป์, 2542; ยกุติ สำริกะภูติ, 2526) 

ในปัจจุบนักำรปลูกมนัส ำปะหลงัเร่ิมประสบปัญหำเร่ืองแมลงศตัรูและโรคมนัส ำปะหลงั 
โดยโรคมนัส ำปะหลงัท่ีส ำคญัในประเทศไทยไดแ้ก่ โรคใบจุดสีน ้ ำตำล (Brown leaf spot) โรคใบ
ไหม ้(Cassava bacterial blight, CBB) โรครำกหรือหัวเน่ำ (Root and Tuber Rot Diseases) และโรค
แอนแทรคโนส (Cassava anthracnose disease, CAD) (รังษี เจริญสถำพร และอมรรัชฏ์ คิดใจเดียว, 
2010) โดยโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัต่ำงประเทศมีรำยงำนว่ำเกิดจำเช้ือ C. gloeosporioides  
f. sp. manihotis และ C. graminicola (Frison and Feliu, 1991) ประเทศไทยในอดีตมีรำยงำนว่ำเกิด
จำกเช้ือรำ Colletotrichum spp. ต่อมำมีรำยงำนว่ำเป็นเช้ือ C. gloeosporioides (รังษี เจริญสถำพร 
และ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว, 2010) แต่เน่ืองจำกเช้ือรำ Colletotrichum spp. สำเหตุโรคแอนแทรคโนส
สำมำรถพบในพืชอำศยัหลำยชนิดเช่น มะม่วง มะละกอ พริก ขนุน ชมพู่ ฝร่ัง เงำะ พืชตระกูลถัว่   
อะโวกำโด สตรอเบอร์ร่ี องุ่น กล้วย มะเขือเทศ ข้ำวโพด  ทุเรียน และมนัส ำปะหลงั (หทยัชนก      
คงแกว้, 2546; สุธำสินี ชยัชนะ, 2550; Cook, 1975; Smith and Black, 1990)  อีกทั้งในปัจจุบนัมีกำร
ระบำดของโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัอย่ำงรุนแรงในมนัส ำปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศำสตร์ 50 
ระยอง 90 และระยอง 72 และพบกำรระบำดมำกในเดือนกรกฎำคม-กนัยำยน ซ่ึงมีปริมำณน ้ำฝนมำก 
(กรมวิชำกำรเกษตร, 2553) ลกัษณะอำกำรท่ีพบโดยทัว่ไปจะแสดงอำกำรบนล ำตน้แก่ เป็นแผลท่ีมี
ขอบเขตแน่นอน สีน ้ ำตำลหรือสีด ำ อำกำรบนล ำตน้อ่อน แผลมีขอบเขตไม่แน่นอน สีน ้ ำตำลอ่อน 
อำกำรบนก้ำนใบ เป็นรอยไหมท่ี้โคนก้ำนใบติดกบัล ำตน้ และกำ้นใบส่วนท่ีติดกบัตวัใบหักลู่ลง 
และหลุดร่วงทั้งตน้ อำกำรบนใบ มีอำกำรไหมท่ี้ขอบใบและปลำยใบ ขยำยตวัเขำ้สู่กลำงใบ ใบไหม้
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หมดและหลุดร่วง (Fokunang et al., 2001; Van der Bruggen and Maraite, 1987) สร้ำงควำมเสียหำย
มำกกวำ่ 80 เปอร์เซ็นต์ของผลผลิตทั้งหมด (ศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค,์ 2552; กรมวิชำกำรเกษตร, 
2553; Frison and Feliu, 1991) ซ่ึงในประเทศไทยยงัไม่มีกำรจดัจ ำแนกสปีชีส์อย่ำงชัดเจนในมนั
ส ำปะหลงั จึงมีควำมจ ำเป็นอย่ำงยิ่งท่ีจะศึกษำเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั เพื่อ
ตรวจสอบลกัษณะทำงสัณฐำนวทิยำ ลกัษณะทำงชีวโมเลกุล  และพฒันำวิธีกำรระบุชนิดของเช้ือรำ
สำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั เพื่อหำแนวทำงในกำรป้องกนัก ำจดัโรคดงักล่ำวไดอ้ย่ำง
ถูกตอ้งและมีประสิทธิภำพมำกยิง่ข้ึน 
 

2.2 ประวตัิการปลูกมนัส าปะหลงั 
มนัส ำปะหลงัเป็นพืชหัวชนิดหน่ึงมีช่ือสำมญัเรียกทัว่ไปวำ่ Cassava หรือ Tapioca ประเทศ

แถบทวปีอเมริกำใตใ้ชภ้ำษำสเปนเรียกวำ่ Yuca ภำษำโปรตุเกสในประเทศบรำซิลเรียกวำ่ Mandioca  
แถบประเทศในทวีปแอฟริกำท่ีพูดภำษำฝร่ังเศส เรียกว่ำ Manioc (ส ำนักงำนพัฒนำกำรวิจัย
กำรเกษตร, ม.ม.ป.) ในประเทศไทยมีช่ือเรียกแตกต่ำงกนัไปตำมแต่ละทอ้งถ่ิน เดิมเรียกว่ำ มนัไม ้
มนัส ำโรง มนัตน้เต้ีย มนัเทศ ปัจจุบนันิยมเรียก มนัส ำปะหลงั มนัส ำปะหลงัมีช่ือวิทยำศำสตร์ว่ำ 
Manihot esculenta Crantz มีถ่ินก ำเนิดแถบท่ีลุ่มเขตร้อน (Lowland tropics) หลกัฐำนพบวำ่ปลูกใน
ประเทศโคลมัเบียและเวเนซูเอลำ มำนำนกวำ่ 3,000-7,000 ปี (จกัรพงษ ์ชำตะรักษ์, 2554; ส ำนกังำน
พฒันำกำรวิจยักำรเกษตร, ม.ม.ป.)  มนัส ำปะหลงัมีกำรแพร่กระจำยในสมยัท่ีมีกำรล่ำอำณำนิคมใน
คริสตศ์ตวรรษท่ี 15 โดยพวกนกัคำ้ทำสไดน้ ำมนัส ำปะหลงัจำกบรำซิลไปปลูกในทวีปอฟัริกำ ต่อมำ 
พ.ศ. 2282 มี ชำวโปรตุเกสน ำมนัส ำปะหลงัไปปลูกท่ีเกำะรียเูนียน (Reunion) และแพร่กระจำยไปยงั
มำดำกสักำ (ศูนยว์ิจยัมนัส ำปะหลงัและผลิตภณัฑ์, ม.ม.ป.) ต่อมำไดข้ยำยไปสู่แหล่งต่ำงๆของโลก 
โดยชำวโปรตุเกส และสเปน น ำมนัส ำปะหลงัจำกเมก็ซิโก มำยงัฟิลิปปินส์ ประมำณ ค.ศ.17 และใน
เวลำต่อมำมีกำรปลูกท่ีอินโดนีเซีย ประมำณ ค.ศ.18 (ยุกติ สำริกะภูติ, 2526) นอกจำกน้ี มีหลกัฐำน
ว่ำ เม่ือ พ.ศ. 2377 ได้มีกำรน ำมันส ำปะหลังจำกแอฟริกำมำปลูกท่ีอินเดียเพื่อใช้ในกำรทดลอง 
(ศูนยว์ิจยัมนัส ำปะหลงัและผลิตภณัฑ์, ม.ม.ป.) ส ำหรับประเทศไทยนั้นไม่มีหลกัฐำนท่ีแน่ชดัว่ำ      
มีกำรน ำมนัส ำปะหลงัเขำ้มำปลูกเม่ือใด สันนิษฐำนวำ่น ำเขำ้มำในระยะเดียวกนักบักำรเขำ้สู่ประเทศ
ศรีลงักำและฟิลิปปินส์คือประมำณ พ.ศ. 2329-2383 (ยุกติ สำริกะภูติ, 2526; ส ำนกังำนพฒันำกำร
วจิยักำรเกษตร, ม.ม.ป.) ซ่ึงมีกำรปลูกมนัส ำปะหลงัเป็นกำรคำ้เพื่อใชท้  ำแป้งและสำคูในภำคใต ้โดย
ปลูกระหวำ่งแถวของตน้ยำงพำรำกนัมำกวำ่ 70 ปีแลว้ โดยเฉพำะท่ีจงัหวดัสงขลำมีอุตสำหกรรมท ำ
แป้งและสำคูจ ำหน่ำยไปยงัปีนงัและสิงคโปร์ แต่กำรปลูกมนัส ำปะหลงัทำงภำคใตค้่อยๆ ลดลงเม่ือมี
กำรขยำยกำรปลูกยำงพำรำ ต่อมำไดมี้กำรปลูกมนัส ำปะหลงัในภำคตะวนัออก คือ จงัหวดัชลบุรี 
ระยอง และจงัหวดัใกลเ้คียง และเม่ือควำมตอ้งกำรของตลำดในดำ้นผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัเพื่อใช้
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ในกำรเล้ียงสัตวแ์ละอุตสำหกรรมมีเพิ่มมำกข้ึน ท ำให้พื้นท่ีในภำคตะวนัออกผลิตไดไ้ม่เพียงพอต่อ
ควำมตอ้งกำร จึงมีกำรขยำยพื้นท่ีปลูกไปยงัจงัหวดัอ่ืน ๆโดยเฉพำะทำงภำคตะวนัอกเฉียงเหนือ จน
ในปัจจุบนัภำคตะวนัออกเฉียงเหนือมีพื้นท่ีปลูกมำกท่ีสุดของประเทศไทย (ส ำนักงำนพฒันำกำร
วิจยักำรเกษตร, ม.ม.ป.) นักวิทยำศำสตร์ได้มีกำรจดัมนัส ำปะหลงัออกเป็นหมวดหมู่ ดงัน้ี (เจริญ
ศกัด์ิ โรจนฤทธ์ิพิเชษฐ,์ 2519) 

 
Class Dicotyledonea 

Subclass Archichlamydeae 
     OrderGeraniales or Euphorbiales 

Family Euphorbiaceae 
Genus Manihot 

Species Esculenta 
 

2.3  อนุกรมวธิานและลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของมนัส าปะหลงั 
2.3.1  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของมนัส ำปะหลงัมีดงัแสดงในภำพท่ี 1  
ราก ระบบรำกเป็นแบบรำกฝอย (fibrous root system) รำกเกิดจำกขอ้ของล ำตน้ท่ีใช้ปลูก 

และขยำยใหญ่เป็นหวั (thickened root) หวัมนัส ำปะหลงัเม่ือตดัตำมขวำงมีส่วนประกอบตำมภำพท่ี 
2.1A-B ดงัน้ี 

1.  เปลือกชั้นนอก (periderm) เป็นชั้นของเซลล์ผิวชั้นนอก (epidermal cell) และชั้นของ
คอร์ก (cork layer) รวมกนั 

2.  เปลือกชั้นใน (cortical region) เป็นส่วนของคอร์เทกซ์ (cortex) และกลุ่มท่ออำหำร 
(phloem bundle) เปลือกชั้นนอกและเปลือกชั้นใน เรียกรวมกนัวำ่ peel 

3.  ส่วนสะสมแป้งหรือไส้กลำง (starchy flesh หรือ central pith) ประกอบดว้ยเซลล์พำเรน
ไคมำ (parenchyma cell) กลุ่มท่อน ้ ำ (xylem bundle) และท่อน ้ ำยำง (latex tube) (จ  ำลอง  เจียม
จ ำนรรจำ, 2541) 

ล าต้น ล ำตน้ตั้งตรง เป็นไม้เน้ือแข็ง สูง 1-5 เมตร มีกำรแตกก่ิง ก่ิงท่ีแตกจำกล ำตน้หลัก
เรียกว่ำ ก่ิงชุดแรก (primary branch) และก่ิงท่ีแตกจำกก่ิงชุดแรกเรียกว่ำ ก่ิงชุดท่ีสอง (secondary 
branch) มนัส ำปะหลงัจะแตกก่ิงเป็นแบบ 2 ก่ิง (dichotomous branching) หรือ 3 ก่ิง (trichotomous 
branching) บนล ำตน้จะเห็นรอยของก้ำนใบท่ีหลุดร่วงไปเรียกว่ำ รอยแผลใบ (leaf scar) ระหว่ำง
รอยแผลใบเรียกว่ำ ควำมยำวของชั้น (storey length) เหนือรอยแผลใบมีตำ (bud) (ดนัย ศุภำหำร, 
2537) 
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ใบ  ใบ เป็นใบเด่ียว  (simple leaf) เกิดเวียนสลับรอบล ำต้น  (spiral) มีกำรจัด เรียงตัว 
(phyllotaxy) เท่ำกับ 2/5 แผ่นใบเวำ้ลึกเป็นแฉก (lobe) แบบ palmate ใบมีก้ำนใบ (petiole) ท่ีโคน
กำ้นใบติดกบัล ำตน้มีหูใบ (stipule) (วจิำรณ์ วชิชุกิจ, 2527) 

ช่อดอกและดอก  มนัส ำปะหลงัเป็นพืชท่ีมีช่อดอกตวัผูแ้ละช่อดอกตวัเมียอยูบ่นตน้เดียวกนั 
แต่อยู่คนละต ำแหน่ง เรียกว่ำ monoecious plant ช่อดอกเป็นแบบ panicle ดอกตัวผู ้มีก้ำนดอก 
(pedicel) กลีบเล้ียง (sepal) ไม่มีกลีบดอก (petal) ภำยในดอกมีเกสรตวัผู ้(stamen) ประกอบด้วย 
กำ้นเกสรตวัผู ้(filament) อบัละอองเกสรตวัผู ้(anther) ดอกตวัเมียมีกำ้นดอก มีกลีบเล้ียง ไม่มีกลีบ
ดอก เกสรตวัเมีย (pistil) ประกอบด้วยรังไข่ (ovary) 3 คำร์เพล (carpel) แต่ละคำร์เพลมี 1 ออวุล 
(ovule) ดงัแสดงในภำพ 2.1C (ดนยั ศุภำหำร, 2537) 

ผลและเมล็ด ผลเป็นแบบ capsule เมล็ดมีสีน ้ ำตำลลำยด ำ คลำ้ยเมล็ดละหุ่งแต่เล็กกวำ่ รอย
ของกำ้นออวุลท่ีเหลืออยู ่(raphe) มีลกัษณะเป็นสันนูนข้ึนทำงดำ้นหน่ึงของเมล็ด ดำ้นล่ำงของเมล็ด
มีลกัษณะคลำ้ยฟองน ้ำ (caruncle) มีสีขำว ชมพู หรือม่วง (จ ำลอง เจียมจ ำนรรจำ, 2541) 

 

 
 

ภาพที ่2.1  แสดงองคป์ระกอบของตน้มนัส ำปะหลงั (ท่ีมำ : จ  ำลอง เจียมจ ำนรรจำ, 2541) 
 A  แสดงระบบรำกเกิดจำกขอ้ของล ำตน้ท่ีใชป้ลูก 
  B  แสดงองคป์ระกอบของล ำตน้มนัส ำปะหลงัท่ีท ำกำรตดัขวำง 
 C  แสดงลกัษณะช่อดอกของมนัส ำปะหลงั 
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มนัส ำปะหลงัเป็นพืชท่ีใชป้ระโยชน์ไดทุ้กส่วนตั้งแต่ยอดจนถึงรำก (หวัมนั) มีกำรน ำมำใช้
ประโยชน์ในครัวเรือน เพื่อกำรบริโภคเป็นอำหำรมนุษย์ และอำหำร สัตว์ และใช้แปรรูปเป็น
ผลิตภณัฑ์ ในหลำยรูปแบบตลอดทั้งใชใ้นอุตสำหกรรมแป้งแปรรูป (Modified Starch) เพื่อน ำมำใช้
ในอุตสำหกรรมต่ำง ๆ และใชใ้นวงกำรแพทย ์จึงกล่ำวไดว้ำ่กำรใชป้ระโยชน์จำกมนัส ำปะหลงัแยก
ได ้3 ประเภท คือ บริโภคโดยตรง แปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ (มนัเส้น มนัอดัเม็ด และแป้งมนั) และแป้ง
มนัส ำปะหลงัแปรรูป (ทำงเคมีและกำยภำพใช้ประโยชน์ในระดบัอุตสำหกรรม) (ดนัย ศุภำหำร, 
2537) 

2.3.2  การปลูกมันส าปะหลงั 
มนัส ำปะหลงัเป็นไมพุ้่มยืนตน้มีอำยุอยู่ได้หลำยปี กำรปลูกมนัส ำปะหลงั จะใช้ส่วนของ   

ล ำตน้ตดัเป็นท่อนปักไปในดิน ตรงบริเวณรอยตดัท่ีปักอยูใ่นดินจะแตกเป็นรำก ฝอย หลงัจำกปลูก
ไดป้ระมำณ 2 เดือนรำกจะค่อย ๆ สะสมแป้ง และมีขนำดโตข้ึน เรียกว่ำ หัวมนัส ำปะหลงั และจะ
สำมำรถเก็บเก่ียวหัวมนัส ำปะหลงัหลงัจำก 6 เดือน ผำ่นไปแลว้โดยจะยืดอำยุเก็บเก่ียวไปไดถึ้ง 16 
เดือน โดยส่วนตำท่ีอยูด่ำ้นขำ้งท่อนมนัจะเจริญเติบโตออกมำเป็นล ำตน้ต่อไป (ดนยั ศุภำหำร, 2537) 
มนัส ำปะหลงัสำมำรถปลูกไดใ้นดินแทบทุกชนิด แต่จะเจริญได้ดีในดินร่วนปนทรำย ไม่มีน ้ ำขงั
ส ำหรับประเทศไทย สำมำรถปลูกมนัส ำปะหลงัได้ทัว่ทุกภำคของประเทศ โดยแหล่งท่ีปลูกมนั
ส ำปะหลงัมำกท่ีสุดอยูท่ี่ภำคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศ เน่ืองจำกเป็นพืชท่ีสำมำรถปลูกได้
ตลอดปี เกษตรกรจึงนิยมท ำกำรปลูกในช่วงตน้ฤดูฝน คือประมำณเดือนมีนำคม ถึง พฤษภำคม อีก
ร้อยละ 20 ปลูกในช่วงฤดูแลง้ ตั้งแต่เดือนพฤศจิกำยน ถึง กุมภำพนัธ์ ส่วนท่ีเหลือร้อยละ 13 จะปลูก
ในช่วงเดือนมิถุนำยนถึงตุลำคม ส ำหรับกำรปลูกในช่วงตน้ฤดูฝนน้ี ผลผลิตหัวสดท่ีไดจ้ะสูงกว่ำ 
กำรปลูกในช่วงอ่ืน แต่ในดินท่ีมีลกัษณะเน้ือดินค่อนขำ้งหยำบ กำรปลูกในช่วงฤดูแลง้จะใหผ้ลผลิต
สูงท่ีสุด ดังนั้ นในกำรตดัสินใจเลือกช่วงกำรปลูกมนัส ำปะหลังท่ีเหมำะสม จึงต้องพิจำรณำทั้ ง
ปริมำณน ้ ำฝน และลกัษณะของดิน (จ ำลอง เจียมจ ำนรรจำ, 2541) โดยวธีิกำรปลูกมนัส ำปะหลงัมี 2 
วิธีคือกำรปลูกแบบนอน และกำรปลูกแบบปัก โดยกำรปลูกแบบปักจะให้ผลดีกว่ำกำรปลูกแบบ
นอน เน่ืองจำกมนัส ำปะหลงัจะงอกไดเ้ร็วกว่ำ สะดวกต่อกำรปลูกซ่อม และก ำจดัวชัพืช กำรปลุก
แบบปักสำมำรถปลูกไดท้ั้งปักตรงและปักเอียง โดยปักลึกลงไปในดินประมำณ 10-15 เซนติเมตร
(ยุกติ สำริกะภูติ, 2526) โดยพนัธ์ุท่ีนิยมปลูกทั้งไปในปัจจุบนัได้แก่ พนัธ์ุมนัส ำปะหลงัของกรม
วิชำกำรเกษตร มีทั้ งหมด 9 พันธ์ุ คือ ระยอง 1 ระยอง 3 ระยอง 60 ระยอง 90 ระยอง 5 ระยอง 
72 ระยอง 7 ระยอง 9 และระยอง 11 พนัธ์ุมนัส ำปะหลงัของมหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์มี  3 พนัธ์ุ
คือ เกษตรศำสตร์ 50 ห้วยบง 60  และห้วยบง 80  (ศูนยส่์งเสริมพฒันำกำรผลิตมนัส ำปะหลงัแห่ง
ประเทศไทย, 2553) ปัจจุบนัไดมี้กำรพฒันำพนัธ์ุมนัส ำปะหลงัสำยพนัธ์ุใหม่ข้ึนมำหลำยสำยพนัธ์ุ 
เช่น พนัธ์ุเกล็ดมงักรจมัโบ้ และไจแอนท์ พฒันำพนัธ์ุโดยศูนยว์ิจยัพืชไร่ระยอง รับรองพนัธ์ุโดย  
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กรมวิชำกำรเกษตร (ศูนยส่์งเสริมพฒันำกำรผลิตมนัส ำปะหลงัแห่งประเทศไทย, 2553) เป็นตน้ แต่
ในสภำพกำรปลูกทัว่ไป ในช่วง 3-4 ปี ท่ีผ่ำนมำมนัส ำปะหลงัมกัประสบปัญหำเก่ียวกบัโรคและ
แมลงศตัรูพืชเขำ้ท ำลำยโดยแมลงศตัรูท่ีเขำ้ท ำลำยมนัส ำปะหลงัท่ีส ำคญัไดแ้ก่ เพล้ียแป้ง และไรแดง 
เป็นต้น ส่วนโรคท่ีพบได้แก่ โรคใบไหม้ โรคใบจุดสีน ้ ำตำล โรครำกเน่ำโคนเน่ำ และโรคแอน
แทรคโนส เป็นตน้ 

 

2.4 โรคของมนัส าปะหลงัทีส่ร้างความเสียหายทางเศรษฐกจิ 
2.4.1 โรคใบไหม้ (Cassava bacterial blight : CBB) 
เกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. manihotis มีรำยงำนกำรพบคร้ังแรกท่ี

ประเทศบรำซิล ในปี พ.ศ. 2455 (สถำบนัวิจยัพืชไร่, ม.ม.ป.) หลงัจำกนั้น มีรำยงำนกำรแพร่ระบำด
เกือบทุกประเทศท่ีมีกำรปลูกมนัส ำปะหลงัทั้งทวีปเอเชีย และลำตินอเมริกำ ในประเทศไทยพบ   
คร้ังแรกท่ีจงัหวดัระยอง เม่ือปี พ.ศ. 2518 (สถำบนัวิจยัพืชไร่, ม.ม.ป.) และต่อมำพบทัว่ทุกภำค     
ของประเทศ ระดบัควำมเสียหำยเน่ืองจำกโรคน้ี มีตั้งแต่ 30 เปอร์เซ็นต์ข้ึนไป (สถำบนัวิจยัพืชไร่,   
ม.ม.ป.) เม่ือใชท้่อนพนัธ์ุจำกตน้ท่ีเป็นโรค และมีสภำพแวดลอ้มเหมำะสมต่อกำรเกิดโรครวมถึงใช้
ตน้พนัธ์ุท่ีเป็นโรค (contaminated cutting) ติดต่อกนั 3-4 ปี โดยไม่มีกำรป้องกนัก ำจดั ควำมเสียหำย
อำจรุนแรงถึง 80-90 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงโรคใบไหมส้ร้ำงควำมเสียหำยต่อผลผลิตคือ ท ำใหผ้ลผลิตลดลง 
ส ำหรับประเทศทำงแถบเอเชีย เช่น ประเทศจีน และประเทศไทย ควำมเสียหำยจดัอยูใ่นระดบัปำน
กลำง (ศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค์, 2552; กรมวิชำกำรเกษตร, 2553; ณัฐธิญำ เบือนสันเทียะ และ
คณะ, 2555) 

ลักษณะอาการ เร่ิมแรกแสดงอำกำรใบจุดเหล่ียม ฉ ่ ำน ้ ำ ใบไหม ้ใบเห่ียว ยำงไหลจนถึง
อำกำรยอดเห่ียว และแห้งตำยดงัแสดงในภำพท่ี 2.2A (Maraite, 1993) นอกจำกน้ี ยงัท ำให้ระบบท่อ
น ้ ำอำหำรของล ำตน้และรำกเน่ำ ท่อนพนัธ์ุท่ีเป็นโรค แสดงอำกำร คือ ยอดท่ีผลิตใหม่ เห่ียว มียำง
ไหล และมีอำกำรแห้งตำยจำกยอดอยำ่งรวดเร็ว และแพร่ระบำดไปยงัตน้ขำ้งเคียง ซ่ึงมกัจะแสดง
อำกำรเป็นแผลช ้ำขนำดเล็ก แลว้ขยำยใหญ่เปล่ียนเป็นสีน ้ ำตำลเขม้ลุกลำมเป็นแผลใหญ่ บำงคร้ังจะ
พบวงสีเหลือง (yellow halo) ลำมเป็นใบไหม ้และร่วง ล ำตน้แห้งตำยดงัแสดงในภำพท่ี 2.2B เม่ือผำ่
ดูระบบท่อน ้ ำและอำหำรทั้งของล ำตน้ และรำก จะมีสีคล ้ ำ เน่ืองจำกเน้ือเยื่อส่วนน้ี ถูกท ำลำย ใน
บำงคร้ังจะพบอำกำรยำงไหลบนส่วนล ำตน้อ่อนหรือกำ้นใบ และแผลจุดบนใบ เป็นโรคท่ีระบำด
มำกไดใ้นช่วงฤดูฝน (Verdier et al., 1994) 

การแพร่ระบาดของโรค เกิดข้ึนโดยติดไปกับท่อนพนัธ์ุท่ีเป็นโรค แพร่กระจำยไปโดย 
น ้ ำฝนดิน (Verdier et al., 1994) หรือติดไปกับเคร่ืองมือท่ีใช้ในกำรเกษตร เช่น มีดท่ีใช้ในกำรตัด   
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ท่อนพนัธ์ุ ในบำงประเทศ มีรำยงำนวำ่  แมลงเป็นตวักำรในกำรแพร่ระบำด เช้ือสำเหตุของโรค สำมำรถ
อยูร่อดในดินบนเศษซำกพืชไดน้ำนกวำ่ 2 ปี (สถำบนัวจิยัพืชไร่, ม.ม.ป.) 

การป้องกันก าจัด ใช้พนัธ์ุตำ้นทำน ได้แก่ พนัธ์ุระยอง 1, 2, 3, 60, 72 (สถำบนัวิจยัพืชไร่,     
ม.ม.ป.) ใช้ท่อนพนัธ์ุท่ีปลอดโรค ปลูกพืชอำยุสั้ นเป็นพืชหมุนเวียน และหลีกเล่ียงกำรปลูกมนั
ส ำปะหลงัในแปลงท่ีระบำดรุนแรงนำน 6 เดือน หรือใช้ชีววิธี (biological control) กำรฉีดพ่นเช้ือ
แบคทีเรีย เช่น Pseudomonas fluorescens บนใบมนัส ำปะหลงัพนัธ์ุ Mcol22 ซ่ึงอ่อนแอต่อโรคใบ
ไหม ้(สถำบนัวิจยัพืชไร่, ม.ม.ป.) พบว่ำสำมำรถท ำให้จ  ำนวนจุดบนใบ และจ ำนวนใบไหมต่้อตน้
ลดลง และท ำให้ผลผลิตเพิ่มข้ึน 2.7 เท่ำ (ฐิติมำ วีระศิลป์, 2542) ในพื้นท่ีท่ีมีกำรระบำดรุนแรงควร
หลีกเล่ียงกำรปลูกมนัส ำปะหลงัพนัธ์ุ ระยอง 5, 7 เน่ืองจำกเป็นพนัธ์ุไม่ตำ้นทำนต่อโรคใบไหม ้   
(ฐิติมำ วรีะศิลป์, 2542)  

 

 
 

ภาพที ่ 2.2  แสดงลกัษณะอำกำรของโรคใบไหมม้นัส ำปะหลงั 
   (ท่ีมำ : ศูนยว์จิยัพืชไร่นครสวรรค,์ 2552) 
   A แสดงลกัษณะอำกำรใบจุดเหล่ียมฉ ่ำน ้ำ  
       B แสดงลกัษณะอำกำรใบไหมสี้น ้ำตำล และเห่ียว ร่วง 
 

2.4.2  โรคใบจุดสีน า้ตาล (Brown leaf spot) 
เกิดจากเช้ือรา Cercosporidium henningsii พบคร้ังแรกในประเทศแทนซำเนีย ในปี พ.ศ. 

2438 หลงัจำกนั้นในปี พ.ศ. 2468 (กรมพฒันำท่ีดิน, ม.ม.ป.) พบวำ่ในประเทศไทย มนัส ำปะหลงัเกือบ
ทุกพนัธ์ุเป็นโรคใบจุดสีน ้ ำตำล ควำมรุนแรงของโรคข้ึนอยู่กบัพนัธ์ุ อำยุของมนัส ำปะหลังและ
สภำพแวดลอ้ม มนัส ำปะหลงัท่ีมีอำยุ 3-5 เดือน จะมีควำมตำ้นทำนต่อโรคน้ีมำกกวำ่มนัส ำปะหลงัท่ี
มีอำยุ 14-16 เดือน และพบวำ่ โรคน้ีระบำดรุนแรงในแหล่งท่ีมีควำมช้ืนต ่ำและแห้งแลง้ โรคใบจุดสี
น ้ ำตำลน้ี จะไม่ท ำให้ผลผลิตของมนัส ำปะหลงัลดลงมำกนัก ผลผลิตจะแตกต่ำงเฉพำะในพนัธ์ุท่ี
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อ่อนแอต่อโรค ส ำหรับในพนัธ์ุระยอง 1 ซ่ึงมีควำมตำ้นทำนปำนกลำง พบว่ำ ท ำให้ผลผลิตลดลง
ตั้ งแต่ 14-20 เปอร์เซ็นต์ (กรมพัฒนำท่ีดิน , ม.ม.ป.) เน่ืองจำกท ำให้ใบร่วงเร็วกว่ำปกติ พุ่มใบ 
(canopy) เปิดเป็นโอกำสให้วชัพืชเจริญได้ดี อนัเป็นผลทำงอ้อมท ำให้ผลผลิตของมนัส ำปะหลัง
ลดลง (วำนิช ค ำพำนิช, 2547)  

ลักษณะอาการ โดยทัว่ไปตน้ท่ีเป็นโรคมีกำรเจริญเติบโตเป็นปกติจะพบอำกำรของโรคบน
ใบล่ำง มำกกวำ่ใบบนซ่ึงมีอำยุนอ้ยกวำ่ มีรำยงำนวำ่ใบมนัส ำปะหลงัอำย ุ5-15 วนั จะทนทำนต่อกำร
เกิดโรค และจะอ่อนแอเม่ือมนัส ำปะหลงัอำยุ 25 วนัข้ึนไป โดยเกิดอำกำรใบจุดค่อนขำ้งเหล่ียมตำม
เส้นใบ มีควำมสม ่ำเสมอ สีน ้ ำตำล ขนำด 3-15 มิลลิเมตร มีขอบชดัเจนดงัแสดงในภำพ 2.3A จุดแผล
ดำ้นหลงัใบมีสีเทำ เน่ืองจำกมีเส้นใยและส่วนขยำยพนัธ์ุ (fruiting bodies) ของเช้ือสำเหตุในพนัธ์ุท่ี
อ่อนแอต่อโรค แผลจะล้อมรอบด้วยวงสีเหลือง (yellow halo) และตรงกลำงแผลอำจจะแห้งและ
หลุดเป็นรู เม่ือเป็นมำกแผลจะลำมติดกนัคลำ้ยอำกำรใบไหมด้งัแสดงในภำพ 2.3B (ศูนยว์ิจยัพืชไร่
นครสวรรค,์ 2552)  

การแพร่ระบาด เช้ือรำสำเหตุของโรคสำมำรถอำศยัอยูไ่ดบ้นใบมนัส ำปะหลงัท่ีร่วงอยู่ใน
พื้นท่ีปลูก และจะขยำยปริมำณโดยกำรสร้ำงสปอร์ เม่ือมีสภำพแวดลอ้มท่ีเหมำะสม สปอร์เหล่ำน้ีจะ
แพร่กระจำยไปโดยลม หรือเม็ดฝนพำไปตกบนใบปกติ ท ำให้เกิดกำรแพร่โรคไดต่้อไป (ศูนยว์ิจยัพืช
ไร่นครสวรรค,์ 2552)  

สภำพแวดล้อมซ่ึงได้แก่ ควำมช้ืน อุณหภูมิ อำยุของพืช และควำมอุดมสมบูรณ์ของดินมี
ควำมส ำคญัต่อกำรแพร่ระบำดของเช้ือมำกกล่ำวคือ กำรสร้ำงสปอร์ (spores) หรือโคนิเดีย (connidia) จะ
เกิดท่ีควำมช้ืนสัมพทัธ์ระหว่ำง 50-90 เปอร์เซ็นต ์อุณหภูมิท่ีท ำให้สปอร์งอกดีท่ีสุดอยู่ระหวำ่ง 39-
430C ดงันั้นจึงสำมำรถพบโรคใบจุดสีน ้ ำตำลในแหล่งท่ีมีควำมช้ืนต ่ำและแห้งแลง้ (ฐิติมำ วรีะศิลป์, 
2542) 

การป้องกันก าจัด ในประเทศไทยพบว่ำมนัส ำปะหลงัเกือบทุกสำยพนัธ์ุเป็นโรคใบจุดสี
น ้ ำตำล โดยมนัส ำปะหลงัท่ีอำยุ 3-5 เดือนจะมีควำมตำ้นทำนโรคมำกกว่ำช่วงอ่ืน พนัธ์ุท่ีมีควำม
ตำ้นทำนปำนกลำงคือพนัธ์ุ ระยอง 1, 5, และ 72 กำรปลูกพืชหมุนเวียน กำรใชท้่อนพนัธ์ุปลอดโรค 
กำรใชชี้ววิธีและกำรเล่ือนฤดูปลูกสำมำรถลดปริมำณกำรเกิดโรคได ้เม่ือพบโรคระบำดมำกอำจใช้
ส ำรเค มี ในก ลุ่ม  inorganic เช่น  copper oxychlorideและสำรเค มี ในก ลุ่ม  benzimidazole เช่น 
benomyl, carbendazim เป็นตน้ (ศูนยว์จิยัพืชไร่นครสวรรค,์ 2552)  
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ภาพที ่ 2.3   แสดงลกัษณะอำกำรของโรคใบจุดสีน ้ำตำลของมนัส ำปะหลงั 
   (ท่ีมำ : ศูนยว์จิยัพืชไร่นครสวรรค,์ 2552) 
   A  แสดงลกัษณะอำกำรใบจุดสีน ้ำตำล มีขอบชดัเจนดงั 

      B  แสดงลักษณะอำกำรใบจุดสีน ้ ำตำล เม่ือเป็นมำกแผลจะลำมติดกัน
คลำ้ยอำกำรใบไหม ้

 

2.4.3  โรคใบไหม้ (Leaf  blight)  
เกิดจากเช้ือรา Cercospora viscosae มกัพบควบคู่ไปกบัโรคใบจุดสีน ้ ำตำล โรคน้ีสำมำรถ

ท ำให้ผลผลิตลดลงได ้12-30 เปอร์เซ็นต ์เน่ืองจำกกำรสูญเสียพื้นท่ีใบ ใบเหลืองและร่วงเร็วกวำ่ปกติ 
และอำจเป็นผลกระทบ เน่ืองมำจำกกำรเปิดโอกำสใหว้ชัพืชเจริญไดดี้ เม่ือใบร่วงและพุ่มใบเปิด  (วำ
นิช ค ำพำนิช, 2547) 

ลักษณะอาการ อำกำรของโรคพบบนใบเป็นจุดกวำ้งไม่มีขอบเขตท่ีแน่นอนเหมือนกบัโรค
ใบจุดสีน ้ำตำล จุดแผลจะกวำ้งมำก แต่ละจุดอำจกวำ้งถึง 1 ใน 5 ของแฉกใบ หรือมำกกวำ่ดำ้นบนใบ
มกัเห็นจุดแผลสีน ้ ำตำลค่อนขำ้งสม ่ำเสมอ ขอบแผลมีสีเหลืองอ่อน ดำ้นใตใ้บมกัเห็นเป็นวงสีเทำ 
เน่ืองจำกส่วนขยำยพนัธ์ุของเช้ือรำสำเหตุโรคเช่นเดียวกับโรคใบจุดสีน ้ ำตำล ลักษณะแผลใน
บำงคร้ังจะคลำ้ยกบัโรคใบจุดวงแหวน ซ่ึงเกิดจำกเช้ือ Phoma sp. (Phyllosticta sp.) (สถำบนัวจิยัพืช
ไร่, ม.ม.ป.) แต่โรคใบจุดวงแหวนจะเห็นวงแหวนด้ำนบนของใบ เม่ือแผลลำมติดต่อกัน ท ำให้
ใบเหลืองทั้งใบ และร่วงไปในท่ีสุด ในพนัธ์ุท่ีอ่อนแอ ใบจะร่วงอย่ำงรุนแรง ในมนัส ำปะหลงัท่ีมี
อำยุมำกกวำ่ 6 เดือน อำกำรของโรคจะรุนแรงมำกกวำ่มนัส ำปะหลงัท่ีมีอำยุนอ้ยกำรแพร่ระบำด กำร
ป้องกนัก ำจดัคลำ้ยกบัโรคใบจุดสีน ้ำตำล (ฐิติมำ วรีะศิลป์, 2542) 

การแพร่ระบาด เช้ือรำสำเหตุของโรคสำมำรถอำศยัอยูไ่ดบ้นใบมนัส ำปะหลงัท่ีร่วงอยูใ่นไร่ 
และจะขยำยโดยกำรสร้ำงสปอร์ เม่ือมีสภำพแวดลอ้มท่ีเหมำะสม สปอร์เหล่ำน้ีจะแพร่กระจำยไปโดย
ลม หรือเมด็ฝนพำไปตกบนใบปกติ ท ำใหเ้กิดกำรแพร่โรคไดต่้อไป  
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การป้องกันก าจัด ใช้พนัธ์ุแนะน ำ ซ่ึงมีควำมตำ้นทำนโรคปำนกลำงไดแ้ก่ ระยอง 1, 5, 72 
และ ห้วยบง 60 กำรปลูกพืชหมุนเวียน กำรใช้ท่อนพนัธ์ุปลอดโรค กำรใช้ชีววิธี และกำรเล่ือนฤดู
ปลูกสำมำรถลดปริมำณกำรเกิดโรคได ้เม่ือพบโรคระบำดมำกอำจใชส้ำรเคมีในกลุ่ม inorganic เช่น 
copper oxychlorideและสำรเคมีในกลุ่ม benzimidazole เช่น benomyl, carbendazim เป็นตน้(สถำบนั 
วจิยัพืชไร่, ม.ม.ป.) 

2.4.4  โรครากเน่าและหัวเน่า (Root rot or Tuber rot disease) 
เกิดจากเช้ือรำในสกุล Fusarium sp., Diplodia sp., Phytophthora sp. (กรมวิชำกำรเกษตร, 

2553) 
ลักษณะอาการถำ้เกิดกบัตน้ยงัเล็กอยู่จะท ำให้รำกเป็นรอยช ้ ำสีน ้ ำตำลและเน่ำ ตน้จะเห่ียว

เฉำดงัแสดงในภำพ 2.4A ถำ้เกิดกบัหวัจะท ำใหห้วัเน่ำอยำ่งรวดเร็วและมีกล่ินเหมน็ ใบเห่ียวแลว้ร่วง 
ถำ้เกิดรุนแรงตน้จะตำยดงัแสดงในภำพ 2.4B-C สังเกตไดโ้ดยจะพบเส้นใยสีขำวของเช้ือรำรวมกนั
คล้ำยเส้นด้ำยปกคลุมบนหัว และบริเวณโคนตน้ใตดิ้น ท ำให้เน้ือภำยในหัวเน่ำแห้ง มีกล่ินเหม็น
คลำ้ยไมเ้น่ำ ใบเห่ียวอำจถึงตำยได ้ดงัแสดงในภำพ 2.4D แต่ส่วนใหญ่จะยงัไม่ตำยและจะสร้ำงรำก
ใหม่ท่ีโคนตน้ในดินเหนือบริเวณหวัท่ีเน่ำในดินท่ีแห้งหัวท่ีเน่ำจะเป็นสีด ำ (mummified) บำงคร้ังมี
เห็ด (Armillariwlla mellea Vahl.) ข้ึนอยู่ท่ีโคนตน้และอำจจะเป็นสำเหตุท ำให้หัวเน่ำได้ดว้ย (ชำติ
ชำย ศิริพฒัน์, 2557; กรมวชิำกำรเกษตร, 2553) 

การแพร่ระบาด พบกำรแพร่ระบำดในช่วงฤดูฝน บริเวณท่ีดินระบำยน ้ำไม่ดี 
การป้องกันก าจัด ก่อนท ำกำรปลูกควรไถดินและตำกแดดไวป้ระมำณ 10-15 วนั ถ้ำเป็น

พื้นท่ีระบำดแลว้ ให้เก็บเศษเหงำ้มนัฯ ไปเผำทิ้งให้หมด เน่ืองจำกเป็นแหล่งเพำะเช้ือโรคท่ีสำมำรถ
อยูค่ำ้งไดเ้ป็นปี ควรปรับสภำพดินให้มีควำมเป็นด่ำงสูงข้ึน โดยใชปู้นขำว หรือปูนมำร์ล เน่ืองจำก
เช้ือรำจะเจริญเติบโตได้ดีในท่ีท่ีมีควำมเป็นกรดสูง หรือใช้เช้ือรำไตรโคเดอร์มำ (Trichoderma) 
อตัรำ 15 กิโลกรัม ผสมปุ๋ยอินทรียป์ระมำณ 1 พนักิโลกรัม คลุกลงไปในดิน ซ่ึงเป็นกำรป้องกนัดว้ย
ชีววิธีท่ีไดผ้ลดี นอกจำกน้ี หำกพบอำกำรโรครำกเน่ำเกินกวำ่ 10% และไดอ้ำยุเก็บเก่ียว ให้ท ำกำร
เก็บกูอ้อกทั้งหมด และควรงดปลูกมนัส ำปะหลงันำนอย่ำงน้อย 6 เดือน หรือปลูกพืชอ่ืนแทน เพื่อ
เป็นกำรตดัวงจรกำรแพร่กระจำยเช้ือไม่ใหลุ้กลำมต่อไป (ชำติชำย ศิริพฒัน์, 2557) 
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ภาพที ่2.4 แสดงลกัษณะอำกำรของโรครำกเน่ำหวัเน่ำมนัส ำปะหลงั 
       A แสดงลกัษณะอำกำรตน้เห่ียวเฉำ 
           B แสดงลกัษณะอำกำรใบเห่ียวแลว้ร่วง ถำ้เกิดรุนแรงตน้จะตำย 
       C แสดงลกัษณะอำกำรหวัเน่ำอยำ่งรวดเร็วและมีกล่ินเหมน็ 
       D พบเส้นใยสีขำวของเช้ือรำรวมกนัคลำ้ยเส้นดำ้ยปกคลุมบนหวั และ 
           บริเวณโคนตน้ใตดิ้น 
 

2.4.5 โรคแอนแทรคโนส (Cassava anthracnose disease, CAD) 
  เน่ืองจำกเป็นโรคท่ีจะท ำกำรศึกษำในกำรวิจยัคร้ังน้ีจึงจะน ำเสนอรำยละเอียดในหัวข้อ
ถดัไป 
 

2.5 ข้อมูลทัว่ไปของโรคแอนแทรคโนส 
โรคแอนแทรคโนสเกิดจำกเช้ือรำ Colletotrichum spp. เป็นโรคท่ีส ำคญัชนิดหน่ึงท ำให้เกิด

ควำมเสียหำยกบัพืชเศรษฐกิจหลำยชนิด เช่น เช่น มะม่วง มะละกอ พริก ขนุน ชมพู่ ฝร่ัง เงำะ พืช
ตระกูลถั่ว อะโวกำโด สตรอเบอร์ร่ี องุ่น กล้วย มะเขือเทศ ข้ำวโพด  ทุเรียน และมนัส ำปะหลัง 
(Bailey and Jeger, 1992) และสำมำรถเขำ้ท ำลำยไดทุ้กส่วนของพืชตั้งแต่ตน้กลำ้จนถึงผล (หทยัชนก 
คงแกว้, 2546) โดยควำมรุนแรงของโรคมี 2 ลกัษณะ คือหำกเกิดโรคในระยะก่อนเก็บเก่ียวจะส่งผล
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ต่อกำรเจริญของผล แต่หำกเกิดโรคในช่วงระยะกำรเก็บรักษำจะท ำใหผ้ลผลิตเสียหำย ซ่ึงเป็นปัญหำ
ส ำคญัในกำรผลิต ส่วนใหญ่กำรเกิดโรคมกัเกิดกบัส่วนของพืชท่ีอยูเ่หนือดิน บำงคร้ังส่วนท่ีอยู่ใต้
ดิน เช่น รำก หรือ หัว ก็มีโอกำสได้รับผลกระทบเช่นกนั (Freeman et al., 1998) โดยพบกำรแพร่
ระบำดของโรคแอนแทรคโนสได้ทัว่โลก โดยเฉพำะในประเทศเขตอบอุ่นจนถึงเขตร้อน และใน
ประเทศไทยพบควำมหลำกหลำยของเช้ือ Colletotrichum spp. มำกกวำ่ในประเทศในแถบอ่ืนๆของ
โลก (นิพนธ์ วิสำรทำนนท์, 2535) อำกำรโดยทัว่ไปเกิดแผลสีน ้ ำตำลเขม้ กลุ่มของโคนีเดียมีสีส้ม
ลกัษณะคลำ้ยหยดน ้ำเกำะอยูบ่ริเวณแผล (Freeman et al., 1998; รัฐกร ศรีสุทธี, 2549)  

มีรำยงำนในต่ำงประเทศกล่ำวถึงกำรเกิดโรคแอนแทรคโนสกบัพืชอำศยัหลำยชนิด บำง
ชนิดสร้ำงควำมเสียหำยมำกถึง 50% ของผลผลิต (Freeman et al., 1998) โดยพืชท่ีพบกำรเขำ้ท ำลำย
ของ  โรคแอนแทรคโนส ไดแ้ก่ อะโวกำโด มีรำยงำนกำรเกิดโรคแอนแทรคโนสในหลำยประเทศ 
ได้แก่ ประเทศออสเตรเลีย (Fitzell, 1987) อิสรำเอล (Binyamini and Schiffmann-Nadel, 1972) 
แอฟริกำใต ้(Darvas and Kotze, 1987) เป็นตน้ ท ำให้เกิดควำมเสียหำยทั้งก่อนและหลงักำรเก็บเก่ียว 
โดยอำกำรจะเร่ิมแสดงบริเวณขอบใบ แผลสีน ้ำตำล และลุกลำมท ำใหใ้บร่วง เม่ือเป็นมำกจะมีอำกำร
ยนืตน้ตำย อำกำรบริเวณผลจะมีจุดแผลสีน ้ำตำลขนำดไม่เท่ำกนั และขยำยใหญ่ข้ึนจนเป็นแผลฉ ่ำน ้ ำ 
กลุ่มของโคนีเดียจะแพร่ระบำดไปกบัฝน (รัฐกร ศรีสุทธี, 2549) กลว้ย โรคแอนแทรคโนสเป็นโรค
ท่ีส ำคัญชนิดหน่ึงในกล้วยในช่วงระยะก่อนเก็บเก่ียว พบในหลำยประเทศ ได้แก่ ประเทศ 
ออสเตรเลีย อินเดีย และ ฟิลิปินส์ แต่ไม่พบในเขตหนำวหรือแอฟริกำ (Cook, 1975) โดยอำกำร
เกิดข้ึนบริเวณเปลือกและขั้วผล ลกัษณะอำกำรเป็นจุดสีน ้ ำตำลขนำดเล็กและขยำยใหญ่ข้ึนจนเป็นสี
ด ำไปทัว่ทั้งผล ท ำใหผ้ลเน่ำหรือเน่ำแห้ง และมีกำรสร้ำงโคนีเดียสีส้มบนแผล (Ploetz, 2003) มะม่วง 
โรคแอนแทรคโนสมะม่วงพบคร้ังในปี 1893 ท่ีรัฐฟลอริดำ ประเทศอเมริกำ ต่อมำมีรำยงำนกำรเกิด
โรคท่ีประเทศคิวบำ ฮำวำย อินเดีย ฟิลิปินส์ เปอร์โตริโก เป็นตน้ (Cook, 1975) อำกำรท่ีพบบริเวณ
ใบมีลกัษณะอำกำรใบจุดสีน ้ำตำลขนำดเล็กพบในช่วงฤดูฝน อำกำรท่ีพบบนผล เป็นจุดแผลสีน ้ำตำล
ขนำดเล็กและขยำยใหญ่ข้ึนเป็นแผลสีน ้ำตำลถึงสีด ำ เน้ือเยือ่บริเวณแผลจะแห้ง โดยอำกำรจะเห็นชดั
ในช่วงผลเร่ิมสุก มีควำมช้ืนสูง กลุ่มของโคนีเดียมีสีส้ม โดยเช้ือจะแพร่กระจำยโดยอำศยัน ้ ำฝน 
(Ploetz, 2003) มนัส ำปะหลงั มีรำยงำนกำรเกิดโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัในหลำยประเทศ 
ไดแ้ก่ ไนจีเรีย (Onyeka et al., 2008) แอฟริกำ (Fokunang et al., 2001) โคลมัเบีย (Wokocha, 2010) 
และแทนซำเนีย (Magdalena et al.,2012)โดยเกิดจำกเช้ือรำ C. gloeosporioides f. sp. manihotis และ 
C. graminicola (Frison and Feliu, 1991) ลักษณะอำกำรแผลมีขอบเขตไม่แน่นอน สีน ้ ำตำลอ่อน 
อำกำรบนก้ำนใบ เป็นรอยไหมท่ี้โคนก้ำนใบติดกบัล ำตน้ และกำ้นใบส่วนท่ีติดกบัตวัใบหักลู่ลง 
และหลุดร่วง กลุ่มของโคนีเดียมีสีส้ม (Magdalena et al., 2012) กำรแพร่ระบำดจะอำศยัน ้ ำฝน และ
ติดไปกบัท่อนพนัธ์ุ  
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ในประเทศไทย พบวำ่โรคแอนแทรคโนสสร้ำงควำมเสียหำยให้กบัพืชเศรษฐกิจหลำยชนิด 
เช่น เงำะ มะม่วง มะละกอ ขนุน กลว้ย องุ่น สตรอเบอร์ร่ี ฝร่ัง และมนัส ำปะหลงัเป็นตน้ ส่งผลให้
ปริมำณและคุณภำพลดลง และไม่เป็นท่ีตอ้งกำรของตลำดทั้งในและต่ำงประเทศ จึงจดัเป็นโรคท่ี
ส ำคัญอย่ำงยิ่งในประเทศไทย (รัฐกร ศรีสุทธี, 2549) โดยธำรทิพย์ ภำสบุตร และคณะ (2547) 
รำยงำนกำรเกิดโรคแอนแทรคโนสในสตรอเบอร์ร่ีพบวำ่ มีลกัษณะเป็นแผลขนำดเล็กกลมรี บนไหล 
(stolon) ขอบแผลสีม่วงแดง ตรงกลำงแผลสีน ้ำตำลอ่อนขยำยไปตำมไหล ต่อมำเปล่ียนเป็นสีน ้ ำตำล
เขม้ ผลจะมีสีน ้ ำตำลเขม้ เน้ือเยื่อยุบตวั ของแผลไม่ชดัเจน และยงัพบเช้ือเกิดข้ึนกบัพืชอำศยัอีก 25 
ชนิด เช่น หอม กำแฟ มะม่วง ส้ม หน่อไมฝ้ร่ัง องุ่น อะโวกำโด กลว้ยไม ้เป็นตน้ ต่อมำ รัฐกร ศรี
สุทธี (2549) ได้ท ำกำรวิเครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพนัธ์ุกรรมของเช้ือรำ Colletotrichum spp. 
สำเหตุโรคแอนแทรคโนส พบวำ่สำมำรถจ ำแนกไดเ้ป็น 4 สปีชีส์ ดงัน้ี C. gloeosporioides, 
C. musae, C. acutatum และ C. capsici 

โรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั (Cassava anthracnose disease, CAD) เป็นโรคท่ีส ำคญั
ทำงเศรษฐกิจโรคหน่ึงในทวีปแอฟริกำและในพื้นท่ีเขตร้อน (IITA, 1987;Theberge, 1985; Hahn et 
al.,1989) มีรำยงำนวำ่เกิดจำกเช้ือ C. gloeosporioides f. sp. manihotis ลกัษณะโคโลนีมีสีเทำถึงสีด ำ 
โคนีเดียมีรูปร่ำงทรงกระบอกหัวท้ำยมนมีขนำดโคนีเดียอยู่ ท่ี  3.5-6.00x23.55 ไมโครเมตร 
(Theberge, 1985; Frison and Feliu, 1991; Fokunang et al., 2001; Wokocha, 2010; Magdalena et 
al.,2012) ในประเทศไทยมีรำยงำนว่ำเกิดจำกเช้ือรำ Colletotrichum spp. (ฐิติมำ วีระศิลป์ , 2542) 
ต่อมำมีรำยงำนว่ำเกิดจำกเช้ือรำ C. gloeosporioides หรือ  C. gloeosporioides f. sp. manihotis (รังษี 
เจริญสถำพร และ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว, 2553; ศูนยว์ิจยัพืชไร่นครสวรรค์, 2552) โรคแอนแทรคโน
สมนัส ำปะหลงัจดัเป็นโรคท่ีมีควำมส ำคญัเป็นอนัดบั 3 ลกัษณะอำกำรของโรค ข้ึนอยูก่บัสำยพนัธ์ุ
มนัส ำปะหลงั สภำพแวดล้อม ได้แก่ ควำมช้ืนหรือปริมำณน ้ ำฝน อุณหภูมิ และบริเวณส่วนต่ำงๆ 
ของตน้มนัส ำปะหลัง (รังษี เจริญสถำพร และ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว , 2553) ลกัษณะอำกำรทัว่ไป 
พบว่ำ อำกำรบนล ำต้นแก่ เป็นแผลท่ีมีขอบเขตแน่นอน สีน ้ ำตำลหรือสีด ำดงัแสดงในภำพ 2.5A  
อำกำรบนล ำตน้อ่อน แผลมีขอบเขตไม่แน่นอน สีน ้ ำตำลอ่อน อำกำรบนกำ้นใบ เป็นรอยไหมท่ี้โคน
กำ้นใบติดกบัล ำตน้ และกำ้นใบส่วนท่ีติดกบัตวัใบหักลู่ลง และหลุดร่วงทั้งตน้ดงัแสดงในภำพ 2.5 
B อำกำรบนใบ มีอำกำรใบจุดไหมท่ี้ขอบใบ และปลำยใบ ขยำยตวัเขำ้สู่กลำงใบ ใบไหมแ้ละหลุด
ร่วงดังแสดงในภำพ  2.5C (ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์, 2552; Fokunang et al., 2001; Van der 
Bruggen and Maraite, 1987) ถำ้ควำมช้ืนสูง แผลจะขยำยตวัลำมข้ึนสู่ส่วนยอดดงัแสดงในภำพ 2.5D     
ในพนัธ์ุอ่อนแอจะยืนตน้ตำยท ำให้เสียหำยมำกกว่ำ 80 เปอร์เซ็นต์ (ศูนย์วิจยัพืชไร่นครสวรรค์, 
2552; กรมวิชำกำรเกษตร, 2553; Frison and Feliu, 1991) ส่วนพนัธ์ุท่ีค่อนขำ้งทนทำนต่อโรค ยอด
จะหกั ท ำให้มีกำรแตกก่ิงหรือยอดใหม่ข้ึนมำทดแทน และบำงพนัธ์ุจะพบโคนล ำตน้ท่ีติดกบัพื้นดิน 
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มีลกัษณะบวมพอง เปลือกล ำตน้แตกเป็นร้ิว เม่ือลมพดัจะเปรำะหักลงได้ง่ำยโดยโรคน้ี สำมำรถ
ระบำดและมีอำกำรรุนแรงในช่วงท่ีมีปริมำณน ้ ำฝนมำกโดยส่วนใหญ่ติดไปกบัท่อนพนัธ์ุ น ้ำฝน (ฐิติ
มำ วรีะศิลป์, 2542) และยงัพบวำ่ท่อนพนัธ์ุจำกตน้มนัส ำปะหลงัท่ีเป็นโรคแอนแทรคโนส เม่ือน ำไป
ปลูกในฤดูกำลต่อไปอตัรำกำรงอกต ่ำเพียง 40-60 เปอร์เซ็นต ์และระยะเวลำกำงอกจะชำ้กวำ่ปกติ 7-
8 วนั (Fokunang et al., 2001) กำรป้องกนัก ำจดัสำมำรถท ำไดโ้ดย กำรใช้พนัธ์ุตำ้นทำนโรค เท่ำท่ีมี
รำยงำนจำกเอกสำรต่ำง ๆ พบว่ำ สำยพนัธ์ุ TME 30001, 30211, 91/00684 และ 91/00313 สำมำรถ
ตำ้นทำนต่อโรคน้ีไดส่้วนในประเทศไทย กำรปลูกมนัส ำปะหลงัท่ีผำ่นมำยงัไม่มีรำยงำนกำรระบำด
ของโรคน้ีอย่ำงรุนแรงจึงยงัมิไดด้ ำเนินกำรคดัพนัธ์ุตำ้นทำนต่อโรคน้ี แต่มีรำยงำนกำรระบำดของ
โรคแอนแทรคโนสอยำ่งรุนแรงในประเทศไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2548 ถึงปัจจุบนั พนัธ์ุมนัส ำปะหลงัท่ี 
แสดงอำกำรโรครุนแรง คือ พนัธ์ุเกษตรศำสตร์ 50 ระยอง 90 ระยอง 72 และสำยพนัธ์ุ CMR 35-22-
196 จึงตอ้งควรเฝ้ำระวงักำรระบำดของโรคในพนัธ์ุหรือสำยพนัธ์ุดงักล่ำวรวมทั้งพนัธ์ุหรือสำยพนัธ์ุ
ท่ีมีควำมใกลชิ้ดกนั 

 
 

 
 

ภาพที ่2.5 แสดงลกัษณะอำกำรของโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั (ท่ีมำ : รังษี เจริญสถำพร และ  
อมรรัชฏ ์คิดใจเดียว, 2553)  A อำกำรบนล ำตน้แก่ เป็นแผลท่ีมีขอบเขตแน่นอน สีน ้ ำตำล
หรือสีด ำ B กำ้นใบ เป็นรอยไหมท่ี้โคนกำ้นใบติดกบัล ำตน้ และกำ้นใบส่วนท่ีติดกบัตวั
ใบหักลู่ลง และหลุดร่วง C ใบ มีอำกำรใบจุดไหมท่ี้ขอบใบและปลำยใบ ขยำยตัวเขำ้สู่
กลำงใบ ใบไหม ้D แสดงอำกำรยอดไหม ้
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2.6 ชีววทิยาของเช้ือ Colletotrichum spp. 
2.6.1  ข้อมูลทัว่ไปของเช้ือ  Colletotrichum spp. 

เช้ือรำ Colletotrichum spp. พบรำยงำนคร้ังแรกโดย Tode ในปี ค.ศ. 1790 มีช่ือเดิมว่ำ 
Vermicularia ต่ อ ม ำ ใน ปี  ค .ศ . 1837 Corda ไ ด้ เป ล่ี ย น จ ำก ส กุ ล  Vermicularia เป็ น ช่ื อ 
Colletotrichum และเป็นท่ียอมรับมำจนถึงปัจจุบนั (Sutton, 1992) จ ำแนกตำมหมวดหมู่ไดด้งัน้ี 

 

Sub-division Deuteromycotina 
Form-class Coelomycetes 

  Form-order Melanconiales 
   Form-family Melanconialeae 
    Form-Genus Colletotrichum 
มีระยะ teleomorph (perfect stage)  อยูใ่นสกุล Glomerella ซ่ึงเป็นเช้ือรำใน 

Class Ascomycetes 
  Order Sphaeriales 
   Family Phyllachoraceae 

Genus Glomerella 
 

ลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเช้ือรำ Colletotrichum spp. ท่ีส ำคญัคือ สร้ำง fruiting body 
แบบ acervulus พบกระจำยทัว่ไปบนพืชอำศยัท่ีเป็นแผล มีกำรสร้ำง  setae  สีน ้ ำตำลด ำ สปอร์ เม่ือ 
อยู่รวมกนัมีสีเหลืองอ่อนถึงสีชมพูอมส้ม (salmon pink) โคนีเดียมี 2 ลกัษณะคือ เป็นเซลล์เดียว 
รูปโคง้งอคลำ้ยเคียว (falcate) และรูปทรงกระบอกปลำยมน (straight)  หลงัจำกงอก germ tube  แล้ว 
พบวำ่มีกำรสร้ำง appressorium รูปทรงหลำยลกัษณะข้ึนอยูก่บัชนิดของเช้ือรำ บำงชนิดมีรูปทรงไม่
แน่นนอน มีขอบเรียงต่อกนัเป็นลูกโซ่ยำวไม่สม ่ำเสมอ และตรงกลำงของ appressorium มีกำรสร้ำง
รงค์วตัถุสีน ้ ำตำล บำงคร้ังพบกำรสร้ำงเม็ด sclerotia บนอำหำรเล้ียงเช้ือมีสีน ้ ำตำลถึงสีด ำ โดย
สำมำรถแบ่งเช้ือรำ Colletotrichumออกเป็น 2 ลกัษณะตำมรูปร่ำงของโคนีเดีย คือโคนีเดียทรงกระ
บอกปลำยมน (straight-spored) ได้แก่ C. acutatum, C. coccodes, C. kahawae, C. destructivum 
(teleo.G. glycines), C. fragariae, C. gloeosporioides  (teleo. G. cingulata), C. lindemuthianum 
(teleo.G. lindemuthiana), C. musae (teleo.G. musarum), C. malvarum แ ล ะ C. orbiculare (teleo.G. 
lagenaria) และโคนี เดียรูปโค้งงอคล้ำยเคียว (falcate-spored) ได้แก่  C. caudatum, C. capsici, C. 
circinans, C. dematium, C. falcatum (teleo.G. tucumanensis), C. graminicola (teleo.G. graminicola), 
C. sublineolum และ C. truncatum เน่ืองจำกเช้ือรำสกุลน้ีมีพืชอำศยักวำ้ง ชนิดของเช้ือรำจึงต่ำงกนัไป 
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ตำมพืชอำศยั (Sutton, 1992; หทยัชนก คงแกว้, 2546) เช้ือรำสกุล Glomerella cingulata เป็นระยะ
สืบพนัธ์ุแบบอำศยัเพศ (teleomorphic state) ของรำ C. gloeosporioides เป็นสำเหตุของโรคแอน
แทรคโนสของพืชเศรษฐกิจท่ีส ำคญัหลำยชนิด (วิจยั รักวิทยำศำสตร์, 2551) ลักษณะโคโลนี 
โดยทัว่ไป มีกำรเจริญเติบโตเป็นลกัษณะวงแหวนหลำยชั้น เส้นใยมีสีเทำอ่อนถึงเทำแก่ กลุ่มของ
สปอร์สีส้มโคนิเดียรูปร่ำงทรงกระบอกหวัทำ้ยมนหรือแหลม ขนำดเฉล่ีย 3.23 x 13.4 ไมโครเมตร 
เกิดบนก้ำนชูสปอร์ภำยใน fruiting body เรียกว่ำ acervulus ซ่ึงมีขนำด 39.5 x 41.2ไมโครเมตร 
(Sharma, 1998; Shivas and Beasley, 2003) 

2.6.2  วงจรการเกดิโรค 
เช้ือรำ C. gloeosporioides สำมำรถอำศยัอยูบ่นเศษซำกพืชไดน้ำน เม่ือเช้ือไดรั้บอุณหภูมิ

เหมำะสมจะสร้ำงกลุ่ม acervulus รูปร่ำง cushion-shaped กลมเป็นมนัอยู่ใตช้ั้น epidermis ของพืช
แล้วสร้ำง conidiophores  (Jeffries et al., 1990) ให้ก ำเนิด conidium มีลักษณะเซลล์เดียว ไม่มีสี 
รูปร่ำงรูปไข่ หรือยำวรี ตรงหรือโคง้ เม่ือเช้ือสัมผสักบัพืช conidium จะงอก germ tube ออกมำแลว้
สร้ำง appressorium เป็นส่วนช่วยยึดเกำะผิวพืชชั้น cuticle ภำยใน 48 ชัว่โมง (Jeffries et al., 1990) 
จำกนั้ นจึงสร้ำง infection peg และเส้นใยเช้ือรำงอกไปตำมช่องว่ำงระหว่ำง cell (intercellular 
space) ภำยในเวลำ 18-24 ชัว่โมง (Coates et al., 1993)แลว้แฝงตวัอยูร่ะหวำ่งเซลลใ์นชั้น epidermis 
และ sub-epidermis หรือในช่วง 2-5 ชั้นเซลล์จำกผิวนอกลงไป เช้ือรำระบำดโดย แมลงพำหะ 
น ้ ำฝน และสำมำรถเขำ้ท ำลำยโดยไม่มีบำดแผล หรือมีบำดแผลท่ีใบและล ำตน้โดยมีน ้ ำและแมลง
ช่วยในกำรแพร่ระบำด (ภำพท่ี 2.4) โรคจะระบำดและมีอำกำรโรครุนแรงในช่วงท่ีมีปริมำณน ้ ำฝน
มำก และติดต่อกนัเป็นเวลำนำน (Dodd et al., 1992; วจิยั รักวทิยำศำสตร์, 2551) 
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ภาพที ่2.6  วงจรกำรเกิดโรคจำกเช้ือรำ Colletotrichum gloeosporioides สำเหตุโรคแอนแทรคโนส 
  มนัส ำปะหลงั (ดดัแปลงจำก Agrios, 2004) 

 
 
2.6.3  การควบคุมโรค 
กำรป้องกนัก ำจดัท่ีดีท่ีสุดและมีค่ำใช้จ่ำยต ่ำสุด คือ กำรใช้พนัธ์ุตำ้นทำนโรคและกำรแช่

ท่อนพันธ์ุด้วยสำรเคมีในกลุ่มของ คำร์บำเมตเช่น mancozeb หรือกำรแช่ท่อนพันธ์ุด้วยเช้ือ            
จุ ล ลิ น ท รี ย์ ท่ี มี ป ร ะ โ ย ช น์  เช่ น  Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum แ ล ะ  T. virens 
(Buensanteai et al., 2013) รำยงำนกำรปลูกมนัส ำปะหลงัในประเทศไทยท่ีผ่ำนมำ ยงัไม่มีรำยงำน
กำรระบำดของโรคน้ีอย่ำงรุนแรง จึงยงัมิไดด้ ำเนินกำรคดัพนัธ์ุตำ้นทำนต่อโรค ส ำหรับในประเทศ
ไทยตั้งแต่ปี พ.ศ. 2548 ถึงปัจจุบนั มีรำยงำนกำรระบำดของโรคน้ี รุนแรงในมนัส ำปะหลงัพนัธ์ุ
เกษตรศำสตร์ 50 ระยอง 90 ระยอง 72 และสำยพนัธ์ุ CMR 35-22-196 จึงตอ้งเฝ้ำระวงักำรระบำดใน
มนัส ำปะหลงัพนัธ์ุดงักล่ำว รวมทั้งพนัธ์ุท่ีมีพนัธุกรรมใกลเ้คียง (Owolade et al., 2005) 
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2.7  การจ าแนกความแตกต่างเช้ือราสาเหตุโรคพืช 
กำรศึกษำจ ำแนกควำมแตกต่ำงของเช้ือรำสำเหตุโรคสำมำรถท ำไดห้ลำยวธีิ ทั้งดว้ยวิธีกำร

พื้นฐำนและวธีิทำงชีวโมเลกุล ดงัน้ี  
2.7.1  วธีิการจ าแนกความแตกต่างเช้ือราสาเหตุโรคพืชตามลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
กำรจ ำแนกตำมลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเช้ือ Colletotrichum spp. โดยทัว่ไปพิจำรณำ

จำกลกัษณะสีของโคโลนี ขนำดและรูปร่ำงของโคนีเดีย กำรเจริญเติบโต ลกัษณะของเส้นใย เพื่อ
ใช้เป็นขอ้มูลพื้นฐำนในกำรศึกษำควำมหลำกหลำยของเช้ือรำสำเหตุโรคพืชซ่ึงอำจสรุปไดต้ำม
ตำรำงท่ี 2.1  

 โดย Smith and Black (1990) ไดท้  ำกำรจดัจ ำแนกเช้ือรำ Colletotrichum spp. 24 ไอโซเลต 
ท่ีเป็นสำเหตุโรคแอนแทรคโนสในสตอรเบอร่ี โดยใชล้กัษณะทำงสัณฐำนวิทยำเป็นเกณฑ์ พบวำ่ 
รูปร่ำงของ conidia ของเช้ือรำ C. acutatum เป็นแบบ fusiform มีลกัษณะหวัทำ้ยแหลม ซ่ึงแตกต่ำง
กบั conidia ของเช้ือรำ C. fragariae และ C. gloeosporioides ท่ีเป็นแบบ cylindrical มีลกัษณะหัว
ทำ้ยมน ส่วนกำรแยกควำมแตกต่ำงของเช้ือรำ C. fragariae และ C. gloeosporioides ใช้อตัรำกำร
เจริญบนอำหำรเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 320 C  ในวนัท่ี  5 พบว่ำเช้ือรำ C. fragariae เจริญได้ 69 
มิลลิเมตร และ C. gloeosporioides เจริญได ้63 มิลลิเมตร นอกจำกน้ียงัพบว่ำเช้ือรำ C. fragariae 
จะเกิดโรคบนสตอรเบอร่ีไดต้อ้งมีกำรท ำให้เกิดบำดแผลก่อน ในขณะท่ีเช้ือรำ C. gloeosporioides 
สำมำรถท ำใหผ้ลเน่ำไดโ้ดยไม่ตอ้งมีกำรท ำใหเ้กิดบำดแผล  

ธำรทิพย์ ภำสบุตร และคณะ (2547) ได้ท ำกำรแยกเช้ือรำ Colletotrichum spp. จำกพืช
อำศยัหลำยชนิดจ ำนวน 10 ไอโซเลต และจ ำแนกชนิดโดยใชล้กัษณะทำงสัณฐำนวิทยำเป็นเกณฑ ์
พบว่ำสำมำรถจ ำแนกเช้ือรำ Colletotrichum spp. ออกได้ 5 ชนิด ดังน้ี  C. gloeosporioides, C. 
acutatum, C. capsici, C. circinans และ C. truncatum 

ธำรทิพย ์ภำสบุตร และคณะ (2547) รำยงำนกำรเกิดโรคแอนแทรคโนสในสตรอเบอร์ร่ี 
พบว่ำมีลกัษณะเป็นแผลขนำดเล็กกลมรี บนไหล (stolon) ขอบแผลสีม่วงแดง ตรงกลำงแผลสี
น ้ ำตำลอ่อนขยำยไปตำมไหล ต่อมำเปล่ียนเป็นสีน ้ ำตำลเขม้ ผลจะมีสีน ้ ำตำลเขม้ เน้ือเยื่อยุบตวั 
ของแผลไม่ชัดเจน และยงัพบเช้ือเกิดข้ึนกับพืชอำศยัอีก 25 ชนิด เช่น หอม กำแฟ มะม่วง ส้ม 
หน่อไมฝ้ร่ัง องุ่น อะโวกำโด กลว้ยไม ้

Magdalena et al. (2012) ไดท้  ำกำรศึกษำกำรระบำดของเช้ือรำ C. gloeosporioides สำเหตุ
โรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัพบวำ่ เช้ือท่ีแยกไดจ้  ำนวน 39 ไอโซเลตรูปร่ำงของ conidia เป็น
แบบ cylindrical มีลกัษณะหัวทำ้ยมนเหมือนกบัเช้ือรำ C. gloeosporioides สำเหตุโรคสำเหตุโรค
แอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั 
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 ปัจจุบนัมีกำรพบเช้ือรำ Colletotrichum spp. เพิ่มมำกข้ึนเน่ืองจำกมีพืชอำศยักวำ้ง และยงั
มีเช้ือรำColletotrichum spp. อีกหลำยชนิดท่ีไม่สำมำรถจดัจ ำแนกได้ หรือจดัจ ำแนกได้แต่ไม่
ชดัเจน (Cano et al., 2004) ดงันั้นจึงมีกำรหำวิธีอ่ืนมำช่วยในกำรจดัจ ำแนก ระบุชนิดและศึกษำ
ควำมหลำกหลำยของเช้ือร่วมกบัวิธีศึกษำทำงสัณฐำนวิทยำโดยวิธีท่ีนิยมน ำมำใช้ในปัจจุบนัมีอยู่
หลำยเทคนิคเช่นเทคโนโลยดีำ้นชีวโมเลกุลและชีวเคมีเพื่อให้กำรศึกษำมีควำมถูกตอ้งและแม่นย  ำ
ยิง่ข้ึน 
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ตารางที ่2.1 ควำมแตกต่ำงของเช้ือรำ Colletotrichum spp. จำกพืชชนิดต่ำง ๆ 
Colletotrichum 

species 

 
พืชอาศัย 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  
ทีม่า ลกัษณะของ

โคโลนี 
สีของโคโลนีบน
อาหารเลีย้งเช้ือ 

ลกัษณะของโคนีเดีย ขนาดของโคนีเดีย 
(กว้าง x ยาว) µm 

 C. capsici (new 
name C.truncatum ) 

พริก ไม่มีขอ้มูล สีเทำอ่อน รูปร่ำงของโคนีเดียมีลกัษณะโคง้งอ
คลำ้ยเคียว (falcate) 

3.00x19.00 หทยัชนก คงแกว้ 
(2546) 

C. capsici (new 
name C.truncatum ) 

มะเขือเทศ ไม่มีขอ้มูล เทำด ำ รูปร่ำงของโคนีเดียมีลกัษณะโคง้งอ
คลำ้ยเคียว (falcate) 

2.57-3.31x 17.6-21.6 Diao et al., (2014) 

C. dematium ถัว่เหลือง ไม่มีขอ้มูล สีเทำปนด ำ acervulus มีขนำดเล็กเจริญเป็นวง
ซ้อนกัน  สร้ำง seta ก้ำนยำว โคนี
เดียมีลกัษณะโคง้งอคลำ้ยเคียว ส่วน
ปลำยของสปอร์แหลมปลำยแคบ
กวำ่เช้ือรำ C. capsici 

2.00x12.00 หทยัชนก คงแกว้ 
(2546) 

C. gloeosporioides พริก ไม่มีขอ้มูล สีสม้อ่อน รูป ร่ ำงของโค นี เดี ย มี ลักษณ ะ
ทรงกระบอกปลำยมน 

2.00x25.00 หทยัชนก คงแกว้ 
(2546) 

C. gloeosporioides พริก ไม่มีขอ้มูล สีขำวปนเทำ โคนีเดียรูปร่ำงตรงปลำยมน ฐำนตดั
ตรง (cylindrical) 

2.5-5.0 x 3.75-23.75 รัติยำ พงศพ์ิสุทธำและ
คณะ (2553) 
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ตารางที ่2.1 ควำมแตกต่ำงของเช้ือรำ Colletotrichum spp. จำกพืชชนิดต่ำง ๆ (ต่อ) 
Colletotrichum 

species 

 
พืชอาศัย 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  
ทีม่า ลกัษณะของ

โคโลนี 
สีของโคโลนีบน
อาหารเลีย้งเช้ือ 

ลกัษณะของโคนีเดีย ขนาดของโคนีเดีย 
(กว้าง x ยาว) µm 

C. gloeosporioides มนัเทศ ไม่มีขอ้มูล สีสม้อมเทำ โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอกหัว
ทำ้ยมน (cylindrical) เซลลเ์ดียว ไม่มีสี  

3.60 x 12.6 Abang et al., (2002) 

C. gloeosporioides  มะม่วง ไม่มีขอ้มูล สีเทำ โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอกหัว
ทำ้ยมน (cylindrical) มี guttulate ไม่มีสี 

5.0 x 10.0-20.0 สุธำสินี ชยัชนะ(2550) 

C. gloeosporioides ฝร่ัง ไม่มีขอ้มูล สีเทำแกมเขียว โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอกหวั
ทำ้ยมน (cylindrical) เซลลเ์ดียว ไม่มีสี 

2.5-5.0 x 7.5-15.0 สุธำสินี ชยัชนะ(2550) 

C. gloeosporioides มะละกอ ไม่มีขอ้มูล สีขำว โคนีเดียมีลักษณะเป็นทรงกระบอก
(cylindrical) เซลล์เดียว มี guttulate ไม่
มีสี 

5.0 x 8.75-15.0 สุธำสินี ชยัชนะ(2550) 

C. gloeosporioides สม้ ไม่มีขอ้มูล สีขำวอมเทำ โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอกหวั
ทำ้ยมน (cylindrical) เซลลเ์ดียว ไม่มีสี 

2.5-5.0 x 7.5-15.0 สุธำสินี ชยัชนะ(2550) 

C. gloeosporioides 
f.sp. aeschynomene 

ถัว่ 
(Aeschynomene 

Virginica) 

ไม่มีขอ้มูล สีขำว โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอก
หวัทำ้ยมน (cylindrical) 

4.10x17.60 Weir et al., (2012) 
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ตารางที ่2.1 ควำมแตกต่ำงของเช้ือรำ Colletotrichum spp. จำกพืชชนิดต่ำง ๆ (ต่อ) 
Colletotrichum 

species 

 
พืชอาศัย 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  
ทีม่า ลกัษณะของ

โคโลนี 
สีของโคโลนีบน
อาหารเลีย้งเช้ือ 

ลกัษณะของโคนีเดีย ขนาดของโคนีเดีย 
(กว้าง x ยาว) µm 

C. graminicola หญำ้ ไม่มีขอ้มูล ไม่มีขอ้มูล รูปร่ำงของโคนีเดียมีลกัษณะโคง้งอ
คลำ้ยเคียว (falcate) 

3.00–6.00 x 19.00–32.00 Smith, (1954) 

C. graminicola ขำ้วโพด ไม่มีขอ้มูล ไม่มีขอ้มูล รูปร่ำงของโคนีเดียมีลกัษณะโคง้งอ
คลำ้ยเคียว (falcate) 

5.00-6.00 x 28.00-43.00 Khan A. and Hsiang T. 
(2003) 

C. acutatum แอปเปิล ไม่มีขอ้มูล สีชมพอูมเทำ โคนีเดียมีลักษณะเป็นรูปกระสวย
หัวท้ำยแหลม (fusiform) เซลล์เดียว 
ไม่มีสี 

2.5-5.0 x 7.5-13.75 สุธำสินี ชยัชนะ(2550) 

C. acutatum พริก ไม่มีขอ้มูล สีขำวปนเทำ โคนีเดียรูปร่ำงตรง หรือ ปลำยเรียว
ดำ้นใดดำ้นหน่ึงหรืออำจพบทั้งสอง
ด้ำน  (fusiform) อำจพบรอยคอด
กลำงโคนีเดีย 

1.25-3.75 x 7.5-32.5 รัติยำ พงศพ์ิสุทธำและ
คณะ (2553) 
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ตารางที ่2.1 ควำมแตกต่ำงของเช้ือรำ Colletotrichum spp. จำกพืชชนิดต่ำง ๆ (ต่อ) 
Colletotrichum 

species 

 
พืชอาศัย 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  
ทีม่า ลกัษณะของ

โคโลนี 
สีของโคโลนีบน
อาหารเลีย้งเช้ือ 

ลกัษณะของโคนีเดีย ขนาดของโคนีเดีย 
(กว้าง x ยาว) µm 

C. musae กลว้ย ไม่มีขอ้มูล สีเทำ โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอก
หวัทำ้ยมน (cylindrical) เซลลเ์ดียว 
ไม่มีสี 

4.5-5.5 x 10.0-17.50 สุธำสินี ชยัชนะ(2550) 

C. lindemuthianum ถัว่ (Phaseolus 
vulgaris L.). 

ไม่มีขอ้มูล ไม่มีขอ้มูล โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอก
หวัทำ้ยมน (cylindrical) 

4.90-6.91x14.46-18.93 
 

Pinto et al., (2012) 

C. boninense พริกไทย, ถัว่, 
เมลอน 

ไม่มีขอ้มูล สีขำว โคนีเดียมีลกัษณะเป็นทรงกระบอก
หวัทำ้ยมน (cylindrical) 

5.80x13.20 Damm et al., (2012) 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_664680936
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2.7.2  การระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคพืชโดยวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ 
กำรระบุชนิดเช้ือรำสำเหตุโรคพืชโดยวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยเทคนิคด้ำนชีว

โมเลกุล โดยกำรถอดรหัสพนัธุกรรม (DNA sequence) ซ่ึงดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid, DNA) 
เป็นส่วนประกอบท่ีส ำคญัของโครโมโซม อยู่ใน nucleus ของเซลล์ โดยท ำหน้ำส่งผ่ำนขอ้มูลทำง
พนัธุกรรม มีองคป์ระกอบทำงเคมีเฉพำะตวั และโครงสร้ำงโมเลกุลเป็นสำยคู่ของ double helix ใน
แต่ละสำยของ DNA เกิดจำกกำรเรียงตวัของ nucleotide มีโครงสร้ำงโมเลกุลท่ีแตกต่ำงกนั 4 แบบ 
ซ่ึงประกอบด้วย  adenine (A), thymine (T), guanine (G) และ  cytosine (C) โดยกำรเรียงตัวของ 
nucleotide ในแต่ละสำยของ DNA จะต่อกันด้วยพันธะ phosphodiester bond ซ่ึงเกิดจำกกำรต่อ
ระหวำ่ง phosphate ท่ี carbon ต ำแหน่ง 5´ ของ nucleotide กบัหมู่  OH ของ carbon ต ำแหน่ง 3´ ของ 
nucleotide ซ่ึงเป็น  complementary ซ่ึงกันและกันมำเช่ือต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen 
bond) จำกควำมสัมพนัธ์ดงักล่ำว เม่ือทรำบล ำดบั nucleotide เพียงสำยใดสำยหน่ึง ก็จะสำมำรถบอก
ล ำดบั nucleotide ท่ีเป็นคู่ complementary กนัไดเ้ช่นกนั (พชัรีย ์วชิยำนุวติั, 2543) 

กำรถอดรหัสทำงพนัธุกรรม หรือกำรวิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์  (nucleotide sequence) 
ของส่ิงมีชีวิตต่ำง ๆ ในปัจจุบนัน้ีนิยมใช้ปฏิกิริยำทำงเคมีท่ีถูกค้นพบโดย Sanger et al. (1997) ท่ี
เรียกว่ำ Sanger method หรือ dideoxy or chain-terminating method และใช้เคร่ือง automated DNA 
sequencer  เป็นตวัช่วยอ่ำนรหัสพนัธุกรรมซ่ึงสำมำรถท ำได้ในเวลำอนัรวดเร็ว หลกักำรถอดรหัส
พันธุกรรม จะอำศัยกำรเพิ่มปริมำณ  DNA ในหลอดทดลอง (polymerase chian reaction, PCR) 
ร่วมกบักำรใช้ primer หรือ dNTPs ท่ีถูก labeled ดว้ยสำร fluorescent เพื่อควำมสะดวกต่อกำรอ่ำน
ผลดว้ยเคร่ือง automated DNA sequencer ผลลพัธ์ท่ีได ้คือ สำย DNA ท่ีมีขนำดสั้นยำวแตกต่ำงกนั 
เม่ือน ำสำย  DNA เหล่ำน้ี  ไปแยกขนำดในสนำมกระแสไฟฟ้ำ โดยใช้เคร่ือง  automated DNA 
sequencer จะไดรู้ปแบบของสำย DNA ท่ีมีกำรเรียงล ำดบัตำมขนำดควำมยำวของ DNA fragment ซ่ึง
มีควำมสัมพนัธ์กบัรหสัพนัธุกรรมบนสำย DNA ขอ้มูลท่ีไดคื้อสำยรหสัพนัธุกรรมของนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide) A, C, G, T หรือ N โดยสำยรหัสพนัธุกรรม DNA เหล่ำน้ี อำจจะเป็นส่วนท่ีก ำหนดกำร
สร้ำงโปรตีน (gene) หรือเป็นส่วนท่ีไม่ไดก้  ำหนดกำรสร้ำงโปรตีนก็ได ้ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัช้ินส่วน DNA 
ท่ีน ำมำหำล ำดบั nucleotide ถ้ำหำกช้ินส่วน DNA เป็น genomic DNA ก็จะพบส่วนของ exon และ 
intron ได ้แต่ถำ้หำกน ำเอำ RNA หรือ cDNA มำวิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์ก็จะพบเฉพำะส่วนของ 
exon เท่ำนั้น ซ่ึงประกอบดว้ยรหัสพนัธุกรรม (genetic code) ท่ีก ำหนดกำรสร้ำงกรดอะมิโน (พชัรีย ์
วิชยำนุวติั, 2543) โดยทัว่ไปขอ้มูลรหัสพนัธุกรรมท่ีถูกคน้พบโดยนักวิทยำศำสตร์ทัว่โลก จะถูก
น ำไป เก็บไว้ท่ี ฐำนข้อมูลทำงพัน ธุกรรมของ  National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) ท่ี เรียกว่ำ GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) ซ่ึ งเป็นข้อมูลสำธำรณะท่ีสำมำรถ
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น ำมำใช้ประโยชน์ไดโ้ดยไม่เสียค่ำใชจ่้ำย ในหลำยปีท่ีผ่ำนมำไดมี้กำรกำรถอดรหสัทำงพนัธุกรรม
ของเช้ือรำเพื่อศึกษำถึงควำมหลำกหลำยบำ้งแลว้  

โดย Hsiang and Goodwin (2001) ได้ท ำกำรเปรียบเทียบล ำดบั Ribosomal DNA sequence 
ของเช้ือรำ C. graminicola ใน turfgrasses และพืชอำศยัอ่ืน พบว่ำ เช้ือรำสำเหตุโรคท่ีแยกได้จำก 
turfgrass มี ควำมคล้ำยค ลึงกับ เช้ื อรำ Colletotrichum spp. ส ำยพัน ธ์ุ อ่ืน  เช่น  C. coccodes, C. 
dematium และC. graminicola ท่ีเขำ้ท ำลำยพืชอำศยัอ่ืน 

Guerber et al. (2003) ได้ศึกษำลักษณะควำมหลำกหลำยของเช้ือรำ C. acutatum ด้วยวิธี 
sequence analysis พบว่ำ เช้ือรำ C. acutatum ท่ีใชใ้นกำรศึกษำควำมหลำกหลำยนั้นมีควำมสัมพนัธ์
กนักบัเช้ือรำ Colletotrichum sp. 

Prihastuti et al. (2003) ไดศึ้กษำลกัษณะของสำยพนัธ์ุท่ีเก่ียวขอ้งกบั เช้ือรำ Colletotrichum 
spp.ของกำแฟในภำคเหนือของประเทศไทย จำกกำรวิเครำะห์ DNA sequence analysis สำมำรถจดั
กลุ่มของเช้ือรำ Colletotrichum spp. ออกเป็น 3 สำยพันธ์ุ คือ C. asianum, C. fructicola และ C. 
Siamense แต่ละกลุ่มมีควำมสอดคล้องกันในลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ ชีวเคมีและข้อมูล DNA 
sequence 

2.7.3  วธีิการตรวจสอบเช้ือราสาเหตุโรคพืช 
2.7.3.1  การตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
กำรตรวจสอบเช้ือรำสำเหตุโรคพืชโดยทัว่ไปพิจำรณำจำกลกัษณะและสีของโคโลนีท่ีเจริญ

บนอำหำร ลกัษณะของโคนีเดีย และขนำดของโคนีเดีย (ขนิษฐำ มำกรุง, 2548)โดย Smith and Black 
(1990) ได้ท ำกำรจดัจ ำแนกเช้ือรำ Colletotrichum spp. สำเหตุโรคแอนแทรคโนสใน สตรอเบอร์ร่ี 
โดยใชล้กัษณะทำงสัณฐำนวิทยำเป็นเกณฑใ์นกำรตรวจสอบ พบวำ่รูปร่ำงของ conidia ของเช้ือรำ C. 
acutatum เป็นแบบ fusiform คือ มีลักษณะหัวท้ำยแหลม ซ่ึงแตกต่ำงจำกเช้ือ C. gloeosporioides 
และ C. fragariae ท่ีเป็นแบบ cylindrical คือ มีลกัษณะหวัทำ้ยมลส่วนกำรแยกควำมแตกต่ำงของเช้ือ 
C. gloeosporioides และ C. fragariae สำมำรถแยกไดโ้ดยใช้อตัรำกำรเจริญบนอำหำรเล้ียงเช้ือเป็น
เวลำ 5 วนั พบว่ำ เช้ือรำ C. gloeosporioides เจริญได้บนอำหำรเล้ียงเช้ือ 63 มิลลิเมตร  ส่วนเช้ือ C. 
fragariae เจริญได้ 69 มิลลิเมตร ต่อมำ ธำรทิพย ์ภำสบุตรและคณะ (2547) ได้ท ำกำรแยกเช้ือรำ 
Colletotrichum spp. จำกพืชอำศยัหลำยชนิด โดยใช้ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำเป็นเกณฑ์ พบว่ำ
สำมำรถจ ำแนกเช้ือรำ Colletotrichumได ้5 ชนิด คือ C. gloeosporioides, C. acutatum, C. capsici, C. 
circinans และ C. truncatum แต่เน่ืองจำกลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำนั้นมีควำมผนัแปรสูงอีกทั้งยงัคง
มีเช้ือรำ Colletotrichum อีกหลำยชนิดท่ีไม่สำมำรถจดัจ ำแนกได ้หรือจดัจ ำแนกไดไ้ม่ชดัเจนจึงมีกำร
ใชเ้ทคนิคอ่ืนมำช่วยในกำรศึกษำร่วมกบักำรลกัษณะทำงสัณฐำนวทิยำ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 
 

 

2.7.3.2 การตรวจสอบโดยใช้เทคนิคปฏิกริิยาลูกโซ่จ าลองตัว  
 (Polymerase chain reaction : PCR) 
Polymerase chain reaction หรือ PCR เป็นกระบวนกำรสังเครำะห์ช้ินส่วนดีเอ็นเอในหลอด

ทดลองโดยอำศยั DNA polymerases ในกำรท ำปฏิกิริยำร่วมกบักำรใช้ primer ท่ีจ  ำเพำะเจำะจง ซ่ึง
เทคนิค PCR ถูกพฒันำข้ึนเม่ือปี พ.ศ. 2528 โดย KaryMullis และคณะ นกัชีวเคมี ของบริษทั Cetus 
Corporation (มำลินี  อศัวดิษฐเลิศ, 2553) จุดเด่นของเทคนิค PCR คือ สำมำรถเพิ่มปริมำณ DNA ได้
อยำ่งเฉพำะเจำะจงโดยมีขั้นตอนกำรท ำงำนน้อยรวดเร็ว แม่นย  ำ และมีควำมจ ำเพำะเจำะจงสูง ใน
ปัจจุบนั PCR ถูกน ำมำใช้กนัอย่ำงแพร่หลำยในงำนดำ้นเทคโนโลยี ชีวภำพ โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งใน
ห้องปฏิบติักำรอณูชีววิทยำ ซ่ึงส ำหรับงำนตรวจจ ำแนกดีเอ็นเอและกำรเพิ่มปริมำณ  DNA งำนดำ้น
กำรโคลนน่ิง (gene cloning) กำรท ำแผนท่ียีน  (gene mapping) กำรท ำพันธุวิศวกรรม  (genetic 
engineering) ในทำงกำรเกษตร PCR ถูกน ำมำใช้ในกำรปรับปรุงพนัธ์ุพืชและสัตวแ์ละกำรตรวจ
วนิิจฉยัเช้ือสำเหตุของโรคพืช เป็นตน้ (มธุกร สมพงษ,์2553) 

หลักกำรและเทคนิค  PCR  มีองค์ประกอบท่ีส ำคญั ส ำหรับกำรท ำ PCR ประกอบด้วย        
ดีเอ็นเอแม่แบบ (Template DNA), DNA Polymerase คือ เอนไซม์ท่ีท ำหน้ำท่ีในกำรสร้ำงสำย   
DNA มี คุณสมบัติพิ เศษ คือสำมำรถทนควำม ร้อน 93-95 องศำเซลเซียส , Deoxynucleoside 
triphosphates (dNTPs) เป็นนิวคลีโอไทด์ ซ่ึงเป็นหน่วยย่อยส ำหรับน ำไปสังเครำะห์เป็น DNA    
สำยใหม่ , บัฟเฟอร์ส ำหรับเอ็นไซม์ DNA Polymerase (PCR Buffer) เป็นสำรละลำยท่ีควบคุม
สภำวะของกำรท ำ PCR ให้เหมำะสม, primer คือ DNA เส้นเด่ียวเส้นสั้น ๆ จ ำนวนตั้งแต่ 10-20 เบส
ต่อกนั โดย DNA polymerases  น ำนิวคลีโอไทด์4 ชนิด (A, T, C, G) มำต่อกนัเป็นสำย DNA โดยใช ้
primer เป็นจุดเร่ิมต้นในกำรสังเครำะห์ ซ่ึง primer เป็น DNA สำยสั้ น ๆ ท่ีมีล ำดับเบสเป็นคู่สม 
(complementary) กับ DNA แม่แบบ ซ่ึงจะเขำ้คู่กับด้ำน 3' ของ DNA แม่แบบจำกนั้นเพิ่มปริมำณ
ดว้ยเคร่ือง PCR (thermalcycler) ซ่ึงเป็นเคร่ืองเปล่ียนอุณหภูมิแบบอตัโนมติั เพื่อท ำให้เกิดปฏิกิริยำ
แบบต่อเน่ืองในกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ โดยปฏิกิริยำกำรสังเครำะห์ช้ินส่วนดีเอ็นเอจะเกิดต่อเน่ือง
ซ ้ ำกนัเป็นวงจรลูกโซ่ (ณฐัธิญำ เบือนสันเทียะ, 2547)  

ปฏิ กิ ริยำของ  PCR ในแต่ละรอบมีขั้ นตอน คือ ป ฏิ กิ ริยำกำรแยกคู่ของสำย  DNA 
(denaturation) เป็นกำรท ำให้ดีเอ็นเอเสียสภำพเพื่อเปิดโอกำสให้  primer สำมำรถเข้ำไปจับกับ
บริเวณท่ีต้องกำรเพิ่มปริมำณบนสำยดีเอ็นเอตน้แบบได้ ขั้นตอนน้ีท ำได้โดยกำรใช้อุณหภูมิสูง
ประมำณ 94-950 C เพื่อท ำลำยพนัธะท่ีใชใ้นกำรจบัคู่กนัของเส้น DNA ปฏิกิริยำกำรเขำ้คู่ของดีเอน็เอ 
(annealing) หลงัจำกท่ี DNA แยกเป็นเส้นเด่ียวแล้วแล้ว จะลดอุณหภูมิลงเหลือ 40-620 C เพื่อให ้
primer ซ่ึงเป็นดีเอ็นเอเส้นเด่ียวท่อนสั้ น ๆ จะเข้ำไปเกำะบริเวณท่ีเป็นคู่ผสมกันบนเส้นดีเอ็นเอ
ตน้แบบ, ปฏิกิริยำกำรสังเครำะห์สำยดีเอ็นเอ (extension) หลงัจำก primer เกำะกบัดีเอ็นเอตน้แบบ
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เรียบร้อย จะเพิ่มอุณหภูมิข้ึนประมำณ 68-720 C เอนไซม์ DNA polymerase จะเร่ิมท ำงำนด้วยกำร
เช่ือมต่อเบสทั้งส่ีชนิด โดยจะจดัล ำดบักำรเรียงตวัของเบส ตำมเบสท่ีเป็นคู่สมกนับนเส้นดีเอ็นเอ
ตน้แบบจำกขั้นตอนน้ี กำรสร้ำงสำยดีเอน็เอเส้นใหม่จึงเกิดข้ึน หลงัจำกเสร็จส้ินสำมขั้นตอนถือเป็น
หน่ึงรอบของปฏิกิริยำเพื่อให้ไดช้ิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ีตอ้งกำรมำกพอ เม่ือมีกำรท ำซ ้ ำในขั้นตอน 1-3 
ของ PCR ให้มีจ  ำนวนรอบมำกข้ึน ส่งผลให้เกิดกำรเพิ่มจ ำนวนของสำยดีเอ็นเอข้ึนเป็นจ ำนวนมำก 
กล่ำวไดว้ำ่เทคนิค PCR เป็นเทคนิคท่ีนิยมใชใ้นกำรวินิจฉัยโรคพืช โดยสำมำรถใชต้รวจหำดีเอ็นเอ
ของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีปริมำณนอ้ยในพืชได ้และยงัเป็นเทคนิคท่ีมีควำมแม่นย  ำ เฉพำะเจำะจง และมี
ควำมไว (ดงัภำพท่ี 3)(มธุกร สมพงษ,์2553) 

Stanley et al. (2000) ได้ศึกษำลักษณะของเช้ือรำ C. acutatum สำเหตุโรคแอนแทรค     
โนสใน  Anemone coronaria โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีจ  ำเพำะเจำะจงกับเช้ือ C. acutatum คือ CaInt2       
(5´-GGGGAAGCCTCGCGG-3’) และไพร์เมอร์ท่ีจ  ำเพำะเจำะจงกับเช้ือ  C. gloeosporioides คือ
CgInt (5´-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3’) ร่ ว ม กั บ  universal primer ITS 4 (5´-TCCTCC 
GCTTATTGATATGC-3’) พบวำ่เช้ือสำเหตุโรคแอนแทรคโนสใน Anemone coronaria เกิดจำกเช้ือ
รำ C. acutatum 

Erika et al. (2009) ไดท้  ำกำรระบุชนิดเช้ือรำ C. gloeosporioides สำเหตุโรคแอนแทรคโนส
มะนำว มะเขือเทศ และมะม่วงโดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีจ  ำเพำะเจำะจงกับเช้ือรำ C. gloeosporioides 
เช่นเดียวกบั Stanley (2000) พบวำ่เช้ือสำเหตุโรค anthracnose ในมะนำวและมะเขือเทศ เกิดจำกเช้ือ
รำ C. acutatum ภำยในส่วนท่ี DNA เพิ่มปริมำณได้ มีขนำดเบสอยู่ท่ี 490 bp ส่วนเช้ือสำเหตุโรค 
anthracnose ในมะม่วงเกิดจำกเช้ือรำ C. gloeosporioides มีขนำดเบสอยูท่ี่ประมำณ 450 bp  

 Svetlana et al. (2010) ได้ท ำกำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำและลักษณะทำงชีว
โมเลกุลของเช้ือรำ C. acutatum ในมะเขือเทศ โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีจ  ำเพำะเจำะจงกับเช้ือรำ C. 
gloeosporioides คื อ  CgInt (5’-GGCCTCCCG CCTCCGGGCGG-3’) และไพ ร์ เมอ ร์ ท่ี จ ำ เพ ำะ
เจำะจงกับ เช้ือรำ C. acutatum คือCaInt2 (5’-GGCGCCGGCCCCGTCACGGGGG-3’) ร่วมกับ 
universal primer ITS1 พบวำ่เช้ือสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมะเขือเทศส่วนใหญ่เป็น C. acutatum มี
ขนำดเบสอยูท่ี่ 490 bp 

โชติรส  รอดเก ตุ  และคณะ (2554) ได้ท ำกำรศึกษำลักษณะสปอร์ของเช้ือรำ C. 
gloeosporioidesสำเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  ำเพำะต่อเช้ือรำ 
C. gloeosporioides 

Stanley (2000) และ Erika et al. (2009) พบว่ำเช้ือรำ C. gloeosporioides สำเหตุโรคแอน
แทรคโนสพริกมีขนำดเบสท่ี 450 bp 
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อยำ่งไรก็ตำมควำมไวและควำมจ ำเพำะเจำะจงของกำรใชเ้ทคนิค PCR ในกำรตรวจหำเช้ือ
สำเหตุของโรคยงัมีขอ้จ ำกดั เน่ืองจำกประสิทธิภำพกำรตรวจถูกจ ำกดัดว้ยสำรยบัย ั้งกำรเพิ่มปริมำณ 
DNA (PCR inhibitor) เช่น สำรประกอบฟีโนลิก (phenolic compound) และกรดฮิวมิก (humic acid) 
เป็นตน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.7 ขั้นตอนกำรเพิ่มปริมำณ DNA โดยเทคนิค PCR (ท่ีมำ : Andy, 1999) 
 

2.7.3.3 วิธีการศึกษาความหลากหลายเช้ือราสาเหตุโรคพืชด้วยเทคนิคชีวโมเลกุลด้วย
เทคนิค RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

เป็นวิธีตรวจลำยพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอำร์ แบบหน่ึงท่ีไม่จ  ำเป็นตอ้งทรำบขอ้มูล
เก่ียวกบัล ำดบัเบสของดีเอ็นเอเป้ำหมำย เน่ืองจำกไพรเมอร์ท่ีใชไ้ม่จ  ำเพำะเจำะจงกบัดีเอ็นเอบริเวณ
ใด (arbitrary primer) ถูกพฒันำข้ึนโดย Williams et al. (1990) โดยมีพื้นฐำนมำจำกเทคนิค PCR ซ่ึง
มีควำมแตกต่ำงกันท่ี เทคนิค RAPD-PCR จะใช้ไพรเมอร์เพียง 1 ไพรเมอร์ (Single primer) ท่ีมี
จ  ำนวนล ำดบันิวคลีโอไทด์เพียง 10 นิวคลีโอไทด์(10-mer) เพื่อใช้ในกำรเพิ่มขยำย genomic DNA 
ในต ำแหน่งท่ี primer นั้น สำมำรถไปจบัได้ ช้ินส่วนท่ีไดรั้บกำรเพิ่มขยำยปริมำณแลว้จะถูกน ำไป
แยกขนำดโดยใช ้agarose gel จำกแถบดีเอน็เอท่ีได ้สำมำรถใชแ้ยกควำมแตกต่ำงของส่ิงมีชีวติแต่ละ
ตวัอยำ่ง และบอกควำมสัมพนัธ์ทำงวิวฒันำกำรระหวำ่งตวัอย่ำงไดด้ว้ย โดยกำรเปรียบเทียบควำม
เหมือนและควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน โดยตวัอยำ่งท่ีพบแถบดีเอน็เอท่ีต ำแหน่งหน่ึง ๆ 
ให้สัญลกัษณ์เป็น "+" หรือให้คะแนนเป็น "1" ส่วนตวัอยำ่งท่ีไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีต ำแหน่งเดียวกนั

 

 

 

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%8F%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B9%88%E0%B8%9E%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%AA
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%AA
http://en.wikipedia.org/wiki/Primer_(molecular_biology)
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%92%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3
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นั้นใหส้ัญลกัษณ์เป็น "-" หรือให้คะแนนเป็น "0" ในกำรใหค้ะแนนแถบดีเอ็นเอเกิดปัญหำไดบ้่อย ๆ 
เช่น แถบดีเอ็นเอในบำงแถวจำงหรือไม่ชดัเจน หรือต ำแหน่งอำจคลำดเคล่ือนจำกกนั เน่ืองจำกเจล
เกิด smile อนัมีสำเหตุจำกแถบดีเอ็นเอแถวท่ีอยู่ด้ำนนอกเคล่ือนท่ีไปช้ำกว่ำแถบดีเอ็นเอท่ีอยู่แถว
กลำง เป็นตน้ ในกรณีดงักล่ำวน้ีถำ้แถบดีเอ็นเอในแถวใดไม่ชดัเจน ไม่อำจบอกไดแ้น่ชดัให้ตดัแถบ
ดีเอ็นเอดงักล่ำวออกไปไม่ตอ้งน ำมำคิด กำรให้คะแนนหรือตรวจดูแถบดีเอ็นเอน้ีอำจดูดว้ยสำยตำ
หรือใช้เคร่ืองอ่ำนก็ได้ เปรียบเทียบควำมเหมือนของแถบของดีเอ็นเอท่ีได้จำกแต่ละคู่โดยใช้ค่ำ 
similarity index (S) โดย S จะมีค่ำตั้ งแต่ 0 ถึง 1 โดย 0 คือ ทั้ งสองตัวอย่ำงไม่มีแถบดีเอ็นเอท่ี
เหมือนกนัเลย และ S=1 หมำยถึง ทั้งสองตวัอยำ่งมีแถบดีเอ็นเอเหมือนกนัทั้งหมดซ่ึงควำมแตกต่ำง
ในประชำกรนั้น เกิดจำก addition, deletion หรือ mutation ในต ำแหน่งท่ีนั้น ๆ คุณสมบติัท่ีส ำคญั
ของเคร่ืองหมำยโมเลกุลก็คือ ควำมง่ำย และควำมประหยดัตน้ทุนในกำรด ำเนินกำร เน่ืองจำกกำร
สร้ำง primer นั้นเป็นแบบสุ่มไม่จ  ำ เป็นต้องใช้ข้อมูลจำกล ำดับเบส อีกทั้งใช้ปริมำณของ DNA 
เร่ิมตน้นอ้ยมำกเน่ืองจำกอำศยัระบบของ PCR ซ่ึงควำมแตกต่ำงของสำรพนัธุกรรมน้ีก่อใหเ้กิดควำม
แตกต่ำงของกำรจ ำลองตวัและขนำดของดีเอ็นเอท่ีถูกจ ำลองตวัท ำใหส้ำมำรถบอกควำมแตกต่ำงทำง
พนัธุกรรมได ้ 

โดย Malathi et al. (2002) ท ำกำรศึกษำควำมหลำกหลำยของเช้ือรำ C. falcatum สำเหตุโรค 
red rot ในออ้ย โดยใช้วิธี RAPD พบวำ่ จำกกำรใช้ไพรเมอร์ 80 ไพรเมอร์ สำมำรถจดักลุ่มของเช้ือ
ไดท้ั้งหมด 7 กลุ่มใหญ่  

Weeds et al. (2003) ได้ศึกษำควำมหลำกหลำยของเช้ือรำ C. gloeosporioides ท่ีเขำ้ท ำลำย
ถัว่สไตโลในประเทศบรำซิล โคลมัเบีย ออสเตรเลีย จีน และอินเดีย โดยใชเ้ทคนิค RAPD พบวำ่เช้ือ
ท่ีพบในประเทศบรำซิล และอินเดียมีควำมหลำกหลำยสูงมำก เช่นเดียวกบัเช้ือท่ีพบในประเทศจีน 
และ อินเดีย เน่ืองจำกมีกำรปลูกอย่ำงกวำ้งขวำงและอำจเป็นพนัธ์ุท่ีน ำเขำ้จำกอเมริกำใต ้แต่ควำม
หลำกหลำยของเช้ือท่ีพบในประเทศออสเตรเลีย ค่อนขำ้งต ่ำ เน่ืองจำกมีประสิทธิภำพในกำรกกักนั
พืชเขำ้ประเทศไดดี้  

Yi et al. (2003) ท ำกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ทำงพนัธุกรรมของเช้ือรำ C. gloeosporioides ท่ี
เขำ้ท ำลำยถัว่สไตโลในประเทศจีน โดยใช้วิธี RAPD พบว่ำมี 8 ไพรเมอร์ท่ีให้ควำมแตกต่ำงของ
แถบดีเอน็เอออกมำอยูร่ะหวำ่ง 0.3-2.8 kb โดยสำมำรถแบ่งได ้4 กลุ่มท่ีมีควำมใกลชิ้ดกนัมำก 

รัฐกร ศรีสุทธี (2549) ได้ท ำกำรวิเครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพันธ์ุกรรมของเช้ือรำ 
Colletotrichum spp. สำเหตุโรคแอนแทรคโนส พบว่ำสำมำรถจ ำแนกได้เป็น 4 สปีชีส์ ดังน้ี C. 
gloeosporioides,C. musae, C. acutatum และ C. capsici 
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2.7.4  การตรวจสอบเช้ือราสาเหตุโรคโดยใช้เทคนิคอนิฟราเรดสเปคโตรสโคปี  
 (Infrared spectroscopy) 
ปัจจุบนัเทคนิค Infrared (IR) Spectroscopy และ Infrared microspectroscopy เป็นเทคนิคท่ี

นิยมใช้ในศึกษำองค์ประกอบทำงเคมี กำรวิเครำะห์และตรวจสอบเก่ียวกบัโมเลกุลของสำร และ
ศึกษำโครงสร้ำงขนำดเล็กของสำรชีวโมเลกุล โดยท ำกำรตรวจวดักำรดูดกลืนรังสีอินฟรำเรดของ
ตวัอย่ำงท่ีควำมถ่ีต่ำง ๆ ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพำะของแต่ละพนัธะโดยอำศยัหลกักำรสั่น (Vibration) 
ของโมเลกุล ท ำให้โมเลกุลเกิดกำรดูดกลืนแสงแล้วว ัดแสงท่ีส่งผ่ำนออกมำแสดงผลเป็น
ควำมสัมพนัธ์ของควำมถ่ีหรือ Wave Number กบัค่ำกำรส่งผ่ำนของแสง เรียกว่ำ IR Spectrum ซ่ึง
ลกัษณะสเปคตรัมกำรดูดกลืนแสงของสำรแต่ละชนิดจะมีคุณสมบติัเฉพำะข้ึนอยูก่บัควำมแข็งแรง
ของพนัธะและน ้ ำหนกัของอะตอมของ Functional Groups ในโมเลกุลนั้นๆ ซ่ึงช่วง wave numbers 
4000-400 cm-1จะมีผลต่อกำรสั่นของพนัธะเคมีแต่ละชนิดแตกต่ำงกนัไป เช่น พลงังำนในช่วง 4000-
1500 cm-1จะเป็นช่วงท่ีบ่งบอกถึงหมู่ฟังก์ชั่นนอลของโมเลกุลดังน้ี hydroxyl (-OH) methyl และ 
carbonly (-CO) เป็นตน้ (ดงัภำพท่ี 4) จำกควำมแตกต่ำงน้ีท ำให้สำมำรถจ ำแนกชนิดของหมู่ฟังก์ชัน่
ในองคป์ระกอบของสำรนั้น ๆได ้
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ภาพที ่2.8 แสดงลกัษณะสเปคตรัมกำรดูดกลืนแสงอินฟรำเรดของสำรชีวโมเลกุล 
                               (ท่ีมำ : Salman, 2010) 

 
หลักกำรของเทคนิค FT-IR เป็นเทคนิคอินฟรำเรดสเปคโตรสโคปีท่ีใช้ อินเตอร์เฟอโร 

มิเตอร์ (Michelson Interferometer) ท ำหนำ้ท่ีแยกแสงท่ีผำ่นออกจำกเซลลบ์รรจุสำรตวัอยำ่งออกเป็น
ควำมยำวคล่ืนต่ำง ๆ โดย Interferometer จะประกอบไปด้วยกระจกแบนรำบ (planar mirrors)  2 
แผน่ท่ีวำงท ำมุมตั้งฉำกกนั โดยจะมี 1 แผน่วำงอยูก่บัท่ี (fixed mirror)  ในขณะท่ีกระจกอีกหน่ึงแผน่
จะเคล่ือนท่ีกลบัไปกลบัมำดว้ยควำมเร็วคงท่ี ในทิศทำงท่ีตั้งฉำกกบัระนำบของผิวกระจก และมีตวั
แยกล ำแสง (beam splitter) ซ่ึงวำงท ำมุม 45 องศำ อยูร่ะหวำ่งกระจกทั้ง 2 ซ่ึง beam splitter น้ี จะท ำ
หน้ำท่ีแบ่งแยกล ำแสงท่ีออกมำจำกแหล่งก ำเนิดแสงให้แยกออกเป็น 2 ส่วน กล่ำวคือ 50 % ของ
ล ำแสงจะทะลุผำ่น beam splitter เขำ้ไปสู่ fixed mirror ในขณะท่ีอีก 50 % ของล ำแสงท่ีเหลือจะหัก
เหไปสู่กระจกท่ีเคล่ือนท่ี ท ำให้เกิด Path difference ระหว่ำงล ำแสง แลว้ท ำ   กำรรวมสัญญำณกำร
แทรกสอดซ่ึงเป็นฟังก์ชันกับ Path difference โดยเคร่ืองตรวจวดั (ดังภำพท่ี 5) (จตุพร วุฒิกนก
กำญจน,์ 2553) 
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ภาพที ่2.9 หลกักำรท ำงำนของเทคนิค FT-IR (จตุพร วุฒิกนกกำญจน์, 2553) 
 

ปัจจุบนัน้ีกำรน ำเอำเทคนิค IR spectroscopy  มำใช้ร่วมกบักลอ้งจุลทรรศน์ ซ่ึงนิยมเรียกว่ำ 
Infrared micro spectroscopy จะขยำยขอบเขตกำรใชง้ำนไดอ้ยำ่งมำกมำย ซ่ึงสำมำรถวดัตวัอยำ่งท่ีมี
ขนำดเล็กท่ีไม่สำมำรถวดัไดโ้ดยใช ้spectroscopy ขอ้ดีอีกประกำรหน่ึงของกำรใช้เทคนิคน้ี คือ กำร
เตรียมตวัอยำ่งส ำหรับกำรวิเครำะห์ไม่มีควำมยุง่ยำกซบัซ้อน ท ำให้สำมำรถใชใ้นกำรตรวจวเิครำะห์
ตวัอยำ่งแบบไม่ท ำลำย (non-destructive) ได ้เพรำะแสงท่ีใชอ้ยูใ่นยำ่นพลงังำนท่ีค่อนขำ้งต ่ำเกินกวำ่
ท่ีจะท ำให้เกิดกำรท ำลำยพันธะทำงเคมี หรือกำรท ำให้เกิดปฏิกิริยำกำรแตกตัวของโมเลกุล 
(ionization) กำรใชง้ำนเทคนิคน้ีสำมำรถประยุกตใ์ช้ในงำน ดำ้นวสัดุศำสตร์ เช่น พอลิเมอร์ช่วยใน
กำรจ ำแนกชนิดของพอลิเมอร์ ด้ำนวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ และวิทยำศำสตร์ชีวภำพ เช่น กำร
ตรวจสอบสอบโครงสร้ำงของเน้ือเยื่อ เส้นผม ผิวหนัง กระดูก เน่ืองจำกเคร่ืองมือน้ี มีค่ำใช้จ่ำยไม่
แพง มีขั้นตอนกำรเตรียมตวัอยำ่งไม่ยุง่ยำก ใชต้วัอยำ่งนอ้ย  มีควำมแม่นย  ำสูง และสำมำรถวเิครำะห์
ตวัอยำ่งไดเ้กือบทุกชนิด (กำญจนำ ธรรมนู, 2555) และไดมี้กำรน ำเทคนิคน้ี มำใชใ้นดำ้นกำรเกษตร 
เน่ืองจำกสำมำรถตรวจวดัตวัอย่ำงท่ีมีปริมำณน้อย และสำมำรถน ำมำศึกษำองค์ประกอบของกำร
เปล่ียนแปลงสำรชีวโมเลกุลจำกตวัอยำ่งเน้ือเยื่อท่ีสนใจ โดยสำมำรถตรวจสอบกำรเปล่ียนแปลงของ
สำรชีวเคมี ของตวัอย่ำงใบพืช โดยลกัษณะสเปคตรัมจำก IR จะให้ขอ้มูลกำรเปล่ียนแปลงของหมู่
ฟังก์ชนันอล เช่น Amide I, Amide II, lipid, และ carbohydrate เป็นตน้ ท่ีเป็นลกัษณะสเปคตรัมของ
กำรดูดกลืนแสงอินฟรำเรดในสำรแต่ละชนิด  กำรใช้เทคนิคน้ีสำมำรถน ำมำใช้ในกำรศึกษำกำร
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สะสมของสำรในกระบวนกำรชีวเคมีของพืชท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต กำร
สร้ำงภูมิตำ้นทำนในพืช และกระตุน้กำรเจริญเติบโตของพืช และในปัจจุบนัไดมี้กำรน ำเทคนิคน้ีมำ
ใช้ในตรวจดูควำมแตกต่ำงของจุลินทรียแ์ละกำรระบุชนิดของเช้ือสำเหตุโรคพืช เน่ืองจำกมีควำม
แม่นย  ำ ไม่ยุ่งยำก (ณัฐธิญำ เบือนสันเทียะและคณะ, 2555) ลักษณะสเปคตรัมท่ีได้จำกตวัอย่ำง
ทำงด้ำนชีวภำพจะบ่งบอกถึงลักษณะสำรประกอบของสำรชีวเคมีภำยในเซลล์หรือเน้ือเยื่อเช่น 
คำร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั ฟอสโฟลิปิด (ดงัภำพท่ี 5) จำกตำรำงท่ี 2.2 สำมำรถแบ่งกลุ่มของกำร
ดูดกลืนแสงอินฟรำเรดออกเป็น 6 กลุ่มดงัน้ี  

1.  ช่วง  4000-3100 cm-1ส่วนใหญ่เกิดจำกกำรดูดกลืนแสงของ OH (3400 cm-1) และ NH 
Stretching mode (Amide A ~ 3300 cm-1และ Amide B ~ 3030 cm-1) 

2.  ช่วง 3100-2800 cm-1  กำรดูดกลืนแสงของ C-H Stretching vibration ของ CH3 CH2  ซ่ึง
เกิดจำกกำรดูดกลืนแสงของกลุ่มไขมนั  

3.  ช่วง 1800-1500 cm-1กำรดูดกลืนแสงของAmide I และ  Amide II ของกลุ่มโปรตีน 
โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งสำมำรถบอกถึง secondary structure ของโปรตีน เช่น alpha-helix , beta-sheet, 
turn รวมไปถึงหมู่ C=O จำก ester group ของไขมนั 

4.  ช่วง 1300-1500 cm-1 กำรดูดกลืนแสงของ C-H  bending vibration ของ CH3 CH2 ซ่ึงเกิด
จำกกำรดูดกลืนแสงของกลุ่มไขมัน รวมไปถึง Stretching vibration COO- จำก Amino acid side 
chains 

5.  ช่วง 1230 cm-1เกิดจำกกำรดูดกลืนแสงของ P=O asymmetric stretching vibrations ของ 
phosphodiester, free phosphate และ monoester phosphate ซ่ึงส่วนใหญ่เกิดจำกกำรดูดกลืนแสงของ 
DNA/RNA Polysaccharide backbone structures  

6.  ช่วง 1200-900 cm-1 เกิดจำกกำรดูดกลืนแสงของ PO2-จำก nucleic acid และ พวก C-O-C 
C-O-P Stretching vibrations ของพวก oligo-polysacharide 
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ตารางที ่2.2  แสดงลกัษณะของกำรดูดกลืนแสงอินฟรำเรดของสำรชีวโมเลกุล 
Wavenumber (cm-1)                  Assignment 
~ 3307 N-H and O-H stretching vibration : polysaccharides, protein 
~2959 CH3 asymmetric stretch :mainly lipids 
~2927 CH2 asymmetric stretch: mainly lipids, with the little contribution from 

proteins, carbohydrates, nucleic acids 
~2876 CH3 symmetric stretch: mainly proteins, with the little contribution 

from lipids, carbohydrates, nucleic acids 
~2857 CH2 symmetric stretch: mainly lipids, with the little contribution from 

proteins, carbohydrates, nucleic acids 
~1739-1744 Ester C=O stretch: lipid, triglycerides 
~ 1700-1600 Mainly (C=O) associated with protein as the amide I band 
~1631 -sheet protein secondary structure 
~1653 α-helix protein secondary structure 
~1682 turn 
~1541 Amide II (protein N-H bend, C-N stretch) 
~1452 CH2 Bending: lipids 
~ 1391  COO- symmetric stretch: amino acid side chains, fatty acids 
~1236 Asymmetric stretching: mainly nucleic acids with the little contribution 

from phospholipids 
~1152 CO-O-C asymmetric stretching: glycogen and nucleic acids 
~1080 PO-

2 symmetric stretching: nucleic acids and phospholipids 
 
ปัจจุบันนิยมน ำเทคนิค FTIR microspectroscopy น้ี มำใช้ในกำรวิเครำะห์ทำงด้ำนจุล -

ชีววทิยำเช่นใชใ้นกำรจดัจ ำแนก จดักลุ่ม และแยกแยะชนิดของจุลินทรียใ์นสำยพนัธ์ต่ำง ๆ เช่น กำร
ตรวจวดัองค์ประกอบต่ำง ๆ ภำยในเซลล์ กำรวิเครำะห์สำรสะสมในเซลล์ กำรศึกษำลกัษณะกำร
เปล่ียนแปลงของเซลล์ เม่ือมีกำรเติมสำรเคมี เป็นตน้ เทคนิค FTIR microspectroscopy น้ีเป็นเทคนิค
ใหม่ท่ีน ำมำประยุกต์ใช้ในกำรวิเครำะห์โครงสร้ำงของตวัอยำ่งเซลล์หรือเน้ือเยื่อได ้อีกทั้งสำมำรถ
น ำมำประยุกต์ใช้ในกำรวิเครำะห์และจ ำแนกควำมแตกต่ำงของตัวอย่ำงท่ีสภำวะกำรทดลองท่ี
แตกต่ำงกนัไดโ้ดยเทคนิคน้ี มีตน้ทุนต ่ำรวมไปถึงใชเ้วลำในกำรตรวจวิเครำะห์สั้น และไม่มีขั้นตอน
กำรเตรียมตวัอยำ่งท่ียุง่ยำกตวัอยำ่งไม่จ  ำเป็นตอ้งผำ่นกระบวนกำรกำรใชส้ำรเคมีใด ๆ  
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Szeghalmi et al. (2006)  ไ ด้ ใ ช้ เท ค นิ ค  FTIR micro spectroscopy ใ น ก ำร ศึ ก ษ ำก ำร
เจริญเติบโตของเช้ือรำภำยใต้อุณหภูมิท่ีเตกต่ำงกันพบว่ำ เช้ือรำ Aspergillus, Neurospora, and 
Rhizopus มีควำมไวต่ออุณหภูมิท่ีแตกต่ำงกนั 

Salman (2010)ไดท้  ำกำรระบุชนิดของเช้ือรำสำเหตุโรคพืชดว้ยเทคนิค FTIR spectroscopy
โดยท ำกำรศึกษำเช้ือรำ 4 ชนิด คือ Rhizoctonia sp., Colletotrichum spp., Verticillium sp. และ 
Fusarium oxysporum ในกำรทดสอบดว้ยวิธี FTIR spectroscopy เปรียบเทียบกบัเทคนิค PCR พบวำ่ 
เทคนิค FTIR spectroscopy สำมำรถใช้ในกำรระบุชนิดของเช้ือสำเหตุโรคได้อย่ำงถูกต้อง และ
แม่นย  ำเม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิทำงชีวโมเลกุล 

Elsayed (2010) ได้ท ำกำรระบุชนิดของยีสต์และเช้ือรำสำเหตุโรคโดยใช้เทคนิค FTIR 
spectroscopy พบวำ่ สำมำรถใชใ้นกำรระบุชนิดของเช้ือสำเหตุโรคไดแ้ม่นย  ำเช่นกนั 

Buensanteai et al. (2012) ไดใ้ช้เทคนิค FTIR spectroscopy ในกำรตรวจสอบองค์ประกอบ
ของมันส ำปะหลัง หลังจำกถูกกระตุ้นด้วยเช้ือ Bacillus subtilis สำยพนัธ์ุ CaSUT007 พบว่ำ มัน
ส ำปะหลงัท่ีถูกกระตุน้มีกำรสร้ำงไขมนัเพิ่มสูงข้ึน 

Erukhimovitch et al. (2013) ได้ท ำกำรระบุชนิดของเช้ือ ไวรัส แบคทีเรีย และเช้ือรำท่ี
ป น เป้ื อน ใน  Vero cells ด้ ว ย เท ค นิ ค  FTIR micro spectroscopy พ บ ว่ ำ  เท ค นิ ค  FTIR micro 
spectroscopy สำมำรถตรวจสอบกำรปนเป้ือนของเช้ือท่ีแตกต่ำงกนัไดอ้ยำ่งมีประสิทธิภำพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่3 
วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิด ำเนินงำนวจิยั 

 
3.1 กำรเกบ็รวบรวมเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสจำกพืน้ทีป่ลูกส ำคญัในประเทศไทย 

ท ำกำรเก็บรวบรวมตวัอย่ำงใบ ก้ำนใบ และตน้มนัส ำปะหลงัท่ีแสดงอำกำรของโรคแอน
แทรคโนส โดยสุ่มเก็บตวัอยำ่งจำกพื้นท่ี ๆ มีกำรแพร่ระบำดของโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั
จำก 8 จังหวดั 10 อ ำเภอ ได้แก่ จังหวดันครรำชสีมำ อ ำเภอเมือง อ ำเภอส่ีคิ้วและอ ำเภอโชคชัย 
จงัหวดัปรำจีนบุรี อ ำเภอประจนัตคำม จงัหวดัชลบุรี อ ำเภอศรีรำชำ จงัหวดักำญจนบุรี อ ำเภอเมือง 
จงัหวดันครสวรรค ์อ ำเภอตำกฟ้ำ และอ ำเภอตำคลี จงัหวดัลพบุรี อ ำเภอบำ้นหม่ี จงัหวดัสุรำษฎร์ธำนี 
อ ำเภอเมือง และจงัหวดัชยัภูมิ อ ำเภอจตัตุรัส น ำมำแยกเช้ือสำเหตุโรค ณ ห้องปฏิบติักำรโรคพืชและ
ชีวโมเลกุลพืช อำคำรเคร่ืองมือ 3 มหำวิทยำลยัเทคโนโลยีสุรนำรี เพื่อน ำมำตรวจสอบเช้ือรำสำเหตุ
โรคต่อไป 

 

3.2 กำรแยกเช้ือรำจำกมนัส ำปะหลงัทีแ่สดงอำกำรโรคแอนแทรคโนส 

น ำตวัอย่ำงใบ ก้ำนใบ และต้นมันส ำปะหลังท่ีแสดงอำกำรของโรคแอนแทรคโนสมัน
ส ำปะหลงั ท่ีเก็บไดใ้นขอ้ท่ี 3.1 มำท ำกำรแยกเช้ือให้บริสุทธ์ิดว้ยวิธี Tissue transplanting technique 
บนอำหำร Water agar (WA) โดยท ำควำมสะอำดใบมนัส ำปะหลงัท่ีเก็บมำดว้ยน ้ ำสบู่หรือน ้ ำเปล่ำให้
สะอำด เช็ดให้แห้ง ใช้ใบมีดท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือตดับริเวณเน้ือเยื่อส่วนท่ีเป็นส่วนต่อระหว่ำงเน้ือเยื่อดี
กบัส่วนท่ีเป็นโรค จำกนั้นฟอกฆ่ำเช้ือด้วย clorox 10 เปอร์เซ็นต์ (NaOCl 1%) เป็นเวลำ 1-2 นำที 
ข้ึนอยู่กบัขนำดช้ินส่วนของเน้ือเยื่อใช้ปำกคีบ คีบยำ้ยช้ินใบมนัส ำปะหลงัมำลำ้งในน ้ ำกลัน่ น่ึงฆ่ำ
เช้ือเป็นเวลำ  ประมำณ 1 นำที ซับช้ินส่วนดว้ยกระดำษกรองน่ึงฆ่ำเช้ือจำกนั้นใชเ้ข็มเข่ีย เข่ียช้ินใบ
มนัส ำปะหลงั    วำงบนอำหำร WA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส  เป็นเวลำ 2 วนัหลงัจำกนั้นยำ้ย
เส้นใยท่ีเจริญออก มำรอบ ๆ เน้ือเยื่อพืช ไปเล้ียงบนอำหำร Half potato dextrose agar (HPDA) เป็น
เวลำ 10 วนั เพื่อกระตุน้ให้เช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัสร้ำงสปอร์ (ขนิษฐำ มำ
กรุง, 2548; มธุกร สมพงษ,์ 2553; Azad et al., 2011) 
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3.3 กำรแยกสปอร์เดี่ ยว (Single spore) ของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมัน
ส ำปะหลงั  

น ำเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส ำปะหลังท่ีแยกด้วยวิธี  Tissue transplanting 
technique ในขอ้ท่ี 3.2 มำเล้ียงบนอำหำร HPDA เป็นเวลำ 10 วนั เพื่อให้เช้ือสร้ำงสปอร์ ท ำกำรแยก
ให้ไดส้ปอร์เด่ียว (Single spore) โดยน ำสปอร์ของเช้ือรำท่ีไดม้ำผสมกบัน ้ ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ วดัควำม
เขม้ขน้ของสปอร์ด้วย Hematocytometer ให้ได้ควำมเขม้ขน้ 104-105 โคนีเดียต่อมิลลิลิตร น ำสำร
แขวนลอยเช้ือ Spread plate ดว้ยแท่งแกว้รูปตวั L ลงบนอำหำร WA บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 24-30 องศำ
เซลเซียส  เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง จำกนั้นจึงท ำกำรยำ้ยโคโลนีเด่ียวลงบนอำหำร HPDA ให้เช้ือเจริญท่ี
อุณหภูมิหอ้ง นำน 7 วนั เพื่อใชใ้นกำรศึกษำต่อไป (ขนิษฐำ มำกรุง, 2548; มธุกร สมพงษ,์ 2553) 
 

3.4  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อให้เกิดโรคและประเมินควำมรุนแรงของเช้ือ
สำเหตุโรคแอนแทรคโนส (Pathogenicity and virulencity test) 

น ำเช้ือรำท่ีได้จำกในขอ้ 3.3 มำใช้ในกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อให้เกิดโรคและ
ประเมินควำมรุนแรงของโรคกบัพืชทดสอบ (Abang et al., 2002) ตำมขั้นตอนดงัต่อไปน้ี   

3.4.1 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อให้เกดิโรคแอนแทรคโนสในมันส ำปะหลัง 
เตรียมท่อนพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุอ่อนแอ คือ พันธ์ุเกษตรศำสตร์  50 ควำมยำว 20 

เซนติเมตรต่อท่อน หรือมีจ ำนวนตำ 5 ตำ ปลูกในกระถำงขนำด 8 น้ิว โดยปลูกท่อนพนัธ์ุ 1 ท่อนต่อ
กระถำง เม่ือตน้มนัส ำปะหลงัมีอำยุ 4 สัปดำห์ เก็บใบและกำ้นใบ มำลำ้งดว้ยน ้ ำสบู่และเช็ดให้แห้ง
ก่อนน ำมำใช้เป็นพืชทดสอบ จำกนั้นน ำเช้ือรำสำเหตุโรคท่ีเล้ียงได้บนอำหำร HPDA อำยุ 14 วนั 
เตรียมเป็นสำรแขวนลอยในน ้ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ นบัดว้ย Hematocytometer ให้ไดค้วำมเขม้ขน้ 106-108 

โคนีเดียต่อมิลลิลิตร น ำสำรแขวนลอยท่ีไดไ้ปท ำกำรปลูกเช้ือ (Inoculate) โดยฉีดพ่นลงบนใบมนั
ส ำปะหลงัท่ีวำงในกล่องช้ืน(moist chamber)  (Magdalena, 2012) ท ำกำรให้ควำมช้ืนเพื่อให้สภำพ
เหมำะสมต่อกำรเกิดโรค เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง  ตรวจผลกำรเกิดโรควนัแรกท่ีมนัส ำปะหลงัแสดง
อำกำรของโรค และประเมินควำมรุนแรง (disease scores) ทุกวนัเป็นเวลำ 7 วนั โดยให้คะแนน 1-5 
คะแนน ดว้ยวิธีท่ีดดัแปลงจำก Wokocha et al. (2010 ) ดงัน้ี 1 = ใบพืชไม่แสดงอำกำร, 2 = เกิดแผล
นอ้ยกวำ่ 25 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ี ใบ, 3 = เกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีใบ, 4 = เกิดแผล 50-75 
เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีใบ, 5 = เกิดแผลมำกกวำ่ 75 เปอร์เซ็นตข์องพื้นท่ีใบ 

3.4.2  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรท ำให้เกดิโรคแอนแทรคโนสในพืชอำศัยอ่ืน 
น ำผลพริกข้ีหนู มำลำ้งดว้ยน ้ำสบู่และเช็ดใหแ้หง้ก่อนน ำมำใชเ้ป็นพืชทดสอบ โดยน ำเช้ือรำ

ท่ีเล้ียงไดบ้นอำหำร HPDA อำยุ 14 วนั เตรียมเป็นสำรแขวนลอยนับด้วย Hematocytometer ให้ได้
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ควำมเขม้ขน้ 106-108 โคนีเดียต่อมิลลิลิตร น ำสำรแขวนลอยท่ีไดไ้ปปลูกเช้ือ (Inoculate) บนผลพริก
ข้ีหนูพนัธ์ุซุปเปอร์ฮอต โดยใชเ้ข็มฉีดยำฉีดสำรแขวนลอยเช้ือรำลงบนผลพริกจ ำนวน 3 จุด/ผล ตำม
วิธีของ Magdalena et al. (2012) ในสภำพกล่องช้ืน (moist chamber) เพื่อให้สภำพเหมำะสมต่อกำร
เกิดโรค เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ตรวจผลกำรเกิดโรควนัแรกท่ีพริกแสดงอำกำรของโรค และประเมิน
ควำมรุนแรง (disease scores) ทุกวนัเป็นเวลำ 7 วนั โดยให้คะแนน 1-5 คะแนน ดว้ยวิธีท่ีดดัแปลง
จำก Wokocha et al. (2010 ) ดงัน้ี 1 = ไม่แสดงอำกำร, 2 = เกิดแผลน้อยกว่ำ 25 เปอร์เซ็นต์ของผล
พริก, 3 = เกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นตข์องผลพริก, 4 = เกิดแผล 50-75 เปอร์เซ็นตข์องผลพริก, 5 = เกิด
แผลมำกกวำ่ 75 เปอร์เซ็นตข์องผลพริก 
 3.4.3  กำรเกบ็ Stock เช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส ำปะหลงั 

น ำเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสท่ีผ่ำนกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรท ำให้เกิดโรค
และกำรทดสอบควำมรุนแรงของเช้ือสำเหตุโรคไดม้ำเล้ียงในอำหำร Potato dextrose broth (PDB) 
เขย่ำท่ี 120 รอบต่อนำที (rpm) ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 4 วนั กรองเอำเฉพำะส่วนแขวนลอยสปอร์ 
ดูดใส่หลอด Micro centrifuge tube ปริมำตร 1.5 ml หลอด น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนำที 
นำน 10 นำที เทส่วนใสทิ้ง แลว้เติมอำหำร PDB ท่ีมีส่วนผสมของ 100% Glycerol ในอตัรำส่วน 1:1 
ละลำยตะกอนสปอร์ด้วย Vortex mixer แล้วเก็บไวท่ี้ ตู้อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส  ตำมวิธีของ 
Huertas-Gonzalez et al. (1999) เพื่อเก็บไวใ้ชใ้นกำรทดลองระยะยำวต่อไป 

 

3.5  กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมัน

ส ำปะหลงั 

น ำเช้ือท่ีแยกได้จำกโคโลนีเด่ียวของเช้ือรำและผ่ำนกำรทดสอบว่ำมีควำมสำมำรถในกำร
ก่อให้เกิดโรครุนแรงแต่ละไอโซเลต มำเล้ียงบนอำหำร HPDA เพื่อศึกษำลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำ
ดงัต่อไปน้ี 

3.5.1  กำรเจริญเติบโตของโคโลนี 
เล้ียงเช้ือรำแต่ละไอโซเลตบนอำหำร HPDA ไอโซเลตละ 4 จำนอำหำรเล้ียงเช้ือ จำกนั้นวดั

ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงโคโลนีของเช้ือรำท่ีอำยุ 3, 5 และ 7 วนั บนอำหำร HPDA วำงแผนกำร
ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) วิเครำะห์ควำมแตกต่ำงทำงสถิติโดยโปรแกรม 
SPSS V.14.0 เพื่อหำควำมแตกต่ำงและค่ำเฉล่ียด้วยวิธี Duncan's new multiple range test (DMRT) 
โดยท ำกำรทดลอง 4 ซ ้ ำ/ไอโซเลต (ขนิษฐำ มำกรุง, 2548) 
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3.5.2 สีของโคโลนีบนอำหำร HPDA 
เล้ียงเช้ือรำแต่ละไอโซเลตลงบนอำหำร HPDA 1 จุดต่อจำนเล้ียงเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลำ 14 วนั สังเกตุกำรเปล่ียนแปลงสีของโคโลนี บนัทึกภำพและลกัษณะของโคโลนีตำมวิธี
ของ Abang et al. (2002)    

3.5.3 ลกัษณะและขนำดโคนีเดีย 
ยำ้ยเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัจำก slant ลงบนอำหำร HPDA 1 จุดต่อ

จำนเล้ียงเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 14 วนั ตรวจดูกำรสร้ำงโคนีเดีย โดยน ำไปตรวจดูใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก ำลงัขยำย 40X ส ำหรับเช้ือท่ีไม่สร้ำงโคนีเดีย ท ำกำรชกัน ำโดยปล่อยให้เช้ือเจริญ
และสร้ำงโคนีเดียท่ีอุณหภูมิห้องภำยใตแ้สงฟลูออเรสเซนเป็นเวลำ 12 ชัว่โมง จำกนั้นน ำไปตรวจดู
ใต้กล้องจุลทรรศน์ ท่ีก ำลังขยำย 40X อีกคร้ัง สุ่มว ัดขนำดของโคนี เดียด้วยไมโครมิ เตอร์ 
(Micrometer) จ  ำนวน 100 โคนีเดียต่อไอโซเลต (ขนิษฐำ มำกรุง, 2548; มธุกร สมพงษ์ , 2553) 
บนัทึกภำพและเปรียบเทียบขนำดและลกัษณะโคนีเดียของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนั
ส ำปะหลงัแต่ละไอโซเลต 

ท ำกำรจดักลุ่มของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงั โดยดดัแปลงจำกวิธีกำร
จดักลุ่มเช้ือรำโดยดดัแปลงวิธีของ Abang et al. 2002 เพื่อใช้เป็นขอ้มูลในกำรระบุชนิดเช้ือสำเหตุ
โรคท่ีแทจ้ริงและใชใ้นกำรศึกษำต่อไป 
 

3.6  กำรตรวจสอบเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัด้วยวธีิชีวโมเลกลุ 
3.6.1 กำรสกดั genomic DNA ของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส ำปะหลงั 
สกดั genomic DNA ของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัท่ีผ่ำนกำรจดักลุ่ม

ตำมลกัษณะทำงสัณฐำนวิทยำ โคโลนีโคนิเดีย กำรก่อให้เกิดโรคและควำมรุนแรงของโรคในมนั
ส ำปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศำสตร์ 50 โดยน ำมำเป็นตวัแทนกลุ่ม กลุ่มละ 2 ไอโซเลต โดยดดัแปลงวธีิกำร
ของมธุกร สมพงษ์ (2553) โดยตัดเส้นใยของเช้ือท่ี เจริญบน HPDA ด้วย Cork borer ขนำด 5 
มิลลิลิตร น ำเส้นใยไปบดเป็นผงในไนโตรเจนเหลวโดยใชโ้กร่งบดท่ีเยน็จดั ตกัเส้นใยท่ีบดละเอียด
แล้วด้วยช้อนตักสำรท่ีแช่ไนโตรเจนเหลวใส่ลงในหลอด Eppendorf ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ผสม
สำรละลำย  Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) ปริมำตร 450 ไมโครลิตร ผสมให้เขำ้กบัผงเส้นใย 
จำกนั้นน ำมำป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 13,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที เพื่อแยกตะกอนช้ินส่วน
เซลล์ออกจำกส่วนท่ีเป็นของเหลว น ำส่วนท่ีเป็นของเหลวใสไปใส่ในหลอด Eppendorf หลอดใหม่
แล้วเติม Isopropanol ท่ีเย็นจดั ปริมำตร 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 20 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 12-14 ชั่วโมง น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ีควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำทีเป็นเวลำ 5 นำที  
เพื่อให้ DNA ตกตะกอนสู่ก้นหลอด เทส่วนใสทิ้ง จำกนั้นล้ำงตะกอน DNA ออกด้วย Ethanol 70 
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เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขำ้กนั เทส่วนใสท่ีเป็นสำรละลำยทิ้งให้เหลือเฉพำะ 
DNA ติดอยูท่ี่กน้หลอด จำกนั้นทิ้งให้แห้งโดยวำงคว  ่ำลงบนกระดำษกรอง 15 นำที ก่อนน ำไปท ำให้
แห้งในสภำพสุญญำกำศนำน 1 ชัว่โมง จำกนั้นน ำ DNA ท่ีไดใ้น TE buffer ปริมำตร 50 ไมโครลิตร 
น ำไปวดัควำมเข้มขน้ของ DNA ด้วยเคร่ือง UV Spectrophotometer  ปรับให้ได้ควำมเข้มข้นของ 
DNA 5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น ำไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส  จนกว่ำจะน ำไปใช้
ต่อไป 

3.6.2  กำรศึกษำขนำดของดีเอ็นเอ (DNA) ที่ได้จำกกำรใช้ไพร์เมอร์เพิ่มปริมำณ DNA ด้วย
เทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 

ท ำกำรเพิ่มปริมำณช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ำกขอ้ 3.6.1 มำเพิ่มปริมำณดว้ยเทคนิค  PCR 
ร่วมกับไพรเมอร์ชนิดไม่ จ  ำ เพ ำะเจำะจง(Universal primers)คือPrimer ITS3 (5’-GCATCGA 
TGAAGAACGCAGC-3’) และ Primer ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’) ตำมล ำดับ 
(Medeiros et al., 2010) ซ่ึงในปฏิกิริยำทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ดดัแปลงจำก มธุกร สมพงษ์ (2553) 
ประกอบดว้ยดีเอน็เอของเช้ือสำเหตุโรคมนัส ำปะหลงั 1 ไมโครลิตร, 10X Amplifier buffer ปริมำตร 
5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลำร์ DNTP Mix ปริมำตร 0.75 ไมโครลิตร, 50 mM  MgCl2ปริมำตร 0.5 
ไมโครลิตร,  Taq DNA polymerase ปริมำตร 0.2 ไมโครลิตร แลว้ปรับปริมำตรใหไ้ด ้25 ไมโครลิตร 
ด้วย Distillate water  น ำไปใส่เคร่ือง PCR Thermocycler (ยี่ห้อ BIO-RAD) ก ำหนดอุณหภูมิเป็น
รอบตำมโปรแกรมท่ีเหมำะสมกบั Primer โดยอุณหภูมิและเวลำท่ีใชใ้นขั้นตอนของ PCR คือ Initial 
Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส  นำน 5 นำที, Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส  
นำน 30 วินำที, Annealing ท่ีอุณหภูมิ 59 องศำเซลเซียส  นำน 30 วินำที, Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 
องศำเซลเซียส  นำน 30 วินำที เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอจ ำนวน 35 รอบและจำกนั้นปรับอุณหภูมิ Final 
extension ท่ี 72 องศำเซลเซียส  นำน 7 นำทีเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส  จนกว่ำจะน ำไปท ำ
กำรทดลองต่อไป 

น ำ PCR product ปริมำตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ Loading dye 2 ไมโครลิตร และ Novel 
Juice 6X Loading Buffer ของบริษทั Gene DireX 1 ไมโครลิตรน ำมำตรวจผลิตภณัฑ์ PCR โดยใช้
วธีิกำรอิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) บน 1 เปอร์เซ็นต ์Agarose gel ใน 1X TBE buffer ท่ีควำม
ต่ำงศกัย1์00 โวลต ์นำน 25 นำทีหรือเม่ือแถบสีล่ำงของ Loading buffer เคล่ือนท่ีไปอยูอี่กปลำยดำ้น
หน่ึง ของเจลโดยห่ำง จำกด้ำนล่ำงถำดประมำณ  1 เซนติเมตร ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย  UV 
transilluminator พร้อมกบับนัทึกภำพ 

3.6.3 กำรยืนยันชนิดของเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส ำปะหลังโดยกำร
เปรียบเทยีบด้วยวธีิ DNA sequencing 

 

 

 

 

 

 

 

 



 45 

น ำ  PCR product บริสุทธ์ิท่ีไดใ้นขอ้ท่ี 3.6.2 ส่งตรวจโดยใช้บริกำรของบริษทั แปซิฟิคไซ
เอ็นซ์ จ  ำกดั แล้วน ำผลกำรตรวจท่ีได้มำเปรียบเทียบควำมเหมือน  (Identity) หรือควำมคล้ำยคลึง 
(Similarity) ของล ำดับนิวคลีโอไทด์กับฐำนข้อมูล (Homology or similarity search) เพื่อวิเครำะห์
ล ำดบันิวคลีโอไทด์ และท ำนำยลกัษณะ เพื่อหำชนิดและควำมหลำกหลำยของเช้ือสำเหตุของโรค
แอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัในประเทศไทยโดยใช้โปรแกรม  BLASTS บนเครือข่ำยอินเตอร์เน็ต
ของ Gen Bank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) 
 

3.7 กำรศึกษำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ด้วยเทคนิค RAPD (Randomly 
Amplied Polymorphic DNA) 

ในกำรทดลองน้ีใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม (Random oligonucleotide primer) ขนำด 10 เบส 
จ ำน วน  3 ไพ ร เม อ ร์ คื อ  OPA13 (5’CAGCACCCAC’3); OPB07 (5’GGTGACGCAG’3) แล ะ 
OPQ16 (5’AGTGCAGCCA’3) (Rothan, et al., 2003) ท ำปฏิกิริยำ PCR ปริมำตรรวม 25 ไมโครลิตร 
ตำมวิธีของหทยัชนก คงแกว้ (2546) และ ออ้ยทิพย ์พูลสวสัด์ิ (2553) ประกอบดว้ยดีเอ็นเอตน้แบบ 
(DNA Template) ทีสกดัได้ (25 นำโนกรัม) ปริมำตร 1 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer ปริมำตร 2.5 
ไมโครลิตร, MgCl2 (50 มิลลิโมลำร์) ปริมำตร 2.5 ไมโครลิตร, dNTPs (2.5 มิลลิโมลำร์) ปริมำตร 2 
ไมโครลิตร , ไพรเมอร์ (10 ไมโครโมลต่อไมโครลิตร) ปริมำตร 2 ไมโครลิตร , Taq DNA 
polymerase ปริมำตร 0.5 ไมโครลิตร , เติมน ้ ำกลั่น น่ึ งฆ่ ำเช้ือ(Distillate water) ป ริมำตร 16.5 
ไมโครลิตร น ำไปใส่เคร่ือง PCR Thermocycler (ยี่หอ้ BIO-RAD) ก ำหนดอุณหภูมิเป็นรอบตำมเวลำ
และอุณหภูมิท่ีใชใ้นขั้นตอนของ PCR ดงัน้ี Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส  นำน 3 
นำที , Denaturation ท่ี อุณหภูมิ  94 องศำเซลเซียส   นำน  1 นำที , Annealing ท่ี อุณหภูมิ  35 องศำ
เซลเซียส  นำน 2 นำที, Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส  นำน 2 นำที เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ
จ ำนวน  35 รอบ จำกนั้ นปรับอุณหภูมิ Final extension ท่ี 72 องศำเซลเซียส   นำน  5 นำที เก็บท่ี
อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส  จนกวำ่จะน ำไปท ำกำรทดลองต่อไป 
 น ำ PCR product ปริมำตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ Loading dye 1 ไมโครลิตร และ Novel 
Juice 6X Loading Buffer ของบริษทั Gene Dire X 1 ไมโครลิตร น ำมำตรวจผลิตภณัฑ์ PCRโดยใช้
วิธีกำร อิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) บน 1.5 เปอร์เซ็นต ์Agarose gel ใน 0.5 X TBE buffer ท่ี
ควำมต่ำงศักย์ 50 โวลต์ นำน 1 ชั่วโมง ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย  UV transilluminator พร้อมกับ
บนัทึกภำพ 
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3.8  กำรพัฒนำวิธีกำรระบุชนิดเช้ือสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส ำปะหลังด้วยเทคนิค
อนิฟรำเรดสเปคโตรสโคปี (FTIR microspectroscopy) 

3.8.1 กำรเตรียมตัวอย่ำง 
น ำตวัอยำ่งเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส ำปะหลงัไอโซเลต SEL8 ท่ีผ่ำนกำรยืนยนั    

สปีซีส์ดว้ยวิธีทำงสัณฐำนวทิยำและชีวโมเลกุลวำ่เป็นเช้ือรำ C. gloeosporioides จำกกำรศึกษำคร้ังน้ี 
และเช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกจำกมหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์ ไอโซเลต CC (C. capsici) 
มำใช้เป็นฐำนขอ้มูลในกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของเช้ือรำสำเหตุโรค ซ่ึงกำรพฒันำวิธีกำรระบุ
ชนิดเช้ือสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส ำปะหลังจะใช้เช้ือรำสำเหตุโรคแอนแทรคโนสมัน
ส ำปะหลังจ ำนวน 2 ไอโซเลต  คือ ไอโซเลต CHTM11 และ SRTLF01 มำใช้เป็นตัวแทนใน
กำรศึกษำ โดยเช้ือทั้ง 4 ไอโซเลตจะตอ้งผำ่นกำรจดักลุ่มตำมลกัษณะทำงสัณฐำนวทิยำ และผำ่นกำร
ตรวจสอบดว้ยเทคนิค PCR มำแลว้ น ำเช้ือรำทั้ง 4 ไอโซเลต มำเล้ียงในอำหำร PDB เป็นเวลำ 3 วนั 
จำกนั้นน ำไปป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ท่ีควำมเร็ว 4,900 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 นำที เทส่วนใส
ดำ้นบนทิ้ง จำกนั้นเติม 0.85% NaCl น ำไปป่ันเหวี่ยง ท่ีควำมเร็ว 4,900 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 นำที 
เทส่วนใสดำ้นบนทิ้ง แลว้เติมน ้ ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือน ำไปป่ันเหวี่ยง ท่ีควำมเร็ว 4,900 รอบต่อนำที เป็น
เวลำ 5 นำที ท ำซ ้ ำ 2 คร้ัง ป่ันให้สั้ นใยแตกตวัดว้ยเคร่ือง Vortex เป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นดูดเส้นใย
ของเช้ือรำ 3 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่น IR slide ท ำให้แห้งโดยใช้ Vacuum desiccator เป็นเวลำ
อยำ่งนอ้ย 30 นำที ก่อนน ำไปวเิครำะห์ 

3.8.2  กำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงของเช้ือ Colletotrichum sp. สำเหตุโรคแอนแทรคโนสมัน

ส ำปะหลงัโดยใช้เคร่ือง FTIR micro spectroscopy 

โดยใช้โปรแกรม OPUS 7.0 (Bruker optic, German) ร่วมกับกำรวิเครำะห์ทำงสถิติแบบ 
Multivariate data analysis โ ด ย ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  The Unscrambler X 10.1 (CAMO, Norway) ท่ี
สถำบนัวิจยัแสงซินโครตรอน (องค์กำรมหำชน) โดยใช้เคร่ือง IR microscope (Vertec70, Bruker 
optic) ท่ี ต่อกับ Hyperion 2000 Microscope ท่ีมีระบบตรวจวดัแบบ Mercury Cadmium Telluride 
(MCT) สำมำรถวัดกำรดูดกลืนแสงอินฟรำเรดได้ตั้ งแต่ ช่วง 800-4000 cm-1 (Bruker Optics, 
Ettlingen, Germany) โดยกำรวดัสเปคตรัมจะวดัแบบสะท้อนกลับ วดัท่ีค่ำ resolution  6 cm-1, 64 
scans  (กำญจนำ ธรรมนู, 2555) และเปิดรูรับแสง (aperture) ให้มีค่ำเท่ำกบั 50x50 ไมโครเมตร โดย
ขอ้มูลท่ีไดจ้ะถูกประมวลผลออกมำดว้ยโปรแกรม  OPUS 7.0 (Bruker optic) โดยจะท ำกำรวิเครำะห์
ขอ้มูลท่ีมีค่ำ Absorbance ไม่ต ่ำ (amide I มีค่ำ Absorbance < 0.35 units ) หรือสูงเกินไป (amide I มี
ค่ำ Absorbance < 0.8 units) จำกนั้ นท ำกำรคัดเลือก สเปคตรัมของเช้ือรำ ไอโซเลต CC SEL8 
CHTM11 และ SRTLF01 จ  ำนวน 300 สเปคตรัม ก่อนท ำกำรวิเครำะห์ขอ้มูลดว้ยใช้โปรแกรม The 
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Unscrambler X 10.1 (CAMO, Norway) จะท ำกำรสุ่มเลือกข้อมูลในอตัรำส่วน 2/3 เพื่อใช้ในกำร
สร้ำงฐำนข้อมูลของ S.Golay ในกลุ่ม Training set และ สุ่มเลือกข้อมูลในสัดส่วน 1/3 ในกลุ่ม 
Validated set เพื่อใชท้  ำนำยผล จำกนั้นน ำมำวเิครำะห์ขอ้มูล สเปคตรัมจะน ำมำท ำ Second derivative 
แล ะ  extended multiplicative signal correction (EMSC) จ ำกนั้ น น ำม ำวิ เค รำะ ห์  โด ยก ำรท ำ 
Multination data analysis แบบ  Principal Component analysis (PCA)  แ ล ะ  Partial Least Square 
Discriminant Analysis (PLS-DA) โดยใช้สเปคตรัมในกลุ่มของ Training set เพื่อสร้ำงแบบจ ำลอง
ของชุดขอ้มูล จำกนั้นท ำกำรท ำนำยผลโดยใชส้เปคตรัมของชุดขอ้มูล Validated set จำกนั้นน ำขอ้มูล
ท่ีได้มำวิเครำะห์  extended multiplicative signal correction (EMSC)  และน ำข้อมูลท่ีผ่ำนกำรท ำ 
PCA แลว้มำวิเครำะห์ Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) เพื่อสร้ำงแบบจ ำลอง
ของชุดขอ้มูลเพื่อท ำฐำนขอ้มูล จำกนั้นท ำกำรทดสอบฐำนขอ้มูลท่ีไดโ้ดยกำร Prediction testing เพื่อ
ตรวจสอบควำมถูกตอ้งของฐำนขอ้มูลดงัแสดงในภำพท่ี 3.1   

 

 

 
 
 

ภำพที ่3.1 แสดงขั้นตอนกำรวเิครำะห์ตวัอยำ่งดว้ยโปรแกรม The Unscrambler X 10.1  
                              (ดดัแปลงจำก Thumanu et al., 2014) 
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นอกจำกนั้น มีกำรน ำชุดขอ้มูลของ Prospective data set ของกลุ่มขอ้มูลท่ีไดจ้ำกไอโซเลต 
SEL8  SRTLF01 CHTM11 และ CC มำใชใ้นกำรท ำนำยค่ำควำมถูกตอ้งโดยใช ้ฐำนขอ้มูล (Model) 
ของ ข้อมูลท่ีได้จำกไอโซเลต SEL8 และข้อมูลท่ีได้จำกไอโซเลต CC จำกนั้ นน ำมำค ำนวณหำ
เปอร์เซ็นตค์วำมเหมือนคลำ้ยของตวัอยำ่งแต่ละไอโซเลต  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
 

 

4.1  การเกบ็รวบรวมตัวอย่างและแยกเช้ือราจากตัวอย่างมันส าปะหลงัที่แสดงอาการของ
โรคแอนแทรคโนส 

จากการเก็บรวบรวมช้ินส่วนมนัส าปะหลงัไดแ้ก่ ใบ กา้นใบ และล าตน้มนัส าปะหลงัท่ีแสดง
อาการของโรคแอนแทรคโนส (ภาพ 4.1) จากหลายพื้นได้แก่ จงัหวดันครราชสีมา อ าเภอโชคชัย 
อ าเภอสีคิ้วและอ าเภอเมืองจงัหวดัปราจีนบุรี อ าเภอประจนัตคามจงัหวดัชลบุรี อ าเภอศรีราชาจงัหวดั
กาญจนบุรี อ าเภอเมืองจงัหวดันครสวรรค์ อ าเภอตากฟ้า และอ าเภอตาคลีจงัหวดัลพบุรี อ าเภอบา้น
หม่ีจงัหวดัสุราษฎร์ธานี อ าเภอเมืองและจงัหวดัชยัภูมิ อ าเภอจตุัรัสสามารถแบ่งลกัษณะอาการได ้4 
ลกัษณะ คือ 1. ลกัษณะอาการใบจุดสีน ้ าตาลขอบแผลดา้นนอกมีสีเหลืองดงัแสดงในภาพ 4.2 (A) 2. 
ลกัษณะอาการขั้วใบไหมมี้สีน ้ าตาล-ด า เม่ือเป็นรุนแรงจะท าให้ใบหลุดร่วงดงัแสดงในภาพ 4.2 (B) 
3. ลกัษณะก้านใบเป็นจุดสีน ้ าตาล ดังแสดงในภาพ 4.2 (C) และ 4. ลักษณะอาการล าต้นไหม้ ดัง
แสดงในภาพ 4.2 (D) 

ในการแยกเช้ือราสาเหตุโรคสามารถแยกเช้ือราไดท้ั้งหมด 38 ไอโซเลต (ตารางท่ี 4.1) โดย
ไอโซเลตท่ีแยกไดท้ั้งหมดมาจากมนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการใบจุดสีน ้ าตาลขอบแผลดา้นนอกมีสี
เหลืองดงัแสดงในภาพ 4.3 ยกเวน้ไอโซเลต SRTLF01 และ SRTLF02 แยกไดจ้ากลกัษณะอาการขั้ว
ใบไหมมี้สีน ้ าตาล-ด า ดงัแสดงในภาพ 4.4 ไอโซเลต SRTLF03และ SRTLSY03แยกไดจ้ากลกัษณะ
กา้นใบเป็นจุดสีน ้ าตาล ดงัแสดงในภาพท่ี 4.5ไอโซเลตSEL8 แยกไดจ้ากอาการล าตน้ไหม ้ดงัแสดง
ในภาพ 4.6 

นอกจากน้ี ยงัไดน้ าเช้ือรา Colletotrichum spp. จ  านวน 2 ชนิด คือ Colletotrichum gloeosporioides 
(CG) และเช้ือรา C. capsici (CC) ชนิดละ 1 ไอโซเลต จากภาควิชาโรคพืช มหาวิทยาลัยเกษตร 
ศาสตร์ มาใชเ้ป็นสายพนัธ์ุอา้งอิง (Reference strains) รวมเช้ือทั้งหมดท่ีใชใ้นการทดลองน้ีจ านวน 40 
ไอโซเลต ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 
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ภาพที ่4.1  ลกัษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัท่ีในแปลงปลูกของเกษตรกรอ าเภอ     

สีคิ้ว จงัหวดันครราชสีมาท่ีอายุ 6-8 เดือน (A) แสดงอาการล าตน้ไหมเ้กิดแผลสีน ้ าตาลลาม
ทัว่ล าตน้ (B) แสดงอาการใบจุด เหลือง (C) แสดงอาการกา้นหลุดร่วงในมนัส าปะหลงั (D) 
แสดงอาการยนืตน้ตายในมนัส าปะหลงั 
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ภาพที ่4.2  แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัจากตวัอยา่งมนัส าปะหลงัท่ีน ามาใชใ้น

การศึกษา (A) อาการใบจุดสีน ้ าตาลขอบแผลดา้นนอกมีสีเหลือง (B) อาการขั้วใบไหมมี้สี
น ้ าตาลหรือด าและเม่ือเป็นรุนแรงจะท าให้ใบหลุดร่วง (C) อาการก้านใบเป็นจุดสีน ้ าตาล
หรือด าขนาดเล็ก (D) อาการแผลสีน ้าตาลบริเวณล าตน้เม่ือเป็นมากจะมีอาการล าตน้ไหม ้
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ภาพที ่4.3  อาการของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั (A) อาการใบจุดไหมน้ ้าตาลสีด าแยกไดเ้ช้ือไอ

โซเลต PCBB02 และ PCBB03 (B) อาการใบจุดสีน ้ าตาลมีวงสีเหลืองลอ้มรอบแยกไดเ้ช้ือ
ไอโซเลต SLC032 และ SLC071 (C) อาการใบจุดเหล่ียมน ้ าตาลสีด าแยกไดเ้ช้ือไอโซเลต 
NKSTFBS01 และ NKSTFBS02 (D) อาการใบจุดสีน ้ าตาลมีวงสีเหลืองล้อมรอบแยกได้
เช้ือไอโซเลต NKSTKLS01 NKSTKLS02 NKSTKLS03  NKSTKBS02 และNKSTKBS05 
(E) อาการใบจุดสีขาว แยกได้เช้ือไอโซเลต LBBS01 และ LBLB02 (F) อาการใบจุดสี
น ้ าตาลแยกไดเ้ช้ือไอโซเลต KBLSY01 ถึง KBLSY05 (G) อาการใบจุดเหล่ียมน ้ าตาลแยก
ไดเ้ช้ือไอโซเลต KBSF01 ถึง KBSF05 (H) อาการใบจุดสีน ้ าตาลมีวงสีเหลืองลอ้มรอบแยก
ได้เช้ือไอโซเลต SRTLF04 (I) อาการใบจุดสีน ้ าตาลไม่มีขอบชดัเจนแยกไดเ้ช้ือไอโซเลต 
SRTLSY ถึง SRTLSY03 (J)  อาการใบจุดสีน ้ าตาลมีวงสีเหลืองลอ้มรอบแยกไดเ้ช้ือไอโซ
เลต CPSF02 และ CPSF05 (K) อาการใบจุดสีน ้ าตาลมีวงสีเหลืองลอ้มรอบ ปลายใบไหม้
แยกไดเ้ช้ือไอโซเลต SCA03 CHTM11 LSS และC13 
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ภาพที ่4.4  ขั้วใบท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั (A) และ (B) แสดงอาการขั้ว        
ใบไหมมี้สีน ้ าตาล-ด า เม่ือเป็นมากใบจะหลุดล่วงแยกไดเ้ช้ือราไอโซเลต SRTLF01 และ 
SRTLF02 

 

 
 

ภาพที ่4.5  กา้นใบท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั (A) กา้นใบเป็นแผลสีน ้ าตาล
ขนาดเล็ก แยกไดเ้ช้ือไอโซเลต SRTLSY03 (B) กา้นใบเป็นแผลสีน ้ าตาลถึงสีด าแยกไดเ้ช้ือ
ไอโซเลต SRTLF03 
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ภาพที ่4.6  แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั (A) และ (B) แสดงอาการล าตน้ไหมเ้กิด

แผลสีน ้าตาลลามทัว่ล าตน้แยกไดเ้ช้ือไอโซเลต SEL8 (C) อาการล าตน้ไหมเ้ม่ือเป็นมากมนั
ส าปะหลงัจะยนืตน้ตาย 
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ตารางที ่4.1 เช้ือราท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสท่ีเก็บไดจ้ากแหล่ง
ปลูกท่ีส าคญัและเช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี 

ล าดับที ่ ไอโซเลต   สถานทีเ่กบ็ ช้ินส่วนทีแ่ยกได้ 
1 CHTM11 อ.โชคชยั จ.นครราชสีมา ใบมนัส าปะหลงั 

             2  SCA03 อ.เมือง จ.นครราชสีมา ใบมนัส าปะหลงั 
3 SEL8 อ.สีคิ้ว จ.นครราชสีมา ล าตน้มนัส าปะหลงั 
4 LSS อ.เมือง จ.นครราชสีมา ใบมนัส าปะหลงั 
5 C13 อ.เมือง จ.นครราชสีมา ใบมนัส าปะหลงั 
6 SLC032 อ. ศรีราชา จ.ชลบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
7 SLC071 อ. ศรีราชา จ.ชลบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
8 PCBB02 อ. ประจนัตคาม จ.ปราจีนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
9 PCBB03 อ. ประจนัตคาม จ.ปราจีนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 

10 NKSTFBS01 อ. ตากฟ้า จ.นครสวรรค ์ ใบมนัส าปะหลงั 
11 NKSTFBS02 อ. ตากฟ้า จ.นครสวรรค ์ ใบมนัส าปะหลงั 
12 NKSTKLS01 อ. ตาคลี จ.นครสวรรค ์ ใบมนัส าปะหลงั 
13 NKSTKLS02 อ. ตาคลี จ.นครสวรรค ์ ใบมนัส าปะหลงั 
14 NKSTKLS03 อ. ตากฟ้า จ.นครสวรรค ์ ใบมนัส าปะหลงั 
15 NKSTKBS02 อ. ตากฟ้า จ.นครสวรรค ์ ใบมนัส าปะหลงั 
16 NKSTKBS05 อ. ตากฟ้า จ.นครสวรรค ์ ใบมนัส าปะหลงั 
17 LBLB02 อ.บา้นหม่ี จ.ลพบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
18 LBBS01 อ.บา้นหม่ี จ.ลพบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
19 CPSF02 อ. จตัตุรัส จ.ชยัภูมิ ใบมนัส าปะหลงั 
20 CPSF05 อ. จตัตุรัส จ.ชยัภูมิ ใบมนัส าปะหลงั 
21 SRTLF01 อ. เมือง จ.สุราษฎร์ธานี ขั้วใบมนัส าปะหลงั 
22 SRTLF02 อ. เมือง จ.สุราษฎร์ธานี ขั้วใบมนัส าปะหลงั 
23 SRTLF03 อ. เมือง จ.สุราษฎร์ธานี กา้นมนัส าปะหลงั 
24 SRTLF04 อ. เมือง จ.สุราษฎร์ธานี ใบมนัส าปะหลงั 
25 SRTLSY อ. เมือง จ.สุราษฎร์ธานี ใบมนัส าปะหลงั 
26 SRTLSY01 อ. เมือง จ.สุราษฎร์ธานี ใบมนัส าปะหลงั 
28 SRTLSY03 อ. เมือง จ.สุราษฎร์ธานี กา้นมนัส าปะหลงั 
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ตารางที ่4.1 เช้ือราท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสท่ีเก็บไดจ้ากแหล่ง
ปลูกท่ีส าคญัและเช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี (ต่อ) 

ล าดับที ่ ไอโซเลต สถานทีเ่กบ็ ช้ินส่วนทีแ่ยกได้ 
29 KBSF01 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
30 KBSF02 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
31 KBSF03 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
32 KBSF04 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
33 KBSF05 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
34 KBLSY01 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
35 KBLSY02 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
36 KBLSY03 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
37 KBLSY04 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
38 KBLSY05 อ. เมือง จ.กาญจนบุรี ใบมนัส าปะหลงั 
39 CC มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ สายพนัธ์ุอา้งอิง 
40 CG มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ สายพนัธ์ุอา้งอิง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

4.2 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรค และความรุนแรงของเช้ือที่แยกได้จาก
ตัวอย่างมันส าปะหลังที่แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส (pathogenicity and 
virulencity test) 

4.2.1 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกดิโรคแอนแทรคโนสในมันส าปะหลัง  
จากการปลูกเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัจ านวน 38 ไอโซเลตและเช้ือราท่ีใชเ้ป็นสายพนัธ์ุ

อ้างอิงจ านวน 2 ไอโซเลต คือ C. gloeosporioides (CG) และ C.capsici (CC) จากภาควิชาโรคพืช 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ รวมเช้ือทั้งหมด 40 ไอโซเลตโดยเตรียมสารแขวนลอยสปอร์เช้ือราท่ีความ
เขม้ขน้ 106–108 โคนีเดียต่อมิลลิลิตรให้กบัมนัส าปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศาสตร์ 50 พบวา่ เช้ือราทั้ง 38ไอ
โซเลตเป็นเช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนส โดยแสดงอาการของโรคคร้ังแรกในวนัท่ี 2 หลงัท าการปลูก
เช้ือลกัษณะอาการท่ีพบ คือ 1. อาการใบจุดสีน ้ าตาลถึงสีด าดงัแสดงในภาพ 4.7 (A) 2. อาการกา้นมนั
ส าปะหลงัแสดงอาการกา้นเห่ียวและหกัดงัแสดงในภาพ 4.7 (B) 3. อาการกา้นใบเกิดแผลสีน ้ าตาลเม่ือ
เป็นมากจะมีขนาดแผลกวา้งข้ึนดงัแสดงในภาพ 4.7 (C) 

เช้ือสาเหตุโรคท่ีมีระดบัความรุนแรงสูงท่ีสุดในวนัท่ี 5หลงัการปลูกเช้ือท่ีระดบัความรุนแรง
เท่ากับ  5 คือเกิดแผลมากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์ของพื้นท่ีใบ คือ ไอโซเลต SEL8, Sca03, SRTLF02, 
SRTLSY, SRTLSY01, NKSTKLS01, NKSTKBS02, NKSTFBS02, LBLB02, KBLSY05, KBSF05 
และ KBLSY01 ส่วนไอโซเลตท่ีมีความรุนแรงนอ้ยท่ีสุดท่ีระดบั 2 คือ เกิดแผลนอ้ยกวา่ 25 เปอร์เซ็นต์
ของพื้นท่ีใบ ไดแ้ก่ ไอโซเลต NKSTKLS03, SRTLSY03 และ KBSF01 (ตารางท่ี 4.2) ส่วนกรรมวิธีท่ี
ไม่ไดท้  าการปลูกเช้ือ (Control) ไม่แสดงอาการของโรคดงัแสดงในภาพท่ี 4.7 (D) 
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ภาพที ่4.7  ลกัษณะของมนัส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสหลงัปลูกเช้ือเป็นเวลา       

5 วนั (A) ใบมนัส าปะหลงัท่ีแสดงลกัษณะอาการใบจุดสีน ้ าตาลถึงสีด าหลงัปลูกเช้ือไอโซเลต 
NKSTFBS02 (B) กา้นมนัส าปะหลงัท่ีแสดงลกัษณะอาการกา้นเห่ียวและหักหลงัปลูกเช้ือ
ไอโซเลต SRTLF 01(C) กา้นมนัส าปะหลงัท่ีแสดงลกัษณะอาการแผลไหมสี้น ้ าตาลถึงสีด า
หลงัปลูกเช้ือไอโซเลต SEL8 (D) มนัส าปะหลงัท่ีไม่ไดท้  าการปลูกเช้ือ (Control) ไม่แสดง
อาการของโรค 
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4.2.2 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกดิโรคแอนแทรคโนสในพืชอาศัยอ่ืน 
จากการปลูกเช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัจ านวน 38 ไอโซเลต และเช้ือราท่ีใช้

เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงจ านวน 2 ไอโซเลต คือ C. gloeosporioides (CG) และC.capsici (CC) จากภาควิชา
โรคพืช มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ รวมเช้ือทั้งหมด 40 ไอโซเลต โดยเตรียมสารละลายสปอร์เช้ือราท่ี
ความเขม้ขน้ 106 – 108โคนีเดียต่อมิลลิลิตรลงบนผลพริกพนัธ์ุซุปเปอร์ฮอต ตามวิธีของ Magdalena et 
al. (2012) พบว่าเช้ือราทั้ง 38 ไอโซเลต สามารถก่อให้เกิดโรคในแอนแทรคโนสในผลพริกได้ เม่ือ
เปรียบเทียบกบั Reference isolate ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 และภาพท่ี 4.8 (A) และ (C) โดยเร่ิมแสดง
อาการของโรคคร้ังแรกในวนัท่ี 2 หลงัท าการปลูกเช้ือลกัษณะอาการแผลสีน ้ าตาลเป็นวงกลม และ
ยบุตวัลงบนผลพริก เม่ือเป็นมากจะมีขนาดแผลกวา้งข้ึนดงัภาพ 4.8 (A) มีระดบัความรุนแรงสูงท่ีสุดใน
วนัท่ี 5 หลงัการปลูกเช้ือโดยไอโซเลตท่ีมีความรุนแรงท่ีสุดอยูใ่นระดบั 4 ดงัภาพ 4.8 (B) คือ ไอโซเลต 
SEL8, PCBB02, PCBB03 และNKSTKLS01 ส่วนไอโซเลต ท่ีมีความรุนแรงนอ้ยท่ีสุดท่ีระดบัท่ี 2 คือ 
เกิดแผลน้อยกว่า 25 เปอร์เซ็นต์ของผล ดังภาพ 4.8 (D) คือไอโซเลต SLC032, C13, SRTLF01, 
SRTLF02, SRTLSY03, NKSTKLS03, NKSTKBS02, NKSTKBS05, NKSTFBS02, LBLB02, 
CPLB02, CPSF05, KBSF01, KBSF02, KBSF03, KBSF04, KBSF05  และ  KBLSY01 (ตารางท่ี  4.2) 
ส่วนกรรมวธีิท่ีไม่ไดท้  าการปลูกเช้ือ (Control) ไม่แสดงอาการของโรค ดงัภาพท่ี 4.8 (E) 
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ภาพที ่4.8  แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส บนพริกข้ีหนูพนัธ์ุซุปเปอร์ฮอต หลงัปลูกเช้ือเป็นเวลา    
5 วนั(A) เช้ือรา C. gloeosporioides ไอโซเลต CG สายพนัธ์ุอา้งอิงจากมหาวิทยาลยัเกษตร 
ศาสตร์ (B) เช้ือราไอโซเลต PCBB02 เช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั (C) เช้ือ
ราไอโซเลต SRTLF01 เช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั (D) เช้ือรา C.capsici
ไอโซเลต CC สายพนัธ์ุ อา้งอิงจากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ (E) ชุดควบคุม (Control) ไม่
แสดงอาการของโรค 
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ตารางที ่4.2 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือท่ีแยกไดบ้นมนั
ส าปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศาสตร์ 50 และ พริกข้ีหนูพนัธ์ุซุปเปอร์ฮอต 

ไอโซเลต 
ระดับความรุนแรงของเช้ือ 

มันส าปะหลงั พริกขีห้นู 
SEL8 5 4 

SLC032 3 2 
SLC071 4 3 
CHTM11 4 3 
C13 4 2 
LSS 4 3 
Sca03 5 3 
PCBB02 4 4 
PCBB03 4 4 
SRTLF01 4 2 

SRTLF02 5 2 
SRTLF03 4 3 
SRTLF04 4 3 
SRTLSY 5 3 
SRTLSY01 5 3 
SRTLSY02 3 3 
SRTLSY03 2 2 
NKSTKLS01 4 4 
NKSTKLS02 4 3 

NKSTKLS03 2 2 
NKSTKBS02 3 2 

NKSTKBS05 4 2 

หมายเหตุ : การประเมินความรุนแรงของโรค (disease scores) โดยให้คะแนน 1-5 ดงัน้ี 1 =  ไม่ก่อให้เกิดโรค, 2 =   

เกิดโรคนอ้ยกวา่ 25% ของพ้ืนท่ีใบ/ผล 3 = เกิดโรค 25-50% ของพ้ืนท่ีใบ/ผล4 = เกิดโรคมากกวา่ 50-75% 

ของพ้ืนท่ีใบ/ผล 5 =  เกิดโรคมากกวา่ 75% ของพ้ืนท่ีใบ/ผล 
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ตารางที ่4.2  การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือท่ีแยกไดบ้นมนั
ส าปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศาสตร์ 50 และ พริกข้ีหนูพนัธ์ุซุปเปอร์ฮอต (ต่อ) 

ไอโซเลต 
ระดับความรุนแรงของเช้ือ 

มันส าปะหลงั พริกขีห้นู 
NKSTFBS01 4 3 

NKSTFBS02 5 2 

LBLB02 5 2 

LBBS01 4 3 

CPLB02 4 2 

CPSF05 3 2 
KBSF01 2 2 
KBSF02 3 2 
KBSF03 3 2 
KBSF04 3 2 
KBSF05 5 2 

KBLSY01 5 2 

KBLSY02 4 3 
KBLSY03 4 3 
KBLSY04 3 3 
KBLSY05 5 3 

CG 1 3 
CC 1 3 

Control (distilled water) 1 1 

หมายเหตุ : การประเมินความรุนแรงของโรค (disease scores) โดยให้คะแนน 1-5 ดงัน้ี 1= ไม่ก่อใหเ้กิดโรค,2 = เกิด

โรคน้อยกว่า 25% ของพ้ืนท่ีใบ/ผล 3 = เกิดโรค 25-50% ของพ้ืนท่ีใบ/ผล 4 = เกิดโรคมากกว่า 50-75% 

ของพ้ืนท่ีใบ/ผล 5 = เกิดโรคมากกวา่ 75% ของพ้ืนท่ีใบ/ผล 
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4.3 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั 

4.3.1 การเจริญของโคโลนี 
ผลการวดัอตัราการเจริญของโคโลนี ของเช้ือบนอาหาร HPDA พบวา่เช้ือแต่ละไอโซเลตมีการ

เจริญเร็วในช่วง 3, 5 และ 7 วนั โดยเช้ือราไอโซเลตท่ีมีอตัราการเจริญมากท่ีสุด คือ ไอโซเลต CHTM 
11 มีขนาดของโคโลนีเท่ากบั 8.97±0.05x8.97±0.05 เซนติเมตรและเช้ือราไอโซเลตท่ีมีอตัราการเจริญ
น้อยท่ีสุด คือ ไอโซเลต SRTLF01 มีขนาดของโคโลนีเท่ากบั 6.8±0.08x6.8±0.14 เซนติเมตรแสดงใน
ตารางท่ี 4.3 

4.3.2 ลกัษณะและสีของโคโลนี 
เช้ือราแต่ละไอโซเลตท่ีเล้ียงบนอาหาร HPDA มีลกัษณะสีโคโลนีแตกต่างกนั และเม่ือน ามาจดั

กลุ่มตามสีของโคโลนีหลงัจากเล้ียงบนอาหาร HPDA เป็นเวลา 14 วนั สามารถแบ่งออกเป็น 5 กลุ่มคือ 
กลุ่มท่ี 1 โคนีเดียมีสีเทา (gray) จ  านวน 13 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต NKSTFBS02, NKSTKLS01, 
SRTLSY, SRTLSY02, KBSF02, KBSF03, KBSF04, KBSF05, CHTM11, SCA03, C13, SLC032 
และ KBLSY05 (ดงัภาพท่ี 4.9) กลุ่มท่ี 2 โคโลนีสีเทาปนเขียว (gray/green) จ  านวน 4 ไอโซเลต คือ ไอ
โซเลต SRTLF03, SRTLF04, LSS และ SRTLF01 (ดังภาพท่ี 4.10) กลุ่มท่ี 3 โคโลนีมีสีส้ม (orange)  
จ  านวน 4 ไอโซเลตคือไอโซเลต LBBS01,  CPSF05, PCBB03 และ PCBB02 (ดงัภาพท่ี 4.11) กลุ่มท่ี 4 
โคโลนีมีสีเขียวมะกอก (olive)  จ  านวน 5ไอโซเลตคือ ไอโซเลต SRTLSY01, CG, CC, CPSF02 และ 
SRTLF02 (ดงัภาพท่ี 4.12) กลุ่มท่ี 5 โคโลนีมีสีขาว (white)  จ  านวน 14 ไอโซเลตคือไอโซเลต SEL8, 
SLC071, NKSTFBS01, NKSTKLS02, NKSTKLS03, NKSTKBS02, NKSTKBS05, LBLB02, 
SRTLSY03, KBSF01, KBLSY01, KBLSY02, KBLSY03 และKBLSY04 (ดังภาพท่ี 4.13) ลักษณะ
โคโลนีจะมีความแตกต่างกันในแต่ละไอโซเลตและแตกต่างจากเช้ือราชนิดอ่ืน ๆ คือ เส้นใยจะมี
ลกัษณะฟูละเอียด เจริญแนบไปกบัผิวอาหารเล้ียงเช้ือบางไอโซเลตจะมีการสร้าง setae ดงัภาพท่ี 4.14 
และบางไอโซเลตมีการสร้างกลุ่มเส้นใยลกัษณะคลา้ย Sclerotia ดงัภาพท่ี 4.15 
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ตารางที ่4.3  แสดงอตัราการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงับนอาหารเล้ียง
เช้ือ HPDA ท่ีอาย ุ3,5 และ 7 วนั 

   ไอโซเลต 
  อตัราการเจริญเติบโต (วัน) สรุปลกัษณะ 

การเจริญ วนัที่ 3 วนัที่ 5 วนัที่ 7 
SRTLF01 3.3x3.27 4.97x4.97 6.8x6.8 S 

SRTLF04 4.43x4.46 6.75x6.77 8.87x8.90 F 
SRTLSY 4.12x4.20 6.60x6.67 8.70x8.97 F 

SRTLSY02 4.26x4.35 6.65x6.77 8.87x8.92 F 

SRTLF02 3.60x3.61 5.37x5.4 7.42x7.35 S 

SRTLSY01 3.87x3.92 6.12x6.12 8.42x8.37 F 
SRTLF03 4.15x4.12 6.25x6.32 8.70x8.62 F 

SRTLSY03 4.55x4.50 6.72x6.77 8.95x8.82 F 

NKSTKBS02 4.15x4.12 6.32x6.32 8.52x8.65 F 

NKSTKLS03 3.90x4.00 6.17x6.25 8.45x8.60 F 
NKSTFBS02 4.27x4.32 6.40x6.52 8.97x8.97 F 

NKSTKBS05 4.30x4.35 6.60x6.55 8.65x8.72 F 

NKLTKLS01 4.20x4.17 6.37x6.37 8.62x8.60 F 

NKSTKLS02 4.15x4.12 6.40x6.52 8.65x8.72 F 
NKSTFBS01 4.55x4.67 7.20x7.25 8.95x8.97 F 

PCBB02 4.42x4.52 6.72x6.72 8.72x8.75 F 

PCBB03 4.42x4.50 6.42x6.47 8.57x8.70 F 

SCA03 4.00x3.97 6.32x5.95 7.55x7.22 F 

SLC032 4.57x4.60 7.30x7.22 8.92x9.00 F 

SLC071 4.55x4.62 7.37x7.4 8.95x8.97 F 

SEL8 4.75x4.70 7.22x7.65 8.97x8.95 F 

CHTM11 4.75x4.72 7.57x7.57 8.97x8.97 F 
LSS 4.37x4.35 6.75x6.85 8.95x8.97 S 
หมายเหตุ :  F (Fast) =โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั,  S (Slow) =โคโลนี 

ของเช้ือรามีอตัราการ เจริญเติบโตชา้ โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั 
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ตารางที ่4.3  แสดงอตัราการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงับนอาหารเล้ียง
เช้ือ HPDA ท่ีอาย ุ3, 5 และ 7 วนั (ต่อ) 

ไอโซเลต 
อตัราการเจริญเติบโต (วัน) สรุปลกัษณะ 

การเจริญ วนัที่ 3 วนัที่ 5 วนัที่ 7 

C13 4.87x4.90 7.60x7.57 8.95x8.97 F 

LBBS01 4.05x4.02 6.70x6.55 8.67x8.55 F 
LBLB02 4.10x4.12 6.55x6.52 8.62x8.60 F 

KBLSY05 4.15x4.17 6.77.6.77 8.87x8.82 F 

KBSF05 3.90x4.05 7.00x7.00 8.97x8.87 F 

KBLSY02 4.7x4.77 6.82x6.82 8.92x8.97 F 
KBSF03 4.12x4.17 6.92x6.92 8.97x8.97 F 

KBLSY03 4.22x4.27 6.72x6.70 8.47x8.57 F 

KBSF02 3.87x3.92 6.47x6.50 8.80x8.67 F 

KBLSY01 4.50x4.40 7.52x7.52 8.95x8.97 F 
KBSF04 3.47x3.52 6.40x6.35 8.77x8.82 F 

KBSF01 4.15x4.12 6.72x6.77 8.97x8.97 F 

KBLSY04 4.07x4.07 6.37x6.35 7.52x7.60 S 

CPSF05 4.1x4.1 6.77x6.55 8.87x8.85 F 
CPSF02 4.42x4.37 6.57x42 7.57x7.56 S 

CG 4.35x4.3 7.00x6.87 8.87x8.75 F 

CC 3.87x3.82 5.85x5.95 7.62x7.67 S 
หมายเหตุ :  F (Fast) =โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั, S (Slow) = โคโลนี

ของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตชา้ โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั 
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ภาพที ่4.9  แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือราในกลุ่มท่ี 1 โคโลนีสีเทา จ านวน 13 ไอโซเลต (A) ไอโซ

เลตNKSTFBS02 (B) ไอโซ เลต NKSTKLS01 (C) ไอโซ เลต  SRTLSY (D) ไอโซ เลต 
SRTLSY02 (E) ไอโซเลต KBSF02 (F) ไอโซเลต KBSF03 (G) ไอโซเลต KBSF04 (H) ไอ
โซเลต KBSF05 (I) ไอโซเลต CHTM11 (J) ไอโซเลต SCA03 (K) ไอโซเลต C13 (L) ไอ
โซเลต SLC032 (M) ไอโซเลต KBLSY05 
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ภาพที ่4.10  แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือราในกลุ่มท่ี 2 โคโลนีสีเทาปนเขียว จ านวน 4 ไอโซเลต (A) 
ไอโซเลต SRTLF03 (B) ไอโซเลต SRTLF04 (C) ไอโซเลต LSS (D) ไอโซเลต SRTLF01 

 

 
 

ภาพที ่4.11 แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือราในกลุ่มท่ี 3 โคโลนีสีส้ม จ านวน 4 ไอโซเลต (A) ไอโซ-
เลต LBBS01 (B) ไอโซเลต CPSF05 (C) ไอโซเลต PCBB03 (D) ไอโซเลต PCBB02 
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ภาพที ่4.12  แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือราในกลุ่มท่ี 4 โคโลนีสีเขียวมะกอก จ านวน 5 ไอโซเลต 

(A) ไอโซเลต SRTLSY01 (B) ไอโซเลต CG (C) ไอโซเลต CC (D) ไอโซเลต CPSF02 
(E) ไอโซเลต SRTLF02 
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ภาพที ่4.13  แสดงลกัษณะโคโลนีของเช้ือราในกลุ่มท่ี 5 โคโลนีสีขาว จ านวน 14 ไอโซเลต (A) ไอโซเลต 

SEL8 (B) ไอโซเลต SLC071 (C) ไอโซเลต  NKSTFBS01 (D) ไอโซเลต  NKSTKLS02 
(E) ไอโซเลต NKSTKLS03 (F) ไอโซเลต NKSTKBS02 (G) ไอโซเลต NKSTKBS05 (H) 
ไอโซ เลต  LBLB02 (I) ไอโซ เลต  SRTLSY03 (J) ไอโซ เลต  KBSF01 (K) ไอโซ เลต 
KBLSY01 (L) ไอโซเลต KBLSY02 (M) ไอโซเลต KBLSY03 (N) ไอโซเลต KBLSY04 
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ภาพที ่4.14  แสดงลักษณะของ setae ของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัไอโซเลต 
SRTLF01 ท่ีอาย ุ10 วนับนอาหาร HPDA 

 

 
 
ภาพที ่4.15  แสดงการสร้าง  setae ของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส าปะหลังไอโซเลต 

SLC032 ท่ีอาย ุ14 วนับนอาหาร HPDA 
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4.3.3 ลกัษณะและขนาดของโคนีเดีย 
ผลการวดัขนาดของโคนีเดียของเช้ือราสาเหตุโรคท่ีแยกได้จากตวัอย่างมนัส าปะหลงัท่ีรวบ 

รวมไดจ้ากแหล่งปลูกต่าง ๆ จ านวน 38 ไอโซเลต พบวา่ขนาดของโคนีเดียแต่ละไอโซเลตส่วนใหญ่มี
ขนาดใกลเ้คียงกนั จะมีเพียงบางไอโซเลตท่ีมีรูปร่างและขนาดแตกต่างกนัออกไปโดยลกัษณะโคนีเดีย
ท่ีพบมี 2 ลกัษณะรูปร่างแตกต่างกนัดังน้ี 1. โคนีเดียมีรูปทรงกระบอก หัวท้ายมน(Cylindrical) เช่น   
ไอโซเลต SEL8 ดังแสดงในภาพ 4.16 (A) ขนาดเฉล่ียประมาณ 4.75±0.54x13.75±0.50 ไมครอน 2. 
โคนีเดีย มีรูปร่างคล้ายพระจนัทร์เส้ียว (Falcate) เช่น ไอโซเลต SRTLF01 ดงัแสดงในภาพ 4.16 (B) 
ขนาดเฉล่ียประมาณ 3.50±0.49x27.75±0.7 ถึง 3.50±0.49x28.00±0.60 ไมครอน และพบว่า เช้ือไอโซ
เลต SRTLF01, CC, SLC032 และ KBSF02 ท่ีเล้ียงบนอาหาร HPDA ท่ีอายุ 7-10 วนั มีการสร้าง setae 
ดังแสดงในภาพ 4.14 นอกจากน้ี  ย ังพบว่า เช้ือราไอโซเลต C13, SLC032, SLC071, SRTLF01, 
SRTLF02, SRTLF03, SRTLF04, SRTLSY, SRTLSY02, KBSF03 และ CC ท่ีเล้ียงบนอาหาร HPDA 
ท่ีอายุ 14 วนัมีการสร้าง Sclerotiasetae บนกลุ่มเส้นใยคล้ายเม็ด Sclerotia ดังแสดงในภาพ 4.15โดย
รูปร่างและขนาดโคนีเดียทั้งหมดแสดงในตารางท่ี 4.4 

 

 

 
ภาพที ่4.16 แสดงลกัษณะโคนีเดียของเช้ือราท่ีแยกได้จากมนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการของโรคแอน-

แทรคโนส (A) ลกัษณะรูปทรงกระบอก หวัทา้ยมน (Cylindrical) (B) ลกัษณะรูปร่างคลา้ย
พระจนัทร์เส้ียว (Falcate) 
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ตารางที ่4.4  ขนาดโคนีเดียของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัและสายพนัธ์ุอา้งอิง        
ไอโซเลตต่าง ๆ ท่ีเล้ียงบนอาหาร HPDA เป็นเวลา 14 วนั 

ไอโซเลต 
ลกัษณะโคนีเดีย 

รูปร่างของโคนีเดีย ขนาด(กว้าง xยาว) ไมโครเมตร* 
SRTLF01 Falcate 3.50±0.49 x 27.75±0.7 

SRTLSY02 Cylindrical 4.25±0.64 x 13.50±0.49 

SRTLSY01 Cylindrical 4.90±0.54 x13.30±0.46 

SRTLF04 Cylindrical 3.75±0.5 x 27.50±0.63 

SRTLSY Cylindrical 4.75±0.54 x 13.50±0.66 

SRTLF02 Cylindrical 4.46±0.49 x 22.32±0.54 

NKSTKLS01 Cylindrical 4.75±0.54 x 14.00±0.49 

SRTLF03 Cylindrical 5.75±0.46 x 21.50±0.80 

SRTLSY03 Cylindrical 4.25±0.64 x 14.25±0.46 

NKSTKBS05 Cylindrical 4.75±0.54 x 14.00±0.49 

NKSTKBS02 Cylindrical 4.75±0.54 x 13.50±0.80 

NKSTKLS03 Cylindrical 4.50±0.40 x 12.25±0.54 

KBSF01 Cylindrical 4.25±0.46 x 14.25±0.46 

CPSF05 Cylindrical 4.50±0.40 x 13.12±0.68 

KBLSY03 Cylindrical 5.25±0.30 x 14.25±0.46 

LBLB02 Cylindrical 5.00±0.44 x 12.75±0.94 

LBBS01 Cylindrical 4.75±0.30 x 13.50±0.49 

KBLSY04 Cylindrical 5.00±0.63 x 13.00±0.40 

KBSF03 Cylindrical 9.75±0.30 x 18.25±0.46 

KBLSY01 Cylindrical 9.50±0.46 x 18.50±0.49 

*ค่าเฉล่ียจากการวดัขนาดโคนีเดียจ านวน 100 โคนีเดียต่อไอโซเลต 
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ตารางที ่ 4.4 ขนาดโคนีเดียของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัและสายพนัธ์ุอา้งอิง       
ไอโซเลตต่าง ๆ ท่ีเล้ียงบนอาหาร HPDA เป็นเวลา 14 วนั (ต่อ) 

ไอโซเลต ลกัษณะโคนีเดีย 
   รูปร่างของโคนีเดีย    ขนาด(กว้างxยาว) ไมโครเมตร* 

KBLSY05 Cylindrical 9.25±0.46 x 18.25±0.64 

KBLSY02 Cylindrical 9.25±0.46 x 17.87±0.63 

SCA03 Cylindrical 5.25±0.54 x 13.50±0.66 

CHTM11 Cylindrical 4.75±0.54 x 13.75±0.50 

SEL8 Cylindrical 5.00±0.63 x 13.5±0.66 

SLC071 Cylindrical 5.00±0.44 x 13.25±0.64 

SLC032 Cylindrical 5.00±0.44 x 14.00±0.49 

CPSF02 Cylindrical 4.75±0.54 x 13.50±0.49 

PCBB02 Cylindrical 5.00±0.44 x 13.75±0.50 

PCBB03 Cylindrical 4.25±0.46 x 13.25±0.64 

CL003 Cylindrical 3.75±0.50 x 6.50±0.49 

KBSF02 Cylindrical 4.75±0.54 x 13.5±0.66 

KBSF04 Cylindrical 5.12±0.47 x 13.62±0.57 

KBSF05 Cylindrical 5.25±0.54 x 13.75±0.50 

NKSTFBS01 Cylindrical 4.75±0.30 x 13.50±0.49 

NKSTFBS02                       Cylindrical 4.875±0.47 x 13.5±0.49 
NKSTKLS02 Cylindrical 4.75±0.47 x13.00±0.54 
LSS Cylindrical 4.87±0.47 x 13.25±0.64 
C13 Cylindrical 5.25±0.54 x 13.25±0.64 
CG Cylindrical 5.12±0.47 x 13.75±0.50 
CC Falcate 3.50±0.49 x 28.00±0.60 

*ค่าเฉล่ียจากการวดัขนาดโคนีเดียจ านวน 100 โคนีเดียต่อไอโซเลต 
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4.4   การระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัด้วยวธีิชีวโมเลกลุ 

4.4.1  การเพิม่ปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอในหลอดทดลอง 
4.4.1.1  การศึกษาขนาดของดีเอน็เอ ด้วยเทคนิค PCR 
จากเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัดว้ยเทคนิค 

PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีไม่จ  าเพาะเจาะจง (universal primers) คือ ไพรเมอร์ ITS3 และ ITS4 (Medeiros 
et al., 2010) พบว่าไพรเมอร์ดงักล่าว สามารถใช้ในการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือราสาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัได ้โดยมีขนาดของแถบดีเอ็นเอ 2 ขนาดคือ ขนาด 450 bp และ 490 bp 
โดยเช้ือ เกือบ ทุกไอโซ เลตมี ดี เอ็น เอขนาด  450 bp เท่ ากับขนาดท่ีได้จาก เช้ือ  Colletotrichum 
gloeosporioides (CG) จากพริกท่ีใช้เป็นเช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงจากมหาวิทยาลยั เกษตรศาสตร์ ยกเวน้ไอ
โซเลต SLC032, SRTLF01, NKSTKBS02, NKSTKBS05, NKSTKLS02, NKSTFBS01 และKBSF01 
ท่ีได้ช้ินส่วนดีเอนเอขนาดประมาณ 490 bp เท่ากบัช้ินส่วนท่ีเพิ่มปริมาณได้จากเช้ือ C. capsici (CC) 
จากพริกท่ีใช้เป็นเช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงจากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ดงัแสดงในภาพท่ี 4.17 (A), (B), 
(C) และ D 

 

ภาพที ่ 4.17  (A) แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลตดว้ยเทคนิค PCR lane M = 
Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = เช้ือราไอโซเลตอา้งอิง CG, lane 2 = เช้ือราไอโซเลต 
CHTM11, lane 3 = เช้ือราไอโซเลต SEL8, lane 4 = เช้ือราไอโซเลต SCA03, lane 5 = 
เช้ือราไอโซเลต LSS, lane 6 = เช้ือราไอโซเลต C13, lane 7 = เช้ือราไอโซเลต SLC032, 
lane 8 = เช้ือราไอโซเลต SLC071, lane 9 = เช้ือราไอโซเลต PCBB02, lane 10 = เช้ือราไอ
โซ เลต PCBB03, lane 11 = เช้ื อราไอโซ เลต  LBLB02, lane 12 = เช้ื อราไอโซ เลต 
LBBS01, lane 13 = เช้ือราไอโซเลตอา้งอิง CC 
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ภาพที ่ 4.17  (B) แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลตดว้ยเทคนิค PCR lane M = 

Marker 1 Kb  DNA Ladder, lane 1 = เช้ือราไอโซเลตอ้างอิง CG, lane 2 = เช้ือราไอโซ
เลต CPLB02, lane 3 = เช้ือราไอโซเลต CPSF05, lane 4 = เช้ือราไอโซเลต NKSTKLS03, 
lane 5 = เช้ือราไอโซเลต LBBS01, lane 6 = เช้ือราไอโซเลต NKSTKBS05, lane7 = เช้ือ
ราไอโซ เลต SRTLF02, lane 8 = เช้ือราไอโซ เลต  SRTLF03, 9 = เช้ื อราไอโซ เลต 
SRTLF04, lane 10 = เช้ือราไอโซเลต KBSF02, lane11 = เช้ือราไอโซเลต SRTLSY, lane 
12 = เช้ือราไอโซเลต SRTLSY01, lane 13 = เช้ือราไอโซเลต SRTLSY02, lane14 = เช้ือ
ราไอโซเลต SRTLF01,lane 15 = เช้ือราไอโซเลตอา้งอิง CC 
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ภาพที ่4.17  (C) แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลตดว้ยเทคนิคPCR lane M= 

Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = เช้ือราไอโซเลตอา้งอิง CG, lane 2 = เช้ือราไอโซเลต
SRTLSY01,  lane 3 = เ ช้ื อ ร า ไ อ โ ซ เล ต  SRTLSY03, lane 4 = เ ช้ื อ ร า ไ อ โ ซ เล ต 
NKSTKLS01, lane 5 = เ ช้ื อ ร าไอ โซ เล ต  NKSTKLS02, lane 6 = เช้ื อ ร าไอ โซ เล ต 
NKSTKLS03, lane 7 = เช้ื อ ร าไอ โซ เล ต  NKSTKBS02, lane 8 = เช้ื อ ร าไอ โซ เล ต 
NKSTKBS05, 9 = เ ช้ื อ ร า ไ อ โ ซ เล ต NKSTFBS01, lane 10 = เ ช้ื อ ร า ไ อ โ ซ เล ต 
NKSTFBS02, lane 11 = เช้ือราไอโซเลต KBSF01, lane 12 = เช้ือราไอโซเลต LBLB02, 
lane 13 = เช้ือราไอโซเลตอา้งอิง CC 
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ภาพที่ 4.17 (D) แสดงผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลตดว้ยเทคนิค PCR lane M = 
Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = เช้ือราไอโซเลตอา้งอิง CG, lane 2 = เช้ือราไอโซเลต 
KBSF03, lane 3= เช้ือราไอโซเลต KBSF04, lane 4 = เช้ือราไอโซเลต KBSF05, lane 5=
เช้ือราไอโซเลต KBLSY01, lane 6 = เช้ือราไอโซเลต KBLSY02, lane 7 = เช้ือราไอโซเลต 
KBLSY03, lane 8 = เช้ือราไอโซเลต KBLSY04, 9 = เช้ือราไอโซเลต KBLSY05, lane 10 
=เช้ือราไอโซเลต KBSF01, 11 = เช้ือราไอโซเลตอา้งอิง CC 
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4.4.2  การยืนยันชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส าปะหลังด้วยวิธี  DNA 
sequencing 

จากการยืนยนัชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั โดยน า  PCR product 
บริสุทธ์ิ ส่งตรวจโดยใช้บริการของบริษทัแปซิฟิคไซเอ็นซ์แล้วน าผลการตรวจท่ีได้มาเปรียบเทียบ
ความเหมือน  (identity) หรือความคล้ายคลึง  (similarity) ของล าดับนิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล 
(homology or similarity search) เพื่อวิเคราะห์และท านายลกัษณะเพื่อหาชนิดและความหลาก   หลาย
ของเช้ือสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัในประเทศไทยโดยใช้โปรแกรม  BLASTS บน
เครือข่ายอินเตอร์เน็ตของGeneBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) จากผลการหาล าดบัเบส (DNA 
Sequencing) ของเช้ือสาเหตุโรคแลว้ พบวา่ เช้ือส่วนใหญ่มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ C. gloeosporioides, 
C.capsici, C. lindemuthianum, C. gloeosporioides f. sp. aeschynomeneและC. boninense (ภาคผนวก 
ข) โดยมีความคลา้ยคลึงกนัถึง 93-100 เปอร์เซ็นตด์งัแสดงในตารางท่ี 4.5 

โดยเช้ือราไอโซเลต SEL8, NKSTFBS02, LBLB02 และ KBLSY01 มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ 
C. gloeosporioides 99 เปอร์เซ็นต์  เม่ื อ เป รียบ เทียบกับ เช้ือC. gloeosporioides Accession number 
KF773863, DQ454002, GU222369 และKF773852 ตามล าดับ เช้ือราไอโซเลต KBLSY05 มีความ
คลา้ยคลึงกบัเช้ือ C. boninense 95 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือ C. boninense Accession number 
DQ286167 ในฐานข้อ มู ล  GeneBank เช้ื อราไอโซ เลต  SLC032 มี ความคล้ ายค ลึ งกับ เช้ื อ  C. 
lindemuthianum 98 เป อ ร์ เซ็ น ต์  เม่ื อ เป รียบ เที ยบกับ เช้ื อ  C. lindemuthianum Accession number 
KJ939273 ในฐานขอ้มูล GeneBank เช้ือราไอโซเลต SRTLF01 มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ C. capsici 99 
เปอร์เซ็นต์เม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือ C. capsici Accession number AB859751 ในฐานขอ้มูลGeneBank 
และเช้ือราไอโซเลต NKSTKBS02, NKSTKLS02, NKSTKBS05 และNKSTKLS03 มีความคลา้ยคลึง
กับ เช้ื อ  C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene 99-100 เป อ ร์ เซ็นต์ เม่ื อ เป รียบ เที ยบกับ เช้ื อ  C. 
gloeosporioides f. sp. aeschynomene Accession number JX139578, JX131331, JX258732 แ ล ะ 
KC816043 ตามล าดบั ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ี พบวา่เช้ือรา Colletotrichum แต่ละสปีชีส์จะมีสามารถเขา้
ท าลายมนัส าปะหลงัท่ีระดบัความรุนแรงแตกต่างกนั  

 
 

 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_404332917
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_404332917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/440551054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=AFZV3VZ501R
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ตารางที ่4.5  ตารางแสดงผลการเปรียบเทียบล าดับเบส (DNA sequencing) ของเช้ือราท่ีแยกได้จาก   
มนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส 

 
 
ไอโซเลต 

 
รหัสของเช้ือทีใ่ช้ในการ
เปรียบเทยีบ 
(accession number) 

การเปรียบเทยีบความเหมือน 
(Sequence aligment) 

 
เช้ือทีม่คีวามใกล้เคยีงกนั 
(genus and species) ความเหมือน

ของล าดบั 
นิวคลโีอไทด์ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความ
เหมือน 

SEL8 KF773863.1 391/395 99% C. gloeosporioides 
CG JQ922131.1 302/308 98% C. gloeosporioides 
SLC032 KJ939273.1 120/122 98% C. lindemuthianum 
CC HQ271467.1 308/311 99% C. capsici 
CHTM11 HQ328013.1 312/316 99% C. gloeosporioides 
SLC071 HM855214.1 432/436 99% C. gloeosporioides 
Sca03 JF710571.1 209/224 93% C.gloeosporioides 
SRTLF01 AB859751.1 231/257 99% C.capsici 
C13 JF710571.1 215/227 95% C.gloeosporioides 
PCBB02 KF180163.1 311/314 99% C.gloeosporioides 
PCBB03 KC172072.1 298/302 99% C. gloeosporioides 
NKSTKLS02 JX131331.1 301/304 99% C. gloeosporioides f. sp. 
    aeschynomene 
NKSTKLS01 FJ972604.1 298/305 98% C.gloeosporioides 
SRTLF04 JQ936123.1 302/304 99% C. gloeosporioides 
KBSF04 EU781669.1 224/241 93% C. gloeosporioides 
NKSTFBS01 KC492469.1 209/224 93% C.gloeosporioides 
SRTLSY02 JX902426.1 301/303 99% C.gloeosporioides 
SRTLSY03 JQ936218.1 261/267 98% C. gloeosporioides 
SRTLF03 KC662170.1 305/314 97% C. gloeosporioides 
SRTLF02 GU066701.1 282/288 98% C. gloeosporioides 
KBLSY02 KF780157.1 247/255 97% C. gloeosporioides 
 KBSF04 KC010546.1 269/272 99% C. gloeosporioides 
 LBLB02 GU222369.1 300/304 99% C. gloeosporioides 
 KBLSY01 KF773852.1 283/286 99% C. gloeosporioides 
NKSTKBS02 JX139578.1 259/259 100% C. gloeosporioides  

f. sp. aeschynomene 
     

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/664680936?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=YC5Y73TW014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_664680936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333123101?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6JGKK9FJ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/333123101?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6JHE20VA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/544197203?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6JHMRK7T015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/449534540?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6JHSKFEF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/440551054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=AFZV3VZ501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394997118?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=DCP8ANJE01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/192337563?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DCPEBT5P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/469665481?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=DCPKTE3N014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/408537226?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DCPSS55601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/394997213?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FYVMR6KR015
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ตารางที ่4.5  ตารางแสดงผลการเปรียบเทียบล าดบัเบส (DNA sequencing) ของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากมนั
ส าปะหลงัท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส (ต่อ) 

ไอโซเลต 
รหัสของเช้ือทีใ่ช้ใน
การเปรียบเทยีบ

(accession number) 

การเปรียบเทยีบความเหมือน
(Sequence aligment) 

 เช้ือทีม่คีวามใกล้เคยีงกนั 
(genus and species) ความเหมือน 

ของล าดบั 
นิวคลโีอไทด์ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน 

NKSTKBS05 JX258732.1 301/304 99% C. gloeosporioides 
f. sp. aeschynomene 

NKSTFBS02 DQ454002.1 299/303 99% C. gloeosporioides 
LBBS01  JQ936225.1 265/274 97% C. gloeosporioides 
NKSTKLS 03 KC816043.1 254/270 94% C. gloeosporioides 

f. sp. aeschynomene 
SRTLSY 01 KC816043.1 253/266 95% C. gloeosporioides 
KBSF 02 DQ286167.1 221/227 95% C. boninense  
KBSF 03 JX258687.1 209/219 95% C. boninense  
KBLSY 05 FJ010200.1 224/241 93% C. boninense  
KBLSY03 KC816043.1 261/273 96% C. gloeosporioides 
KBLSY04 KF938897.1 221/227 97% C. gloeosporioides 
KBSF 05 JX416066.1 259/265 98% C. gloeosporioides 

CPSF02 JX867216.1 206/225 92% C. gloeosporioides 
KBSF01 FJ968583.1 226/228 93% C. boninense  
CPSF05 JQ936218.1 261/271 96% C. gloeosporioides 
SRTLSY KC572106.1 298/304 98% C. gloeosporioides 
LSS KF938897.1 264/278 95% C. gloeosporioides 

 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/82799419?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=X6KVFXUY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_82799419
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/404332893?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=X6MEVUWJ014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_404332917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/222080616?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X6N1HGAT015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_404332917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285266558?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X6N1HGAT015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_404332917
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4.4.3 การศึกษาลายพิมพ์ดี เอ็นเอ (DNA fingerprint) ด้วยเทคนิค RAPD (Randomly 
Amplied Polymorphic DNA) 

จากเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือรา  Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส     
มนัส าปะหลงั ด้วยเทคนิค RAPD โดยใช้ไพร์เมอร์ 3 ชุด คือ OPA13 (5’CAGCACCCAC’3) OPB07 
(5’GGTGACGCAG’3) และ OPQ16 (5’AGTGCAGCCA’3) พบว่า ไพรเมอร์ OPA13 สามารถแยก
ความแตกต่างของเช้ือรา Colletotrichum spp.แต่ละไอโซเลตไดอ้ย่างชดัเจนโดยไพรเมอร์ OPA13 ให้
แถบดีเอ็นเอของเช้ือรา Colletotrichum spp. ไอโซเลตส่วนใหญ่ใกลเ้คียงกบัเช้ือรา C. gloeosporioides 
ไอโซเลต CG ท่ีใช้เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงจ านวน 5 แถบ โดยแต่ละแถบมีขนาด 3000 bp, 1650 bp, 1400 
bp, 650 bp และ  400 bp ยกเว้น เช้ือรา  Colletotrichum spp. ไอโซ เลต  SRTLF01 ให้แถบดี เอ็น เอ
ใกล้เคียงกบัเช้ือรา C.capsici ไอโซเลต CC ท่ีใช้เป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงจ านวน 4 แถบ โดยแต่ละแถบมี
ขนาด 3000 bp,1650 bp, 850 bp, และ 650 bp ดงัภาพท่ี 4.18 (A) และ 4.18 (B) นอกจากน้ี ยงัพบวา่ไพร
เมอร์ OPA13 สามารถแยกความแตกต่างของเช้ือรา Colletotrichum spp. ไอโซเลต SLC032 จ านวน 3 
แถบ โดยแต่ละแถบมีขนาด1700 bp, 1400 bp, และ 500 bp ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัผลของการจดัล าดบั
เบสด้วยเทคนิค DNA sequencing พบว่า มีความเหมือนคล้ายกับเช้ือรา C. lindemuthianum และ 
สามารถแยกความแตกต่างของเช้ือรา Colletotrichum spp. ไอโซเลต NKSTKLS02, NKSTKLS03, 
NKSTKBS02 และ NKSTKBS05 จ  านวน 4 แถบ โดยแต่ละแถบมีขนาด1650 bp, 1400 bp, 650 bp, 400 
bp เม่ือน ามาเปรียบเทียบกับผลของการจัดล าดับเบสด้วยเทคนิค DNA sequencing พบว่า มีความ
เหมือนคล้ายกับ เช้ือรา C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene นอกจากน้ี  ไพรเมอร์ OPA13 ย ัง
สามารถแยกความแตกต่างของเช้ือรา Colletotrichum spp. ไอโซเลต KBSF01, KBSF02, KBSF03 และ 
KBLSY05 จ  านวน 5 แถบ โดยแต่ละแถบมีขนาด 3000 bp, 1650 bp, 1400 bp, 1000 bp, และ650 bp 
เม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัผลของการจดัล าดบัเบสดว้ยเทคนิค DNA sequencing พบว่า มีความเหมือน
คลา้ยกบัเช้ือรา C. boninense ดงัตารางท่ี 4.6 
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ภาพที ่4.18  (A) ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีเพิ่มปริมาณด้วยวิธี RAPD-PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ OPA13รูป A แสดง lane M= Marker 1 Kb DNA Lodder, lane 1 = ไอ
โซเลต CG, lane 2= ไอโซเลต SLC032, lane 3 = ไอโซเลต SLC071, lane 4 = ไอโซเลต 
LBBS01,lane 5 =ไอโซเลต LBBS02, lane 6 = ไอโซเลต PCBB02, lane 7 = ไอโซเลต 
PCBB03, lane 8 = ไอโซเลต SRTLSY, lane 9 = ไอโซเลต SRTLSY01, lane 10 = ไอโซ
เลต SRTLSY02, lane 11 =ไอโซเลต  SRTLSY03, lane 12 = ไอโซเลต SRTLF02, lane 
13 = ไอโซเลตSRTLF03, lane 14 =ไอโซเลต SRTLF04, lane 15 = ไอโซเลต CPSF02, 
lane 16 = ไอโซ เลต  CPSF05, lane 17 = ไอโซ เลต  CHTM11, lane 18 = ไอโซ เลต 
SCA03, lane 19 = ไอโซเลต SEL8, lane 20= ไอโซเลต C13, lane 21 = ไอโซเลต LSS, 
lane 22 = ไอโซเลต KBLSY01, lane 23 = ไอโซเลต KBLSY02, lane 24= ไอโซเลต CC 

B 
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ภาพที ่4.18  (B) ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีเพิ่มปริมาณด้วยวิธี RAPD-PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ OPA13รูป B แสดง lane M= Marker 1 Kb DNA Lodder, lane 1 = ไอ
โซเลต CG, lane 2 = ไอโซเลต KBLSY03, lane 3 = ไอโซเลต KBLSY04, lane 4 = ไอโซ
เลต KBLSY05,lane 5 =ไอโซเลต KBSF01, lane 6 = ไอโซเลต KBSF02, lane 7 = ไอโซ
เลต KBSF03, lane 8 = ไอโซเลต KBSF04,lane 9 = ไอโซเลต KBSF05, lane 10 = ไอโซ
เลต NKSTKLS02, lane 11 =ไอโซเลต NKSTKLS03, lane 12 = ไอโซเลต NKSTKBS02, 
lane 13 = ไอโซเลต NKSTKBS05, lane 14 = ไอโซเลต NKSTFBS01, lane 15 = ไอโซ
เลต NKSTFBS02, lane 16 = ไอโซเลต NKSTKLS01, lane 17 = ไอโซเลต SRTLF01, 
lane 18 = ไอโซเลต CC 
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ตารางที ่4.6  สรุปความแตกต่างทางสัณฐานวทิยา และชีวโมเลกุลของตวัอยา่งเช้ือ Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอา้งอิง 
 
กลุ่ม 
 ที ่

 
ไอโซเลต อัตรา 

การ 
เจริญ 

 
สี 

 
รูปร่าง 
โคนีเดีย 

 
ขนาดโคนีเดีย 
 (ไมโครเมตร) 

 
Setae 

 
    บริเวณที่ 
   เข้าท าลาย 

 
ระดับความรุนแรง   
  Me               Cf 

 
  สถานท่ีเก็บ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน 

คล้าย 
(Genbank) 

ผลการศึกษาลาย 
พมิพ์ดีเอ็นเอ 
ด้วยวิธี RAPO 

PCR 

    เปอร์เซ็นต์ความ 
    เหมือนคล้ายของ 
     ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 
 

1. SRTLF01 S Gray/Green Fal. 3.50x27.50 มี ขั้วใบ 4 2 สุราษฎร์ธานี 99%  
C. capsici 

3000, 1650, 850, 650 100% 

 CC S Olive Fal. 3.50x28.00 มี Ref. 1 3 Ref. 99%  
C. capsici 

3000, 1650, 850, 650 100% 

2. SLC032 F Gray/white Cyl. 5.00x14.00 มี ใบ 3 2 ชลบุรี 98%  
C. lindemuthianum 

1700, 1400, 500 20% 

 C. lindemuthianum F - Cyl. 4.90-6.91x14.46-
18.93 

มี Ref. 
 

N.T. N.T. Ref. 
( Pinto et.al., 

2012) 

- - - 

3. SRTLF03 F Gray/Green Cyl. 5.75x21.50 ไม่มี กา้นใบ 4 3 สุราษฎร์ธานี 97%                      
C. gloeosporioides 

1650, 1400, 1000, 650,                     
500 

60% 

 SRTLF04 F Gray/Black Cyl. 3.75x27.50 ไม่มี ใบ 4 3 สุราษฎร์ธานี 99%                               
C. gloeosporioides 

2000,1650,1400,650, 500 60% 

 C. gloeosporioides 
f.sp.  manihotis 

F Gray/Black Cyl. 3.5-6.00x23.55 ไม่มี N.T. N.T. N.T. Ref. 
(Wokocha 

et.al., 2010) 

   

หมายเหต ุ: F (Fast) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั, S (Slow) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตช้า โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั, Fal. (Falcate) = รูปร่างโคนี
เดียคล้ายพระจันทร์เส้ียว, Cyl. (Cylindrical) = รูปร่างโคนีเดียทรงกระบอกหัวท้ายมน, N.T. (not) = ไม่มีข้อมูล , Ref. (Reference) = อ้างอิง, Me (Manihot esculenta) = ช่ือวิทยาศาสตร์ของมันส าปะหลัง , Cf (Capsicum frutescens) =                          
ช่ือวทิยาศาสตร์ของพริก 
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ตารางที ่4.6 สรุปความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา และชีวโมเลกุลของตวัอยา่งเช้ือ Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอา้งอิง (ต่อ) 
 
กลุ่ม 
 ที ่

 
  ไอโซเลต อัตรา 

การ 
เจริญ 

 
สี 

 
รูปร่าง 
โคนีเดีย 

 
 ขนาดโคนีเดีย 
 (ไมโครเมตร) 

 
Setae 

 
   บริเวณที่ 
   เข้าท าลาย 

 
ระดับความรุนแรง   
  Me               Cf 

 
  สถานท่ีเก็บ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน 

คล้าย 
(Genbank) 

ผลการศึกษาลาย 
พมิพ์ดีเอ็นเอ 
ด้วยวิธี RAPO 

PCR 

เปอร์เซ็นต์ความ 
เหมือนคล้ายของ 
ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 

 

4. C13 F Gray/white Cyl. 5.25x13.25 ไม่มี ใบ 4 2 นครราชสีมา 95%                               
C. gloeosporioides 

2000, 1650, 1000, 650, 500 40% 

 CHTM11 F Gray Cyl. 4.75x13.75 ไม่มี ใบ 4 3 นครราชสีมา 99%                                
C. gloeosporioides 

1650, 1400, 650, 400 80% 

 CPSF05 F White/Orange Cyl. 4.50x13.12 ไม่มี ใบ 3 2 ชยัภูมิ 96%                                    
C. gloeosporioides 

1650, 1400, 650, 600, 500 60% 

 KBSF01 F White Cyl. 4.25x14.25 ไม่มี ใบ 2 2 กาญจนบุรี 93%                                     
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 400 60% 

 KBSF04 F Gray Cyl. 5.12x13.62 ไม่มี ใบ 3 2 กาญจนบุรี 99% 
C.gloeosporioides 

3000, 2000, 1650, 650, 500 60% 

 KBSF05 F Gray/white Cyl. 5.25x13.75 ไม่มี ใบ 5 2 กาญจนบุรี 98%                                    
C. gloeosporioides 

1650,500 40% 

 KBLSY03 F White Cyl. 5.25x14.25 ไม่มี ใบ 4 3 กาญจนบุรี 100%  
C. gloeosporioides 

3000, 1650 40% 

 LBBS01 F Orange Cyl. 4.75x13.12 ไม่มี ใบ 4 3 ลพบุรี 97%                                    
C. gloeosporioides 

1650, 1400, 600, 400 60% 

 LBLB02 F White Cyl. 5.00x12.75 ไม่มี ใบ 5 2 ลพบุรี 
 

99%                                    
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650 80% 

หมายเหต ุ    F (Fast) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั, S (Slow) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตชา้ โดยจะเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั, Fal. (Falcate) = รูปร่างโคนี 
เดียคล้ายพระจันทร์เส้ียว, Cyl. (Cylindrical) = รูปร่างโคนีเดียทรงกระบอกหัวท้ายมน, N.T. (not) = ไม่มีข้อมูล, Ref. (Reference) = อ้างอิง, Me (Manihot esculenta) = ช่ือวิทยาศาสตร์ของมันส าปะหลัง, Cf (Capsicum frutescens) =             
ช่ือวทิยาศาสตร์ของพริก 
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ตารางที ่4.6 สรุปความแตกต่างทางสัณฐานวทิยาและชีวโมเลกุลของตวัอยา่งเช้ือ Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอา้งอิง (ต่อ) 

 
กลุ่ม 
 ที ่

 
   ไอโซเลต อัตรา 

การ 
เจริญ 

 
สี 

 
รูปร่าง 
โคนีเดีย 

 
   ขนาดโคนีเดีย 
   (ไมโครเมตร) 

 
Setae 

 
   บริเวณที่ 
   เข้าท าลาย 

 
ระดับความรุนแรง   
  Me               Cf 

 
   สถานท่ีเก็บ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน 

คล้าย 
(Genbank) 

ผลการศึกษาลาย 
พมิพ์ดีเอ็นเอ 
ด้วยวิธี RAPO 

PCR 

เปอร์เซ็นต์ความ 
เหมือนคล้ายของ 
ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 

 

4. NKSTFBS01 F white Cyl. 4.75X13.05 ไม่มี ใบ 4 3 นครสวรรค ์ 100%  
C. gloeosporioides 

1650, 1400, 650, 400 80% 

 NKSTFBS02 F Gray/white Cyl. 4.87X13.50 ไม่มี ใบ 5 2 นครสวรรค ์ 99%                                   
C. gloeosporioides 

1650, 1400, 650, 400 80% 

 NKSTKLS01 F Gray/white Cyl. 4.75x14.00 ไม่มี ใบ 4 4 นครสวรรค ์ 98%                               
C. gloeosporioides 

1650, 1400, 650, 400 80% 

 PCBB02 F White/Orange Cyl. 5.00x13.75 ไม่มี ใบ 4 4 ปราจีนบุรี 99%                                
C. gloeosporioides 

1650, 650 40% 

 PCBB03 F White/Orange Cyl. 4.25x13.25 ไม่มี ใบ 4 4 ปราจีนบุรี 99%                                
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650 80% 

 SCA03 F Gray Cyl. 5.00x13.75 ไม่มี ใบ 5 3 นครราชสีมา 93%                         
C. gloeosporioides 

1650,650 40% 

 SEL8 F white Cyl. 5.00x13.75 ไม่มี ล าตน้ 5 4 นครราชสีมา 99%                              
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 
 650,400 

100% 

 SLC071 F white Cyl. 5.00x13.75 ไม่มี ใบ 4 3 ชลบรีุ 99%                               
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 
 650, 500,400 

100% 

 SRTLSY F Gray/white Cyl. 4.75X13.50 ไม่มี ใบ 5 3 สุราษฎร์ธานี 98%                               
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 650 60% 

หมายเหต ุ :  F (Fast) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั, S (Slow) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตช้า โดยจะเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั, Fal. (Falcate) = รูปร่างโคนี            
เดียคล้ายพระจันทร์เส้ียว, Cyl. (Cylindrical) = รูปร่างโคนีเดียทรงกระบอกหัวท้ายมน, N.T. (not) = ไม่มีข้อมูล, Ref. (Reference) = อ้างอิง, Me (Manihot esculenta) = ช่ือวิทยาศาสตร์ของมันส าปะหลัง , Cf (Capsicum frutescens) =               
ช่ือวทิยาศาสตร์ของพริก 
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ตารางที ่4.6 สรุปความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา และชีวโมเลกุลของตวัอยา่งเช้ือ Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอา้งอิง (ต่อ) 
 
กลุ่ม 
 ที ่

 
   ไอโซเลต อัตรา 

การ 
เจริญ 

 
สี 

 
รูปร่าง 
โคนีเดีย 

 
   ขนาดโคนีเดีย 
   (ไมโครเมตร) 

 
Setae 

 
   บริเวณที่ 
   เข้าท าลาย 

 
ระดบัความรุนแรง   
  Me               Cf 

 
   สถานท่ีเก็บ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน 

คล้าย 
(Genbank) 

ผลการศึกษาลาย 
พมิพ์ดีเอ็นเอ 
ด้วยวิธี RAPO 

PCR 

เปอร์เซ็นต์ความ 
เหมือนคล้ายของ 
ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 

 

4. KBLSY01 F white Cyl. 9.50x18.50 ไม่มี ใบ 5 2 กาญจนบุรี 99%                             
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650, 400 100% 

 KBLSY02 F white Cyl. 9.25x17.87 ไม่มี ใบ 4 3 กาญจนบุรี 97%                       
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650, 400 100% 

 SRTLSY01 F olive Cyl. 4.90X13.30 ไม่มี ใบ 5 3 สุราษฎร์ธานี 95%                            
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650, 
500,400 

100% 

 SRTLSY02 F Gray/white Cyl. 4.25X13.50 ไม่มี ใบ 3 3 สุราษฎร์ธานี 99%                            
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650 80% 

 SRTLSY03 F white Cyl. 4.25X14.25 ไม่มี กา้นใบ 2 2 สุราษฎร์ธานี 98%                            
C. gloeosporioides 

1650, 1500, 1400, 650 60% 

 CG F olive Cyl. 5.12x13.75 ไม่มี N.T. 1 3 Ref. 98%                          
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650, 400 100% 

หมายเหต ุ:  F (Fast) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั, S (Slow) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตช้า โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั, Fal. (Falcate) = รูปร่างโคนี
เดียคล้ายพระจันทร์เส้ียว, Cyl. (Cylindrical) = รูปร่างโคนีเดียทรงกระบอกหัวท้ายมน, N.T. (not) = ไม่มีข้อมูล , Ref. (Reference) = อ้างอิง, Me (Manihot esculenta) = ช่ือวิทยาศาสตร์ของมันส าปะหลัง , Cf (Capsicum frutescens) =                         
ช่ือวทิยาศาสตร์ของพริก 
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ตารางที ่4.6 สรุปความแตกต่างทางสัณฐานวิทยา และชีวโมเลกุลของตวัอยา่งเช้ือ Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอา้งอิง (ต่อ) 
 
กลุ่ม 
 ที ่

 
   ไอโซเลต อัตรา 

การ 
เจริญ 

 
สี 

 
รูปร่าง 
โคนีเดีย 

 
   ขนาดโคนีเดีย 
   (ไมโครเมตร) 

 
Setae 

 
   บริเวณที ่
   เข้าท าลาย 

 
ระดับความรุนแรง   
  Me               Cf 

 
   สถานท่ีเก็บ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน 

คล้าย 
(Genbank) 

ผลการศึกษาลาย 
พมิพ์ดีเอ็นเอ 
ด้วยวิธี RAPO 

PCR 

เปอร์เซ็นต์ความ 
เหมือนคล้ายของ 
ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 
 

5. N KSTKLS02 F white Cyl. 4.75x13.00 ไม่มี ใบ 4 2 นครสวรรค ์ 99% 
C.  gloeosporioidesaes 

f.sp.aeschynomene 

1650, 1400, 650, 400 80% 

 NKSTKLS03 F white Cyl. 4.50x12.25 ไม่มี ใบ 2 2 นครสวรรค ์ 94% 
       C. gloeosporioides  

    f.sp. aeschynomene 

1650, 1400, 650, 400 80% 

      bbKSTKBS02 F white Cyl. 4.75x13.50 ไม่มี ใบ 3 2 นครสวรรค ์ 100%  
C. gloeosporioides      
f.sp. aeschynomene 

1650,1400, 650, 400 80% 

 NKSTKBS05 F white Cyl. 4.75x14.00 ไม่มี ใบ 4 2 นครสวรรค ์ 99%   
C. gloeosporioides  
f.sp. aeschynomene 

1650, 1400, 650, 400 80% 

หมายเหต ุ:  F (Fast) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั, S (Slow) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตช้า โดยจะเจริญเต็มจานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั, Fal. (Falcate) = รูปร่างโคนี
เดียคล้ายพระจันทร์เส้ียว, Cyl. (Cylindrical) = รูปร่างโคนีเดียทรงกระบอกหัวท้ายมน, N.T. (not) = ไม่มีข้อมูล, Ref. (Reference) = อ้างอิง, Me (Manihot esculenta) = ช่ือวิทยาศาสตร์ของมันส าปะหลัง , Cf (Capsicum frutescens) =            
ช่ือวทิยาศาสตร์ของพริก 
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ตารางที ่4.6 สรุปความแตกต่างทางสณัฐานวทิยา และชีวโมเลกุลของตวัอยา่งเช้ือ Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัเปรียบเทียบกบัตวัอยา่งอา้งอิง (ต่อ) 
 
กลุ่ม 
 ที ่

 
   ไอโซเลต อัตรา 

การ 
เจริญ 

 
สี 

 
รูปร่าง 
โคนีเดีย 

 
   ขนาดโคนีเดีย 
   (ไมโครเมตร) 

 
Setae 

 
   บริเวณที่ 
   เข้าท าลาย 

 
ระดับความรุนแรง   
  Me               Cf 

 
   สถานท่ีเก็บ 

เปอร์เซ็นต์ 
ความเหมือน 

คล้าย 
(Genbank) 

ผลการศึกษาลาย 
พมิพ์ดีเอ็นเอ 
ด้วยวิธี RAPO 

PCR 

เปอร์เซ็นต์ความ 
เหมือนคล้ายของ 
ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 

 

6. KBSF01 F white Cyl. 4.25x14.25 ไม่มี ใบ 2 2 กาญจนบุรี 93%   
C. boninense 

3000, 1650, 400  60% 

 KBSF02 F Gray/white Cyl. 4.75x13.50 มี ใบ 3 2 กาญจนบุรี 97%   
C. boninense 

3000, 2000, 1650, 650 60% 

 KBSF03 F Gray/white Cyl. 9.75x18.25 ไม่มี ใบ 3 2 กาญจนบุรี 95%   
C. boninense 

3000, 1650, 1400,1000, 
650 

80% 

 KBLSY05 F Gray/white Cyl. 9.75x18.25 ไม่มี ใบ 5 3 กาญจนบุรี 93%  
 C. boninense 

1650, 1400, 650, 400 80% 

 C. boninense F white Cyl. 5.80x13..20 มี N.T. N.T. N.T. Ref. (Damm et.al., 
2012 ) 

- - - 

 CPSF02 S olive Cyl. 4.75X13.50 ไม่มี ใบ 4 2 ชยัภูมิ 92%  
C. gloeosporioides 

1400, 800. 500 20% 

 KBLSY04 S Gray/white Cyl. 5.00x13.00 ไม่มี ใบ 3 3 กาญจนบุรี 97%  
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 400 60% 

 LSS S Gray/Green Cyl. 4.87x13.25 ไม่มี ใบ 4 3 นครราชสีมา 95%  
C. gloeosporioides 

3000, 1650, 1400, 650 80% 

 SRTLF02 S olive Cyl. 4.46x22.32 ไม่มี ขั้วใบ 5 2 สุราษฎร์ธานี 98%  
C. gloeosporioides 

1400, 650, 400 60% 

หมายเหตุ :  F (Fast) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตเร็ว โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 วนั, S (Slow) = โคโลนีของเช้ือรามีอตัราการเจริญเติบโตชา้ โดยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 14 วนั, Fal. (Falcate) = รูปร่างโคนี 
เดียคล้ายพระจันทร์เส้ียว, Cyl. (Cylindrical) = รูปร่างโคนีเดียทรงกระบอกหัวท้ายมน, N.T. (not) = ไม่มีข้อมูล, Ref. (Reference) = อ้างอิง, Me (Manihot esculenta) = ช่ือวิทยาศาสตร์ของมันส าปะหลัง, Cf (Capsicum frutescens) =                    
ช่ือ วทิยาศาสตร์ของพริก 
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4.5 การพัฒนาเทคนิคFTIR microspectroscopy ในการระบุชนิดเช้ือรา Colletotrichum spp. 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั  

จากการจดัท าฐานขอ้มูลในการศึกษาความแตกต่างของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรค
แอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั โดยใช้เคร่ือง FTIR microspectrometer (Vertec70, Bruker optic) ในการ
วิเคราะห์ชนิดเช้ือรา Colletotrichum spp. โดยน าเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลัง C. 
gloeosporioidesไอโซเลต SEL8 และเช้ือรา C.capsici ไอโซเลตอ้างอิง CC อ้างอิงจากมหาวิทยาลัย
เกษตรท่ีผา่นการยืนยนัชนิดและสปีซีส์ของเช้ือดว้ยเทคนิคดา้นสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลมาใชเ้ป็น
ฐานข้อมูล (Model) และน าเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส ไอโซเลต SEL8, CC, CHTM11 และ 
SRTLF01 มาใช้ในการพฒันาวิธีการระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลัง เพื่อ
เปรียบเทียบกนัฐานขอ้มูล โดยท าการคดัเลือดสเปคตรัมจ านวน 300 สเปคตรัมและวิเคราะห์ขอ้มูลโดย
ใช้โปรแกรม OPUS 7.0 (Bruker optic, German) ร่วมกบัการวิเคราะห์ทางสถิติแบบ Multivariate data 
analysis โดยใชโ้ปรแกรม The Unscrambler X ( CAMO, Norway) 

การวิเคราะห์ขอ้มูลโดยใช้โปรแกรม OPUS 7.0 โดยการท า averaged spectra ของเช้ือรา C. 
gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลังไอโซเลต SEL8 เปรียบเทียบกับเช้ือรา C. 
capsiciไอโซเลตอ้างอิง CC ในช่วงความยาวคล่ืน1750-900 cm-1 โดยช่วงความยาวคล่ืน 1650 cm-1 
ดูดกลืนแสงของ Amide I, ความยาวคล่ืน1550 cm-1 ดูดกลืนแสงของ Amide II, ความยาวคล่ืน 1450-
1400 cm-1 ดูดกลืนแสงของ CH2(ไขมนั), ความยาวคล่ืน 1250-900 cm-1 ดูดกลืนแสงของ P=O (โพลี
แซคคาไรด)์ แตกต่างกนัดงัแสดงในภาพท่ี 4.19 
 จากนั้นน าสเปคตรัมท่ีคดัเลือกไวใ้นโปรแกรมOPUS 7.0 มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม The 
Unscrambler X จะท าการสุ่มเลือกขอ้มูลในอตัราส่วน 2/3 เพื่อใช้ในการสร้างฐานขอ้มูลของ S.Golay 
ในกลุ่ม  Training set และ สุ่มเลือกข้อมูลในสัดส่วน 1/3 ในกลุ่ม Validated set เพื่อใช้ท านายผล 
จากนั้ นน ามาวิเคราะห์ข้อมูลสเปคตรัมจะน ามาท า Second derivative และextended multiplicative 
signal correction (EMSC) ผลการท า Second derivative ของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอน
แทรคโนสมนัส าปะหลงัไอโซเลต SEL8 เปรียบเทียบกบัเช้ือรา C. capsici ไอโซเลตอา้งอิง CC พบว่า
เช้ือทั้ง 2 ไอโซเลตมีค่าการดูดกลืนแสงแตกต่างกนัในช่วงความยาวคล่ืน 1657 cm-1(Amide I)ในช่วง
ความยาวคล่ืน 1153 cm-1(Amide II) และในช่วงความยาวคล่ืน 1083 cm-1 ดูดกลืนแสงของ P=O (โพลี
แซคคาไรด์) ดงัแสดงในภาพ 4.20 จากนั้นน ามาวิเคราะห์  โดยการท า Multination data analysis แบบ 
Principal Component analysis (PCA)  แ ล ะ  Partial Least Square Discriminant Analysis (PLS-DA) 
โดยใชส้เปคตรัมในกลุ่มของ Training set เพื่อสร้างแบบจ าลองของชุดขอ้มูล จากนั้นท าการท านายผล
โดยใชส้เปคตรัมของชุดขอ้มูล Validated set จากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดม้าวเิคราะห์ extended multiplicative 
signal correction (EMSC) และน าข้อมูลท่ีผ่านการท า PCA แล้วมาวิเคราะห์ Partial Least Square 
Discriminant Analysis (PLS-DA) เพื่อสร้างแบบจ าลองของชุดขอ้มูลเพื่อท าฐานขอ้มูล จากนั้นท าการ
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ทดสอบฐานขอ้มูลท่ีไดโ้ดยการ Prediction testing สามารถแยกความแตกต่างของเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลตท่ี
น ามาใช้เป็นฐานขอ้มูลไดอ้ยา่งชดัเจน โดยฐานขอ้มูล SEL8 (C. gloeosporioides) มีค่า R-square 98% 
ดงัแสดงในภาพ 4.21โดยฐานขอ้มูล CC (C. capsici) ) มีค่า R-square 96% ดงัแสดงในภาพ 4.22 ท าการ
ตรวจสอบฐานขอ้มูลโดยการท า Predict regression ฐานขอ้มูล (Model) SEL8 พบว่าเช้ือราไอโซเลต 
SEL8 มีค่าเขา้ใกล ้1 มาก แสดงวา่ฐานขอ้มูล SEL8 มีความแม่นย  าดงัแสดงในภาพ 4.23 และเม่ือท าการ
ท า Predict ฐานข้อมูล (Model) CC พบว่าเช้ือราไอโซเลตอ้างอิง CC มีค่าเข้าใกล้ 1 มาก แสดงว่า
ฐานขอ้มูล CC มีความแม่นย  าดงัแสดงในภาพ 4.24 จากนั้นในกลุ่ม Validated set ของเช้ือราไอโซเลต 
SEL8, CC, CHTM11 และ SRTLF01 มา Predict regression ลงในฐานขอ้มูลขา้งตน้ พบว่า ฐานขอ้มูล
ทั้ง 2 ฐานขอ้มูลสามารถระบุชนิดเช้ือราทั้ง 4 ไอโซเลตไดด้งัแสดงในภาพ 4.25 และ 4.26 เม่ือน าขอ้มูล
ท่ีได้ไปหาค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นต์ความเหมือนคล้ายในโปรแกรม Excel พบว่าฐานข้อมูลทั้ ง 2 
ฐานข้อมูลสามารถระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสได้ โดย CHTM11 มีความเหมือนกับ     
เช้ือรา C. gloeosporioides 75% และเช้ือราไอโซเลต SRTLF01 มีความเหมือนกับเช้ือรา C. capsici 
63% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุลดงัขอ้มูลในตารางท่ี 4.7 
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ภาพที ่4.19 ผลการท า averaged spectra ของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัไอโซเลต SEL8 เปรียบเทียบกบั เช้ือรา C. capsici  
ไอโซเลตอา้งอิง (CC)ในช่วงความยาวคล่ืน 1750-900 cm-1 โดยช่วงความยาวคล่ืน 1650 cm-1 ดูดกลืนแสงของ Amide I, ความยาวคล่ืน1550 cm-1 ดูดกลืน
แสงของ Amide II,ความยาวคล่ืน 1450-1400 cm-1 ดูดกลืนแสงของ CH2(ไขมนั), ความยาวคล่ืน 1250-900 cm-1ดูดกลืนแสงของ P=O (โพลีแซคคาไรด)์ 
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ภาพที ่4.20 ผลการท า Second derivative ของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัไอโซเลต SEL8 เปรียบเทียบกบัเช้ือรา C. capsici
ไอโซเลตอา้งอิง (CC) ในช่วงความยาวคล่ืน 1850-650 cm-1 
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ภาพที ่4.21 (A) และ (B) ผลการวเิคราะห์ Partial least squares (PLS) เพื่อสร้างแบบจ าลองของฐานขอ้มูลของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส 

มนัส าปะหลงัไอโซเลต SEL8 โดยใชส้เปคตรัมในกลุ่มของ Training set เพื่อสร้างแบบจ าลองของชุดขอ้มูล 
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ภาพที ่4.22  (A) และ (B) ผลการวิเคราะห์ Partial least squares (PLS) เพื่อสร้างแบบจ าลองของฐานขอ้มูลของเช้ือรา C. capsici สายพนัธ์ุอา้งอิง ไอโซเลต CCโดย
ใชส้เปคตรัมในกลุ่มของ Training set เพื่อสร้างแบบจ าลองของชุดขอ้มูล 
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ภาพที ่4.23  การตรวจสอบฐานขอ้มูลโดยการท า Predict regression ฐานขอ้มูล SEL8 (C. gloeosporioidesไอโซเลต SEL8) โดยใชส้เปคตรัมของชุดขอ้มูล Validated 

set ของเช้ือราไอโซเลต SEL8 และ ไอโซเลตอา้งอิง CC ในการระบุชนิดเช้ือสาเหตุโรค พบวา่เช้ือราไอโซเลต SEL8 มีค่า predicted Y เขา้ใกล ้1 แสดง
วา่ ฐานขอ้มูล SEL8 (C. gloeosporioidesไอโซเลต SEL8) มีความน่าเช้ือถือ 
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ภาพที ่4.24  การตรวจสอบฐานขอ้มูลโดยการท า Predict regressionของฐานขอ้มูล CC (C. capsiciไอโซเลต CC) โดยใชส้เปคตรัมของชุดขอ้มูล Validated set ของ
เช้ือราไอโซเลต SEL8 และ ไอโซเลตอ้างอิง CC ในการระบุชนิดเช้ือสาเหตุโรค พบว่าเช้ือราไอโซเลต CC มีค่า predicted Y เข้าใกล้ 1 แสดงว่า
ฐานขอ้มูล CC (C. capsiciไอโซเลต CC) มีความน่าเช้ือถือ 
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ภาพที ่4.25  แสดงผลการท า Prediction testing ของฐานขอ้มูล SEL8 (C. gloeosporioides) โดยใช้สเปคตรัมของชุดขอ้มูล Validated set ของเช้ือราสาเหตุโรคแอน

แทรคโนสมนัส าปะหลงัและเช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงไอโซเลต CC, SEL8, SRTLF01 และCHTM11 ในการเปรียบเทียบ 
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ภาพที ่4.26  แสดงผลการท า Prediction testing ของฐานขอ้มูล CC (C. capsici) โดยใช้สเปคตรัมของชุดขอ้มูล Validated set ของเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโน

สมนัส าปะหลงัและเช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงไอโซเลต CC, SEL8, SRTLF01 และ CHTM11 ในการเปรียบเทียบ 
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ตารางที ่4.7  แสดงผลการระบุชนิดเช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัจ านวน 4 ไอโซเลตกบั
ฐานขอ้มูล (Model) SEL8 และ ฐานขอ้มูล (Model) CC 

ไอโซเลต 
ฐานขอ้มูล SEL8 

(C. gloeosporioides สาพนัธ์ุ SEL8) 
ฐานขอ้มูล CC 

(C. capsici สายพนัธ์ุอา้งอิง CC) 
% ความเหมือนคลา้ย % ความเหมือนคลา้ย 

SEL8 
(C. gloeosporioides) 

92.31674771 7.683254017 

CC (C. capsici) 0 100 
CHTM11 
(C. gloeosporioides) 

75.98038933 24.01961433 

SRTLF01 
(C. capsici) 

36.01884203 63.98116111 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่5 

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

การศึกษาชนิดและการพัฒนาวิธีการระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมัน-
ส าปะหลงัพบวา่ 

1.  การแยกเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั จากใบมนัส าปะหลงั ก้านใบ 
และบริเวณล าต้น ด้วยวิธี tissue transplanting บนอาหาร water agar (WA) สามารถแยกเช้ือราได้
จ  านวน 38 ไอโซเลต และเช้ือราดงักล่าวเจริญเติบโตดีบนอาหาร Half potato dextrose agar (HPDA) 
สามารถชักน าให้เช้ือสร้างสปอร์ได้ 14 วนัในอาหาร HPDA สามารถจ าแนกเช้ือจากลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยา สีของโคโลนี ลกัษณะสปอร์และอตัราการเจริญเติบโตของเช้ือในแต่ละไอโซเลต   

เช้ือราสาเหตุโรคท่ีแยกไดแ้ต่ละไอโซเลตมีอตัราการเจริญของโคโลนีของเช้ือบนอาหาร 
HPDAใกล้เคียงกนัซ่ึงสอดคลอ้งกบัวิธีท่ี กรรณิการ์ เพี้ยนพกัตร์ และคณะ (2545); ขนิษฐา มากรุง 
(2548); มธุกร สมพงษ ์(2553) แนะน า โดยในการแยกเช้ือราสาเหตุโรคนั้น ควรแยกจากตวัอยา่งพืช
ท่ีสดและควรท าการแยกทนัที และเล้ียงบนอาหาร HPDA เช้ือแต่ละไอโซเลตมีการเจริญเร็วในช่วง 
3-7 วนั โดยเช้ือราไอโซเลตท่ีมีอตัราการเจริญมากท่ีสุดคือ ไอโซเลต CHTM11 มีอตัราการเจริญของ
โคโลนีเท่ากบั 8.97±0.05x8.97±0.05 เซนติเมตร และเช้ือราไอโซเลตท่ีมีอตัราการเจริญนอ้ยท่ีสุดคือ 
ไอโซเลต SRTLF01 มีอตัราการเจริญของโคโลนีเท่ากบั 6.8±0.08x6.8±0.14 เซนติเมตร นอกจากน้ี
ไดท้  าการศึกษาลกัษณะสีโคโลนีของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากมนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการของโรคแอน
แทรคโนส จ านวน 38 ไอโซเลต  เม่ือน ามาจดักลุ่มสามารถแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม ตามวิธีการของ 
Abang et al. (2002) สามารถแบ่งไดต้ามลกัษณะของสีโคโลนีเป็น 5 กลุ่ม โดยเช้ือจ านวน 34 ไอโซเลต 
อยูใ่นกลุ่มเจริญเติบโตเร็ว และ 4 ไอโซเลต อยูใ่นกลุ่มเจริญเติบโตชา้ เช้ือส่วนใหญ่ 35 ไอโซเลต ไม่
สร้าง setae ขณะท่ีมีเพียง 3 ไอโซเลต คือ SRTLF01 SLC032 และ KBSF02 ท่ีสร้าง setae สอดคลอ้ง
กับการทดลองของ Sharma et al. (2005) ท่ีท าการจดักลุ่มเช้ือรา C. capsici จ านวน 37 ไอโซเลต 
ออกเป็น 5 กลุ่มโคโลนีมีสีขาวอมเทา ขาวอมเขียว จนถึงสีเทาเข้ม  นอกจากน้ียงัสอดคล้องกับ
งานวิจัยของวรานันท์ วิญญรัตน์  (2554) ท่ีสามารถจัดกลุ่มของเช้ือรา C. gloeosporioides ตาม
ลกัษณะโคโลนีออกเป็น 7 กลุ่ม โคโลนีมีสีขาวอมเทา ขาว ขาวอมชมพู ไปจนถึงสีเขียวมะกอก  

ส าหรับการศึกษาลกัษณะโคนีเดียภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบวา่เช้ือส่วนใหญ่สร้างโคนีเดีย
รูปร่างทรงกระบอกหัวท้ายมน (cylindrical) ขนาดเฉล่ียประมาณ 4.75x13.75 ถึง 3.75x27.50  
ไมโครเมตร ขณะท่ีมีเพียง 1 ไอโซเลต คือ SRTLF01 จากสุราษฏร์ธานี ท่ีมีการสร้างโคนีเดียรูปเส้ียว
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พระจนัทร์ (falcate) ขนาดเฉล่ียประมาณ  3.50x27.75 ถึง 3.50x28.00 ไมโครเมตร สอดคล้องกับ   
เช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงจากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ไอโซเลต CC มีขนาดโคนีเดียเท่ากบั 3.50x28.00 
ไม โครเมตร สอดคล้อ งกับ การทดลองของ  Wokocha et al. (2010)  ท่ี ก ล่ าวว่ า  เช้ื อ รา  C. 
gloeosporioides f. sp. manihotis สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมันส าปะหลังมีขนาดโคนีเดีย 3.5-
6.00x23.55 ไมโครเมตร   นอกจากน้ี รัติยา พงศพ์ิสุทธา และคณะ (2553) กล่าววา่ เช้ือราสาเหตุโรค
แอนแทรคโนสพริกมีขนาดโคนีเดียอยู่ท่ี  2.5-5.0 x 3.75-23.75 ไมโครเมตร และ Sutton (1980) 
สปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides รูปร่างใส ทรงกระบอก หัวท้ายมน มีขนาดอยู่ ท่ี  3.50-
6.0x12.0x17.0 ไมโครเมตร แสดงว่าเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในมันส าปะหลังท่ีพบใน
การศึกษาคร้ังน้ี  มีความหลากหลาย โดยมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายกับเช้ือราทั้ ง C. 
gloeosporioides และ C. capsici   

2.  การทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรค พบว่าเช้ือทั้ง 38 ไอโซเลต สามารถก่อ
โรคไดท้ั้งกบัใบมนัส าปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศาสตร์ 50 และผลพริกพนัธ์ุซุปเปอร์ฮอต แต่ความรุนแรง
ในการก่อใหเ้กิดโรคแตกต่างกนัไปในแต่ละไอโซเลต สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Wokocha et al. 
(2010) กล่าวว่าเม่ือท าการปลูกเช้ือรา C. gloeosporioides f. sp. manihotis สาเหตุโรคแอนแทรค   
โนสมันส าปะหลังลงบนต้นมนัส าปะหลัง พบว่ามันส าปะหลังแสดงอาการแผลสีน ้ าตาลไหม ้
บริเวณล าตน้มนัส าปะหลงั และยงัสอดคลอ้งกบังานวจิยัของหทยัชนก คงแกว้ (2546) ท่ีกล่าววา่จาก
การปลูกเช้ือบนผลพริกท่ีท าให้เกิดแผล เพื่อวดัความสามารถในการก่อให้เกิดโรค ผลพริกท่ีปลูก
เช้ือ C. capsici อาการเป็นแผลยุบลง รูปร่างของแผลเป็นวงกลมหรือวงรีเห็นเป็นจุดด า ๆ เป็นกลุ่ม
ของ acervulus ท่ีกระจายอยูบ่นแผล สปอร์เม่ืออยู่รวมกนัเป็นกลุ่มจะ มีสีเหลืองอ่อนถึงสีส้ม  และ
นอกจากน้ี ยงัพบว่า Than et al. (2008) กล่าวว่าเช้ือ C. gloeosporioides และ C. capsici เป็นเช้ือ
สาเหตุท่ีส าคญัในการก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนสในพริก และสุดารัตน์ สุตพนัธ์ และเพชรรัตน์ 
ธรรมเบญจพล (2552) กล่าววา่สามารถจ าแนกเช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกได ้4 สปีซ่ีส์ คือ C. 
gloeosporioides C. acutatum  C. coccodes และ C. capsici และในปีต่อมา รัติยา พงศ์พิสุทธา และ
คณะ (2553) กล่าวว่าเช้ือสาเหตุหลักของโรคแอนแทรคโนสพริกมีทั้ งหมด 3 สปีซีส์ คือ  C. 
gloeosporioides C. acutatum และ C. capsici ซ่ึงแสดงให้เห็นความเป็นไปว่าโรคแอนแทรคโนส
ของพืช สามารถมีเช้ือสาเหตุโรคเขา้ท าลายมากกวา่ 1 สปีซีส์ 

3.  ผลของก าร เพิ่ ม ป ริม าณ ดี เอน เอ  โด ยวิ ธี   PCR  ด้ ว ย   universal  primers  ITS3 
(GCATCGATGAAGAACGCAGC) และ  ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’) พบว่ า
เช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัเกือบทุกไอโซเลตมีดีเอ็นเอ ขนาด 450 bp เท่ากบัขนาด
ท่ีได้จากเช้ือ C. gloeosporioides (CG) จากพริกท่ีใช้เป็นเช้ือสายพันธ์ุอ้างอิงจากมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ ยกเว้นไอโซเลต SLC032 SRTLF01 NKSTKBS02 NKSTKBS05 NKSTKLS02 
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NKSTFBS01 และ KBSF01 ท่ีได้ช้ินส่วนดีเอนเอขนาดประมาณ 490 bp เท่ากับช้ินส่วนท่ีเพิ่ม
ปริมาณไดจ้ากเช้ือ C. capsici (CC) ท่ีใชเ้ป็นเช้ือสายพนัธ์ุอา้งอิงจากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ เม่ือ
น าช้ินส่วนดีเอนเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า เช้ือสาเหตุโรคแอน
แทรค-โนสมนัส าปะหลงัส่วนใหญ่มีล าดบันิวคลีโอไทด์คลา้ยกนักบัเช้ือ C. gloeosporioides แต่มี
เพียง อย่างละ 1 ไอโซเลตท่ีคล้ายกบัเช้ือ C. capsici (truncatum) และ 1 ไอโซเลต คล้ายกบัเช้ือ C. 
lindemuthianum ซ่ึงผลการทดลองเหล่าน้ี สอดคล้องกบัการทดลองของ Erika et al. (2009) ได้ท า
การระบุชนิดเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะนาว มะเขือเทศ และมะม่วง
โดยใช้ไพร์เมอร์ CgInt (5´-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3´) ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกับเช้ือรา C. 
gloeosporioides และ  CaInt2 (5´-GGGGAAGCCTCTCGCGG-3’) ท่ีจ  าเพาะเจาะจงกับเช้ือรา C. 
acutatum ร่วมกับไพร์เมอร์ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’) เช่นเดียวกับ Stanley 
(2000) พบว่าเช้ือสาเหตุโรค anthracnose ในมะนาวและมะเขือเทศ เกิดจากเช้ือรา C. acutatum ซ่ึง 
DNA ท่ีเพิ่มปริมาณได ้มีขนาดเบสอยูท่ี่ 490 bp ส่วนเช้ือสาเหตุโรค anthracnose ในมะม่วงเกิดจาก
เช้ือรา C. gloeosporioides มีขนาดเบสอยูท่ี่ประมาณ 450 bp  

และส าหรับผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ  PCR product ด้วยเทคนิค DNA Sequencing 
เพื่ อหายืนย ันชนิด และประเมินความหลากหลายของเช้ือสาเหตุของโรคแอนแทรคโนส                
มนัส าปะหลงัในประเทศไทย โดยใช้โปรแกรม BLASTS บนเครือข่ายอินเตอร์เน็ตของ GenBank 
(http://www.ncbi.nlm. nih.gov) พบว่า เช้ือราไอโซเลต C13 CHTM11 CPSF05 KBSF01 KBSF04 
KBSF05 KBLSY03 LBBS01 LBLB02 NKSTFBS01 NKSTFBS02 NKSTKLS01 PCBB02 PCBB03 
SCA03 SEL8  SLC071 SRTLSY SRTLSY01 SRTLSY02 SRTLSY03 CPSF02 KBLSY04 LSS 
และไอโซเลตอา้งอิง CG มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ C. gloeosporioides อยูท่ี่ 92-99% เช้ือราไอโซเลต 
SRTLF01 และไอโซเลตอ้างอิง CC มีความคล้ายคลึงกับเช้ือ  C. capsici 99%  เช้ือราไอโซเลต 
SLC032 มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ C. lindemuthianum เช้ือราไอโซเลต NKSTKLS02 NKSTKLS03  
NKSTKBS02 NKSTKBS05 มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene 99% 
94% 100% และ  99% ตามล าดับ  และเช้ือราไอโซเลต KBSF01 KBSF02  KBSF03 KBLSY05 มี
ความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ C. boninense 93% 97% 95% และ 93% ตามล าดบั และนอกจากน้ี พบวา่เช้ือ
ราไอโซเลต SRTLF03 และ SRTLF04 มีความคล้ายคลึงกับ C. gloeosporioides 97 และ 99% แต่
เน่ืองจากมีลกัษณะของโคนีเดียท่ีมีรูปร่างยาวทรงกระบอกหวัทา้ยมนและมีขนาด 3.75-5.75x21.50-
27.50 ไมโครเมตร ซ่ึงมีขนาดใหญ่กวา่เช้ือรา C. gloeosporioides แสดงวา่ มีความเป็นไปไดสู้งท่ีจะ
เป็นเช้ือ C. gloeosporioides f. sp. manihotis ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Wokocha et.al. (2010) 
ท่ีกล่าวว่า C. gloeosporioides f. sp. manihotis จะมีโคนีเดียขนาดใหญ่กว่า C. gloeosporioides โดย  
โคนีเดียท่ีมีรูปร่าง 3.5-6.00x23.55 ไมโครเมตร อย่างไรก็ตาม การทดลองน้ี เม่ือท าการเปรียบเทียบ
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ลกัษณะโคโลนี โคนีเดีย การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอและการยินยนัชนิดเช้ือสาเหตุโรคดว้ยวิธี
หาล าดบันิวคลีโอไทด์ ไม่พบการเขา้ท าลายของเช้ือ C. graminicola ดงัท่ี Frison and Feliu, (1991) 
ไดร้ายงานไว ้เน่ืองจาก เช้ือ C. graminicola มีขอบเขตการเขา้ท าลายพืชอาศยัท่ีจ  ากนัเฉพาะในพืชใบ
เล้ียงเด่ียว (Khan and Hsiang, 2003) และเม่ือตรวจสอบขนาดของโคนีเดียพบว่า เช้ือราสาเหตุโรค
แอนแอนแทรคโนสท่ีพบในมันส าปะหลังมีขนาดใกล้เคียงกับเช้ือ  C. capsici (new name C. 
truncatum ) และเม่ือท าการยนืยนัชนิดของเช้ือดว้ยเทคนิค DNA Sequencing พบวา่มีความคลา้ยคลึง
กับ เช้ื อ  C. capsici 99% จึ งยืน ย ัน ได้ว่ า เป็ น เช้ื อ  C. capsici  (new name C. truncatum ) ดังนั้ น
การศึกษาคร้ังน้ี พบว่าเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัในประเทศไทย เกิดจากการ  
เข้าท าลายของเช้ือรา Colletotrichum หลายสปีชีส์ประกอบด้วยเช้ือ C. gloeosporioides หรือ C. 
gloeosporioides f.sp. manihotis  น อ ก จ าก น้ี  ย ั ง พ บ ว่ า เ ช้ื อ  C. capsici, C. lindemuthianum, C. 
gloeosporioides f. sp. aeschynomene และ C. boninense  สามารถก่อให้เกิดโรคแอนแทรคโนสมนั
ส าปะหลงัในประเทศไทย ไดเ้ช่นเดียวกนั สอดคลอ้งกบัการทดลองของรัฐกร ศรีสุทธี (2549) ไดท้  า
การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธ์ุกรรมของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรค-
โนส พบว่าสามารถจ าแนกได้เป็น 4 สปีชีส์ ดงัน้ี C. gloeosporioides, C. musae, C. acutatum และ 
C. capsici ต่อมา Prihastuti et al. (2003) ได้ศึกษาลักษณะของสายพันธ์ุท่ี เก่ียวข้องกับ เช้ือรา 
Colletotrichum spp. ของกาแฟในภาคเหนือของประเทศไทย จากการวิเคราะห์  DNA sequence 
analysis สามารถจดักลุ่มของเช้ือรา Colletotrichum spp. ออกเป็น 3 สายพนัธ์ุ คือ C. asianum, C. 
fructicola และ C. siamense แต่ละกลุ่มมีความสอดคล้องกนัในลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี
และขอ้มูล DNA sequence และต่อมา Anderson et al. (2012) ไดศึ้กษาความหลากหลายของเช้ือรา 
Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพริกไทย โดยใช้ไพรเมอร์  2 คู่ คือ ITS1 และ 
ITS2 ร่วมกับ ITS4 และ  ITS5 ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ PCR product ด้วยเทคนิค DNA 
Sequencing พบว่าเช้ือสาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกไทยเกิดจากเช้ือรา C. gloeosporioides 
นอกจากน้ี  Weir et al. (2012) ได้รายงานว่า เช้ือรา C. gloeosporioides  ยงัมีความซับซ้อนทาง
พนัธุกรรมเป็นอย่างมาก โดยพบว่ามี 22 ชนิดย่อย (sup species) ท่ีมีความสัมพันธ์กับเช้ือรา C. 
gloeosporioides  ได้แ ก่  C. asianum, C. cordylinicola, C. fructicola, C. gloeosporioides, C. horii, 
C. kahawae subsp. kahawae, C. musae, C. nupharicola, C. psidii, C. siamense, C. theobromicola, 
C. tropicale, and C. xanthorrhoeae, C. aenigma, C. aeschynomenes, C. alatae, C. alienum, C. 
aotearoa, C. clidemiae, C. kahawae subsp. ciggaro, C. salsolae, and C. queenslandicum ซ่ึงยงัไม่
มีการก าหนดขอ้มูลทางพนัธุกรรมท่ีใชใ้นการระบุชนิดเช้ือไดอ้ยา่งแทจ้ริง อีกทั้ง Hyde et.al. (2009) 
ยงัไดร้ายงานถึงความสับสนในการจ าแนกสปีชีส์ของเช้ือราในจีนสั Colletotrichum ในฐานขอ้มูล 
Genebank ในปัจจุบนัท าใหเ้กิดความผดิพลาดในการยนืยนัชนิดของเช้ือ Colletotrichum  
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แต่เน่ืองจากเทคนิคน้ี ยงัไม่สามารถท่ีจะใชแ้ยกความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคแอน-
แทรคโนสได้ชัดเจน ดังนั้ นการศึกษาคร้ังน้ี จึงได้ท าการศึกษารูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA 
fringerprint) ดว้ยเทคนิค RAPD (Randomly Amplied Polymorphic DNA) เพิ่มเติม  

4.  การวิ เคราะห์ลายพิ มพ์ ดี เอน เอด้วยเทคนิค  random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) โดยใช ้primers 3 ชนิด พบวา่ เฉพาะ primer OPA13 เท่านั้นท่ีให้ผลวเิคราะห์สอดคลอ้งกบั
การใช้วิธีอ่ืน ๆ ในการระบุชนิด เม่ือสรุปผลการวิเคราะห์จากทุกวิธีร่วมกนั พบวา่เช้ือท่ีแยกไดจ้าก
มนัส าปะหลงั 38 ไอโซเลตเป็นเช้ือในกลุ่ม C. gloeosporioides ท่ีมีอตัราการเจริญเร็ว 34 ไอโซเลต  
ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มย่อยตามขนาดของโคนีเดียได้เป็นชนิดย่อย (sub species) manihotis 
จ  านวน 2 ไอโซเลต aeschynomene จ  านวน 4 ไอโซเลต และ boninense จ  านวน4 ไอโซเลต ท่ีเหลือ
เป็นเช้ือ C. capsici (truncatum) จ  านวน 1 ไอโซเลต C. lindemuthianum จ านวน1 ไอโซเลต และ 4 
ไอโซเลต มีลกัษณะเหมือนกบั C. gloeosporioides แต่มีอตัราการเจริญชา้ ท่ียงัไม่สามารถระบุชนิด
ย่อยได้ สอดคล้องกับการทดลองของ Sharma et al. (2007) ได้ศึกษาความหลากหลายของเช้ือ C. 
lindemuthianum สาเหตุโรคแอนแทรคโนสในถัว่โดยใช้เทคนิค RAPD PCR โดยใช้ชุดไพร์เมอร์ 
OPA OPB OPC และ OPQ ในการศึกษา พบว่ามี เพียงไพร์เมอร์  9 ชนิด คือ OPA02, OPA04 , 
OPA11, OPA13, OPC14, OPD02, OPD03, OPD18 และ OPQ18 สามารถแยกความแตกต่างของ
เช้ือ C. lindemuthianum ได้ ต่อมา Gupta et al. (2010) ได้ท าการศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของ
เช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงโดยวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอนเอด้วย
เทคนิค RAPD PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ 8 ชนิดในการศึกษา ดงัน้ี OPA01, OPA03, OPA05, OPA09, 
OPA11, OPA15, OPA16, OPA18 พบว่า ไพร์เมอร์ OPA1, OPA3 และ OPA18 สามารถจ าแนกเช้ือ
รา C. gloeosporioides ได้อย่างชัด เจน  ต่อม า  Adhipathi et al. (2013) ได้ท าก ารศึกษาความ
หลากหลายเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคใบจุดในขมิ้นด้วยวิธี RAPD PCR โดยใช้ไพร์
เมอร์ 18 ชนิด พบว่าโรคใบจุดขมิ้นเกิดจากเช้ือ ไพร์เมอร์ OPA02, OPA09, OPA13 และ OPF01 
สามารถแยกความแตกต่างของเช้ือ C. gloeosporioides และ C. capsic ไดอ้ยา่งชดัเจนเช่นกนั 

5.  การพฒันาเทคนิค FTIR micro spectroscopy ในการระบุชนิดของเช้ือรา Colletotrichum 
spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลัง  เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบชนิดของเช้ือพบว่าให้
รูปแบบท่ีมีความเหมือนในระดบั 92-100% เม่ือใช้ตวัอย่างเดิมในการวิเคราะห์ แต่เม่ือใช้ตวัอย่าง
ของเช้ือท่ีระบุวา่เป็นเช้ือเดียวกนัท่ีผา่นระบุชนิดโดยวิธีอ่ืนมาท าการวิเคราะห์ พบว่าให้รูปแบบท่ีมี
ความเหมือนในระดบั 64-76% เท่านั้น ให้ผลสอดคล้องกบัการทดลองของ Salman, (2010)ไดท้  า
การระบุชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคพืชดว้ยเทคนิค FTIR spectroscopyโดยท าการศึกษาเช้ือรา 4 ชนิด 
คือ Rhizoctonia sp., Colletotrichum sp., Verticillium sp. และ Fusarium oxysporum ในการทดสอบ
ดว้ยวิธี FTIR spectroscopy เปรียบเทียบกบัเทคนิค PCR พบวา่ เทคนิค FTIR spectroscopy สามารถ
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ใช้ในการระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคได้อย่างถูกต้องและแม่นย  าเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีทางชีว
โมเลกุล และ Szeghalmi et al. (2006) ได้ใช้เทคนิค  FTIR micro spectroscopy ในการศึกษาการ
เจริญเติบโตของเช้ือราภายใต้อุณหภูมิท่ี เตกต่างกัน พบว่า เทคนิค  FTIR micro spectroscopy 
สามารถแยกความแตกต่างของเช้ือรา Aspergillus, Neurospora และ  Rhizopus ท่ี มีความไวต่อ
อุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัไดอ้ยา่งแม่นย  า ผลการทดลองคร้ังน้ีช้ีให้เห็นถึง ความเป็นไปไดใ้นการพฒันา
เทคนิค FTIR micro spectroscopy ท่ีใช้ในการระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส เน่ืองจาก
เป็นวธีิท่ีมีขั้นตอนในการเตรียมตวัอยา่งง่าย ใชส้ารเคมีในการตรวจสอบนอ้ย และมีความเป็นไปได้
ท่ีจะให้ผลแม่นย  าหากมีฐานขอ้มูลท่ีเพียงพอและชดัเจน วิธีน้ีจึงถือเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีจะใชใ้น
การตรวจสอบเช้ือราสาเหตุโรคพืชไดใ้นอนาคต 

6.  แนวทางการใช้ประโยชน์ในอนาคต สามารถแนะน าข้อมูลของการระบุชนิดเช้ือรา
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัท่ีมีการยืนยนัแลว้ให้เกษตรกรใช้ตรวจสอบลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาในการตรวจสอบเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัเบ้ืองตน้ ซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์ต่อการป้องกันก าจดัเช้ือราสาเหตุโรคได้อย่างถูกต้อง เป็นการลดต้นทุนการผลิตมัน
ส าปะหลงั และสามารถน าความรู้ท่ีไดม้าใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีจะใชใ้นการป้องกนัการแพร่ระบาด
ของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัของในบางพื้นปลูกประเทศไทย และนอกจากน้ีจากผลการ
ทดลองขา้งตน้พบว่า เช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงันั้นมีพืช
อาศยักวา้ง เช่น มะม่วง มะละกอ พริก ขนุน ชมพู่ ฝร่ัง เงาะ พืชตระกูลถัว่ อะโวกาโด สตรอเบอร์ร่ี 
องุ่น กล้วย มะเขือเทศ ขา้วโพด  ทุเรียน และมนัส าปะหลงั (หทยัชนก คงแก้ว, 2546; สุธาสินี ชัย
ชนะ, 2550; Cook, 1975; Smith and Black, 1990) จึงควรหลีกเล่ียงการปลูกมนัส าปะหลงัในพื้นท่ี
ปลูกเดียวกันหรือใกล้เคียงกับพืชอาศัยอ่ืนเพื่อลดปริมาณการสะสมของเช้ือสาเหตุโรคและลด
ปริมาณการแพร่ระบาดของโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงัอีกดว้ย 
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1.  อาหารเลีย้งเช้ือรา 
1.1 Water Agar (WA) 

 วุน้ผง (Agar)    18 กรัม 
 น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง               1,000     มิลลิลิตร 

ผสมวุน้ผงกบัน ้ ำกลัน่ หรือน ้ ำกรอง  น ำไปตม้จนรวมเป็นเน้ือเดียวกนั  แบ่งใส่ภำชนะ เพื่อ
น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด์/ตำรำงน้ิว หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 
นำที 

1.2  Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มนัฝร่ัง    200 กรัม 
 น ้ำตำล Dextrose หรือ Glucose 20  กรัม 
 วุน้ผง (Agar)    18 กรัม 
 น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง               1,000     มิลลิลิตร 

 หัน่มนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแลว้เป็นช้ินขนำดประมำณ 1  ลบ. ซม. ตม้กบัน ้ ำ 500 มิลลิลิตร จน
น่ิม  กรองเอำเฉพำะน ้ ำสกดัผสม dextrose ทั้งหมดลงในน ้ ำสกดั  น ำไปผสมกบัวุน้ผงท่ีตม้จนละลำย
แล้ว ดว้ยน ้ ำส่วนท่ีเหลือ  คนให้เขำ้กนั  เติมน ้ ำให้ครบ 1 ลิตร แบ่งใส่ภำชนะเพื่อน ำเขำ้น่ึงฆ่ำเช้ือ
ภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด/์ตำรำงน้ิว  หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 นำที 

 
2.  สารเคมทีีใ่ช้ในการศึกษาความแตกต่างทางชีวโมเลกลุของเช้ือ Colletotrichum sp. 

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 
 ละลำยในน ้ ำ DI ปรับ pH ให้เท่ำกบั 8.0 ปรับปริมำตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร น ำไปน่ึง
ฆ่ำเช้ือท่ีควำมดนั 15 กิโลกรัมต่อตำรำงเซนติเมตร หรือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส นำน 15-20 
นำที  
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 2.4  10x TBE Buffer (1000 ml) 
 Tris base    108 กรัม 
 Boric acid      55 กรัม 
 0.5 M EDTA   40 มิลลิลิตร 
 เติมน ้ ำ DI ปรับ pH ให้เท่ำกบั 8.0 ปรับปริมำตรใหค้รบ 1000 มิลลิลิตร น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือ
ท่ีควำมดนั 15 กิโลกรัมต่อตำรำงเซนติเมตร หรือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส นำน 15-20 นำที  
 2.5  1x TBE Buffer (1000 ml) 
 10x TBE Buffer   100 มิลลิลิตร 
 น ้ำ DI  น่ึงฆ่ำเช้ือ    900 มิลลิลิตร 
 2.6  Extraction Buffer (100 ml)  
 2% 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 
 น ้ำ DI น่ึงฆ่ำเช้ือ    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 แช่เยน็อยำ่งนอ้ย 30 นำที ก่อนน ำไปใช ้
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3. DNA size marker 

 

1 Kb DNA Ladder visualication by ethidium bromide staining on 1% agarose gel. Mass values are 
for 0.5 µg/lane 

 

4. สารเคมทีีใ่ช้ศึกษาความแตกต่างด้วนวธิี FTIR micro spectroscopy 
 4.1 0.85 % Sodium Chloride 
 Sodium Chloride  8.5  กรัม 
 น ้ำ DI น่ึงฆ่ำเช้ือ    1 ลิตร 
           น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือท่ีควำมดัน 15 กิโลกรัมต่อตำรำงเซนติเมตร หรือท่ีอุณหภูมิ 121 องศำ
เซลเซียส นำน 15-20 นำที  
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ภาคผนวก ข 

ผลการเปรียบเทยีบล าดับนิวคลโีอไทม์ของเช้ือ Colletotrichum sp. โดยใช้ฐานข้อมูล Genbank 
(http://www.ncbi.nlm. nih.gov) 
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Sequence ID: gb|KF773863.1|Length: 413Number of Matches: 1 
Colletotrichum gloeosporioides isolate OV4 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S 
ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence 
 

 
 

ภาพที่ 1  แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทม์ของเช้ือ Colletotrichum gloeosporioides ไอโซเลต
OV4 กบั เช้ือรำ Colletotrichum gloeosporioides ไอโซเลต SEL8 
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Sequence ID: gb|KJ939273.1|Length: 544Number of Matches: 1 
Colletotrichum lindemuthianum isolate CL05 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S 
ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal 
RNA gene, partial sequence; mitochondrial 
 

 

ภาพที ่2 แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทม์ของเช้ือ Colletotrichum lindemuthianum ไอโซเลต 
CL05 กบั เช้ือรำ Colletotrichum lindemuthianum ไอโซเลต SLC032 ท่ีแยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 

 

Sequence ID: gb|JX131331.1|Length: 1161Number of Matches: 1 
Colletotrichum aeschynomenes isolate Clar-5A 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, 
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
 

 

ภาพที่ 3 แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทม์ของเช้ือ Colletotrichum aeschynomenes ไอโซเลต 
Clar-5A 18S กับ เช้ือรำ Colletotrichum aeschynomenes ไอโซเลต NKSTKLS02 ท่ีแยกได้จำก
มนัส ำปะหลงั 
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Sequence ID: gb|JX910365.1|Length: 558Number of Matches: 1 
Colletotrichum capsici isolate KUAB1CC3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete 
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
 

 

ภาพที ่4  แสดงผลกำร เป รียบ เที ยบล ำดับ นิ วค ลีโอไทม์ของเช้ื อ  Colletotrichum capsici ไอโซ เลต 
KUAB1CC3 กบั เช้ือรำ Colletotrichum capsici ไอโซเลต SRTLF01 ท่ีแยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/432278301?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=152SSKSS015
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Sequence ID: gb|JX258687.1|Length: 593Number of Matches: 1 
Colletotrichum boninense strain C2.2 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal 
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete 
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
 

 

ภาพที ่5  แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทม์ของเช้ือ Colletotrichum boninense ไอโซเลต C 2.2 
18S กบั เช้ือรำ Colletotrichum boninense ไอโซเลต KBSF03 ท่ีแยกไดจ้ำกมนัส ำปะหลงั 
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Sequence ID: emb|AJ301945.1|Length: 2874Number of Matches: 1 
Colletotrichum truncatum 18S rRNA gene, 5.8S rRNA gene, 28S rRNA gene (partial), internal 
transcribed spacer 1 (ITS1) and internal transcribed spacer 2 (ITS2), strain CBS 710.70 
 

 

ภาพที ่6  แสดงผลกำรเปรียบเทียบล ำดบันิวคลีโอไทมข์องเช้ือ Colletotrichum truncatum ไอโซเลต 
CBS 710.70กับ  เช้ือรำ Colletotrichum capsici ไอโซเลต  SRTLF01 ท่ีแยกได้จำกมัน
ส ำปะหลงั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/17426649?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=152SSKSS015


 

ประวตัผู้ิเขยีน 

 
 นางสาวรุ่งทิพย์ สังข์เผือก เกิดเม่ือวนัท่ี 3 พฤษภาคม พ.ศ. 2532 ท่ี อ าเภอเมือง จงัหวดั
ปราจีนบุรี ไดส้ าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคโนโลยีการผลิตพืช) มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารี จงัหวดันครราชสีมา เม่ือปี พ.ศ. 2554 
  ในปี พ.ศ. 2554 ไดเ้ขา้ศึกษาต่อระดบัปริญญามหาบณัฑิต สาขาวิชาพืชศาสตร์ ส านักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยระหว่างการศึกษาไดรั้บทุนผูช่้วยสอน
และผูช่้วยวจิยั และทุนวจิยัจากแหล่งทุนภายนอก  
 

 

 

 

 

 

 

 

 


