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บทคัดย่อ 

  
โรคแอนแทรกโนสเป็นโรคพืชที่ก่อให้เกิดความเสียหายหลังการเก็บเกี่ยวผลผลิตทาง

การเกษตรเป็นอย่างมาก สาเหตุหลักมาจากเชื้อราสกุล Colletotrichum โดยจะเข้าท าลายพืชได้ทุก
ระยะการเติบโต โดยเฉพาะการเข้าท าลายแบบแฝง ซึ่งไม่แสดงอาการของโรคให้เห็นในช่วงผลอ่อนแต่
จะแสดงอาการรุนแรงออกมาในช่วงผลสุก ท าให้ผลผลิตเน่าเสียไม่เป็นที่ต้องการของผู้บริโภค อายุการ
เก็บรักษาสั้น และไม่สามารถขนส่งระยะไกลได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์พัฒนาเทคนิค 
Loop–Mediated Isothermal Amplification (LAMP) ในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum ที่ก่อ
โรคแอนแทรกโนส โดยเก็บตัวอย่างผลไม้ที่พบรอยโรคจากตลาดสดรอบมหาวิทยาลัยนเรศวรมา 
4 ชนิดคือ มะม่วงน ้าดอกไม้ ฝรั่ง แก้วมังกร และกล้วยหอม จากนั้นแยกเชื้อราให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี 
tissue transplant ผลการศึกษา พบว่าสามารถแยกเชื้อราที่พบทั้งหมด 11 ไอโซเลต ซึ่งแบ่งออกได้ 
3 กลุ่มจากสีของเส้นใยและลักษณะของโคนิเดีย  และจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  ITS 
สามารถจ าแนกเชื้อราได้ทั้งหมด 5 ชนิด โดยเป็นเชื้อราในสกุล Colletotrichum จ านวน 3 ชนิด 
ได้แก่ C. musae, C. fructicola และ C. asianum และเชื้อราสกุลอ่ืนอีก 2 ชนิด คือ Fusarium 
incarnatum และ Pestalotiopsis sydowina และเมื่อน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS มา
วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  พบว่าเชื้อรา C. asianum และ C. fructicola มีความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรมกันมากท่ีสุด ผลการพัฒนาเทคนิคแลมป์ส าหรับตรวจหาเชื้อราก่อโรคแอนแทรก
โนส พบว่าสามารถตรวจพบเชื้อรา C. asianum และ C. musae ได้ที่ อุณหภูมิคงที่ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที ซึ่งประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum สามารถ
ตรวจพบได้ที่ความเข้มข้นต ่าสุดของดีเอ็นเอที่ 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ในขณะที่ประสิทธิภาพความไว
ในการตรวจหาเชื้อรา C. musae สามารถตรวจพบได้ที่ความเข้มข้นต ่าสุดของดีเอ็นเอที่ 25 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าเทคนิคแลมป์มีประสิทธิภาพความไวในการ
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ตรวจจับเชื้อได้ไวกว่าถึง 10 เท่า ดังนั้นเทคนิคแลมป์จึงมีประสิทธิภาพในการตรวจพบเชื้อราก่อโรค
แอนแทรกโนสในพืชได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งช่วยให้เกิดการควบคุมโรคในผลผลิตได้อย่างมีประสิทธิภาพ
ส่งผลให้ลดการสูญเสียผลผลิตในระหว่างเก็บเกี่ยวรวมไปถึงระว่างการส่งออกอีกด้วย 
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ABSTRACT 

  
Anthracnose is a plant disease causing severe post-harvest damage to 

agricultural products. It is mainly caused by fungi of the genus Colletotrichum, which 
can infect plants at any growth stage. In particular, it can infect in a latent stage, 
where symptoms do not show on immature fruits but become severe when the fruit 
ripens. This result, makes it undesirable to consumers, shortening its shelf life, and 
hindering exportation. Therefore, this research aimed to develop technique called a 
Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) assay for anthracnose disease caused 
by C. asianum. The fruits of mango, guava, dragon fruit and banana showing 
symptoms from markets around the Naresuan University were collected and cultured 
using tissue transplant technique. The results showed that 11 fungal isolates were 
divided into 3 groups according to morphological characteristics such as color of 
mycelium and the shape of conidia. The ITS sequences identified the fungal samples 
as five species: three species of Colletotrichum (C. musae, C. fructicola, and C. 
asianum), and two other genera, Fusarium incarnatum and Pestalotiopsis sydowiana. 
Phylogenetic analysis indicated that C. asianum is most closely related to C. 
fructicola. The development of the LAMP technique for anthracnose disease 
detection showed that C. asianum and C. musae could be detected at a constant 
temperature of 65 degrees Celsius in 45 minutes. The detection sensitivity for C. 

asianum was achieved at a minimum DNA concentration of 1 ng/μL, while for C. 

 



 

 

ฉ 

musae it was 25 ng/μL. Compared to the PCR technique, the LAMP technique was 
found to be up to 10 times faster in detection sensitivity. Therefore, the LAMP 
technique is efficient for rapidly detecting anthracnose disease, enabling effective 
disease control and reducing post-harvest losses, including those during exportation. 
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ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงในความกรุณาของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.มลิวรรณ 
นาคขุนทด ประธานที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่ได้สละเวลาอันมีค่ามาเป็นที่ปรึกษา พร้อมค าแนะน าตลอด
ระยะเวลาในการท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ รวมถึงชี้แนะแนวทางในการแก้ไขปัญหาต่างๆ และการตรวจ
แก้ไขวิทยานิพนธ์นี้ให้มีวามสมบูณ์ และขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.อนุพันธ์ กงบังเกิด 
กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่ได้กรุณาให้ค าแนะน าตลอดจนแก้ไขข้อบกพร่องของวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ 
จนท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้อย่างสมบูรณ์ 

ขอกราบขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.นันทวัน หัตถมาศ ประธานกรรมการสอบ
วิทยานิพนธ์ และรองศาสตราจารย์ ดร.กิตติศักดิ์ พุทธชาติ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ ที่ให้เกียรติมาเป็น
กรรมการสอบในครั้งนี้ ตอลอดจนให้ค าแนะน าแก้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้มีวามสมบูรณ์มากยิ่งข้ึน 

ขอขอบพระคุณ นางสาวสุณิษา ล่วงลือ ที่ได้ให้ค าแนะน าช่วยเหลือ และขอขอบพระคุณ
เจ้าหน้าที่ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ให้ความอนุเคราะห์ด้านเครื่องมือ 
อุปกรณ์ และสถานที่ตลอดการท าวิจัยครั้งนี้ให้ส าเร็จไปได้ด้วยดี  เหนือสิ่งอ่ืนใดขอกราบขอบพระคุณ 
บิดา มารดา ของผู้วิจัยและเพ่ือน ๆ ที่ให้ก าลังใจและการสนับสนุนในทุก ๆ ด้านอย่างดีท่ีสุดเสมอมา 

ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า งานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาเทคนิคแลมป์ส าหรับ
ตรวจหาโรคแอนแทรกโนส และสามรถน าไปประยุกต์ใช้ในการจัดการควบคุมโรคแอนแทรกได้  เพ่ือ
ประโยชน์ทางเศรษฐกิจต่อไป 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาของปัญหา 

โรคแอนแทรกโนส (Anthracnose) เป็นโรคพืชที่ท าให้เกิดความเสียหายหลังการเก็บเกี่ยว
ผลผลิตทางการเกษตรเป็นอย่างมาก ซึ่งสาเหตุเกิดจากเชื้อราสกุล Colletotrichum จัดเป็นเชื้อรา
ส าคัญอันดับ 8 ในกลุ่มเชื้อราก่อโรคในพืชผลทางการเกษตร (Dean et al., 2012) สามารถเข้าท าลาย
พืชผักและผลไม้ได้หลายชนิด เช่น พริก มะละกอ กล้วย แก้วมังกร มะม่วง ซึ่งถือเป็นพืชทางเศรษฐกิจ
ของไทย โดยเชื้อราสามารถเข้าท าลายพืชได้ทุกระยะการเจริญเติบโต โดยเฉพาะการเข้าท าลายแบบ
แฝง (Latent Infections) ซึ่งจะไม่แสดงอาการของโรคให้เห็นในช่วงผลอ่อน แต่จะแสดงอาการ
รุนแรงออกมาในช่วงผลสุก (Freeman et al., 1998) โดยอาการของโรคจะมีลักณะเป็นจุดแผล
วงกลมหรือวงรีซ้อนกันเป็นชั้น ๆ สีน ้าตาลเข้มจนถึงสีด า จะเห็นชัดเจนเมื่อผลสุกจัด ซึ่งท าให้ผลผลิต
เน่าเสีย ไม่เป็นที่ต้องการของผู้บริโภค อายุการเก็บรักษาสั้น ไม่สามารถขนส่งระยะไกลได้ ซึ่งจัดเป็น
ปัญหาที่ส าคัญในการส่งออกไปยังต่างประเทศ ดังนั้นเมื่อมีการตรวจพบการแสดงออกของโรค เกษตร
ส่วนใหญ่มักใช้วิธีการป้องกันและก าจัดโรค โดยการฉีดพ่นสารเคมีก าจัดเชื้อรา เช่น mancozeb  
carbendazim และ benomyl รวมกับวิธีเขตกรรม เช่น ปลูกพืชหมุนเวียน จัดการระยะปลูกให้
เหมาะสม การตัดแต่งกิ่ง และเผาท าลายส่วนที่ติดเชื้อ (Than et al., 2008) ซึ่งการใช้สารเคมีใน
จ านวนที่มากและเป็นระยะเวลานาน อาจส่งผลให้เชื้อเกิดการดื้อยา และก่อให้เกิดสารพิษตกค้างใน
ผลผลิต ผู้บริโภครวมถึงตัวเกษตรกรผู้ปลูก ทางเลือกหนึ่งในการหลีกเลี่ยงปัญหาสารเคมีตกค้าง 
โดยใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่อโรค เช่น Bacillus spp. และ  Trichodema spp. หรือการเลือกใช้พันธุ์
ต้านทานต่อโรค (Saxena et al., 2020) 
 อย่างไรก็ตามวิธีเหล่านี้ยังไม่เพียงพอต่อการป้องกันการเข้าท าลายของโรคแอนแทรกโนส 
เนื่องจากเป็นวิธีการจัดการกับโรคหลังจากตรวจพบการแสดงออกของโรคที่ชัดเจนแล้ว ดังนั้นการ
ตรวจพบโรคก่อนที่จะเกิดการแสดงออกที่รุนแรงจึงเป็นวิธีที่ส าคัญมากในการป้องกันการเข้าท าลาย
ของโรค เพ่ือน าไปสู่การดูแลรักษาในล าดับต่อไป ปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคทางโมเลกุลหลายวิธี
มาใช้ในการตรวจหาเชื้อก่อโรคแอนแทรกโนส เช่น เทคนิคพีซีอาร์ซึ่งเป็นเทคนิคประสบความส าเร็จใน
การตรวจพบและระบุเชื้อรา ได้อย่างรวดเร็ว ถูกต้องและแม่นย า (Ibrahim et al., 2016; Kashiwa 
et al., 2016; Saini et al., 2017; Yao et al., 2018) เช่น งานวิจัยของ Mo et al. (2018) ได้ท า
การระบุชนิดของเชื้อราสกุล Colletotrichum สาเหตุโรคแอนแทรกโนสในมะม่วงในเมืองกวางซี 
ประเทศจีน โดยวิเคราะห์บริเวณยีน Internal transcribed spacer (ITS), Actin (ACT), Tubulin2 
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(TUB2), Chitin synthase (CHS-1) และ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ผลการศึกษาพบว่าสามารถระบุชนิดของเชื้อได้ 3 ชนิดดังนี้   
C. asianum, C. fructicola และ C. siamense นอกจากนี้ยังมีการน าเทคนิค real-time PCR มา
ใช้ในการตรวจหาเชื้อ C. lagenarium สาเหตุโรคแอนแทรกโนสในฟักทอง แตงโม แตงกวา และ
แตงไทยจากเนื้อเยื้อที่ติดเชื้อและตัวอย่างดิน ผลการศึกษาพบว่าความไวในการตรวจหาดีเอ็นเอของ
เชื้อราอยู่ที่ 0.001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร (Kuan et al., 2011) อย่างไรก็ตามเทคนิคเหล่านี้ยังมี
ข้อจ ากัดในการใช้เครื่องมือที่มีความจ าเพาะสูง ซึ่งต้องอาศัยประสบการณ์และความช านาญของผู้
ปฏิบัติการ ใช้เวลาในการตรวจสอบนาน 
 ดังนั้นเทคนิค Loop–Mediated Isothermal Amplification (LAMP) เป็นเทคนิคทางเลือก
หนึ่งในการน ามาใช้ตรวจหาเชื้อรา Colletotrichum spp. ซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ
เดียวในช่วง 60–65 องศาเซลเซียส เป็นเทคนิคที่มีความแม่นย าและจ าเพาะสูงเนื่องจากใช้ไพรเมอร์
จ านวน 4 ต าแหน่งอีกทั้งยังสามารถตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในขั้นตอนเดียวโดยสังเกต
การตกตะกอน หรือการเปลี่ยนสีของปฏิกิริยาหลังการย้อมสีได้ด้วยตาเปล่า (Notomi et al., 2000) 
ปัจจุบันมีการน าเทคนิคแลมป์มาใช้ในการตรวจหาเชื้อราก่อโรคแอนแทรกโนสในพืชหลายชนิด เช่น 
Wu et al. (2019) ได้ตรวหาเชื้อ C. gloeosporioides  G143A สายพันธุ์กลายที่ก่อโรค 
แอนแทรกโนสในสตอเบอร์รี่ โดยศึกษาที่บริเวนยีน Cytochrome b (cyt b) พบว่าสามารถตรวจพบ
เชื้อได้และมีความไวที่ 0.001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  นอกจากนี้ Chen et al. (2020) พัฒนาเทคนิค
แลมป์ตรวจหาเชื้อ C. gloeosporioides ในมะกอกจีนโดยออกแบบชุดไพร์เมอร์จากล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ 4 บริเวณบนยีน Transcriptional enhancer factor 1 (TEF-1) จากผลการศึกษาพบว่า 
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน TEF-1 ประความส าเร็จในการตรวจหาเชื้อ C. gloeosporioides และแยก
เชื้อจากสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงได้อย่างแม่นย า ดังนั้นเทคนิคแลมป์จึงมีประสิทธิภาพในการตรวจหาโรคได้
อย่างรวดเร็ว และแม่นย า โดยสามารถใช้ในการประเมินความรุนแรงของโรค เพื่อให้เกษตรกรได้มีการ
วางแผนการป้องกันโรคต่อไป งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์พัฒนาเทคนิคแลมป์ในการตรวจหาเชื้อรา 
C. asianum ที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในพืชเศรษฐกิจ 
 
จุดมุ่งหมายของการวิจัย  
 1. เพ่ือพัฒนาเทคนิคแลมป์ส าหรับยีน CHS-1 ในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum 
 2. เพ่ือทดสอบความจ าเพาะของเทคนิคแลมป์ในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum 
 3. เพ่ือทดสอบความไวของเทคนิคแลมป์ในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum 
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สมมุติฐานของการวิจัย 
 1. เทคนิคแลมป์ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหา C. asianum ที่ก่อโรคแอนแทรกโนสได้ 
 2. ชุดไพรเมอร์ที่ออกแบบด้วยยีนบริเวณ CHS-1 สามารถตรวจเชื้อราสกุล C. asianum ได้
อย่างจ าเพาะและแม่นย า 
 
ขอบเขตการวิจัย 
 

 

เก็บตัวอย่างเช้ือรา C. asianum จากผลไม้ที่พบรอยโรคจากตลาดสด

และห้างสรรพสินค้ารอบมหาวทยาลัยนเรศวร  

แยกเชื้อรา C. asianum ด้วยวิธี Tissue transplanting  

สกัดดเีอ็นเอเช้ือรา C. asianum ด้วยวิธี CTAB Ferdous et al., (2012)   

 

ระบุชนิดเช้ือรา C. asianum ด้วยล าดับนิวลีโอไทด์บริเวณ ITS และ

เปรียบเทยีบกับฐานข้อมูลใน NCBI ด้วยเว็บ BlastN  

ออกแบบไพรเมอร์ที่บริเวณยีน CHS-1 ด้วยโปรแกรม  

Primer Explorer version 5 

พัฒนาประสิทธิภาพของปฏิกิริยาแลมป์ด้วย WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix 

ทดสอบประสิทธิภาพความจ าเพาะของเทคนิคแลมป์

ในการตรวจหาเช้ือรา C. asianum  

ทดสอบประสิทธิภาพความไวของเทคนิคแลมป ์

ในการตรวจหาเช้ือรา C. asianum 

จ าแนกเช้ือรา C. asianum ด้วยลกัษณะสณัฐานวิทยาด้วยกล้องจลุทรรศน ์
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
โรคแอนแทรกโนส (Anthracnose)  
 โรคแอนแทรกโนส เป็นโรคพืชที่ท าให้เกิดความเสียหายหลังการเก็บเกี่ยวต่อผลผลิตทาง
การเกษตรทั้งปริมาณและคุณภาพ สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Colletotrichum spp. ท าให้ผลผลิตเน่าเสีย
อายุการเก็บรักษาสั้น ไม่สามารถขนส่งระยะไกลได้ เชื้อราสามารถเข้าท าลายได้ทุกส่วนของพืชตั้งแต่
ล าต้น ใบ ก้าน ดอก ผล และเมล็ด และเข้าท าลายได้ทุกระยะการเจริญเติบโตของพืชตั้งแต่ต้นอ่อน 
ระยะดอก ผลอ่อน โดยยังไม่แสดงอาการของโรค แต่จะแสดงอาการชัดเจนเมื่อผลผลิตแก่หรือเริ่มสุก 
จัดเป็นการเข้าท าลายแบบแฝง (latent infection) นอกจากนี้ยังพบการเข้าท าลายของเชื้อได้ทั้งแบบ
หลายชนิดเข้าท าลายพืชชนิดเดียว เช่น C. capsici และ C. gloeosporiodes พบในแก้วมังกร หรือ
เชื้อชนิดเดียวเข้าท าลายพืชหลายชนิดก็ได้  เช่น C. gloeosporiodes พบในมะม่วง มะละกอ  
แก้วมังกร ฝรั่ง องุ่น และพริก เป็นต้น การระบาดของโรคเกิดขึ้นอย่างเร็วและรุนแรงในสภาวะที่มี
อุณหภูมิและความชื้นสูง ซึ่งมีการแพร่กระจายของเชื้อโดยอาศัยลม ฝน หรือแมลงที่บินมาเกาะบริเวณ
แผลท าให้สปอร์แพร่กระจายไปยังที่ต่าง ๆ เมื่อถูกความชื้นก็สามารถงอกเจริญได้ โดยอาการของโรค
เริ่มจากจุดแผลแห้งเล็ก ๆ สีน ้าตาลแล้วค่อย ๆ เข้มขึ้นขยายออกเป็นวงกลมหรือวงรีซ้อนกันเป็นชั้น ๆ 
(ภาพ 1) จะเห็นชัดเจนในระยะที่ผลเริ่มสุกเมื่อมีความชื้นสูงและะพบการสร้างกลุ่มของสปอร์  หรือ 
โคนิเดีย (conidia) สีส้มหรือสีชมพูเป็นหยดเหลวข้นบริเวณแผล (รัมม์พัน โกศลานันท์ และคณะ, 
2557)  
 

 

ภาพ 1 รอยโรคแอนแทรกโนสบนผลไม้ (A) ฝรั่ง, (B) แก้วมังกร, (C) กล้วย, (D) มะม่วง  
และ (E) มะละกอ  

(ที่มา : Zakaria, 2021) 
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การเข้าท าลายและการเกิดโรคแอนแทรกโนส 
 โรคแอนแทรกโนสจะมีการเข้าท าลายโดยตรง (direct penetration) และเข้าท าลายแบบ
แฝง (latent inflection) โดยสปอร์ของเชื้อราที่เป็นโรคจะปลิวตามลมไปยังต้นกล้า และส่วนต่าง ๆ 
ของพืช ซึ่ งสปอร์ที่ ตกลงผิ วพืชจะงอก  germ  tube แผ่แนบกับผิ วพืชจากนั้ นก็จะสร้าง 
appressorium เป็นโครงสร้างพิเศษใช้สร้าง penetration peg แทงผ่านทะลุชั้น cuticle ไปยังผนัง
เซลล์แล้วแทงแฝงเขา้ไปทางช่องว่างภายในเซลล์ หลังจากนั้นจะอยู่ในช่วงพักตัวเมื่อถึงระยะเก็บเกี่ยว
หรือผลไม้เริ่มสุก ต่อมาส่วนปลายของ penetration peg ของเชื้อจะมีการปล่อยเอนไซม์ pectolytic 
และ cellulolytic ออกมาย่อย pectic และ cellulose ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ท าให้ผนัง
เซลล์แยกออกจากกันไม่รวมกันส่งผลให้เนื้อเยื่อยุบตัวและเกิดการเน่า (rotting) ซึ่งเรียกสภาวะการ
แฝงนี้ว่า laten inflection (ภาพ 2) (Zakaria, 2021)  
 

 

ภาพ 2 วงจรชีวิตของโรคแอนแทรกโนสบนผลไม้เขตร้อน 
(ที่มา : Zakaria, 2021) 
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อนุกรมวิธานและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา 
  Subdivision Deuteromycotina, 
  Class Coelomycetes, 
   Order Melanconiales,  
    Family Melanconiaceae  
     Genus Colletotrichum spp. (Ainsworth, 1973) 
 ลักษณะทั่วไปของเชื้อราสกุลนี้คือ เส้นใย (mycelium) มีผนังกั้น (septum) มีสีขาวอมเทา
จนถึงด า หรือสีขาวอมส้ม มักพบการสร้าง fruiting body แบบ acervulus ที่มีรูปร่างแบบ 
cushion-shaped กลมค่อนข้างแบน บริเวณใต้เซลล์ผิวพืช (epidermis) มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัย
เพศโดยจะสร้างสปอร์ เรียกว่าโคนิ เดีย  (conidia) เกิดบนก้านชูโคนิ เดีย  (conidiophore)  
มีลักษณะเซลล์เดียว ไม่มีสีไม่มีผนังกั้น (setae) มีรูปร่างทรงกระบอกยาวรีตรง หรือโค้งงอ เมื่อแก่จะ
ดันโคนิเดียจะถูกปล่อยออกมาเป็นกลุ่มในลักษณะแห้ง หรือของเหลวข้นสีเหลืองอ่อนหรือสีส้มอม
ชมพู นอกจากนี้ยังสร้าง sterile hypha สีเข้มขนาดใหญ่คล้ายหนามเรียกว่า seta บริเวณรอบขอบ 
acervulus หรือปะปนอยู่กับ conidiophore (ภาพ 3) ซึ่งลักษณะของ acervulus แตกต่างกันไป
ตามสภาพธรรมชาติและพืชอาศัย (host) (วิจัย รักวิทยาศาสตร์, 2546)  
 

 

ภาพ 3 โครงสร้าง acervulus (conidiomata) ของเชื้อราสกุล Colletotrichum 
(ที่มา : Zheng et al., 2022)  

 เชื้อราในสกุล Colletotrichum เป็นเชื้อสาเหตุที่ท าให้เกิดโรคแอนแทรกโนสในพืชมากกว่า 
470 สกุล ในพืชตระกูลหญ้า ธัญพืช ถั่ว ผัก ไม้ผล และไม้ประดับ ซึ่งรายงานการจัดจ าแนกที่ได้รับ
การยอมรับมากที่สุดคือการจัดจ าแนกของ Sutton (1992) โดยอาศัยความจ าเพาะเจาะจงต่อพืช
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อาศัยร่วมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถจ าแนกได้  39 สปีชีส์  ดังนี้ C. acutatum,  
C. capsici, C. caricae, C. caudatum, C. circinans, C. coccodes, C. coffeanum,  
C. corchori, C. crassipes, C. curvatum, C. dematium, C. destructivum, C. falcatum,  
C. fragariae, C. fusarioides, C. fuscum, C. glocosporioides, C. gloeosporiodes var 
minus, C. gnaphalii, C. graminicola, C. helichrysi, C. higginsianum, C. liliacearum,  
C. lindemuthianum, C. linicola, C. malvarum, C. musae, C. nigrum, C. nymphaeae,  
C. orbiculare, C. paludosum, C. phyllachoroides, C. psoraleae, C. spinaciae,  
C. sublineolum, C. trichellum. C. trifolii. C. truncatums และ C typhae (Bailey & Jeger, 
1992) 
 1. C. acutatum ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเมื่อน ามาเลี้ยงบนอาหาร PDA จะพบเส้นใย
เจริญหนาแน่น เมื่อยังอ่อนเส้นใยมีสีขาว (ภาพ 4A) ต่อมาค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีเทาอมชมพู ด้านตรง
ข้ามโคโลนีสีส้มอมชมพู โคนิเดียมีลักษณะเป็นรูปกระบอกเซลล์เดียว ไม่มีสี ขนาดที่วัดได้ประมาณ 
8.5-16.5 x 2.5-4 ไมโครเมตร (ภาพ 4B) ไม่สร้าง sclerotia และ setae ซึ่ง appressoria มีลักษณะ
ทรงกระบอกขนาด 9-12 x 8-10.5 ไมโครเมตร (ภาพ 4C) (Zivkovic et al., 2010) 
 

  

ภาพ 4 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. acutatum (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) โคนิเดีย, 
และ (C) appressoria 

(ที่มา : Liu et al., 2016) 

 2. C. capsici เป็นราที่มีพืชอาศัยกว้าง สามารถท าให้พืชแสดงอาการได้หลายอย่างเช่น  
dieback, stem break, anthracnose leaf spot, seed ling blight เป็นต้น ซ่ึงลักษณะโคโลนีบน
อาหาร PDA พบว่า เส้นใยเหนืออาหารเจริญฟูหนาหนา เมื่อเชื้อยังอ่อนอยู่เส้นใยสีขาวเทา ต่อมาค่อย 
ๆ เปลี่ยนเป็นสีเทาและเป็นเทาแกมด า (ภาพ 5A) พบ seta ลักษณะเป็นเส้นสีน ้าตาลเข้มถึงด าปลาย
เรียวแหลมเกิดปะปน (ภาพ 5B) ไม่พบการสร้าง sclerotia โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะโค้งงอคล้าย
เคียว ปลายด้านหนึ่งแหลม ส่วนอีกด้านหนึ่งค่อนข้างมน ขนาดที่วัดได้ 18-23 x 3.5-4 ไมโครเมตร 
(ภาพ 5C) (Widodo & Hidayat, 2018) 
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ภาพ 5 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. capcisi (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) seta  
และ (C) โคนิเดีย 

(ที่มา : Widodo & Hidayat, 2018) 

 3. C. caricae เป็นสายพันธุ์ที่มีการเจริญเติบโตเร็วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ มีการสร้างกลุ่ม 
acervular conidomata บนพืชอาศัยซึ่งคล้ายกับการแตกแขนงของเส้นใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบ 
seta และ appressoria มีสีเขียวเข้ม มีลักษณะเป็นรูปไข่ค่อนข้างไปทางทรงรูปชมพู่ กลุ่มโคนิเดียเป็น
หยดน ้าข้น ๆ สีชมพู และโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะทรงกระบอกมีขนาด 3.5-6 x 9-20 ไมโครเมตร 
(Bailey & Jeger, 1992; Sutton, 1980) 
  4. C. caudatum โคโลนีเจริญกันอย่างหนาแน่นมีสีน ้าตาลอ่อน (ภาพ 6A) และเส้นใยที่
เจริญบริเวณรอบโลนีมีสี เทาอ่อน โคนิ เดียมีลักษณะเป็นทรงกระสวยมีขนาด 18.5 x 3.5-4 
ไมโครเมตร ซึ่งด้านหนึ่งโค้งมนส่วนปลายอีกด้านโค้งงอยาวยืดออกไป ขนาดประมาณ 10-16 
ไมโครเมตร (ภาพ 6B และ 6C) พบ seta จ านวนมากมีลักษณะเป็นเส้นสีน ้าตาลเข้มถึงด าปลายเรียว
แหลมเกิดปะปน (ภาพ 6D) appressoria มีลักษณะทรงกระบอก หรือรูปไข่ มีขนาด 10-14 x 9-10 
ไมโครเมตร (ภาพ 6D) (Crouch, 2014) 
 

 

ภาพ 6 สัณฐานวิทยาของเชื้ อ  C. caudatum  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้ อ PDA,  
 (B และ C) โคนิเดีย, (D) seta และ (E) appressoria 

(ที่มา : Crouch, 2014) 
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 5. C. circinans โคโลนีมีสีน ้าตาลเข้ม เส้นใยที่เจริญรอบๆ มีสีเหลืองอ่อน มีการสร้าง 
sclerotia มีรูปร่างทรงกลม พบ seta เป็นจ านวนมาก และพบกลุ่มโคนิเดียเป็นหยดน ้าข้นสีเหลืองใส 
(ภาพ 7A) โคนิเดียเดี่ยว ๆ เป็นรูปทรงกระสวย ปลายแต่ละด้านค่อยๆโค้งงอเรียวไปจนสุดปลายซึ่งมี
ขนาด 3.5 x 19-21 ไมโครเมตร conidiophores มีการปะปนของ seta มีลักษณะเป็นเส้นสีน ้าตาล
เข้มถึงด าปลายเรียวแหลม (ภาพ 7C) (Damm et al., 2009) 
 

 

ภาพ 7 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. circinans (A) seta, (B) conidia และ (D) conidiophores 
(ที่มา : Damm et al., 2009) 

  6. C. coccodes โคโลนีที่เจริญบริเวณรอบโคโลนีมีสีขาวเมื่อเส้นใยแก่ตัวจะเปลี่ยนเป็นสีด า 
(8A) กลุ่มโคนิเดียวเป็นหยดน ้าข้นสีเหลืองอ่อน สีส้มจนถึงสีส้มเข้ม มีรูปร่างทรงกระบอกตรง หัวท้าย
โค้งงอเล็กน้อยมีขนาด 3-4 x 16-24 ไมโครเมตร (ภาพ 8B) appressoria มีสีน ้าตาลอ่อนจนถึงเข้ม 
ลักษณะทรงกระบอกยาวค่อนไปทางทรงรูปไข่ หรือบางครั้งมีรูปร่างไม่แน่นอนซึ่งมีขนาด 4-11.5 x 
8.5-16 ไมโครเมตร (ภาพ 8C) (Liu et al., 2011) 

 

 
ภาพ 8 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. coccodes (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) โคนิเดีย 

และ (C) appressoria 
(ที่มา : Liu et al., 2011) 

 7. C. coffeanum โคโลนีค่อนข้างเจริญช้า เส้นใยเจริญรอบ ๆ โคนีโลนีมีขนาดหนาแน่นมีสี
เทาเข้มจนถึงสีเทาอมเขียวมะกอก เมื่อเชื้อราแก่ตัวจะมีสีที่ซีดลง (ภาพ 9A) ไม่พบ setae และ 
sclerotia ซึ่งโคนิเดียเดียว ๆ มีลักษณะทรงกระบอกตรง หัวท้ายมน ขนาดที่วัดได้ 4 x 12.5-19 
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ไมโครเมตร (ภาพ 9B) โดยโคนิเดียเกิดจาก conidiophores (ภาพ 9C) (Bailey & Jeger, 1992; 
Furtado, 1970; Hocking, 1972) 
 

 

ภาพ 9 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. coffeanum (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) โคนิเดีย
และ (C) conidiophores 

(ที่มา : Alhudaib et al., 2023) 

 8. C. corchori สายพันธุ์นี้โคโลนีค่อนข้างแปรผัน เส้นใยรอบ ๆ โคโลนีมีขนาดบางหรือไม่มี 
เส้นใยมีสีขาวจนถึงสีเทา เมื่อเชื้อราแก่ตัวจะพบ sclerotia ปะปนอยู่บริเวณรอบ ๆ โคโลนี นอกจากนี้
ยังพบ setae และ appressoria จ านวนมากกระจายบนอาหารเลี้ยงเชื้อบางครั้งรวมตัวกันเป็นก้อน
แน่น ซึ่งมีลักษณะทรงกลมค่อนไปทางรูปไข่ มีขนาด 5.5-8.5 x 6.5-11 ไมโครเมตร กลุ่มโคนิเดียเป็น
หยดน ้าขนสีเหลืองอมน ้าตาลคล้ายสีน ้าผึ้ง โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีรูปร่างทรงกระสวย ส่วนหัวท้ายแต่ละ
ด้านค่อย ๆ โค้งงอไปจนสุดปลาย (Ikata & Yoshida, 1940; Islam et al., 2006) 
 9. C. crassipes โคโลนีมีความแปรผันมาก โดยเส้นใยมีสีที่หลากหลายขึ้นอยู่กับอาหารเลี้ยง
เชื้อ อายุของเชื้อราซึ่งเส้นใยที่เจริญออกไปรอบ ๆ โคโลนีมีสีชมพู สีเทา และสีน ้าตาล พบ sclerotia 
และ setae จ านวนมาก นอกจากนี้ยังพบ appressoria มีสีน ้าตาลอ่อนจนถึงเข้ม มีลักษณะทรงกลม
ยาวค่อนไปทางรูปไข่ และมีขอบหยักลึกปกติจะรวมตัวกันเป็นก้อนแน่นซึ่งมีขนาด 7-9.5 x 10.5-14 
ไมโครเมตร กลุ่มโคนิเดีย รวมกันเป็นน ้าข้นสีน ้าผึ้ง หรือสีครีอมส้ม โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีณุปร่าง
ทรงกระบอกตรง ด้านหัวมนฐานปลายตัดมีขนาด 5-7 x 14-28 ไมโครเมตร ซึ่งสายพันธุ์นี้เป็นหนึ่งใน
หลายๆสายพันธ์ที่ถูกจ าแนกออกมาจาก C. gloeosporioides เนื่องจากโคนิเดียมีขนาดที่กว้างและ
ยาวกว่าปกติ นอกจากนี้ appressoria มีขอบหยักลึก (Sutton, 1980) 
 10. C. curvatum กลุ่มของโคโลนีและเส้นใยที่เจริญอยู่รอบ ๆ มีสีขาวจนถึงสีเทา ไม่พบ 
sclerotia และ appressoria แต่พบ setae ซึ่งพบกลุ่มของโคนิเดีย รวมกันเป็นหยดน ้าข้นสีขาวอม
ชมพู และโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นทรงกระสวยโค้งงอ โดยปลายแต่ละด้านค่อย ๆ เรียวจนไปถึง
แหลมขนาดที่วัดได้ 3.5 x 16-22 ไมโครเมตร (Briant & Martyn, 1930) 
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 11. C. dematium สายพันธุ์นี้โคโลนีมีความแปรผันมาก ซึ่งเส้นใยนีมีสีหลากหลายมีตั้งแต่สี
ขาว สีเทาอ่อนจนถึงสีเทาเข้ม และมีน ้าตาลเข้ม (ภาพ 10A) ซึ่งโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นทรง
กระสวยหัวท้ายค่อย ๆ โค้งงอเรียวจนสุดปลายแต่ละด้านมีขนาด 2-3 x 18-26 ไมโครเมตร (ภาพ 
10B) appressoria เป็นสีน ้าตาลอ่อน ลักษณะทรงกลมยาวค่อนไปทางรูปไข่ หรือบางครั้งพบรูปร่างที่
ไม่แน่นอน ขอบหัวท้ายมีรอยหยักมีขนาด 4-12.5 x 7.5-18 ไมโครเมตร (ภาพ 10C) นอกจากนี้ยังพบ 
acervuli บนเนื้อเยื้อหรือผิวของพืช (ภาพ 10D) (K. D. Hyde et al., 2009; Samarakoon et al., 
2018) 
 

 

ภาพ 10 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. dematium (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) โคนิเดีย 
 (C) appressoria และ (D) acervuli 

(ที่มา : K. D. Hyde et al., 20009) 

 12. C. destrunctivum โคโลนีของเชื้อรามีการเจริญเรียบติดกับจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ลักษณะค่อนข้างเปียกตรงกลางมีสีเหลืองอ่อนจนถึงสีส้ม (ภาพ 11A) และโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะ
ทรงกระบอกตรงโค้งเล็กน้อย หัวมนส่วนปลายฐานตัดซึ่งมีขนาด 4-6 x 10-22 ไมโครเมตร  
(ภาพ 11B) พบ appressoria มีจ านวนมาก มีลักษณะทรงกลมค่อนไปทางรูปไข่ มีขนาด 6-10 x  
6-16 ไมโครเมตร (ภาพ 11C) (K. Hyde et al., 2009) 
 

 

ภาพ 11 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. destrunctivum  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
(B) โคนิเดีย และ (C) appressoria 

(ที่มา : K. D. Hyde et al., 20009) 



 

 

12 

 13. C. fusarioides สายพันธุ์นี้พบการสร้าง conidiomata ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 200-
450 ไมโครเมตร พบ seta กระจายอยู่บาง ๆ หรือไม่พบเลยขึ้นอยู่กับการเจริญของ conidiomata 
กลุ่มของโคนิเดีย รวมกันเป็นหยดน ้าข้นสีส้มเข้ม มีรูปร่างไม่แน่นอน ส่วนใหญ่มีลักษณะทรงกระบอก
ตรง หัวท้ายโค้งมนซึ่งมีขนาด 4.5-6 x 18-32 ไมโครเมตร (Bailey & Jeger, 1992; Garibaldi et 
al., 1997) 
 14. C. gnaphalii สายพันธุ์นี้ เป็นหนึ่ งในสายพันธุ์ที่ถูกจ าแนกออกมาจากสายพันธุ์  
C. gloeosporioides ซึ่งมีลักษณะเด่นคือ โคนิเดียมีขนาดที่เล็กกว่าซึ่งขนาดที่วัดได้คือ 4-6 x 8-15 
ไมโครเมตร (Bailey & Jeger, 1992) 
 15. C. falcatum โคโลนีมีสีขาวอมเทา และเส้นใยมีการเจริญกระจายแบบบางฟู อยู่รอบ ๆ 
โคโลนีบางบริเวณเจริญแบบหนาแน่น (ภาพ 12A) กลุ่มของโคนิเดีย รวมกันเป็นหยดน ้าข้นสีส้มอม
เหลือง (ภาพ 12B) พบ seta เป็นจ านวนมาก มีลักษณะเป็นเส้นสีน ้าตาลเข้มถึงด าปลายเรียวแหลม 
(ภาพ 12C) โคนิเดียมีลักษณะรูปทรงกระสวย ส่วนหัวท้ายแต่ละข้างค่อย ๆ งอเรียวไปจนสุดปลาย 
ขนาดที่วัดได้ 4-5 x 15.5-26.5 ไมโครเมตร (ภาพ 12D) appressoria มีสีน ้าตาลอ่อน ลักษณะทรง
กลมจนถึงรูปไข่ ซึ่งมีขนาด 9.5-12 x 12.5-14.5 ไมโครเมตร (ภาพ 12E) (Costa et al., 2021; 
Srijudanu et al., 2023) 
 

 

ภาพ 12 สัณฐานวิทยาของเชื้ อ C. falcatum  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ ยงเชื้ อ PDA, 
 (B) conidia masses, (C) seta, (D) โคนิเดีย และ (E) appressoria 

(ที่มา : Costa et al., 2021) 

 16. C. fragariae โคโลนีของเชื้อรามีสีขาวอมเทาจนถึงด า (ภาพ 13A) และกลุ่มของโคนิเดีย 
รวมกันเป็นหยดน ้าข้นสีส้ม (ภาพ 13B) พบ seta กระจายตัวกันอย่างหนาแน่น มีลักษณะเป็นเส้นสี
น ้าตาลเข้มถึงด าปลายเรียวแหลม (ภาพ 13C) ไม่พบ sclerotia ส่วนโคนิเดียเดี่ยว ๆ เป็นรูป
ทรงกระบอก ส่วนหัวโค้งมนจนถึงปลายตัดซึ่งมีขนาด 4.5-5 x 12.5-16.5 ไมโครเมตร (ภาพ 13D) (Li 
et al., 2021; Xie et al., 2010) 
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ภาพ 13  สัณฐานวิทยาของเชื้ อ  C. fragariae  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ ยงเชื้ อ PDA, 
 (B) conidia masses, (C) seta, และ (D) โคนิเดีย 

(ที่มา : De Chirimoya, 2005) 

 17. C. fuscum สายพันธุ์นี้โคโลนีมีการเจริญเติบโตเร็ว เส้นใยมีลักษณะหนาแน่น มีสีขาวอม
เทา เมื่อเชื้อราแก่ตัวเส้นใยจะรวมกันเป็นก้อนสีด ากลายเป็น sclerotia (ภาพ 14A) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มี
ลักษณะเป็นทรงกระบอกจนถึงทรงรี หัวท้ายมนปลายตัดซึ่งมีขนาด 3.5-4 x 15-21 ไมโครเมตร  
(ภาพ 14B) พบ seta เป็นจ านวนมาก (ภาพ 14C) และพบ appressoria มีลักษณะเป็นรูปไข่ เส้น
ผ่านศูนย์กลาง 4-7 ไมโครเมตร (ภาพ 14D) (Damm et al., 2014) 
 

 

ภาพ 14 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. fuscum (A) sclerotia, (B) โคนิ เดีย , (C) seta, 
 และ (D) conidiophores 

(ที่มา : Damm et al., 2014) 

 18. C. gloeosporioides เส้นใยของเชื้อรามีลักษณะการเจริญเติบโตกระจายตัวแบบบาง ๆ 
ๆ เรียบติดกับอาหารเลี้ยงเชื้อ มีสีขาวอมเทาถึงสีเทาจนถึงสีเทาเข้ม (ภาพ 15A) ไม่พบ seta และ 
sclerotia และโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะรูปร่างทรงกระบอกตรง ปลายมนทั้งสองด้าน ขนาด
ประมาณ 3.5-6 x 12-17 ไมโครเมตร (ภาพ 15B) ส่วน appressoria มีลักษณะเป็นรูปไข่ บางครั้ง
ขอบหยักสีน ้าตาลอ่อนมีขนาด 6-20 x 4-12 ไมโครเมตร (ภาพ 15C) (Bailey & Jeger, 1992; 
Chowdappa, 2017) 
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ภาพ 15 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. gloeosporioides (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
(B) โคนิเดีย, และ (C) appressoria 

(ที่มา : Chowdappa, 2017) 

 19. C. gloeosporioides var minus โคโลนีมีการเจรญเติบโตเร็ว เมื่อสังเกตด้วยตาเปล่า
เส้นใยจะมีลักษณะที่หยาบกว่าสายพันธุ์ C. gloeosporioides เส้นใยที่เจริญอยู่รอบ ๆ โคโลนีมีสีขาว
จนถึงสีเทา และมีลักษณะหนานุ่มฟู (ภาพ 16A) ไม่พบ sclerotia และโคนิเดียมีลักษณะทรงกระบอก
ตรง หัวท้ายมนปลายตัดขนาดที่วัดได้ 3-5 x 11-17.5 ไมโครเมตร (ภาพ 16B) appressoria  
มีลักษณะเป็นรูปไข่ หรือมีรูปร่างไม่แน่นอน บางครั้งมีขอบหยักสีน ้าตาลอ่อนมีขนาด 6-6.5 x 8-9 
ไมโครเมตร (ภาพ 16C) (Weir et al., 2012) 
  

 

ภาพ 16 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. gloeosporioides var minus (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 PDA, (B) โคนิเดีย และ (C) appressoria 

(ที่มา : Weir et al., 2012) 

20. C. helichrysi สายพันธุ์นี้เป็นสาเหตุอาการ leaf hypertrophy หรืออาการใบบิดเบี้ยว ใบหนา
และงอ ซึ่งเกิดจากเซลล์มีขนาดการเจริญเติบโตกว่าปกติ หรือเนื้อเยื่อนั้นมีการแบ่งเซลล์เกิดขึ้น
มากกว่าปกติ ซึ่ง conidiomata มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 120-250 ไมโครเมตร และโคนิเดียเดี่ยว 
ๆ มีลักษณะเป็นทรงกระบอกมีขนาด 4.5-6 x 15-19 ไมโครเมตร (Arx, 1957a; Van der Aa et al., 
1990) 
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 21. C. graminicola โคโลนีมีสีเทา และเส้นใยที่เจริญเติบโตรอบๆ โคโลนีมีการเจริญที่ไม่
สม ่าเสมอ ซึ่งเส้นใยมีลักษณะหนาฟู มีสีเทาหรือสีน ้าตาลเข้ม (ภาพ 17A) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะ
เป็นรูปกระสวย ปลายแต่ละข้างค่อย ๆ โค้งงอจนสุดปลายมีขนาด 3.5-5 x 23.5-29 ไมโครเมตร 
(ภาพ 17B) และพบ appressoria จ านวนมาก มีสีน ้าตาล ขอบไม่มีเรียบซึ่งมีขนาด 12.5-14 x 17.5-
20 ไมโครเมตร (ภาพ 17C) (Shi et al., 2023) 
 

 

ภาพ 17 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. graminicola (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
(B) โคนิเดีย และ (C) appressoria 

(ที่มา : Shi et al., 2023) 

 22. C. higginsianum สายพันธุ์นี้ก่อโรคในพืชวงศ์ Curciferae โคโลนีมีลักษณะเปียกเรียบ
ติดกับอาหารเลี้ยง มีสีขาวอมเหลืองจนถึงสีน ้าตาล (ภาพ 18A) กลุ่มโคนิเดีย รวมตัวเป็นหยดน ้าข้น
หรือเมือกสีส้มเข้มอมน ้าตาล (ภาพ 18B) พบ seta เป็นจ านวนมาก มีลักษณะเป็นเส้นสีน ้าตาลเข้มถึง
ด าปลายเรียวแหลม (ภาพ 18C) โคนิเดียวเกิดจาก conidiophores (ภาพ 18D) และโคนิเดียเดี่ยว ๆ 
มีลักษณะกระบอกตรง หัวท้ายโค้งมน มีขนาด 4 x 16.5-19 ไมโครเมตร (ภาพ 18E) (Damm et al., 
2014; Liu et al., 2017) 
 

 

ภาพ 18 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. higginsianum  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
(B) acervuli, (C) seta, (D) conidiophores และ (E) โคนิเดีย 

(ที่มา : Damm et al., 2014) 



 

 

16 

 23. C. liliacearum โคโลนีเริ่มมีขาวจนถึงสีเทา เมื่อเชื้อราแก่ตัวโคโลนีมีสีด า (ภาพ 19A) 
พบ seta จ านวนมาก (ภาพ 19B) กลุ่มโคนิเดียวเดี่ยว ๆ มีลักษณะทรงกระสวย พระจันทร์เสี้ยว 
ปลายแต่ละด้านค่อย ๆ เรียวเล็กลงมีขนาด 3.5-5 x 13-23 ไมโครเมตร (ภาพ 19C) appressoria มีสี
น ้าตาลอ่อน มีลักษณะทรงกลมค่อนยาว รูปร่างไม่แน่นอน หรือขอบหยักมนมีขนาด 6.-10.5 x 12-
14.5 ไมโครเมตร (ภาพ 19D) (Bailey & Jeger, 1992) ซึ่งสายพันธุ์นี้ก่อโรคสะเกล็ดด า (black 
scale) ในตาหน่อต้นลิลี่ (Boerema & Hamers, 1989; Kim et al., 2002) 
 

 

ภาพ 19 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. liliacearum  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
(B) seta, (C) โคนิเดีย และ (D) appressoria 

(ที่มา : Kim et al., 2002) 

 24. C. linicola สายพันธุ์นี้โคโลนีมีการเจริญเติบโตช้ามีสีน ้าตาลเข้มถึงด า ไม่ค่อยมีการเจริญ
ของเส้นใยขยายออกด้านอก แต่มีการเจริญของเส้นใยที่รวมตัวกันแน่นซึ่งมีสีด า ไม่พบ sclerotia แต่
พบ seta เป็นจ านวนมาก appressoria มีสีน ้าตาลอ่อน มีลักษณะทรงกลมค่อนยาว รูปร่างไม่แน่นอน 
หรือขอบหยักมนมีขนาด 6.5-13.5 x 10-13.5 ไมโครเมตร โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะตรงโค้งงอ
เล็กน้อย ปลายแต่ละด้านๆ เรียวไปจนสุดปลาย มีขนาด 3-4.5 x 16-19 ไมโครเมตร (Vasic et al., 
2014) 
 25. C. lindemuthianum กลุ่มโคนิเดีย รวมตัวเป็นหยดน ้าข้นสีส้มอ่อนจนถึงสีน ้าผึ้ง  
(ภาพ 20A) พบ seta กระจายอยู่อย่างบาง ๆ มีลักษณะเป็นเส้นสีน ้าตาลอ่อนปลายเรียวแหลม (ภาพ 
20B) โคนิเดียเกิดจาก conidiophores (ภาพ 20C) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะทรงกระบอกจจนถึง
ทรงรี ปลายทั้งสองด้านโค้งมนมีขนาด 3.5-4.5 x 9.5-11.5 ไมโครเมตร (ภาพ 20D) พบ appressoria 
กระจายตัวอยู่มีสีน ้าตาลอ่อน หรือสีน ้าตาลเข้ม มีลักษณะทรงกลมรูปไข่ ขอบเรียบมีขนาด 6-7 x 8 
ไมโครเมตร (ภาพ 20E) (Arx, 1957a; Bailey & Jeger, 1992) ซึ่งสายพันธุ์นี้ถูกจ าแนกออกจากสาย
พันธุ์ C. gloeosporioides (Damm et al., 2013; Von Arx, 1970) 
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ภาพ 20 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. lindemuthianum  (A) conidia masses, (B) seta, 
(C) conidiophores, (D) โคนิเดีย และ (E) appressoria 

(ที่มา : Damm et al., 2013) 

 26. C. paludosum สายพันธุ์นี้มีเส้นผ่านศูนย์กลางของ conidiomata ที่ขนาด 150-370 
ไมโครเมตร และโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นทรงกระบอกจนถึงรูปทรงรี มีขนาด 6-8 x 18-28 
ไมโครเมตร (Arx, 1957a, 1957b) ซึ่งจากรายงานของ von Arx (1957a,b) ไม่มีรายงานเกี่ยวกับ
สัณฐานวิทยาของเชื้อราที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงท าให้ไม่ทรายรายละเอียดเกี่ยวกับ setae, 
sclerotia และ appressoria (Arx, 1957a; Bailey & Jeger, 1992) 
 27. C. nymphaeae สายพันธุ์นี้การเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อส่วนใหญ่จะเป็นแบบ 
hyphomycetous มากกว่าแบบ sporodochial และไม่มีการสร้าง acervulus โคโลนีมีสีขาว และมี
ลักษณะหนาฟูรวมตัวกันแน่น (ภาพ 21A) ซึ่งโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นรูปทรงรี ค่อนไป
ทรงกระบอก โค้งงอเล็กน้อย ปลายทั้งสองด้านโค้งมนมีขนาด 4-5.5 x 12-23 ไมโครเมตร (ภาพ 21B) 
พบ appressoria มีสีน ้าช็อคโกแลตหรือสีน ้าตาลเข้ม มีลักษณะทรงกลมรูปไข่ ขอบหยักมีขนาด 9-
10.5 x 10-12.5 ไมโครเมตร (ภาพ 20C) ซึ่งเชื้อรานี้เป็นสายพันธุ์เฉพาะที่ก่อโรคจุดด าพืชวงศ์บัว 
(Nymphaea) และยังจัดอยู่ในกลุ่ม C. acutatum complex (Damm et al., 2012; Van der Aa, 
1978; Van der Aa et al., 1990) 
 

 

ภาพ 21 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. nymphaeae (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
(B) โคนิเดีย และ (C) appressoria 

(ที่มา : Hunupolagama et al., 2017) 
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 28. C. malvarum พบ acervuli เจริญอยู่บนผิวหรือเนื้อเยื่อของพืช (ภาพ 22A) พบการ
สร้าง setae มีลักษณะเป็นหนามสีน ้าตาลเข้มเป็นจ านวนมาก (ภาพ 22B) และ appressoria มี
ลักษณะทรงกลมรูปไข่ ขอบเรียบมีขนาด 8-13.5 x 11-14.5 ไมโครเมตร (ภาพ 22C) โคนิเดีเดี่ยว ๆ มี
ลีกษณะทรงกระบอกค่อนไปทางรูปทรงรี ส่วนหัวโค้งมนปลายฐานตัด มีขนาด 4-6 x 12-24 
ไมโครเมตร (ภาพ 22D) (Arx, 1957b; Bailey & Jeger, 1992) สายพันธุ์นี้มีรายงานว่ามีความใกล้ชิด
กับสายพันธุ์  C. gloeosporio ides  และยังเป็น เชื้ อราก่อโรคที่ จ าเพาะกับพืชในวงศ์ชบา 
(Malvaceae) (Cho & Shin, 2004; Kim et al., 2008) 
 

 

ภาพ 22 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. malvarum (A) acervuli, (B) seta, (C) appressoria 
และ (D) โคนิเดีย 

(ที่มา : Damm et al., 2013) 

 29. C. musae โคโลนีมีสีขาวเจริญเติบโตอย่างมากมีลักษณะหนาแน่น เส้นใยรอบที่เจริญอยู่
รอบๆ โคโลนีมีสีเทาเมื่อเชื้อราแก่ตัว (ภาพ 23A) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะทรงกระบอก ปลายกว้าง
ฐานตัดมีขนาด 4.5-5.5 x 12-17 ไมโครเมตร (ภาพ 23B) appressoria เป็นจ านวนมากมีสีน ้าตาล
อ่อนจนถึงเข้ม มีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบมักมีรอยหยักขนาดใหญ่และลึก มีขนาด 9-11.5 x 9-13 
ไมโครเมตร (Bailey & Jeger, 1992) (Su et al., 2011; Von Arx, 1970) 
 

 

ภาพ 23 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. musae (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) โคนิเดีย 
และ (C) appressoria 

(ที่มา : Chowdappa, 2017) 
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 30. C. nigrum พบกลุ่มโคนิเดีย (conidia masses) เป็นหยดน ้าข้นสีส้ม (ภาพ 24A) ซึ่งโค
นิเดียเกิดจากก้านชูสปอร์ หรือเรียกว่า conidiophore (ภาพ 24B) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็น
ทรงกระบอกค่อนไปรูปทรงรี หัวมนปลายฐานตัดซึ่งมีขนาด 3.5-6.5 x 15-21 ไมโครเมตร (ภาพ 24C) 
พบ setae เป็นจ านวนมาก ซึ่งมีลักษณะทรงกระบอกยาวคล้ายหนาม สีจ ้าตาลเข้ม (ภาพ 24D) พบ 
appressoria มีลักษณะรูปไข่ค่อนกลมจนถึงมีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบหยักมีขนาด 8.5.-10 x 13 
ไมโครเมตร (ภาพ 24E ) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าสายพันธุ์นี้มีความใกล้ เคียงกับสายพันธุ์   
C. gloeosporioides และก่อโรคที่จ าเพาะกับพืชสกุล Capsicum (Liu et al., 2013; Rivera et al., 
2016) 
 

 

ภาพ 24 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. nigrum (A) conidia masses, (B) conidiophores,  
(C) โคนิเดีย, (D) seta และ (E) appressoria 

(ที่มา : Liu et al., 2013) 

 31. C. phyllachoroides สายพันธุ์นี้ conidiomata มีสีด า และมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางที่ 
150-400 ไมโครเมตร นอกจากนี้ยังพบ setae และโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นทรงกระบอก  
หัวท้ายมน หรือโค้งงอเล็กน้อยมีขนาด 4-6.5 x 18-24 ไมโครเมตร (Arx, 1957a, 1957b)ซึ่งไม่มี
รายงานเกี่ยวกับสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่เลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  จึงท าให้ไม่ทรายรายละเอียด
เกี่ยวกับ sclerotia และ appressoria (Arx, 1957a; Sutton, 1980) 
 32. C. orbiculare พบกลุ่มโคนิเดีย หรือเรียกว่า conidia masses เป็นหยดน ้าใสสีส้มอ่อน 
และพบการปะปนของ seta ด้ วย  (ภาพ 25A ) ซึ่ งโคนิ เดี ย เกิดจากก้ านชูสปอร์ เรียกว่ า 
conidiophores (ภาพ 25B) ส่วน appressoria มักจับตัวกัน มีลักษณะรูปไข่ค่อนกลม ขอบเรียบมี
ขนาด 5.5.-10 x 16 ไมโครเมตร (ภาพ 25C) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะทรงตรง โค้งงอเล็กน้อย หัว
ท้ายโค้งมนมีขนาด 4.5-6 x 10-15 ไมโครเมตร (ภาพ 25D) (Arx, 1957a, 1957b; Guozhong et 
al., 2004) 
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ภาพ 25 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. orbiculare (A) conidia masses, (B) conidiophores, 
(C) appressoria และ (D) โคนิเดีย 

(ที่มา : Damm et al., 2013) 

 32. C. sublineolum โคโลนีเจริญหนาฟูเป็นชั้น ๆ เส้นใยรอบโคโลนีมีสีเทา มีลักษณะฟูอัด
กันแน่น เมื่อเชื้อราแก่ตัวสีของเส้นใยจะเปลี่ยนเป็นสีเทาอมเขียว (ภาพ 26A) พบกลุ่ม acervuli เจริญ
อยู่บนผิว หรือเนื้อเยื่อของพืช (ภาพ 26B) พบ appressoria มีสีน ้าตาล มีรูปร่างไม่แน่นอน มีขนาด 
8.5-9 x 11.5-15 ไมโครเมตร (ภาพ 26C) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีรูปทรงกระสวยหรือรูปร่างคล้าย
พระจันทร์เสี้ยว ปลายทั้งสองด้านค่อย ๆ โค้งงอเรียวเล็กลงมีขนาด 3-4.5 x 18.5-27.5 ไมโครเมตร 
(ภาพ 26D) (Binyam et al., 2016; Holliday, 1989; Sutton, 1980) 
 

 

ภาพ 26 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. sublineolum (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA,  
(B) acervuli, (C) appressoria, และ (D) โคนิเดีย 

(ที่มา : Binyam et al., 2016) 

 34. C. psoraleae เส้นใยที่เจริญอยู่รอบโคโลนีมีสีขาวอมเทา (ภาพ 27A) กลุ่มโคนิเดียวเป็น
หยดน ้าข้นสีเหลืองอมเขียว (ภาพ 27B) (Arx, 1957a; K. Hyde et al., 2009) โคนิเดียเกิดจากก้านชู
สอร์ หรือท่ีเรียกว่า conidiophore (ภาพ 27B) และโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นทรงกระบอกจนถึง
รูปทรงรี หัวท้ายมนมีขนาด 3.5-4 x 6-1 ไมโครเมตร (ภาพ 27C) (Arx, 1957a, 1957b)  
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ภาพ 27 สัณฐานวิทยาของเชื้ อ C. psoraleae  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ ยงเชื้อPDA, 
 (B) conidia masses, (C) conidiophore และ (D) โคนิเดีย 

(ที่มา: https://mycokeys.pensoft.net/article/59852/zoom/fig/13/) 

 35. C. typhae โคโลนีมีลักษณะบางเรียบติดกับจานอาหารเลี้ยงเชื้อ มีสีขาวอมเทาจนถึงสี
น ้าตาลอมเทา (ภาพ 28A) พบ setae จ านวนมาก มีลักษณะคล้ายหนาม สีน ้าตาลเข้มจนถึงสีด า 
(ภาพ 28B) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะทรงกระบอกโค้งงอเล็กน้อย บางครั้งช่วงตรงกลางหดตัว
เล็กน้อย ปลายแต่ละด้านค่อยๆ เรียวเล็กลงไปจนสุดปลายมีขนาด 3.5-5 x 11.5-21 ไมโครเมตร 
(ภาพ 28C) appressoria มีสีน ้าตาลอ่อน และมีลักษณะเป็นรูปไข่ค่อนไปทรงกลมมีขนาด 5-9 x 8-
11 ไมโครเมตร (ภาพ 28E) (Bailey & Jeger, 1992; Belmino Maia et al., 2018) 
 

 

ภาพ 28 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. typhae (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) seta,  
(C) โคนิเดีย และ (D) appressoria 

(ที่มา : Dias et al., 2018) 

 36. C. truncatum โคนีเดียมีสีเทาอ่อน และลักษณะเปียกหนาเรียบติดกับจานอาการเลี้ยง
เชื้อ (ภาพ 29A) ซึ่งโคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นทรงกระสวย หรือพระจันทร์เสี้ยว ปลายแต่ละด้าน
ค่อย ๆ เรียวเล็กลงมีขนาด 4-6 x 12-16 ไมโครเมตร (ภาพ 29B) และพบ appressoria เป็นจ านวน
มาก มีลักษณะค่อนข้างกลมหรือมีรูปร่างไม่แน่นอนมีขนาด 6-12 x 6-12 ไมโครเมตร (ภาพ 29C) พบ
การสร้างโคนิเดียบนก้านชูสปอร์ที่เรียกว่า conidiophore (ภาพ 29D) (Holliday, 1989; Koch & 
Knox-Davies, 1989; Sutton, 1980) 
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ภาพ 29 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. truncatum (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) โคนิ
เ ดี ย 
 (C) appressoria และ (D) conidiophores 

(ที่มา : Liu et al., 2016) 

 37. C. spinaciae พบการสร้าง acervuli บนผิวของพืช ซึ่งจะพบการสร้างกลุ่มโคนิเดียมี
ลักษณะเป็นหยดน ้าใสสีเหลืองอ่อน (ภาพ 30A) แต่ไม่พบ sclerotia โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็น
ทรงกระสวย หรือรูปพระจันทร์เสี้ยว ทั้งด้านแต่ละด้านค่อย ๆ เรียวเล็กไปจนสุดปลายมีขนาด 3.5-
5.5 x 21-28 ไมโครเมตร (ภาพ 30B) พบ seta เป็นจ านวนมากมีลักษณะคล้ายหนาม ปลายเรียว
แหลม มีสีน ้าตาลเข้ม (ภาพ 30C)ซึ่งพบการสร้างโคนิเดียบนก้านชูสปอร์ที่เรียกว่า conidiophore 
(ภาพ 30D) (Damm et al., 2009) 
 

 

ภาพ 30 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. spinaciae  (A) acervuli, (B) โคนิ เดีย , (C) seta 
 และ (D) conidiophores 

(ที่มา : Damm et al., 2006) 

 38. C. trichellum สายพันธุ์นี้โคโลนีค่อนข้างมีความแปรผัน เส้นใยที่เจริญออกไปรอบ ๆ 
โคโลนีมีสีน ้าตาลอ่อนจนถึงสีเขียวมะกอก (ภาพ 31A) พบการเกิด acervuli เจริญบนผิวของพืช 
 (ภาพ 31B) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีลักษณะเป็นรูปทรงกระสวย หรือรูปร่างล้ายพระจันทร์เสี้ยว ปลายแต่
ละด้านค่อย ๆ เรียวยาวออกไปมีขนาด 4-6 x 14-24 ไมโครเมตร (ภาพ 31C) appressoria มีสี
น ้าตาลน ้าตาลอ่อน ขอบโค้งมน และมีรอยหยักขนาดที่วัดได้ 8.5-12 x 12-18 ไมโครเมตร  
(ภาพ 31D) (Kim et al., 2001; Sutton, 1980) 
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ภาพ 31 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. trichellum  (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, 
(B) acervuli, (C), โคนิเดีย และ (D) appressoria 

(ที่มา : Kim et al., 2001) 

 39. C. trifolii โคโลนีเป็นสีเทามะกอก และตรงกลางโคโลนีเป็นสีมะกอกอมด า เส้นใยทีเจริญ
ออกไปด้านขอบรอบ ๆ โคโลนีจะมีสีที่ซีดลง (ภาพ 32A) กลุ่มโคนิเดียเป็นหยดน ้าข้นสีส้มอมชมพู่อม
เหลือง และพบ setae เป็นจ านวนมากปะปนอยู่กับโคนิเดียแมส (ภาพ 32B) โคนิเดียเดี่ยว ๆ มีรูปร่าง
ทรงกระบอกหัวมนปลายฐานตัดมีขนาด 4-8 x 6-18 ไมโครเมตร (ภาพ 32C) ซึ่งโคนิเดียเกิดจาก้านชู
สปอร์หรือเรียกว่า conidiophores (ภาพ 32D) appressoria มีลักษณะกลมค่อนไปรูปทรงรี 
บางครั้งมีรอยหยักมีรูปร่างไม่แน่นอน มีขนาด 6-8 x 6-12 (ภาพ 32E) (Baxter et al., 1984; 
Holliday, 1989; Koch & Knox-Davies, 1989)  
 

 

ภาพ 32 สัณฐานวิทยาของเชื้อ C. trifolii (A) โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, (B) acervuli, 
(C) conidia, (D) conidiophores และ (E) appressoria 

(ที่มา : Damm et al., 2013) 
 

 ในประเทศไทยพบเป็นสาเหตุโรคแอนแทรกโนสของพืชที่ส าคัญหลายชนิด โดยมีรายงาน
การศึกษาอนุกรมวิธานเชื้อรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรกโนสของพืชต่างๆ โดยใช้
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาในการจัดจ าแนกพบว่า  C. higginsianum C. truncatum C. capsici  
C. fulcatum และ C. sublineolum ท าให้เกิดโรคกับผักกวางตุ้ง ถั่วเขียวเมล็ดด า มะเขือเทศ อ้อย 
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ข้าวฟ่าง ตามล าดับ และ C. gloeosporioides ท าให้เกิดโรคกับ พริกไทย ถั่วเหลือง กุยช่าย 
หน่อไม้ฝรั่ง มะม่วงหิมพานต์ และส้มโอ (วิรัช ชูบ ารุง และคณะ, 2528) นอกจากนี้ยังมีรางานการ
จ าแนกชนิดเชื้อรา Colletotrichum ที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในมันสับปะหลัง โดยใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาร่วมกับข้อมูลทางโมเลกุล พบว่าสามารถจ าแนกชนิดของเชื้อราออกเป็น 5 ชนิดจาก
ตัวอย่าง 38 ไอโซเลตดังนี้ C. capsici, C. lindemuthianum, C. aeschynomene, C. boninense 
และ C. gloeosporioides complex (Sangpueak et al., 2018) 
 
โรคแอนแทรกโนสในกล้วย  
 กล้วย (Musa spp.) เป็นหนึ่งในพืชที่มีความส าคัญในด้านเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง และยังเป็น

ผลไม้ที่ได้รับความนิยมในการบริโภคกันอย่างทั่วโลกซึ่งในทุก ๆ ปีมีการบริโภคกล้วยมากกว่า 

100,000 ล้านลูก (Bananlink, 2020) และมากกว่า 150 ประเทศมีการปลูกกล้วยซึ่งส่วนใหญ่มีการ

จ าหน่ายภายในประเทศ และส่งออกกล้วยไปยังประเทศต่าง ๆ โดยผู้ผลิตกล้วยรายใหญ่ที่สุดของโลก

คือ อิเดีย จีน อินโดนีเซีย บราซิล และเอกวาดอร์ เป็นต้น (ภาพ 33) (FAO, 2020) นอกจากนี้ในปี 

2563 ประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกกล้วย 61 จังหวัด ประมาณ 481,639 ไร่ และมีการส่งออกกล้วย

ประมาณ 1.5 ล้านตันต่อปีซึ่งเป็นอันดับที่ 2 ของอาเซียน (ภาพ 34)  (TNN online, 2023)  

 

ภาพ 33 ล าดับประเทศมีผลผลิตกล้วยมากที่สุดในปี 2563 
(ที่มา: https://www.mappr.co/largest-banana-producing-countries/) 
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ภาพ 34 พื้นที่ปลูกกล้วยในประเทศไทย 
(ที่มา: https://www.tnnthailand.com/news/infographic/150930/) 

 โรคแอนแทรกโนสในกล้วยเกิดเชื้อรา C. musae เป็นโรคพืชส าคัญที่ก่อโรคหลังการเก็บเกี่ยว

ผลผลิตของกล้วย (Abd-Elsalam et al., 2010; Balendres et al., 2020) โดยเชื้อรามีการเข้า

ท าลายพืชตั้งแต่ระยะการเพาะปลูกในสวน หลังจากนั้นจะเชื้อราจะท าแฝงตัวในพืชโดยยังไม่แสดง

อาการของโรคให้เห็น ซึ่งเรียกอาการนี้ว่า Latent inflection โดยเกษตรผู้ปลูกมักจะเก็บเกี่ยวผลผลิต

ก่อนที่จะสุก ซึ่งในระหว่างการเก็บรักษาหรือการขนส่งผลกล้วยก็จะค่อย ๆ สุกท าให้เชื้อราแสดง

อาการของโรคออกมาเป็นรอยแผลจุดสีน ้าตาลเข้มจนถึงสีด า รอยแผลเหล่านี้จะค่อย ๆ ขยายใหญ่ขึ้น 

และเป็นรอยบุ๋มลงไป นอกจากนี้ยังมีการสร้างกลุ่มสปอร์หรือกลุ่มโคนิเดียบนใบ (ภาพ 35A) และ

เปลือกกล้วย (ภาพ 35B) ซึ่งท าให้คุณภาพและมูลค่าของผลผลิตลดลง เนื่องจากยังไม่เป็นที่ต้องของ

ผู้บริโภค (Jeger et al., 1995)  

 

ภาพ 35 ลักษณะรอยโรคแอนแทรกโนสในกล้วย (A) ใบกล้วย และ (B) ผลกล้วย 
(ท่ีมา: https://www.mdpi.com/2223-7747/11/14/1856) 
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นอกจากก่อโรคแอนแทรกโนสแล้วเชื้อราสายพันธุ์นี้ยังท าให้เกิดโรคเน่า (rot disease) ในปลายยอด 

ล าต้น และดอกอีกด้วย (Sangeetha et al., 2010) ซึ่ง Vieira et al. (2017) ได้รายงานว่าเชื้อรา  

C. musae มีความจ าเพาะเจาะจงกับกล้วยเท่านั้น และมีการจ าแนกเชื้อราสายพันธุ์นี้จากเชื้อราอื่น ๆ 

โดยออกแบบไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับ C. musae  อย่างไรก็ตามผลการศึกษาเกี่ยวกับโรคแอนแทรกโนส

ในมะม่วงของ Li et al. (2019) พบว่า C. musae เป็นหนึ่งในสายพันธุ์ที่ก่อโรคในมะม่วง ซึ่งเป็นการ

ยืนยันว่าเชื้อราสกุล Colletotrichum มีพืชอาศัยที่กว้างไม่จ าเพาะกับพืชชนิดใดชนิดหนึ่ง (Li et al., 

2019) นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบเชื้อราอีก 5 ชนิดจากสกุลนี้ที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในกล้วยใน

ประเทศบราซิล ได้แก่ C. siamense, C. tropicale, C. chrysophilum และ C. theobromicola 

(Vieira et al., 2017) และยังพบ C. scovillei ในประเทศจีน (Zhou et al., 2017) รวมถึงยังพบ 

เชื้อรา C. siamense ในประเทศอินเดีย และประเทศตุรกี (Kumar et al., 2017; Uysal & Kurt, 

2020) ซึ่งในประเทศเอกวาดอร์พบเชื้อรา C. gloeosporioides (Riera et al., 2019) และประเทศ

แมกซิโกพบ C. chrysophilum (Fuentes-Aragón et al., 2021) ที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในกล้วย 

โรคแอนแทรกโนสในแก้วมังกร 
 แก้วมังกร (Hylocereus sp.) มีต้นก าเนิดในอเมริกากลางและอเมริกาใต้ ซึ่งปัจจุบันใน 

หลาย ๆ ประเทศมีการปลูกแก้วมังกรกันอย่างแพร่หลาย เช่น เวียดนาม จีน แมกซิโก เอกวาดอร์ ไทย 

มาเลเซีย อินโดนีเซีย ออสเตรเลีย และสหรัฐอเมริกา (Paull & Chen, 2019) แก้วมังกรมักนิยม

รับประทานสด หรือน าไปปรุงสดและแปรรูปต่าง ๆ ซึ่งแก้วมังกรมีคุณค่าทางโภชนาการสูงเนื่องจาก

มีโซเดียยม โพแทสเซียม วิตามินเอ และสารต้านอนุมูลอิสระ (Nerd et al., 1999; Tenore et al., 

2012) นอกจากนี้ยังมีสรรพคุณช่วยลดระดับน ้าตาลในเลือด (Poolsup et al., 2017) ซึ่งประเทศจีน

ได้เริ่มการเพาะปลูกแก้วมังกรขนาดใหญ่บนพื้นที่ 200 ล้านตารางเมตร ในเมืองกวางตุ้งและเมืองกวาง

สี ปัจจุบันประเทศที่ผลิตและส่งออกแก้วมังกรมากที่สุดคือ เวียดนาม ไทย ไต้หวัน ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย 

ศรีลังกา ออสเตรเลีย และอิสราเอล ตามล าดับ (Mercado-Silva, 2018; Tel-Zur, 2013) สายพันธุ์

ของแก้วมังกรที่นิยมปลูกกันมากมี 4 สายพันธุ์ได้แก่ H. undatus (เนื้อสีขาว เปลือกสีแดงและเกล็ดสี

เขียว) (ภาพ 36A) H. costaricensis (เนื้อสีแดง เปลือกและเกล็ดสีแดง) (ภาพ 36B)  H. polyrhizus 

(เนื้อสีแดงเข้มอมม่วง เปลือกและเกล็ดสีแดงเข้ม) (ภาพ 36C) และ H. megalanthus (เนื้อสีขาว 

เปลือกสีเหลือง) (ภาพ 36D) (Bauer, 2003; Tel-Zur, 2013) 
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ภาพ 36 ลักษณะสัณฐานของผลแก้วมังกร (A) H. undatus , (B) H. costaricensis , 
 (C) H. polyrhizus และ (E) H. megalanthus 

(ที่มา: https://www.nature.com/articles/s41598-021-81682-x) 

 อย่างไรก็ตามเกษตรกรผู้ปลูกแก้วมังกรมักเผชิญกับปัญหาหลายประการที่ส่งผลให้ปริมาณ

และคุณภาพของผลผลลิตลดลง ซึ่งหนึ่งในสาเหตุหลักคือ โรคแอนแทรกโนสมักเกิดจากเชื้อราสกุล 

Colletotricum เป็นสาเหตุโรคกิ่งหรือล าต้นเน่า โดยลักษณะอาการของโรคจะพบวงแผลสีน ้าตาล

แดง ขอบรอบ ๆ วงมีสีเหลืองซีดมักเกิดบริเวณริมเถา (ภาพ 37A) ส่วนอาการของโรคเน่าที่เกิดบนผล

จะมีลักษณะเป็นรอยแผลสีน ้าตาลยุบตัวลง แล้วค่อย ๆ ขยายเป็นวงซ้อนกันเป็นชั้น ๆ เมื่ออาการของ

โรครุนแรงขึ้นจะมีการสร้างกลุ่มสปอร์ หรือโคนิเดียเป็นเมือกสีชมพู หรือสีส้มบนแผล (ภาพ 37B) 

(Abirami et al., 2019) 

 

ภาพ 37 ลักษณะรอยโรคแอนแทรกโนสในแก้วมังกร (A) ล าต้น (กิ่ง) และ (B) ผล 
(ท่ีมา: https://www.semanticscholar.org/Developing-chitosan-based-) 
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ซึ่งท าให้คุณภาพของผลผลิตลดลง อายุการเก็บรักษาสั้นส่งผลให้ราคาของสินค้าลดลง จากการศึกษา

ก่อนหน้านี้มีรายงานว่าเชื้อรา C. gloeosporioides ก่อโรคแอนแทรกโนสใน H. megalanthus ที่

พบมากที่สุดในประเทศบราซิล (Takahashi et al., 2008) และก่อโรคใน H. undatus ที่พบมากใน

ประเทศญี่ปุ่นและสหรัฐอเมริกา (Palmateer et al., 2007; Taba et al., 2006) นอกจากนี้ยัง

ก่อให้เกิดโรคล าต้นและผลแก้วมังกรเน่าที่เพาะปลูกในประเทศมาเลเซีย (Masyahit, 2009) และ Ma 

et al. (2014) ได้รายงานว่าพบเชื้อรา C. gloeosporioides ก่อโรคแอนแทรกโนสในต้นอ่อนของแก้ว

มังกรสายพันธุ์ H. undatus ในประเทศจีน (Ma et al., 2014) จากการศึกษาภายหลังพบว่าเชื้อรา 

C. siamense, C. aenigma, C. karstii, C. boninense และ C. truncatum สามารถก่อโรคแอน

แทรกโนสในแก้วมังกรได้เช่นเดียวกัน (Abirami et al., 2019; Lin et al., 2017; Meetum et al., 

2015; Nascimento et al., 2019; Zhao et al., 2018) 

โรคแอนแทรกโนสในฝรั่ง 
 ฝรั่ง (Psidium guajava L.) เป็นผลไม้เมืองร้อนที่มีถิ่นก าเนิดในประเทศแมกซิโก อเมริกา

กลาง และอเมริการใต้ (Morton, 1987) ซึ่งฝรั่งมีคุณค่าทางโภชนาการสูงอุดมไปด้วยสารต้านอนุมูล

อิสระ เนื่องจากมีวิตามินซีสูง (ความเข้มข้นวิตามินสูงกว่าส้ม 10 เท่า) นอกจากนี้ยังมีวิตามินเอและบี 

รวมถึงเกลือแร่ ธาตุเหล็ก แคลเซียม และฟอสฟอรัส (Leite et al., 2006) มักนิยมรับประทานผลสด

หรือท าเป็นน ้าผลไม้ดื่ม ด้วยคุณค่าทางโภชนาการนี้ฝรั่งจึงถือว่าเป็นผลไม้ทางเลือกหนึ่งส าหรับกลุ่ม

คนที่ชอบดูแลสุขภาพดังนั้นความต้องการของฝรั่งจึงมีมาขึ้นทุกปี จากข้อมูลขององค์การอาหารและ

การเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO) เกี่ยวการผลิตและการส่งออกผลฝรั่ง มะม่วง และมังคุดได้

รายงานว่าในปี 2566 ประเทศอินเดียเป็นผู้น าในการผลิตและส่งออกฝรั่งมากที่สุด โดยมีผลผลิต

ประมาณ 25 ล้านตัน รองลงมาคือประเทศจีน อินโดนีเซีย ปากีสถาน แมกซิโก เป็นต้น (World 

Population Review, 2023) อย่างไรก็ตามเกษตรผู้ปลูกฝรั่งมักประสบปัญหาเกี่ยวกับโรคพืชที่ส่งผล

กระทบต่อผลผลิตของฝรั่งคือ โรคแอนแทรกโนสหรือโรคผลเน่าเกิดจากเชื้อราสกุล Colletotrichum 

เชื้อราสามารถเข้าท าลายผลฝรั่งได้ทั้งระยะก่อนและหลังการเก็บเกี่ยว โดยเฉพาะในช่วงที่ฝนตกชุก

และมีความชื้นสูงดอกและผลฝรั่งที่ก าลังพัฒนาอาจมีการติดเชื้อได้เช่นกัน ซึ่งโรคแอนแทรกโนสจะ

แสดงอาการของได้ชัดที่สุดในช่วงผลฝรั่งสุก โดยจะมีลักษณะเป็นสุดสีด าบนใบ (ภาพ 37A) และรอย

แผลยุบตัวลงเป็นวงกลมสีน ้าตาลเข้มจนถึงสีด าบนผิวของผลฝรั่ง (ภาพ 38B) (Merida & Palmateer, 

2006)  
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ภาพ 38 ลักษณะรอยโรคแอนแทรกโนสในฝรั่ง (A) ใบ และ (B) ผล 
(ที่มา : Waseem Khan Qudri et al., 2022) 

ซึ่งมีรายงานว่าเชื้อรา C. gloeosporioides sensu lato ก่อโรคแอนแทรกโนสในฝรั่งที่พบได้บ่อยใน

หลาย ๆ ประเทศที่มีการเพาะปลูก (Abdul Wahid, 2001; Amusa et al., 2005; Merida & 

Palmateer, 2006; Yao et al., 2018) อย่างไรก็ตามปัจจุบันได้มีการศึกษาพัฒนาหาบริเวณยีนหลาย 

ๆ ต าแหน่งเพ่ือใช้ส าหรับระบุชนิดของเชื้อรา Colletotrichum spp. ซึ่งผลการศึกษาพบว่านอกจาก

สายพันธุ์ C.  gloeosporioides sensu lato แล้วยังสามารถจ าแนกสายพันธุ์อ่ืนที่ก่อโรคแอนแทรก

โนสในฝรั่งได้ด้วย ซึ่งจ าแนกออกจากกลุ่ม C. gloeosporioides complexes ได้แก่ C. psidii พบใน

อิตาลี (Zhou et al., 2017) และ C. siamense พบในอินเดีย (Sharma et al., 2015) ส่วนในกลุ่ม

ของ C. acutatum  complexes ได้แก่ C. simmondsii พบในบราซิล (Cruz et al., 2015)  

C. abscissum พบในบราซิลและสหรัฐอเมริกา (Bragança et al., 2016; Crous et al., 2015) และ 

C. guajavae พบในอินเดีย (Damm et al., 2012) นอกจากนี้งานวิจัยของ Braganca et al. 

(2016) ได้ท าการศึกษาชนิดของ C. acutatum complexes ที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในผลไม้ใน

บราซิล ซึ่งผลการศึกษาพบว่า C. nymphaeae ที่แยกได้จากผลแอปเปิ้ลสามารถก่อโรคในผลฝรั่งอีก

ด้วย ดังนั่นแสดงให้เห็นว่าเชื้อราสกุลนี้มีพืชอาศัยที่กว้าง (Bragança et al., 2016) 

โรคแอนแทรกโนสในมะม่วง 
 มะม่วง (Mangifera indica L.) เป็นผลไม้เศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่มีการปลูกมากกว่า 87 
ประเทศทั่วโลก ซึ่งประเทศในเอเชียมีพ้ืนที่ปลูกมะม่วงมากที่สุดซึ่งคิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต์ของโลก 
(กรมส่งเสริมการค้า, 2023) โดยประเทศอินเดียเป็นประเทศที่มีการผลิตมะม่วงมากที่สุดประมาณ 10 
ล้านตันต่อปี ซึ่งคิดเป็น 50 เปอร์เซ็นต์ของการผลิตมะม่วงทั่วโลกรองลงมาคือประเทศจีน ไทย 
ปากีสถาน และอินโดนีเซีย (Patil et al., 2018) อย่างไรก็ตามเกษตรกรผู้ปลูกในหลาย ๆ ประเทศ
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เหล่านี้มักประสบพบกับปัญหาโรคแอนแทรกโนสในมะม่วง สาตุเกิดจากเชื้อราสกุล Colletotrichum 
ซึ่งส่งผลให้ผลผลิตและคุณภาพลดลง นอกจากนี้ยังท าให้อายุการเก็บรักษาผลมะม่วงสั้น ส่งผลถึง
ปัญหาเกี่ยวกับการส่งออกไปยังขายประเทศต่าง ๆ ท าให้ไม่เป็นที่ต้องการของผู้บริโภคส่งผลให้ราคา
สินค้าลดลงด้วย นอกจากนี้ยังมีโรคแอนแทรกโนสยังสามารถเข้าท าลายทั้งกิ่ง ใบ และดอก โดยอาการ
ของโรคจะพบจุดสีน ้าตาลเข้มจนถึงด า และค่อย ๆ ขยายรอยแผลใหญ่ขึ้น  หรืออาจพบกการสร้าง 
acervuli บนเนื้อเยื่อพืช (ภาพ 39D) ท าให้เนื้อเยื่อบริเวณใบ (ภาพ 39A-C) ช่อดอก (ภาพ 39E) และ
ผล (ภาพ 39F-I) ที่ติดเชื้อแห้งและตายลง  (Arauz, 2000; Freeman et al., 1998)  
 

 

ภาพ 39 ลักษณะรอยโรคแอนแทรกโนสในมะม่วง (A, B, C) ใบ, (D) acervuli, (E) ช่อดอก 
และ (F, G, H และ I) ผล 
(ที่มา: https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-01-19-0178-RE) 

ซึ่งรายงานของ Phoulivong et al. (2012) และ Weir et al. (2012) ได้วิเคราะสายวิวัฒนาการของ
เชื้อราสกุล Colletotrichum ที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในมะม่วง โดยใช้เครื่องหมายทางเอ็นเอหลายชุด 
พบว่าสายพันธุ์ของเชื้อรา Colletotrichum หลายชนิดถูกจัดอยูในกลุ่ม C. gloeosporioides และ 
C. acutatum complexes (Phoulivong et al., 2012; Weir et al., 2012) นอกจากนี้ในประเทศ
บราซิลมีรายงานว่าพบเชื้อรา Colletotrichum ทั้ง 5 สายพันธุ์ ได้แก่ C. asianum, C. fructicola, 
C. tropicale, C. karstii และ C. dianesei ก่อโรคแอนแทรกโนสในมะม่วง (Lima et al., 2013) 
ต่อมา Lima et al. (2015) ได้ระบุสายพันธุ์เชื้อราดังกล่าวโดยใช้เครื่องหมายทางดีเอ็นเอ ได้แก่  
GAPDH, actin, beta-tubulin, calmodulin (CaM), glutamine synthetase (GS) และ ITS 
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พบว่ามีแค่สายพันธุ์ C. karstii ที่ไม่ก่อโรคแอนแทรกโนสในมะม่วง อย่างไรก็ตามการทดสอบการก่อ
โรคข้ามสายพันธุ์พบว่าเชื้อราเหล่านี้ยังก่อโรคในมะละกอ กล้วย ฝรั่ง และพริกหยวก (Lima et al., 
2015) นอกจากนี้ Mo et al. (2018) ระบุชนิดเชื้อราก่อโรคแอนแทรกโนสจากส่วนต่าง ๆ จาก
ตัวอย่างใบ และผลมะม่วงในเมืองกวางซี ประเทศจีนพบ 3 สายพันธุ์ในกลุ่ม C. gloeosporioides 
complex ได้แก่ C. asianum, C. fruticola และ C. siamense และมีรายงานว่า C. scovillei ซึ่ง
เป็นสายพันธุ์ภายในกลุ่ม C. acutatum complex เป็นเชื้อก่อโรคแอนแทรกโนสอีกชนิดหนึ่งในใบ
มะม่วงในเมืองกวางสี ประเทศจีนด้วยเช่นกัน (Qin et al., 2017) ปัจจุบันมะม่วงมีการปลูกมะม่วง
เป็นจ านวนมากข้ึนท าให้ตรวจพบสายพันธุ์ของเชื้อราที่แยกได้มากขึ้น ซึ่ง Li et al. (2019) ได้จ าแนก
เชื้อราที่ก่อโรคแอนแทรกโนสจากตัวอย่างมะม่วงที่ติดเชื้อจาก 6 มณฑลในประเทศจีน ผลการศึกษา
พบว่าสามารถจ าแนกชนิ ด เชื้ อ ราสกุ ลนี้ ได้  13 ชนิ ดคื อ  C . as ianum , C . c liv iico la ,  
C. cordylinicola, C. endophytica, C. fructicola, C. gigasporum, C. gloeosporioides,  
 C. karstii, C. liaoningense, C. . musae, C. scovillei, C. siamense และ C. tropicale ซึ่งสาย
พันธุ์ทั้งหมดนี้ก่อโรคแอนแทรกโนสในมะม่วง โดยที่ C. asianum และ C. siamense เป็นชนิดที่พบ
มากที่สุด (Li et al., 2019) ซึ่งสอดล้องกับรายงานของ Wu et al. (2020) ที่ได้รายงานว่าพบ  
C.asianum, C. fructicola, C. siamense, C. tropicale และ C. scovillei ก่อโรคแอนแทรกโนส
ในมะม่วงที่ปลูกในประเทศไต้หวัน (Wu et al., 2020) เช่นเดียวกันกับรายงานการศึกษาโรคแอน
แทรกโนสในมะม่วงที่ประเทศแมกซิโก โดย Tovar Pedraza et al. (2020) ได้จ าแนกชนิดเชื้อราก่อ
โรคแอนแทรกโนสโดยออกแบบยีน Mat1-20 (ApMat) ซึ่งจ าแนกได้ 5 ชนิด คือ C. alienum,  
C. asianum, C. fructicola, C. siamense  และ C. tropicale  ซึ่ ง C. asianum  และ  
C. siamense เป็นสายพันธุ์ที่มีความรุนแรงของเชื้อมาที่สุด (Tovar-Pedraza et al., 2020) ต่อมามี
รายงานว่า C. alienum ก่อโรคแอนแทรกโนสในม่วงม่วงที่ปลูกในกรุงปักกิ่ง ประเทศจีน (Ahmad et 
al., 2021) 
การป้องกันและก าจัดโรคแอนแทรกโนส 
 การควบคุมและก าจัดและโรคแอนแทรกโนสนั้นสามารถท าได้ตั้งแต่ระยะการเพาะปลูกจนถึง
ระยะการเก็บเกี่ยว ซึ่งมีหลายวิธีดังนี้ 
 1. การเขตกรรมหรือการจัดการภายในแปลงปลูก โดยการเพาะปลูกต้นกล้าไม่ให้แน่นทึบ ตัด
แต่งกิ่งทรงพุ่มต้นให้โปร่ง และมีการระบายอากาศที่ดี หรือการท าความสะอาดให้แปลงปลูกให้
สม ่าเสมอ รวมถึงการตัดแต่งที่เป็นโรคออก และการเก็บใบร่วงบนพ้ืนแปลง จากนั้นน าไปเผาท าลาย
เพ่ือลดการสะสมของเชื้อโรค (Uddin et al., 2018) 
 2. การใช้สารเคมีก าจัดเชื้อรา ซึ่งประกอบด้วย 2 ประเภทคือ สารเคมีประเภทดูดซึม เช่น 
mancozeb thiabendazole benomyl สารเคมีประเภทดูดซึม เช่น carbendazim azoxystrobin 
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และ prochloraz โดยฉีดพ่นสลับกันระหว่างสารชนิดสัมผัสและสารชนิดดูดซึมทุก ๆ 10-15 วัน 
ตั้งแต่ภายหลังตัดแต่งกิ่ง จนกระทั่งถึงระยะห่อผลเพ่ือเป็นการลดปริมาณของเชื้อที่เจริญแบบแฝง 
(Brown & Ogle, 1997; Eckert, 1989) 
 3. การใช้เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ เช่น ยีสต์ (Candida oleophila) (Farbo et al., 2018; 
Spadaro & Droby, 2016) แบคทีเรีย (Bacillus subtilis) หรือ (Pseudomonas syringae ) 
(Northover & Zhou, 2002) และเชื้อรา (Trichoderma spp.) ซึ่งกลไกการท างานของเชื้อจุลินทรีย์
เหล่านี้ ส่งผลเกี่ยวกับการแข่งขันแย่งชิงอาหาร และพ้ืนที่ครอบครองบนเซลล์พืช (competition) การ
สร้างสารปฏิชีวนะ (antibiosis) การเป็นปรสิต (parasitism) และการชักน าความต้านทานในเนื้อเยื่อ
พืช (induced resistance) (Sharma et al., 2009; Wisniewski et al., 2007) 
 4. การใช้สารเคลือบผิว ซึ่งเป็นสารเคลือบที่สารมารถรับประทานได้ และมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา เช่น ไคโตซาน มักใช้ร่วมกับสารสกัดจากธรรมชาติหรือน ้ามันหอม
ระเหย (Ali et al., 2013; De Oliveira et al., 2017; Dos Passos Braga et al., 2019) 
 5. การใช้สารกลุ่ม generally recognized as safe (GRAS) เป็นสารเคมี หรือวัตถุเจือปน
อาหารที่ได้รับการยอมรับโดยทั่วไปว่าปลอดภัย เนื่องจากมีความเป็นพิษต ่า และส่งผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมน้อยมาก สามารถยับยั้งการงอกและการเจริญของเส้นใยเชื้อราได้  เช่น hydrogen 
peroxide, acetic acid, sodium carbonates, potassium sorbates, sodium metabisulfite, 
benzoates และ silicates (Jitareerat et al., 2018; Kalupahana et al., 2018; Palou, 2018) 
 
หลักการวินิจฉัยโรคพืชโดยทั่วไป 
 การวินิจฉัยโรคพืชเพ่ือให้ทราบถึงสาเหตุอาการผิดปกติของพืชนั้นเป็นส่งจ าเป็น เนื่องจาก
เป็นการน าไปสู่วิธีการแก้ไข และลดความเสียหายได้อย่างมีประสิทธิภาพเพราะวิธีการควบคุมโรคที่
เกิดจากเชื้อแต่ละชนิดนั้นมีความจ าเพาะที่แตกต่างกัน ดังนั้นการวินิจฉัยสาเหตุของโรคพืชได้อย่าง
จ าเพาะ แม่นย า และรวดเร็วนั้นจะช่วยให้เกษตรกรมควบคุมโรคพืชได้อย่างถูกต้อง และไม่จ าเป็นต้อง
ใช้สารเคมีเกินวามจ าเป็น ประหยัดเงินและเวลา ซึ่งการวินิจฉัยโรคพืชโดยทั่วไปที่มีประสิทธิภาพนั้น
ต้องมีความรู้เกี่ยวกับกลุ่มของเชื้อสาเหตุโรคพืช ลักษณะของเชื้อสาเหตุของโรพืช ลักษณะอาการ
ผิดปกติ ร่องรอยของเชื้อโรค รวมถึงกลุ่มอาการของโรค ดังนั้นจึงได้มีการจัดจ าแนกโรคพืชโดยอาศัย
หลักพ้ืนฐานต่าง ๆ ดังนี้ 
 1. การจ าแนกโดยอาศัยอาการของพืชที่เป็นโรค เช่น โรคแอนแทรกโนส โรคแคงเกอร์  
โรคเหี่ยว โรคเม่าด า เป็นต้น อย่างไรก็ตามอาการของโรคพืชเหล่านี้มักเกิดจากเชื้อจุลินทรีย์
หลากหลายชนิด 
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 2. จ าแนกโดยอาศัยส่วนต่าง ๆ ของพืชที่เป็นโรค เช่น เชื้อโรคแต่ละชนิดมักเข้าท าลายส่วน
ต่าง ๆ ของพืชได้แตกต่างกันบางชนิดมีการเข้าท าลายที่จ าเพาะเจาะจงกับส่วนนั้น ๆ ของพืช เช่น โรค
ที่ราก ใบ ล าต้น ดอก ผล เป็นต้น หรือบางชนิดมีการเข้าท าลายในทุก ๆ ส่วนของพืช 
 3. การจ าแนกโดยอาศัยแบบของพืช ได้แก่ โรคที่มักเกิดในพืชไร่ ผัก ผลไม้ ไม้ดอกไม้ประดับ 
หรือสนามหญ้า เป็นต้น 
 4. จ าแนกโดยอาศัยความเสียหายและการแพร่ระบาดของโรค ซึ่งเชื้อโรคแต่ละชนิดมีความ
รุนแรงและการแพร่ระบาดที่แตกต่างกัน บางชนิดมีการก่อให้เกิดความเสียหายเพียงเล็กน้อยและไม่
ติดต่อไปยังพืชชนิดอ่ืน แต่บางชนิดมีพืชอาศัยที่กว้างจึงท าให้เกิดการแพร่ระบาดและก่อให้เกิดความ
เสียหายเป็นอย่างมาก 
 5. จ าแนกโดยอาศัยสาเหตุของโรคพืช โดยทั่วไปเชื้อสาเหตุที่ท าให้เกิดโรคมักเกิดจากสิ่งมีชีวิต 
เช่น แบทีเรีย รา ไส้เดือนฝอย ไวรัสและไวรอยด์ ไฟโตพลาสมา พืชพาราไซท์ ได้แก่ ฝอยกาฝาก 
สาหร่ายบางชนิด รวมไปถึงแมลง บางครั้งก็เกิดจาสิ่งไม่มีชีวิต เช่น สิ่งแวดล้อมไม่เหมาะสมต่อการพืช
นั้น ๆ การขายธาตุอาหาร สภาพอากาศ วามชื้น อุณหภูมิ โครงสร้าง และค่า pH ของดิน เป็นต้น 
 หลังจากที่มีวินิจฉัยโรคโดยอาศัยการจ าแนกด้วยหลักการต่าง ๆ แล้วเครื่องมือที่เลือกใช้ใน
การวินิจฉัยการมีความจ าเป็นเช่นเดียวกัน ดังนี้ 
 1. การวินิจฉัยโรคพืชด้วยตาเปล่า โดยใช้แว่นขยายส่องส ารวจต้นพืชหรือแปลงปลูกพืช
โดยตรง แล้วท าการบันทึกข้อมูลลักษณะอาการของโรคพืชให้มากที่สุดเท่าที่ท าได้ จากนั้นน าข้อมูล
ดังกล่าวมาเปรียบเทียบกับเอกสารอ้างอิงของโรคพืช  
  2. การวินิจฉัยโรคพืชด้วยจุลทรรศน์ 
 3. การวินิจฉัยโรคพืชโดยการแยกเชื้อด้วยอาการเลี้ยงเชื้อ 
 4. การวินิจฉัยโรคพืชโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ ซึ่งสามารถจ าแนกได้ถึงระดับ
สกุล หรือระดับชนิด 
 5. การวินิจฉัยโรคพืชด้วยเทคนิคทางโมเลกุล เช่น ELISA, PCR, RT-PCR และ RFLP เป็นต้น 
 
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
 เทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นวิธีการเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตได้ถึง 109 เท่า ภายใต้อุณหภูมิคงที่เพียงอุณหภูมิเดียว 60-65 องศาเซลเซียส
ในระยะเวลาน้อยกว่า 1 ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต้องใช้ไพรเมอร์ 4 ชุด สามารถตรวจสอบยีนที่
มีความจ าเพาะถึง 6 ต าแหน่งของยีนเป้าหมายประกอบไปด้วย outer primers (F3 และ B3) และ 
inner primers (FIP และ BIP) โดยที่ FIP ประกอบด้วย F1c กับ F2 และ BIP ประกอบด้วย B1c กับ 
B2 (Mori et.al., 2006) ปฏิกิริยาของ LAMP ประกอบด้วยขั้นตอน 3 ขั้นตอนดังนี้ในขั้นตอนแรก 
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LAMP initial step เอนไซม์ Bst DNA polymerase ท าหน้าที่แยกดีเอ็นเอสายคู่ เป็นสายเดี่ยวได้ 
(strand displacement) ซึ่งท างานได้ดีที่อุณหภูมิระหว่าง 60-65 องศา กระบวนการสังเคราะห์
เริ่มต้นจาก FIP primer ด้าน F2 จะเข้าจับกับ F2c และท าการสังเคราะห์ที่ปลาย 3’ ของ primer F2 
จากนั้น F3 primer เข้ามาจับในต าแหน่ง F3c แล้วท าการสังเคราะห์โดย DNA polymerase จะท า
การแยกสาย FIP-link complementary strand ซึ่งสายนี้จะเกิดการ form เป็น loop ที่ปลาย 5’ 
โดยเกิดจาก F1c จับกับ F1 
 ขั้นตอน LAMP cycling step เริ่มจาก BIP ด้าน B2 จะเข้าจับกับ B2c และ ท าการ
สังเคราะห์ที่ปลาย 3’ ของ B2 primer จากนั้น B3 primer เข้ามาจับในต าแหน่ง B3c แล้วท าการ
สังเคราะห์โดย DNA polymerase ท าการแยกสาย BIP-link complementary strand ซึ่งสายนี้จะ
เกิดการ form เป็น loop ที่ปลาย 5’ โดยเกิด จาก B1c จับกับ B1 ซึ่งการเกิด loop ของด้าน FIB 
และ BIP จะเรียกว่า dumb-bell (ภาพ 40) 
 

 

ภาพ 40 หลักการท างานของปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอน LAMP initial step และ LAMP 
 cycle step 

(ที่มา : อมรรัตน์ ร่มพฤกษ์, 2554) 

 ขั้นตอน Elongation and recycling step เป็นปฏิกิริยาที่เกิดซ ้าท าให้ได้ dumb-bell ที่ 
ต่อกันหลายข้อ สามารถเกิด cycle amplification step ด้านปลายของ loop forward ก่อน คือ
สามารถมี self-primed strand displacement DNA synthesis สร้างดีเอ็นเอจาก F1 ต่อไปเรื่อย 
ๆ จนถึง B1c ขณะเดียวกัน FIP primer ก็สามารถ hybridize กับ F2c ที่ loop forward และสร้าง
ดีเอ็นเอสายใหม่ได้จ านวนซ ้าเพ่ิมมากขึ้นและมี stem loop แบบ dumb-bell ที่สามารถเกิด cycle 
amplification ด้าน backward ขึ้นได้ การท างานจะต่อเนื่องกันตลอดเวลา ท าให้สามารถเพ่ิม
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จ านวนได้มาก 109-1010  ซ ้าภายในเวลา 15-60 นาที ดังนั้นจึงท าให้ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นมีได้หลาย
ขนาดในข้ันตอนเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (ภาพ 41) (Notomi et al., 2000) 
 

 

ภาพ 41หลักการท างานของปฏิกิริยาแลมป์ ขั้นตอน Elongation and recycling step 
(ที่มา : อมรรัตน์ ร่มพฤกษ์, 2554) 

 ซึ่งเทคนิคนี้เป็นเทคนิคที่ง่ายในการทดสอบถ้าสามารถสร้างไพร์เมอร์ที่เหมาะสมได้ โดยใช้
เครื่องมือพ้ืนฐานทั่วไป เช่น อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ หรือ heat block และติดตามผลของปฏิกิริยา
หลังการเกิดการสังเคราะห์ได้โดยด้วยตาเปล่า เช่น การจับกัน ของ pyrophosphate ion กับ 
magnesium ได้สารประกอบเซิงซ้อน magnesium pyrophosphate ท าให้เกิดตะกอนสีขาวขุ่นไม่
ละลายน ้า ซึ่ง pyrophosphate เป็นสารที่ปล่อยออกมาระหว่างการสังเคราะห์สารพันธุกรรมตะกอน
ดังกล่าวสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (Mori et al., 2001) การติดตามด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ เช่น 
SYBR Green I เติมหลังจากเกิดปฏิกิริยาแลมป์เวลามีผลิตภัณฑ์เกิดขึ้นจะเปลี่ยนสีตั้งต้น (สีส้ม) ให้
กลายเป็นสีเขียวเมื่อดูภายใต้แสงยูวี (302 nm.) หรืออาจดูภายใต้แสงธรรมชาติ (Tomita et al., 
2008) ปัจจุบันเทคนิค LAMP ถูกใช้งานในการตรวจหาเชื้อราที่ก่อโรคในพืชหลายชนิด เช่นงานวิจัย
การศึกษา Kandan et.al (2016) ได้ท าการศึกษาตรวจหาเชื้อ C. capcisi สาเหตุโรคกุ้งแห้งในพริก 
ซึ่งศึกษาบริเวณยีน beta-tubulin ผลการศึกษาพบว่ามีความไวในการตรวจพบเชื้อที่ 0.00001 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร ซึ่งตรวจพบไวกว่าเทคนิค PCR ในขณะที่เทคนิค PCR มีความไวที่ 1 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร (Kandan et al., 2016) ต่อมาTian et.al (2017) ได้ตรวจหาเชื้อ C. truncatum ก่อโรค
แอนแทรกโนสในถั่วเหลือง ซึ่งศึกษาบริเวณยีน Rpb1 และตรวสอบผลด้วย SYBR Green I พบว่า
สามารถตรวจจับเชื้อได้อย่างจ าเพาะ ซึ่งความไวในการตรวจเชื้อที่ 0.01 นาโนกรัม/ไมโครลิตร (Tian 
et al., 2017) 
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 นอกจากนี้ Wu et al. (2019) ได้ตรวหาเชื้อ C. gloeosporioides G143A สายพันธุ์กลายที่
ก่อโรคแอนแทรกโนสในสตอเบอร์รี่ โดยศึกษาที่บริเวนยีน cyt b พบว่าสามารถตรวจพบเชื้อได้และมี
ความไวที่ 0.01 นาโนกรัม/ไมโครลิตร (Wu et al., 2019) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Chen et al. 
(2020) ได้ตรวจหาเชื้อรา C. gloeosporioides ในมะกอกจีนโดยศึกษาบริเวณยีน TEF-1 พบว่า
สามารถตรวจพบเชื้อได้อย่างจ าเพาะและมีความไวในการตรวจพบที่ 4x10-7 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 
(Chen et al., 2020) 
 
ยีนไคตินซินเทส (chitin synthase gene: CHS) 
 ยีนไคตินซินเทส เป็นยีนที่ท าหน้าที่ในการสังเคราะห์ไคตินซึ่งเป็นประกอบหลักของผนังเซลล์
ของเชื้อรา (Lenardon et al., 2010) โดยโครงสร้างของไคตินจะเป็นโพลิเมอร์เชิงเส้นตรงของ  

N-acetylglucosamine ที่เชื่อมด้วย β1,4 โดยต่อเป็นสายพอลิแซ็กคาไรด์พับกลับเข้าหากันไปมา 
และมีการสร้างสายโซ่มาเชื่อมสายพอลิแซ็กคาไรด์ด้านขนานด้วยพันธะไฮโดรเจนที่มีความแข็งแรงจน

กลายเป็นเส้นใยไคติน หลังจากนั้นเส้นใยไคตินจะเชื่อมกับสาย β(1,3)-glucan แบบ cross-link ด้วย
พันธะโคเวเลนต์ซึ่งก่อตัวเป็นโครงสร้างภายในของผนังเซลล์ของเชื้อรา (ภาพ 42) (Klis et al., 2006; 
Kollár et al., 1997) นอกจากนี้เอนไซม์ไคตินซินเทสถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่1 (CHS1, 
CHS2, CHS3) และกลุ่มที่2 (CHS4, CHS5, CHS6, CHS7) ซึ่งกลุ่มเอนไซม์เหล่านี้ถูกควบคุมการ
แสดงออกด้วยยีนไคตินซินเทสประมาณ 6-10 ยีน (ภาพ 43) (Roncero, 2002) โดยมีรายงานการ
จ าแนกลักษณะการท างานของยีนไคตินซินเทสในเชื้อราพบว่าสามารถจ าแนกได้ 7 ยีน โดยแต่ละยีนมี
หน้าที่แตกต่างกัน (Kong et al., 2012) โดยเฉพาะบริเวณยีน CHS1 พบมากสุดในเชื้อราเนื่องจาก
เป็นยีนที่มีบทบาทส าคัญในการสร้างโครงสร้างเส้นใยของผนังเซลล์ และโคนิเดียเชื้อรา รวมไปถึงการ
เจริญเติบโตของเส้นใย การเข้าท าลาย (inflection) และความรุนแรงในการก่อโรคในพืช (Werner et 
al., 2007; Yarden & Yanofsky, 1991) 



 

 

37 

 

ภาพ 42 โครงสร้างของไคติน 
(ที่มา : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2923753/) 

 

 

ภาพ 43 โครงสร้างและการจ าแนกชนิดของกลุ่มไคตินซินเทส 
(ที่มา : https://www.mdpi.com/2309-608X/9/2/205) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
การเก็บตัวอย่างโรคพืช 
 เก็บตัวอย่างผลไม้ที่แสดงอาการของโรคเป็นแผลจุดสีน ้าตาลด าจากตลาดและห้างสรรพสินค้า
รอบมหาวิทยาลัยนเรศวร จ านวน 4 ชนิด คือ มะม่วงน ้าดอกไม้ แก้วมังกร ฝรั่ง และกล้วยน ้าหว้า โดย
บันทึกรอยโรคด้วยกล้องถ่ายภาพ พร้อมระบุวัน/เดือน/ปี 
 
การแยกเชื้อราสาเหตุโรคพืชโดยวิธี Tissue transplant 
 น าผลมะม่วงน ้าดอกไม้ แก้วมังกร ฝรั่ง และกล้วยน ้าหว้า ที่พบรอยโรคมาล้างท าความสะอาด
ด้วยน ้ากลั่น จากนั้นตัดเอาเฉพาะบริเวณที่มีรอยของโรคเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 5x5 มิลลิเมตร โดยให้
มีคาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค จากนั้นแช่ในสาระลายคลอรอกซ์ (Clorox) 10% เป็นเวลา  
3-5 นาที  แล้วน าไปล้างในน ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้งแล้วน าชิ้นส่วนพืชที่มีรอยโรคไปซับบนกระดาษ 
ทิชชูที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้วให้แห้ง แล้วน าไปวางบนอาหารสูตร Potato Dextrose Agar (PDA) บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วัน จนเชื้อราสร้างเส้นใย จากนั้นท าการเขี่ยปลายเส้น
ใยของเชื้อราที่เจริญออกมาจากชิ้นส่วนของพืชไป วางบนอาหารสูตร PDA บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
ใหม่ เพื่อแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ส าหรับใช้ในการทดลองต่อไป 
 
การจ าแนกชนิดเชื้อราด้วยลักษณะสัณฐานวิทยา 
 ศึกษาลักษณะรูปร่าง สี การเจริญเติบโตของเส้นใยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ด้วยตาเปล่า 
แล้วตรวจดูลักษณะโคนิเดีย (conidia) และโครงสร้างอ่ืน ๆ ของเชื้อราด้วยเทคนิค wet mount 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้เลนส์ประกอบ พร้อมบันทึกภาพท่ีก าลังขยาย 400 เท่า 
 
การสกัดดีเอ็นเอของเชื้อราด้วยวิธี CTAB ประยุกต์จากวิธีของ Ferdous et al., (2012)  
 1. เตรียม 2X CTAB buffer (100 mM Tris-HCl; pH 8.0, 20 mM EDTA; pH 8.0, 1.4 
mM NaCl, 2% CTAB, 1% PVPP) จากนั้นท าการนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที และท้ิงไว้หนึ่งคืนก่อนใช้งาน 
 2. ขูดเส้นใยเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อมาบดในโกร่งด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดเป็นผง 
แล้วถ่ายใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่เติม 2X CTAB buffer 1 มิลลิลิตร  
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 3. จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยง 13,000 รอบ/
นาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกตะกอนออก 
 4. ดูดสารละลายส่วนใสด้านบนใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่  
 5. เติม Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลายส่วนใส 
ที่ดูดมา จากนั้นปั่นเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที และดูดสารละลายส่วนใสด้านบนใส่
หลอดใหม่อีกครั้ง 
 6. ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยการเติม Chilled absolute ethanol ปริมาตร 2 เท่าของ
สารละลายส่วนใสที่ดูดมา แล้วบ่มดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 45 นาที 
 7. ท าการปั่นเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% 
ethanol 2 ครั้ง และตากตะกอนดีเอ็นเอทิ้งไว้ให้แห้ง 
 8. ละลายดีเอ็นเอด้วยการเติม TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA; pH 8.0) 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (ข้ึนอยู่กับปริมาณตะกอนดีเอ็นเอ)  
 9. ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส บน 
อะกาโรสเจล 1% ที่เติม Safe ViewTM FireRed (abm, Cannada) ใน 1X TAE buffer ภายใต้แสง
อัลตราไวโอเลต 
 10. เก็บสารละลายดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้งาน 
 
การจ าแนกเชื้อราโดยการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอบริวณ ITS ด้วยเทคนิค Polymerase chain 
reaction (PCR) 
 น าดีเอ็นเอของเชื้อราที่สกัดได้มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S rDNA-ITS2 
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้คู่ไพร์เมอร์ ITS1 (5’-TTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’) และ ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990) และใช้ความเข้มข้นของสารในการท า
ปฏิกิริยาดังตาราง 1 โดยอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมดังตาราง 2 หลังจากนั้นน าผลผลิตพีซีอาร์ที่
ได้มาตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 
และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส บนอะกาโรสเจล 1% 
ที่เติม Safe ViewTM FireRed (abm, Cannada)  ใน 1X TAE buffer ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 30-40 นาที และเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอที่
ได้กับดีเอ็นเอมารฐาน 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) 
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ตาราง 1 ความเข้มข้นของสารต่าง ๆ ที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

สารเคมี ความเข้มเข้มเริ่มต้น ความเข้มข้นสุดท้าย 

PCR buffer (GeneDirex, Taiwan) 10X 1X 

dNTPs 2 mM 0.2 mM 

ITS1 10 µM 0.2 mM 

ITS4 10 µM 0.2 mM 

Taq Polymerase (GeneDirex, Taiwan) 5U/µl 1U 

DI water - Up to 50 µl 

DNA template - 50 ng 

 
ตาราง 2 อุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ/เวลา 

1. Initial denaturation 94 ◦C 5 นาที 

2. Denaturation 94 ◦C 1 นาที 

   Annealing                            60 ◦C 45 วินาที              30 รอบ 

   Extension 72 ◦C 1 นาที 

3. Final extension 72 ◦C 5 นาที 
  
การเตรียมผลผลิตพีซีอาร์ให้บริสุทธิ์ 
 ท าการเตรียมตัวอย่างผลผลิต PCR ให้บริสุทธิ์ด้วยชุด QIAquick® PCR Purification kit 
(Qiagen, Netherlands) ตามข้ันตอนดังนี้  
 1. เติม PB Buffer 5 เท่าของปริมาตรผลผลิตพีซีอาร์ แล้วกลับหลอดไปมาให้สารเข้ากัน 
 2. น าคอลัมน์ใส่ลงใน collection tube จากนั้นดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในคอลัมน์ แล้ว
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที  
 3. เทสารใน collection tube ทิ้งแล้วน าคอลัมน์กลับมาใส่ใน collection tube  
 4. ล้างคอลัมน์ด้วย PE buffer 750 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 2 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาท ี



 

 

41 

 5. เทสารใน collection tube ทิ้งแล้วน าคอลัมน์กลับมาใส่ใน collection tube จากนั้นท า
การปั่นเหวี่ยงหลอดเปล่าอีกครั้งที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือแยก PE buffer 
ออกจากคอลัมน์ให้หมด 
 6. ท าการย้ายคอลัมน์ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5. มิลลิลิตร 
 7. ท าการชะผลผลิตพีซีอาร์ออกจากคอลัมน์ โดยเติม EB buffer 25 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง
ของคอลัมน์แล้วทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาท ี
 8. น าผลผลิตพีซีอาร์มาตรวจสอบขนาดด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล 1% ที่เติม 
Safe ViewTM FireRed (abm, Cannada) ใน 1X TAE buffer ภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต โดยใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 30-40 นาที และเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอที่ได้กับดี
เอ็นเอมาตราฐาน 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) 
  
การหาล าดับนิวคลีโอไทด์และการวิเคราะห์ข้อมูล 
 น าผลผลิตพีซีอาร์บริสุทธิ์ส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้
จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาท าการจัดเรียง (alignment) โดยใช้โปรแกรม GeneDoc 
version 2.7.00 (Nicholas & Nicholas, 1997) จากนั้นเปรียบเทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับ
ฐานข้อมูล National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้ Nucleotide blast  
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม
MEGA11 (Tamura et al., 2021) โดยใช้ Kimura 2-parameter model สร้าง Phylogenetic 
tree โดยใช้เชื้อรา Alternaria brassicae เป็น Outgroup 
 
การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยาแลมป์   
 ท าการออกแบบไพรเมอร์จากล าดับดีเอ็นเอบริเวณยีน CHS-1 ของเชื้อรา C. asianum 
(JX009818.1) จากฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม Primer Explorer software version 5 
(https://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html) แล้วสังเคราะห์ไพรเมอร์โดยบริษัท 
Macrogen (Macrogen, South Korea) ดังตาราง 3 ซี่งไพรเมอร์ถูกออกแบบเป็น 2 คู่ โดยคู่แรกคือ 
outer primer (F3 และ B3) และคู่ที่ 2 คือ inner primer (FIP และ BIP) (ภาพ 44) 
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ภาพ 44 ต าแหน่งของชุดไพรเมอร์ที่ท าการออกแบบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน CHS-1 ของ
เชื้อรา C. asianum 

 
ตาราง 3 ไพรเมอร์ส าหรับเทคนิคแลมป์ท่ีออกแบบจากล าดับดีเอ็นเอบริเวณยีน CHS-1 ของเชื้อรา 

C. asianum 
 

ชื่อไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5'-3') 

CHS1-F3 CCGCGAACAAGAGCACTG 

CHS1-B3 GCAGAACAGCATCTGAACGG 

CHS1-FIP (F1c-F2) GCGGTGACATCCTTGCTGTTGA-CCGGTATGGGTGTGTACCA 

CHS1-BIP (B1c-B2) ACGAATACACGACCCAGGTCGG-GCTGCTGCTTAGGAACCAAG 

 
การหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยาแลมป์ 
 เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาแลมป์ดังนี้ 1X WarmStart® Colorimetric LAMP Master 
Mix with UDG (New England Biolabs, America), 0.8 ไมโครโมลาร์ (FIP และ BIP Primer), 0.1 
ไมโครโมลาร์ (F3 และ B3 Primer), ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) และ Molecular 
grade water ปริมาตรทั้งหมด 15 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง Vortex และดูดสารลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นน ามาบ่มที่ อุณหภูมิ  60 , 63 และ 65  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-75 นาที ด้วยเครื่อง Thermal cycle แล้วน าหลอดออกจากการบ่มและ
ตรวจผลด้วยตาเปล่า ซึ่งปฏิกิริยาเชิงบวกสารละลายในหลอดทดลองมีการเกิดการเปลี่ยนสีจากสีชมพู
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เป็นสีเหลือง และไม่เกิดการเปลี่ยนสีในปฏิกิริยาเชิงลบ จากนั้นบันทึกภาพผลการทดสอบด้วยกล้อง
ถ่ายภาพ และยืนยันผลปฏิกิริยาด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล 2%  
 
การทดสอบประสิทธิภาพความจ าเพาะของไพรเมอร์ CHS-1 ด้วยเทคนิคแลมป์ 
 เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาแลมป์ดังนี้ 1X WarmStart® Colorimetric LAMP Master 
Mix with UDG (New England Biolabs, America), 0.8 ไมโครโมลาร์ (FIP และ BIP Primer), 0.1 
ไมโครโมลาร์ (F3 และ B3 Primer), ดีเอ็นเอต้นแบบดีเอ็น (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) และ 
Molecular grade water ปริมาตรทั้งหมด 15 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 0.2 
มิลลิลิตร โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบดังนี้ C. asianum, C. musae, C. siamense, F. incarnatum และ 
P. sydowina จากนั้นผสมให้เข้าด้วยด้วยเครื่อง Vortex แล้วน ามาบ่มที่ อุณหภูมิ และเวลาที่
เหมาะสมจากการทดสอบก่อนหน้านี้ด้วยเครื่อง Thermal cycle จากนั้นน าหลอดออกจากการบ่ม
และตรวจผลด้วยตาเปล่า ซึ่งปฏิกิริยาเชิงบวกสารละลายในหลอดทดลองมีการเกิดการเปลี่ยนสีจากสี
ชมพูเป็นสีเหลือง และไม่เกิดการเปลี่ยนสีในปฏิกิริยาเชิงลบ แล้วท าการบันทึกภาพผลการทดสอบด้วย
กล้องถ่ายภาพ และยืนยันผลปฏิกิริยาด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล 2% 
 
การทดสอบประสิทธิภาพความไวของไพรเมอร์ CHS-1 ด้วยเทคนิคแลมป์ 
 เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาแลมป์ดังนี้ 1X WarmStart® Colorimetric LAMP Master 
Mix with UDG (New England Biolabs, America), 0.8 ไมโครโมลาร์ (FIP และ BIP Primer), 0.1 
ไมโครโมลาร์ (F3 และ B3 Primer), ดีเอ็นเอต้นแบบ และ Molecular grade water ปริมาตร
ทั้งหมด 15 ไมโครลิตร โดยดีเอ็นเอต้นแบบของ C. asianum ถูกเจือจางด้วยน ้า Molecular grade 
ได้ทั้งหมด 7 ความเข้มข้นคือ 25, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 และ 0.0001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 
จากนั้นผสมให้เข้ากันแล้วดูดสารลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร แล้วน ามาบ่มที่
อุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมจากการทดสอบแรกด้วยเครื่อง Thermal cycle แล้วน าหลอดออกจาก
การบ่มและตรวจผลด้วยตาเปล่า ซึ่งปฏิกิริยาเชิงบวกสารละลายในหลอดทดลองมีการเกิดการเปลี่ยน
สีจากสีชมพูเป็นสีเหลือง และไม่เกิดการเปลี่ยนสีในปฏิกิริยาเชิงลบ จากนั้นบันทึกภาพผลการทดสอบ
ด้วยกล้องถ่ายภาพ และยืนยันผลปฏิกิริยาด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล 2% 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
การจ าแนกเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 จากการศึกษาเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลตจากผลไม้ 4 ชนิด โดยแยกมาจากรอยโรคบนผลต่างกัน
และรอยแผลต่างกันพบเชื้อราบนผลของกล้วย 2 ไอโซเลต คือ CB01 และ CB02 พบว่าเส้นใยของ 
เชื้อรามีสีส้ม เส้นใยบางเรียบติดกับจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และลักษณะโคนิเดียเดียว ๆ เป็นรูป
ทรงกระบอกหัวท้ายโค้งมน และไม่มีผนังกั้น  ซึ่งโคนิ เดียมีขนาดประมาณ 3.5-6.5 x 15-21 
ไมโครเมตร ในขณะที่แก้วมังกรพบเชื้อราที่แยกเชื้อรามาจากบนผลเดียวกันแต่รอยแผลต่างกันได้  
3 ไอโซเลต คือ CD01 พบว่าเส้นใยของเชื้อรามีลักษณะเส้นใยหนาฟู สีขาวและเมื่ออายุของเชื้อรามาก
ขึ้นสีของเส้นใยจะค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีน ้าตาล และลักษณะโคนิเดียเดียว ๆ เป็นรูปทรงกระบอกหัว
ท้ายโค้งมน และไม่มีผนังกั้น ซึ่งโคนิเดียมีขนาดประมาณ 3.2-4.5 x 11.0-16.ไมโครเมตร ในขณะที่อีก 
2 ไอโซเลต ที่แยกได้จากแก้วมังกรคือ CD02 และ CD03 พบว่าเส้นใยของเชื้อรามีลักษณะเส้นใยหนา
ฟู มีสีขาว และเมื่ออายุของเชื้อรามากขึ้นสรีของเส้นใยจะค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีส้มอ่อน และลักษณะ 
โคนิเดียเดียว ๆ เป็นรูปพระจันทร์เสี้ยว มีผนังกั้น มีขนาดโคนิเดียประมาณ 3.0-5.5 X 16.0-35.5 
ไมโครเมตร และเชื้อราที่แยกจากรอยโรคบนผลเดียวกันแต่รอยแผลต่างกันบนผลฝรั่ง สามารถแยกได้  
3 ไอโซเลต คือ CG01, CG02 และ CG03 พบว่าเส้นใยของเชื้อรามีลักษณะเส้นใยหนาเรียบขึ้นซ้อน
กันเป็นชั้น ๆ มีสีขาว และเมื่ออายุของเชื้อรามากขึ้นสีของเส้นใยจะค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีเทา และ
ลักษณะโคนิเดียเดียว ๆ เป็นรูปทรงกลมค่อนไปทางทรงรี มีผนังกั้น ซึ่งโคนิเดียมีขนาดประมาณ 6.5-
8.0 x 18.3-43.5 และ 3.4 x 9.5 ไมโครเมตร และเชื้อราที่แยกจากรอยโรคบนผลเดียวกันรอยแผล
เดียวกันบนผลมะม่วง สามารถแยกได้ 3 ไอโซเลต คือ CM01, CM02 และ CM03 พบว่าเส้นใยของ
เชื้อรามีลักษณะเส้นใยหนาฟู มีสีขาว และเมื่ออายุของเชื้อรามากข้ึนสีของเส้นใยจะค่อย ๆ เปลี่ยนเป็น
สีน ้าเทา-ด า และลักษณะโคนิเดียเดียว ๆ เป็นรูปทรงกระบอกปลายเรียวเล็กหัวท้ายโค้งมน และไม่มี
ผนังก้ัน ซึ่งโคนิเดียมีขนาดประมาณ 3.6-7.5 x 10.3-19.5 ไมโครเมตร (ตาราง 4) (ภาพ 45-48) 
 ดังนั้นจากผลการศึกษาลักษณะของเส้นใย สีและโคนิเดียสามารถบอกได้คร่าว ๆ คือ กลุ่มที่มี
เส้นใยสีส้ม สีขาวอมน ้าตาล สีขาวอมเทา-ด า และโคนิเดียมีลักษณะเป็นรูปทรงกระบอกหัวท้ายโค้งมน 
และโคนิเดียไม่มีผนังกั้นน่าจะเป็นเชื้อราในสกุล Colletotrichum ในขณะกลุ่มที่มีเส้นใยสีขาวอมส้ม 
และลักษณะโคนิเดียเป็นรูปพระจันทร์เสี้ยว และโคนิเดียมีผนังกั้น อาจจะเป็นเชื้อราในสกุล 
Fusarium ส่วนกลุ่มที่มีเส้นใยสีขาวอมเทา และโคนิเดียมีรูปร่างที่ไม่แน่นอน บางส่วนเป็นทรงกลม 
บางส่วนเป็นทรงรี และโคนิเดียมีผนังกั้น ซึ่งท าให้ไม่สามารถระบุสกุลได้  
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ภาพ 45 ลักษณะรอยโรคและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราจากตัวอย่างกล้วย ซึ่ง  
(A) CB01, (B) CB02, (C และ D) ลักษณะเส้นใยของเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
และ (E และ F) ลักษณะโคนิเดีย 

 

 

ภาพ 46 ลักษณะรอยโรคและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราจากตัวอย่างแก้วมังกร ซึ่ง  
(A) CD01, (B) CD02, (C) CD03, (D, E และ F) ลักษณะเส้นใยของเชื้อราบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA และ (G, H และ F) ลักษณะโคนิเดีย 



 

 

 

ภาพ 47 ลักษณะรอยโรคและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราจากตัวอย่างฝรั่ง  ซึ่ง  
(A) CG01, (B) CG02, (C) CG03, (D, E และ F) ลักษณะเส้นใยของเชื้อราบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA และ (G, H และ F) ลักษณะโคนิเดีย 

 

 

ภาพ 48 ลักษณะรอยโรคและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราจากตัวอย่างมะม่วง  ซึ่ง  
(A) CM01, (B) CM02, (C) CM03, (D, E และ F) ลักษณะเส้นใยของเชื้อราบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA และ (G, H และ F) ลักษณะโคนิเดีย 

 



 

 

 
การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพ 
 เมื่อน าเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลต ที่แยกได้จากรอยโรคแอนแทรกโนสบนผลไม้ 4 ชนิด มาสกัด 
ดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ที่ดัดแปลงมาจากวิธีสกัดดีเอ็นเอเชื้อราของ Ferdous et al. (2012) จากนั้นน า
ดีเอ็นเอไปตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส บนอะกาโรสเจลที่ความเข้มข้น 1% พบว่าในทุกไอโซเลต
ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกว่า 10,000 bp (ภาพ 49) จากนั้นท าการตรวจคุณภาพและปริมาณ
ดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเรื่อง Nanodrop spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280  
นาโนเมตร พบว่าตัวอย่างดีเอ็นเอของไอโซเลต CM03 (C. asianum) มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอสูงสุด
ที่ประมาณ 865.60 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และตัวอย่างไอโซเลต CB01 (C. musae) ซึ่งความเข้มข้นดี
เอ็นเอต ่าสุดอยู่ที่ประมาณ 6.80 นาโนกรัม/ไมโครลิตร นอกจากนี้ค่าอัตราส่วนการดูดกลื่นแสงที่ความ
ยาวคลื่น 260 และ 280 มีค่าประมาณ 1.78-2.03 (ตาราง 5) 
 

 

ภาพ 49 ผลการสกัดดีเอ็นของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลต จากรอยโรคแอนแทรกโนสบนผลไม้ 4 ชนิด
โดย (A) กล้วย, (B) แก้วมังกร, (C) ฝรั่ง, (D) มะม่วง และ M คือ 1 kb DNA ladder 
(Thermo Scientific, USA) 

 



 

 

ตาราง 5 ปริมาณความเข้มข้นและค่าการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอ 

ตัวอย่าง ไอโซเลต 260 280 260/280 ความเข้มข้น (ng/µl) 

กล้วย 
 CB01 1.38 0.72 1.90 6.80 
 CB02 2.06 1.10 1.87 103.22 

มะม่วง 

  CD01 7.76 4.02 1.93 388.10 
  CD02 10.54 5.58 1.89 527.10 

  CD03 12.60 6.96 1.81 634.10 

แก้วมังกร 
 CG01 1.37 0.73 1.88 568.25 
 CG02 6.05 3.29 1.84 302.30 
 CG03 4.65 2.61 1.78 232.30 

ฝรั่ง 

CM01 13.08 6.51 2.01 653.80 

CM02 14.78 7.43 1.99 739.18 

CM03 17.31 8.53 2.03 865.60 
 
การจ าแนกเชื้อราโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Internal Transcribed space (ITS) 
 จากการศึกษาเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลต โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S rDNA-

ITS2 พบว่าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส (ภาพ 50) และเมื่อน าไปหา

ล าดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน NCBI พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราจากตัวอย่าง

ผลกล้วย (CB01 และ CB02) มีเส้นใยสีขาวอมส้ม และโคนิเดียเป็นรูปทรงกระบอกหัวท้ายมน ไม่มี

ผนังกั้นนั้น มีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับล าดับเบสของ C. musae และล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ

ราจากตัวอย่างผลแก้วมังกร (CD01) ที่มีเส้นใยสีขาวอมน ้าตาล และโคนิเดียเป็นรูปทรงกระบอกหัว

ท้ายมน ไม่มีตรงผนังกั้น ตรงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. fructicola ขณะที่ตัวอย่าง (CD02 และ 

CD03) มีเส้นใยสีขาวอมส้ม และโคนิเดียเป็นรูปพระจันทร์เสี้ยว มีผนังกั้น ตรงกับล าดับนิวคลีโอไทด์

ของ F. incarnatum และล าดับเบสของเชื้อราจากตัวอย่างผลฝรั่ง (CG01, CG02 และ CG03) ที่มี

เส้นใยสีขาวอมด า และโคนิเดียเป็นรูปทรงรีมีผนังกั้นเป็นชั้นๆ ตรงกับล าดับเบสของ P. sydowina 

และล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราจากตัวอย่างผลมะม่วง (CM01 และ CM02) ที่มีเส้นใยสีขาวอมเทา 

และเส้นใยสีด าในตัวอย่างผลมะม่วง (CM03) ซึ่งมีโคนิเดียเป็นรูปทรงกระบอกหัวท้ายมน ไม่มีผนังกั้น



 

 

ตรงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. asianum โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราทั้งหมดมีเปอร์เซ็นต์

ความเหมือนที่ 100% ในทุกตัวอย่าง (ตาราง 6) 

 

 

ภาพ 50 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลต โดย M คือ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder (Thermo Scientific, USA) 

 
ตาราง 6 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลตใน NCBI  
 

ตัวอย่าง ไอโซเลต ชนิดของเชื้อราใน NCBI 
Similar 

Identity 

Accession 

no. 

กล้วย 
CB01 Colletotrichum masae 100% JN943077.1 

CB02 Colletotrichum masae 100% MH863549.1 

แก้วมังกร 

CD01 Colletotrichum fructicola 100% MT470539.1 

CD02 Fusarium incarnatum 100% MT563420.1 

CD03 Fusarium incarnatum 100% MT560219.1 

 



 

 

ตาราง 6 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลตใน NCBI 
(ต่อ) 

 

ตัวอย่าง ไอโซเลต ชนิดของเชื้อราใน NCBI 
Similar 

Identity 

Accession 

no. 

ฝรั่ง 

CG01 Pestalotiopsis sydowina 100% MN856236.1 

CG02 Pestalotiopsis sydowina 100% MW411584.1 

CG03 Pestalotiopsis sydowina 100% MW411584.1 

มะม่วง 

CM01 Colletotrichum asianum 100% MN272368.1 

CM02 Colletotrichum asianum 100% KC820803.1 

CM03 Colletotrichum asianum 100% MT012107.1 

 
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลต โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS  
 จากการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลตที่แยกได้จากผล
กล้วย แก้วมังกร ฝรั่ง และมะม่วง โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ด้วยวิธี Maximum 
 กลุ่มที่ 1 สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มย่อย ประกอบด้วยกลุ่มย่อยที่ 1.1 คือ C. asianum 
ซึ่งเชื้อราที่แยกได้จากผลมะม่วง 3 ไอโซเลต ได้แก่ CM01, CM02 และ CM03 ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม  
C. asianum ซึ่งมีค่า Bootstrap ที่ 68% ในขณะกลุ่มย่อยที่ 1.2 คือ C. fructicola โดยเชื้อราที่แยก
ได้จากผลแก้วมังกร 1 ไอโซเลต จากทั้งหมด 3 ไอโซเลต คือ CD01 ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม C. fructicola 
โดยมีค่า Bootstrap ที่ 58% และกลุ่มย่อยที่ 1.3 คือ C. musae ซึ่งเชื้อราที่แยกได้จากผลกล้วย 2 
ไอโซเลต ได้แก่ CM01 และ CB02 ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม C. musae ซึ่งมีค่า Bootstrap ที่ 81% 
 กลุ่มที่ 2 คือ F. incarnatum ซึ่งเชื้อราที่แยกได้จากผลแก้วมังกรอีก 2 ไอโซเลต ได้แก่ 
CD02 และ CD03 ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม F. incarnatum ซึ่งมีค่า Bootstrap ที่ 100% 
 กลุ่มที่ 3 คือ P. sydowiana ซึ่งเชื้อราที่แยกได้จากผลฝรั่ง 3 ไอโซเลต ได้แก่ CG01, CG02 
และ CG03 ถูกจัดอยู่ในกลุ่ม P. sydowiana โดยมีค่า Bootstrap ที่ 51% (ภาพ 51) 
 



 

 

 

ภาพ 51 Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน ITS โดยใช้วิธี  
Maximum Likelihood 

 

การหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยาแลมป์ 
 จากการก าหนดหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยาแลมป์ของยีน CHS-1 โดยใช้เชื้อรา  
C. asianum, C. fructicola และน ้า molecular grade ซึ่งเป็นตัวควบคุมเชิงลบมาใช้ในการทดสอบ 
โดยท าการบ่มด้วยเครื่อง Thermal Cycle ที่อุณหภูมิ 60, 63 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30, 
45, 60 และ 75 นาที แล้วสังเกตดูการเปลี่ยนสีของสารละลายในหลอดทดลอง พบว่าสีของ
สารละลายในหลอดทดลองเกิดการเปลี่ยนแปลงจากสีชมพูเปลี่ยนเป็นสีส้มในตัวอย่างของเชื้อรา  
C. asianum หลังจากท าการบ่มที่อุณหภูมิ 60, 63, และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45, 60 และ 
75 นาที แต่ไม่พบการเปลี่ยนสีของสารละลายในหลอดทดลองหลังจากท าการบ่มในเวลา 30 นาที 
ของทุกอุณหภูมิ นอกจากนี้ยังไม่พบการเปลี่ยนสีของสารละลายในหลอดทดอลองที่มีตัวอย่างของ  
เชื้อรา C. fructicola และตัวควบคุมเชิงลบ (ภาพ 52-54) จากนั้นท าการยืนยันผลการเกิดปฏิกิริยา
แลมป์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส พบการเกิดแถบแบนดีเอ็นเอหลายขนาดบนอะกาโรสเจล 2% ในหลอด
ตัวอย่างของเชื้อรา C. asianum หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 60, 63 และ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45, 
60 และ 75 นาที แต่ไม่พบการเกิดแถบแบนดีเอ็นเอที่บ่มเป็นเวลา 30 นาที นอกจากนี้ยังไม่พบแถบ
แบนดีเอ็นเอของตัวอย่างเชื้อของรา C. fructicola และตัวควบคุมเชิงลบ (ภาพ 55-57) เนื่องจาก
แถบแบนดีเอ็นเอของปฏิกิริยาแลมป์ที่บ่มด้วยอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส มีความคมชัดมากที่สุดเมื่อ



 

 

เทียบกับแถบแบนดีเอ็นเออุณหภูมิอ่ืน ๆ (ภาพ 57) ดังนั้นจึงเลือกให้เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับ
ใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพความจ าเพาะ และความไวของไพรเมอร์ CSH-1 ในล าดับต่อไป 
 

 

ภาพ 52 ผลการเกิดปฏิกิริยาแลมป์หลังจากบ่มที่อุณภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-75 นาที 
 (A) ผลก่อนเกิดปฏิกิริยาแลมป์ (B) ผลหลังเกิดปฏิกิริยาแลมป์ 

 

 

ภาพ 53 ผลการเกิดปฏิกิริยาแลมป์หลังจากบ่มที่อุณภูมิ 63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-75 นาที 
 (A) ผลก่อนเกิดปฏิกิริยาแลมป์ (B) ผลหลังเกิดปฏิกิริยาแลมป์ 

 

 

ภาพ 54 ผลการเกิดปฏิกิริยาแลมป์หลังจากบ่มที่อุณภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-75 นาที 
 (A) ผลก่อนเกิดปฏิกิริยาแลมป์ (B) ผลหลังเกิดปฏิกิริยาแลมป์ 



 

 

 

ภาพ 55 ผลอิเล็กโทรโฟรีซิสแลมป์ของปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30-75 นาที บนอะกาโรสเจล 2% ซึ่งแถบ M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA 
ladder (Bio-helix, Taiwan) 

 

 

ภาพ 56 ผลอิเล็กโทรโฟรีซิสของปฏิกิริยาแลมป์ที่ อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30-75 นาที บนอะกาโรสเจล 2% ซึ่งแถบ M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA 
ladder (Bio-helix, Taiwan) 



 

 

 

ภาพ 57 ผลอิเล็กโทรโฟรีซิสแลมป์ของปฏิกิริยาที่ อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30-75 นาที บนอะกาโรสเจล 2% ซึ่งแถบ M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA 
ladder (Bio-helix, Taiwan) 

 

การทดสอบประสิทธิภาพความจ าเพาะของไพรเมอร์ CHS-1 ด้วยเทคนิคแลมป์ 
 จากการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ CHS-1 ในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum ด้วย
เทคนิคแลมป์ โดยท าการบ่มด้วยเครื่อง Thermal Cycle ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 
นาที แล้วสังเกตดูการเปลี่ยนสีของสารละลายในหลอดทดลอง พบว่ามีการเปลี่ยนสีของสารละลาย
จากสีชมพูเปลี่ยนเป็นสีส้มในหลอดทดลองที่มีตัวอย่างของเชื้อรา C. asianum และ C. musae ซึ่ง
ให้ผลเป็นปฏิกิริยาเชิงบวก แต่ไม่พบการเปลี่ยนสีของสารละลายในหลอดทดลองที่มีตัวอย่างของ  
เชื้อรา C. fructicola และตัวอย่างของเชื้อราสกุลอ่ืนอีก 2 ชนิดได้แก่ F. incarnatum และ  
P. sydowiana และตัวควบคุมเชิงลบ (ภาพ 58) จากนั้นท าการยืนยันผลการเกิดปฏิกิริยาแลมป์ด้วย
วิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ซึ่งพบการเกิดแถบแบนดีเอ็นเอหลายขนาดบนอะกาโรสเจล 2% ในตัวอย่างของ
เชื้อรา C. asianum และ C. musae แต่ไม่พบการเกิดแถบแบนดีเอ็นเอของตัวอย่างของเชื้อรา  
C. fructicola, F. incarnatum และ P. sydowiana รวมถึงตัวควบคุมเชิงลบ (ภาพ 59) 



 

 

 

ภาพ 58 ผลการทดสอบความจ าเพาะของไพร์เมอร์ CHS-1 ด้วยเทคนิคแลมป์ในหลอดทดลอง 
 (A) ผลก่อนเกิดปฏิกิริยาแลมป์ (B) ผลหลังเกิดปฏิกิริยาแลมป์ 

 
 

 

ภาพ 59 ผลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบความจ าเพาะของไพร์เมอร์ CHS-1 ด้วย 
เทคนิคแลมป์ บนอะกาโรสเจล 2% ซึ่งแถบ M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA 
ladder (Bio-helix, Taiwan) 

 

 



 

 

การทดสอบประสิทธิภาพความไวของไพรเมอร์ CHS-1 ด้วยเทคนิคแลมป์ เปรียบเทียบกับเทคนิค
พีซีอาร์ 
 จากการทดสอบความไวของไพรเมอร์ CHS-1 ด้วยเทคนิคแลมป์ เพื่อหาความเข้มข้นต ่าสุดใน
การตรวจหาเชื้อรา C. asianum และ C. musae โดยท าการเจือจางความเข้มข้นดีเอ็นเอของเชื้อรา
ทั้งหมด 7 ความเข้มข้นดังนี้ 25, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 และ 0.0001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร แล้ว
บ่มด้วยเครื่อง Thermal Cycle ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที จากนั้นสังเกตดูการ
เปลี่ยนสีของสารละลายในหลอดทดลอง พบว่าหลอดทดลองที่มีตัวอย่างของเชื้อรา C. asianum ที่
ความเข้มข้นดีเอ็นเอ 25, 10 และ 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีชมพู
เปลี่ยนเป็นสีส้ม (ภาพ 60) ในขณะที่หลอดทดลองที่มีตัวอย่างของเชื้อรา C. musae พบการเปลี่ยนสี
ของสารละลายที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอ 25 นาโนกรัม/ไมโครลิตร (ภาพ 61) จากนั้นท าการยืนยันผล
ของปฏิกิริยาแลมป์ด้วยอิเล็กโทรโฟรีซิส ซึ่งพบการเกิดแถบแบนหลายขนาดบนอะกาโรสเจล 2% ใน
ตัวอย่างของเชื้อรา C. asianum ที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอ 25, 10 และ 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  
(ภาพ 62) ในขณะที่ตัวอย่างเชื้อรา C. musae พบการเกิดแถบแบนดีเอ็นเอหลายขนาดที่ความเข้มข้น
ดีเอ็น 25 นาโนกรัม/ไมโครลิตร (ภาพ 63) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการทดสอบความไวของไพรเมอร์  
CHS-1 ด้วยเทคนิคแลมป์สามารถตรวจพบเชื้อรา C. aisanum ได้ที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอต ่าสุด 1  
นาโนกรัม/ไมโครลิตร ในขณะที่เชื้อรา C. muase สามารถตรวจพบได้ที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอต ่าสุด 25  
นาโนกรัม/ไมโครลิตร และเมื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นของเชื้อราด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าเทคนิคพีซี
อาร์สามารถตรวจพบเชื้อรา C. asianum และ C. musae ได้ความเข้มข้นดีเอ็นเอต ่าสุดที่ 10 นาโน
กรัม/ไมโครลิตร (ภาพ 64-65) 
 

 

ภาพ 60 ผลการทดสอบความไวของไพร์เมอร์ CHS-1 ในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum 
ด้วยเทคนิคแลมป์ในหลอดทดลอง (A) ผลก่อนเกิดปฏิกิริยาแลมป์ (B) ผลหลัง
เกิดปฏิกิริยาแลมป์ 



 

 

 

 

ภาพ 61 ผลการทดสอบความไวของไพร์เมอร์ CHS-1 ในการตรวจหาเชื้อรา C. musae 
ด้วยเทคนิคแลมป์ในหลอดทดลอง (A) ผลก่อนเกิดปฏิกิริยาแลมป์ (B) ผลหลัง
เกิดปฏิกิริยาแลมป์ 

 

 

ภาพ 62 ผลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบความจ าไวของไพร์เมอร์ CHS-1 ในการตรวจหา
เชื้อรา C. asianum ด้วยเทคนิคแลมป์ บนอะกาโรสเจล 2% ซึ่งแถบ M คือดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Bio-helix, Taiwan) 



 

 

 

ภาพ 63 ผลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบความจ าไวของไพร์เมอร์ CHS-1 ในการตรวจหา
เชื้อรา C. musae ด้วยเทคนิคแลมป์ บนอะกาโรสเจล 2% ซึ่งแถบ M คือดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Bio-helix, Taiwan) 

 

ภาพ 64  ผลการเพิ่ มปริมาณดี เอ็น เอที่ ความเข้มข้นต่าง ๆ ของเชื้ อรา C. asianum 
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ซึ่ งแถบ M คือดี เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
(Bio-helix, Taiwan) 

 



 

 

 

ภาพ  65 ผลการเพิ่ มปริมาณ ดี เอ็น เอที่ ความ เข้มข้ นต่ าง ๆ  ของเชื้ อ รา C . m usae 
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ซึ่งแถบ M คือดี เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder  
(Bio-helix,Taiwan) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทที่ 5 
อภิปรายผลการวิจัย 

 
การจ าแนกเชื้อราโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 จากการศึกษาจ าแนกชนิดของเชื้อรา 11 ไอโซเลต จากผลไม้ 4 ชนิดได้แก่ กล้วย (CB01 และ 
C02) แก้วมังกร (CD01, CD02 และ CD03) ฝรั่ง (CG01, CG02 และ CG03) และมะม่วง (CM01, 
CM03 และ CM03) พบว่าสามารถใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใย สีของเส้นใย และลักษณะ
รูปร่างของโคนิเดียจัดจ าแนกเชื้อราเหล่านี้ได้อย่างคร่าว ๆ โดยเชื้อราในสกุล Colletotrichum จะมี
ลักษณะเส้นใยหนาฟู และมีสีขาวในช่วงแรก เมื่ออายุของเชื้อรามากขึ้น หลังจากนั้นจะค่อย ๆ 
เปลี่ยนเป็นสีที่เข้มขึ้นจนถึงสีด า ซึ่งสีของเส้นใยของเชื้อราในสกุลนี้จะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของ
เชื้อ (วิจัย รักวิทยาศาสตร์, 2546) และโคนิเดียมีรูปร่างเป็นทรงกระบอกหัวท้ายมน และโคนิเดียไม่มี
ผนังกั้น (Than et al., 2008) ส่วนเชื้อราในสกุล Fusarium จะมีลักษณะเส้นใยหนาฟู และมีสีขาวใน
ระยะแรก หลังจากนั้นจะค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีส้มอ่อนเมื่ออายุของเชื้อรามากข้ึน ซึ่งคล้ายกับเชื้อราใน
สกุล Colletotrichum แต่อัตราการเจริญเติบโตเชื้อราไวกว่า (Sanna et al., 2023; Zakaria, 2021) 
และมีรูปร่างโคนิเดียที่แตกต่างกันคือ เป็นรูปพระจันทร์เสี้ยว และโคนิเดียมีผนังกั้น (Zemankao & 
Lebeda, 2001) ส่วนกลุ่มเชื้อราที่มีเส้นใยสีขาว และลักษณะเส้นใยหยาบเรียบ เมื่ออายุของเชื้อรา
มากขึ้นจะค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีเทา-ด า และด้วยรูปร่างของโคนิเดียไม่แน่นอนจึงยังไม่สามารถระบุ
ชนิดได ้
 ดังนั้นจากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการใช้ลักษณะของเส้นใย สีของเส้นใย และรูปร่าง
ของโคนิเดียนั้นยังไม่เพียงพอส าหรับในใช้การจ าแนกชนิดของเชื้อราได้ ซึ่งรายงานของ Sutton, 
(1980) ได้ท าการจัดจ าแนกเชื้อราสกุล Colletotrichum ออกเป็น 39 ชนิด ได้โดยใช้ลักษณะรูปร่าง
ของ acervulus, conidiophore, conidia, appressorium และการสร้าง sterile hypha (Sutton, 
1980) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Zemankoa & Leneda, (2001) ได้จัดจ าแนกเชื้อราสกุ Fusarium 
โดยอาศัยลักษณะสัณฐานวิทยาร่วมกับสูตรอาหารทีต่างกันจึงสามารถจ าแนกถึงระดับชนิดได้ จากผล
การศึกษางานวิจัยก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าในการจัดจ าแนกชนิดของเชื้อราได้นั้น นอกจากการใช้
ข้อมูลลักษณะสัณฐานวิทยาแล้ว จ าเป็นต้องอาศัยข้อมูลด้านอื่น ๆ เข้ามาร่วมด้วยเช่น อาหารเลี้ยงเชื้อ 
และความจ าเพาะของพืชอาศัย (Ujat et al., 2021; Zemankao & Lebeda, 2001) จึงจะสามารถ
จัดจ าแนกและระบุถึงระดับชนิดของเชื้อราได้ 
 



 

 

การจ าแนกเชื้อราโดยการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 จากการน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS มาใช้ในการระบุชนิดของเชื้อราทั้ง 11  
ไอโซเลต พบว่าสามารถจ าแนกเชื้อราสกุล Colletotrichum ออกได้ 3 ชนิดคือ C. musae (CB01 
และ CB02) C. fructicola (CD01) และ C. asianum (CM01, CM02 และ CM03) และเชื้อราอีก 2 
สกุลคือ F. incarnatum (CD02 และ CD03) และ P. sydowiana (CG01, CG02 และ G03) ซึ่ง
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS ถือว่าเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีผู้นิยมศึกษากันมากในเชื้อรา เนื่องด้วย
เป็นดีเอ็นเอในนิวเคลียส และเป็นบริเวณที่ไม่ใช่ยีน ท าให้มีความผันแปรที่ค่อนข้างมาก จึงสามารถ
น ามาใช้ในการจ าแนกระหว่างสายพันธุ์หรือภายในสายพันธุ์เดียวกันได้ (Sharma et al., 2017) และ
งานวิจัยของ Zakaria et al., (2015) ได้ท าการจ าแนกเชื้อรา Colletotrichum บนผลมะม่วงได้
ทั้งหมด 35 ไอโซเลต จากนั้นระบุชนิดด้วยล าดับเบสบริเวณ ITS พบว่าสามารถจ าแนกเชื้อราสกุลนี้ได้ 
2 ชนิดคือ C. gloeosporioides และ C. asianum นอกจากนี้งานวิจัยของ Khodadadi et.al., 
(2020) ได้การจ าแนกชนิดของเชื้อรา Colletotrichum spp. ที่ก่อโรคผลเน่าในแอปเปิ้ลด้วยล าดับนิ
วคลีโอไทด์บริเวณ ITS พบว่าสามารถจ าแนกเชื้อรา C. fioriniae และ C. chrysophilum ออกจาก
กลุ่มสายพันธุ์ที่ซับซ้อนของเชื้อรา C. acutatum complex และ C. gloeosporioides complex 
จากตัวอย่างเชื้อราทั้งหมด 400 ไอโซเลต และจากการศึกษาการจ าแนกและระบุชนิดของเชื้อรา 
Colletotrichum ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS แสดงให้เห็นว่าเชื้อราในสกุลนี้มากกว่า 1 ชนิด
สามารถก่อโรคแอนแทรกโนสในผลไม้ได้หลายชนิด (Zakaria, 2021) เช่น เชื้อรา C. aianum 
นอกจากจะก่อโรคแอนแทรกโนสในมะม่วงแล้ว ยังมีรายงานว่าก่อโรคในมะละกอ ชมพู่ (Li et al., 
2019) ในขณะที่เชื้อรา C. muse จากเดิมเป็นเชื้อราก่อโรคที่จ าเพาะกับกล้วย ซึ่งปัจจุบันมีรายการ
พบการก่อโรคในมะม่วง (Phoulivong et al., 2012) และเชื้อ C. frucricola ยังพบก่อโรคใน
มะละกอ และอะโวคาโดอีกด้วยด้วย (Sharma et al., 2017) 
 
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลต โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS  
 จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราทั้ง 11 ไอโซเลต โดยใช้ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์บริเวณ ITS พบว่าสามารถแบ่งเชื้อราออกเป็น 3 กลุ่มดังนี้  กลุ่มที่  1 เป็นเชื้อราในสกุล
Colletotrichum ซึ่งสามารถแยกได้ 3 กลุ่มย่อยดังนี้ กลุ่มย่อยที่ 1.1 คือ C. asianum ซึ่งตัวอย่าง
ของเชื้อราที่แยกได้จากผลมะม่วง 3 ไอโซเลต คือ CM01, CM02 และ CM03 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มนี้จึง
ระบุได้ว่าเป็นเชื้อรา C. asianum (Phoulivong et al., 2012; Weir et al., 2012) ในขณะกลุ่มย่อย
ที่ 1.2 คือ C. fructicola โดยตัวอย่างเชื้อราแยกได้จากผลแก้วมังกร 1 ไอโซเลต จากทั้งหมด 3 ไอโซ
เลต คือ CD01 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มนี้จึงระบุได้ว่าเป็นเชื้อรา C. fructicola (Guo et al., 2014) และกลุ่ม



 

 

ย่อยที่ 1.3 คือ C. musae ซึ่งตัวอย่างเชื้อราที่แยกได้จากผลกล้วย 2 ไอโซเลต คือ CM01 และ CB02 
ถูกจัดอยู่ในกลุ่มนี้จึงระบุได้ว่าเป็นเชื้อรา C. musae (Balendres et al., 2020; Kuppusamy et 
al., 2011)  
 จากศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราในสกุล Colletotrichum จะเห็นได้ว่าเชื้อ
ราทั้ง 3 ชนิดในสกุลนี้นั้นมีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรม ซึ่งเชื้อรา C. asianum มีความใกล้ชิดกับ 
C. fructicola มากที่สุด ในขณะที่งานวิจัยของ Su et al., (2011) และ Fuentes et al., (2018) 
ได้ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อรา Collectotrichum โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
ITS, ACT, CHS, GAPDH, และ ApMat พบว่าเชื้อรา C. sianum มีความใกล้ชิดกับ C. musae  มาก
ที่สุด เนื่องจากงานวิจัยในครั้งนี้ใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS เพียงอย่างเดียวในการศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราในสกุล Collectotrichum ในขณะที่การวิจัยก่อนหน้านี้ใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณหลายต ่าแหน่ง ดังนั้นการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS เพียงอย่างเดียว
ยังไม่พอส าหรับวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อรานี้ ซึ่งควรที่จะใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
หลาย ๆ ต าแหน่งเข้าร่วมในการวิเคราะห์ด้วย ซึ่งจะท าให้ผลการศึกษามีความแม่นย ามากขึ้น (Raja 
et al., 2017) กลุ่มที่ 2 คือ F. incarnatum  ซึ่งตัวอย่างเชื้อราที่แยกได้จากผลแก้วมังกรอีก  2  
ไอโซเลต คือ CD02 และ CD03 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มนี้จึงระบุได้ว่าเป็นเชื้อรา F. incarnatum ซึ่งถูก
รายงานว่าเป็นเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่า และล าต้นเน่าในแก้วมังกร (Zhao & Huang, 2023) กลุ่มที่ 3 
คือ P. sydowiana ซึ่งตัวอย่างเชื้อราที่แยกได้จากผลฝรั่ง 3 ไอโซเลต ได้แก่ CG01, CG02 และ 
CG03 ถูกจัดอยู่ในกลุ่มนี้จึงระบุได้ว่าเป็นเชื้อรา P. sydowiana ซึ่งมีรายงานว่าเชื้อราสกุลนี้ถือเป็น
เชื้อก่อโรคแอนแทรกโนสในฝรั่ง (Keith et al., 2006)  
 
การพัฒนาเทคนิคแลมป์ส าหรับตรวจหาเชื้อ C. asianum  
 จากการพัฒนาประสิทธิภาพของปฏิกิริยาแลมป์ในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum ผล
การศึกษาพบว่าสามารถตรวจจับเชื้อราได้โดยใช้อุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที 
ซึ่งผลการศึกษาในครั้งนี้ใช้เวลาในการตรวจหาเชื้อที่เร็วกว่างานวิจัยก่อนหน้านี้ Li, (2017) ได้พัฒนา
เทคนิคแลมป์ในการตรวจหาเชื้อ C. gloeosporioides ใน Anoectochilus โดยช่วงอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการตรวจหาเชื้อได้ที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และงานวิจัยของ Wu et al., 
(2019) ท าการตรวจหาเชื้อ C. gloeosporioides ที่ก่อโรคผลเน่าในสตอร์เบอร์รี่ โดยช่วงอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการตรวจหาเชื้อได้ที่  65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 นาที และผลการทดสอบ
ความจ าเพาะของไพร์เมอร์ CHS-1 พบว่ามีความจ าเพาะกับเชื้อรา C. asianum และ C. musae แต่
ไม่พบการตรวจจับเชื้อรา C. fructicola และเชื้อราทดสอบสกุลอ่ืน เนื่องจากมีรายงานการศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อราในสกุล Colletotrichum พบว่าเชื้อรา C. asianum และ  



 

 

C. musae มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกันมากจึงท าให้ยากต่อการแยกเชื้อทั้งชนิดนี้ได้ (Fuentes-
Aragón et al., 2018; Su et al., 2011) และผลการจ าลองจับของไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยาแลมป์ที่
ออกแบบบริเวณยีน CHS-1 บนล าดับนิวลีโอไทด์ของเชื้อรา C. fructicola พบว่ามีบริเวณท่ีไม่เกิดการ
จับกันของไพร์เมอร์อยู่ถึง 2 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่ง Forward out primer (F3)  และ Backward 
internal primer (B1c) ซึ่งต าแหน่งดังกล่าวนี้เป็นต าแหน่งที่ส าคัญในกระบวนการสังเคราะห์สายดี
เอ็นในปฏิกิริยาแลมป์ (Notomi et al., 2000)  
 จากผลการทดสอบหาประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อรา C. asianum  ด้วย 
ไพรเมอร์ CHS-1 พบว่า สามารถตรวจจับได้ที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอต ่าสุดที่  1 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ในขณะที่เชื้อรา C. musae สามารถตรวจจับได้ที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอต ่าสุดที่ 25  
นาโนกรัม/ไมโครลิตร ซึ่ งงานวิจัยก่อนหน้านี้  Wu et al., (2019) ได้ท าการตรวจหาเชื้ อ  
C. gloeosporioides G143A สายพันธุ์กลายที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในสตอเบอร์รี่ โดยศึกษาที่บริเวณ
ยีน Cyt b พบว่าสามารถตรวจพบเชื้อได้และมีความไวที่  0.001 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ซึ่งผลการ
ทดสอบความไวในการตรวจจับเชื้อราที่ก่อโรคแอนแทรกโนสในการศึกษาครั้งนี้ พบว่ามีประสิทธิภาพ
ความไวในการตรวจจับน้อยกว่างานวิจัยที่ผ่านมา เนื่องจากวิจัยก่อนหน้านี้ท าการตรวจจับเชื้อราโดย
ใช้บริเวณยีน Cyt b ซึ่งเป็นยีนที่อยู่ในไมโตรคอนเดรียดีเอ็นเอ โดยเป็นส่วนส าคัญในการขนส่ง
อิเล็กตรอนที่เป็นองค์ประกอบในการผลิตพลังให้แก่เซลล์ ดังนั้นจึงมักพบยีนนี้เป็นจ านวนมากในเซลล์
ท าให้มีจ านวนซ ้าดีเอ็นเอ (copy number) มาก ดังนั้นจึงสามารถตรวจจับดีเอ็นเอของเชื้อราได้ใน
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีน้อย (Hebert et al., 2004; Hebert et al., 2003)  
 อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพความไวกับเทคนิคพีซีอาร์พบว่าเทคนิคแลมป์
สามารถตรวจจับเชื้อรา C. asianum ได้ไวกว่าเทคนิคพีซีอาร์ โดยที่เทคนิคพีซีอาร์สามารถตรวจจับ
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอต ่าสุดได้ที่  10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ซึ่งจะเห็นได้ว่าเทคนิคแลมป์มี
ประสิทธิภาพในการตรวจจับเชื้อราได้ดีกว่าเทคนิคพีซีอาร์ถึง 10 เท่า ซึ่งสอดคล้องรายงานวิจัยของ 
Chandra et al. (2015) โดยเปรียบเทียบความไวในการตรวจหาเชื้อรา C. falcatum ที่ก่อโรคแอน
แทรกโนสในอ้อย พบว่าเทคนิคแลมป์สมารถตรวจจับเชื้อราได้ที่ 0.01 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ซึ่งมี
ประสิทธิภาพในการตรวจจับเชื้อราได้ดีกว่าเทคนิคพีซีอาร์ถึง 100 เท่า ดังนั้นเทคนิคแลมป์จึงมี
ประสิทธิภาพในการตรวจพบเชื้อราก่อโรคแอนแทรกโนสในพืชได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งช่วยให้เกิดการ
ควบคุมโรคในผลผลิตได้อย่างมีประสิทธิภาพส่งผลให้ลดการสูญเสียผลผลิตในระหว่างเก็บเกี่ยวรวมไป
ถึงระว่างการส่งออกอีกด้วย 
 
 
 



 

 

บทที่ 6 
บทสรุป 

 
สรุปผลการวิจัย 

 การจ าแนกเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคแอนแทรกโนสโดยใช้ลักษณะของเส้นใย สีของเส้นใย และ
รูปร่างของโคนิเดีย สามารถจ าแนกเชื้อราทั้งหมดได้ 11 ไอโซเลต โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ในขณะที่
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS สามารถจ าแนกเชื้อราออกเป็น 5 ชนิด โดยกลุ่มเชื้อราที่มีลักษณะเส้น
ใยบางเรียบ และมีสีส้ม และลักษณะเส้นใยหนาฟู มีสีขาวอมน ้าตาล สีขาวอมเทาและสีด า โคนิเดีย
เป็นรูปทรงกระบอกหัวท้ายมน และไม่มีผนังกั้น คือ C. musae, C. fructicola และ C. asianum 
ในขณะที่กลุ่มเชื้อราที่มีเส้นใยสีขาวอมส้ม โคนิเดียเป็นรูปพระจันทร์เสี้ยว และมีผนังกั้น คือ 
F. incarnatum และกลุ่มเชื้อราที่มีลักษณะเส้นใยหนาฟูซ้อนกันเป็นชั้นๆ เส้นใยสีขาวอมเทา โคนิเดีย
เป็นรูปทรงกลม-ทรงรี และผนังกั้นหลาย ๆ เซลล์ คือ P. sydowina และเมื่อน าข้อมูลล าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่าเชื้อรา C. fructicola และ  
C. asianum มีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรมมากท่ีสุด  
 การพัฒนาเทคนิคแลมป์เพ่ือตรวจหาเชื้อรา C. asianum สาเหตุโรคแอนแทรกโนส พบว่า
สามารถรวจพบเชื้อราได้ที่ อุณหภูมิคงที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที และการทดสอบ
ประสิทธิภาพความจ าเพาะของไพร์เมอร์ CHS-1 พบว่าสมารถตรวจจับเชื้อรา C. asianum และ 
C. musae แต่ไม่ตรวจจับเชื้อรา C. fructicola และเชื้อราอื่นอีก 2 ชนิด ได้แก่ F. incarnatum และ 
P. sydowina  และการทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อรา พบว่าสามารถตรวจพบ
เชื้อรา C. asianum ได้ที่ความเข้มข้นต ่าสุดของดีเอ็นเอที่ 1 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และตรวจพบเชื้อ
รา C. musae ที่ได้ที่ความเข้มข้นต ่าสุดของดีเอ็นเอที่ 25 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับ
เทคนิคพีซีอาร์ พบว่าเทคนิคแลมป์มีประสิทธิภาพความไวในการตรวจจับเชื้อได้กว่าถึง 10 ดังนั้น
เทคนิคแลมป์จึงมีประสิทธิภาพในการตรวจพบเชื้อราก่อโรคแอนแทรกโนสในพืชได้อย่างรวดเร็ว ซึ่ง
ช่วยให้เกิดการควบคุมโรคในผลผลิตได้อย่างมีประสิทธิภาพส่งผลให้ลดการสูญเสียผลผลิตในระหว่าง
เก็บเก่ียวรวมไปถึงระว่างการส่งออกอีกด้วย 
 
ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรมีการศึกษาข้อมูลสัณฐานวิททยาของเชื้อเพ่ิมเติม การจ าแนกเชื้อราก่อโรคแอนแทรก
โนสได้อย่างชัดเจนและแม่นย าขึ้น 



 

 

 2. ไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับทดสอบความจ าเพาะกับเชื้อราก่อโรค พบว่ายังไม่จ าเพาะกับเชื้อชนิด
ใดชนิดหนึ่ง นั้นควรออกแบบไพรเมอร์ใหม่เพ่ือให้จ าเพาะกับเชื้อราเพียงชนิดเดียว 
 3. ควรเลือกบริเวณยีนที่มีจ านวนซ ้าดีเอ็นเอที่มากมาออกแบบไพรเมอร์ เพ่ือให้ประสิทธิภาพ
ความไวในการตรวจจับเชื้อราที่ดี 
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