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โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังเป็นโรคท่ีมีความส าคัญต่อการเพาะปลูกมันส าปะหลังใน
ประเทศไทย การศึกษาครั้งนี้มวีัตถุประสงค์ เพื่อระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมัน
ส าปะหลังท่ีพบในพื้นท่ีปลูกท่ีส าคัญ โดยท าการเก็บตัวอย่างมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการโรคโคนเน่า
และหัวเน่าจากแหล่งปลูกใน 6 อ าเภอ ของ 3 จังหวัด ในภาคกลางและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ
ไทย จ านวน 139 ตัวอย่าง จากนั้นน าเช้ือสาเหตุโรคท่ีแยกได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ผล
การศึกษาพบว่า โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังถูกเข้าท าลายจากเช้ือรา Lasiodiplodia spp. 
และ Neoscytalidium sp. ท่ีอยู่ในวงศ์ Botryosphaeriaceae ซึ่งเช้ือราท้ังสองสกุลเมื่อเข้าท าลาย
มันส าปะหลังจะมีอาการ เน่าเปียก เน่าเละ เน่าแห้ง และมีสีด า ในบริเวณโคนต้น จากนั้นแยกเช้ือจาก
สปอร์เด่ียวน ามาทดสอบความสามารถในการก่อโรค พบว่า เช้ือราท้ัง 33 ไอโซเลต สามารถก่อให้เกิด
โรคได้ท้ังกับท่อนพันธุ์ และหัวส าปะหลังพันธุ์ระยอง 89 ซึ่งเป็นพันธุ์อ่อนแอในสภาพกล่องช้ืน โดยไอ
โซเลต L11HSR2 สามารถก่อให้เกิดโรครุนแรงท่ีสุด นอกจากนี้ท าการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของ
เช้ือราท่ีแยกได้ ผลการศึกษาพบว่าเช้ือแต่ละไอโซเลตมีการเจริญเติบโตเร็ว และสามารถเจริญได้เต็ม
จานอาหาร potato dextrose agar (PDA) ภายในวันท่ี 1-3 หลังจากเล้ียงเช้ือ โดยเช้ือราจะมีเส้นใยสี
ขาวในวันท่ี 1 และมีสีเทาในวันท่ี 3 โดยในวันท่ี 3-4 จะเปล่ียนสีเป็นสีเขียวมะกอกด า หรือน้ าตาลด า 
ซึ่งในแต่ละไอโซเลตมีลักษณะสีของโคโลนีท่ีแตกต่างกัน และสีของโคโลนีจะเข้มขึ้นเมื่ออายุมากขึ้น 
และจากผลการทดลองพบว่าไอโซเลตท่ีเจริญเติบโตเร็วท่ีสุดได้แก่ ไอโซเลต L8HDBB สามารถเจริญ
บนจานอาหาร PDA หลังวางเช้ือ 1 วัน มีขนาดเฉล่ีย 84.00x84.25 มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลตท่ีเจริญช้า
สุด ได้แก่ L10BBLB สามารถเจริญบนจานอาหารหลังวางเช้ือ 1 วัน ขนาดเฉล่ีย 43.00x43.00 
มิลลิเมตร ตามล าดับ ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ท าการศึกษาลักษณะ
ทางชีวโมเลกุลและการวิเคราะห์สายสัมพันธ์วิวัฒนาการ โดยน าตัวแทนของเช้ือจ านวน 8 ไอโซเลต 
ประกอบด้วย L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF, L18KBSH, L20FHTB1, L27SRBT และ
N3DTD2 มาเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ใช้ universal primers 3 บริเวณ คือ ไพร์
เมอร์ ITS1/ ITS4, ไพร์เมอร์ Ef1-688F/Ef1-1251R และไพร์เมอร์ Bt2a/Bt2b แล้วเปรียบเทียบล าดับ
นิวคลีโอไทด์ท่ีได้กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือในฐานข้อมูล Genbank พบว่า บริเวณ EF1-α สามารถ
แยกความแตกต่างได้ชัดเจนท่ีสุด ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลร่วมกัน พบว่า
สามารถจ าแนกเช้ือรา คือ L. theobromae, L. euphorbicola และ N. hyalinum เข้าท าลายมัน
ส าปะหลังในประเทศไทย 
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Abstract 

 Cassava root rot disease is an important disease of cassava in Thailand. The 
objective of this study was to identify the causal agent of cassava root rot pathogens 
in important planting areas. The study was carried out by collecting cassava samples 
with root rot symptoms from cassava planting areas covering those in 6 districts of 3 
provinces in central and northeastern, Thailand. A total of 139 isolates of cassava stem 
and root rot causal fungi were isolated. The isolated pathogens were morphology 
studied. The results showed that cassava root rot is infected by Lasiodiplodia spp. and 
Neoscytalidium sp.  in the family Botryosphaeriaceae. When both pathogens' infections 
showed the symptoms of wet rot, rotten, dry rot, and black color in the cassava root 
area. The pathogenicity test of all 33 fungal isolates could cause root rot symptoms on 
inoculated cassava CMR 89, susceptible cassava cultivar in a moist chamber, and 
greenhouse conditions but the disease severity was different depending on the fungal 
isolates. Among the isolate, L11HSR2 was the most virulent. Nevertheless, study to 
morphological of isolate fungal pathogen. The result found that isolate L8HDBB in PDA 
at 1 day has higher mycelium growth at 84.00x84.25 mm, and lower is isolate L10BBLB 
at 43.00x43.00 mm respectively, a significant difference. In addition, biomolecular 
characterization and phylogenetic analyses were performed. Eight representative 
isolates including L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF, L18KBSH, L20FHTB1, L27SRBT, 
and N3DTD2 were used to quantify DNA fragments by PCR technique using 3 universal 
primers including ITS1/ITS4, Ef1-688F/Ef1-1251R, and Bt2a/Bt2b primers. The resulting 
nucleotide sequences were compared with the nucleotide sequences in the Genbank 
database showed that the EF1-α region was the most distinctly differentiated. The 
results of the study of morphology and biomolecules together. It was found that L. 
theobromae, L. euphorbicola and N. hyalinum, infested cassava in Thailand. 
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แยกบริเวณขั้วหัวติดกับโคนต้น แยกได้เช้ือ ไอโซเลต L2SHSR1, L12SHRD  
และ N2SHCA                                         17 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพท่ี           หน้า 
 
ภาพที่ 4.4 แสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า บริเวณโคนต้นและท่อนพันธุ์มันส าปะหลัง 

(A) อาการโคนต้นบวมแตกเป็นริ้วมีเช้ือราสีด าเจริญอยู่ภายในมีเส้นใยของเช้ือราสีขาว 
เจริญปกคลุมแยกได้เช้ือไอโซเลต L17STRB, L19KBSH2, L21SRE, L25SRC และ  
L27SRBT (B) อาการโคนต้นบวมแตกเป็นริ้ว มีเช้ือราสีด าเจริญอยู่ภายในแต่ไม่มีเส้น 
ใยของเช้ือราสีขาวเจริญปกคลุม แยกได้เช้ือไอโซเลต L9STR2 และ L23STWH,  
ท่อนพันธุ์แสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน้ามันส าปะหลัง (C-D) มีตุ่มเม็ดของ 
เช้ือรา สีด าเจริญท่อนพันธุ์ แยกได้เช้ือไอโซเลต L13SRTF, N1SRTTC, N4BBPM,  
N5STRST, L1STRM, L3BSR และ L7STRW      18 

ภาพที่ 4.5 แสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า บริเวณกิ่ง ใบและก้านใบมันส าปะหลัง  
(A) อาการกิ่งไหม้ช้ ามีสีด า แยกได้เช้ือไอโซเลต L10BBLB (B) อาการกิ่งไหม้ช้ าสี 
น้ าตาลแดงเข้ม และเห่ียวแห้ง แยกได้เช้ือไอโซเลต L28SBB (C) อาการใบไหม้เน่าช้ า 
สีด า แยกได้เช้ือไอโซเลต L14LSR (D) อาการก้านใบไหม้มีแผลสีน้ าตาลเข้มถึงด า  
แยกได้เช้ือไอโซเลต L16BLSR        19 

ภาพที่ 4.6 ลักษณะของหัวมันส าปะหลังท่ีหลังปลูกเช้ือเป็นเวลา 7 วันในสภาพห้อง 
ปฏิบัติการ แสดงอาการหัวเน่าช้ า เนื้อเยื่อยุบตัวลง บริเวณปลูกเช้ือเนื้อเย่ือ 
เปล่ียนสีเป็นน้ าตาลด าถึงด าและแห้ง ส่วนบริเวณรอบ ๆ เปล่ียนสีเป็นเหลือง 
ถึงสีน้ าตาล เปลือกช้ันนอกและเปลือกชั้นในแยกแตกและออกจากกัน (A)  
ไอโซเลต L11HSR2 ความรุนแรงระดับ 5 (B) ไอโซเลต L6HRD  
ความรุนแรงระดับ 4 (C) ไอโซเลต L18KBSH3 ความรุนแรงระดับ 3 
 (D) ไอโซเลต L14LSR ความรุนแรงระดับ 2 และ  
(E) หัวมันในกรรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค     21 

ภาพที่ 4.7 ลักษณะของท่อนพันธุ์มันส าปะหลังหลังปลูกเช้ือเป็นเวลา 15 วันในสภาพ 
ห้องปฏิบัติการ แสดงอาการเนื้อเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาลรอบ ๆ 
บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อผ่าตามแนวยาว พบเนื้อเยื่อบริเวณแกนกลางล าต้น ถูกท าลาย
เปล่ียนเป็นสีด า เทา และน้ าตาล แตกต่างกันไปในแต่ละไอโซเลต (A) ไอโซเลต 
 L12SHRD ความรุนแรงระดับ 3 (B) ไอโซเลต L24HRWH ความรุนแรงระดับ 2  
และ (C) ท่อนพันธุ์กรรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค     22 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพท่ี           หน้า 
 
ภาพที่ 4.8 แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของโคโลนีของไอโซเลต L11HSR2 

(A) เช้ือราจะมีเส้นใยสีขาวถึงสีเทาในวันท่ี 1-3 (B) เปล่ียนสีเป็นสีเขียวมะกอกด า  
(greenish olivaceous to black) ในวันท่ี 3-4 (C) โคโลนีจะมีสีเข้มขึ้นเรื่อย ๆ  
เมื่ออายุมากขึ้น          25 

ภาพที่ 4.9 แสดงลักษณะโคโลนีของเช้ือราท้ัง 6 กลุ่ม (A) ไอโซเลต L4STR1, L8HDBB,  
L9STR2, L19KBSH2 L23STWH, L24HRWH, L27SRBT และ L28SBB  
(B) L2SHSR1, L6HRD, L12SHRD, L14LSR, L16BLSR, L17STRB  
และ L20FHTB1 (C) L11HSR2 (D) L1STRM, L5KBSH1, L7STRW, L15HDBB, 
L18KBSH3, L21SRE และ L26HRWB (E) L3BSR, L10BBLB, L13SRTF,  
L22HRW และ L25SRC (F) N1SRTTC, N2SHCA, N3DTD2, N4BBPM  
และ N5STRST          27 

ภาพที่ 4.10 แสดงตัวอย่างของผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลต  
บริเวณ ßt lane M = Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD,  
lane 2 = L11HSR2, lane 3 = L12SHRD lane 4 = L13SRTF,  
lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = L22HRW,  
lane 8 = L27SRBT และ lane 9 = N1SRTTC      28 

ภาพที่ 4.11 แสดงตัวอย่างของผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลต  
บริเวณ EF1-α lane M = Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD,  
lane 2 = L11HSR2, lane 3 = L12SHRD lane 4 = L13SRTF,  
lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = L22HRW,  
lane 8 = L27SRBT และ lane 9 = N1SRTTC      29 

ภาพที่ 4.12 แสดงตัวอย่างของผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลต  
บริเวณ ITS lane M = Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD,  
lane 2 = L11HSR2, lane 3 = L12SHRD lane 4 = L13SRTF,  
lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = L22HRW,  
lane 8 = L27SRBT และ lane 9 = N1SRTTC      29 
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สารบัญตาราง 

 
ตารางท่ี          หน้า 
 
ตารางที่ 4.1 เช้ือราท่ีแยกได้จากมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า  

ท่ีเก็บได้จากจังหวัดนครราชสีมาและจังหวัดใกล้เคียง     19 
ตารางที่ 4.2 ผลการทดสอบความสามารถในการก่อโรคและความรุนแรงของเช้ือท่ีแยกได้ 

ในห้องปฏิบัติการบนมันส าปะหลังพันธุ์ ระยอง 89     22 
ตารางที่ 4.3 แสดงอัตราการเจริญของเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอายุ 1 2 และ 3 วัน 25 
ตารางที่ 4.4 แสดงผลการเปรียบเทียบล าดับเบส (DNA sequencing) ของเช้ือราท่ีแยกได้ 

จากมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนเน่าเละหัวเน่า ท้ัง 3 บริเวณ  
ได้แก่ ITS EF1-α และ  beta-tubulin (ßt) ในฐานข้อมูล Genbank   30 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหาการวิจัย 
 มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) มีช่ือสามัญเรียกช่ือตามท้องถิ่นได้แก่ มัน
ส า ป ะ ห ลั ง , cassava, yuca, mandioa, manioc, tapioca (Lemaire, 1950; Rao et al., 2017) 
ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีส่งผลิตภัณฑ์มันส าปะหลังออกมากท่ีสุดในโลก ในรูปของมันอัดเม็ดส่งออก
ไปท่ีประเทศในกลุ่มประชาคมยุโรป (เนเธอร์แลนด์ สเปน เยอรมัน โปรตุเกส) จีน เกาหลีใต้และญี่ปุ่น 
ส าหรับแป้งมันส าปะหลังจะส่งออกไปท่ีประเทศญี่ปุ่น จีน รองลงมาคือฮ่องกง สหรัฐอเมริกา มาเลเซีย 
สิงคโปร์และไต้หวัน ส่วนการใช้มันส าปะหลังในประเทศใช้ท ามันเส้นและมันอัดเม็ดร้อยละ 45 - 50 ใช้
แปรรูปเป็นแป้งร้อยละ 50 - 55 (จักรพงษ์ ชาตะรักษ์, 2554) ปัจจุบันการปลูกมันส าปะหลังเริ่ม
ประสบปัญหาเรื่องแมลงศัตรูพืช และโรคพืช โดยแมลงศัตรูมันส าปะหลังท่ีส าคัญ ได้แก่ เพล้ียแป้ง ไร
แดง เป็นต้น ส าหรับโรคมันส าปะหลังท่ีส าคัญในประเทศไทย ได้แก่ โรคใบจุดสีน้ าตาล (Brown leaf 
spot) โรคใบไหม้ (Cassava bacterial blight, CBB) โรคแอนแทรคโนส (Cassava anthracnose 
disease, CAD) (รังสี เจริญสถาพร และอมรรัชฏ์ คิดใจเดียว, 2553; Zárate-Chaves et al., 2021) 
และในปัจจุบันมีโรคท่ีสร้างความเสียหายให้แก่ผลผลิตของเกษตรกรผู้ปลูกมันส าปะหลังโดยตรง คือ 
โรคหัวเน่ามันส าปะหลัง (Root rot disease) ส าหรับในประเทศไทยมีการเรียกช่ือโรคหลากหลายช่ือ 
อาทิ โรคหัวมันส าปะหลังเน่า (เคหะการเกษตรออนไลน์, ม.ป.ป.) โรคโคนเน่ามันส าปะหลัง โรคล าต้น
เน่า (เกษตรกรง่ายๆ ดอทคอม, 2557) โรครากและหัวเน่ามันส าปะหลัง โรครากหรือหัวเน่า (คร็อพ
มาสเตอร์ เกษตรปลอดภัย, 2551) เนื่องจากมีการเรียกช่ือท่ีหลากหลายก่อให้เกิดความสับสน ดังนั้น
ในการวิจัยนี้จะเรียกช่ือท่ีมี ความสัมพันธ์กับลักษณะอาการท่ีพบคือช่ือ “โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันใน
ส าปะหลัง” ในปี2557 พบการระบาดของโรคนี้ในหลายพื้นท่ี ในเขตพื้นท่ี อ.เสิงสาง และ อ.ครบุรี 
และพื้นท่ีอื่นของจังหวัดนครราชสีมากกว่า 4 พันไร่ โดยเฉพาะในแหล่งดินระบายน้ ายาก และฝนตก
ชุกเกินไปในบางพื้นท่ีสามารถพบได้ในแหล่งท่ีดินมีการให้น้ าในระบบน้ าหยด เนื่องจากดินมีความช้ืน
สูง ลักษณะอาการของโรคท่ีพบ ยอดจะเหลืองและใบเห่ียวแล้วร่วงเมื่อถอนต้นจะพบโคนต้นบวมและ
แตก รากจะเป็นรอยช้ าสีน้ าตาลและเน่า ถ้าเกิดกับหัวจะท าให้หัวเน่าอย่างรวดเร็ว และมีกล่ินเหม็น 
เช้ือสาเหตุของโรคนี้มีความสามารถในการอยู่รอดได้ดีในดิน และมีพืชอาศัยมากชนิดท าให้ยากต่อการ
ป้องกันก าจัด โรคนี้สามารถเกิดได้ท้ังระยะกล้า และระยะท่ีมันส าปะหลังลงหัวแล้ว มีรายงานว่าโรค
โคนเน่าและหัวเน่าเกิดจากสาเหตุหลายชนิด ปัจจุบันในประเทศไทยตรวจพบว่าเช้ือสาเหตุ คือ เช้ือรา 
Phytophthora sp. หากโรคดังกล่าวนี้ระบาดรุนแรงอาจท าความเสียหายกับผลผลิตมันส าปะหลังถึง 
80 เปอร์เซ็นต์ โรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลังต่างประเทศมี 2 ลักษณะอาการหลักคือ อาการของ
โรคท่ีเป็นชนิด wet root rot และ root dry rot ซึ่งมีรายงานว่าเกิดจากเช้ือ Botryodiplodia 
theobromae, Fusarium sp., Sclerotium rolfsii และ Pythium sp. (Blanco-Ulate et al., 2013; 
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Rujirawat et al., 2015) ในประเทศไทยได้มีการรายงานว่าเกิดจากเช้ือรา Phytophthora sp. ต่อมา
มีรายงานเพิ่มเติมว่าเกิดจากเช้ือรา Rigidoporus (Fomes) lignosus และ S.rolfsii (รังษี เจริญ
สถาพร และ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว, 2553) เทคโนโลยีเอ็นจีเอสหรือ Next Generation Sequencing 
มีวัตถุประสงค์หลักเพื่อหาล าดับเบสท้ังจีโนมของส่ิงมีชีวิตด้วยวิธีการหาล าดับเบสแบบขนานท่ีท าได้
อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพซึ่งจะได้ข้อมูลล าดับเบสจ านวนมหาศาล ปัจจุบันเครื่องมือของ
เทคโนโลยีเอ็นจีเอส มีสามรูปแบบหลักท่ีนิยมใช้กันอย่างกว้างขวางได้แก่ 454/Roche, Illumina, และ 
SOLiD/Life Technology (ABI) โดยเครื่องมือตา่ง ๆ เหล่านี้มีหลักการหาล าดับเบสรูปแบบของข้อมูล
ล าดับเบสสายส้ัน (reads) และจ านวนของข้อมูล reads ท่ีออกมาแตกต่างกันไปรวมถึงประโยชน์ท่ี
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับโอมิกส์ได้หลากหลายเช่น การท า De novo 
sequencing, target resequencing, RNA sequencing และ metagenomics เป็นต้น (อลิษา วิลัน
โท และคณะ, 2555; ชาญวิทย์ ตรีพุทธรัตน์, 2556; Zeyimo  et al., 2020) ท้ังนี้ในทางด้านโรคพืชมี
การน าเทคโนโลยี NGS ในการศึกษา complex microbial population microbial ecology และมี
การน าเทคนิคดังกล่าวมาใช้ใน การวินิจฉัยด้านโรคพืชและโรคชนิดใหม่ท่ีพบ (Ma et al., 2014; 
Lecuit and Eloit, 2014) เพื่อให้เกิดความเข้าใจเกี่ยวกับการเข้าท าลายพืชของเช้ือสาเหตุโรคชนิด 
complex pathogens อย่างไรก็ตาม ข้อมูลด้านนี้ยังมีการศึกษาไม่แพร่หลาย (Ma et al., 2010; 
Amselem et al., 2011) ท้ังนี้การศึกษาการเรียงล าดับเบสท่ีได้จากเทคโนโลยีเอ็นจีเอสเพื่อให้ทราบ
ถึงความหลากหลายของล าดับเบสท่ีเกิดขึ้นและน าไปสู่การตอบโจทย์ในงานวิจัยด้านโรคพืชและการ
ป้องกันก าจัดต่อไป  ดังนั้นเพื่อค้นหาแนวทางในการแก้ปัญหาอย่างถูกต้อง จ าเป็นต้องมีข้อมูลของชนิด
เช้ือท่ีก่อโรคแต่ละประเภทท่ีแน่ชัด เพื่อหาแนวทางในการป้องกันและจัดการกับเช้ือสาเหตุโรคอย่าง
เหมาะสม  
 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันในมันส าปะหลังท่ีพบในพื้นท่ี
ปลูกส าคัญ 
2. ศึกษาพันธุกรรมของเช้ือก่อโรคโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันมนัในส าปะหลังด้วยเทคนิค Next 
Generation Sequencing (NGS) 

 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 การวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นศึกษาถึงชนิดเช้ือสาเหตุ ลักษณะอาการ การแพร่ระบาดของโรคโคนเน่า
และหัวเน่ามันส าปะหลังในพื้นท่ีปลูกมันส าปะหลังส าคัญ และศึกษาพันธุกรรมของเช้ือก่อโรคโคนเน่า
และหัวเน่ามันมันในส าปะหลังด้วยเทคนิค Next Generation Sequencing (NGS) ในโครงการนี้จะ
เน้นการศึกษาพันธุกรรมของเช้ือรา Lasiodiplodia theobromae สาเหตุโรคเน่าด าของมันส าปะหลัง 
ซึ่งเป็นโรคหนึ่งท่ีมีความส าคัญในกลุ่มโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันมันในส าปะหลัง 
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1.4 ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 
 ผลส าเร็จท่ีเป็นองค์ความรู้หรือรูปแบบ หรือวิธีการท่ีจะน าไปสู่การวิจัย อาจจะถูกน าไปต่อ
ยอดการวิจัยต่อไป 
 การน าไปใช้ประโยชน์ในด้าน ด้านวิชาการ 
 ผู้ที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ผู้ใช ้ การใช้ประโยชน์ 
บริษัทซีเอส ทาปีโอก้า วิจัยและนวัตกรรม 
จ ากัด 

สามารถใช้เป็นข้อมูลในการป้องกันก าจัดโรคมัน
ส าปะหลังในระบบการปลูกมันส าปะหลังอินทรีย์ใน
อนาคตอันใกล้นี้ 

เกษตรกรท่ีประกอบอาชีพปลูกมันส าปะหลัง ทราบถึงสาเหตุของเช้ือก่อโรคโคนเน่าและหัวเน่า
และการป้องกันก าจัด 

หน่วยงานภาครัฐ ทราบถึงชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่า
มันส าปะหลังและวิธีการป้องกันก าจัด 
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บทท่ี  2  

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) มีถิ่นก าเนิดในประเทศเขตร้อน (Lowland 
tropics) ปลูกในประเทศโคลัมเบีย และเวเนซูเอลา มานานกว่า 3 ,000 - 7,000 ปี ปัจจุบันมัน
ส าปะหลังถือเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส าคัญเป็นอันดับ 5 ของโลกรองจากข้าวสาลี ข้าวโพด ข้าว 
และมันฝรั่ง (เจริญศักด์ิ โรจนฤทธิ์พิเชษฐ์, 2550) ซึ่งผลผลิตมันส าปะหลังส่วนใหญ่กว่าร้อยละ 80 ใช้
บริโภคเป็นอาหารและร้อยละ 20 ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว์ ในด้านการค้าจะอยู่ในรูป
ของผลิตภัณฑ์แปรรูปข้ันพื้นฐาน ได้แก่ แป้งมันส าปะหลัง มันเส้น หรือมันอัดเม็ด (สุดใจ สูนาสวน และ
คณะ, 2554) ในประเทศไทยมันส าปะหลังเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส าคัญอันดับท่ี 3 ของประเทศรอง
จากข้าวและยางพารา โดยในภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีพื้นท่ีเพาะปลูกมันส าปะหลังมากท่ีสุด 
รองลงมาคือ ภาคกลางและภาคเหนือ มันส าปะหลัง ปี 2563 คาดว่ามีพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 8.75 ล้านไร่ 
ผลผลิต 31.104 ล้านตัน ผลผลลิตต่อไร่ 3.56 ตัน เมื่อเทียบกับปี 2562 ท่ีมีพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 8.67 ล้าน
ไร่ ผลผลิต 31.080 ล้านตัน และผลผลิตต่อไร่ 3.59 ตัน พบว่า พื้นท่ีเก็บเกี่ยว และผลผลิต เพิ่มขึ้นร้อย
ละ 0.93 และร้อยละ 0.08 ตามล าดับ แต่ผลผลิตต่อไร่ลดลงร้อยละ 0.84 (ส านักงานเศรษฐกิจเกษตร, 
2564) ปัจจุบันการปลูกมันส าปะหลังเริ่มประสบปัญหาเรื่องแมลงศัตรูพืชและโรคพืช ได้แก่ เพล้ียแป้ง 
ไรแดง โรคใบจุด โรคใบจุดสีน้ าตาล โรคใบไหม้ โรคแอนแทรคโนส เป็นต้น ในปัจจุบันโรคมันส าปะหลัง
ท่ีส าคัญและสร้างความเสียหายให้แก่ผลผลิตของเกษตรกรมันส าปะหลังโดยตรง คือ โรคโคนและหัว
เน่าในมันส าปะหลัง (สุดใจ สูนาสวน และคณะ, 2554) เป็นโรคท่ีมีความส าคัญโรคหนึ่งของผู้ปลูกมัน
ส าปะหลังท่ัวโลก ในประเทศไทยมีการเรียกช่ือโรคหลากหลายช่ือ อาทิ โรคหัวมันส าปะหลังเน่า โรค
โคนเน่ามันส าปะหลัง โรคล าต้นเน่า โรครากและหัวเน่ามันส าปะหลัง โรครากหรือหัวเน่า (คร็อพ
มาสเตอร์ เกษตรปลอดภัย, 2551) ซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายอย่างรุนแรงต่อผลผลิตมันส าปะหลัง ซึ่ง
ในปี 2557 พบการระบาดของโรครากและหัวมันเน่าในหลายพื้นท่ี ในเขตพื้นท่ี อ.เสิงสาง และครบุรี 
และพื้นท่ีอื่นของจังหวัดนครราชสีมากกว่า 4 พันไร่ โดยเฉพาะในแหล่งดินระบายน้ ายาก และฝนตก
ชุกเกินไปในบางพื้นท่ีสามารถพบได้ในแหล่งท่ีดินมีการให้น้ าในระบบน้ าหยด เนื่องจากดินมีความช้ืน
สูง ลักษณะอาการของโรคท่ีพบ ยอดจะเหลืองและใบเห่ียวแล้วร่วงเมื่อถอนต้นจะพบโคนต้นบวมและ
แตก รากจะเป็นรอยช้ า สีน้ าตาลและเน่าถ้าเกิดกับหัวจะท าให้หัวเน่าอย่างรวดเร็ว และมีกล่ินเหม็น 
ยากต่อการป้องกันก าจัด เนื่องจากเช้ือสาเหตุของโรคนี้มีความสามารถในการอยู่รอดได้ดีในดิน และมี
พืชอาศัยมากชนิด โรคนี้สามารถเกิดได้ท้ังระยะกล้าและระยะท่ีมันส าปะหลังลงหัวแล้ว โรคโคนเน่า
และหัวเน่าเกิดจากสาเหตุหลายชนิด ปัจจุบันในประเทศไทยตรวจพบว่าเช้ือสาเหตุ คือ เช้ือรา 
Phytophthora อย่างไรก็ตามในต่างประเทศมีรายงานว่าโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง 
(Cassava root rot disease: CRRD) เกิ ดจากการ เข้ าท าลายของ เ ช้ื อร าหลายชนิด  ไ ด้แก่  
Phytophthora spp., Scytalidium spp., Botryodiplodia theobromae, Armillaria mellea, 
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S. rolfsii, Nattrassia mangiferae, Diplodia sp. แ ละ  Fusarium spp. (Okechukwu et al., 
2009; Msikita et al., 1998, 2005; Onyeka et al., 2002, 2004) โดยในประเทศบราซิลมีรายงาน
ว่า โรคหัวเน่าเละมันส าปะหลังเกิดจากเช้ือรา P. drechsleri และโรคหัวเน่าแห้งมันส าปะหลังเกิดจาก
เช้ือรา Fusarium spp. ส าหรับในประเทศแอฟริกามีรายงานว่าเกิดจากเช้ือ  B. theobromae, N. 
mangiferae และ Fusarium spp. (Msikita et al., 1998, 2005; Onyeka et al., 2004) ในประเทศ
ไนจีเรีย มีรายงานว่า เกิดจากเช้ือ B. theobromae สร้างความเสียหายมากกว่า 70% ของพื้นท่ี 
(Onyeka, 2002) นอกจากนี้ มีรายงานว่าเช้ือรา Fusarium sp.  เป็นอีกสาเหตุของโรคโคนและหัวเน่า
เช่นกัน โรคนี้สร้างความเสียหายต่อผลผลิตมันส าปะหลังเป็นอันดับต้นๆ ในทวีปแอฟริกา และอเมริกา
ใต้ ในทวีปแอฟริกา และอเมริกาใต้ โรคนี้ท าให้ผลผลิตมันส าปะหลังลดลงถึง 80% ของผลผลิตรวม 
(Msikita et al., 2005) ในประเทศไนจีเรีย และแคมมารูน ผลผลิตมันส าปะหลังลดลงมากกว่า 25% 
เมื่อถูกโรคนี้เข้าท าลาย โดยจะพบการแพร่ระบาดในช่วงฤดูฝน บริเวณท่ีดินระบายน้ าไม่ดี ลักษณะ
อาการหลักท่ีพบส่วนใหญ่ท่ีพบจะมีกล่ินเหม็น ถ้าเกิดจากเช้ือรา Fusarium spp. เนื้อเยื่อจะมีสีชมพู
หรือสีเหลือง แต่ถ้าเกิดจากเช้ือรา B. theobromae เนื้อเยื่อจะมีสีเทาด า ในบางอาการจะพบเส้นใย 
sclerotia หรือ pycnidia บริเวณรอบโคนต้น (Bandyopadhyay et al., 2006) ในประเทศไทยเริ่ม
พบการระบาดของโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลังในเขตพื้นท่ีจังหวัดนครราชสีมาและหลายพื้นท่ี
ปลูกส าคัญ โดยพบลักษณะอาการ 4 ลักษณะของโรค คือ โรคหัวเน่าเละ เกิดจากเช้ือรา ต้นเหี่ยวเฉา 
ใบล่าง ๆ มีสีเหลือง และเห่ียวแห้งหลุดร่วงลงมา ส่วนใบยอดมีขนาดเล็ก ต้นแคระแกรน ไม่เจริญเติบโต 
เมื่อขุดรากดูพบรากเน่าเละสีน้ าตาล มีกล่ินเหม็น โรคหัวเน่าแห้ง เกิดจากเช้ือเห็ดรา ท่ีหัวมันส าปะหลัง
จะมีเส้นใยของเช้ือราปกคลุม อาจพบบริเวณโคนต้นด้วย เนื้อในหัวจะเน่าแห้งและเส้นใยของเช้ือราจะ
ก่อตัวเป็นดอกเห็ดสีต่าง ๆ ได้ เช่น สีขาว สีเหลือง หรือส้ม นอกจากนี้โคนต้นจะบวม เนื่องจากมีการ
สร้างเนื้อเยื่อขึ้นมาทดแทนส่วนท่ีถูกท าลายไปและอาจเกิดรากใหม่ตรงบริเวณเนื้อเยื่อท่ีบวม ท าให้เกิด
หัวมันส าปะหลังใหม่ข้ึนมา แต่มีขนาดเล็ก โรคหัวเน่าด า เกิดจากเช้ือรา จะมีลักษณะหัวเน่าสีด าหรือสี
น้ าตาลเข้ม เนื่องจากเป็นสีท่ีเกิดจากเส้นใยของเช้ือรา หรือส่วนขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศของเช้ือรา 
โรคเน่าคอดิน เกิดจากเช้ือรา มักพบอาการในต้นกล้า ลักษณะต้นมันส าปะหลังจะเหี่ยวเฉาตายและมี
เม็ดผักกาดพร้อมกับเส้นใยสีขาวปกคลุมส่วนของโคนต้นท่ีติดอยู่กับผิวดิน โรคโคนและหัวเน่าสามารถ
ท าให้ผลผลิตมันส าปะหลังสูญเสียโดยตรงโดยเฉพาะในแหล่งท่ีดินระบายน้ าได้ยากฝนตกชุกเกินไป 
โรคนี้สามารถเกิดได้ท้ังระยะต้นกล้าและระยะท่ีลงหัวแล้วโรคนี้อาจท าความเสียหายถึง 80 เปอร์เซ็นต์ 
(ยุกติ สาริกะภูติ, 2526) ถ้าเกิดกับกล้ามันส าปะหลังจะแสดงอาการรากเป็นรอยช้ าสีน้ าตาลและเน่า
ต้นจะเห่ียวเฉาหากเกิดกับหัวจะสังเกตเห็นอาการหัวเน่าอย่างรวดเร็วและมีกล่ินเหม็นใบเห่ียวแล้วร่วง
หากมีอาการรุนแรง มันส าปะหลังจะยืนต้นตายและจะพบเส้นใยสีขาวของเช้ือรารวมกันคล้ายเส้นด้าย
ปกคลุมบริเวณหัวและบริเวณโคนต้นมันส าปะหลัง ส่งผลให้เนื้อภายในหัวเน่าแห้งมีกล่ินคล้ายมัน
ส าปะหลังเน่าท่ีเราคุ้นเคยและได้กล่ินจากลานมันฯ หรือโรงงานอุตสาหกรรมมันส าปะหลัง ใบเหี่ยว
อาจถึงตายได้ ดังภาพท่ี 1  แต่ส่วนใหญ่จะยังไม่ตายและจะสร้างรากใหม่ท่ีโคนต้นในดินเหนือบริเวณ
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หัวท่ีเน่าในดินท่ีแห้ง หัวท่ีเน่าจะเป็นสีด า (mummified) บางครั้งมีเห็ด (Armillariwlla mellea 
Vahl.) ขึ้นอยู่ที่โคนต้น 
 

 
 

ภาพที่ 1 แสดงลักษณะอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังท่ีพบในจังหวัดนครราชสีมา 
 
แต่เนื่องจากเช้ือราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าสามารถพบในพืชอาศัยหลายชนิด อีกท้ังใน

ปัจจุบันมีการระบาดของโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลังอย่างรุนแรง และมีลักษณะอาการท่ี
หลากหลาย รวมท้ังยังไม่มีการจัดจ าแนกชนิดและสปีชีส์ของเช้ือสาเหตุโรคอย่างชัดเจนในมัน
ส าปะหลัง จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องศึกษาชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมัน
ส าปะหลัง การศึกษาเช้ือราสาเหตุโรคสามารถท าได้หลายวิธี ท้ังด้วยวิธีการพื้นฐาน วิธีทางชีวโมเลกุล 
และวิธีทางชีวเคมี ดังนี้  

2.1 วิธีการศึกษาเชือ้ราสาเหตุโรคพืชตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
การจ าแนกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น สีของโคโลนี ขนาดและรูปร่างของโคนีเดีย 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ลักษณะของเส้นใย เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษา
ความหลากหลายของเช้ือราสาเหตุโรคพืช โดย Smith and Black (1990) ปัจจุบันมีการพบเช้ือรา
สาเหตุโรคหัวเน่าเพิ่มมากขึ้นเนื่องจากมีพืชอาศัยกว้างและยังมีเช้ือราอีกหลายชนิดท่ีไม่สามารถจัด
จ าแนกได้ หรือจัดจ าแนกได้แต่ไม่ชัดเจน (Cano et al., 2004) ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการหาวิธีอื่นมา
ช่วยในการจัดจ าแนกและศึกษาความหลากหลายของเช้ือร่วมกับวิธีศึกษาทางสัณฐานวิทยา โดยวิธีท่ี
นิยมน ามาใช้ในปัจจุบันมีอยู่หลายเทคนิค เช่น เทคโนโลยีด้านชีวโมเลกุลและชีวเคมีเพื่อให้การศึกษา
มีความถูกต้องและแม่นย ายิ่งขึ้น 
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2.2 วิธีการศึกษาเชื้อราสาเหตุโรคพืชด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล 
ปัจจุบันมีการศึกษาเช้ือราสาเหตุโรคพืชโดยใช้เทคนิคด้านชีวโมเลกุล โดยการถอดรหัส

พันธุกรรม (DNA sequence) ซึ่งดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid, DNA) เป็นส่วนประกอบท่ีส าคัญ
ของโครโมโซมอยู่ใน nucleus ของเซลล์โดยท าหน้าท่ีส่งผ่านข้อมูลทางพันธุกรรม มีองค์ประกอบทาง
เคมีเฉพาะตัวและโครงสร้างโมเลกุลเป็นสายคู่ของ double helix ในแต่ละสายของ DNA เกิดจากการ
เรียงตัวของ nucleotide โดยการเรียงตัวของ nucleotide ในแต่ละสายของ DNA จะต่อกันด้วย
พันธะ phosphodiester bond ซึ่งเกิดจากการต่อระหว่าง phosphate ท่ี carbon ต าแหน่ง 5´ ของ 
nucleotide กับหมู่ OH ของ carbon ต าแหน่ง 3´ ของ nucleotide ซึ่งเป็น complementary ซึ่ง
กันและกันมาเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) จากความสัมพันธ์ดังกล่าว เมื่อ
ทราบล าดับ  nucleotide เพียงสายใดสายหนึ่ งก็จะสามารถบอกล าดับ  nucleotide ท่ีเป็น คู่ 
complementary กันได้เช่นกัน หลักการถอดรหัสพันธุกรรมจะอาศัยการเพิ่มปริมาณ DNA ในหลอด
ทดลอง ร่วมกับการใช้ primer หรือ dNTPs ท่ีถูก labelled ด้วยสาร fluorescent เพื่อความสะดวก
ต่อการอ่านผลด้วยเครื่อง automated DNA sequencer ผลลัพธ์ท่ีได้คือสาย DNA ท่ีมีขนาดส้ันยาว
แตกต่างกัน เมื่อน าสาย DNA เหล่านี้ไปแยกขนาดในสนามกระแสไฟฟ้าโดยใช้เครื่อง automated 
DNA sequencer จะได้รูปแบบของสาย DNA ท่ีมีการเรียงล าดับตามขนาดความยาวของ  DNA 
fragment ซึ่งมีความสัมพันธ์กับรหัสพันธุกรรมบนสาย DNA โดยสายรหัสพันธุกรรม DNA เหล่านี้
อาจจะเป็นส่วนท่ีก าหนดการสร้างโปรตีน (gene) หรือเป็นส่วนท่ีไม่ได้ก าหนดการสร้างโปรตีนก็ได้ท้ังนี้
ขึ้นอยู่กับช้ินส่วน DNA ท่ีน ามาหาล าดับ nucleotide ถ้าหากช้ินส่วน DNA เป็น genomic DNA ก็จะ
พบส่วนของ exon และ intron ได้แต่ถ้าหากน าเอา RNA หรือ cDNA มาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ก็จะพบเฉพาะส่วนของ exon เท่านั้นซึ่งประกอบด้วยรหัสพันธุกรรม (genetic code) ท่ีก าหนดการ
สร้างกรดอะมิโน โดยท่ัวไปข้อมูลรหัสพันธุกรรมท่ีถูกค้นพบโดยนักวิทยาศาสตร์ท่ัวโลกจะถูกน าไปเก็บ
ไว้ท่ีฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) ท่ี
เรียกว่า GenBank (http://www.ncbi.nlm. nih.gov) ซึ่งเป็นข้อมูลสาธารณะท่ีสามารถน ามาใช้
ประโยชน์ได้โดยไม่เสียค่าใช้จ่าย ในหลายปีท่ีผ่านมาได้มีการถอดรหัสทางพันธุกรรมของเช้ือราเพื่อ
ศึกษาถึงชนิดและความหลากหลายจ านวนมาก  

ปัจจุบันมีการน าเทคโนโลยีด้านชีวโมเลกุลและชีวเคมีมาประยุกต์ใช้ในการจ าแนกระบุชนิดและ
ตรวจสอบจุลินทรีย์เช้ือสาเหตุโรคพืชอย่างแพร่หลาย เนื่องจากเทคนิคนี้มีความรวดเร็ว แม่นย า มี
ความจ าเพาะเจาะจงสูงและมีราคาไม่แพง จึงมีการน าเทคนิคต่าง ๆ มาประยุกต์ใช้การตรวจสอบโดย
ใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่จ าลองตัว (Polymerase chain reaction: PCR) เป็นกระบวนการสังเคราะห์
ช้ินส่วน DNA ในหลอดทดลองโดยอาศัย DNA polymerases ในการท าปฏิกิริยาร่วมกับการใช้ 
primer ท่ีจ าเพาะ ขบวนการนี้เลียนแบบขบวนการสังเคราะห์  DNA ในส่ิงมีชีวิต เทคนิค PCR 
พัฒนาขึ้นเมื่อปี พ.ศ. 2528 โดย Kary Mullis และคณะ นักชีวเคมีของบริษัท Cetus Corporation 
(มาลินี  อัศวดิษฐเลิศ, 2553) เพื่อใช้ในการจ าแนก specific DNA sequence ในสารละลายท่ีมีกลุ่ม
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ของ sequence DNA เป็นจ านวนมากปะปนกันอยู่แล้วเพิ่มปริมาณส่วน targeted sequence ขึ้นมา
เป็นล้านเท่าโดยผ่านวิธีกึ่งอัตโนมัติซึ่งใช้เวลาเพียง 1 หรือ 2 ช่ัวโมงเท่านั้น จุดเด่นของเทคนิค PCR 
คือสามารถเพิ่มปริมาณ DNA ได้อย่างเฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการท างานน้อย รวดเร็ว แม่นย า 
และมีความจ าเพาะเจาะจงสูงในปัจจุบัน  PCR ถูกน ามาใช้กันอย่างแพร่หลายในงานด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพโดยเฉพาะอย่างยิ่งในห้องปฏิบัติการอณูชีววิทยา ซึ่งส าหรับงานตรวจจ าแนกดีเอ็น
เอและการเพิ่มปริมาณ DNA งานด้านการโคลนนิ่ง (gene cloning) การท าแผนท่ียีน (gene 
mapping) การท าพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) ในทางการเกษตร PCR ถูกน ามาใช้ในการ
ปรับปรุงพันธุ์พืชและสัตว์ และการตรวจวินิจฉัยเช้ือสาเหตุของโรคพืช โดยสามารถใช้ตรวจหา DNA 
ของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีปริมาณน้อยในพืชได้และยังเป็นเทคนิคท่ีมีความแม่นย าเฉพาะเจาะจงและมี
ความไวในประเทศเวียดนามมีการศึกษาลายพิมพ์ DNA ของเช้ือรา B. theobromae สาเหตุโรคใน
ยางพาราจ านวน 20 ไอโซเลตโดยใช้ universal primers ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-
3’) และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Nghia et al., 2012) และมีการใช้เทคนิค 
PCR ร่วมกับ ISSR Marker เพื่อหาความหลากหลายของเช้ือ Fusarium sp. และ Lasiodiplodia 
สาเหตุโรค dieback ในโกโก้ จ านวน 117 ไอโซเลต โดยใช้ Universal primer: ITS ในการหาความ
แตกต่างของล าดับเบส พบว่าส่วนใหญ่สามารถจ าแนกได้เช้ือ Fusarium sp. หลาย species ได้แก่ F. 
chlamydosporum, F. solani, F. oxysporum และ F. proliferatum. และพบว่าเป็นเ ช้ือรา 
Lasiodiplodia ไ ด้ แก่  L.  Pseudotheobromae ห รื อ  L.  Theobromae (Acheampong and 
Archer, 2011)  

เทคโนโลยีเอ็นจีเอสหรือ Next Generation Sequencing เป็นเทคโนโลยีการหาล าดับเบสท่ี
พัฒนาขึ้นใหม่มีความสามารถในการเรียงล าดับเบสจ านวนมากในการท างานของเครื่องเพียงครั้งเดียว
โดยสามารถใช้หาล าดับเบสของจีโนมซึ่งมีความยาว 3 พันล้านเบสการหาล าดับเบสเอ็กโซม (Exome 
Sequencing) ซึ่งมีความยาว 50 ล้านเบสหรือการหาล าดับเบสของบริเวณเฉพาะของจีโนมหลายๆ
บริเวณหรือยีนหลายยีนท่ีสนใจ (Panel or Targeted sequencing) จากหลายตัวอย่างท่ีมีความยาว
รวมกันเป็นล้านเบสได้โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพื่อหาล าดับเบสท้ังจีโนมของส่ิงมีชีวิตด้วยวิธีการหา
ล าดับเบสแบบขนานท่ีท าได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพซึ่งจะได้ข้อมูลล าดับเบสจ านวนมหาศาล
ปัจจุบันเครื่องมือของเทคโนโลยีเอ็นจีเอสมีสามรูปแบบหลักท่ีนิยมใช้กันอย่างกว้างขวางได้แก่  
454/Roche, Illumina และ SOLiD/Life Technology (ABI) โดยเครื่องมือต่าง ๆ เหล่านี้มีหลักการ
หาล าดับเบสรูปแบบของข้อมูลล าดับเบสสายส้ัน (reads) และจ านวนของข้อมูล reads ท่ีออกมา
แตกต่างกันไปรวมถึงประโยชน์ท่ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับโอมิกส์ได้
หลากหลายเช่นการท า  de novo sequencing, target resequencing, RNA sequencing และ 
metagenomics เป็นต้นปัจจุบันการศึกษาหาล าดับเบสท้ังหมดของสารพันธุกรรมดีเอ็นเอ (DNA 
sequence) ถือได้ว่าเป็นหนึ่งในองค์ประกอบท่ีส าคัญท่ีสุดในการศึกษาทางด้านจีโนมิกส์ (Genomics) 
ซึ่งก็คือการศึกษาจีโนม (genome) ท้ังหมดของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดนั่นเอง (อลิษา วิลันโท และคณะ, 
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2555) ท้ังนี้ในทางด้านโรคพืชมีการน าเทคโนโลยีเอ็นจีเอส ในการศึกษา complex microbial ได้มี
การน าเทคนิคดังกล่าวมาใช้ในการวินิจฉัยด้านโรคพืชและโรคชนิดใหม่ท่ีพบ เพื่อให้เกิดความเข้าใจ
เกี่ยวกับการเข้าท าลายพืชของเช้ือสาเหตุโรคชนิด complex pathogens (Adams et al., 2013) 
อย่างไรก็ตามข้อมูลด้านนี้ยังมีการศึกษาไม่แพร่หลาย ท้ังนี้การศึกษาการเรียงล าดับเบสท่ีได้จาก
เทคโนโลยีเอ็นจีเอสเพื่อให้ทราบถึงความหลากหลายของล าดับเบสท่ีเกิดขึ้นและน าไปสู่การตอบโจทย์
ในงานวิจัยด้านโรคพืชและการป้องกันก าจัดต่อไป  

ดังนั้นเพื่อค้นหาแนวทางในการแก้ปัญหาอย่างถูกต้อง จ าเป็นต้องมีข้อมูลของชนิดเช้ือท่ีก่อ
โรคแต่ละประเภทท่ีแน่ชัด เพื่อหาแนวทางในการป้องกันและจัดการกับเช้ือสาเหตุโรคอย่างเหมาะสม 
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บทท่ี 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 การส ารวจการแพร่ระบาดเบื้องต้นและเก็บตัวอย่าง  
 ส ารวจในพื้นท่ีปลูกท่ีส าคัญของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง 6 อ าเภอ 3 จังหวัด 
ได้แก่ อ าเภอตากฟ้าและตาคลี จังหวัดนครสวรรค์ อ าเภอเทพสถิตย์ จังหวัดชัยภูมิ อ าเภอเมือง อ าเภอ
เสิงสาง และอ าเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา ประเมินเฉพาะ Disease incidence (อัตราการ แพร่
ระบาด เปอร์เซ็นต์ต้นท่ีเป็นโรค) โดยดูจากอาการเป็นหลัก (เน่าเละ/ เน่าแห้ง/ ล าต้น, ราก, โคน และ
หัว) ยังไม่ต้องระบุชนิด เก็บตัวอย่างโคนต้น , ราก, หัว และดิน (บางตัวอย่าง) รอบต้นท่ีเป็นโรค และ
จากต้นข้างเคียง  
3.2 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าจากตัวอย่างมันส าปะหลังที่เป็นโรค  
 3.2.1 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลังด้วยวิธี  tissue 
transplanting  
 น าตัวอย่างบริเวณ ดิน ล าต้น โคน รากและหัวมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนและหัว
เน่า ท่ีเก็บได้ในข้อท่ี 13.1 มาท าการแยกเช้ือให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Tissue transplanting บนอาหาร 
Water agart (WA), Half potato dextrose agar (HPDA) และ PDA+BRANP ซึ่งเป็นอาหารเล้ียง
เช้ือเฉพาะ (Selective media) ส าหรับแยกเช้ือรา Lasiodiplodia sp. (ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร 
สมพงษ์,2553; Cilliers et al., 1994) โดยท าความสะอาดตัวอย่างมันส าปะหลังท่ีเก็บมาด้วยน้ าสบู่
หรือน้ าเปล่าให้สะอาด เช็ดให้แห้ง ใช้ใบมีดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือตัดบริเวณเนื้อเยื่อส่วนท่ีเป็นส่วนต่อ
ระหว่างเนื้อเยื่อดีกับส่วนท่ีเป็นโรค จากนั้นฟอกฆ่าเช้ือด้วย clorox 10 เปอร์เซ็นต์ (NaOCl 1%) เป็น
เวลา 1–2 นาที ขึ้นอยู่กับขนาดช้ินส่วนของเนื้อเย่ือ ใช้ปากคีบ คีบย้ายช้ินใบมันส าปะหลังมาล้างในน้ า
กล่ันนึ่งฆ่าเช้ือเป็นเวลาประมาณ 1 นาที ซับช้ินส่วนด้วยกระดาษกรองนึ่งฆ่าเช้ือจากนั้นใช้เข็มเข่ีย เข่ีย
ช้ินใบมันส าปะหลังวางบนอาหาร WA และ PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน
หลังจากนั้นย้ายเส้นใยท่ีเจริญออกมารอบ ๆ เนื้อเยื่อพืชไปเล้ียงบนอาหาร HPDA เป็นเวลา 10 วันเพื่อ
กระตุ้นให้เช้ือราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าสร้างสปอร์  (Azad et al., 2011). 
 3.2.2 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลังด้วยวิธีการใช้เหยื่อล่อ 
(Modified baiting technique) 
 ปลูกท่อนพันธุ์มันส าปะหลังสายพันธุ์อ่อนแอ (พันธุ์ ระยอง 89) ลงบนดินท่ีเก็บมาจากพื้นท่ีท่ีมี
การระบาดของโรคเปรียบเทียบกับดินปลูก มทส. โดย กรรมวิธีท่ี 1 ท าแผลยาวประมาณ 1 นิ้ว 4 รอย 
รอบท่อนพันธุ์ กรรมวิธีท่ี 2 ไม่ท าแผล ปลูกท่อนพันธุ์ลงในถุงปลูกขนาด 8 นิ้ว จ านวน 2 ท่อนต่อ 1 ถุง
ปลูก สุ่มตรวจพัฒนาการของการเกิดโรค ทุก 1 เดือนจากท้ัง 2 ดินปลูก หากปรากฏแผลหรือ
สังเกตเห็นอาหารของโรคให้ท าการแยกเช้ือโดยใช้ PDA  
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 3.2.3 การแยกสปอร์เด่ียว (Single spore) ของเชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมัน
ส าปะหลัง  
 น าเช้ือราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่า ท่ีแยกด้วยวิธี Tissue transplanting และ modified 
baiting technique ในข้อท่ี 3.2.1 และ 3.2.2  มาเล้ียงบนอาหาร PDA เป็นเวลา 10 วัน เพื่อให้เช้ือ
สร้างสปอร์ ท าการแยกให้ได้สปอร์เด่ียว (Single spore) โดยน าสปอร์ของเช้ือราท่ีได้มาผสมกับน้ า
กล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ วัดความเข้มข้นของสปอร์ด้วย Hematocytometer ให้ได้ความเข้มข้น 104-105 โคนี
เดียต่อมิลลิลิตร น าสารแขวนลอยเช้ือ Spread plate ด้วยแท่งแก้วรูปตัว L ลงบนอาหาร WA บ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 24 – 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงท าการย้ายโคโลนีเด่ียวลงบนอาหาร 
PDA ให้เช้ือเจริญท่ีอุณหภูมิห้องนาน 7 วัน เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป (ขนิษฐา มากรุง , 2548; มธุกร 
สมพงษ์, 2553) 
 3.2.4 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคและประเมินความรุนแรงของเชื้อ
สาเหตุโรค (Pathogenicity and virulence test) ในสภาพห้องปฏิบัติการ 
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จ านวน 4 ซ้ า เตรียม
ท่อนพันธุ์มันส าปะหลังพันธุ์อ่อนแอ คือ พันธุ์ระยอง 89 โดยเตรียมท่อนพันธุ์มันส าปะหลังความยาว 
20 เซนติเมตรต่อท่อน ปลูกในกระถางขนาด 8 นิ้ว ท่ีมีดินทรายท่ีผ่านการฆ่าเช้ือด้วย formalin (น า
ทรายใส่ลงในถังพลาสติก แล้วราดด้วย formalin อัตรา 500 มิลลิลิตร ต่อน้ า 20 ลิตร ปิดฝาถังท้ิงไว้
นาน  1 สัปดาห์เพื่ออบฆ่าเช้ือ  และเปิดฝาท้ิงไว้อีก 1 สัปดาห์ น าไปใช้การปลูกมันส าปะหลังต่อไป) 
ปลูกท่อนพันธุ์ 1 ท่อนต่อกระถางและปลูก Inoculum ของเช้ือซึ่งเตรียมโดยน าเช้ือราจากข้อ 3.2.3 
เพิ่มปริมาณลงใน Grain Medium (เมล็ดข้าวโพดบดนึ่ง หรือ เปลือกมันผสมเมล็ดข้าวโพดบดนึ่ง) ใส่ 
Inoculum ของเช้ือรอบโคนท่อนพันธุ์ เปรียบเทียบระหว่างท่อนพันธุ์ท่ีไม่ท าแผล ท่อนพันธุ์ท่ีท าแผล 
และท่อนพันธุ์ท่ีไม่ปลูกเช้ือสาเหตุโรค (control) การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคโคน
และหัวเน่าในมันส าปะหลังต้องท าการทดสอบ Combination ระหว่างเช้ือสาเหตุท่ีแยกได้ เช่น 
สามารถแยกเช้ือสาเหตุได้ 3 ชนิด อาทิ A B และ C ดังนั้นจะมีกรรมวิธีทดสอบดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 ใส่ Inoculum ของเช้ือ A รอบโคนท่อนพันธุ์ 
กรรมวิธีท่ี 2 ใส่ Inoculum ของเช้ือ B รอบโคนท่อนพันธุ์ 
กรรมวิธีท่ี 3 ใส่ Inoculum ของเช้ือ C รอบโคนท่อนพันธุ์ 
กรรมวิธีท่ี 4 ใส่ Inoculum ของเช้ือ A + B รอบโคนท่อนพันธุ์ 
กรรมวิธีท่ี 5 ใส่ Inoculum ของเช้ือ A + C รอบโคนท่อนพันธุ์ 
กรรมวิธีท่ี 6 ใส่ Inoculum ของเช้ือ B + C รอบโคนท่อนพันธุ์ 
กรรมวิธีท่ี 7 ใส่ Inoculum ของเช้ือ A + B + C รอบโคนท่อนพันธุ์ 
กรรมวิธีท่ี 8 Negative control ใส่เฉพาะ media (grain media) โดยไม่มีเช้ือสาเหตุโรค  
ตรวจผลการเกิดโรคโดยประเมินความรุนแรง ให้โดยให้คะแนน 1 – 5 คะแนน ดัดแปลงจาก 

Wokocha et al. (2010) ดังนี้ 1 = พืชไม่แสดงอาการ, 2 = เกิดแผลน้อยกว่า 25% บริเวณโคนต้น
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และหัวมันส าปะหลัง, 3 = เกิดแผล 25-50% บริเวณโคนต้นและหัวมันส าปะหลัง, 4 = เกิดแผล 50 - 
75% บริเวณโคนต้นและหัวมันส าปะหลัง , 5 = เกิดแผลมากกว่า 75% บริเวณโคนต้นและหัวมัน
ส าปะหลัง 
3.3 การเก็บ Stock เชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลัง 

น าเช้ือราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่า ท่ีผ่านการทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรคและ
การทดสอบความรุนแรงของเช้ือสาเหตุโรคได้มาเล้ียงในอาหาร Potato dextrose broth (PDB) เขย่า
ท่ี 120 รอบต่อนาที (rpm) ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 วัน กรองเอาเฉพาะส่วนแขวนลอยสปอร์ ดูดใส่
หลอด Micro centrifuge ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร น าหลอดไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 
นาที เทส่วนใสท้ิง แล้วเติมอาหาร PDB ท่ีมีส่วนผสมของ 100 เปอเซ็นต์  Glycerol ในอัตราส่วน 1:1 
ละลายตะกอนสปอร์ด้วย Vortex mixer แล้วเก็บไว้ท่ีตู้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสตามวิธีของ 
Huertas-Gonzalez et al.(1999) เพื่อเก็บไว้ใช้ในการทดลองระยะยาวต่อไป 
3.4 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลัง  
 น าเช้ือท่ีแยกได้จากโคโลนีเด่ียวของเช้ือราและผ่านการทดสอบว่ามีความสามารถในการ
ก่อให้เกิดโรครุนแรงแต่ละไอโซเลตมาเล้ียงบนอาหาร PDA เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ดังต่อไปนี้  
 3.4.1 การเจริญเติบโตของโคโลนี 
 เล้ียงเช้ือราแต่ละไอโซเลตบนอาหาร PDA ไอโซเลตละ 4 จานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นวัด
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของเช้ือราท่ีอายุ 3, 5 และ 7 วัน บนอาหาร PDA วางแผนการทดลอง
แบบ CRDวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยโปรแกรม SPSS V.14.0 เพื่อหาความแตกต่างและ
ค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan's new multiple range test (DMRT) โดยท าการทดลอง 4 ซ้ า/ไอโซเลต 
(ขนิษฐา มากรุง, 2548)  
 3.4.2 สีของโคโลนีบนอาหาร PDA  
 เล้ียงเช้ือราแต่ละไอโซเลตลงบนอาหาร PDA 1 จุดต่อจานเล้ียงเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 14 วัน สังเกตการเปล่ียนแปลงสีของโคโลนีบันทึกภาพและลักษณะของโคโลนีตามวิธีของ Abang 
et al. (2002)  
 3.4.3 ลักษณะและขนาดโคนีเดีย 
 ย้ายเช้ือราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่ามันส าปะหลังจาก slant ลงบนอาหาร PDA 1 จุดต่อจาน
เล้ียงเช้ือ บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน ตรวจดูการสร้างโคนีเดีย โดยน าไปตรวจดูใต้กล้อง
จุลทรรศน์ท่ีก าลังขยาย 40X ส าหรับเช้ือท่ีไม่สร้างโคนีเดีย ท าการชักน าโดยปล่อยให้เช้ือเจริญและ
สร้างโคนีเดียท่ีอุณหภูมิห้องภายใต้แสงฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปตรวจดูใต้
กล้องจุลทรรศน์ท่ีก าลังขยาย 40X อีกครั้ง สุ่มวัดขนาดของโคนีเดียด้วยไมโครมิเตอร์ (Micrometer) 
จ านวน 100 โคนีเดียต่อไอโซเลต (ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร สมพงษ์, 2553) บันทึกภาพและ
เปรียบเทียบขนาดและลักษณะโคนีเดียของเช้ือราสาเหตุโรคแต่ละไอโซเลต ท าการจัดกลุ่มของเช้ือรา
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สาเหตุโรคโคนและหัวเน่ามันส าปะหลัง โดยดัดแปลงจากวิธีการจัดกลุ่มเช้ือรา โดยดัดแปลงวิธีของ 
Abang et al. (2002) เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการระบุชนิดเช้ือสาเหตุโรคท่ีแท้จริงและใช้ในการศึกษา
ต่อไป 
3.5 การตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลังด้วยวิธีชีวโมเลกุล  
 3.5.1 การสกัด genomic DNA ของเชื้อราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่าในมันส าปะหลัง 
  สกัด genomic DNA ของเช้ือราสาเหตุโรคโคนและหัวเน่ามันส าปะหลังท่ีผ่านการจัดกลุ่ม 
ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา โคโลนี โคนิเดีย การก่อให้เกิดโรคและความรุนแรงของโรคในมัน
ส าปะหลังพันธุ์ ระยอง 89 โดยดัดแปลงวิธีการของ มธุกร สมพงษ์ (2553) โดยใช้เส้นใยของเช้ือท่ีเจริญ
บน PDA ไปบดเป็นผงในไนโตรเจนเหลว โดยใช้โกร่งบดท่ีเย็นจัด ตักเส้นใยท่ีบดละเอียดแล้วด้วยช้อน
ตักสารท่ีแช่ไนโตรเจนเหลวใส่ลงในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย 
Chloroform: Isoamyl alcohol ในอัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากับผงเส้นใย 
จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกตะกอนช้ินส่วน
เซลล์ออกจากส่วนท่ีเป็นของเหลว น าส่วนท่ีเป็นของเหลวใสไปใส่ในหลอด Eppendorf หลอดใหม่แล้ว
เติม Isopropanol ท่ีเย็นจัด ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ท้ิงไว้ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 12-14 ช่ัวโมง น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้ 
DNA ตกตะกอนสู่ก้นหลอด เทส่วนใสท้ิง จากนั้นล้างตะกอน DNA ออกด้วย Ethanol 70 เปอร์เซ็นต์
ปริมาตร 500ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เทส่วนใสท่ีเป็นสารละลายท้ิงให้เหลือ เฉพาะ DNA ติดอยู่ท่ีก้น
หลอดจากนั้นท้ิงให้แห้งโดยวางคว่ าลงบนกระดาษกรอง 15 นาทีก่อนน าไปท าให้แห้งในสภาพ 
สูญญากาศนาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นน า DNA ท่ีได้ใน TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปวัดความ
เข้มข้นของ DNA ด้วยเครื่อง UV Spectrophotometer ปรับให้ไ ด้ความเข้มข้นของ DNA 5 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร น าไปเก็บไว้ที่ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะน าไปใช้ต่อไป  
 3.5.2 การศึกษาขนาดของดีเอ็นเอ (DNA) ที่ได้จากการใช้ไพร์เมอร์เพิ่มปริมาณ DNA 
ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  
 ท าการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้อ 3 .5.1 มาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR 
ร่ ว ม กั บ ไ พ ร เ ม อ ร์ ช นิ ด ไ ม่ จ า เ พ า ะ เ จ า ะ จ ง  ( universal primers) คื อ  primer ITS1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) แ ละ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Nghia et al., 
2012) จากนั้นน าเช้ือแต่ละชนิดท่ีผ่านการทดสอบด้วย universal primers มาท าการเพิ่มปริมาณ
ช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือสาเหตุโรคด้วย specific primer ของเช้ือสาเหตุโรคพืชแต่ละชนิดท่ีพบ ซึ่งใน
ปฏิกิริยาท้ังหมด 25 ไมโครลิตร ดัดแปลงจาก มธุกร สมพงษ์ (2553) ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเช้ือ
สาเหตุโรคมันส าปะหลัง 1 ไมโครลิตร, 10X Amplifier buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลาร์ 
DNTP, Mix ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร, 50 มิลลิโมลาร์ MgCl2 ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, Taq DNA 
polymerase ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 25 ไมโครลิตรด้วย Distillate water 
น าไปใส่เครื่อง PCR Thermocycler (รุ่น T100 ยี่ห้อ BIO-RAD Berkeley, California, USA) ก าหนด
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อุณหภูมิเป็นรอบตามโปรแกรมท่ีเหมาะสมกับ Primer โดยอุณหภูมิและเวลาท่ีใช้ในขั้นตอนของ PCR 
คือ Initial Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที, Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, Annealing ท่ีอุณหภูมิ 59 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, Extension 
ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจ านวน 35 รอบและจากนั้นปรับ
อุณหภูมิ Final extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาทีเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะน าไปท าการทดลองต่อไป น า PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตรผสมกับ Loading dye 
2 ไมโครลิตรและ Novel Juice 6X Loading Buffer ของบริษัท Gene DireX 1 ไมโครลิตร น ามา
ตรวจผลิตภัณฑ์ PCR โดยใช้วิธีการอิเล็กโตรโฟรีซีส (Electrophoresis) บน 1 เปอร์เซ็นต์ Agarose 
gel ใน 1X TBE buffer ท่ีความต่างศักย์100 โวลต์นาน 25 นาทีหรือเมื่อแถบสีล่างของ Loading 
buffer เคล่ือนท่ีไปอยู่อีกปลายด้านหนึ่งของเจลโดยห่างจากด้านล่างถาดประมาณ 1 เซนติเมตร 
ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย UV transilluminator พร้อมกับบันทึกภาพ  
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บทท่ี 4   
ผลการวิจัย   

4.1 เก็บรวบรวมตัวอย่างมันส าปะหลังที่เป็นโรคโคนเน่าและหัวเน่า จากจังหวัดนครราชสีมา และ
จังหวัดใกล้เคียง 
 จากการเก็บรวบรวมมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการเน่าจากแปลงปลูก ได้แก่ อ าเภอตากฟ้าและตา
คลี จังหวัดนครสวรรค์ อ าเภอเทพสถิตย์ จังหวัดชัยภูมิ อ าเภอเมือง อ าเภอเสิงสาง และอ าเภอครบุรี 
จังหวัดนครราชสีมา โดยท าการเก็บลักษณะอาการเน่าต่าง ๆ ท้ังหมดจ านวน 139 ตัวอย่าง ดังนี้ มี
อาการยืนต้นตาย ดังแสดงในภาพท่ี 4.1 (A-B) มีอาการใบล่างเห่ียว หลุดร่วง ในมันอายุ 5-7 เดือน ดัง
แสดงในภาพท่ี 4.2 (A) ท่อนพันธุ์ไม่งอก เจริญเติบโตช้า แคระแกร็น ใบเรียวเล็กมีสีซีดใบล่างเห่ียวช้ า 
กิ่งมีอาการช้ าสีด า ในมันอายุ 2-5 เดือน ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 (B-C) หัวมันมีอาการเน่า เนื้อเยื่อบริเวณ
หัวมันเป่ือยยุ่ย เปล่ียนสีจากสีขาวเป็นสีเหลือง น้ าตาล และด า ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 (D-E) บริเวณขั้ว
หัวมันมีเส้นใยเช้ือราสีขาว ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 (F) บริเวณขั้วของรากมีอาการเน่าด ารากไม่
เจริญเติบโต ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 (G) มี fruiting body สีด าของเช้ือราเจริญบริเวณเปลือกของล าต้น 
ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 (H-I) บริเวณใต้เปลือกท่อนพันธุ์พบเนื้อเยื่อตายเป็นสีด า ดังแสดงในภาพท่ี 4.2 (J)  

 
 

  

 

 

 

ภาพที่ 4.1 แสดงลักษณะอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังในแปลง (A) มีอาการยืนต้น
ตาย ใบเหี่ยว หลุดร่วง สภาพแปลงในอ าเภอเสิงสาง จังหวัดนครราชสีมา (B) มีอาการยืน
ต้นตาย ใบเหี่ยว หลุดร่วง สภาพแปลงในอ าเภอครบุรี จังหวัดนครราชสีมา 

B A 
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ภาพที่ 4.2 แสดงลักษณะอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง (A-B) ท่อนพันธุ์ไม่งอก 

เจริญเติบโตช้า แคระแกร็น ใบเรียวเล็ก มีสีซีด ใบล่างเหี่ยวช้ า กิ่งมีอาการช้ าสีด า ในมันอายุ 
2-5 เดือน (C) มีอาการใบล่างเหี่ยว หลุดร่วง ในมันอายุ 5-7 เดือน (D-E) หัวมันมีอาการเน่า 
เนื้อเยื่อบริเวณหัวมันเปื่อยยุ่ย เปล่ียนสีจากสีขาวเป็นสีเหลือง น้ าตาล และด า (F) บริเวณขั้ว
หัวมันมีเส้นใยเช้ือราสีขาว (G) บริเวณขั้วของรากมีอาการเน่าด า รากไม่เจริญเติบโต (H-I) มี 
fruiting body สีด าของเช้ือราเจริญบริเวณเปลือกของล าต้น (J) บริเวณใต้เปลือกท่อนพันธุ์พบ
เนื้อเยื่อตายเป็นสีด า (necrotic symptoms on vascular system)  

 
4.2 แยกเชื้อราจากมันส าปะหลังที่แสดงอาการโรคโคนเน่าและหัวเน่า 

 ลักษณะอาการโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง ท่ีพบคือ อาการเน่าด า โดยมีแผลสีด า
ร่วมกับอาการเน่าเละ เน่าเปียก และเน่าแห้ง เมื่อท าการแยกเช้ือสาเหตุโรคพบว่าเกิดจากเช้ือรา 
Neoscytalidium sp และ Lasiodiplodia spp.  

ในการแยกเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าในมันส าปะหลัง สามารถแยกเช้ือราได้ท้ังหมด 
33 ไอโซเลต จากตัวอย่างใน จ.นครราชสีมา 29 ไอโซเลต จ.นครสวรรค์ 3 ไอโซเลต และ จ.ชัยภูมิ 1 
ไอโซเลต (ตารางท่ี 4.1) โดยไอโซเลตส่วนใหญ่ท่ีแยกได้มาจากบริเวณขั้วหัวมันและหัวมัน จ านวน 15 
ไอโซเลต แยกจากหัวมัน 10  ไอโซเลต ได้แก่ L6HRD, L8HDBB, L11HSR2, L15HDBB, L18KBSH3, 
L20FHTB1, 22HRW, L24HRWH, 26HRWB และ N3DTD2 โดยหัวจะเปล่ียนจากสีขาวเป็นสีเหลือง

C 

F 

A 

D 

B 

J 

E G 

H I 
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ปนเขียว เขียวมะกอก เทา แตกต่างกันในแต่ละไอโซเลต และจะเปล่ียนเป็นสีเข้มขึ้นเรื่อย ๆ  จน
กลายเป็นสีด า (ภาพท่ี 4.3 A-D) ส่วนจากขั้วหัวมัน 5 ไอโซเลต ได้แก่ L2SHSR1, L4STR1, L5KBSH1, 
L12SHRD และ N2SHCA โดยหัวมันมีอาการเน่าเปียก เน่าเละ และเน่าแห้งร่วมกันไม่สามารถแยก
จากหัวมันได้จึงแยกจากขั้วหัวมัน (ภาพท่ี 4.3 E-F) รองลงมา คือบริเวณโคนต้นเหนือดิน จ านวน 7 ไอ
โซเลต ได้แก่ L9STR2, L17STRB, L19KBSH2 L21SRE, L23STWH, L25SRC และ L27SRBT โดย
โคนต้นแตก เป็นริ้วสีด าและมีเส้นใยสีขาวปกคลุม (ภาพท่ี 4.4 A-B) บริเวณท่อนพันธุ์ จ านวน 7 ไอโซ
เลต ได้แก่ L1STRM, L3BSR, L7STRW, L13SRTF, N1SRTTC, N4BBPM และ N5STRST โดยท่อน
พันธุ์ เจริญเติบโตช้า แคระแกร็น และมีตุ่มเม็ดสีด าเกาะกระจายท่ัวท่อนพันธุ์ (ภาพท่ี 4.4 C-D) บริเวณ
กิ่งมัน จ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ L10BBLB และ L28SBB มีอาการกิ่งช้ ามีสีด า และสีน้ าตาลไหม้ (ภาพ
ท่ี 4.5 A-B) บริเวณใบมัน 1 ไอโซเลต คือ L14LSR ใบช้ า ใบม้วนงอ ใบเปล่ียนสีจากเขียวเป็นสีด า (ภาพ
ท่ี 4.5 C) และบริเวณก้านใบ 1 ไอโซเลต คือ L16BLSR ก้านใบช้ ามีสีด า (ภาพท่ี 4.5 D)  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4.3  แสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า บริเวณหัวและขั้วหัวมันส าปะหลัง (A) อาการหัว

เน่าช้ า มีการเปล่ียนสีจากขาวเป็นสีเทาจนถึงสีด าแยกได้เช้ือไอโซเลต L6HRD, L8HDBB, 
L11HSR2 และ L15HDBB (B) อาการหัวเน่าช้ ามีเส้นด า เส้นสีเขียวมะกอก แยกได้เช้ือไอ
โซเลต L22HRW, L24HRWH และ N3DTD2 (C) อาการหัวเน่าช้ าเขียวมะกอก โดยเน่า
บริเวณกลางหัวมันส าปะหลัง แยกได้เช้ือไอโซเลต L20FHTB1 และ L26HRWB (D) 
อาการหัวเน่าเละสีด าแยกได้เช้ือไอโซเลต L18KBSH3 (E) อาการหัวเน่าเละสีด าโดยแยก
บริเวณขั้วหัวติดกับโคนต้น แยกได้เช้ือไอโซเลต L4STR1 และ L5KBSH1 (F) อาการหัว
เน่าช้ าสีด าโดยแยกบริเวณขั้วหัวติดกับโคนต้น แยกได้เช้ือ ไอโซเลต L2SHSR1, L12SHRD 
และ N2SHCA 

D E F 

B C A 
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ภาพที่ 4.4  แสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า บริเวณโคนต้นและท่อนพันธุ์มันส าปะหลัง (A) 

อาการโคนต้นบวมแตกเป็นริ้วมีเช้ือราสีด าเจริญอยู่ภายในมีเส้นใยของเช้ือราสีขาวเจริญปก
คลุมแยกได้เช้ือไอโซเลต L17STRB, L19KBSH2, L21SRE, L25SRC และ L27SRBT (B) 
อาการโคนต้นบวมแตกเป็นริ้ว มีเช้ือราสีด าเจริญอยู่ภายในแต่ไม่มีเส้นใยของเช้ือราสีขาว
เจริญปกคลุม แยกได้เช้ือไอโซเลต L9STR2 และ L23STWH, ท่อนพันธุ์แสดงอาการของ
โรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง (C-D) มีตุ่มเม็ดของเช้ือรา สีด าเจริญท่อนพันธุ์ แยกได้
เ ช้ื อ ไ อ โ ซ เลต  L13SRTF, N1SRTTC, N4BBPM, N5STRST, L1STRM, L3BSR และ 
L7STRW 

 
 
 
 
 
 
 

A B 

C D 
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ภาพที่ 4.5  แสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า บริเวณกิ่ง ใบและก้านใบมันส าปะหลัง (A) อาการ

กิ่งไหม้ช้ ามีสีด า แยกได้เช้ือไอโซเลต L10BBLB (B) อาการกิ่งไหม้ช้ าสีน้ าตาลแดงเข้ม และ
เหี่ยวแห้ง แยกได้เช้ือไอโซเลต L28SBB (C) อาการใบไหม้เน่าช้ าสีด า แยกได้เช้ือไอโซเลต 
L14LSR (D) อาการก้านใบไหม้มีแผลสีน้ าตาลเข้มถึงด า แยกได้เช้ือไอโซเลต L16BLSR 

 
ตารางที่ 4.1 เช้ือราท่ีแยกได้จากมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่า ท่ีเก็บได้จาก

จังหวัดนครราชสีมาและจังหวัดใกล้เคียง 
 

บริเวณที่แยกได้ ไอโซเลต 
จ านวน 

(ไอโซเลต) 
สถานที่เก็บ 

ขั้วหัว L2SHSR1 L4STR1 L5KBSH1 3 อ.เสิงสาง นม. 
 L12SHRD N2SHCA 2 อ.ครบุรี นม. 

หัว L20FHTB1 1 อ.เมือง นม. 
 L6HRD L8HDBB L11HSR2 

L15HDBB L18KBSH3 22HRW 
L24HRWH 26HRWB N3DTD2 

9 อ.เสิงสาง นม. 

โคนต้น L9STR2 L19KBSH2 L23STWH, 
L25SRC L27SRBT 

5 อ.เสิงสาง นม. 

 L17STRB L21SRE 2 อ.ครบุรี นม. 
ท่อนพันธุ ์ L1STRM L3BSR L7STRW 3 อ.เมือง นม. 

 L13SRTF 1 อ. ตากฟ้า นว. 
 N1SRTTC N5STRST 2 อ. ตาคลี นว. 

A B 

C D 
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บริเวณที่แยกได้ ไอโซเลต 
จ านวน 

(ไอโซเลต) 
สถานที่เก็บ 

 N4BBPM 1 อ. เทพสถิตย์ ชย. 
กิ่ง L10BBLB 1 อ.เมือง นม. 
 L28SBB 1 อ.เสิงสาง นม. 

ใบ L14LSR 1 อ.เมือง นม. 
ก้านใบ L16BLSR 1 อ.เสิงสาง นม. 

หมายเหตุ: สถานที่เก็บ: นม.= จังหวัดนครราชสีมา; นว.= จังหวัดนครสวรรค์; ชย.= จังหวัดชัยภูมิ 

4.3  ทดสอบความสามารถในการก่อโรคและประเมินความรุนแรงของเชื้อ (Pathogenicity and 
virulently test) 

 4.3.1  ทดสอบความสามารถในการก่อโรคในสภาพห้องปฏิบัติการ 
จากการปลูกเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่าท่ีแยกได้ในหัวและท่อนพันธุ์มันส าปะหลัง 

ผลการทดสอบพบว่าเช้ือราสาเหตุโรคท้ัง 33 ไอโซเลตสามารถก่อโรคให้ท้ังหัวและท่อนพันธุ์มัน
ส าปะหลังได้ และท าการวัดขนาดแผลเฉล่ียจากเส้นผ่านศูนย์กลางของหัวมันในวันท่ี 7 หลังการปลูก
เช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่า (ตารางท่ี 4.2) หัวมันแสดงอาการเน่าและช้ า เนื้อเยื่อยุบตัวลง 
และบริเวณปลูกเช้ือเนื้อเยื่อเปล่ียนสีเป็นน้ าตาลและสีด ามีลักษณะของแผลแห้ง ส่วนบริเวณรอบ ๆ 
เปล่ียนสีเป็นเหลืองไปจนถึงสีน้ าตาล เปลือกชั้นนอกและเปลือกชั้นในแยกแตกและแยกออกจากกัน ซึ่ง
จากการประเมินระดับความรุนแรงของโรคในหัวมันส าปะหลังพบความรุนแรงท้ังหมด 5 ระดับ ซึ่ง
ความรุนแรงมากท่ีสุดระดับ 5 คือ เกิดแผลมากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ L11HSR2 มีขนาดแผลเฉล่ีย 
46.63±2.09 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4.6 A) ความรุนแรงระดับ 4 คือเกิดแผล 50-75 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ 
L6HRD, L1 2 SHRD, L13SRTF, L17STRB, L19KBSH,2 L20FHTB1, L22HRW, L27SRBT แ ล ะ 
L28SBB มีขนาดแผลเฉล่ียต้ังแต่ 33.50±2.02-42.38±1.32 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4.6 B) ความรุนแรง
ระดับ 3 คือเกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ L1STRM, L2SHSR1, L3BSR, L4STR1, L5KBSH1, 
L7STRW, L8HDBB, L9STR2, L10BBLB, L16BLSR, L18KBSH3, L21SRE, L24HRWH, L25SRC, 
L26HRWB, N1SRTTC, N2SHCA, N3DTD2, N4BBPM และ  N5STRST มีขนาดแผลเฉ ล่ีย ต้ังแ ต่  
21.13±2.50-31.60±3.93 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4.6 C) ความรุนแรงน้อยท่ีสุดระดับ 2 คือเกิดแผลน้อย
กว่า 25 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ L14LSR, L15HDBB และ L23STWH มีขนาดแผลเฉล่ียต้ังแต่ 13.88±1.94-
17.50±1.25 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4.6 D) กรรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค (ภาพท่ี 4.6 E) และ
ท่อนพันธุ์แสดงอาการเนื้อเย่ือบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาลรอบ ๆ บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อผ่า
ตามแนวยาว พบเนื้อเยื่อบริเวณแกนกลางล าต้น ถูกท าลายมีลักษณะอาการเป็นสีเทา สีน้ าตาล และสี
ด า เทา ซึ่งแตกต่างกันไปในแต่ละไอโซเลต และจากการประเมินระดับความรุนแรงของโรคในท่อนพันธุ์
หลังปลูกเช้ือเป็นเวลา 15 วัน พบความรุนแรงท้ังหมด 3 ระดับ ซึ่งความรุนแรงมากท่ีสุดระดับ 3 คือ 
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เกิดแผล  25-50 เปอร์ เซ็นต์ ไ ด้แก่  L3BSR, L4STR1, L11HSR2, L12SHRD, L14LSR, L21SRE, 
L27SRBT, N1SRTTC, N3DTD2 และ N4BBPM มีขนาดแผลเฉล่ียต้ังแต่ 33.50±2.90-41.25±1.25 
มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4.7 A) ความรุนแรงน้อยท่ีสุดระดับ 2 คือ เกิดแผลน้อยกว่า 25 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ 
L1STRM, L2SHSR1, L5KBSH1, L6HRD, L7STRW, L8HDBB, L9STR2, L10BBLB, L13SRTF, 
L15HDBB, L16BLSR, L17STRB, L18KBSH3, L19KBSH2, L20FHTB1, L22HRW, L23STWH, 
L24HRWH, L25SRC, L26HRWB, L28SBB, N2SHCA แ ละ  N5STRST มี ข น าดแ ผล เ ฉ ล่ี ย ต้ั ง แ ต่  
7.00±0.46-30.75±8.10 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 4.7 B) กรรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค (ภาพท่ี 4.7 C) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
ภาพที่ 4.6  ลักษณะของหัวมันส าปะหลังท่ีหลังปลูกเช้ือเป็นเวลา 7 วันในสภาพห้องปฏิบัติการ แสดง

อาการหัวเน่าช้ า เนื้อเยื่อยุบตัวลง บริเวณปลูกเช้ือเนื้อเย่ือเปล่ียนสีเป็นน้ าตาลด าถึงด าและ
แห้ง ส่วนบริเวณรอบ ๆ เปล่ียนสีเป็นเหลืองถึงสีน้ าตาล เปลือกช้ันนอกและเปลือกช้ันใน
แยกแตกและออกจากกัน (A) ไอโซเลต L11HSR2 ความรุนแรงระดับ 5 (B) ไอโซเลต 
L6HRD ความรุนแรงระดับ 4 (C) ไอโซเลต L18KBSH3 ความรุนแรงระดับ 3 (D) ไอโซเลต 
L14LSR ความรุนแรงระดับ 2 และ (E) หัวมันในกรรมวิธีควบคุมไม่แสดงอาการของโรค 

 
 

A B C 

D E 
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ภาพที่ 4.7  ลักษณะของท่อนพันธุ์มันส าปะหลังหลังปลูกเช้ือเป็นเวลา 15 วัน ในสภาพห้องปฏิบัติการ 

แสดงอาการเนื้อเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาลรอบ ๆ บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อ
ผ่าตามแนวยาว พบเนื้อเยื่อบริเวณแกนกลางล าต้น  ถูกท าลายเปล่ียนเป็นสีด า เทา และ
น้ าตาล แตกต่างกันไปในแต่ละไอโซเลต  (A) ไอโซเลต L12SHRD ความรุนแรงระดับ 3 (B) 
ไอโซเลต L24HRWH ความรุนแรงระดับ 2 และ (C) ท่อนพันธุ์กรรมวิธีควบคุมไม่แสดง
อาการของโรค 

 
ตารางที่ 4.2 ผลการทดสอบความสามารถในการก่อโรคและความรุนแรงของเช้ือท่ีแยกได้ ใน
ห้องปฏิบัติการบนมันส าปะหลังพันธุ์ ระยอง 89  

ไอโซเลต 

หัวมันส าปะหลัง ท่อนพันธุ์ในกล่องชื้น 

ขนาดแผล (มิลลิเมตร) ระดับความรุนแรง2/ 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 

ระดับความรุนแรง 

L1STRM 27.50±0.90d-g1/ 3 24.00±2.27c-g 2 

L2SHSR1 28.00±1.06c-g 3 29.00±6.75b-e 2 

L3BSR 29.25±3.13c-g 3 37.60±1.92ab 3 

L4STR1 23.75±2.72e-h 3 34.50±3.75ab 3 

L5KBSH1 21.13±2.50fgh 3 11.00±2.35hij 2 

L6HRD 34.25±2.81b-e 4 15.63±1.57g-j 2 

L7STRW 23.88±0.67e-h 3 14.38±2.19g-j 2 

L8HDBB 30.38±3.01b-f 3 20.00±5.40e-i 2 

L9STR2 27.00±2.62d-g 3 30.25±4.27a-e 2 

A B C
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ไอโซเลต 

หัวมันส าปะหลัง ท่อนพันธุ์ในกล่องชื้น 

ขนาดแผล (มิลลิเมตร) ระดับความรุนแรง2/ 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 

ระดับความรุนแรง 

L10BBLB 26.25±1.29d-h 3 22.75±1.31d-g 2 

L11HSR2 46.63±2.09a 5 41.25±1.25a 3 

L12SHRD 40.08±4.04abc 4 37.50±6.61ab 3 

L13SRTF 35.25±4.75a-e 4 27.75±1.25b-e 2 

L14LSR 17.00±2.47ghi 2 33.50±2.90a-d 3 

L15HDBB 17.50±1.25ghi 2 30.75±8.10a-e 2 

L16BLSR 26.25±4.80d-h 3 8.75±2.14j 2 

L17STRB 35.00±4.68a-e 4 16.75±1.18f-j 2 

L18KBSH3 26.25±4.80d-h 3 9.50±2.02ij 2 

L19KBSH2 35.00±4.68a-e 4 10.50±1.66hij 2 

L20FHTB1 42.38±1.32ab 4 15.00±2.04g-j 2 

L21SRE 31.6±3.93b-f 3 33.75±3.75a-d 3 

L22HRW 38.13±1.04a-d 4 20.50±1.55e-i 2 

L23STWH 13.88±1.94hi 2 16.25±0.52f-j 2 

L24HRWH 28.5±6.23c-g 3 0.63±2.13e -h 2 

L25SRC 31.5±2.02b-f 3 8.75±0.52j 2 

L26HRWB 22.50±6.73e-h 3 7.00±0.46j 2 

L27SRBT 40.25±5.09abc 4 33.75±3.15a-d 3 

L28SBB 33.50±2.02b-f 4 10.63±1.49hij 2 

N1SRTTC 26.5±1.95d-g 3 36.00±4.20ab 3 

N2SHCA 26.3±1.67d-h 3 26.50±3.30b-f 2 

N3DTD2 22.75±0.41e-h 3 36.00±4.85ab 3 

N4BBPM 25.50±1.89d-h 3 36.75±2.69ab 3 
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ไอโซเลต 

หัวมันส าปะหลัง ท่อนพันธุ์ในกล่องชื้น 

ขนาดแผล (มิลลิเมตร) ระดับความรุนแรง2/ 
ขนาดแผล 
(มิลลิเมตร) 

ระดับความรุนแรง 

N5STRST 24.15±0.31e-h 3 30.00±3.11b-e 2 

Control 6.50±0.56i 1 6.03±0.02j 1 

F-test3/ **  **  

%C.V. 25.87  28.33  
1/ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± S.E. ตัวอักษรที่ต่างกัน หมายถึง มีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบ 
ค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
2/การประเมินความรุนแรงของโรค (disease scores) โดยให้คะแนน 1-5 ดังน้ี 1 = ไม่แสดงอาการ, 2 = เกิดแผลน้อยกว่า 25 เปอร์เซ็นต์
ของพื้นที่หัว/ท่อน, 3 = เกิดแผล 25-50 เปอร์เซ็นต์ของพื้นที่หัว/ทอ่น, 4 = เกิดแผล 50-75 เปอร์เซ็นต์ของพื้นที่หัว/ท่อน, 5 = เกิดแผล
มากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์ ของพื้นที่หัว/ท่อน  
3/** = มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 0.01 (P<0.01) 
 
4.4  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่แยกได้ 
 4.4.1  การเจริญเติบโตของโคโลนี 
 ผลการทดลองจากการวัดอัตราการเจริญของโคโลนีบนอาหาร PDA ผลการทดลองพบว่าเช้ือ
แต่ละไอโซเลตมีการเจริญเติบโตเร็ว และสามารถเจริญเต็มจานอาหาร PDA ภายในวัน 1-3 หลังจาก
เล้ียงเช้ือ โดยเช้ือราจะมีเส้นใยสีขาวในวันท่ี 1 และมีสีเทาในวันท่ี 3 (ภาพท่ี 4.8 A) โดยในวันท่ี 3-4 
จะเปล่ียนสีเป็นสีเขียวมะกอกด า (greenish olivaceous to black) (ภาพท่ี 4.8 B) หรือน้ าตาลด า 
(brown to black) ซึ่งในแต่ละไอโซเลตมีลักษณะสีของโคโลนีท่ีแตกต่างกัน และสีของโคโลนีจะเข้ม
ขึ้นเมื่ออายุมากขึ้น (ภาพท่ี 4.8 C) และจากผลการทดลองพบว่าไอโซเลตท่ีเจริญเติบโตเร็วสุดได้แก่  ไอ
โซเลต L8HDBB สามารถเจริญบนจานอาหาร PDA หลังวางเช้ือ 1 วัน มีขนาดเฉล่ีย 84.00x84.00 
มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลตท่ีเจริญช้าสุด ได้แก่ L10BBLB สามารถเจริญบนจานอาหารหลังวางเช้ือ 1 วัน 
ขนาดเฉล่ีย 43.00x43.00 มิลลิเมตร แต่ท้ังนี้ในวันท่ี 3 หลังวางเช้ือสามารถเจริญเต็มจานอาหาร
เท่ากับไอโซเลตอื่น ๆ ขนาดของโคโลนีแสดงในตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.8  แสดงลักษณะการเจริญเติบโตของโคโลนีของไอโซเลต L11HSR2 (A) เช้ือราจะมีเส้นใยสี

ขาวถึงสีเทาในวันท่ี 1-3 (B) เปล่ียนสีเป็นสีเขียวมะกอกด า (greenish olivaceous to 
black) ในวันท่ี 3-4 (C) โคโลนีจะมีสีเข้มข้ึนเรื่อย ๆ เมื่ออายุมากขึ้น 

 
ตารางที่ 4.3 แสดงอัตราการเจริญของเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอายุ 1 2 และ 3 วัน 
 

   ไอโซเลต 
      อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

                 วันที่ 1          วันที่ 2      วันที่ 3 

L1STRM 74.00×74.00 84.80×84.80 90.00×90.00 

L2SHSR1 73.00×73.40 86.00×86.00 90.00×90.00 

L3BSR 53.00×53.50 80.00×80.00 90.00×90.00 

L4STR1 59.00×59.00 84.00×84.00 90.00×90.00 

L5KBSH1 75.00×75.00 82.20×82.20 90.00×90.00 

L6HRD 65.00×65.00 85.20×85.20 90.00×90.00 

L7STRW 74.00×74.00 86.00×86.00 90.00×90.00 

L8HDBB 84.00×84.00 89.00×89.00 90.00×90.00 

L9STR2 59.00×59.00 84.60×84.60 90.00×90.00 

L10BBLB 43.00×43.00 72.80×72.80 90.00×90.00 

L11HSR2 70.00×70.00 84.00×84.00 90.00×90.00 

L12SHRD 59.80×59.80 84.80×84.80 90.00×90.00 

L13SRTF 52.00×52.00 74.20×74.20 90.00×90.00 

L14LSR 55.00×55.00 75.80×75.80 90.00×90.00 

L15HDBB 54.80×54.80 84.40×84.40 90.00×90.00 

L16BLSR 56.20×56.20 84.80×84.80 90.00×90.00 

A
 

C
 

B
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   ไอโซเลต 
      อัตราการเจริญเติบโต กว้างxยาว (มิลลิเมตร) 

                 วันที่ 1          วันที่ 2      วันที่ 3 

L17STRB 43.40×43.40 78.80×78.80 90.00×90.00 

L18KBSH3 66.00×66.00 84.60×84.60 90.00×90.00 

L19KBSH2 75.00×75.00 84.20×84.20 90.00×90.00 

L20FHTB1 72.40×72.40 84.80×84.80 90.00×90.00 

L21SRE 75.00×75.00 85.40×85.40 90.00×90.00 

L22HRW 62.40×62.40 83.80×83.80 90.00×90.00 

L23STWH 68.80×68.80 85.00×85.00 90.00×90.00 

L24HRWH 82.00×82.00 83.40×83.40 90.00×90.00 

L25SRC 65.80×65.80 82.80×82.80 90.00×90.00 

L26HRWB 59.00×59.00 83.20×83.20 90.00×90.00 

L27SRBT 71.20×71.20 84.00×84.00 90.00×90.00 

L28SBB 62.00×62.00 85.40×85.40 90.00×90.00 

N1SRTTC 65.80×65.80 85.00×85.00 90.00×90.00 

N2SHCA 52.00×52.00 81.00×81.00 90.00×90.00 

N3DTD2 61.40×61.40 85.00×85.00 90.00×90.00 

N4BBPM 51.40×51.40 83.20×83.20 90.00×90.00 

N5STRST 64.80×64.80 83.80×83.80 90.00×90.00 
หมายเหตุ: วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยท าการทดลอง 4 ซ้ า/ไอโซเลต 
 
 4.4.2  ลักษณะและสีของโคโลนี 
 เช้ือรา Lasiodiplodia spp. แต่ละไอโซเลตท่ีเล้ียงบนอาหาร  PDA มีลักษณะสีโคโลนี
คล้ายกัน คือ โคโลนีมีสีเทาด าปนเขียวมะกอก เส้นใยละเอียดและฟู สามารถจัดกลุ่มโดยแยกจาก
ลักษณะของเส้นใย ได้ 5 กลุ่มคือ 1) เส้นใยมีขนาดเล็กมาก ฟูละเอียดหนาแน่นน้อยกว่ากลุ่ม 1 คือ ไอ
โซเลต L4STR1, L8HDBB, L9STR2, L19KBSH2 L23STWH, L24HRWH, L27SRBT และ L28SBB 
ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 (A) 2) เส้นใยมีขนาดเล็กมาก ฟูละเอียดหนาแน่น ได้แก่ ไอโซเลต L2SHSR1, 
L6HRD, L12SHRD, L14LSR, L16BLSR, L17STRB และ L20FHTB1 ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 (B) 3) 
เส้นใยเหมือนกลุ่ม 3 แต่ไม่มีสร้าง pycnidia คือ ไอโซเลต L11HSR2 ดังแสดงในภาพ 4.9 (C) 4) เส้น
ใยมีขนาดเล็กมาก ฟูละเอียด บริเวณปลายเส้นใยมีการรวมกลุ่มของเส้นใยเป็นกระจุก และมีการสร้าง 
pycnidia บริ เ วณขอบจานอาห าร คือ  ไ อ โ ซ เลต  L1STRM, L5KBSH1, L7STRW, L15HDBB, 
L18KBSH3, L21SRE และ L26HRWB ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 (D) 5) เส้นใยมีขนาดเล็กมาก ฟูปาน

 



27 

 

กลาง ไม่มีการสร้าง pycnidia คือ ไอโซเลต L3BSR, L10BBLB, L13SRTF, L22HRW และ L25SRC 
ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 (E) ส่วนเช้ือรา Neoscytalidium sp. มีโคโลนีสีน้ าตาลด า ลักษณะเส้นใยมี
ขนาดเล็กมาก ฟูเล็กน้อยถึงปานกลาง การจัดเรียงตัวของเส้นใยไม่หนาแน่น และไม่มีการสร้าง 
pycnidia บริเวณของจานอาหารเล้ียง คือ ไอโซเลต N1SRTTC, N2SHCA, N3DTD2, N4BBPM และ 
N5STRST ดังแสดงในภาพท่ี 4.9 (F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.9  แสดงลักษณะโคโลนีของเช้ือราท้ัง 6 กลุ่ม (A) ไอโซเลต L4STR1, L8HDBB, L9STR2, 

L19KBSH2 L23STWH, L24HRWH, L27SRBT และ L28SBB (B) L2SHSR1, L6HRD, L12SHRD, 
L14LSR, L16BLSR, L17STRB และ  L20FHTB1 (C) L11HSR2 (D) L1STRM, L5KBSH1, 
L7STRW, L15HDBB, L18KBSH3, L21SRE และ L26HRWB (E) L3BSR, L10BBLB, L13SRTF, 
L22HRW และ L25SRC (F) N1SRTTC, N2SHCA, N3DTD2, N4BBPM และ N5STRST  

 
4.5 การระบุชนิดเชื้อราสาเหตุโรคโคนเน่าและหวัเน่ามันส าปะหลังด้วยวิธีชีวโมเลกุล โดยการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 
  จากการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือราสาเหตุโรคพืชท้ัง 33 ไอโซเลต ด้วยเทคนิค PCR 
ไพร์เมอร์ท้ัง 3 คู่ สามารถใช้ในการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือราสาเหตุโรคได้ (ตารางท่ี 4.4) 
คือ 1) บริเวณ ßt ไพร์เมอร์ Bt2a/Bt2b (Glass and Donalson, 1995; Machado et al., 2014; 
O'Donnell and Cigelnik, 1997) มีขนาดของแถบดีเอ็นเอประมาณ 470 bp (ภาพท่ี 4.10) 2) บริเวณ 
EF1-α ไ พ ร์ เ มอ ร์  Ef1-688F/Ef1-1251R (Abdollahzadeh et al., 2010; Alves et al., 2008) มี
ขนาดของแถบดีเอ็นเอประมาณ 500 bp (ภาพท่ี 4.11) 3) บริเวณ ITS ไพร์เมอร์ ITS1/ITS4 (Alves et 

A B C 

D 
E D 

pycnidia 

F 
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al., 2008; Li et al., 2015; Chen et al., 2016) มีขนาดของแถบ ดีเอ็นเอ ประมาณ 550 bp เท่ากัน 
(ภาพท่ี 4.12) 
 

 
 
ภาพที่ 4.10  แสดงตัวอย่างของผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลต บริเวณ ßt lane 

M = Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD, lane 2 = L11HSR2, lane 3 =  
L12SHRD lane 4 = L13SRTF, lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 
= L22HRW, lane 8 = L27SRBT และ lane 9 = N1SRTTC  
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ภาพที่ 4.11  แสดงตัวอย่างของผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลต บริเวณ EF1-α lane M 

= Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD, lane 2 = L11HSR2, lane 3 =  L12SHRD 
lane 4 = L13SRTF, lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = L22HRW, lane 
8 = L27SRBT และ lane 9 = N1SRTTC  

 

 
 
ภาพที่ 4.12  แสดงตัวอย่างของผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราแต่ละไอโซเลต บริเวณ ITS lane M = 

Marker 1 Kb DNA Ladder, lane 1 = L6HRD, lane 2 = L11HSR2, lane 3 =  L12SHRD 
lane 4 = L13SRTF, lane 5 = L18KBSH3, lane 6 = L20FHTB1, lane 7 = L22HRW, lane 
8 = L27SRBT และ lane 9 = N1SRTTC  
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ตารางที่ 4.4  แสดงผลการเปรียบเทียบล าดับเบส (DNA sequencing) ของเชือ้ราที่แยกได้จากมันส าปะหลังที่แสดงอาการของโรคโคนเน่าและหัวเน่าทั้ง 3 บริเวณ  
 ได้แก่ ITS EF1-α และ  beta-tubulin (ßt) ในฐานข้อมูล Genbank 

ไอโซเลต 

ITS EF1-α ßt 

เชื้อที่มีความ
ใกล้เคียงกัน 
(genus and 

species) 

Accession 
No. 

ความ
เหมือน

ของล าดับ 
นิวคลีโอ

ไทด์ 

เปอร์เซ็นต์
ความ
เหมือน 

เชื้อที่มีความ
ใกล้เคียงกัน 
(genus and 

species) 

Accession 
No. 

ความ
เหมือนของ

ล าดับ 
นิวคลีโอ

ไทด์ 

เปอร์เซ็นต์
ความ
เหมือน 

เชื้อที่มีความ 
ใกล้เคียงกัน  
(genus and 
species) 

Accession 
No. 

ความ
เหมือน
ของ
ล าดับ 

นิวคลีโอ
ไทด์ 

เปอร์เซ็นต์
ความเหมือน 

L6HRD L. theobromae HG917932 446/486 92% L. euphorbicola KT325581 475/475 100% L. euphorbicola KF254926 323/383       84% 

L11HSR2 L. euphorbicola KT325568 451/451 100% L. euphorbicola KT325581 475/475 100%       - 

L12SHRD L. euphorbicola KT325568 458/458 100% L. euphorbicola KT325581 475/475 100% L. euphorbicola KF254926 382/384 99% 

L13SRTF L. euphorbicola KT325568 453/453 100% L. euphorbicola KT325581 467/467 100% L. euphorbicola KF254926 367/369 99% 

L18 KBSH L. theobromae KT325578 456/456 100% L. theobromae KM401971 479/479 100% L. theobromae KP823018 381/381 100% 

L20FHTB1 L. euphorbicola KT325568 450/450 100% Lasiodiplodia sp. GQ471779 495/496 99% L. euphorbicola KF254926 362/362 100% 

L27SRBT L. euphorbicola KT325568 424/425 99% L. euphorbicola KT325581 499/500 99%       - 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย 

 
 งานวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นการระบุชนิดเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเนาของมันส าปะหลังโดยวิธีการ
จ าแนกเช้ือราทางด้านสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลพบว่า 
 
 1. การเก็บตัวอย่างมันส าปะหลังท่ีแสดงอาการโรคโคนเน่าและหัวเน่าจากแหล่งปลูกใน 6 อ าเภอ ของ 
3 จังหวัด สามารถรวบรวมตัวอย่างได้ท้ังหมด 139 ตัวอย่าง น ามาแยกเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือรา 3 ชนิด คือ 
WA, HPDA และ PDA+BRANP จากนั้นน าเช้ือท่ีแยกได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าเช้ือราสาเหตุ
โรคโคนเน่าและหัวเน่าส่วนใหญ่เกิดจากเช้ือรา Lasiodiplodia spp. ซึ่งสอดคล้องกับ Msikita และคณะ 
(1998) ซึ่งพบว่าโรคหัวและต้นเน่าของมันส าปะหลังในประเทศเบนินเกิดจากเช้ือราหลายชนิด ได้แก่ 
Neoscytalidium hyalinum, และ L. theobromae จ านวน 56.2 และ 7.7 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ นอกจากนี้
รายงานว่าในประเทศไนจีเรีย เกิดจากเช้ือราหลายชนิด ได้แก่  N. hyalinum, L. theobromae, M. 
phaseolina และ Fusarium spp. จ านวน 40.6, 28.1, 18.7 และ 12.5 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และในปี 2002 
Onyeka รายงานว่าโรครากเน่ามันส าปะหลังในประเทศไนจีเรียเกิดจากเช้ือรา L. theobromae 25 
เปอร์เซ็นต์ ในปี 2005 Msikita และคณะ รายงานว่า พบโรคหัวและต้นเน่าของมันส าปะหลังในฤดูฝน ซึ่งเกิด
จากเช้ือรา Fusarium spp. และ L. theobromae จ านวน 11.8 และ 7.7. เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ สอดคล้อง
กับ Banito และคณะ (2010) พบว่าโรครากและต้นเน่าของมันส าปะหลังในประเทศโตโก เกิดจากเช้ือรา L. 
theobromae และ Fusarium spp. จ านวน 51.3 และ 33.3 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ นอกจากนี้ในปี 2011 
Bua และ Okello รายงานว่าโรครากเน่ามันส าปะหลังในประเทศอูกานดา เกิดจากเช้ือรา Fusarium spp. 
และ L. theobromae จ านวน 87 และ13 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ ปัจจุบันในประเทศไทย โรคหัวเน่าและโคน
เน่ามันส าปะหลังยังมีการศึกษาเพื่อระบุชนิดเช้ือสาเหตุท่ีชัดเจนค่อนข้างน้อย ท้ังนี้ในปี พ.ศ. 2553 รังษี เจริญ
สถาพร และ อมรรัชฏ์ คิดใจเดียว รายงานว่าโรคโคนเน่า หัวเน่ามันส าปะหลัง เกิดจากเช้ือรา Phytophthora 
spp., Rigidoporus  lignosus และ S. rolfsii และมีรายงานว่า โรคล าต้นเน่ามันส าปะหลังเกิดจากเช้ือรา L. 
theobromae (Buensanteai and Athinuwat, 2012) อย่างไรก็ตาม ยังมีการศึกษาโรคโคนและรากเน่าของ
พืชอื่น อาทิ โรคโคนและรากเน่าของหม่อนโดยในปี พ .ศ. 2553 วราภรณ์ สุทธิสา และ นิวัฒ เสนาะเมือง 
พบว่าโรคโคนและรากเน่าของหม่อนเกิดจากเช้ือราหลายชนิดเข้าท าลายร่วมกัน ได้แก่เช้ือรา L. theobromae, 
Fusarium spp., ซึ่งจากการรายงานต่าง ๆ เหล่านี้แสดงให้เห็นว่าโรคพืชท่ีเกิดบริเวณโคนต้นและรากพืชมี
แนวโน้มพบการเข้าท าลายของเช้ือราสาเหตุโรคคือ L. theobromae  
 
 2. ทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคในสภาพห้องปฏิบัติการ พบว่าแต่ละไอโซเลตมีความ
รุนแรงแตกต่างกัน และเช้ือสามารถก่อโรคได้ท้ังบนหัวและท่อนพันธุ์มันส าปะหลังพันธุ์ ระยอง 89 โดยไอโซ
เลต L11HSR2 รุนแรงท่ีสุด ลักษณะอาการหัวมันหลังจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 7 วัน แสดงอาการหัวมันเน่าเละ 
เนื้อเยื่อยุบตัวลง เปล่ียนสีจากสีขาวเป็นสีเหลืองถึงสีน้ าตาล เนื้อเยื่อแตกยุย บริเวณเปลือกช้ันนอกและเปลือก
ช้ันในแยกออกจากกัน โดยมีขนาดแผล 46.63 มิลลิเมตร นอกจากนี้ลักษณะอาการในท่อนพันธุ์พบอาการ
เนื้อเยื่อบริเวณใต้เปลือก เปล่ียนเป็นสีน้ าตาลรอบ ๆ บริเวณท่ีปลูกเช้ือ เมื่อผ่าตามแนวยาว พบเนื้อเยื่อบริเวณ
แกนกลางล าต้น เปล่ียนเป็นสีด า เทา และน้ าตาล บริเวณท่ีปลูกเช้ือแสดงอาการเนื้อเยื่อตาย บริเวณเนื้อไม้  
เปล่ียนสีเป็นสีน้ าตาลด ายาวตามท่อล าเลียง โดยมีขนาดแผล 41.25 มิลลิเมตร สอดคล้องกับ Machado และ
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คณะ (2014) พบว่าเช้ือรา L. psudotheobromae, L. euphrobicola และ N. hyalinum กอ่ให้เกิดลักษณะ
อาการเนื้อเยื่อบริเวณหัวมันส าปะหลังเน่า ยุบตัว และเปล่ียนจาก สีขาว เป็นสีน้ าตาลแดง น้ าตาลเข้มและสีด า 
ในประเทศบราซิล และในปี 2010 Banito และคณะ ท าการทดสอบความสามารถการเกิดโรครากและล าต้น
เน่ามันส าปะหลังในประเทศโตโก พบว่าเช้ือรา L. theobromae, ก่อให้เกิดโรครุนแรงท่ีสุด รองลงมา คือ 
Fusarium spp. นอกจากนี้จากการศึกษาพบว่าเช้ือราบางไอโซเลตมีความรุนแรงในการเกิดโรคบนหัวและ
ท่อนพันธุ์ในระดับห้องปฏิบัติการ แต่ไม่รุนแรงในระดับโรงเรือน ซึ่งสอดคล้องกับ Alves et al. (2008); 
Phillips et al. (2013); Machado et al. (2012) และMachado et al. (2014) ท่ีรายงานว่า เช้ือราในวงศ์ 
Botryosphaeriaceae สามารถอาศัยอยู่ได้ท้ังในเศษซากพืช (saprophytic) อาศัยอยู่ในพืชท่ีมีชีวิตแต่ไม่
ก่อให้เกิดโรค (endophtic) และเมื่อมีส่ิงแวดล้อมท่ีเหมาะสมยังสามารถก่อให้เกิดโรค (paraphytic) ซึ่งการ
ก่อให้เกิดโรคนั้นขึ้นกับส่ิงแวดล้อมเป็นส าคัญ ท้ังนี้เช้ือรา Lasiodiplodia spp. ในอดีตมีความส าคัญและพบ
น้อยกว่าโรคท่ีเกิดจากเช้ือราชนิดอื่น (week parasite) แต่ในปัจจุบันพบการระบาดของเช้ือราดังกล่าวเพิ่ม
มากขึ้นซึ่งอาจเกิดจากสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการก่อให้เกิดโรคของเช้ือราดังกล่าว (กลุ่มอนุรักษ์ดินและ
น้ า, 2545; Machado et al., 2014; Phillips et al., 2013; Trakunyingcharoen et al., 2014)  
 
 3. ท าการศึกษาทางลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่า โดยศึกษาจาก
ลักษณะของ โคนิเดีย (conidia) พิคนิเดีย (pycnidia) และพาราไฟซิส (paraphysis) โดยแยกจากมัน
ส าปะหลังด้วยวิธี tissue transplanting บนอาหาร WA และ HPDA และกระตุ้นให้เช้ือราสาเหตุโรคหัวเน่า 
และโคนเน่าสร้างพิคนิเดีย โดยการน าเช้ือราไปเล้ียงบนไม้จ้ิมฟันในอาหาร WA จากนั้นเก็บไว้ในท่ีมืดสลับกับท่ี
สว่าง วันละ12 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วัน ซึ่งสอดคล้องกับวิธีการของ Latha et 
al. (2009); Marques et al. (2013); Machado (2012); Machado et al. (2014) และ Trakunyingcharoen 
et al. (2014) ซึ่งน าเช้ือราดังกล่าวเล้ียงบน กิ่งของสน และ แกนข้าวโพด สามารถชักน าให้เช้ือสร้างพิคนิเดีย
ได้ นอกจากนี้ การศึกษาครั้งนี้พบเช้ือราบางไอโซเลตสามารถสร้างพิคนิเดีย บนอาหาร PDA เป็นเวลา 14 วัน
หลังการย้ายเช้ือ ในการศึกษาเช้ือราครั้งนี้ พบว่าสามารถกระตุ้นให้เช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่า และหัวเน่าสร้าง
พิคนิเดีย โดยการน ามาเล้ียงบนไม้จ้ิมฟันท่ีวางในอาหาร WA ซึ่งสามารถกระตุ้นให้เช้ือราสร้างพิคนิเดียได้ดี 
ส าหรับผลการศึกษาทางด้านสัณฐานวิทยาครั้งนี้พบเช้ือรา Lasiodiplodia spp. มีลักษณะโคนิเดียระยะอ่อน 
เซลล์เดียว มีรูปร่างค่อนข้างรีจนถึงกลม ปลายด้านหนึ่งกลมมน อีกด้านสอบลงคล้ายกรวย ไม่มีสี ระยะแก่ มีสี
น้ าตาลเข้ม มีผนังเซลล์ตามขวาง 1 ช้ันตรงกลางแบ่งเป็น 2 เซลล์ มีรูปร่างรีคล้ายไข่ ผนังด้านนอกหนา 2 ช้ัน 
และมีการสร้างเม็ดสีเมลลานินบนผิวเซลล์ด้านในเรียงตัวเป็นริ้วในแนวยาว สอดคล้องกับ Latha et al. 
(2009); Marques et al. (2013); Machado (2012); Machado et al. (2014); Phillips et al. (2013); 
Trakunyingcharoen et al. (2014)  
 
 4. ผลการยืนยันชนิดเช้ือสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่า ท้ัง 33 ไอโซเลต ด้วยวิธีการเพิ่มปริมาณช้ินส่วน
ดีเอ็นเอ ด้วย  universal primers  3 บริเวณ ได้แก่ ITS1/ITS4 Ef1-688F/Ef1-1251R และ Bt2a/Bt2b มี
ขนาดของแถบดีเอ็นเอประมาณ 550, 500 และ 470 bp ตามล าดับ จากนั้นน า PCR product ของเช้ือราไอโซ
เลตตัวแทนท่ีมีความสามารถในการเกิดโรครุนแรงจ านวน 8 ไอโซเลต ได้แก่ L6HRD, L11HSR2 L12SHRD, 
L13SRTF, L18KBSH3, L20FHTB1, L27SRBT และ N3DTD2 มาเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับฐานข้อมูล 
Genbank พบว่าบริเวณ EF1-α สามารถแยกความแตกต่างได้ชัดเจนท่ีสุด ยังเป็นบริเวณท่ีสามารถ
เปรียบเทียบความคล้ายคลึงสูง 99-100 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีบริเวณ ITS และ บริเวณ ßt สามารถจ าแนกเช้ือราได้
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เพียงบางสปีชีส์ สามารถเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันถึง 92-100 และ 84-100 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ 
นอกจากพบว่า สามารถจ าแนกเช้ือราสาเหตุโรคได้ 2 สกุล คือ เช้ือรา Lasiodiplodia ประกอบด้วย ไอโซเลต 
L6HRD, L11HSR2, L12SHRD, L13SRTF และ L27SRBT มีความใกล้ชิดกับเช้ือรา L. euphorbicola ท่ีระดับ
ความค่าความเช่ือมั่นท่ี 86 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นระดับความเช่ือมั่นในระดับสูง ท้ังนี้ไอโซเลต L20FHTB1 มีความ
ใกล้ชิดกับ  Lasiodiplodia sp. มีค่าความเช่ือมั่นท่ี 87 เปอร์เซ็นต์ เช้ือราไอโซเลต L18KBSH3 มีความใกล้ชิด 
L. theobromae มีค่าความเช่ือมั่นท่ี 81 เปอร์เซ็นต์ และ Neoscytalidium ประกอบด้วย ไอโซเลต N3DTD2 
มีความใกล้ชิดกับ N. dimidiatum มีค่าความเช่ือมั่นท่ี 71 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งอยู่ในระดับมีความเช่ือมั่นในระดับ
ปานกลาง  
 
 5. จากการทดลองนี้แนวทางการใช้ประโยชน์ในอนาคต สามารถแนะน าข้อมูลของการระบุชนิดเช้ือรา
สาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังท่ีมีการยืนยันแล้วให้เกษตรกรใช้ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาในการตรวจสอบเช้ือราสาเหตุโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลังเบื้องต้น โรคดังกล่าวสามารถแพร่
ระบาดพบท่ัวไปในท่อนพันธุ์ท่ีกองไว้หรือตัดท้ิงไว้ในแปลงเป็นระยะเวลานานเป็นแหล่งสะสมของเช้ือสาเหตุ
โรค (กลุ่มอนุรักษ์น้ าและดิน, 2545) ซึ่งในปี 2526 ชาญ ถิรพร และก าพล นรินทราพร รายงานว่าเมื่อน าต้น
มันส าปะหลังปลูกทันทีพบว่า มีเปอร์เซ็นต์รอดสูงถึง 95.79 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเก็บรักษาท่อนพันธุ์นาน 1 เดือน มี
เปอร์เซ็นต์อยู่รอด 83.52 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเก็บท่อนพันธุ์นาน 4 เดือน มีเปอร์เซ็นต์อยู่รอดเพียง 28.86 
เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงไม่ควรเก็บท่อนพันธุ์มันส าปะหลังเป็นระยะเวลานาน ไม่ควรเก็บนานเกิน 30 วันก่อนน าไป
ปลูก นอกจากนี้ในปี 2014 Trakunyingcharoen และคณะ แนะน าหลีกเล่ียงการปลูกมันส าปะหลังในพื้นท่ี
ปลูกเดียวกันหรือใกล้เคียงกับพืชอาศัยอื่นเพื่อลดปริมาณการสะสมของเช้ือสาเหตุโรคและลดปริมาณการแพร่
ระบาดของโรคโคนเน่าและหัวเน่ามันส าปะหลัง ข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการป้องกัน
ก าจัดเช้ือราสาเหตุโรคได้อย่างถูกต้อง เป็นการลดต้นทุนการผลิตมันส าปะหลัง และสามารถน าความรู้ท่ีได้มา
ใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานท่ีจะใช้ในการป้องกันการแพร่ระบาดของโรคต้นและรากเน่าด ามันส าปะหลังของในบางพื้น
ปลูกประเทศไทย ท้ังนี้งานวิจัยครั้งนี้ยังเป็นการศึกษาเพียงพื้นฐานของเช้ือสาเหตุโรค อีกท้ังการทดลองนี้ใช้วิธี
ด้ังเดิมในการระบุเช้ือราสาเหตุโรคซึ่งใช้ระยะเวลานาน ในการวินิจฉัย ดังนั้น จึงได้มีการท าวิจัยต่อเนื่องเพื่อ
ศึกษาในระดับเทคนิคขั้นสูง ท่ีมีความสะดวก รวดเร็ว และแม่นย า ในการตรวจสอบและวินิจฉัยเช้ือสาเหตุโรค 
เช่น เทคนิค NGS เป็นต้น 
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1. อาหารเลี้ยงเชื้อรา  
1.1 Water Agar (WA)  
วุ้นผง (Agar)    18      กรัม  
น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง   1,000 มิลลิลิตร  
ผสมวุ้นผงกับน้ ากล่ัน หรือน้ ากรอง น าไปต้มจนรวมเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ภาชนะ เพื่อน าไปนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้
ความดัน 15 ปอนด/์ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที  
 
1.2 Potato Dextrose Agar (PDA)  
มันฝรั่ง     200 กรัม  
น้ าตาล Dextrose หรือ Glucose  20   กรัม  
วุ้นผง (Agar)    18   กรัม  
น้ ากล่ันหรือน้ ากรอง   1,000 มิลลิลิตร  
หั่นมันฝรั่งท่ีปอกเปลือกแล้วเป็นช้ินขนาดประมาณ 1 ลบ. ซม. ต้มกับน้ า 500 มิลลิลิตร จนนิ่ม กรองเอาเฉพาะ
น้ าสกัดผสม dextrose ท้ังหมดลงในน้ าสกัด น าไปผสมกับวุ้นผงท่ีต้มจนละลายแล้ว ด้วยน้ าส่วนท่ีเหลือ คนให้
เข้ากัน เติมน้ าให้ครบ 1 ลิตร แบ่งใส่ภาชนะเพื่อน าเข้านึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความดัน 15 ปอนด์/ต ารางนิ้ว หรือ
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน  15-20 นาที ส าหรับอาหารPDA (potato dextrose agar) +. BRNAP 
(benomyl, rafarpicin, nystatin, ampicillin, PCNB) มีวิธีการเตรียมเช่นเดียวกับ PDA แต่เติม Antibiotic 
(benomyl, rafarpicin, nystatin, ampicillin, PCNB) ก่อนใช้ 

2.  สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาความแตกต่างทางชีวโมเลกุลของเชื้อรา 
2.1 1% Agarose gel (100 ml)  
Agarose gel    1.00 กรัม  
1x TBE Buffer    100 มิลลิลิตร  
 
2.2 1.5% Agarose gel (100 ml)  
Agarose gel    1.50 กรัม  
1x TBE Buffer    100 มลิลิลิตร  
 
2.3 TE Buffer (1000 ml)  
Tris-HCL    1.211 กรัม  
EDTA     9.306 กรัม  
ละลายในน้ า DI ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เพื่อน าไปนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความ
ดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที  
 
2.4 10x TBE Buffer (1000 ml)  
Tris base    108 กรัม  
Boric acid    55 กรัม  
0.5 M EDTA    40 มิลลิลิตร  
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เติมน้ า DI ปรับ pH ให้เท่ากับ 8.0 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เพื่อน าไปนึ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความดัน 15 
ปอนด/์ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสนาน 15-20 นาที  
2.5 1x TBE Buffer (1000 ml)  
10x TBE Buffer   100 มิลลิลิตร  
น้ า DI นึ่งฆ่าเช้ือ    900 มิลลิลิตร  
 
2.6 Extraction Buffer (100 ml)  
2% CTAB    2   กรัม  
5 M NaCl (1.4 M)   28 มิลลิลิตร  
0.5 M EDTA (20 mM)   4   มิลลิลิตร  
1 M Tris-HCL (100 mM)  10 มิลลิลิตร  
2- Mercaptoethonal (2%)  2   มิลลิลิตร  
น้ า DI นึ่งฆ่าเช้ือ   54 มิลลิลิตร  
 
2.7 Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1)  
Chloroform    48 มิลลิลิตร  
Isoamyl alcohol   2 มิลลิลิตร  
 
2.8 70% ethanol 
 95% ethanol                     736 มิลลิลิตร    
เติมน้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร 
 
2.9 Absolute ethanol  
Absolute ethanol แช่เย็นอย่างน้อย 30 นาที ก่อนน าไปใช้ 
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ประวัติผู้เขียน 
 

นางสาวณัฐธิญา เบือนสันเทียะ เกิดวันท่ี 7 กรกฎาคม พ.ศ. 2523 ส าเร็จการศึกษาระดับ มัธยมศึกษา
ตอนต้น และมัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนครบุรี อ. ครบุรี จ. นครราชสีมา เริ่มเขาศึกษาระดับ ปริญญาตรี 
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีในปีการศึกษา 2542 ขณะท่ีศึกษาในระดับ
ปริญญาตรี ได้ศึกษาการตรวจสอบโปรตีน โดยศึกษาและตรวจหาการสะสม โพลีฟีนอลออกซิเดซในเนื้อเย่ือต่าง ๆ 
ของมะเขือเทศ และจากนั้นจึงมีความสนใจน าเทคนิคทาง เซรุ่มวิทยาและชีวโมเลกุลมาใชใน การตรวจสอบและ
วินิจฉัยโรคพืช ภายหลังส าเร็จการศึกษาในระดับปริญญาตรีในปีการศึกษา 2/2545 ได้เขาศึกษาต่อในระดับมหา
บัณฑิตศึกษา สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีในปีการศึกษา 3/2545 และส าเร็จ
การศึกษาระดับมหาบัณฑิตศึกษา ในปีการศึกษา 2547 ภายหลังส าเร็จการศึกษาในระดับมหาบัณฑิตศึกษา ได้
เขาศึกษาต่อในระดับดุษฎีบัณฑิต ในหลักสูตร ปร.ด. ( โ ร ค พื ช ) ,มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และส าเร็จ
การศึกษาในปีการศึกษา 2550 และเข้าท างานในปี พ.ศ. 2553 เป็นอาจารย์ประจ าสาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิต
พืช ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีจนถึงปัจจุบัน 
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