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บทคัดย่อ 

การศกึษานี้มวีัตถุประสงค์เพื่อหาวธีิการท่ีระบุสาเหตุของการเกดิโรคผลลายของลำไย โดยคัดแยก

เชื้อรา 20 ไอโซเลท ที่ถูกเก็บรวบรวมมาจากผลลำไยที่เป็นโรค ด้วยวิธีการ Tissue transplant method 

และทดสอบหาไอโซเลทนั้น โดยใช้วิธีการของ Koch's postulation method ทั้งในระดับห้องปฏิบัติการ

และระดับแปลงทดสอบ จากการทดสอบ พบว่า ไอโซเลทที่ 17 นั้น คือสาเหตุของการทำให้เกิดโรคผลลาย 

โดยมีการแสดงออกของโรคเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ ท้ังในการทดลองแบบสภาพกล่องช้ืน (moisture chamber) 

และสภาพสวน ท่ีระดับ 58.33% และ 60.00% ตามลำดับ หลังจากน้ันเชื้อราท่ีแยกได้จะถูกนำไประบุสายพันธ์ุ

ดว้ยเทคนิคทางดีเอ็นเอ พบว่า มีความคล้ายคลงึ โดยมีค่า identity 99% กับ Pestalotiopsis oxyanthi isolate 

SVJMO60, Pestalotiopsis sp. Vouchcz JUF0010 และ Pestalotiopsis sp. Vouchcz JUF0010 นอกจากนั้น 

การใช้เทคนิค Loop mediated amplification (LAMP) โดยใช้ primer FIP/BIP และ primer F3/B3 ได้ยืนยัน

ผลการทดสอบที่ให้ผลบวกกับเชื้อรานี้ด้วย จากผลการศึกษาน้ีชี้ให้เห็นว่า สายพันธ์ุของ Pestalotiopsis 

เป็นสาเหตุในการทำใหเ้กดิโรคผลลายได ้
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ABSTRACT  

The aim of study was to search for the possible identity causing of the Fruit Discoloring 

disease.The 20 isolates fungal were collected from longan diseased by Tissue transplant method. The isolates 

were tested by Koch's postulation method in laboratory lever and field.  It was found that, The fungal 

causal agent of Unknown 17 was presented significant to disease increase of the Fruit Discoloring disease 

symptom with 58.33 % and 60.00 % incidence in moisture chamber and orchard condition. After that, 

the isolates was identified by DNA technique with high identity with 99% as Pestalotiopsis oxyanthi isolate 

SVJMOOS , Pestalotiopsis oxanthi  isolate SVJMO60 and Pestalotiopsis sp. Vouchcz JUF0010. Moreover, 

the application of Loop mediated amplification ( LAMP)  by using primer FIP/ BIP and F3/ B3 Primers was 

confirmed with positive test.  These results suggest that the species of Pestalotiopsis to be the most 

important part of causing in Fruit Discoloring disease. 
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บทที่ 1 

 

บทนำ 

 

ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

ลำไยเป็นไม้ผลเศรษฐกิจสำคัญอันดับหนึ่งของจังหวัดในเขตภาคเหนือ คือ 8 จังหวัด

ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย ลำพูน พะเยา น่าน ลำปาง แพร่ และจังหวัดตาก 

โดยพื้นที่การผลิต ป ี2553–2557 เพิ่มข้ึนจาก 975,445 ไร่ ในป ี2553 เป็น 1,052,111 ไร่ ในป ี2557 

หรือเพิ่มข้ึนร้อยละ 2.00 ต่อปี โดยจังหวัดพะเยา เป็นแหล่งปลูกลำไยที่สำคัญ มีพื้นที่ปลูก

เป็นอันดับ 4 ของประเทศ มีพื้นที่ใหผ้ลผลิต 55,316 ไร่ มีผลผลติในป ี2558 ประมาณ 28,135 ตัน 

หรือ 509 กิโลกรัมต่อไร่ (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2559, สื่อออนไลน์) ลำไยเป็นผลไม้

กึ่งเขตรอ้น มถีิ่นกำเนดิอยู่ในประเทศจีนตอนใต ้และไตห้วัน ลำไยเป็นพืชอยู่ในตระกูล Sapindaceae 

เช่นเดยีวกับเงาะ และลิ้นจี่ (พงษ์ศักดิ์ อังกสิทธิ์, ดุษฎ ีณ ลำปาง และรำไพวรรณ อภิชาตพงศ์ชัย, 

2542) โดยมีการส่งออกในรูปของลำไยสด ลำไยอบแห้ง และลำไยกระปอ๋ง ซึ่งมีตลาดส่งออก

ลำไยสดที่สำคัญ ไดแ้ก่ จนี ฮ่องกง มาเลเชยี สิงคโปร์ แคนาดา และตลาดลำไยแปรรูป ได้แก่ จีน 

ฮ่องกง มาเลเชยี สงิคโปร์ และสหรัฐอเมรกิา (จรยิา วสิทิธพิานชิ, ชาตร ีสทิธกิุล และเยาวลักษณ์ 

จันทร์บาง, 2545)  

 ในการผลิตลำไยให้ได้ผลผลติเป็นจำนวนมากและมคีุณภาพดี เป็นที่ต้องการของตลาด 

ยังพบประสบปัญหาในหลาย ๆ ด้าน ทั้งโรคของลำไยที่เกิดจากรามีหลายชนิดด้วยกัน ได้แก่ 

โรคใบจุด โรคพุ่มไม้กวาด โรคราสชีมพู โรคราดำ และสาเหตุของโรคลำไยที่เป็นปัญหามากที่สุด

คอื โรคผลลาย และโรคผลแตก ในลำไย ซึ่งเป็นปัญหาที่สำคัญอย่างหนึ่งนัน้ก็คอื ยังหาวิธีการ

ปอ้งกันกำจัดไม่ได้ ทำใหผ้ลผลิตลำไยเกดิความเสียหายอย่างรุนแรง และเกษตรกรชาวสวนลำไย

สูญเสียรายได้และขาดทุนในที่สุด จากการสืบค้นรายงานผลการวิจัย โรคผลลายของลำไย 

สันนษิฐานว่า มสีาเหตุหลายประการ สาเหตุแรกอาจเป็นเพราะว่ามีเชื้อก่อโรค จากรายงานวิจัย

ปัจจุบันยังไม่สามารถระบุชัดเจนในระดับสายพันธุ์ และเช้ือที่ศึกษานั้นไม่ได้ศึกษาในจังหวัดพะเยา 

ซึ่งอาจเป็นเชื้อคนละชนดิหรอืเป็นเชื้อเฉพาะถิ่น หรอืโรคดังกล่าวอาจเกดิจากปัญหาทางสรีรวิทยา

ของผล อันมีสาเหตุจากสภาพแวดล้อม หรือจากการดูแลบำรุงต้นที่ไม่เหมาะสมของเกษตรกร 

เบื้องต้นนักวจัิยได้ทำการเก็บตัวอย่างและคัดแยกเชื้อสาเหตุโรคไดบ้างส่วนแล้ว ซึ่งอาจเป็นหนึ่ง

ในสาเหตุโรคผลแตกผลลาย ซึ่งต้องทำยืนยันผลต่อไป ปัจจุบันเกษตรกรที่ประสบปัญหา

ในจังหวัดพะเยา คาดว่าสาเหตุโรคน่าจะเป็นเชื้อก่อโรค เนื่องจากยังไม่มกีารศกึษาหาสาเหตุที่ชัดเจน 
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จึงแก้ไขปัญหาโดยการฉีดพ่นสารเคมีแบบเดาสุ่ม ทำให้เกิดใช้สารเคมีปริมาณสูงและทำให้

เชื้อก่อโรคดื้อยา ทำให้แก้ไขไม่ตรงจุด นอกจากนี้ในจังหวัดพะเยายังไม่มีการศึกษา

ทั้งการระบาดวทิยาและสาเหตุที่แทจ้ริงของโรคดังกล่าว และยังไม่มีแนวทางการป้องกันกำจัด

ที่ชัดเจน ในการทำวจิัยจะทำการหาแนวทางแกไ้ขโรคผลลายที่เหมาะสมกับการผลิตลำไยส่งออก

ในพื้นที่ต้นแบบในจังหวัดพะเยา จงึใช้เทคนคิทางชีวโมเลกุลในการบ่งบอกเช้ือสาเหตุโรคผลลาย

ในลำไย เทคนิค Loop mediated amplification (LAMP) สามารถตรวจสอบเชื้อไดใ้นปรมิาณน้อย

ในระดับนาโนกรัม ใหเ้วลาในการตรวจสอบน้อยกว่า 1 ชั่วโมง ซึ่งสามารถตรวจเชื้อสาเหตุโรคได้

ในระยะที่ลำไยยังไม่แสดงอาการโรค จะทำใหส้ามารถปอ้งกันกำจัดไดอ้ย่างรวดเร็วและทันเวลา

และลดการระบาดของโรคได ้เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพในการปอ้งกันกำจัดโรคลำไยที่เป็นปัญหาสำคัญ

ของเกษตรกรผู้ผลิตลำไยส่งออกของไทย และยังมกีารใชเ้ทคนิคนี ้ในการตรวจตรวจสอบในพืช 

ผลไม้ทั่วไป เช่น การตรวจสอบเช้ือ Squash leaf curl Yunnan virus ไอโซเลท TH-PK-2016 

(SLCuYV-TH-PK-2016) (Genbank accession KX388157) ที่เขา้ทำลายฟักทอง (Cucurbita moschata 

Decne) ในจังหวัดนครปฐมของประเทศไทย โดยการทำปฏกิิรยิาที่อุณหภูม ิ65 ºC นาน 60 นาที 

และสามารถตรวจสอบผลการเกิดปฏิกิรยิาดว้ย 1.5% agarose gel electrophoresis พบว่าเทคนิค 

LAMP สามารถตรวจสอบเชื้อ Begomovirus ได้ที่ค่าการเจือจางที่ 10-3 หรือที่ความเข้มขน้ดีเอ็นเอ

ประมาณ 134 พิโคกรัมต่อไมโครลิตร ในเวลา 1 ช่ัวโมง (รุ่งทิพย์ จั่นเพ็ชร และคณะ, 2560) 

นอกจากน้ียังใช้ในการตรวจหาเชื้อ Human papillomavirus type 58 โดยใช้ดีเอนเอตัวอย่าง

จากผู้ป่วยมะเร็งปากมดลูก ด้วยเทคนคิ Loop-Mediated isothermal amplification โดยผลการทดสอบ

หาระยะเวลาที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยา LAMP ผลจาก agarose gel electrophoresis 2% 

ใช้อุณหภูมิที่ 63 °C และระยะเวลาที่เหมาะสม คอื 60 นาที (จติรลดดา แซ่เตยีว และคณะ, 2011) 

 

วัตถุประสงค์ของการวจัิย  

1. ศึกษาลักษณะอาการของโรคผลลายในลำไย โดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด (Scanning Electron Microscopy: SEM) 

2. แยกเชื้อราสาเหตุโรคผลลายในลำไยและทดสอบความสามารถในการทำใหเ้กิดโรค

ในระดับหอ้งปฏบิัตกิาร และระดับแปลงทดลอง 

3. เพื่อการหาลำดับเบสที่จำเพาะเจาะจงต่อเช้ือสาเหตุโรคในลำไย 

4. เพื่อตรวจสอบเช้ือก่อโรคลำไยดว้ยเทคนิค Loop mediated amplification (LAMP) 
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ขอบเขตของการวจิัย 

คัดแยกเช้ือราที่ทำให้เกิดโรคผลลายในลำไย เพื่อทดสอบการเกิดโรคผลลายในลำไย 

โดยการทดสอบบนต้นลำไย อย่างน้อย 20 ไอโซเลท ต้นลำไยที่พ่นด้วยแต่ละไอโซเลท จากนั้น

คัดเลือกเชื้อราไอโซเลทที่ทำให้มีอาการของโรคระบุสายพันธุ์ในระดับดีเอ็นเอ และตรวจสอบ 

ความจำเพาะเจาะจงดว้ยเทคนคิ Loop mediated amplification (LAMP)  

ขอบเขตด้านระยะเวลา  

การศกึษาครัง้น้ีใช้เวลาในการศึกษาคน้ควา้และทดลองเป็นระยะเวลา 1 ป ี 

ขอบเขตด้านสถานที ่ 

ศูนย์เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยพะเยา คณะเกษตรศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ 

มหาวทิยาลัยพะเยา  

  

ประโยชน์ที่จะได้รับจากการวจิัย 

1. เป็นประโยชน์ในการระบุชนดิโรคและการปอ้งกันกำจัดที่ถูกตอ้งเหมาะสมกับสาเหตุโรค 

2. ทราบลำดับเบสของ DNA เครื่องหมายที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อราสาเหตุโรคผลลาย

ในลำไย และสภาวะการตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโดย เทคนิค Loop mediated amplification (LAMP) 

เพื่อนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบและวนิจิฉัยโรคพชืที่รวดเร็วในอนาคต 

 

 
 

 

 

 

 

 



บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวจัิยที่เกี่ยวข้อง 

 

ลำไย  

ลำไย จัดอยู่ใน  

 Kingdom: Plantae 

 Division: Magnoliophyta 

    Class: Magnoliophyta 

 Order: Sapindales 

 Family: Sapindaceae 

 Genus: Dimocarpus 

ลำไยเป็นพืชผสมข้าม (เกศิณี ระมิงค์วงศ์, 2546) คำว่า longan มาจากภาษาจีน 

หมายถึง ตามังกร มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Dimocarpus longan Lour. แบ่งเป็น 2 subspecies คือ 

D. longan ssp. longan และ D. longan ssp. malesianus อยู่ในตระกูล Sapindaceae มีความเช่ือ

กันว่า ลำไยมีถิ่นกำเนิดมาจากประเทศจีนหรือจากบริเวณระหว่างประเทศพม่าและอินเดีย 

(Yonemoto, et al., 2006) และลำไยจากประเทศจีนได้แพร่กระจายเข้าสู่ประเทศอนิเดีย ศรลีังกา 

พม่า ฟลิปิปนิส์ ประเทศในแถบยุโรป และอเมรกิา สำหรับในประเทศไทยนั้น มกีารพบลำไยพื้นเมือง

ตามป่า ในจังหวัดเชยีงใหม่และเชยีงราย ซึ่งมีผลเล็ก ต่อมาในปี พ. ศ. 2439 มีชาวจนีนำกิ่งตอน

ของลำไย 5 กิ่ง จากประเทศจีน มาถวายเจ้าดารารัศมี พระชายาของพระบาทสมเด็จ-

พระจุลจอมเกลา้เจ้าอยู่หัว รัชกาลที่ 5 ซึ่งเจา้ดารารัศมี ไดแ้บ่งลำไยเอาไวป้ลูกที่กรุงเทพฯ 2 กิ่ง

ส่วนอกี 3 กิ่ง ไดม้อบใหเ้จ้านอ้ยต้น ณ เชยีงใหม่ นำไปปลูกที่เชยีงใหม่ ต่อมาได้แพร่กระจายไปยัง

จังหวัดใกล้เคียง และเนื่องจากในอดีตการขยายพันธุ์ลำไยทำโดยการเพาะเมล็ดจึงทำให้เกิด

การกลายพันธุ์ และได้พันธุ์ที่ดเีกดิขึ้น (พาวนิ มะโนชัย และคณะ, 2547) 

ลําไย ไม้ผลเขตก่ึงร้อนเป็นผลไม้เพื่อสุขภาพชนิดน้ี เป็นที่นิยมรับประทานอย่างมาก

ในประเทศไทย โดยจังหวัดที่ปลูกมากที่สุด คือ จังหวัดลำพูน สำหรับประเทศที่ปลูกมากที่สุด

เห็นจะเป็นประเทศจีนที่มีการปลูกลำไยมากถึง 26 สายพันธุ์ แต่ที่นิยมปลูกในประเทศไทย

ทำรายได้ให้แก่ประเทศไทยไม่ต่ำกว่าปีละ 6, 000 ล้านบาท จากการสำรวจในปี พ. ศ. 2555 

พบว่า มีพื้นที่ปลูกลำไยประมาณ 1,077, 599 ไร่ (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2557, 

สื่อออนไลน์) ซึ่งพันธุ์ลำไยที่นิยมปลูกมี 4 พันธุ์ ได้แก่ พันธุ์อีดอ สีชมพู แห้ว และเบี้ยวเขียว 
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(มิตรชัย ทาบุดดา, 2546) โดยจากการสำรวจในปี พ. ศ. 2552 พบว่า มพีื้นที่ปลูกลำไยพันธุ์อีดอ

ร้อยละ 79 ของพื้นที่ทั้งหมด (นิพัฒน์ สุขวิบูลย์, 2552) ทำให้พันธุ์ลำไยที่ปลูกในปัจจุบัน

มีความหลากหลายทางพันธุกรรม หากเกิดโรคระบาดหรอืภูมิอากาศเปลี่ยนแปลงอาจจะทำให้

ลำไยสูญพันธุ์ได้ จึงควรมีการปรับปรุงพันธุ์ลำไยให้ได้พันธุ์ใหม่ที่มีลักษณะตามต้องการ

และเพื่อให้เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมของลำไยต่อไป ลำไยประกอบด้วย วิตามิน 

และแร่ธาตุต่าง ๆ ที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ธาตุแคลเซียม 

ธาตุฟอสฟอรัส ธาตุโซเดยีม ธาตุโพแทสเซยีม ธาตุทองแดง ธาตุเหล็ก วติามินซ ีวติามนิบี 12 เป็นต้น 

ส่วนในด้านสรรพคุณลำไยใช้เป็นยารักษาโรค ได้แก่ เป็นยาแก้ท้องร่วง รักษาโรคมาลาเรีย 

บรรเทาอาการริดสีดวงทวาร เป็นต้น พงษ์ศักดิ์ อังกสิทธิ์, ดุษฎี ณ ลำปาง และรำไพวรรณ 

อภชิาตพงศ์ชัย, 2542) 

ลำไย จัดเป็นพืชเศรษฐกิจที่สำคัญ ทำรายได้เป็นอย่างดีแก่เกษตรกรในภาคเหนือ

ของประเทศไทย และถูกบรรจุเป็นหนึ่งในพืชที่ทำรายได้เข้าประเทศได้สูง (product champion) 

โดยสามารถทำรายได้เข้าประเทศได้มากกว่าห้าพันล้านบาท โดยมีการส่งออกในรูปของลำไยสด 

ลำไยอบแหง้ และลำไยกระป๋อง ซึ่งตลาดส่งออกลำไยสดที่สำคัญ ไดแ้ก่ จีน ฮ่องกง มาเลเซีย 

สงิคโปร์ แคนาดา และตลาดลำไยแปรรูป ไดแ้ก่ จนี ฮ่องกง มาเลเซยี สงิคโปร์ และสหรัฐอเมริกา 

โดยมกีารส่งออกในรูปลำไยสด มูลค่าส่งออก 9,500 ลา้นบาท ลำไยอบแหง้ มูลค่า 4,700 ลา้นบาท 

ในป ี2557 ดังแสดงในตาราง 1 ส่วนการบรโิภคลำไยภายในประเทศมปีริมาณน้อยกว่าการส่งออก

ลำไยสด และผลิตภัณฑ์ดังแสดงในตาราง 2 และเนื้อที่การผลิตลำไยมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นตั้งแต่

ปี 2553-2558 ดังแสดงในตาราง 3 (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2559, สื่อออนไลน์) 

และตาราง 4 จะแสดงถงึเนื้อที่ยนืตน้ เนื้อใหผ้ล ผลผลติ และผลผลติต่อไร่ ในป ี2562 

 

ตาราง 1 การส่งออกลำไยสดและผลติภัณฑ์ ป ี2553–2558 
ปี ลำไยสด ลำไยอบแห้ง ลำไยกระป๋อง ลำไยแช่แขง็ 

ปรมิาณ (ตัน) มูลค่า  

(ลา้นบาท) 

ปรมิาณ (ตัน) มูลค่า (ล้าน

บาท) 

ปรมิาณ (ตัน) มูลค่า (ลา้น

บาท) 

ปรมิาณ 

(ตัน) 

มูลค่า  

(ลา้นบาท) 

2553 

2554 

2555 

2556 

2557 

216,395 

382,013 

455,663 

413,400 

410,000 

3,513 

6,209 

8,454 

8,503 

9,500 

72,705 

162,441 

129,255 

140,232 

170,000 

2,109 

8,232 

3,783 

4,026 

4,700 

14,166 

12,146 

11,472 

12,274 

12,000 

510 

579 

602 

633 

600 

211 

28 

29 

55 

40 

16 

3 

4 

9 

6 

อัตราเพิ่ม 

(ร้อยละ) 

14.53 25.91 16.79 9.28 -316 4.23 -23.29 -8.27 

2558* 414,000 9,700 174,000 4,800 12,000 600 70 8 

หมายเหต:ุ *ประมาณการ 

ที่มา: ศูนย์สารสนเทศการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ,์ 2562, สื่อออนไลน ์
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ตาราง 2 การบรโิภคภายในประเทศและการส่งออกลำไยสดและผลติภัณฑ ์

   ป ี2553–2558 

ปี ปรมิาณการบรโิภค

ภายในประเทศ (ตัน) 

การส่งออก 

ปรมิาณ (ตัน) มูลค่า (ล้านบาท) 

2553 25,000 303,477 6,148 

2554 35,000 556,328 15,024 

2555 40,000 296,419 12,843 

2556 45,000 565,961 13,172 

2557 50,000 592,040 14,806 

อัตราเพ่ิม 

(ร้อยละ) 

17.79 14.49 17.66 

2558* 50,000 600,070 15,108 

หมายเหต:ุ * ประมาณการ 

 

ตาราง 3 เน้ือที่ให้ผล ผลผลติ และผลผลติต่อไร่ลำไย ป ี2553-2558 

ปี เน้ือที่ใหผ้ล  

(ไร่) 

ผลผลติ  

(ต้น) 

ผลผลติตอ่ไร่ 

(กโิลกรัม/ไร่) 

2553 975,445 527,398 541 

2554 990,456 780,580 788 

2555 1,041,525 877,176 842 

2556 1,038,108 854,616 823 

2557 1,052,111 995,108 946 

อัตราเพ่ิม (ร้อยละ) 2.00 14.57 12.31 

2558* 1,061,128 991,624 934 

หมายเหตุ: *ประมาณการ 

ที่มา: ศูนย์สารสนเทศการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ,์ 2562, สื่อออนไลน ์
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ตาราง 4 เน้ือที่ยนืต้น เน้ือให้ผล ผลผลติ และผลผลติต่อไร่ ปี 2562 

รวมทั้งประเทศ 

/ภาค/จังหวัด 

เนื้อที่ยนื

ต้น (ไร)่ 

เนื้อทีใ่ห้ผลผลติ

(ไร)่ 

ผลผลิต  

(ตัน) 

ผลผลิตตอ่เนื้อที่

ให้ผล (กก./ไร่) 

รวมทัง้ประเทศ 1,201,678 1,169,496 1,011,276 865 

ภาคเหนอื 884,254 862,497 626,921 727 

ภาคตะวันออกเฉยีงเหนอื 28,706 27,704 11,198 404 

ภาคกลาง 288,718 279,295 373,157 1,336 

เชียงราย 139,771 137,221 58,364 425 

พะเยา 60,782 56,888 21,021 370 

ลำปาง 19,516 19,024 4,581 241 

ลำพูน 270,189 269,924 231,026 856 

เชียงใหม่ 318,174 308,395 267,887 869 

แม่ฮ่องสอน 550 469 199 424 

ตาก 18,835 18,250 17,655 967 

แพร ่ 4,550 4,348 936 215 

น่าน 38,674 35,660 18,909 530 

ที่มา: ศูนย์สารสนเทศการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ,์ 2562, สื่อออนไลน ์

 

ลักษณะพฤกษศาสตร์และพันธุลําไย  

1. ลำต้น 

 มีขนาดลำตน้สูงปานกลางจนถงึขนาดใหญ่ ตน้ที่ขยายพันธุ์ดว้ยเมล็ดจะมีลำต้นตรง

เมื่อเจริญเติบโตเต็มที่มีความสูงประมาณ 12-15 เมตร และถ้าหากเป็นต้นที่ขยายพันธุ์ด้วย

การตอนก่ิง จะแตกกิ่งก้านสาขาใกล้ ๆ กับพื้น และถ้าได้รับการตัดแต่งกิ่งในขณะที่ต้นยังเล็ก 

มักแตกลำตน้เทยีมหลายตน้ ลำตน้ที่เกิดขึ้นไม่ค่อยเหยยีดตรง มักเอนหรอืโคง้งอ เปลอืก ลำต้น

ขรุขระมสีเีทาหรอืสีเทาปนนำ้ตาลแดง เป็นสะเก็ด (พาวนิ มะโนชัย และคณะ, 2547) 

2. ใบ 

 เป็นใบรวมที่ประกอบดว้ยใบย่อยอยู่บนก้านใบร่วมกัน (pinnately compound leaves) 

มีปลายใบเป็นคู่มีใบย่อย 3-5 คู่ ความยาวใบ 20-30 เซนติเมตร ใบย่อยเรียงตัวสลับหรือ

เกอืบตรงข้าม ความกวา้งของใบย่อย 3-6 เซนตเิมตร ยาว 7-15 เซนตเิมตร รูปร่างใบเป็นรูปรี 

หรอืรูปหอก ส่วนปลายใบและฐานใบค่อนข้างป้าน ใบดา้นใบมสีีเขียวเข้มกว่า ดา้นล่างสากเล็กน้อย 

ขอบใบเรยีบไม่มีหยัก ใบเป็นคล่ืนเล็กน้อย และเห็นเส้นแขนง (vein) แตกออกมาจากเส้นกลางใบ

ชัดเจน และมจีำนวนมาก 
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3. กิ่งก้าน 

 จะแตกออกรอบตน้โดยต้นที่ปลูกดว้ยเมล็ดจะแตกกิ่งล่างสุดสูงจากพื้นดิน ประมาณ 

1-3 เมตร ส่วนต้นที่ปลูกจากกิ่งตอนจะแตกกิ่งล่างสุดต่ำกว่า คือ ประมาณ 0. 5-1 เมตร

กิ่งก้านเปราะ และแตกกิ่งก้านสาขาดี ทำใหเ้บยีดกันแน่น 

4. ช่อดอก  

 ส่วนมากเกิดจากตาที่ปลายยอด (terminal bud) บางครัง้อาจเกดิจากตาข้างของกิ่ง 

ช่อดอกยาว ประมาณ 15-60 เซนตเิมตร ช่อดอกขนาดกลางจะมีดอกย่อยประมาณ 3,000 ดอก  

5. ดอก   

 มีสีขาวหรือขาวอมเหลือง มีขนาดเล็ก เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 6–8 มิลลิเมตร 

มีกลิ่นหอม ช่อดอกหนึ่ง ๆ อาจมีดอก 3 ชนิด (polygamo-monoecious) ดอกตัวผู้ (staminate) 

ดอกตัวเมีย (pistillate flower) และดอกสมบูรณ์เพศ (perfect flower) ลักษณะที่คล้ายคลึงกัน

ของดอกทั้ง 3 ชนิด คือ กลีบดอกบาง 5 กลีบ สีขาว กลีบเลี้ยงหนาแข็ง 5 กลีบ มีสีเขียว

ปนนำ้ตาล 

 5.1 ดอกตัวผู้ (staminate flower) มีเกสรตัวผู้ 6-8 อัน เรียงเป็นชั้นเดียวกัน

บนจานรองดอก (disc) ซึ่งมีสีน้ำตาลอ่อน และมีลักษณะอุ้มนำ้ ก้านชูเกสรตัวผู้มีขน เกสรตัวผู้

มีความยาวสม่ำเสมอ คือ ยาวประมาณ 3–5 มิลลิเมตร อับเรณูมี 2 หยัก และเมื่อแตกจะแตก

ตามยาว (longitudinal dehiscence) 

 5.2 ดอกกระเทย ที่ทำหน้าที่เป็นดอกตัวเมีย หรือดอกตัวเมีย (pistillate flower) 

ประกอบด้วย รังไข่ที่มี 2 พู (bicarpellate) ตั้งอยู่บนจานรองดอกเป็นแบบ (superior ovay) 

ด้านนอกของรังไข่มีขนปกคุลมอยู่ แต่ละพูจะมีเพียง 1 ช่อง (locule) เท่านั้น ที่จะเจริญเติบโต

และพัฒนาจนเป็นผล ส่วนอกีพูหน่ึงจะค่อย ๆ ฝ่อ ในบางกรณอีาจผมไข่ทัง้สองเจรญิจนเป็นผลได้ 

เกสรตัวเมยี (Style) ยาวประมาณ 2.5 มลิลเิมตร ตรงปลายยอดเกสร (stigma) แยกออกเป็น 2 แฉก 

เห็นได้ชัดเมื่อดอกบานเต็มที่ เกสรตัวผู ้มีประมาณ 8 อัน ก้านเกสรตัวผูเ้ป็นแบบ semi-sessile 

filament สั้นเพียง 1 มิลลิเมตร อับเรณูของเกสรตัวผู้จะไม่มีการแตกและไม่มีการงอก 

แต่จะค่อย ๆ แหง้ตายไปหลังดอกบาน 

 5.3 ดอกสมบูรณ์เพศ มีทั้งเกสรตัวผู้และเกสรตัวเมียอยู่ในดอกเดียวกัน รังไข่

พองเป็นกระเปาะค่อนข้างกลม ขนาดเล็กกว่ารังไข่ของดอกเพศเมยี ยอดเกสรตัวเมียจะสั้นกว่า

และตรงปลายจะแยกเพียงเล็กน้อยเม่ือดอกบาน ก้านชูอับละอองของดอกสมบูรณ์เพศจะมี

ความยาวสม่ำเสมอกัน คอื มคีวามยาวอยู่ระหว่าง 1.5-3.0 เซนตเิมตร ดอกสมบูรณ์เพศสามารถ

ตดิผลได้ เช่นเดยีวกับดอกตัวเมีย    
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6. ผล 

 ลำไยจะเริ่มตดิผลหลังดอกบานประมาณ 2 สัปดาห ์รังไข่ทัง้ 2 พ ูเริ่มพัฒนาเป็นผล

และขยายขนาดใหญ่ขึ้นเมื่อมีขนาด 2-3 มิลลิเมตร รังไข่พูหนึ่งจะหยุดพัฒนาและเที่ยวแห้งไป

แต่รังไข่อกีพูหน่ึงพัฒนาเป็นผลเดี่ยวต่อไป ผลลำไยมรีูปร่างทรงกลมหรอืทรงเบี้ยวข้ึนอยู่กับพันธุ์

เปลอืกสีนำ้ตาลอมเหลืองหรืออมเขียว ผลแก่มีเปลือกสีเหลืองหรือสีน้ำตาลอมแดง ผวิเปลือก

เรยีบหรอืเกอืบเรยีบ มีตุ่มแบนปกคลุมที่ผวิเปลอืกดา้นนอก  

7. เน้ือ  

 เกิดจากส่วนที่เจริญมาจากก้านไข่ (funiculus) เนื้อลำไยเป็นเนื้อเยื่อพาเรนไคมา

ซึ่งเจรญิเตบิโตล้อมรอบเมล็ด (outer integument) มลีักษณะคลา้ยวันสขีาวขุ่นหรือสีชมพูเรื่อ ๆ 

ขึ้นอยู่กับชนดิของพันธุ์ 

8. เมล็ด 

 มีลักษณะกลมจนถึงแบน เมื่อยังไม่แก่มีสีขาวแล้วค่อย ๆ เปลี่ยนเป็นสีดำมัน

ส่วนของเมล็ดที่ (dragon eye) นี้จะมีขนาดเล็กหรือใหญ่ต่างกันไปตามพันธุ์ เมื่อผลแก่จัด

ถ้ายังไม่เก็บเกี่ยว placenta จะใหญ่ขึ้น เน่ืองจาก placenta ดูดอาหารข้ึนไปเลี้ยงเมล็ด ทำให้เนื้อเยื่อ

มรีสชาตจิืดลง นอกจากนี้ ลำไยยังสามารถแบ่งออกไดอ้กี 3 ลักษณะ ตามระยะเวลาในการตดิดอก

ออกผล คอื  

 8.1 พันธุ์เบา ไดแ้ก่ พันธุ์ดอ 

 8.2 พันธุ์ปานกลาง ไดแ้ก่ พันธุ์แหว้ พันธ์ุสชีมพู 

 8.3 พันธุ์หนัก ไดแ้ก่ พันธุ์อแีดง เบี้ยวเขยีว และพันธุ์พวงทอง 

 

พันธุ์ที่ส่งเสรมิในการปลูก 

1. พันธุ์ดอ  

 เป็นพันธุ์เบา ทำใหช้าวสวนนิยมปลูกมากที่สุด เจรญิเตบิโตด ียอดอ่อนมีทัง้ยอดสีเขียว

และสีแดง ลำต้นแข็งแรง เปลือกผลหนา ออกดอกติดผลค่อนข้างสม่ำเสมอ ทรงผลกลมแป้น

และเบี้ยวยกบ่าข้างเดียว ผิวผลสีน้ำตาล มีกระหรือตาห่าง เนื้อค่อนข้างเหนียว สีขาวขุ่น 

เมล็ดใหญ่ปานกลาง 

2. พันธุ์สชีมพู  

 เป็นพันธุ์กลางทรงพุ่มสูง โปร่ง ก่ิงเปราะหักง่าย ออกดอกง่าย แต่ตดิผลไม่สม่ำเสมอ 

ทรงผลค่อนขา้งกลม ผวิสนีำ้ตาลอมแดง เนื้อหนาปานกลาง นิ่มและกรอบ สชีมพูเรื่อ ๆ รสหวาน

และหอม เมล็ดค่อนขา้งเล็ก 
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3. พันธุ์แห้ว  

 เป็นพันธุ์หนัก เจริญเติบโตดีมาก ยอดอ่อนมีทั้งสีแดงและสีเขียว ผลขนาดใหญ่ 

ทรงผลกลมและเบี้ยว ฐานผลบุ๋ม เปลือกสีน้ำตาลและหนา เนื้อหนา กรอบและล่อน รสหวาน

แหลมและหอม เมล็ดค่อนขา้งเล็ก 

4. พันธุ์เบี้ยวเขียว  

 เป็นพันธุ์หนัก เจรญิเตบิโตด ีทนแลง้ไดด้ ีแต่อ่อนแอต่อโรคพุ่มไม้กวาด ออกดอกยาก

และมักเว้นปี สามารถแบ่งเป็นเบี้ยวเขียวก้านแข็งและก้านอ่อน ผลมีขนาดใหญ่ ทรงผลกลม

แบน เบี้ยว เปลอืกสีเขียวอมน้ำตาลและหนา เนื้อหนา กรอบและล่อน รสหวานแหลมและหอม 

เมล็ดค่อนข้างเล็ก 

5. พันธุ์เพชรสาคร 

 เป็นพันธุ์ทะวาย คอื ออกดอกมากกว่าหนึ่งครั้งต่อปี ใบมขีนาดเล็กและเรยีวแหลม 

ผลกลม เปลอืกบาง เนื้อสขีาวฉ่ำนำ้ รสหวาน 

 

การปลูกลำไยและการดูแลรักษา  

1. การเลอืกพ้ืนที่ปลูกลำไย 

 1.1 การเลอืกพื้นที่ ลำไยเป็นพชืที่เจรญิเตบิโตในดนิแทบทุกชนิด แมก้ระทัง้ดินลูกรัง 

แต่ดินปลูกที่ให้ลำไยมีการเจริญเติบโตได้ดี คือ ดินร่วนปนทรายและดินตะกอน ซึ่งเกิดจาก

ตะกอนดิน กรวด หนิ ดนิ ทราย อนิทรวีัตถุที่นำ้พัดมาจะเกิดการทับถมของอินทรีย์วัตถุ สังเกต

ได้จากต้นลำไยที่ปลูกตามที่ราบลุ่มริมแม่น้ำปิง น้ำใต้ดินสูงในเขตจังหวัดลำพูน และเชียงใหม่ 

มีการเจริญเติบโต และให้ผลผลิตดี ดินปลูกลำไยควรมีค่าความเป็นกรดด่างของดิน (pH) 

อยู่ในช่วง 5.0-7.0 มหีนา้ดนิลกึระบายน้ำด ีดังน้ันก่อนทำการปลูกลำไยควรศกึษาคุณสมบัตขิองดิน 

เช่น โครงสรา้งของดิน เนื้อดนิ และความอุดมสมบูรณ์ของดิน เพื่อใช้เป็นแนวทางในการจัดการ

ธาตุอาหารลำไยอย่างมีประสทิธภิาพ 

 1.2 แหล่งน้ำ นำ้เป็นสิ่งจำเป็นต่อการเจรญิเตบิโตของลำไยการผลิตลำไย เพื่อใหไ้ด้

คุณภาพ ต้องมนีำ้ในปริมาณที่เพียงพอตลอดฤดูกาล นอกจากนี้ควรทำการศกึษาคุณสมบัติของน้ำ

และวธิกีารจัดการนำ้ที่มีประสทิธภิาพ เหมาะสำหรับการผลิตลำไย 

 1.3 สภาพภูมิอากาศ ปัจจัยสภาพภูมิอากาศที่มีบทบาทสำคัญต่อการเจรญิเตบิโต

ของลำไย  

 1.3.1 อุณหภูมิ โดยทั่วไปลำไยต้องการอากาศค่อนข้างเย็น อุณหภูมิที่สามารถ

เจรญิเตบิโตไดอ้ยู่ระหว่าง 4-30 องศาเซลเซยีส และตอ้งการอุณหภูมิต่ำ 10-22 องศาเซลเซียส 



11 
 

ในช่วงฤดูหนาว เดอืนพฤศจกิายนถึงมกราคม เพื่อสรา้งตาดอก ซึ่งในปทีี่มอีากาศเย็นระยะเวลานาน

โดยไม่มีอากาศอุ่นแทรก ลำไยจะออกดอกติดผลดี แต่ถ้ามีอุณหภูมิไม่ต่ำพอ ต้นลำไย

จะออกดอกนอ้ย หรอืไม่ออกดอก 

 1.3.2 แสง การเจรญิเตบิโตของลำไยจำเป็นต้องได้รับแสงอย่างเพยีงพอ ดังนั้น

การปลูกลำไยจงึควรปลูกในที่โล่ง ในสภาพพื้นที่ที่มีปริมาณแสงนอ้ยซึ่งอาจเกิดจากการบังแสง

ของเมฆ หรอืเกดิฝนตกตดิต่อกันหลายวัน มักทำใหต้้นลำไยชะงักการเจรญิเตบิโต ส่วนในสภาพ

ที่มคีวามเขม้แสงสูงมักเกิดปัญหาทำใหผ้วิของผลลำไยเป็นสนีำ้ตาลเขม้จำหน่ายไดร้าคาตกต่ำ 

 1.3.3 ปรมิาณน้ำฝนและความชื้นสัมพัทธ์ แหล่งปลูกลำไยควรมีปริมาณน้ำฝน

อยู่ในช่วงประมาณ 1000–200 มิลลิเมตรต่อปี (พาวิน มะโนชัย และคณะ, 2547) และควรมี

การกระจายของฝนประมาณ 100-150 วันต่อปี ในแหล่งปลูกที่มีปริมาณฝนตกน้อย 

ควรจัดหาแหล่งน้ำและระบบชลประทานใหเ้พยีงพอ และเหมาะสม   

2. การเตรยีมพื้นที่ปลูกลำไย 

 การเตรียมพื้นที่ปลูกในที่ มีระดับน้ำใต้ดินสูง และมีน้ำท่วมขังเป็นครั้งคราว 

ควรมกีารขุดรองนำดนิมาถมเป็นแปลง ขนาดของแปลงนั้นขึ้นกับระยะปลูกขนาดของพืน้ที่ปลูก 

เมื่อทำแปลงเสร็จแล้วก็รอให้ดินยุบตัวก่อนปลูกลำไย ระยะปลูกลำไยที่เหมาะสมขึ้นอยู่กับ

ความสมบูรณของดิน ควรปลูกลำไยที่มีระยะปลูกเหมาะสมและไม่ชิดเกินไป เพราะจะทำให้

ทรงพุ่มชนกัน บริเวณน้ันไม่ออกดอกติดผลและเป็นแหล่งสะสมของโรคและแมลงอีกด้วย 

โดยทั่วไปแล้วระยะสำหรับพื้นที่จะชิดกว่าระยะปลูกในที่ดอน ระยะปลูกลำไยที่แนะนำ คือ 

ระยะปลูก 8x8 10x10 หรือ 12x12 เมตร ขนาดหลุมปลูกที่ชาวสวนเตรียมไว้ตั้งแต่ขนาด 

50x50x50 เซนติเมตร จนถงึขนาด 100x100x100 เซนตเิมตร ขึ้นอยูก่ับสภาพและความสมบรูณ์ 

เช่น ดินดีดินรวนซุย มีอินทรียวัตถุสูง ช่วงเวลาที่เหมาะสมสำหรับการปลูกลำไย คือ ต้นหรือ

กลางฤดูฝน เพราะตน้ที่ปลูกใหม่จะไดน้ำฝนอย่างสม่ำเสมอและเพยีงพอในช่วงฤดูฝน สวนการปลูก

ในที่เป็นร่องแปลงทำไดท้ั้งป ีเพราะมนีำ้ใหต้น้ที่ปลูกอย่างเพยีงพอ  

3. การเลอืกพันธุ์ปลูก 

 พันธุ์ที่นิยมปลูกกันมากที่สุดในปัจจุบัน คอื พันธุ์อีดอ รองลงมา ได้แก่ พันธุ์สีชมพู 

แหว้ และเบี้ยวเขียว การเลอืกพันธุ์ที่จะนำไปปลูกนับว่าเป็นส่ิงสำคัญมาก จะต้องคัดเลือกกิ่งพันธุ์

จากตน้ที่ออกดอกติดผลสม่ำเสมอและปราศจากโรค โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคพุ่มไมก้วาด ซึ่งโรคนี้

สามารถถ่ายทอดเชื้อไปกับกิ่งพันธุ ์
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4. วธิปีลูก 

 ส่วนใหญ่ปลูกดว้ยก่ิงตอนซึ่งจะชำในชะลอมไม้ไผ่สาน ทางภาคเหนอื เรยีกว่า “เป๊าะ” 

การปลูกจะขุดตรงกลางหลุมที่เตรยีมไวล้ึกประมาณ 1 ช่วงจอบ แลว้วางกิ่งพันธุ์ลง กลบดินให้แน่น

ปักหลักกันลมโยก ในกรณีที่ชำกิ่งตอนลงถุงพลาสติกดำ จะต้องเอาถุงพลาสติกดำออกก่อน

แลว้จงึนำกิ่งพนัธุ์ลงปลูก 

5. อายุเก็บเกี่ยว  

 ลำไยอายุตั้งแต่ 3 ปี จะเริ่มให้ผลผลิต และจะให้ผลเต็มที่เม่ืออายุ 7 ปีขึ้นไป 

ลำไยสามารถใหผ้ลผลิตไดม้ากกว่า 30 ป ีทัง้นี้ข้ึนอยู่กับการดูแลรักษา การตัดแต่งก่ิง  

6. ระยะเก็บเกี่ยว  

 ระยะเวลาตั้งแต่ออกดอกถึงเก็บเก่ียวผลผลิต ประมาณ 6 เดอืน ผลผลิตเฉลี่ยของ

ลำไยที่โตเต็มที่ประมาณ 200 กโิลกรัม/ต้น ปรมิาณของผลผลิตอยู่ระหว่าง 60-90 ผล/กโิลกรัม 

7. ฤดูกาลเก็บเกี่ยว  

 ฤดูกาลเก็บเกี่ยวผลผลิต อยู่ระหว่างเดอืนกรกฎาคม–เดอืนสงิหาคม 

8. การดูแลรักษา 

 8.1 การตัดแต่งกิ่ง 

 ต้นลำไยอายุ 1–3 ปี ซึ่งยังไม่ให้ผลผลิต ควรตัดแต่งใหล้ำไยมีลักษณะทรงพุ่ม

เป็นทรงกลม ลำไยอายุ 4–5 ป ีใหผ้ลผลติแลว้ ควรตัดแต่งกิ่งภายหลังเก็บเกี่ยวโดยตัดกิ่งกลาง

ทรงพุ่มที่อยู่ในแนวตั้งเหลอืตอกิ่ง เพื่อเปดิกลางทรงพุ่มใหไ้ด้รับแสงสว่างมากขึ้น ลำไยอายุ 5–10 ปี 

ตัดแต่งกิ่งภายหลังเก็บเกี่ยว เพื่อไม่ให้ทรงพุ่มชนกัน ตัดแต่งเช่นเดียวกับลำไยอายุ 4–5 ปี 

ตัดปลายกิ่งทั้งแนวนอนและแนวราบใหม้ีความสูงเหลือเพียง 3 เมตร เพื่อสะดวกในการปฏิบัติ 

ดูแลรักษาสวนสำหรับลำไยที่ใหผ้ลผลิตแล้ว ควรตัดแต่งก่ิงแบบกิ่ง เวน้กิ่งเพื่อใหล้ำไยออกดอก

สม่ำเสมอทุกปี 

 8.2 การให้ปุ๋ย 

 ลำไยอายุ 5 ปี ขึ้นไป มีการใส่ปุ๋ยเคมีหลังเก็บเกี่ยวผลผลิต ใส่ปุ๋ย 15–15–15 

ผสมกับ ปุ๋ย 46–0–0 อัตราส่วน 1:1 ต้นละ 2 กิโลกรัม กระตุ้นให้ลำไยแตกใบอ่อนเมื่อลำไย

แตกใบอ่อนชุดที่ 2 ประมาณตน้เดือนกันยายน ใส่ปุย๋ 15–1–15 ผสมกับปุย๋ 46–0-0 อัตราส่วน 1:1 

ต้นละ 2 กิโลกรัม ประมาณต้นเดือนตุลาคม กระตุ้นให้ลำไยมีใบแก่ พักตัวสะสมอาหาร 

เตรยีมความพรอ้มต่อการผ่านช่วงหนาวที่จะกระตุน้ให้ลำไยออกดอก ใส่ปุย๋ 46–0–0 ผสมกับปุ๋ย 

0–0–60 อัตราส่วน 1:1 ต้นละ 2 กิโลกรัม ในเดือนพฤศจิกายน ให้ปุ๋ยทางใบสูตร 0–52–34 

อัตรา 150 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร พ่นให้ทั่วทรงพุ่มเพื่อไม่ให้ลำไยแตกใบใหม่เมื่อลำไยติดผล 
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ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร ใส่ปุ๋ย 15–15-15 ผสมกับปุ๋ย 46–0–0 อัตราส่วน 1:1 

ต้นละ 1–1.5 กิโลกรัม เพื่อบำรุงผลให้เจริญเติบโตก่อนเก็บเกี่ยว 1 เดือน ใส่ปุ๋ย 0–0–60 

อัตราตน้ละ 1–2 กิโลกรัม เพื่อเพิ่มคุณภาพของผลผลติ 

 8.3 การให้น้ำ 

 8.3.1 วธิกีารให้น้ำ 

 1) แบบใชส้ายยางรด เป็นการใหน้้ำที่ลงทุนต่ำแต่ตอ้งมีแหล่งนำ้เพยีงพอ 

 2) แบบขอ้เหวี่ยงขนาดเล็ก เป็นการใหน้ำ้ในกรณมีแีหล่งน้ำจำกัด ตน้ทุน

สูงกว่าแบบแรก แบบนำ้หยด เหมาะสำหรับที่มแีหล่งน้ำจำกัดมาก ใชต้น้ทุนสูง 

 8.3.2 ปรมิาณน้ำ 

 ช่วงฤดูแล้งหลังออกดอก เริ่มใหน้้ำเมื่อลำไยมีดอกบานปฏิบัต ิ 

 1) สัปดาห์แรก ฉีดน้ำพรมที่กิ่งและโคนต้นเล็กน้อยเพื่อให้ลำไยค่อย ๆ 

ปรับตัว 

 2) สัปดาห์ที่สอง เริ่มให้น้ำเต็มที่ สำหรับต้นลำไยที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง

ทรงพุ่ม 7 เมตร ใหน้ำ้ปรมิาณครัง้ละ 200–300 ลิตร ต่อต้น สัปดาห์ละ 2 คร้ัง 

9. การจัดการวัชพชื  

 การจัดการวัชพืชมีหลายวิธี เช่น การปลูกพืชคลุมดนิซึ่งจะช่วยป้องกันการชะล้าง

หน้าดิน ช่วยรักษาความชื้น และเพิ่มความสมบูรณ์ให้กับดิน การตัดวัชพืชระหว่างแถวปลูก 

และระหว่างต้นลำไย ซึ่งอาจจะใช้สลับกับการพ่นสารกำจัดวัชพืชบ้าง โดยพ่นเพียงปีละครั้ง

เม่ือไม่สามารถตัดวัชพืชได้ทัน ด้วยเหตุผลเพราะขาดแรงงาน หรอืสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม

ที่จะตัดวัชพชืได ้การรักษาบรเิวณโคนต้นลำไยใหส้ะอาด ควรตัดวัชพชืใหส้ั้น ไม่ควรใช้จอบดาย 

เนื่องจากเป็นอันตรายต่อระบบรากของลำไย และควรหลีกเลี่ยงการใช้สารกำจัดวัชพืชบริเวณ

ใต้ทรงพุ่ม 

10. การดูแลรักษาหลังการตดิผล 

 ค้ำกิ่งโดยใชไ้ม้ไผ่ค้ำกิ่งทุกกิ่ง เพื่อป้องกันกิ่งฉีกหัก เนื่องจากพายุลมแรง และกิ่ง

ที่มผีลลำไยจำนวนมาก เม่ือมโีรคและแมลงศัตรูระบาดในระยะนี้ ควรฉดีพ่นสารป้องกันกำจัดโรค

และแมลงตามคำแนะนำ ในช่วงก่อนเก็บเกี่ยว 1 เดือน ควรห่อผลลำไยเพื่อป้องกันการเข้าทำลาย

ของแมลงศัตรูพชื เช่น ผเีสื้อมวนหวาน หนอนเจาะขัว้ คา้งคาว และเป็นการหลีกเลี่ยงการใชส้ารเคมี

ก่อนเก็บเกี่ยว เพื่อไม่ใหมี้การตกคา้งของสารเคมีในผลผลติลำไย ซึ่งจะเป็นอันตรายต่อผูบ้รโิภค 
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โรคพืชของลำไย  

1. โรคพุ่มไม้กวาด (Witches broom)  

 ลักษณะอาการ เหมือนพุ่มไม้กวาด ลำไยที่เป็นโรครุนแรงจะโทรม เมื่อออกดอก

ติดผลนอ้ย พันธุ์ลำไยที่อ่อนแอต่อโรคนี้เคยพบในพันธุ์เบี้ยวเขียว กา้นอ่อนที่ส่วนยอด และส่วน

ที่เป็นตา โดยเริ่มแรกใบยอดแตกใบออกเป็นฝอย มีลักษณะเหมือนพุ่มไม้กวาด ใบมีขนาดเล็ก

เรยีวยาว ใบแข็งกระดา้งไม่คลี่ออก กลายเป็นกระจุกสัน้ ๆ ข้ึนตามส่วนยอด หากยอดที่เป็นโรค

เม่ือถึงคราวออกช่อดอก ถ้าไม่รุนแรงก็จะออกช่อชนิดหนึ่งติดใบบนดอกและช่อสั้น ๆ ซึ่งอาจ

ตดิผลได้ 4-5 ผล ถ้าเป็นโรครุนแรงต้นจะออกดอกติดผลน้อย สาเหตุของโรคและการแพร่ระบาด 

เกิดจากเชื้อมายโคพลาสมา Mycroplasma แพร่ระบาดไดท้างกรรมพันธ์ุ คอื สามารถแพร่ระบาด

ไปโดยการตอนกิ่งลำไยจากต้นที่เป็นโรค โรคนี้มีแมลงพวกเพลี้ย จักจั่นสีน้ำตาล เป็นพาหะ

นำเช้ือโรคไปสู่ตน้อื่น ๆ ได ้ 

 การปอ้งกันและกำจัด 

 1. คัดเลอืกกิ่งพันธุ์จากตน้ที่ไม่เป็นโรคไปปลูก 

 2. ปอ้งกันแมลงจำพวกปากดูดพวกเพลี้ยจั๊กจั่นสนีำ้ตาล โดยใช้สารเคมี เช่น ฟอสซ์ 

อัตรา 50 ซีซี. ต่อน้ำ 20 ลิตร หรือมิพซิน อัตรา 40 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร หรือลอร์สแมน 

อัตรา 80 ซซี.ี ต่อนำ้ 20 ลติร 

 3. สำหรับตน้ที่เป็นโรคถ้าเป็นไม่มาก ควรตัดกิ่งที่เป็นโรคนำมาเผาทำลายซึ่งชาวสวน

จะตอ้งพรอ้มใจกัน และกำจัดทุก ๆ สวน เพื่อปอ้งกันไม่ใหเ้ช้ือโรคแพร่ระบาด  

2. โรคจุดสาหร่ายสนิม 

 ลักษณะอาการ ส่วนใหญ่แล้วจะเกิดที่ใบ เกิดจุดค่อนข้างกลม มีขนาด 0.5-1 ซม. 

แรก ๆ เป็นขุยสีเขียวต่อมาในระยะเกิดสปอร์จะเป็นสีแดงสีสนิมเหล็ก ผิวมีลักษณะเป็นขุย

คล้ายกำมะหยี่ เป็นที่ใบไม่รุนแรงมากนัก แต่ความรุนแรงจะปรากฏที่กิ่ง โดยเฉพาะถ้าเป็นมาก

ก็จะทำใหต้้นทรุดโทรม ก่ิงที่ถูกแสงจะถูกทำลายโดยเกิดเป็นขุยเช่นเดียวกับใบ จะเป็นจุดหรอื

เกิดต่อเนื่องเป็นขุยสนิมเหล็ก ต่อมาขุยก็จะแห้งหายไป จุดที่ถูกทำลายเปลือกจะแตกและแห้ง 

ทำให้ใบเหลืองร่วง แสดงอาการทรุดโทรม ทั้งนี้เป็นเพราะรากเทียมของสาหร่ายเข้าไปชอนไช

ในเนือ้เยื่อดูดกนินำ้เลี้ยงและเซลล์เน่าตาย ทำใหส้่วนนัน้แหง้ตายไป 

 การแพร่ระบาด ทำลายพืชได้หลายชนิด ระบาดในที่ ๆ มีความช้ืนสูง โดยเฉพาะ

ในฤดูฝน แพร่ระบาดโดยสปอร์จะปลิว ไปตามลม นอกจากนี้ นำ้ก็เป็นพาหะนำสปอร์ไปสู่ต้นอื่นได้

เช่นเดยีวกัน 
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 การป้องกันและกำจัด โดยการพ่นด้วยสารป้องกันกำจัดเชือ้รา พวกสารประกอบ

ของทองแดง เช่น ค๊อปเปอร์ออกซคีลอไรด์ 50 กรัมต่อนำ้ 20 ลิตร 

3. โรคราสชีมพู 

 ลักษณะอาการ ที่เกิดที่กิ่งโดยเฉพาะตรงง่ามของกิ่งหรือลำต้น ก่ิงที่เป็นโรค 

ใบจะปรากฏสีเหลืองซีด และเมื่อโรครุนแรงอาจทำใหใ้บร่วงเหลอืแต่กิ่ง บริเวณกิ่งที่ถูกทำลาย

จะมคีราบของเช้ือราสขีาวอมชมพู แผ่ขยายปกคลุมคล้ายทาดว้ยสีชมพู เมื่อกิ่งแหง้จะเห็นคราบนี้

ชัดข้ึนเป็นสีชมพูหรือสีปูนแห้ง เม่ือผ่าตรวจดูเปลือกจะผุ เนื้อไม้ยุ่ยและกิ่งแห้งตายไปในที่สุด 

ทั้งนี้ เพราะเกิดคล้ายรากเทียมที่ใต้ผิวแผ่นเชื้อราที่แนบติดกับผิวของกิ่ง เข้าดูดกินน้ำเลี้ยง

และทำลายเนื้อเยื่อบริเวณนั้น สาเหตุของโรคและการแพร่ระบาด เกิดจากเชื้อรา Corticium 

salmonicolor ระบาดในฤดูฝน สปอร์ของเชื้อราระบาดไปกับลมและน้ำฝน โดยเฉพาะกิ่งล่าง

มักจะถูกเช้ือราน้ีเข้าทำลาย เกิดเป็นโรคอยู่ทั่วไป ทรงพุ่มที่หนาทึบย่อมจะช่วยส่งเสริมให้เกิด

การแพร่ระบาดของโรคน้ีไดม้ากและเร็วขึ้น 

 การป้องกันและกำจัด ควรตัดแต่งกิ่งเป็นโรคออกไปเผา เพื่อลดปริมาณเชื้อโรค

และให้มีการถ่ายเทอากาศดีขึ้น แล้วพ่นด้วยสารเคมีตรงส่วนที่เป็นโรค ด้วย คอปเปอร์ออกซ-ี

คลอไรด์ 50 กรัมต่อนำ้ 20 ลติร หรอืเอดเิฟนฟอส 30 กรัมต่อนำ้ 20 ลติร 

4. โรคราดำ  

 ลักษณะอาการ ทำลายของแมลงพวกปากดูด เพลีย้แป้ง เพลี้ยหอย แลว้ถ่ายน้ำหวาน 

มาปกคลุมส่วนต่าง ๆ ของลำไย เชื้อราที่มีอยู่ในอากาศโดยเฉพาะเชื้อรา Capnodium ramosum, 

Meliola euphoriae จะปลิวมาขึ้นบนส่วนที่มนี้ำหวาน สีดำของเชือ้ราขึ้นปกคลุมใบ กิ่ง ช่อดอก 

และผวิของผล ทำใหเ้ห็นเป็นคราบสีดำคล้ายเขม่าบนใบที่ถูกเคลือบด้วยแผ่นคราบดำของเชื้อรานี้

เมื่อแหง้จะเห็นออกเป็นแผ่นได้ง่าย เชื้อราไม่ไดท้ำลายพืชโดยตรงแต่ไปลดการปรุงอาหารของใบ

อาการที่ปรากฏที่ช่อดอกถ้าเป็นรุนแรงทำให้ดอกร่วงไม่สามารถผสมเกสรได้ จึงเป็นเหตุหนึ่ง

ที่ทำให้ดอกร่วงเพราะถูกเชื้อราดำเข้ามาเคลือบ สาเหตุของโรคและการแพร่ระบาด เกิดจาก

ผลของการทำลายของแมลงพวกปากดูด ที่ดูดกินส่วนอ่อนของลำไย แล้วถ่ายน้ำหวานมาปกคลุม

ส่วนต่าง ๆ ของลำไย เชื้อราที่มีอยู่ในอากาศโดยเฉพาะเชื้อราจะปลิวมาขึ้นบนส่วนที่มีน้ำหวาน

ที่แมลงขับถ่ายออกมาแลว้เจรญิเป็นคราบสีดำ แมลงปากดูดเท่าที่พบ เช่น เพลี้ยแป้ง เพลี้ยหอย

เพลี้ยจั๊กจั่น และเพลี้ยอ่อน เป็นตน้ 

 การป้องกันและกำจัด กำจัดแมลงพวกปากดูดดังกล่าว โดยพ่นสารเคมี เช่น 

คาร์บาริล 40 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร อาจพ่นควบคู่กับสารป้องกันกำจัดเชื้อรา เช่น คอปเปอร์-

ออกซคิลอไรด์ หรอืไซฟลูธรนิ 40-50 กรัม ต่อนำ้ 20 ลติร 
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การดูแลรักษาลำไย 

 การปฏิบัติ ดูแลรักษาในช่วงที่ลำไยออกดอก ควรให้น้ำและปุ๋ยอย่างพอเพียง 

ถา้ต้นลำไยขาดน้ำและธาตุอาหาร ก็เป็นสาเหตุทำให้การติดผลนอ้ยได้เช่นกัน การเจริญเติบโต

ของผลการเติบโตของผลลำไยเป็นแบบซิกมอยด์ เคิร์ฟ (sigmoid curve) สำหรับพันธุ์อีดอ

ใช้เวลาในการเตบิโตจากระยะตดิผลถึงโตเต็มที่ประมาณ 21 สัปดาห์ (ดาวเรอืง ศรกีอก, 2530) 

แบ่งการเตบิโตของผลลำไยออกเป็น 3 ระยะ ดังนี้ 

 ระยะที่  1 ตั้งแต่สัปดาห์ที่ติดผลจนถึงสัปดาห์ที่  10 จะมีการเติบโตอย่างช้า ๆ 

เป็นการเจริญเติบโตของเปลือกและเมล็ด ส่วนเนื้อผลเริ่มเกดิเมื่อผลอายุประมาณ 6 สัปดาห์ 

และมกีารเจริญเตบิโตอย่างช้า จนถึงสัปดาห์ที่ 14 ในขณะที่เมล็ดใชเ้วลาตัง้แต่ติดผลถึงสัปดาห์ที่ 8 

 ระยะที่ 2 เริ่มตั้งแต่หลังสัปดาห์ที่ 10-21 หลังติดผล ระยะนี้ผลลำไยจะมีการเติบโต

อย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะอย่างยิ่งในส่วนของเนื้อผลจะเจริญอย่างรวดเร็ว ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 14 

จนกระทั่งถึงสัปดาห์ที่ 21 การเจรญิของเนื้อจะคงที่ ส่วนเมล็ดจะเจริญรวดเร็วในสัปดาห์ที่ 8-14 

หลังจากนัน้ขนาดของเมล็ดจะโตเกอืบเต็มที่ 

 ระยะที่ 3 ตัง้แต่สัปดาห์ที่ 21 เป็นตน้ไป เป็นระยะที่มกีารเตบิโตของผลช้าลงเนื่องจาก

ส่วนเนื้อและเมล็ดมีการเจริญเกือบคงที่ ขนาดผลลำไยที่ปลูกเป็นการค้าของไทยโดยทั่วไป 

จะมีขนาดของผลอยู่ในช่วง 2.5–3.5 เซนติเมตร อย่างไรก็ตามขนาดของผลขึ้นอยู่กับพันธุ์ 

สภาพแวดล้อมและการปฏิบัติ-ดูแลรักษา การใช้ GA3 ความเข้มข้น 50 มก/ล. ในระยะตั้งแต่

ดอกบาน ถงึ 4 สัปดาห์หลังดอกบาน สามารถเพิ่มขนาดของผลได้ 17.7% (กิติโชต ิจันทร์ศรตีระกูล, 

2537) ในกรณทีี่ตน้ลำไยติดผลมาก เม่ือผลลำไยมีขนาดเท่ากับเมล็ดถั่วเหลืองทำการปลิดผลออก 

สามารถเพิ่มขนาดของผลได้อย่างชัดเจน การแตกของผล ผลแตก (fruit cracking) เกิดจาก

ความไม่สมดุลของการขยายตัวของส่วนเนื้อและส่วนเปลอืก เนื้อผลซึ่งมลีักษณะเป็นเซลล์อ่อนนุ่ม 

(spongy parenchyma) มคีวามสามารถในการยืดหดตัวได้สูงในขณะที่เปลือกมีความยืดหยุ่นต่ำกว่า 

ในกรณีที่เนื้อผลมีการขยายปริมาตรอย่างรวดเร็ว และเร็วกว่าการขยายตัวของเปลือก 

แรงดันที่เกดิจากการขยายของขนาดของเนื้อผล ถ้ามมีากพอก็จะดันใหเ้ปลอืกผลแตก การแตก

ของผลลำไยมักเกิดในระยะที่ผลลำไยใกล้จะแก่ และพบว่าการแตกของผลส่วนใหญ่เกิดกับต้นลำไย

ที่ติดผลดก ผิวเปลือกบาง การป้องกันการแตกของผลอย่าให้ลำไยติดผลดก และให้น้ำ

อย่างสม่ำเสมอ ตัง้แต่ระยะออกดอกถึงผลแก่ ส่วนธาตุอาหารที่คาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการแตก

ของผล คอื ธาตุแคลเซยีม 
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โรคผลแตกผลลายในลำไย  

โรคของลำไยที่สำคัญ ไดแ้ก่ โรคพุ่มแจ้ หรือโรคพุ่มไม้กวาด (wiches’broom) สาเหตุ

อาจเกิดสารพิษของไรลำไย (Aceria dimocarpi) หรืออาจเกิดเชื้อไฟโตพลาสมา (phytoplasma) 

โรคใบจุดดำของลำไย (black spot of longan leaf) เกิดจากเชื้อรา Collectotrichum sp. โรคยอดไหม้

ใบไหม้ของลำไย (longan apical and leaf blight) เกิดจากเชื้อราในกลุ่ม Mycelia sterilia, โรคกิ่งปม 

(gall desease) คาดว่าเกิดจากเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Agrobacterium sp. โรคใบจุดสนิม 

หรือโรคใบจุดสาหร่าย (algal leaf spot) เกิดจากเชื้อรา Cephaleuros virescens, ไลเคนส์ 

ตามใบ กิ่ง และลำตน้ (lichens on longan leaf, branch and trunk) โรคผลเน่าสีน้ำตาล เกิดจากเช้ือรา 

Phytophthora palmivora  โรคราดำ (sooty mold of longan) เกิดจากเช้ือรา Meliola euphoria 

และ Capnodium ramosum โรคหงอย เกิดจากหลายสาเหตุ เช่น การขาดอาหาร น้ำ รวมทั้งสภาพ

การขาดการดูแล และอาจจะมีไส้เดือนฝอยศัตรูพืชเข้าทำลายร่วมด้วย (จริยา วิสิทธิพานิช, 

ชาตร ีสทิธิกุล และเยาวลักษณ์ จันทร์บาง, 2545) 

ในปี พ.ศ. 2543 เริ่มพบว่า ลำไยที่ปลูกในเขต อำเภอโป่งน้ำร้อน อำเภอสอยดาว 

มอีาการเปลอืกผลแตกเน่าเมื่อใกลเ้ก็บเกี่ยว และระบาดทำความเสียหายมากขึ้นในป ีพ.ศ. 2544 

เบื้องต้นเกษตรกรเขา้ใจว่าเกิดจากเชื้อราไฟทอฟทอร่า (Phytophthora sp.) เขา้ทำลายเนื่องจาก

มีกลุ่มเส้นใยของเชื้อราสีขาวบริเวณรอยแตก และลุกลามลงสู่ผลที่อยู่ด้านล่างของช่อ 

อาการผลแตกจะเกิดกับลำไยใกล้เก็บเกี่ยว โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับผลผลิตลำไยที่จะเก็บเกี่ยว

ระหว่างช่วงเดอืนตุลาคมถึงเดือนธันวาคม ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่มีฝนตกชุกจะมคีวามช้ืนสูง ผลผลิต

ลำไยได้รับความเสียหายมากกว่า 60% ในบางพื้นที่ผู้ซื้อไม่กล้าซื้อลำไยล่วงหน้า เนื่องจาก

ผลผลิตลำไยที่ไดน้อ้ยกว่าที่คาดการณ์ไวม้าก 

การศึกษาสาเหตุของอาการเปลือกแตกและผลเน่าของลำไย ในเขตอำเภอสอยดาว 

อำเภอโป่งนำ้รอ้น จังหวัดจันทบุร ีมลีักษณะอาการทั่วไป สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ลักษณะ ดังนี้ 

1. อาการเปลือกแตกจะเกิดที่จุดแผลของผลลำไยก่อน จะมีสีเทาดำ ขนาดประมาณ 

2-4 มิลลิเมตร ด้านในจะเห็นจุดดวงสีน้ำตาลหรือสีดำ ขนาดใหญ่กว่าด้านนอก จึงเรียกลำไย

ผิวลาย ทำการแยกเชื้อ พบเชื้อราที่น่าจะเป็นสาเหตุดังกล่าว 3 ชนิด คือ Brotryodiplodia sp., 

Phomophsis sp. และ Pestalotiopsis sp. ลักษณะอาการจุดแผลบริเวณเปลือกผล ไม่น่าจะเป็น

สาเหตุสำคัญที่ทำใหผ้ลแตกรุนแรง แต่อาจจะเป็นสาเหตุใหผ้ลแตก เม่ือนำผลลำไยที่มีจุดแผล

เข้าอบแห้ง นอกจากนี้ได้พบเชื้อราหลายชนิดทั้งที่เป็น parasite และ saprophyte ได้แก่ 

Cladosporium sp., Colletotrichum sp. และ Fusarium sp. เชื้อราที่กล่าวมาจะเป็นเชื้อราที่ทำลาย

ภายหลังที่ผลแตก และมนีำ้หวานไหลออกมาแล้ว 
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2. อาการแตกที่เกิดจากจุดแผล อาจจะเกิดจากการทำลายของแมลงบางชนิด เช่น 

มวนลำไย หนอนเจาะขั้ว แมลงวันทอง เป็นต้น ทำใหเ้กิดแผลที่เปลือกของผลลำไย ทำใหเ้ซลล์

บรเิวณนัน้ตาย แต่เปลอืกส่วนอื่นยังขยายต่อได้ 

3. อาการเปลอืกผลแตกจากด้านขั้วผลมายังด้านล่างผล รอยแตกส่วนใหญ่จะเห็นเป็น

คราบสนีำ้ตาลเข้ม เนื้อผลจะดันออกมาข้างนอกของรอยแตก มีนำ้หวานไหลออกมาและมีเชื้อรา

หลายชนิดข้ึนปกคลุมบริเวณรอยแผลและข้ัวผล อาการลักษณะนี้ มักจะเกิดกับลำไยผลแก่

ใกลเ้ก็บเกี่ยว พบมากกับลำไยที่ปลูกในเขต อำเภอสอยดาว และอำเภอโป่งน้ำรอ้น จังหวัดจันทบุร ี

และนอกจากนี้ ผลของการฉีดพ่นปุ๋ยและฮอร์โมนพืชบางชนิดทางใบมากเกินความจำเป็น 

จะมสี่วนช่วยทำใหผ้ลลำไยมีอัตราการแตกสูงข้ึน เพราะเกดิการขยายตัวของเน้ือผลและเปลือกผล

ไม่สมดุลกัน ซึ่งเนื้อลำไยจะประกอบด้วยเซลล์ที่มีการยืดหดตัวสูง ส่วนเปลือกผลลำไยจะแข็ง

ยืดหดตัวได้ต่ำกว่า จึงไม่สามารถรองรับปริมาณการขยายตัวของส่วนเนื้อได้ ส่วนของเนื้อผล

จงึดันใหเ้ปลอืกแตกออก ประกอบกับผลลำไยที่เกดิจากเร่งใหอ้อกดอกติดผลทุกป ีและมจีำนวนผล

ต่อช่อสูงมาก ดังนั้นผลลำไยจึงมีเปลือกบางกว่าปกติ ทำให้ผลแตกง่ายข้ึน การให้ปุ๋ยหวาน

ฉดีพ่นทางใบเพื่อเพิ่มคุณภาพของผล ปุย๋หวานดังกล่าวจะมปีรมิาณธาตุโปแตสเซียมสูง ซึ่งผลของ

การที่ใหธ้าตุโปแตสเซียมสูงขณะที่ผลยังอ่อนอยู่ ทำใหเ้กิดการชักนำให้มีการยา้ยน้ำตาลเข้าไป

ในเนื้อผล เป็นผลทำให้ส่วนของเนื้อผลมีความเข้มข้นสูงมาก ทำใหเ้นื้อผลขยายและดันเปลือก

ให้แตกได้ พบว่า ลำไยที่ปลูกในเขตจังหวัดจันทบุรี จะมีอาการเปลือกแตก ผลเน่าอัตราสูง

ในช่วงเดือนตุลาคมถึงเดือนธันวาคม โดยเฉพาะกับลำไยพันธุ์อดีอ ซึ่งมเีปลือกบางกว่าพันธุ์อื่น 

(ชาตร ีสิทธกิุล และคณะ, 2547) 

มีรายงานว่าโรคผลลาย ผลแตก และผลร่วง แพร่ระบาดอย่างรุนแรงในปี พ.ศ. 2544 

ในแหล่งปลูกลำไยที่สำคัญของจังหวัดเชียงใหม่ ที่อำเภอสันทราย หางดง สันป่าตอง จอมทอง 

และฮอด ส่วนในจังหวัดลำพูน พบที่อำเภอเมือง แม่ทา และลี้ และพบโรคน้ีในระดับรุนแรงเช่นกัน

ในพื้นที่ที่มีการขยายการปลูกลำไยอย่างรวดเร็ว ในภาคตะวันออกของประเทศ คือ ที่อำเภอ

โป่งน้ำร้อน จังหวัดจันทบุรี บริเวณเพาะปลูกดังกล่าว บางสวนทำความเสียหายมากถึง 

80 เปอร์เซ็นต์ การผลิตลำไยในปัจจุบัน มีการใช้ปัจจัยทางการผลิตมากมาย ไม่ว่าจะเป็นปุ๋ย 

อาหารเสริม ฮอร์โมน หรือสารชีวภาพหลาย ๆ ชนิด ซึ่งวิธีการใช้ก็จะมีทั้งฉีด พ่นใส่ใบ ดอก 

หรือผลของลำไย แต่ผลิตภัณฑ์เหล่านี้เมื่อนำไปใช้แล้วอาจจะไม่ได้ผลอย่างที่โฆษณาไว้ 

หรอืมากไปกว่านั้นอาจทำให้เกดิผลเสยีต่อการผลิตลำไยได ้คอื ทำใหล้ำไยแสดงอาการผลลาย 

ผลแตก หรือผลร่วง ก่อนเก็บเกี่ยวได้ เพราะสารบางชนิดเป็นอาหารของเชื้อรา เมื่ออาหารเหล่านี้

ไปเกาะติดกับผิวเปลือกของลำไย ทำให้เช้ือราสามารถเจริญเติบโตบนผลลำไยได้ โดยเช้ือรา



19 
 

จะใช้อาหารในการเจรญิเติบโต รวมถึงทำลายเนื้อเยื่อผล ทำให้ผิวเปลือกเป็นสนีำ้ตาล พอผลลำไย

มขีนาดใหญ่ข้ึน ทำใหเ้นื้อเยื่อผวิลำไยปรแิตก และบรเิวณขัว้ลำไยอาจถูกทำลายทำให้เกิดอาการ

ผลร่วงได้ โดยส่วนใหญ่แล้วอาการเหล่านีม้ักจะเกิดขึ้นในฤดูฝน เพราะน้ำฝนทำใหเ้ปลือกลำไย

เปียกช้ืน และมีสปอร์ของเชื้อราปลิวอยู่ในอากาศ อย่างไรก็ตามสามารถป้องกันและกำจัด

อาการเหล่านี้ได ้(สารานุกรม, 2559, สื่อออนไลน)์ 

นอกจากนี้ ยังมีการรายงานผลการวจิัยถงึอาการทางกายภาพของลำไยที่แตกเกิดจาก

การที่เปลือกลำไยขยายตัวไม่ทันการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วของเนื้อลำไย ซึ่งสาเหตุแท้จริง

เกิดจากการที่ผลลำไยที่กำลังเจริญเติบโตนั้น ผ่านสภาพแล้ง อุณหภูมิสูง หรือขาดน้ำก่อน 

จากนัน้จงึไดร้ับน้ำในปรมิาณมากทันท ีหรอืเกดิจากการฝนขาดช่วง ไดร้ับน้ำไม่สม่ำเสมอ จงึทำให้

เกิดการแสดงอาการผลแตกและหลุดร่วงได้ ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับอาการผลแตกของลำไย

ประกอบดว้ย สภาพแวดล้อมภายนอก คอื สภาพภูมอิากาศที่แปรปรวน เช่น แลง้แล้วกระทบฝน 

หรือฝนขาดช่วง หรือการจัดการน้ำที่ เหมาะเหมาะสม เช่น ให้น้ำไม่สม่ำเสมอ เป็นต้น 

และสภาพแวดล้อมภายในตน้ลำไยเอง โดยมักจะพบว่าเฉพาะตน้ลำไยที่ตดิผลดก ลูกมีขนาดเล็ก

และเปลือกบาง มักจะถูกชักนำจากสภาพแวดล้อมให้แสดงอาการผลแตกได้ง่ายและมากกว่า 

ตน้ที่ติดผลปานกลางหรือนอ้ย ปัญหาลำไยผลแตกดังกล่าว เมื่อเกิดขึ้นแล้วไม่สามารถแก้ไขได้ 

วิธกีารที่ดทีี่สุด คอื การปอ้งกัน ซึ่งไดแ้ก่ การใหน้ำ้ลำไยอย่างสม่ำเสมอและเพยีงพอ หากพบว่า

ลำไยติดผลดกอาจจะต้องทำการตัดแต่งช่อผลออกบ้าง เพื่อให้ลำไยสามารถเลี้ยงลูกได้ 

การดูแลเรื่องธาตุอาหารเสริมโดยเฉพาะแคลเซยีม อาจจะช่วยลดความเสียหายที่อาจจะเกิดกับ

สวนลำไยได้ (พาวิน มะโนชัย และคณะ 2547; ศูนย์วิจัยเศรษฐกิจและพยากรณ์ทางการเกษตร 

คณะเศรษฐศาสตร์ มหาวทิยาลัยแม่โจ,้ 2553) 

 

การประยุกต์ใช้เทคนิคทางชวีโมเลกุลในการตรวจสอบโรคพชื  

ในปัจจุบันเทคนิคทางชีวโมเลกุลมีการพัฒนามากขึ้นมีการประยุกต์ใช้หลายด้าน 

ในการวิเคราะห์จีโนม ซึ่งแต่ก่อนเป็นการศึกษาจำนวนรูปร่างของโครโมโซมหรือเป็นการศึกษา

จำนวนชุดโครโมโซม โดยการยอ้มสีแล้วตรวจสอบโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ (Jeffreys, Wilson and 

Thein, 1985) แต่ในปัจจุบันมีการนำเอาดเีอ็นเอใชเ้ป็นเครื่องหมาย (DNA marker) ทำใหก้ารวเิคราะห์ 

จโีนม เป็นไปไดอ้ย่างรวดเร็ว สามารถศกึษาไดท้ัง้ส่วนที่เป็นยนีและส่วนที่ไม่ใช่ยนี และเนื่องจาก

ปริมาณดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง มีลักษณะทางพันธุ์กรรมเหมือนกัน จึงสามารถศึกษาได้

โดยไม่ขึ้นกับสภาพแวดลอ้ม ไม่ขึ้นกับระยะของการเจรญิเตบิโต และอวัยวะใด  
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ปัจจุบันมกีารนําเทคนิคทางดานดีเอ็นเอ มาประยุกตใชในการตรวจสอบหาเชื้อจุลินทรยี์

ชนดิต่าง ๆ เทคนิคดังกล่าวอาศัยการจับคู่ระหว่างดีเอ็นเอ เพื่อหาสาเหตุของโรคอย่างแพร่หลาย 

เนื่องจากเป็นวธิทีี่มีความรวดเร็ว แม่นยำ และความจำเพาะเจาะจงสูงกว่าเทคนคิทางดา้นเซรุ่มวทิยา 

(Seal and Elphinstone, 1994) 

โดยเทคนิคทางดา้นดีเอ็นเอจะอาศัยเครื่องมือ คือ polymerase chain reaction (PCR) 

หรือปฏิกริยาลูกโซ่จำลองตัว เป็นการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอข้ึนในหลอดทดลอง

ดว้ยการทำปฏิกริิยาอย่างต่อเนื่อง โดยอาศัยเอนไซม์ DNA polymerase ในการทำปฏิกิริยาร่วมกับ

การใช้ primer ที่จำเพาะ ซึ่ง primer คือ สายนิวคลีโอไทด์สายเดี่ยวท่อนส้ัน ๆ มีขนาดประมาณ 

20-30 เบส ที่มีลำดับเบสเป็นคู่สมกับลำดับเบสในดีเอ็นเอต้นแบบ โดยคร่อมบริเวณยีน

หรือส่วนของดีเอ็นเอที่ตอ้งการเพิ่มจำนวน 2 เส้น ที่มทีศิทางในการสังเคราะห์ดเีอ็นเอเข้าหากัน

เป็นจุดเริ่มตน้ในการสรา้งดีเอ็นเอเส้นใหม่ขึ้นมา เอนไซม์ DNA polymerase นำนิวคลโีอไทด์ 4 ชนิด 

(A, T, C, G) มาต่อกันเป็นสายดีเอ็นเอ โดยใช ้primer เป็นจุดเริ่มในการสังเคราะห์ ดเีอ็นเอที่ได้ 

มีลำดับเบสเรียงตามเบสที่เป็นคู่สมกัน บนเส้นดีเอ็นเอที่ใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (template) 

เทคนิค PCR พัฒนาขึ้นมาเมื่อประมาณปี ค.ศ. 1985 โดย Kary Mullis นักชีวเคมีของบริษัท 

Cetus Corporation เพื่อใช้ในการจำแนก specific DNA sequence ใน สารละลายที่มีกลุ่มของ 

sequence DNA เป็นจำนวนมากปะปนกันอยู่ แลว้เพิ่มปรมิาณส่วน targeted sequence นี้ขึ้นมา

เป็นล้านเท่า โดยผ่านวิธีกึ่งอัตโนมัติ ซึ่งใช้เวลาเพียง 1 หรือ 2 ช่ัวโมง เท่าน้ัน (พิสสวรรณ 

เจยีมสมบัต,ิ 2540) หลักการและเทคนิค PCR มอีงค์ประกอบพื้นฐานที่จำเป็นสำหรับการทำ PCR 

ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single-stranded DNA template) คือ 

เสน้ดเีอ็นเอที่มบีรเิวณส่วนที่ตอ้งการเพิ่มปริมาณอยู่ ซึ่งดีเอ็นเอที่สรา้งขึ้นใหม่จะจำลองตัวตาม

ดีเอ็นเอต้นแบบ primer คือ ดีเอ็นเอเส้นเดี่ยวเส้นสั้น ๆ ที่เป็นคู่สมกับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่

ด้านปลาย 3’ของ ดีเอ็นเอต้นแบบ ใช้เป็นตัวเริ่มต้นในการสร้างสายดีเอ็นเอที่ต้องการ dNTPs 

(deoxy-nuclrotide triphosphate) คอืเบส A, T, C, G ที่เป็นส่วนประกอบสำคัญของสายดเีอ็นเอ, 

เอนไซม์ DNA polymerase คือ เอนไซม์ที่ทำหน้าที่ในการสร้างสายดีเอ็นเอ มีคุณสมบัติพิเศษ 

คือ สามารถทนความร้อนสูง (93-95 องศาเซลเซียส) ได้เครื่อง PCR (thermalcycler) 

คือ เครื่องเปลี่ยนอุณหภูมิแบบอัตโนมัต ิเพื่อทำใหเ้กดิปฏิกิรยิาแบบต่อเนื่องในการเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอ โดยปฏิกิริยาการสังเคราะห์ชิ้นส่วนดีเอ็นเอจะเกิดต่อเน่ืองซ้ำกันเป็นวงจรลูกโซ่ 

(เพชรรัตน์ ศริวิงศ์, 2545) นอกจากนี้ ยังมีเทคนคิที่อาศัยหลักการของเทคนคิ PCR เช่น เทคนคิ 

RAPD (Rapid Amplified Polymorphic DNA) วธินีี้ใช้ปรมิาณดเีอ็นเอนอ้ย และไม่จำเป็นตอ้งทราบ

ขอ้มูลทางพันธุกรรมมาก่อน ไพร์เมอร์ที่ใชใ้นปฏกิิรยิาลูกโซ่พอลีเมอเรสนั้นจะเป็นชนิดที่มีขนาดสั้น
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ประมาณ 10 นิวคลีโอไทด์ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่ม (random amplification) จากนั้น

จงึแยกชิ้นส่วนของดเีอ็นเอ โดยใช้กระแสไฟฟา้ (electrophoresis) ผ่านอะกาโรสเจล (agarose gel) 

ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอจะปรากฏเป็นแถบ ศึกษาตำแหน่งและจำนวนแถบเพื่อดูความแตกต่าง

ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดได้ ข้อควรระวังของ RAPD คือ แถบดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณขึ้นจาก

ปฏิกริยิาลูกโซ่พอลีเมอเรส (PCR product bands) ที่เกดิข้ึนดูเหมือนมขีนาดเท่ากันแต่ความจริงแล้ว 

ถึงแม้ขนาดเท่ากันจริง แต่เป็นชิ้นดีเอ็นเอคนละชนิดกัน เลยทำให้แปลผลคลาดเคลื่อนได้ 

วิธีแก้ปัญหา คือ เพิ่มจำนวนไพร์เมอร์ให้มากข้ึน เพื่อยืนยันผลการทดลอง หรือบางคร้ัง PCR 

products ที่เกิดข้ึนมีปริมาณนอ้ยมาก จนแถบดเีอ็นเอไม่ปรากฏใหเ้ห็นหรือเห็นได้ลาง ๆ ทำให้

ผูท้ดลองคดิว่าไม่ม ีPCR products เกดิขึน้ แก้ปัญหาโดยการปรับเปลี่ยนสภาพหรือความเข้มข้น

ของสารต่าง ๆ ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส (Gavidia, Castillo and Perez-Bermudez, 1996) 

เทคนิค PCR เป็นเทคนิคที่นิยมใช้ในการวนิิจฉัยโรคพืช โดยสามารถใช้ตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อ

แบคทีเรียที่มีปริมาณน้อยในพืชได้ และยังเป็นเทคนิคที่มีความแม่นยำ เฉพาะเจาะจง และมี

ความไวสูง (sensitive) ซึ่ง วัลลา ดิฐพงษ์พิชญ์ และคณะ (2541) ได้ทำการตรวจหา Ralstonia 

solanacearum ที่ปนเปื้อนในดินและตน้มะเขอืเทศ ดว้ยเทคนคิ PCR โดยการใช ้primer เพิ่มปริมาณ 

DNA เป้าหมายขนาด 705 bp สามารถเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายได้จากดิน 6 ตัวอย่าง 

จากทั้งหมด 8 ตัวอย่าง นอกจากน้ี Botha, et al (2001) ทำการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอ

ด้วยวิธี PCR และ nested–PCR ของเชื้อแบคทีเรยีสาเหตุของโรค bacterial blight ในองุ่น พบว่า

สามารถใช้ในการตรวจสอบได ้ 

ในปัจจุบันมรีายงานการใช้เทคนคิ Loopmediated amplification (LAMP) ในการตรวจสอบ

เช้ือราสาเหตุโรคพืช โดยเป็นเทคนิคที่อาศัยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่จำเพาะเจาะจงกับเชื้อ 

เช่น การนำมาประยุกต์ใช้ตรวจสอบในเชื้อ Phytophthora spp. (Notomi, et al., 2000; Nakao, 

et al., 2010) เทคนิคนี้จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสภาวะอุณหภูมิ 60 และ 65°C 

ซึ่งมคีวามจำเพาะเจาะจงสูง ยิ่งกว่านัน้เทคนคิ LAMP ยังใชส้ารเคมทีี่สามารถเก็บไดท้ี่อุณหภูมิ 37°C 

ในระยะเวลา 1 เดือน จึงง่ายต่อการเก็บรักษา (Thekisoe, et al., 2009) นอกจากนี้เทคนิคดังกล่าว

ยังสามารถนำมาวิเคราะห์ด้วย gel electrophoresis ที่ใช ้SYBR ซึ่งสามารถตรวจได้จากการสังเกตสี 

(Niu, et al., 2012) และเทคนิคนี้สามารถนำไปตรวจสอบในสภาพแปลงทดลอง เนื่องจากไม่ต้อง

ใช้เครื่อง PCR เช่นการใช ้LAMP technology ในการตรวจสอบเชื้อ Phytophthora spp. (Dai, et al., 

2012) เชื้อ P. ramorum และ P. kernoviae (Tomlinson, Dickinson and Boonham, 2010) 

โดยสามารถตรวจจับดีเอ็นเอของเชื้อสาเหตุโรคได้ในปรมิาณนอ้ย โดยสามารถวเิคราะห์ได้ในระดับ 

10 pg μL−1 (Dai, et al., 2012; Martin, et al., 2012) ซึ่งมรีายงานในการประยุกต์ใช้เทคนิคดังกล่าว
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ทั้งในเชื้อแบคทีเรีย ไวรัส และเชื้อรา (Pan, et al., 2011; Parida, et al., 2004; Niessen and 

Vogel, 2010) 

 

หลักการของเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)  

หลักการของเทคนิค Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (ธงชัย แก้วพนิจิ 

และคณะ, 2013) Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) เป็นเทคนคิที่อาศัยหลักการ

ของการเพิ่มขยายจำนวนของสารพันธุกรรม โดยใช้เวลาในการทดสอบนอ้ยกว่าการทำด้วย PCR 

พบว่า สามารถเพิ่มขยายได้ถึง 109 เท่าในเวลาทีน่อ้ยกว่า 1 ชั่วโมง โดยไม่จำเป็นตอ้งใช้เครื่องมือ

ราคาแพง และการเพิ่มปรมิาณ DNA ตอ้งใช ้primers 4 ชุด หรอื 6 ชุด ที่จำเพาะต่อกับสาย DNA 

ต้นแบบ (DNA template) 6 ตำแหน่ง จึงทำให้มีความจำเพาะต่อการตรวจสอบสูง Primers 

ของวิธีการ LAMP ประกอบไปดว้ย outer primers (F3 และ B3) มคีวามยาวประมาณ 17-21 base 

pairs (bp) และ inner primers (FIP = forward inner primer, BIP = backward inner primer) 

โดยที่ FIP ประกอบด้วย F1c กับ F2 และ BIP ประกอบด้วย B1c กับ B2 ปฏิกิริยาของ LAMP 

จะทำการเพิ่มปรมิาณ DNA ด้วยเอนไซม์ Bst DNA polymerase ปฏกิริยิาของ LAMP ประกอบดว้ย

ขัน้ตอน 3 ขัน้ตอน คอื 1) LAMP initial step, 2) LAMP cycling step, 3) elongation and recycling step  

 1. LAMP initial step ปฏกิิริยาของ LAMP ไม่จำเป็นต้อง denature จาก double strand 

DNA เป็น single strand DNA เหมือนเทคนิค PCR เนื่องจากเอนไซม์ Bst ทำงานได้ดีที่อุณหภูมิ

ระหว่าง 60-65 ํC และทำหน้าที่แยก DNA สายคู่ เป็นสายเดี่ยวได้ (strand displacement) 

โดยไม่ต้องใช้อุณหภูมิสูง กระบวนการสังเคราะห์เริ่มต้นการเพิ่มขยายที่อุณหภูมิ 60-65 ํC 

inner FIP primer ด้าน F2 จะเข้าจับกับ F2c และทำการสังเคราะห์ที่ปลาย 3’ ของ primer F2

จากนั้น F3 primer เข้ามาจับในตำแหน่ง F3c แล้วทำการสังเคราะห์โดย DNA polymerase 

จะทำการแยกสาย FIP-link complementary strand ซึ่งสายนี้จะเกิดการ form เป็น loop ที่ปลาย 5’ 

โดยเกดิจาก F1c จับกับ F1 

 2. LAMP cycling step เริ่มจาก inner primer BIP ด้าน B2 จะเข้าจับกับ B2c 

และทำการสังเคราะห์ที่ปลาย 3’ ของ B2 primer จากนั้น B3 primer เข้ามาจับในตำแหน่ง B3c 

แล้วทำการสังเคราะห์โดย DNA polymerase ทำการแยกสาย BIP-link complementary strand 

ซึ่งสายน้ีจะเกิดการ form เป็น loop ที่ปลาย 5’ โดยเกิดจาก B1c จับกับ B1 ซึ่งการเกิด loop 

ของดา้น FIB และ BIP จะเรยีกว่า dumb-bell 

 3. Elongation and recycling step เป็นปฏิกิรยิาที่เกดิซ้ำในขัน้ตอนที่ 1 และ 2 ทำใหไ้ด้ 

dumb-bell ที่ต่อกันหลายข้อ สามารถเกดิ cycle amplification step ) ดา้นปลายของ loop forward ก่อน 
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คือ สามารถมี self primed strand displacement DNA synthesis สร้าง DNA จาก F1 ต่อไปเรื่อย ๆ 

จนถึง B1c ขณะเดียวกัน FIP primer ก็สามารถ hybridize กับ F2c ที่ loop forward สร้าง DNA 

สายใหม่ ได้จำนวน copies เพิ่มมากขึ้น และมี stem loop แบบ dumb-bell ที่สามารถเกิด cycle 

amplification ด้าน backward ขึ้นได้ การทำงานจะต่อเนื่องกันตลอดเวลา ทำให้สามารถ

เพิ่มจำนวนไดม้าก 109-1010 copies ภายในเวลา 15-60 นาท ีดังน้ันจงึทำให้ปฏิกิริยาที่ได้จาก 

LAMP ได้ product ที่เกิดขึ้นมีได้หลายขนาด ในขั้นตอน gel electrophoresis วิธีการนี้จะให้ผล

ตรวจที่ดี ควรจะเลอืกขนาดของ DNA เป้าหมายนอ้ยกว่า 300 bp  

 ในการตดิตามปฏกิิรยิา พบว่า product ที่เกดิจากการสังเคราะห์ขึ้นดว้ยวธิกีาร LAMP 

แลว้จะเกดิจากการจับกันของ pyrophosphate ion กับ magnesium ion เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน 

magnesium pyrophosphate จะทำให้เกิดตะกอนสีขาวขุ่นไม่ละลายน้ำ ซึ่ง pyrophosphate 

เป็น product ที่ปล่อยออกมาระหว่างการสังเคราะห์สารพันธุกรรม ตะกอนดังกล่าวสามารถ

มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า 6, 7 หรือการยืนยันผลการตรวจเช้ือด้วยเครื่อง spectrophotometry 

แม้กระทั่งการติดตามด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ได้ นอกจากการพัฒนาดังที่กล่าวมาแล้วนั้น 

(Nagamine, et al., 2000) ไดแ้สดงใหเ้ห็นว่า ปฏกิริยิา LAMP ไม่จำเป็นตอ้งแยกสาย (denature) 

DNA แม่แบบก่อนทำการเพิ่มปรมิาณ DNA และยังอธิบายถึงกรรมวธิีสำหรับการเพิ่มความเร็ว

ในการตรวจสอบดว้ยการเพิ่ม loop primer เขา้ไปจับตรงบรเิวณ stem loop ทัง้สองข้างของ dumb-bell 

โดยไม่ใหซ้อ้นทับกับ inner primer ทำใหป้ฏกิริยิานัน้เกดิไดเ้ร็วยิ่งขึ้นกว่าครึ่งหนึ่งของเวลาที่ทำด้วย

วิธีการ LAMP ปกติ เนื่องด้วยการเพิ่ม loop primers จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพให้สามารถเกิด 

ปฏกิริยิาไดด้ยีิ่งข้ึน 

ข้อดขีองเทคนิคLAMP 

 1. มปีระสทิธภิาพในการเพิ่มขยายยนีไดสูง ภายใตสภาวะ เดียวกันที่อุณหภูมปิระมาณ 

60-65 องศาเซียลเซียส มคีวามไวสูงในการตรวจจับ DNA สามารถตรวจจับ DNA จำนวนน้อย ๆ 

ไดถงึ 6 copies ในการตรวจหาเชื้อไวรัส เทคนคิ LAMP มคีวามไวมากกวาเทคนคิ PCR ประมาณ 

10-100 เทา 

 2. LAMP มคีวามจำเพาะสูงเพราะตองใช specific sites ถึง 6 ตำแหนง โดยใช primers 

ถงึ 4 เสน ดังนัน้จะชวยลด background จากการเพิ่มขยายยนีที่ไมจำเพาะได  

 3. เปนเทคนคิที่งายในการทดสอบ ถาสามารถสราง primer ที่เหมาะสมไดใชเครื่องมือ

พื้นฐานทั่ว ๆ ไป เชน อางน้ำควบคุมอุณหภูม ิหรอื heat block  

 4. การตรวจวัดผลการทดสอบงาย ไมยุงยาก และสามารถเลือกวิธีการตรวจวัดได

ปจุบันสามารถวัดแบบ real time ได้ 
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การประยุกต์ใช้เทคนคิ Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

 การตรวจเชื้อ Squash leaf curl Yunnan virus ในพืชวงศ์แตงด้วยเทคนิค Loop–Mediated 

Isothermal Amplification นำขอ้มูลลำดับนวิคลีโอไทด์ของเชื้อ SLCuYV–TH–PK–2016 (KX388157) 

มาออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer Explorer version 4สำหรับการตรวจสอบด้วยวิธี 

LAMP ชุดไพรเมอร์ออกแบบให้จำเพาะกับยีนเป้าหมาย คือ AC1 (Rep gene) โดยไพรเมอร์

มีความจำเพาะกับ 6 ตำแหน่งของยีนเป้าหมาย หนึ่งชุดไพรเมอร์ประกอบด้วย 4 เส้น คอื B3, F3, 

BIP และ FIP โดยมีลำดับเบสของ ไพเมอร์ดังนี้ SLCuYV-B3 5´GGCAAAAAATATCTTTCTCACTT 

3´,SLCuYV-F35´CTGGGGTTTCTGAACTGG3´, SLCuYV-BIP5´TGTCAGATGGACATGAAATGTTTTG-

CCCAAAATGCCCATTACCA 3´,SLCuYV-FIP 5´ TCAGAGTATCACAAGAAAAACACCA 

CTTTGAATTGGATGAGC องค์ประกอบของสารในปฏิกิรยิาการตรวจเชื้อ Squash leaf curl Yunnan 

virus ด้วยเทคนิค LAMP การตรวจเชื้อ SLCuYV ด้วยเทคนิค LAMP ดัดแปลงวิธีการมาจาก 

Kuan, et al. (2010) มีองค์ประกอบของสารต่าง ๆ ดังนี ้การทำปฏิกิริยา LAMP ปริมาตร 25 µl 

ประกอบด้วย 0.4 µM SLCuYV-B3, 0.4 µM SLCuYV-F3, 6.4 µM SLCuYV-BIP, 6.4 µMSLCuYV-FIP, 

1.4 mM dNTPs ,1 M Betaine(Sigma–Aldrich), 1X Thermo buffer, 8U Bst DNApolymerase large 

fragment (Biolabs®) และ 5mM MgSO4 แลว้เตมิ 1 µl ของดเีอ็นเอตัวอย่าง โดยมีการเกดิปฏิกิรยิาได้

เม่ืออุณหภูมิประมาณ 65 ºC นาน 60 นาที และหยุดปฏิกิริยาที่ 90 ºC นาน 2 นาที หลังจาก

เสร็จสิ้นปฏกิิริยาตรวจผลบน 1.5% agarose gelelectrophoresis ใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 

100โวลต์ นาน 40 นาที และสังเกตผลด้วยตาเปล่า หรือเติมสาร SYBR® Green I (Invitrogen, USA) 

(1:10) 1.5 µl ซึ่งสามารถพบการเปลี่ยนสีจากสีตั้งต้นของสาร SYBR Green I ซึ่งเป็นสารสีส้ม

เปลี่ยนสีเป็นสีเขยีวเรืองแสงได้ในหลอดที่เกิดปฏิกิรยิา การทดสอบความจำเพาะ (specificity) 

ของปฏกิริยิา LAMP ตรวจสอบความจำเพาะของปฏกิริยิา LAMP ใชต้ัวอย่างดเีอ็นเอจากใบฟักทอง

ที่แสดงอาการใบหงิก เหลือง ใบบิดเบี้ยวผิดรูปร่าง ใบลดรูป ต้นเต้ียแคระ และให้ผลบวกกับ

แอนติบอดีต่อเชื้อ TYLCV จากการตรวจเชื้อด้วยเทคนิค ELISA ดีเอ็นเอฟักทองปลอดโรค ดีเอ็นเอ

มะเขือเทศปลอดโรค และน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อเป็นตัวอย่างควบคุม โดยใหเ้กิดปฏิกิรยิาที่อุณหภูมิ 

65 ºC นาน 60 นาท ีและหยุดปฏิกิรยิาที่อุณหภูม ิ90 ºC นาน 2 นาที และใชอ้งค์ประกอบสารต่าง ๆ  

ดังแสดงข้างต้น ตรวจสอบผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis ยืนยันความถูกต้อง

โดยส่งวิเคราะห์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ LAMP product (First Base Laboratories Sdn.Bhd., 

Selangor, Malaysia) ตรวจสอบลำดับนิวคลโีอไทด์ขนาดประมาณ 200–500 bp นำมาศกึษาข้อมูล

ลำดับนิวคลีโอไทด์ ของสายพันธุ์เชื้อไวรัสที่ตรวจได้ด้วยโปรแกรม BLAST นำไปเปรียบเทียบ

ขอ้มูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) 
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 การทดสอบความไว (sensitivity) ของปฏิกิริยา LAMP เปรียบเทียบกับการตรวจเชื้อ

ดว้ยเทคนิค PCR ดเีอ็นเอที่ผ่านการตรวจยนืยันว่ามเีชื้อ SLCuYV ที่ค่าความเขม้ขน้ดเีอ็นเอเริ่มต้น 

134 ng/µl นำมาเจอืจางเป็น 10 เท่าตัง้แต่ 10-1 จนถงึ 10-6 แล้วใช้เป็นตน้แบบในการทำปฏกิิริยา 

LAMP และใช้องค์ประกอบต่าง ๆ ตามข้อ 3 ที่อุณหภูมิ 65 ºC นาน 60 นาที ตรวจสอบเชื้อ

ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากยนี AC1 คอื AC1–F 5´ TCAACTCTCCGTCG TCTGAT3´ 

และ AC1–R 5´ ATGCCACGCACAAACCAC 3’ และใชต้ัวอย่างดเีอ็นเอที่วัดค่าความเข้มข้นดีเอ็นเอ

ที่นำมาเจือจางตั้งแต่ 134 ng/µl, 134 ng/µl x 10-1, 134 ng/µl x 10-2, 134 ng/µl x 10-3, 134 

ng/µl x 10-4, 134 ng/µl x 10-5 และ 134 ng/µl x 10-6 เช่นเดยีวกับเทคนิค LAMP มาเป็นดีเอ็นเอ

ตน้แบบ โดยมอีงค์ประกอบของสารต่าง ๆ ดังน้ี ปรมิาตรรวม 25 µl ,2X master mix PCR reaction 

(Promega, Madison, USA) 12.5 µl, เติมไพรเมอร์ AC1–F และ AC1–R ความเข้มข้น 10 µM 

อย่างละ 1.25 µl และ เตมิดเีอ็นเอตน้แบบ 1 µl ทำปฏกิริยิา PCR ดังนี้ pre–denature ที่อุณหภูมิ 

94 ºC นาน 3 นาที denature ที่อุณหภูมิ 94 ºC นาน 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 ºC 

นาน 30 วนิาท ีextension ที่อุณหภูมิ 72 ºC นาน 3 นาที จำนวน 20 รอบ และ final extension 

ที่อุณหภูมิ 72 ºC นาน 7 นาที จากน้ันวิเคราะห์ผลด้วย 1.5% agarose gel electrophoresis 

(รุ่งทพิย์ จั่นเพ็ชร และคณะ, 2560) 

 การพัฒนาการประเมินความเฉพาะเจาะจง และประสิทธิภาพความไวของเทคนิค 

Loop Mediated Isothermal amplification (LAMP) เพื่อตรวจวเิคราะห์เชื้อรา Aspergillus สายพันธุ์สร้าง 

Aflatoxin ในผลิตภัณฑ์สมุนไพรขมิ้นชันและขิง จะเก็บตัวอย่างเชื้อรา Aspergillus flavus 

และ Aspergillus paracificus จากหอ้งปฏบิัตกิาร จำนวน 100 ตัวอย่าง ออกแบบไพรเมอร์ที่จำเพาะ

ต่อยนืที่พบในเชื้อราทัง้สองชนิดไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อยนือะฟลาทอกซนิของเชื้อรา Aspergillus flavus 

และ Aspergilius paraciticus ถูกออกแบบจากลำดับเบสในธนาคารยีน (genebank) ได้ทั้งหมด 4 ตัว 

คือ ALFA_RF3 5GCAACCTGATGACGACTGAT-3 ALFA_RB3 5-GCAACCTGATGACGACTGAT-3 

ALFA_RBIP 5CAAGTAGCCATCCTGCGCGC- GGAACAAGAGGGCTACCGA- 3 ALFA_RBIP 

5-ATCGTTCTCAAGGTGCTGGCA-CCGTTGAGGTACACTGGGT-3 ทดสอบประสิทธิภาพความไว

ของเทคนิค Loop Mediated Isothermal Amplification ที่พัฒนาขึ้นผลการศึกษา พบว่า สามารถ

ตรวจสอบยนีสรา้งอะฟลาทอกซนิตามความเข้มข้นต่าง ๆ  เทคนิคนี้สามารถตรวจสอบการปนเปื้อนได้ 

คือ ความเข้มข้นที่เจือจางจากปริมาณตั้งต้นไป 107 พบว่า เทคนิค LAMP อาศัยไพรเมอร์ 

จำนวน 2 คู่ ที่จำเพาะต่อยีนสร้างอะฟลาทอกซิน 6 บริเวณ และเพิ่มปริมาณได้ด้วยอุณหภูมิ 

63 องศาเซลเซียส เพียงอุณหภูมิเดียวภายในเวลาไม่เกิน 1 ชั่วโมง เทคนิคน้ีมีประสิทธิภาพ

ความไวที่ความเข้มข้นเจอืจาง 10 เท่า มคีวามเฉพาะเจาะจงกับเช้ือรา Aspergillus สายพันธุ์สร้าง 
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อะฟลาทอกซนิจำนวน 100 ตัวอย่าง เช่นเดยีวกับเทคนคิ ELISA และเมื่อนำเทคนิค LAMP ไปตรวจ

วิเคราะห์หาเช้ือรา Aspergillus สายพันธุ์สร้าง Aflatoxin ในผลิตภัณฑ์สมุนไพรขม้ินชันและขิง 

พบว่า ผลิตภัณฑ์ขิง จำนวน 20 ตัวอย่าง ตรวจพบเชื้อรา Aspergillus สายพันธุ์สรา้ง Aflatoxin 

จำนวน 4 ตัวอย่าง ส่วนผลติภัณฑ์ขม้ินชัน จำนวน 6 ตัวอย่าง ตรวจพบเชื้อรา จำนวน 3 ตัวอย่าง  

การพัฒนาชุดตรวจวเิคราะห์การปนเปื้อนเชื้อรา Aspergillus สายพันธุ์สร้าง Aflatoxin 

ในขม้ินชันและขิงในครั้งนี้ เกิดปฏิกิริยาได้ที่อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 60 นาที

ด้วยเอนไซม์ชนิดเดียว ให้ความเฉพาะเจาะจงสูงกว่าเทคนิค ELISA ซึ่งอุณหภูมิเดียวก็สามารถ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายอย่างรวดเร็ว จึงเป็นเทคนิคที่เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์

การปนเปื้อนเชื้อรา Aspergillus สายพันธุ์สรา้ง Aflatoxin ภาคสนาม จึงสามารถทำการตรวจได้

ทุกที ่โดยเทคนคิเดมิอยู่บนหลัก polymerase chain reaction (PCR) จะตอ้งอาศัยการทำปฏิกิริยา

ที่อุณหภูมติ่างกัน 2 ถึง 3 ระดับ จึงต้องพึ่งพาเครื่องมือและห้องปฏิบัติการ รวมทั้งทักษะของ

ผูท้ำการตรวจวเิคราะห ์จึงไม่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในภาคสนามได้ เทคนิค LAMP มคีวามไว

ในการตรวจสอบการปนเปื้อนของเชื้อในระดับที่สูงกว่าเทคนคิ PCR และ ELISA เนื่องจากอาศัย

ไพรเมอร์ 2 คู ่ซึ่งจะเพาะต่อยนืเป้าหมาย 6 บรเิวณ ผลการตรวจวเิคราะห์ที่สัมพันธ์กันระหว่าง

เทคนคิ LAMP และเทคนิค ELISA ยิ่งทำให้เทคนิคนี้ควรนำไปประยุกต์ใช้กับการตรวจวิเคราะห์

ในผลิตภัณฑ์สมุนไพรอื่น ๆ รวมทั้งการวิเคราะห์การปนเปื้อนเชื้อจุลนิทรยี์ที่ก่อให้เกิดโรคที่มี

ผลเสยีต่อสุขภาพในอนาคต (ภัทรา พลับเจรญิสุข และปัณรสี สู่ศริริัตน,์ 2556) 

 

งานวจัิยที่เกี่ยวข้อง 

 สาเหตุของโรคผลลายของลำไย และการป้องกันกำจัด (Causal Agents of Longan 

Fruit Discoloring and Its Control Measure) จากการสำรวจโรคผลลายของลำไยในจังหวัดเชียงใหม่ 

ลำพูน และจันทบุร ีพบถงึการระบาดที่อำเภอพร้าว และอำเภอฮอด จังหวัดเชียงใหม่ อำเภอป่าซาง 

จังหวัดลำพูน อำเภอสอยดาว และอำเภอโปร่งน้ำร้อน จังหวัดจันทบุรี ทำให้ผลผลิตลำไย

เกิดการเสยีหาย จากลักษณะอาการผลลายของลำไย พบว่ าที่ผวิของผลลำไยมีจุดสดีำ บางจุด

มีขนาดใหญ่กระจายอยู่ทั่วผล ทำให้ลำไยมีสีลายกระ แกะดูข้างในผลมีจุดสีดำเกิดขึ้นบริเวณ

ผวิเปลือกด้านในด้วย และเม่ือนำผลที่เป็นโรคมาแยกเชือ้สาเหตุ พบเชื้อราทัง้หมด 5 ชนิด คือ 

Pestalotiopsis sp. และเชื้อราที่ยังไม่ทราบชื่ออกี 4 ชนดิ เมื่อนำเช้ือราทั้ง 5 ไอโซเลท จงึได้ทดสอบ

ความสามารถในการทำใหเ้กดิโรคกับผลลำไย ในสภาพสวน พบว่า เชื้อราไอโซเลทที่ (unknown 5) 

ทำใหเ้กิดอาการผลลายเป็นจุดสีดำ และมีเสน้ใยของเชื้อราปกคลุม บางผลเกิดอาการผลแตก 

โดยอาการจะเกิดภายใน 72 ช่ัวโมง หลังการปลูกเชื้อ การทดลองเพื่อหาปัจจัยท่ีทำใหเ้กิดอาการ



27 
 

ผลลาย โดยจะทำการพ่นสารชีวภาพและสารกำจัดเชื้อราชนิดต่าง ๆ ฉีดพ่นผลลำไยเมื่อมีขนาดผล

ประมาณ 14-22 มิลลิเมตร พบว่า ไม่ทำให้เกิดอาการผลลาย ผลแตก แต่พบว่าน้ำสกัดจาก

หอยเชอรี่ ซัคคารีน โพลีซัคคาไรด์ และน้ำสกัดจากสาหร่ายธรรมชาติ ทำให้สีผิวของผลลำไย

เม่ือสุกแก่มีสีคล้ำข้ึนมาก และขนาดของผลนัน้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิต ิ

ในทุกกรรมวธิทีำการทดลอง การทดสอบประสิทธิภาพของสารกำจัดเชื้อราในการยับยั้งการเจริญ

ของเชื้อราสาเหตุโรคผลลาย พบว่า สารกำจัดเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ

ของเสน้ใยของเชื้อ unknown 5 ได้ 100% คอื benomyl 50%WP carbendazim 50% WP procymidone 

50% WP tebuconazole 25%EW difenoconazole 25%SC และ carbendazim 50%WP+benomyl 

50%WP ขณะที่ procymidone 50%WP และ tebuconazole 25%EW สามารถยับยั้งการเจริญ

ของเสน้ใยเชื้อรา ไอโซเลท จากจันทบุรไีด ้100% การทดสอบประสทิธภิาพของสารกำจัดเช้ือรา

ในสภาพสวน พบว่า ไม่สามารถนำผลการทดลองมาเปรยีบเทียบกันได้ เนื่องจากไม่มีการระบาด

ของโรค จากการศึกษา พบว่า มเีช้ือราบางชนดิที่ทำใหเ้กิดโรคกับพชืชนิดอื่น ซึ่งมีลักษณะเส้นใย

คลา้ยเช้ือราที่เป็นสาเหตุของโรคผลลาย คอื เช้ือราที่แยกจากโรคผลเน่าของมะม่วง ฝรั่ง โรคใบไหม้

ของลำไย และ Rhizoctonia solani จากข้าว จึงนำมาทดสอบความสามารถในการทำใหเ้กิดโรค

กับลำไย พบว่า เชื้อราที่แยกจากมะม่วง และฝรั่ง ไอโซเลทที่ 2 สามารถทำใหล้ำไยเกดิอาการผลลาย 

ผลแตก เม่ือได้นำมาเปรยีบเทยีบความสัมพันธ์กัน โดยศกึษาแบบไอโซไซม์ของเชื้อราที่ทำให้เกิด

โรคผลลายในลำไย และเช้ือ Rhizoctonia solani โดยใช้ไอโซไซม์ esterase พบว่า เชื้อราทัง้หมด

มคีวามแตกต่างกัน  

 จากการทดสอบประสทิธภิาพของจุลนิทรยี์ปฏปิักษ์และสารกำจัดเชื้อราต่อการควบคุม

โรคผลลาย ผลแตก และผลร่วงของลำไยในหอ้งปฏิบัตกิาร การทดสอบประสทิธภิาพการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อสาเหตุโรคผลลาย ผลแตกในลำไย Unknown 5 และ isolate จันทบุรี ด้วย 

B. subtilis จาก stock culture จำนวน 45 ไอโซเลท ของมหาวทิยาลัยสงขลานครนิทร ์และที่แยก

จากส่วนต่าง ๆ ของลำไย จำนวน 32 ไอโซเลท พบว่า ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุของโรคผลลาย ผลแตกในลำไยได ้ส่วนผลการใช ้B. subtilis ที่อยู่ในรูปแบบของผงสำเร็จรูป 

พบว่า ที่ความเข้มข้นที่แนะนำต่ำที่ 50% ต่ำกว่าอัตราแนะนำ 25% พบว่า มีประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งเช้ือรา isolate จันทบุร ีได้ 55-62% แต่ยังมีผลยับยั้งต่อ Unknown 5 ค่อนขา้งต่ำ 

20-40% เม่ือนำมาทดสอบกับเชื้อรา Trichoderma sp. พบว่า เช้ือรา Trichoderma sp. สามารถ

ยับยัง้การเจรญิของเช้ือราสาเหตุโรคผลลายผลแตก ที่ Unknown 5 ได้ 72% ส่วนไอโซเลท จันทบุรี 

ยับยัง้ได้ 75% (ชาตร ีสทิธกิุล และคณะ, 2547) 



28 
 

 การทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีกำจัดเชื้อรา โรคผลลาย ผลแตก ของลำไย 

ในห้องปฎิบัติการ และในสภาพสวน จากการทดสอบสารกำจัดเชื้อราในหอ้งปฎิบัติการ พบว่า

สารกำจัดเชื้อรา 5 ชนดิ ชึ่งไดแ้ก่ benomyl 50%, WP carbendazim 50% WP, procymidone 50% wp, 

tebuconazole 25% EW, difenoconazole 25% SC และ carbendazim 50% WP+ benomyl 50% WP 

สามารถยับยั้ง 100 ในการกำจัดเชื้อรา ที่พบไอโซเลท 5 ที่พบในภาคเหนือ ส่วนเช้ือที่พบในจังหวัด

จันทบุร ีพบว่า procymidone 50% wp และ tebuconazole 25% EW สามารถยับยั้งเชื้อราได้ 100 

ในการทดสอบในสภาพสวน ที่อำเภอโป่งน้ำรอ้น จังหวัดจันทบุร ีพบว่า ไม่มีเช้ือระบาดในลำไย 

(ชาตร ีสทิธกุิล และคณะ, 2547) 



บทที่ 3 

 

วธิกีารดำเนนิการวจัิย 

 

วัสดุอุปกรณ์ สารเคม ีและเคร่ืองแก้ว 

1. เคร่ืองมอื 

 1.1 เครื่องเขย่า (Shaker) 

 1.2 เครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง (Analytical A lance) 

 1.3 ตูถ้่ายเช้ือ (Laminar Air Flow) 

 1.4 ตูบ้่มเชื้อ (Incubator) 

 1.5 ตูอ้บลมรอ้น (Hot Air Oven) 

 1.6 ตู้เย็น (Refrigerator) 

 1.7 หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) 

 1.8 เครื่องใหค้วามรอ้น (Hot Plate) 

 1.9 อ่างนำ้ควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 

 1.10 กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) 

 1.11 เครื่องรันเจล (Electrophoresis tank and Power supply) 

 1.12 เครื่องเพิม่ปรมิาณดเีอ็นเอ (Thermo Electron Corporation รุ่น Px2) 

 1.13 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 

 1.14 เครื่องผสมสารละลาย (Vortex Mixer) 

 1.15 ไมโครปเิปต (Micro pipette) 

 1.16 กลอ้งจุลทรรศน์อเิล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscope) 

 1.17 กล้องจุลทรรศน์อเิล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission electron microscope) 

2. เคร่ืองแก้ว 

2.1 แผ่นสไลด์และกระจกปิดสไลด์ (Microscope Slide and Cover Slide) 

2.2 ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer Flask) 

2.3 จานเพาะเช้ือ (Petri Dish) 

2.4 แท่งแกว้คนสาร (Stirring Rod) 

2.5 บกีเกอร์ (Glass Beaker) 

2.6 หลอดทดลอง (Test Tube) 
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2.7 หลอดทดลองฝาเกลยีว (Test Tube with Screw Cap) 

2.8 ขวดเก็บสารละลาย (Media Bottle) 

3. อุปกรณ์อื่น ๆ 

3.1 ที่วางหลอดทดลอง (Test Tube Rack) 

3.2 ปากคบี (Forceps) 

3.3 ลูกยางสามทาง (Rubber Pipette Filler) 

3.4 หว่งเขี่ยเชื้อ (Loop) 

3.5 เข็มเขี่ยเช้ือ (Needle) 

3.6 สำลี (Absorbent Cotton Wool) 

3.7 ตะเกยีงแอลกอฮอล์ (Alcohol Burner) 

3.8 Cork borer เสน้ผ่าศูนย์กลาง 0.5 cm. 

3.9 ดา้มมีด และใบมดีผ่าตัด (Scalpel Handle and Blades Surgical) 

3.10 หลอดปั่นแยกปลอดเช้ือ ขนาด 1.5 ml (Micro test tubes) 

3.11 หลอดสำหรับเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอ (PCR Reaction Tube) 

3.12 พาราฟิล์ม 4IN×125FT Roll 

3.13 ถุงพลาสตกิ 

3.14 กล่องพสาสตกิ 

4. สารเคมีที่ใช้ 

4.1 Ethanol 

4.2 นำ้กลั่น 

4.3 10% Sodium Hypochlorite (Chlorox) 

4.4 Lacto phenol Cotton Blum 

4.5 ชุดสยีอ้มสปอร์ Lactophenol cotton blue 

4.6 Immersion oil 

4.7 Potato starch 

4.8 Agar 

4.9 สารเคมี/สารละลายสำหรับสกัดดเีอ็นเอ คอื 

 4.9.1 Genejet Genomic Purification Kit   

 4.9.2 Deionized distilled water 
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4.10 สารเคม/ีสารละลายสำหรับการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอ คอื 

4.10.1 10X PCR Buffer 

4.10.2 MgCl2 

4.10.3 10mM dNTPs Mix 

4.10.4 สารละลาย 16S rDNA primer  

4.10.5 Tag DNA polymerase 

4.10.6 สารละลาย Template DNA 

4.10.7 Deionized water (RNase free water) 

4.11 สารละลาย/สารเคมสีำหรับการทำ Electrophoresis คอื 

4.10.1 สารละลาย PCR product 

4.10.2 6X loading dye 

4.10.3 Generuler 1 kp plus DNA ladder (invitrogen™) 

4.10.4 Agarose gel 

4.10.5 1X TBE 

4.10.6 สารละลาย Ethidium bromide (EtBr) 

     4.12 สารละลาย/สารเคมสีำหรับการทำ Loop-mediated Isothermal Amplification 

            4.12.1 1 ul สารสกัดดเีอ็นเอ 

                       4.12.2 40 pmol ของไพเมอร์ FIP และ BIP 

                       4.12.3 20 ng template DNA 

           4.12.4 8 units Bst DNA polymerase  

           4.12.5 10× ThermoPol buffer 

           4.12.6 25 mM dNTPs 

           4.12.7 5 M betaine (Sigma, St. Louis, MO) 

           4.12.8 50 mM MgSO4, 2% Tween 20 

           4.12.9 1 μL 50 μM calcein–500 μM MnCl2. 

5. อาหารเลี้ยงเช้ือจุลนิทรยี์ 

 อาหารเลี้ยงเช้ือ Potato dextrose agar (PDA) 

6. พืชที่ใช้ในการทดสอบ 

ลำไยสายพันธุ์อดีอ อายุ 10 ป ีเก็บตัวอย่างในพื้นที่บ้านต๊ำ จังหวัดพะเยา ระยะเวลา

ในการเก็บตัวอย่าง คอื ระยะออกดอกถงึเก็บเกี่ยว เป็นเวลา 7 เดอืน 
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ขั้นตอนและวธิกีารวจิัย 

1. การเก็บตัวอย่างลำไยที่มอีาการของโรคผลลายเพื่อนำมาวเิคราะหส์าเหตุโรค  

 ทำการสำรวจโรคผลลาย ในแหล่งปลูกลำไยโดยเฉพาะพื้นที่ที่เคยมีการระบาด

รุนแรงมาก่อน เปรียบเทียบกับบริเวณที่ไม่เกิดโรคผลลาย โดยเก็บตัวอย่างในพื้นที่บ้านต๊ำ 

จังหวัดพะเยา โดยทำโดยแผนที่โดยใช้แผนที่ดาวเทียมจาก https://maps.google.co.th/ 

19.2426966,99.755702 โดยศกึษาข้อมูลการระบาดขอโรคเพิ่มเติม เพื่อใช้ในสุ่มเลือกจุดศึกษา 

เพื่อทำแผนที่สำรวจโรคผลลาย ในแหล่งปลูกลำไยของจังหวัดพะเยา ทำการสำรวจและเก็บตัวอย่าง

ลำไยที่มอีาการของโรคผลลาย โดยทำการเก็บตัวอย่างเก็บตัวอย่างมาศกึษาลักษณะอาการของโรค

ที่ชัดเจน ใส่ถุงพลาสติก เก็บอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนำไปวิเคราะห์อาการ พร้อมทั้ง

บันทกึภาพ โดยใช้วธิปีระยุกต์ของ ชาตร ีสทิธกุิล และคณะ (2547) โดยทำการสำรวจแปลงลำไย

ที่ไดท้ำการคัดเลือกไว ้โดยสำรวจและเก็บข้อมูลต่าง ๆ โดยเก็บขอ้มูลอาการความผดิปกติต่าง ๆ 

ที่เกิดข้ึนกับลำไย  

 

 
 

ภาพ 1 แผนที่แปลงลำไยของเกษตรกรบ้านต๊ำ อ.เมอืง จ.พะเยา 
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2. การตรวจตัวอย่างที่แสดงอาการด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิล็กตรอนแบบส่องกราด 

(scanning electron microscope: SEM) 

 การศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron 

microscope: SEM) เป็นการศึกษาการเข้าทำลายของศัตรูพืช เช่น แมลงปากดูด หรอืการมีเชื้อ

สาเหตุโรคอยู่บรเิวณเนื้อเยื่อของพืชที่แสดงอาการของโรค ซึ่งอาจช่วยใหส้ามารถวินิจฉัยยืนยัน

สภาพการติดเช้ือ และยังทำใหท้ราบถึงลักษณะรูปร่าง สัณฐานวทิยา โดยนำตัวอย่างเนื้อเยื่อลำไย 

มาตรวจเพื่อยนืยันผล ภายใตก้ลอ้ง scanning electron microscope (SEM) ดังนี้ ตัดตัวอย่างเนื้อเยื่อ

ที่แสดงอาการของโรคผลลายของลำไย ตัดบรเิวณแผลเดี่ยวเป็นชิ้นเล็ก ๆ ให้คาบเกี่ยวระหว่าง

เนื้อเยื่อลำไยที่แสดงอาการของโรค และเน้ือเยื่อปกติ จำนวนตัวอย่างละ 5 ช้ิน ใช้เทคนิค

การคงสภาพเนื้อเยื่อด้วยสารเคมี 2 ชนิด (Double Fixation) ใช ้glutaraldehyde สำหรับการคงสภาพ

เนื้อเยื่อครั้งแรก และ osmium tetroxide จากนั้นขจัดน้ำออกจากตัวอย่างด้วย ethyl alcohol 

ที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ โดยเริ่มจากความเข้มข้นของสารต่าง ๆ ไปหาความเข้มข้นสูง 

เมื่อขจัดน้ำออกจากตัวอย่างสมบูรณ์แล้วจึงทำตัวอย่างให้แห้ง (Drying) ด้วยเทคนิคการทำให้

ตัวอย่างแห้ง ณ จุดวิกฤต (Critical Point Drying) โดยนำเข้าเครื่อง Critical Point Dryer เมื่อได้

ตัวอย่างที่แห้งและคงลักษณะรูปร่าง นำตัวอย่างที่แห้งแล้ว ไปติดบนแท่นวางตัวอย่าง โดยใช้วัสดุ

ในการเช่ือมตดิตัวอย่างกับแท่นวางตัวอย่าง จากนัน้นำไปเคลือบโลหะ ตัวอย่างควรมีความหนา

ประมาณ 10-20 นาโนเมตร แล้วจงึนำไปศกึษาภายใตก้ล้องจุลทรรศน์อเิล็กตรอนแบบส่องกราด

ตอ่ไป (อรัญญา ตันตปิัญจพร, 2534) 

3. การแยกเช้ือราสาเหตุของโรคผลลาย 

 ทำการเตรยีมอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA (Potato Dextrose Agar) เทอาหาร PDA ลงใน

จานเพาะเชื้อ สูงประมาณ 2 มลิลเิมตร ทิ้งใหเ้ย็นและผวิหนาอาหารแหง จากนัน้นำตัวอย่างลำไย

ที่เก็บมาจากสวนที่เกิดการระบาด มาแยกหาเชื้อสาเหตุโดยวิธีแยกเชื้อจากเนื้อเยื่อที่เป็นโรค 

(tissue transplant) โดยตัดเปลอืกผลของลำไยบรเิวณขอบแผล (บรเิวณกึ่งกลางของส่วนเนื้อเยื่อ

ที่ปกติและเป็นโรค) ใหไ้ด้ขนาด 1x1 เซนติเมตร จากนัน้นำมาแช่ในแอลกอฮอล์ 95% เป็นเวลา 

2-3 นาที แลว้ยา้ยช้ินพชืแช่ใน Clorox 10% เป็นเวลา 3-4 นาที จากนัน้ยา้ยลงในนำ้กลั่น 1 นาที 

แล้วซับด้วยกระดาษทิชชูที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว นำชิ้นพชืวางบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

(Riker and Riker, 1963) จานละ 4 ชิ้น บ่มเชื้อ (incubation) ไวท้ี่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1-2 วัน 

ให้เชือ้ราเจริญออกมาจากชิน้พชื จากนัน้สะกิดปลายเส้นใยของแต่ละ colony ไปเลีย้งบนอาหาร PDA 

จานใหม่ เพื่อให้ได้เชื้อที่บริสุทธิ์ (pure culture) และเก็บเชื้อราไว้ในหลอดอาหารแบบเอียง

ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (Potato Dextrose Agar) โดยสะกิดปลายเส้นใยของแต่ละ colony 
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มา Streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และทำการเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 

จนกระทัง้นําไปทดลอง 

 4. การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา (morphology) 

การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา (วจิัย รักวทิยาศาสตร,์ 2551) โดยเทคนคิการเล้ียง

บนสไลด (slide cultured technique) ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อราที่ได้จากการคัดแยกโดย subculture 

โคโลนีเชื้อราบริสุทธิ์ลงในจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) เทอาหาร PDA 

ลงในจานเพาะเชื้อสูงประมาณ 2 มิลลิเมตร ทิ้งให้เย็นและผิวหนาอาหารแหง ตัดอาหารเลี้ยงเชื้อ 

PDA ในจาน ให้เป็นชิ้นสี่เหลี่ยมจัตุรัส กว้างด้านละประมาณ 6 มิลลิเมตร จากนั้นนำ PDA ที่ตัด

แล้ววางบนสไลด์ที่วางลงบนจานเพาะเชื้อที่มีแท่งสำลีที่ผ่านการนึ่งฆ่า แล้วใชเ้ข็มเขี่ยเชื้อ เขี่ยเชื้อรา 

มาแตะที่ส่วนหนาทัง้ 4 ด้านของชิ้นวุน้ แล้วนำกระจกปิดสไลด์ที่วางปิดช้ินวุ้น บ่มที่อุณหภูมิห้อง 

ประมาณ 7 วัน นำมาเตรียมทำสไลด์ถาวร หรือก่ึงถาวร โดยยกกระจกปิดสไลด์ขึ้น แล้วหยด

เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ลงตรงกลางกระจกปดิสไลด์ที่มเีส้นใยเช้ือรา เพื่อใหเ้อทานอลกระจาย

เข้าสู่เส้นใยเชื้อรา จากนัน้ นำไปวางบนสไลด์เปล่า หยดดว้ย Lactophenol cotton blue การศึกษา

การเจริญของเชื้อราที่เลี้ยงบนสไลดดวยตาเปลา และภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายต่ำ 

นอกจากน้ีเมื่อราเจริญยังสามารถนํา cover slip ดังกลาวไปทําสไลดกึ่งถาวรไดอีกดวย เพื่อทํา 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน และจัดจําแนกชนิดของเชื้อราตอไป 

(เอกพันธ์ บางยี่ขัน, 2547) 

5. การทดสอบความสามารถในการทำให้เกดิโรค 

 จากการคัดแยกเชื้อราสาเหตุโรคในข้อ 3 แลว้นำเช้ือราต่าง ๆ ไปทดสอบความสามารถ

ในการทำใหเ้กิดโรค Koch’s postulation (Brock and Brock, 1978 ) เพื่อหาเช้ือสาเหตุโรคที่แท้จรงิ 

โดยปลูกเช้ือ (inoculation) บนผลลำไย โดยมข้ัีนตอนดังนี้ 

 5.1 การทดสอบความสามารถการทำใหเ้กดิโรคในระดับหอ้งปฏบิัตกิาร 

 เตรยีมผลลำไยเพื่อใช้ในการทดสอบ คัดเลือกหาเชื้อที่ก่อให้เกิดอาการผลลาย

ในระดับหอ้งปฏิบัติการ โดยลำไยท่ีคัดเลอืกมานัน้ มาจากสวนของเกษตรกร ตำบลบา้นต๊ำ ที่ไม่มี

การแพร่ระบาดของโรคผลลาย ทำการคัดเลือกลำไยที่นำมาทดสอบ โดยที่ผวิของลำไยจะต้องไม่มี

ร่องรอย และจะตอ้งไม่มอีาการของโรคผลลาย จากนัน้ทำการตัดผลลำไยใหเ้หลอืก้านยาวประมาณ 

3 เซนตเิมตร มาลา้งฆ่าเชื้อดว้ยแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 5 นาที แลว้นำสำลทีี่แช่ด้วยสารละลาย

เกลือมาตรฐาน (NaCl 0.85%) มาพันบริเวณก้านลำไยที่ถูกตัด จากนั้นนำเชื้อที่คัดเลือกได้ 

มาทดสอบโดยใช้ cork borer เจาะปลายเสน้ใยเชื้อแลว้วางบนผลลำไย ผลละ 1 ชิ้น ชุดการทดลอง

ละ 5 ซ้ำ ซ้ำละ 12 ผล สังเกตลักษณะอาการของโรคผลลายเปรยีบเทียบกับชุดควบคุม (Control) 
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ที่วางด้วยชิ้นอาหาร PDA จากนั้นนําไปบมเชื้อเป็นเวลา 3-5 วัน โดยวางในกลองพลาสติกชื้น 

สังเกตดูอาการบนผลลำไย เพื่อนำไปคำนวณเปอร์เซ็นต์การเกิดโรค โดยใช้สูตรในการคำนวณ 

(นิรุต เทยีมเพชร, 2556) คือ เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค = [จำนวนลูกลำไยที่เกิดโรค/จำนวนลำไย

ทั้งหมด] X 100 โดยทำการเปรียบเทียบแต่ละชุดการทดลองกับชุดควบคุม และนำข้อมูลที่ได้ 

ไปวเิคราะห์ทางสถิติ โดยโปรแกรมที่ใช้ในการวิเคราะห์ คือ โปรแกรมสำเร็จรูป IBM SPSS statistics 

และคำนวณค่าทางสถิติ โดยใช้วธิี Duncan’s New Multiple Range Test (Duncan)  

 5.2 การทดสอบความสามารถการทำใหเ้กิดโรคในสภาพแปลงทดลอง    

 คัดเลือกหาเชื้อที่ก่อให้เกิดอาการผลลายในระดับแปลงปลูก เมื่อได้เชื้อรา

ที่แยกจากอาการผลลายแล้วนำเชื้อราต่าง ๆ ไปทดสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรค

บนแปลงปลูก เพื่อหาเชื้อสาเหตุโรคที่แท้จริง โดยทดสอบเช้ือบนผลลำไยในแต่ละช่อ ก่อนทำ

การทดสอบเชื้อก่อโรค เลือกสุ่มช่อลำไยโดยสุ่มเลือกช่อที่มีจำนวนผลประมาณ 20 ผล/ช่อ 

จากนั้นพ่นด้วย alcohol 70% ลงบนผลลำไย ทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้นเตรียมเชื้อราโดยขูดสปอร์ 

ที่เจรญิบนอาหารใหส้ัมผัสกับน้ำ แล้วใชไ้มโครปเิปตดูดสารแขวนลอยที่มีเชื้อราผสมอยู ่นับจำนวน

สปอร์ ด้วย Heamocytometer ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ใหม้ีความเข้มขน้ 1x106 spore/ml นำเชือ้รา

แต่ละเช้ือมาฉดีพ่นบนผลลำไย ปรมิาณ 10 มิลลลิติร/ช่อ เช้ือละ 5 ช่อ โดยแยกตน้กัน (1 เช้ือ/1 ช่อ/

1 ต้น) เทียบกับชุดควบคุมที่ใช้น้ำเปล่า จากนั้นใช้กระดาษฟางที่ ชุ่มน้ำ ห่อผลลำไยทั้งช่อ 

แล้วคลุมด้วยถุงพลาสตกิ เพื่อเป็นสภาพเก็บรักษาความช้ืน (moist chamber) ติดฉลาก (label) 

สังเกตลักษณะอาการของโรคที่เกิดขึ้นบนผลลำไยเมื่อครบ 7 วัน มาเปิดถุงพลาสติกดูอาการ

บนผลลำไย เพื่อนำไปคำนวณเปอร์เซ็นต์การเกดิโรค โดยใช้สูตรในการคำนวณ (นริุต เทยีมเพชร, 

2556) คือ เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค = [จำนวนลูกลำไยที่เกิดโรค/จำนวนลำไยทั้งหมด] X 100 

โดยทำการเปรยีบเทยีบแต่ละชุดการทดลองกับชุดควบคุม และนำขอ้มูลที่ได้ไปวเิคราะห์ทางสถิติ 

โดยโปรแกรมที่ใช้ในการวิเคราะห์ คือ โปรแกรมสำเร็จรูป IBM SPSS statistics และคำนวณค่า

ทางสถติิ โดยใช้วธิี Duncan’s New Multiple Range Test (Duncan)  

6. การหาลำดับเบสที่จำเพาะเจาะจงต่อเชื้อสาเหตุโรคผลลายในลำไย 

6.1 การเตรยีมการเตรียมดีเอ็นเอของเช้ือรา 

 ทำการสกัด Genomic DNA ของเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคผลลายในลำไย 

โดยใชชุ้ดสกัดดเีอ็นเอสำเร็จรูป Thermo Scientific Genejet Genomic Purification Kit ในการสกัด 

โดยมวีธิกีารตามลำดับ ดังน้ี  

 6.1.1 ทำการเลี้ยงเชื้อสาเหตุโรคบนอาหารแข็งสูตร PDA แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิหอ้ง

เป็นเวลา 3-7 วัน 



36 

 

 6.1.2 ขูดเสน้ใยเช้ือราลงไปในสารละลาย Digestion Solution ปรมิาตร 180 μL 

และสารละลาย Proteanase K ปริมาตร 20 μL จากนั้นนำไป Incubate 56 oC 1 ชั่วโมง ผสมให้

เขา้กันเบา ๆ พลกิทุก ๆ 10 นาที 

 6.1.3 ใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลาย RNase A Solution ปรมิาตร 20 μL ผสมกัน 

ที่อุณหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 10 นาท ีเตมิสารละลาย Lysis solution ปรมิาตร 200 μL ผสมใหเ้ข้ากัน 

 6.1.4 นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีที่ 25 oC แล้วดูดเอา

ส่วนบน (Supernatant) ใส่ Eppendorf Tube ใหม่  

 6.1.5 ใช้ไมโครปเิปตดูดสารละลาย 50% Alcohol ปรมิาตร 40 μL ผสมกันเข้า

ขึ้นลงแล้วใส่ใน column centrifuge ดว้ยความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ีที่ 25 oC เทส่วนใสทิ้ง

แลว้ประกอบใหม่ 

 6.1.6 ใช้ไมโครปิเปตดูด washing I 500 μL ใส่ลงไปใน GeneJEI spin column 

โดยไม่ให้เปื้อนบริเวณขอบของ column ปิดฝาแล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 rpm 

เป็นเวลา 3 นาท ีที่ 25oC เสร็จแล้วถอด spin column ไปใส่ใน collection tube อันใหม่ 

 6.1.7 ใช้ไมโครปิเปตดูด washing Il 500 μL ใส่ลงไปใน GeneJEI spin column 

โดยไม่ให้เปื้อนบริเวณขอบของ column ปิดฝาแล้วนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm 

เป็นเวลา 3 นาที ที่ 25oC เสร็จแล้วเททิ้ง ถอด spin column ไปใส่ใน micro test tube อันใหม่ 

 6.1.8 ใช้ไมโครปิเปตดูด Elution Buffer ปริมาตร 25 μL ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 1 นาที แลว้นำไปปั่นเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

 6.1.9 ใช้ไมโครปิเปตดูด Elution Buffer ปริมาตร 25 μL ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 1 นาที แลว้เก็บไวท้ี ่-20 oC 

 6.1.10 นำสารละลายดีเอ็นเอ ไปตรวจวัดปรมิาณ และความบรสิุทธิ์ของดีเอ็นเอ

ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis โดยใช้ 1% agarose gel 

หรอืวัดปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวช่วงคลื่น 260 nm แล้วนำมาเป็น

ดเีอ็นเอตน้แบบในการทำ PCR ต่อไป 

6.2 การเพ่ิมปรมิาณดีเอ็นเอของเชื้อราก่อโรคโดยใช้เทคนิค PCR  

 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อราที่สกัดได้โดยเครื่อง Thermo Electron 

Corporation รุ่น Px2 เพื่อใหไ้ด้ชิ้นส่วนดเีอ็นเอที่มีขนาดแตกต่างกัน โดยการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ

โดยใชไ้พรเมอร์ที่ออกแบบจากบรเิวณ ITS4 และ ITS5 ของเชื้อรา โดยนำดีเอ็นเอของเช้ือรา มาเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ universal primer คือ ไพเมอร์ ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) 
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กับไพเมอร์ ITS5 (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G) ตามวธิกีารของ White, et al. (1990) 

โดยมวีธิกีารตามลำดับ ดังน้ี 

6.2.1 ใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายตามลำดับต่อไปนี้มาใส่ลงใน PCR reaction tube 

ที่วางอยู่บนเกล็ดนำ้แข็งในกล่องพลาสตกิ 

 6.2.2 ปรับปริมาตรให้ได้ 25 µl (total volume) ด้วย deionized distilled water 

(RNase free water) ปดิฝา แลว้ผสมใหเ้ข้ากันดีโดยการใช้ปลายน้ิวสะกดิ PCR reaction tube เบา ๆ 

 6.2.3 นำไปปั่นเหวี่ยงท่ี 7,500 rpm/min เป็นเวลา 2-4 วนิาท ีก่อนนำไปใส่ลงใน

เครื่อง Thermo Electron Corporation รุ่น Px2 ตัง้โปรแกรม PCR running condition ดังภาพ 2 

 1) ddH2O     18.8 μL 

 2) Taq Buffer 1X + MgCl 2 mM( Fermentas, USA) 2.5 μL  

 3) dNTPs 0.2 mM    0.25 μL 

 4) Forward Primer ITS4 0.25 μM   1 μL 

 5) Reward primer ITS5 0.25 μM   1 μL 

 6) DNA Template 10 ng    1 μL 

 7) Taq DNA Polymerase (Thermo Sciene) 2.5 units 0.13 μL 
 

 
 

ภาพ 2 รายละเอยีดโปรแกรม PCR running condition  

 

 จากน้ันนำลำดับเบสมาหาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมดว้ยการสรา้ง Phylogenetic 

tree ของเชื้อที่คัดแยกได้ โดยวิเคราะห์ลำดับเบสของยีน ITS4 และ ITS5 เทียบกับฐานข้อมูล

ใน NCBI ด้วยโปรแกรม MEGA7 
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 ปฏิกิรยิา PCR จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบรเิวณ ITS4 และ ITS5 นำผลผลิตจาก

ปฏิกิรยิา PCR (PCR product) ที่ได้มาตรวจสอบโดยวธิีการ Agarose Gel Electrophoresis นำมาย้อม

ในเอธเิดยีมโบรไมด์ (ethidium bromide) ส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตบันทกึภาพ นำ PCR 

product ไปหาลำดับเบส โดยใช้เทคนิค DNA sequencing เพื่อนำไปเปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI 

เพื่อทำการศึกษาต่อไป  

7. การตรวจสอบเช้ือก่อโรคลำไยด้วยเทคนคิ Loop mediated amplification (LAMP) 

7.1 การออกแบบดเีอ็นเอไพเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อสาเหตุโรค 

 นำลำดับเบสที่ไดจ้ากการหาลำดับเบส จากฐานขอ้มูลของ the National Center 

for Biotechnology Information databases ที่สอดคล้องกับชนิดสายพันธุ์ของเชื้อราสาเหตุ 

โดยออกแบบจาก Specific regions ของดีเอ็นเอที่สามารถบ่งช้ีถึงชนดิสายพันธุ์ของเชื้อราสาเหตุ 

การออกแบบจะใชชุ้ดของไพเมอร์ชนิดต่าง ๆ เช่น forward inner primer (FIP), backward inner 

primer (BIP) โดยไพเมอร์ดังกล่าวออกแบบโดยใช้โปรแกรม เช่น LAMP primer software Primer 

Explorer V4 ในการออกแบบ โดยประยุกต์ใช้วธิีการของ (Raju Ghosh, et al., 2015) 

7.2 สภาวะในการทำเทคนคิ LAMP  

 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้เทคนิค LAMP ทำการเตรียมองค์ประกอบ

ของปฏกิริยิา LAMP PCR ในปรมิาตรสุดทา้ย 25 μl ดังตาราง 5 

 นำลำดับเบสที่ไดจ้ากการหาลำดับเบส จากฐานขอ้มูลของ the National Center 

for Biotechnology Information databases ที่สอดคล้องกับชนิดสายพันธุ์ของเชื้อราสาเหตุ 

โดยออกแบบจาก Specific regions ของดีเอ็นเอที่สามารถบ่งช้ีถึงชนดิสายพันธุ์ของเชื้อราสาเหตุ 

การออกแบบจะใชชุ้ดของไพเมอร์ชนิดต่าง ๆ เช่น forward inner primer (FIP), backward inner 

primer (BIP) โดยไพเมอร์ดังกล่าวออกแบบโดยใช้โปรแกรม เช่น LAMP primer software Primer 

Explorer V4 ในการออกแบบ 

 

ตาราง 5 ส่วนผสมในการตรวจหาดีเอ็นเอด้วยเทคนคิ LAMP 

Components 25 µl R×N Final Conc. 

10X ThermoPol® Buffer 2.5 µl 1X (contains 2 mM) 

MgSO4(100 mM) 1.5 µl 6 mM (8 mM total) 

dNTP Mix (10mM) 3.5 µl 1.4 mM each 

FIP/BIP Primers (25X) 1 µl 1.6 µM 

F3/B3 Primers (25X) 1 µl 0.2 µM 
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ตาราง 5 (ต่อ) 

 

โดยใชล้ำดับเบสของ Primer ทีอ่อกแบบจาก Specific regions ของดีเอ็นเอที่สามารถบ่งช้ี

ถงึชนดิสายพันธุ์ของเช้ือราสาเหตุ ดังตาราง 6 

 

ตาราง 6 ลำดับเบสของ Primer ที่ใช้ในปฏกิริิยา LAMP PCR   

ชื่อ Primer ลำดับเบส 

frF3 ACAACCTCAATGAGTGCG 

frB3 CATGAGCGACAACATACCA 

frFIP (F1C + F2) CCAGGCGTACTTGAAGGAACCGTCAAGCAGTCACTAACCAT 

frBIP (B1C + B2) AGCGTGAGCGTGGTATCACACGGTGACATAGTAGCGA 

frLoopF GCTCAGCGGCTTCCTATT 

frLoopB CTCTGGAAGTTCGAGCATCC 

 

จากนัน้นำสารผสมเบื้องต้นใหค้วามร้อน LAMP amplification ที่อุณหภูมิ 62°C, 63.5°C, 

64.5°C และ 65°C เป็นเวลา 30, 45, 60 และ 75 นาที และใหอ้ณุหภูมสุิดทา้ยที่ 85°C เป็นเวลา 

10 นาที นำ LAMP product ไปตรวจสอบดว้ย agarose gel electrophoresis (Li, et al., 2013)  
 

Components 25 µl R×N Final Conc. 

LoopF/B Primers (25X) 1 µl 0.4 µM 

Bst DNA Polymerase (8,000 U/ml) 1 µl 320 U/ml 

DNA Sample Variable > 10 copies or more 

Nuclease-free Water to 25 µl  

Total Reaction Volume 25 µl  



บทที่ 4 

 

ผลการวจิัย 

 

การเก็บตัวอย่างลำไยที่มอีาการของโรคผลลายเพ่ือนำมาวเิคราะห์สาเหตุโรค  

จากการเก็บตัวอย่างลำไย บริเวณที่มีการระบาดในพื้นที่บ้านต๊ำ จังหวัดพะเยา 

ที่แสดงอาการของโรคที่ชัดเจน โดยอาการผลลายจะเริ่มจากเป็นจุดสีดำขนาดเล็กขนาด 

1-2 มิลลิเมตร บนเปลือกผลของลำไย บางจุดมีขนาดใหญ่เป็นปื้น ต่อมาแผลจะขยายใหญ่ขึ้น

จนลุกลามติดกันทั่วทั้งผล เมื่อแกะเปลือกออกมา พบว่า เกิดแผลสีน้ำตาลกับเปลือกด้านใน

บรเิวณเดยีวกันกับแผลที่มีอยู่ดา้นนอก ดังภาพ 3 

 

 
 

ภาพ 3 ตัวอย่างลำไยที่มอีาการของโรคผลลาย 

 

หมายเหตุ: โดยที่  

 ก คอื ลักษณะอาการของโรคผลลายบรเิวณเปลือกด้านนอกของลำไย 

 ข คอื ลักษณะอาการของโรคผลลายบรเิวณเปลอืกด้านในของลำไย  

 

ผลลำไยที่ลายมาศกึษาลักษณะของบรเิวณที่พบอาการของโรค ภายใต้กลอ้งสเตอรโิอ

ไมโครสโคป พบอาการ คอื มีลักษณะรอยโรคคอืมีจุดสีน้ำตาลบรเิวณด้านในของเปลือกลำไย 

ดังภาพ 4 

 

ข ก 
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ภาพ 4 ลักษณะอาการของโรคที่เกดิขึ้นบนผลลำไยจากพื้นที่ ตำบลบ้านต๊ำ 

 ที่มกีารระบาดของโรค ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอรโิอไมโครสโคป 

 

หมายเหตุ: โดยที่  

 ก คอื ลักษณะอาการของโรคผลลายบรเิวณเปลือกดา้นนอกของลำไย 

 ข คอื ลักษณะอาการของโรคผลลายบรเิวณเปลอืกดา้นในของลำไย  

 

การตรวจตัวอย่างที่แสดงอาการด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(scanning electron microscope: SEM) 

การตรวจตัวอย่างที่แสดงอาการด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(scanning electron microscope: SEM) โดยเป็นวิธีการศึกษาการเข้าทำลายของเชื้อสาเหตุโรค

อยู่บริเวณเนื้อเยื่อของลำไยที่แสดงอาการของโรค ซึ่งอาจช่วยให้สามารถวินิจฉัยยืนยันสภาพ

การติดเชื้อ ผลการศึกษา พบว่า ลำไยที่แสดงอาการของโรคผลลาย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์

อเิล็กตรอนแบบส่องกราด ดังภาพ 5 

 

 

 

 

 

ก ข 
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ภาพ 5 การศกึษาตัวอย่างศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิล็กตรอนแบบส่องกราด 

 (scanning electron microscope: SEM) 

 

หมายเหตุ: โดยที่  

 ก คอื ลักษณะเปลือกดา้นนอกที่ไม่เป็นโรคขนาด 200 ไมโครเมตร 

 ข คอื ลักษณะเปลอืกด้านนอกที่แสดงอาการโรคผลลายขนาด 500 ไมโครเมตร 

 ค คอื ลักษณะเปลอืกดา้นในที่ไม่เป็นโรคขนาด 200 ไมโครเมตร 

 ง คอื ลักษณะเปลอืกด้านในที่แสดงอาการโรคผลลายขนาด 500 ไมโครเมตร  

 

 ภาพ 5ก จากเปลอืกดา้นนอกของลำไยที่ไม่แสดงอาการของโรคด้วยกำลังขยายขนาด 

200 ไมโครเมตร ภาพ 5ก จะมีลักษณะไม่มีรอยแตกลายบนผิวของลำไย ภาพ 5ข เป็นเปลือก

ของลำไยด้านนอกที่มีการแสดงลักษณะอาการของโรคผลลาย ด้วยกำลังขยายขนาด 

500 ไมโครเมตร จะมีลักษณะเป็นรอยบาดแผลแตกลายบนเปลือกลำไยอย่างเห็นได้ชัดเจน

และที่ลักษณะเสน้ใย คล้ายเส้นใยเชือ้รา ภาพ 5ค จากเปลือกดา้นในของลำไยที่ไม่แสดงอาการ

ของโรค ด้วยกำลังขยายขนาด 200 ไมโครเมตร ไม่พบร่องรอยอาการของโรค ภาพ 5ง 

เป็นเปลือกของลำไยด้านในที่มีการแสดงลักษณะอาการของโรคผลลาย ด้วยกำลังขยายขนาด 

500 ไมโครเมตร จะมีลักษณะมีรอยโรค และจะมีเส้นคล้ายเส้นใยของเช้ือราบริเวณที่ผลลาย

200 µm 500 µm 

ง ค 

ข ก 

200 µm 500 µm 
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ของเปลอืกลำไย รวมทัง้บรเิวณเปลอืกดา้นในของผลลำไย เมื่อเทยีบกับเปลอืกลำไยที่มลีักษณะปกติ

ไม่แสดงอาการของโรคผลลาย 

 

การแยกเช้ือราสาเหตุของโรคผลลาย 

จากการแยกเชื้อราสาเหตุของโรคผลลาย จากเนื้อเยื่อที่เป็นโรค ดว้ยวธิ ีtissue transplant) 

โดยตัดชิ้นเนื้อเยื่อบริเวณที่ปรากฏโรคกับเนื้อเยื่อปกต ิจากนัน้นำช้ินเนื้อเยื่อพืชที่ได้วางเลี้ยงบน

อาหาร PDA บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง (อุณหภูมิ 28°C±2°C) เป็นเวลา 1-2 วัน จะเห็นการเจรญิ

ของเสน้ใยเช้ือราบรเิวณช้ินเน้ือเยื่อลำไยที่มีอาการของโรคผลลาย โดยพบเช้ือราเจริญออกมาจาก

เปลือกลำไยบรเิวณแผลอาการของโรคผลลาย ดังภาพ 6 

 

 
 

ภาพ 6 การแยกหาเชื้อสาเหตุโดยวธิแียกเชื้อจากเน้ือเยื่อที่เป็นโรค (tissuetransplant) 

 

หมายเหต:ุ โดยที่  

 ก คอื ช้ินเนื้อเยื่อของลำไยที่วางบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) จานละ 4 ชิ้น  

 ข-ฉ คอื ลักษณะเชื้อราที่งอกออกมาจากบรเิวณบาดแผล เมื่อบ่มที่อุณหภูมหิอ้ง 

 1-2 วัน 
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 จากนัน้ทำการ Sub culture โดยใช้เข็มเขี่ยสะกิดปลายเช้ือรานำมาเลี้ยงบนจานอาหาร

เล้ียงเช้ือ PDA (Potato Dextrose Agar) เพื่อใหไ้ดเ้ชื้อราที่มคีวามบริสุทธิ์ (Pure culture) โดยจะเลือก

เชื้อรามีลักษณะเส้นใยท่ีแตกต่างกัน เพื่อนำมาเปรยีบเทยีบลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของแต่ละ

ไอโซเลท แลว้เก็บไวบ้นหลอดอาหารเอยีง (slant) เพื่อทำการทดลองต่อไป ดังภาพ 7 

 

 
 

ภาพ 7 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) โดยวธิกีาร Sub culture 

 

หมายเหต:ุ โดยที่  

 ก คอื การ Restreak เชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA (Potato Dextrose Agar)  

 ข คอื ลักษณะของเช้ือราที่มคีวามบรสิุทธิ์ (Pure culture) 

 

การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา (morphology) 

 เมื่อแยกเช้ือราจากชิ้นลำไยที่ปรากฏโรคผลลายแล้ว คัดเลือกโคโลนีของเชื้อราที่มี

การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA โดยเลือกลักษณะโคโลนี และความแตกต่างของเส้นใย

ของแต่ละไอโซเลทด้วยสายตา สามารถแยกเชื้อราให้เป็นโคโลนีเดี่ยวได้ทั้งหมด 20 ไอโซเลท 

นำเช้ือราทัง้ 20 ไอโซเลท มาศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา โดยทำการศึกษาลักษณะของเส้นใย

ของเชื้อราแต่ละไอโซเลต ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จากนั้น นำเช้ือราแต่ละไอโซเลท

มาตรวจสอบลักษณะของเชื้อราด้วยกล้องจุลทรรศน์อีกครั้ง เพื่อศึกษาลักษณะของเส้นใย 

และสปอร์ของเชื้อราแต่ละไอโซเลท ซึ่งผลการศึกษาลักษณะของเส้นใย และสปอร์ของเชื้อรา

แต่ละไอโซเลทภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ มีลักษณะดังน้ี 

 

ข ก 
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ภาพ 8 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเช้ือรา ไอโซเลทที่ 1  

 

หมายเหต:ุ เช้ือราไอโซเลตที่ 1 มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสีขาว ฟู เม่ือเส้นใยแก่จะมีสีดำ 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีสปอร์เป็นวงรี

หรอืรูปทรงกระบอกหรอืโคง้มีผนังเรยีบหรอืขรุขระ 

 

 
 

ภาพ 9 การคัดแยกเช้ือราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเช้ือรา ไอโซเลทที่ 2    

 

หมายเหต:ุ เช้ือราไอโซเลตที่ 2 มลัีกษณะการสรา้งเสน้ใยสขีาว เสน้ใยแก่จะมสีเีทา เม่ือเส้นใยแก่ 

 จะมีสีดำ ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีเส้นใย 

 แบบไม่มีผนังกั้น 

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 10 การคัดแยกเช้ือราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเช้ือรา ไอโซเลทที่ 3  

 

หมายเหตุ: เช้ือราไอโซเลตที่ 3 มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสีขาวหรือสีเทาเขียว มีลักษณะ

ค่อนขา้งฟู มสีเีขียวเทา รอบนอกสีขาว ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 

40X พบว่า เช้ือรามีเสน้ใยเป็นแบบไม่ผนังกัน้ มเีส้นใยที่แตกแขนง แต่ละส่วนที่กั้นแล้ว

มีนวิเคลียสหลายอัน ก้านชูสปอร์  

 

 
 

ภาพ 11 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar)  

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 4  

 

หมายเหตุ: เช้ือราไอโซเลทที่ 4 มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสีขาว หนา ฟู ลักษณะภายใต้ 

กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เช้ือรามีการสร้างสปอร์ บนก้านชูสปอร์ 

(conidiophore) ส่วนปลายของก้านชูสปอร์ โป่งออกเป็นเวสเิคลิ (vesicle) และมีส่วน

ที่ยื่นออกมาเป็นสเตอริกมา (sterigma) 

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 12 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 5  

 

หมายเหตุ: เชื้อราไอโซเลทที่ 5 มลีักษณะการสรา้งเส้นใยมสีีขาวและเทา หนา ฟู ลักษณะภายใต้

กลอ้งจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีเสน้ใยแตกกิ่งกา้น สรา้ง sporangia 

บน sporangiophores โดยใหก้ำเนิด zoospores ภายใน และสรา้ง oospore 

 

 
 

ภาพ 13 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 6  

 

หมายเหตุ: เช้ือราไอโซเลทที่ 6 มลีักษณะการสรา้งเส้นใยมีสขีาว เมื่อเส้นใยแก่จะมีสีดำลักษณะ

ภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีการสรา้งเสน้ใยที่มผีนังก้ัน 

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 14 การคัดแยกเช้ือราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 7  

 

หมายเหตุ: มลีักษณะการสรา้งเสน้ใยสขีาวหรอืสสี้ม มลีักษณะค่อนขา้งฟู มีสสีม้ รอบนอกสีขาว 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีสปอร์เป็นรูปไข่

ไม่มีสี หรือสีใสและไม่มีผนังกั้น 

 

 
 

ภาพ 15 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 8  

 

หมายเหตุ: มีลักษณะการสร้างเส้นใยสีขาวออกเหลือง ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์

ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามเีส้นใยแบบไม่มีผนังก้ันตามขวาง ม ีsporangiophore 

ที่เรยีวยาว แตกก่ิง เป็นมุมแหลม ส่วนปลายเรยีวยาวและโคง้เล็กนอ้ย สรา้ง sporangium 

รูปกลม หรอืรูปไข่ 

10 µm 

10 µm 



49 

 
 

ภาพ 16 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 9  

 

หมายเหตุ: มลีักษณะการสรา้งเส้นใยมสีีขาว ฟู ลักษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X 

พบว่า เชื้อรามีเสน้ใยแตกกิ่งก้าน สรา้ง sporangia บน sporangiophores โดยให้กำเนิด 

zoospores ภายใน และสรา้ง oospore 

 

 
 

ภาพ 17 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 10  

 

หมายเหตุ: มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสีขาว เม่ือเส้นใยแก่จะมีสีขาวเทา ลักษณะภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีเชื้อรามีสปอร์เป็นรูปไข่ ไม่มีสี 

หรอืสใีส และไม่มผีนังกัน้ 

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 18 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar)  

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 11  

 

หมายเหต:ุ มลีักษณะการสรา้งเส้นใยมีสขีาว ฟู ลักษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X 

พบว่า เชื้อรามีเป็นแบบไม่ผนังกั้น มีเส้นใยที่แตกแขนง เส้นใยของเชื้อราไม่มีสี 

แต่ละส่วนที่ก้ันแลว้มีนวิเคลยีสหลายอัน กา้นชูสปอร ์ 

 

 
 

ภาพ 19 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 12  

 

หมายเหต:ุ มลัีกษณะการสรา้งเสน้ใยมสีขีาว เม่ือเสน้ใยแก่จะมีสดีำ ลักษณะภายใตก้ล้องจุลทรรศน์

ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีเส้นใยแบบไม่มีผนังกั้น 

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 20 การคัดแยกเช้ือราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 13  

 

หมายเหต:ุ มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสีขาว ฟู เม่ือเส้นใยแก่จะมีสีดำ ลักษณะภายใต้ 

 กลอ้งจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามเีสน้ใยที่มีผนังกัน้  

 

 
 

ภาพ 21 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 14  

 

หมายเหตุ: มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสีขาว ฟู เม่ือเส้นใยแก่จะมีสีดำ ลักษณะภายใต้ 

  กลอ้งจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามเีสน้ใยไม่มมีผีนังกัน้  

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 22 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 15  

 

หมายเหต:ุ มลีักษณะการสรา้งเส้นใยมีสขีาว ฟู ลักษณะภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X 

พบว่า เชื้อรามีสปอร์รูปร่างคล้ายพระจันทร์เสี้ยวหัวท้ายแหลม โดย macroconidia 

มี 3-4 เซลล์ต่อ 1 สปอร์  

 

 
 

ภาพ 23 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 16  

 

หมายเหตุ: มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสขีาว ฟู ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X 

พบว่า เชื้อรามีเช้ือรามีเส้นใยเป็นแบบไม่มีผนังกั้น มีเสน้ใยที่แตกแขนง แต่ละส่วนที่ก้ัน

แล้วมีนิวเคลียสหลายอัน ก้านชูสปอร์  

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 24 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 17  

 

หมายเหตุ: มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีขาว เม่ือเส้นใยแก่จะมีสีเข้มขึ้นจนเป็นสีดำ ส่วนสปอร์

มรีูปร่างทรงรลีักษณะคล้ายมันฝรั่ง ลักษณะภายใตก้ล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X 

พบว่า เชื้อรามเีส้นใยที่มีผนังกั้น สปอร์ของเชื้อรามลีักษณะคล้ายมันฝรั่ง ภายในสปอร์

มีเส้นกั้นแบ่งเซลล์ หรอืที่เรียกว่า septa 

 

 
 

ภาพ 25 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 18  

 

หมายเหตุ: มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสขีาวหรือสีนำ้ตาล มีลักษณะฟู มีสีขาว รอบนอกสนี้ำตาล 

ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เช้ือรามีเส้นใยเป็นแบบ

ไม่มผีนังกัน้ มเีสน้ใยที่แตกแขนง แต่ละส่วนที่กัน้แลว้มีนวิเคลยีสหลายอัน กา้นชูสปอร ์

10 µm 

10 µm 
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ภาพ 26 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 19  

 

หมายเหตุ: มลีักษณะการสรา้งเส้นใยมสีีขาว ฟู  ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40X 

พบว่า เชื้อรามกีารสรา้งสปอร์ บนกา้นชูสปอร์ (conidiophore) ส่วนปลายของก้านชูสปอร์ 

โป่งออกเป็นเวสิเคลิ (vesicle) และมีส่วนที่ยื่นออกมาเป็นสเตอรกิมา (sterigma) 

 

 
 

ภาพ 27 การคัดแยกเชื้อราบนอาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 

 ของเชื้อราไอโซเลทที่ 20  

 

หมายเหตุ: มีลักษณะการสร้างเส้นใยมีสีขาว เม่ือเส้นใยแก่จะมีสีขาวเทา ลักษณะภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ ที่กำลังขยาย 40X พบว่า เชื้อรามีเชื้อรามีสปอร์เป็นรูปไข่ ไม่มีสี 

หรือสใีส และไม่มีผนังกั้น 

10 µm 

10 µm 
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การทดสอบความสามารถในการทำให้เกดิโรค 

จากการแยกเชื้อราสาเหตุของโรคผลลาย จากเนื้อเยื่อที่เป็นโรค ดว้ยวธิ ีtissue transplant) 

สามารถแยกเชื้อราได้ทั้งหมด 20 ไอโซเลต นำไปทดสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรค 

โดยปลูกเช้ือ (inoculation) บนผลลำไย ในระดับหอ้งปฏบิัติการและระดับแปลงทดลอง 

จากการทดสอบความสามารถการทำให้เกิดโรคในระดับห้องปฏิบัติการ ทดสอบ

คัดเลือกหาเชื้อที่ก่อให้เกิดอาการผลลายในระดับห้องปฏิบัติการ โดยตัดผลลำไยให้เหลือ

ก้านยาวประมาณ 3 เซนตเิมตร มาลา้งฆ่าเชื้อด้วยแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วนำสำลี

ที่แช่ด้วยสารละลายเกลือมาตรฐาน (NaCl 0.85%) มาพันบริเวณก้านลำไยที่ถูกตัด จากนั้นนำเชื้อ

ที่คัดเลอืกไดม้าทดสอบโดยใช้ cork borer เจาะปลายเส้นใยเช้ือแลว้วางบนผลลำไย ผลละ 1 ชิ้น 

ชุดการทดลองละ 5 ซำ้ ซำ้ละ 12 ผล ดังภาพ 28 

 

 
 

ภาพ 28 การทดสอบเช้ือราที่คัดแยกได้มาทดสอบบนผลลำไยในระดับห้องปฏบิัตกิาร 

 

หมายเหตุ: โดยที่  

 ก-ข คอื ชุดควบคุม       

 ค-ง ชุดที่ทดสอบดว้ยเช้ือแลว้แสดงอาการผลลาย    

 จ-ฉ ชุดที่ทดสอบดว้ยเช้ือแล้วไม่มอีาการผลลาย 
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เชื้อที่ทดสอบ คือ ไอโซเลต 1 ถึง ไอโซเลต 20 พบว่า เชื้อราไอโซเลต 17 ทำให้เกิด

โรคผลลายมากที่สุด มีค่าเท่ากับ 58.33 % ดังตาราง 7 

 

ตาราง 7 ค่าเฉลี่ยผลลายในแต่ละไอโซเลต ทั้ง 20 ไอโซเลต ในระดับกล่องทดลอง 

ชุดการทดลอง ค่าเฉลี่ย 

ชุดควบคุม 3.33 ± 7.46g 

ไอโซเลท 1 20.00 ± 4.56f 

ไอโซเลท 2 25.13 ± 8.34 ef 

ไอโซเลท 3 28.33 ± 4.56 def 

ไอโซเลท 4 31.67 ± 6.97 cde 

ไอโซเลท 5 26.67 ± 6.97 def 

ไอโซเลท 6 33.33 ± 5.89 cde 

ไอโซเลท 7 36.67 ± 7.46 bcd 

ไอโซเลท 8 26.67 ± 10.86 def 

ไอโซเลท 9 25.00 ± 5.89ef 

ไอโซเลท 10 20.00 ± 7.45f 

ไอโซเลท 11 31.67 ± 6.97 cde 

ไอโซเลต 12 35.00 ± 6.67 cde 

ไอโซเลท 13 33.33 ± 5.89 cde 

ไอโซเลท 14 43.33 ± 10.87 b 

ไอโซเลท 15 41.67 ± 5.89 bc 

ไอโซเลท 16 43.33 ± 6.97 b 

ไอโซเลท 17 58.33 ± 5.89 a 

ไอโซเลท 18 40.67 ± 6.97 bc 

ไอโซเลท 19 40.67 ± 6.97 bc 

ไอโซเลท 20 41.67 ± 8.34 bc 

หมายเหตุ: อักษร a, b, c, d, e, f, g ที่แตกต่างกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
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จากการคัดเลือกหาเชื้อที่ก่อใหเ้กิดโรคผลลายในระดับกล่อง พบว่า เชื้อราไอโซเลท 17

ก่อให้เกิดโรคผลลายมากที่สุด จากนั้นนำเชื้อไปทดสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรค

บนแปลงปลูก โดยทดสอบเชื้อบนผลลำไย โดยเลอืกสุ่มช่อลำไยช่อที่มจีำนวนผลประมาณ 20 ผล/ช่อ 

ในแต่ละช่อ เช้ือละ 5 ช่อ โดยแยกตน้กัน (1 เชื้อ/1 ช่อ/1 ต้น) พ่นดว้ย alcohol 70% ลงบนผลลำไย 

ทิ้งไว้ใหแ้หง้ จากนัน้เตรยีมเชื้อราโดยขูดสปอร์ที่เจรญิบนอาหารใหสั้มผัสกับน้ำ แลว้ใชไ้มโครปิเปต

ดูดสารแขวนลอยที่มีเชื้อราผสมอยู่ให้มีความเข้มข้น 1x106 spore/ml นำเชื้อราแต่ละไอโซเลท

มาฉดีพ่นบนผลลำไย ปรมิาตร 10 มลิลลิติร/ช่อ เช้ือละ 5 ช่อ โดยแยกตน้กัน เทียบกับชุดควบคุม

ที่ใช้นำ้เปล่า ดังภาพ 29 สังเกตลักษณะอาการของโรคที่เกดิข้ึนบนผลลำไยเม่ือครบ 7 วัน  

 

 
 

ภาพ 29 การทดสอบความสามารถในการทำให้เกดิโรคบนต้นลำไย 

 

การทดสอบความสามารถการทำให้เกิดโรคในสภาพแปลงทดลอง ทดสอบความสามารถ

ในการทำให้เกิดโรคผลลายบนต้นลำไย พบว่า เช้ือไอโซเลทที่ทดสอบ คือ เช้ือที่ทดสอบ คือ 

ไอโซเลท 1 ถึง ไอโซเลต 20 และพบว่า เชื้อราไอโซเลท 17 ทำให้เกิดโรคผลลายมากที่สุด 

มคี่าเท่ากับ 65.00% ดังตาราง 8 
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ภาพ 30 การทดสอบความสามารถในการทำให้เกดิโรคผลลาย 

 

หมายเหต:ุ โดยที่ ก-ข คอื ชุดควบคุมที่ไม่แสดงอาการโรคผลลาย  

 ค-ง คอื ลักษณะอาการโรคผลลาย ไอโซเลท 17 

 

ตาราง 8 ค่าเฉลี่ยผลลายในแต่ละไอโซเลต ทั้ง 20 ไอโซเลต ในระดับแปลงทดลอง 

ชุดการทดลอง ค่าเฉลี่ย 

ชุดควบคุม 2.00 ± 4.47i 

ไอโซเลท 1 42.00 ± 9.08cdefg 

ไอโซเลท 2 26.00 ± 4.18 h 

ไอโซเลท 3 34.00 ± 6.52 fgh 

ไอโซเลท 4 31.00 ± 5.48 gh 

ไอโซเลท 5 48.00 ± 8.37 bcd 

ไอโซเลท 6 45.00 ± 7.07 bcdef 

ไอโซเลท 7 31.00 ± 10.84 gh 

ไอโซเลท 8 39.00 ± 9.62 defg 

ไอโซเลท 9 44.00 ± 7.42bcdef 

ไอโซเลท 10 41.00 ± 5.48cdefg 

ข ก 

ค ง 
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ตาราง 8 (ต่อ) 

ชุดการทดลอง ค่าเฉลี่ย 

ไอโซเลท 11 37.00 ± 7.58 defg 

ไอโซเลท 12 37.00 ± 4.47 bcde 

ไอโซเลท 13 36.00 ± 8.64 efgh 

ไอโซเลท 14 45.00 ± 6.12 bcdef 

ไอโซเลท 15 43.00 ± 11.51 bcdef 

ไอโซเลท 16 54.00 ± 8.22 b 

ไอโซเลท 17 65.00 ± 7.91 a 

ไอโซเลท 18 48.00 ± 8.37 bcd 

ไอโซเลท 19 45.00 ± 7.07 bcdef 

ไอโซเลท 20 52.00 ± 5.70 bc 

หมายเหตุ: อักษร a, b, c, d, e, f, g, h, i ที่แตกต่างกัน หมายถึง มีความแตกต่างกันทางสถิติ

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  

 

การหาลำดับเบสที่จำเพาะเจาะจงต่อเช้ือสาเหตุโรคผลลายในลำไย 

เช้ือราไอโซเลท 17 ซึ่งเป็นเชื้อราก่อให้เกิดโรคผลลายมากที่สุด ในระดับกล่อง 

และในระดับแปลงปลูก มาสกัด genomic DNA เพื่อใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) 

สำหรับการทำ PCR (polymerase chain reaction) ผลจากการหาลำดับเบสที่จำเพาะเจาะจงต่อ

เช้ือสาเหตุโรคในลำไย โดยการระบุสายพันธุ์เชื้อสาเหตุโรคในระดับดีเอ็นเอ พบว่า จากการนำ

เช้ือจุลินทรีย์ที่ทำให้เกิดโรคผลลายมาระบุสายพันธุ์ในระดับดีเอ็นเอ ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น

มีขนาดมากกว่า 20,000 bp เมื่อเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb Plus DNA Ladder 

แลว้นำมาเป็นดเีอ็นเอตน้แบบในการทำ PCR ต่อไป ดังภาพ 31 
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ภาพ 31 genomic DNA ที่สกัดได้จากเช้ือราไอโซเลท Unknown17 

 ที่คัดเลอืกจากลำไยที่เป็นสาเหตุโรคผลลายเปรยีบเทยีบกับ  

 1 kb plus DNA ladder (แถวที่ 1)  

 

จากน้ันนำ genomic DNA มาทำการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยใชเ้ทคนิค PCR แลว้ตรวจสอบ

โดยวิธี Agarose Gel Electrophoresis และย้อมด้วย Ethidium Bromide บน 1% agarose gel 

ส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลท นำ genomic DNA ไปเพิ่มปริมาณในปฏิกิริยา PCR โดยใช้ 

Primer ITS4 ITS4 ปฏกิริยิา PCR พบว่า ผลผลติของ PCR ที่ไดจ้ากดีเอ็นเอตน้แบบที่เข้าไปจับกับ

ไพร์เมอร์ จะมีแถบดเีอ็นเอที่มขีนาดดีเอ็นเอ เท่ากับ 600 bp เมื่อเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 

1 kb plus DNA Ladder ดังแสดงในภาพ 32 

 

1500 bp 

20,000 bp 

500 bp 

75 bp 
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ภาพ 32 PCR product ของเช้ือราสาเหตุโรคผลลาย โดยใช้ไพร์เมอร์ ITS4 

 และ ITS5 เมื่อเทยีบกับ 1 kb plus DNA Ladder 

 

หมายเหต:ุ โดยที่  

 M คอื 1 kb plus DNA Ladder 

 1 คอื น้ำกลั่น-Negative control   

 2 คอื เช้ือราไอโซเลท 17 

 

จากทำ PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ แล้วตรวจสอบโดยวิธีการ gel electrophoresis 

บน 1% agarose gel นำมาย้อมในเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ส่องดูภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลท บันทึกภาพ นำ PCR product ไปหาลำดับเบส โดยตัด Gel ที่มีลำดับเบส

เพื่อนำไปวเิคราะห์ลำดับเบส ดว้ยเครื่อง Automated DNA Sequencer ที่ First BAST Laboratories 

Sdn Bhd ประเทศมาเซีย พบว่า ลำดับนวิคลีโอไทด์ของเชื้อรา ไอโซเลท 17 มีขนาดเท่ากับ 492 bp 

(ภาพ 33)  

 

 

 

 

 

5,000 bp 

1,500 bp 

500 bp 
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TCCTCCTGATCCGAGGTCACCACAAAAAATTGGGGGTTTAGCGGCTGGGAGTTATAGCA

CCTGACAAAAGCGAGAAAAAAATTACTACGCTCAGAGGATACTACAAATCCGCCGITGTATTTCAG

GAACTACAACTATAAAGAAGTAGATTCCCAACACTAAGCTAGGCTTAAGGGTTGAAATGACGCTCG

AACAGGCATGCCCACTAGAATACTAATGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAA

TTCTGCAATTCACATTACITATCGCATITCGCTGCGITCITCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTT

GITGAAAGITTTGACITATTAAAATAAGACGCTCAGATTACATAAAATAACAAGAGITTAATGGTCCAC

CGGCAGCAGCTATAAGAAGACCTATAACTICTGCCGAGGCAACAAAAGGTAAGITCACATGGGTTG

GGAITTAGAAAACTCTATAATGI CCCTCCG 

 

ภาพ 33 ลำดับนิวคลโีอไทด์เชื้อราไอโซเลท 17 

 

จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบลำดับ นิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GeneBank 

โดยใช้โปรแกรม The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (National Center for Biotechnology 

Information, 1993) จึงนำไปเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อรา ที่มีการรายงาน

บนฐานขอ้มูล GeneBank   

จากการนำลำดับนวิคลีโอไทด์เช้ือราไอโซเลท 17 มาวเิคราะห์ความสัมพันธเ์ชิงวิวัฒนาการ

กับเชื้อราที่มีการรายงานบนฐานข้อมูล GenBank ที่มีความคลา้ยกันด้วยวิธี Neighbor-Joining 

โดยการสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 7 ผลการวิเคราะห์ พบว่า ทำการทดสอบ

ความน่าเช่ือถือทางสถิติด้วย Bootstrap test จำนวน 1,000 รอบ ผลการวิเคราะห์ พบว่า 

เชื้อราไอโซเลท 17 มีความคล้ายคลึงกันกับเชื้อ Pestalotiopsis oxyanthi isolate SVJM005 

โดยมีค่า Identity เท่ากับ 99% (Visalakchi, 2010), Pestalotiopsis oxyanthi isolate SVJM060 

มีค่า Identity เท่ากับ 99% (Visalakchi, Srinivasan and Muthumary, 2010) และ Pestalotiopsis sp. 

voucher JUF0010 มคี่า Identity เท่ากับ 99% (Sikder, 2018) ดังภาพ 34  
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ภาพ 34 ความสัมพันธ์เชิงววิัฒนาการของเช้ือราที่คัดเลอืกกับข้อมูลลำดับนวิคลโีอไทด์ 

 บนฐานข้อมูล GenBank 

 

การตรวจสอบเช้ือก่อโรคลำไยด้วยเทคนิค Loop mediated amplification (LAMP) 

 จากการออกแบบดีเอ็นเอไพเมอร์ที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อสาเหตุโรคโดยเทคนิค LAMP 

การทดลองเริ่มจากการนำลำดับเบสที่ได้จากการหาลำดับเบส จาก ITS nucleotide sequences 

จากฐานข้อมูลของ the National Center for Biotechnology Information databases ที่สอดคล้องกับ

ชนิดสายพันธุ์ของเชื้อราสาเหตุ โดยออกแบบจาก Specific regions ของดีเอ็นเอที่สามารถบ่งชี้ถงึ

ชนิดสายพันธุ์ของเชื้อราสาเหตุโรค การออกแบบจะใช้ชุดของไพเมอรช์นิดต่าง ๆ เช่น forward 

inner primer (FIP), backward inner primer (BIP) โดยไพเมอร์ดังกล่าวออกแบบ โดยใช้โปรแกรม 

เช่น LAMP primer software Primer Explorer V4 ในการออกแบบไพเมอร์จะหาไดจ้ากลำดับของ

นวิคลโีอไทด์ ของเชื้อราไอโซเลทต่าง ๆ ที่มคีวามแตกต่างกัน และมบีรเิวณที่จับกับตัวไพเมอร์ที่มี

ความจำเพาะเจาะจงกับเชื้อราไอโซเลทนั้น ๆ เพื่อจะนำไพเมอร์ที่มีความจำเพาะเจาะจงไปทำ

ปฏกิริยิา LAMP ต่อไป  
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การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้เทคนิค LAMP พบว่า การทดลองในสภาวะที่กำหนด

สามารถทำใหเ้กดิปฏิกิรยิาได้ โดยทำให้เกิดแถบดเีอ็นเอข้ึน ทัง้นี้ตอ้งหาสภาวะที่เหมาะสมที่เจาะจง

ต่อเชื้อก่อโรคต่อไป จากนัน้นำสารผสมองค์ประกอบเบื้องต้นให้ความรอ้น LAMP amplification 

ที่อุณหภูม ิ62°C, 63.5°C, 64.5°C และ 65°C เป็นเวลา 30, 45, 60 และ 75 นาท ีและใหอุ้ณหภูมิ

สุดทา้ยที่ 85°C เป็นเวลา 10 นาท ีนำ LAMP product ไปตรวจสอบดว้ย agarose gel electrophoresis 

(Li, et al., 2013) พบว่า ตรวจพบผลบวกจากเชื้อ Pestalotiopsis oxyanthi และ Pestalotiopsis sp. 

ตรวจพบผลลบจากหมายเลข 2 ซึ่งเป็นเชื้อ Cerrena unicolor ดังภาพ 35 

 

  
 

ภาพ 35 ลักษณะแถบดเีอ็นเอที่ปรากฏจากการทำ LAMP PCR จากการระบุสายพันธุ์ 

 ของเช้ือราโดยการใช้ Primer ในปฏกิริยิา LAMP PCR 

 

หมายเหต:ุ โดยที่  

 M คอื 100 bp DNA ladder  

 1 คอื Pestalotiopsis sp. (ไอโซเลท 17) 

 2 คอื Cerrena unicolor-Negative control  

 

 

  

500 bp 

1,500 bp 

1,000 bp 

2,000 bp 
3,000 bp 
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ตาราง 9 ผลบวกและผลลบของดเีอน็เอที่ปรากฏจากการทำ LAMP PCR จากการระบุ 

 สายพันธุ์ของเช้ือราโดยการใช้ Primer ในปฏกิริิยา LAMP PCR 

ไอโซเลต LAMP PCR 

Pestalotiopsis sp. (ไอโซเลท 17) + 

Cerrena unicolor - 

หมายเหต:ุ โดยที่  

 M คอื 100 bp DNA ladder  

 + คอื Pestalotiopsis sp. (ไอโซเลต 17) 

 - คอื Cerrena unicolor-Negative control   

 

จากการตรวจสอบเชื้อก่อโรคในลำไย โดยลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากการทำ 

LAMP PCR จากการระบุสายพันธุ์ของ เช้ือราโดยการใช้ Primer ในปฏิกิริยา LAMP PCR พบว่า

ลักษณะของแถบดเีอ็นเอที่ปรากฏ จากเชื้อ Pestalotiopsis oxyanthi และPestalotiopsis sp. มผีล

ในเชงิบวก (Positive) เมื่อเทยีบกับตัว Negative control คอื Cerrena unicolor isolate AT_L8_E12 

(Maduranga, 2017) ผลจากการตรวจเชื้อราสาเหตุโรคผลลายในลำไย Pestalotiopsis oxyanthi 

(ไอโซเลท17) โดยใช้ primer ที่ใช้ในปฏิกริิยา LAMP PCR frF3 ACAACCTCAATGAGTGCG, frB3 

CATGAGCGACAACATACCA, frFIP (F1C + F2) CCAGGCGTAC TTGAAGGAACCGTCAAGCAGT 

CACTAACCAT, frBIP (B1C + B2) AGCGTGAGCGTGGTATCA CA CGGTGACATAGTAGCGA, 

frLoopFGCTCAGCGGCTTCCTATT, frLoopB CTCTGGAAGTTCGAG CATCC ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ในส่วนของยนี 

พบว่า การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยให้ขนาดของชิ้น ดีเอ็นเอมีขนาดที่แตกต่างกัน 

โดยผลผลิตที่ได้จากการทำ PCR มขีนาดชิ้นดีเอ็นเอ Pestalotiopsis oxyanthi และPestalotiopsis sp. 

ใช ้primer ในการเพิ่มจำนวนยีน จะให ้PCR product ที่มขีนาดแตกต่างกันนัน้ข้ึนอยู่กับการออกแบบ

ไพร์เมอร์ที่จำเพาะกับตำแหน่งบนตำแหน่งยนี และความจำเพาะของไพร์เมอร์แต่ละชนดิ  



บทที่ 5 

 

บทสรุป 

 

สรุปผลการวิจัย 

 การเก็บตัวอย่างลำไยที่มีอาการของโรคผลลาย เพื่อนำมาวิเคราะห์สาเหตุโรค 

โดยอาการผลลายจะเริ่มจากเป็นจุดสีดำขนาดเล็ก ขนาด 1-2 มิลลิเมตร บนเปลือกผลของลำไย 

บางจุดมขีนาดใหญ่เป็นปื้น ต่อมาแผลจะขยายใหญ่ขึ้นจนลุกลามติดกันทั่วทั้งผล เมื่อแกะเปลือก

ออกมา พบว่า เกิดแผลสีน้ำตาลกับเปลือกด้านในบริเวณตรงข้ามกับแผลที่มีอยู่ด้านนอก 

จากนั้น ทำการตรวจตัวอย่างที่แสดงอาการด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(scanning electron microscope: SEM) โดยเป็นวิธีการศึกษาการเขา้ทำลายของเชื้อสาเหตุโรค

อยู่บริเวณเนื้อเยื่อของลำไยที่แสดงอาการของโรค ผลการศึกษา พบว่า ลำไยที่แสดงอาการ

ของโรคผลลาย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ลักษณะเปลือกด้านนอก

ของลำไยที่ไม่แสดงอาการของโรค ด้วยกำลังขยาย ขนาด 200 ไมโครเมตร จะมีลักษณะไม่มี

รอยแตกลายบนผิวของลำไย เปลอืกของลำไยด้านนอกที่มีการแสดงลักษณะอาการของโรคผลลาย

ดว้ยกำลังขยาย ขนาด 500 ไมโครเมตร จะมีลักษณะเป็นรอยบาดแผลแตกลายบนเปลือกลำไย

อย่างเห็นได้ชัดเจน และที่ลักษณะเส้นใย คล้ายเส้นใยเชื้อรา เปลือกดา้นในของลำไยที่ไม่แสดง

อาการของโรค ดว้ยกำลังขยายขนาด 200 ไมโครเมตร ไม่พบร่องรอยอาการของโรค และเปลือก

ของลำไยด้านในที่มีการแสดงลักษณะอาการของโรคผลลาย ดว้ยกำลังขยายขนาด 500 ไมโครเมตร 

จะมีลักษณะมีรอยโรค และจะมีเส้นคล้ายเส้นใยของเชื้อราบริเวณที่ผลลายของเปลือกลำไย

รวมทัง้บรเิวณเปลอืกด้านในของผลลำไย เม่ือเทยีบกับเปลอืกลำไยที่มลีักษณะปกตไิม่แสดงอาการ

ของโรคผลลาย และไดน้ำตัวอย่างลำไยที่มอีาการของโรคมาวเิคราะห์หาสาเหตุของการเกิดโรค 

ซึ่งพบว่า จากการแยกเชื้อราสาเหตุของโรคผลลาย จากเน้ือเยื่อที่เป็นโรค ดว้ยวธิี tissue transplant) 

โดยตัดชิ้นเนื้อเยื่อบริเวณที่ปรากฏโรคกับเนื้อเยื่อปกติ จากนั้นนำชิ้นเนื้อเยื่อพืชที่ได้วางเลี้ยง

บนอาหาร PDA บ่มเช้ือไวท้ี่อุณหภูมิหอ้ง (อุณหภูมิ 28°C±2°C) เป็นเวลา 1-2 วัน จะเห็นการเจริญ

ของเส้นใยเชื้อราบริเวณชิ้นเนื้อเยื่อลำไยที่มีอาการของโรคผลลาย โดยพบเชื้อราเจริญออกมา

จากเปลือกลำไย โดยเช้ือราจะเริ่มงอกออกมาจากบรเิวณแผลอาการของโรคผลลาย เม่ือแยก

เช้ือราจากชิ้นลำไยที่ปรากฏโรคผลลายแล้ว คัดเลือกโคโลนีของเชื้อราที่มีการเจริญบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ PDA โดยเลอืกลักษณะโคโลนี และความแตกต่างของเสน้ใยของแต่ละไอโซเลทด้วยสายตา 

สามารถแยกเช้ือราใหเ้ป็นโคโลนเีดี่ยวไดท้ัง้หมด 20 ไอโซเลท นำเชื้อราทัง้ 20 ไอโซเลท มาศึกษา
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ลักษณะสัณฐานวิทยา โดยเทคนิคการเลี้ยงบนสไลด (slide cultured technique) ทําการเตรียม

ทำสไลด์ถาวร หรอืกึ่งถาวร ศกึษาการเจรญิของเชื้อราที่เลี้ยงบนสไลดดวยตาเปลาและภายใต

กลองจุลทรรศน กําลังขยายต่ํา จะพบลักษณะของเส้นใย และสปอร์ของเชื้อราแต่ละไอโซเลต

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยยกกระจกปิดสไลด์ขึ้น แลว้หยดเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ลงตรงกลาง

กระจกปิดสไลด์ที่มเีส้นใยเชื้อรา เพื่อใหเ้อทานอลกระจายเข้าสู่เสน้ใยเชื้อรา จากนัน้นำไปวางบน

สไลด์เปล่าหยดดว้ย Lactophenol cotton blue   

  จากการแยกเชื้อราสาเหตุของโรคผลลาย จากเนื้อเยื่อที่เป็นโรค ด้วยวิธี tissue transplant 

สามารถแยกเชื้อราได้ทั้งหมด 20 ไอโซเลท นำไปทดสอบความสามารถในการทำให้เกิด

โรค โดยปลูกเชื้อ (inoculation) บนผลลำไย ในระดับห้องปฏิบัติการ และระดับแปลง

ทดลอง การทดสอบความสามารถการทำให้เกิดโรคในระดับห้องปฏิบัติการ ทดสอบ

คัดเลือกหาเชื้อที่ก่อให้เกิดอาการผลลายในระดับห้องปฏิบัติการ โดยตัดผลลำไยให้เหลือ

ก้านยาวประมาณ 3 เซนติเมตร มาล้างฆ่าเชื้อด้วยแอลกอฮอล์ 70% เป็นเวลา 5 นาที 

แล้วนำสำลีที่แช่ด้วยสารละลายเกลือมาตรฐาน (NaCl 0.85%) มาพันบริเวณก้านลำไยที่

ถูกตัด จากนั้นนำเชื้อ ที่คัดเลือกได้มาทดสอบโดยใช ้cork borer เจาะปลายเส้นใยเชื้อแล้ววาง

บนผลลำไย ผลละ 1 ชิ้น ชุดการทดลองละ 5 ซ้ำ ซ้ำละ 12 ผล พบว่า เชื้อราไอโซเลท 17 ทำให้

เกิดโรคผลลายมากที่สุดมีค่าเท่ากับ 58.33 % จากการคัดเลือกหาเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคผล

ลายในระดับกล่อง พบว่า เชื้อราไอโซเลท 17 ก่อให้เกิดโรคผลลายมากที่สุด จากนั้นนำ

เชื้อไปทดสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรคบนแปลงปลูก โดยทดสอบเชื้อบนผลลำไย โดย

เลือกสุ่มช่อลำไยช่อที่มีจำนวนผลประมาณ 20 ผล/ช่อ ในแต่ละช่อ เชื้อละ 5 ช่อ โดยแยกต้น

กัน (1 เชื้อ/1 ช่อ/1 ต้น) พ่นด้วย alcohol 70% ลงบนผลลำไย ทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้นเตรียมเชื้อ

ราโดยขูดสปอร์ที่เจริญบนอาหารให้สัมผัสกับน้ำ แล้วใช้ไมโครปิเปตดูดสารแขวนลอยที่มีเชื้อรา

ผสมอยู่ให้มีความเข้มข้น 1x106 spore/ml นำเชื้อราแต่ละไอโซเลต มาฉดีพ่นบนผลลำไยปริมาตร 10 

มิลลิลิตร/ช่อ เชื้อละ 3 ช่อ โดยแยกต้นกัน เทยีบกับชุดควบคุมที่ใช้น้ำเปล่า พบว่า เชื้อราไอโซเลต 

ไอโซเลท 17 ก็สามารถทำให้เกิดโรคผลลายมากที่สุดเช่นเดียวกับการทดสอบในระดับกล่อง มีค่า

เท่ากับ 65.00 % สามารถทำใหเ้กิดโรคผลลายบนลำไย เมื่อเทยีบกับชุดควบคุมที่ไม่แสดงอาการ

ของโรคผลลาย 

ทำการตรวจโรคโดยดีเอ็นเอเครื่องหมายที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อสาเหตุโรคในลำไย 

โดยการหาลำดับเบสที่จำเพาะเจาะจงต่อเชื้อสาเหตุโรคในลำไย โดยการระบุสายพันธุ์เชื้อสาเหตุโรค

ในระดับดีเอ็นเอ ที่การสกัดดีเอ็นเอของเช้ือรา ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป Genejet Genomic 

Purification Kit นำเชื้อราที่ทำให้เกิดโรคผลลายมาระบุสายพันธุ์ในระดับดีเอ็นเอ ผลจากการหา

ลำดับเบสที่จำเพาะเจาะจงต่อเชื้อสาเหตุโรคในลำไย โดยการระบุสายพันธุ์เชื้อสาเหตุโรค
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ในระดับดีเอ็นเอ พบว่า จากการนำเชื้อราสาเหตุโรคผลลายในลำไยมาระบุสายพันธุ์ในระดับดีเอ็นเอ 

ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นมีขนาดของดีเอ็นเอ 20,000 bp เม่ือเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 

1 kb Plus DNA Ladder ทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค PCR แล้วตรวจสอบโดยวิธี 

Agarose Gel Electrophoresis และยอ้มดว้ย Ethidium Bromide บน 1% agarose gel ส่องดูภายใต้

แสงอัลตราไวโอเลต นำ PCR product ไปหาลำดับเบส โดย ตัด Gel ที่มลีำดับเบสเพื่อนำไปวเิคราะห์

ลำดับเบส โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เพื่อให้ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ มีขนาดแตกต่างกัน 

โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบรเิวณ ITS4 ITS5 และ 5.8S ของเช้ือรา โดยการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ 

บริเวณ ITS4 ITS5 และ 5.8S ของเชื้อราสาเหตุโรคลำไย โดยนำดีเอ็นเอของเชื้อรา มาทำปฏิกิริยา 

PCR ร่วมกับ universal primer เช่นไพเมอร์ ITS4 ITS4 ปฏิกิริยา PCR พบว่า ผลผลิตของ PCR 

ที่ไดจ้ากดเีอ็นเอต้นแบบที่เข้าไปจับกับไพร์เมอร์ จะมีแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดดเีอ็นเอเท่ากับ 600 bp 

เมื่อเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb plus DNA Ladder  

หลังจากได้ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่สังเคราะห์ได้ด้วยเครื่อง Automated DNA Sequencer 

ที่ First BAST Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเซีย ลำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อรา ไอโซเลท 17 

มีขนาดเท่ากับ 492 bp ผลการนำ genomic DNA ของเช้ือที่แยกได้ และสามารถก่อโรคกับ

ผลลำไย ได้มาทำการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Automated DNA Sequencer แล้วเปรยีบเทียบลำดับ

นิวคลีโอไทด์กับฐานข้อมูล GenBank พบว่า เช้ือราไอโซเลตที่ โดยใช้โปรแกรม The Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) (National Center for Biotechnology Information, 1993) จึงนำไป

เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของเช้ือรา ที่มีการรายงานบนฐานข้อมูล GeneBank พบว่า

เชื้อราไอโซเลท 17 มีความคล้ายคลึงกันกับเชื้อ Pestalotiopsis oxyanthi isolate SVJM005 

โดยมีค่า Identity เท่ากับ 99% (Visalakchi, Srinivasan and Muthumary, 2010), Pestalotiopsis 

oxyanthi isolate SVJM060 มคี่า Identity เท่ากับ 99% (Visalakchi, Srinivasan and Muthumary, 

2010) และ Pestalotiopsis sp. voucher JUF0010 มีค่า Identity เท่ากับ 99% (Sikder, 2018) 

นำดีเอ็นเอที่สกัดแยกได ้มาตรวจสอบ species โดยเทคนิค Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) พบว่า การทดลองในสภาวะที่กำหนดสามารถ ทำให้เกิดปฏิกิริยาได้

โดยทำให้เกิดแถบดีเอ็นเอในการตรวจสอบ ซึ่งเกิดไดท้ัง้เชื้อทดสอบ และเชื้อเปรยีบเทยีบ ทั้งนี้

ตอ้งหาสภาวะที่เหมาะสมที่เจาะจงต่อเช้ือก่อโรคต่อไป จากนัน้นำสารผสมองค์ประกอบเบื้องต้น

ให้ความร้อน LAMP amplification ที่อุณหภูมิ 62°C, 63.5°C, 64.5°C และ 65°C เป็นเวลา 30, 

45, 60 และ 75 นาที และให้อุณหภูมิสุดท้ายที่ 85°C เป็นเวลา 10 นาที นำ LAMP product 

ไปตรวจสอบด้วย agarose gel electrophoresis (Li, et al., 2013) จากการตรวจสอบเชือ้ก่อโรค

ในลำไย โดยลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากการทำ LAMP PCR การระบุสายพันธุ์ของเชื้อรา

โดยการใช้ Primer ในปฏิกิริยา LAMP PCR พบว่า ลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจาก
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เชื้อไอโซเลท Pestalotiopsis oxyanthi และPestalotiopsis sp. มีผลในเชิงบวก (Positive) เมื่อเทยีบกับ

ตัว Negative control คอื เชื้อ Cerrena unicolor ผลจากการตรวจเชื้อราสาเหตุโรคผลลายในลำไย 

Pestalotiopsis oxyanthi และPestalotiopsis sp. โดยใช้ primer ที่ใช้ในปฏิกิรยิา LAMP PCR frF3 

ACAACCTCAATGAGTGCG, frB3 CATGAGCGACAACATACCA, frFIP (F1C + F2) CCAGGCGTAC 

TTGAAGGAACCGTCAAGCAGTCACTAACCAT, frBIP (B1C + B2) AGCGTGAGCGTGGTATCA CA 

CGGTGACATAGTAGCGA, frLoopFGCTCAGCGGCTTCCTATT, frLoopB CTCTGGAAGTTCGAG CA TCC 

ในการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอ พบว่า การเพิ่มปรมิาณดเีอน็เอ โดยใหข้นาดของช้ิน ดีเอ็นเอมีขนาด

ที่แตกต่างกัน โดยผลผลิตที่ได้จากการทำ PCR มีขนาดช้ินดีเอ็นเอที่ Pestalotiopsis oxyanthi, 

Pestalotiopsis sp. การใช้ primer ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ จะให้ PCR product ที่มีขนาด

แตกต่างกัน  

 

อภปิรายผลการวจิัย 

 เชื้อราไอโซเลท 17 ที่แสดงอาการโรคผลลายในการทำการวจิัยนี้ มคีวามคล้ายกับเช้ือ 

Pestalotiopsis oxyanthi ซึ่งก่อนหน้านี้ไม่พบรายงานการก่อโรคบนผลลำไย แต่มีรายงานของ 

Tanja และคณะ ที่พบเช้ือ Pestalotiopsis oxyanthi ว่าเชื้อทำให้เกิดโรคใบไหม้บนต้นเฮเซลนัท 

(Tanja, et al., 2017) และเชื้อราไอโซเลท 17 ที่คล้ายกับเช้ือ Pestalotiopsis sp. ไม่พบรายงาน

การก่อโรคบนผลลำไย แต่มีรายงานว่าสายพันธุ์ของ Pestalotiopsis ทำใหเ้กิดโรคต่าง ๆ ในพชื

ได้แก่ โรคแคงเกอร,์ โรคปลายก่ิงแหง้, โรคใบจุด, โรคใบไหม,้ โรคปลายใบแหง้, โรค grey blight, 

โรคซดีเหลือง และโรคผลเน่า (Pirone, 1978; Kwee and Chong, 1990; Xu, et al., 1999; Tagne 

and Mathur, 2001; Sousa, et al., 2004; Espinoza, et al., 2008) เชื้อรา Pestalotiopsis sp. เองน้ัน

ก็มหีลาย species ที่ทําใหเกดิโรคผลเนาในผลไม เชน Pestalotiopsis versicolor ทําใหเกดิโรคผลเน่า

ของทับทิม (Punica granatum L.) จากการรายงาน พบว่า ปจจัยที่มีผลตอการเจรญิของเชื้อรา

สาเหตุโรค เชน อุณหภูมิ แสง ฯลฯ เช้ือราที่ทําใหเกิดโรคผลเนาของฝร่ังหลังการเก็บเกี่ยวน้ัน 

พบวา มีหลายชนิด คือ Botryodiplodia theobromae, Aspergillus niger, Colletotrichum sp., 

และ Pestalotiopsis sp. (Syn. Pestalotia sp.) ลักษณะอาการของโรคที่เกิดกับผลหลังจากถูกเชื้อ

เขาทําลายจะเกิดแผลจุดสีนํ้าตาล หรอืสีสนมิบนผล ถาอาการของโรครุนแรงข้ึนจะทําใหเปลือก

ของผลฉีกขาด บางครัง้อาจเกิดการเขาทําลายถงึสวนที่เปนเนื้อของผลไม (Utikar, et al., 1980) 

ซึ่งลักษณะอาการของโรคที่เกดิกับผล หลังจากการเข้าทำลายจนเกิดจุดแผลสนี้ำตาล คลา้ยกับ

อาการที่เกดิบนผลลำไยที่ทำการทดสอบ เชื้อราไอโซเลท 17 มีความคลา้ยกับเช้ือ Pestalotiopsis 

oxyanthi จากการทีชุ่ด control ของลำไยที่นำมาทดสอบมเีปอร์เซ็นต์การเกดิโรคทัง้ในกล่องและ

ในแปลงทดสอบ เนื่องอาจจะเกิดจากการทำความสะอาดที่ผิวของลำไยไม่ดีพอ ทำให้เชื้อที่อยู่
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บนผวิของลำไย ที่ตดิมากจากสิ่งแวดล้อมภายนอกยังหลงเหลืออยู่ ทำใหเ้กิดการก่อโรคผลลาย

บนผลลำไยทีเ่ป็นชุด control ได ้

มีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับโรคผลแตกผลลายว่า การเกิดโรคดังกล่าวอาจเกิดจาก

ปัจจัยได้ 2 อย่าง คอื อาจเกิดจากเชื้อราสาเหตุโรคบางชนิด หรอืเกิดจากการผิดปกติทางด้าน 

สรีวิทยา เนื่องจากการจัดการสวนไม่ดี หรือทั้งสองอย่างประกอบกัน โดยในปี พ.ศ. 2543 

พาวนิ มะโนชัย และคณะ (2547) พบโรคผลลายนี้ระบาดหนักในเขต อำเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ 

และอำเภอบ้านธิ จังหวัดลำพูน นอกจากนั้น พบว่า เกษตรกรชาวสวนลำไยในอำเภอแม่วาง 

สันทราย สันป่าตอง และกิ่งอำเภอดอยหล่อ และหลาย ๆ อำเภอ ในจังหวัดเชียงใหม่ และอำเภอ

แม่ทา จังหวัดลำพูน อำเภอสอยดาว และโป่งน้ำร้อน จังหวัดจันทบุรี ประสบกับปัญหาของ

อาการผลลาย ผลแตก และผลร่วงของลำไย โดยอาการดังกล่าวนั้น เกษตรกรยังไม่ทราบสาเหตุ

ของการเกิดโรค และยังไม่สามารถหาวิธีการป้องกัน และแก้ไข ทำให้ผลผลิตลำไยเสียหาย

อย่างรุนแรง ทำใหเ้จ้าของสวนลำไยสูญเสยีรายได้ และประสบปัญหาการขาดทุนจากการเพาะปลูก

ลำไย อาการผลลายจะเริ่มจากเป็นจุดสีดำขนาดเล็กบนเปลอืกผลของลำไย ต่อมาแผลจะขยาย

ใหญ่ข้ึน จนลุกลามติดกันทั่วทั้งผล เม่ือแกะเปลือกออกมา พบว่า เกิดแผลสีน้ำตาลกับเปลือก

ด้านในบรเิวณตรงข้ามกับแผลด้านนอก แต่เน้ือผลของลำไยมีอาการผดิปกต ิเมื่อผลของลำไย

เจริญเติบโต และขยายขนาดข้ึน เนื้อเยื่อตรงบริเวณที่เกิดโรคลำไยปริแตก จะส่งผลให้

เช้ือจุลินทรยี์ต่าง ๆ เข้าทำลาย ทำให้ผลเน่าและร่วงหล่น และเกิดความเสียหายในที่สุด (ชาตร ี

สทิธิกุล และคณะ, 2547) 

ในอดีต จริยา วิสิทธิพานิช, ชาตรี สิทธิกุล และเยาวลักษณ์ จันทร์บาง (2545) 

พบโรคผลลาย ผลแตก และผลร่วง แพร่ระบาดอย่างรุนแรงในแหล่งปลูกลำไยที่สำคัญของ

จังหวัดเชียงใหม่ ที่อำเภอสันทราย หางดง สันป่าตอง จอมทอง และฮอด ในจังหวัดลำพูน พบที่

อำเภอเมือง แม่ทา และลี้ และพบโรคนี้ในระดับที่รุนแรงเช่นกัน ในพื้นที่ที่มีการขยายการปลูก

ลำไยอย่างรวดเร็ว ในภาคตะวันออกของประเทศ คือ ที่จังหวัดจันทบุรี อำเภอโป่งน้ำร้อน 

บริเวณเพาะปลูกดังกล่าว บางสวนโรคทำความเสียหายมากถึง 80 เปอร์เซ็นต์ และจาก

การศึกษาของ จรยิา วสิทิธพิานชิ, ชาตร ีสิทธกิุล และเยาวลักษณ์ จันทร์บาง (2545) รายงานว่า 

อาการผลลาย มสีาเหตุมาจากเช้ือรา และยังพบเชื้อราอื่นที่มีลักษณะคล้ายกันกับเช้ือที่เป็นสาเหตุ

โรคผลลาย แต่ยังไม่สามารถจัดจำแนกชนิดได้ ซึ่งการจัดจำแนกชนิดของเชื้อรานั้นต้องอาศัย

ลักษณะต่าง ๆ ทางสัณฐานวิทยา (morphology) ได้แก่ ลักษณะรูปร่าง สี การเจริญเติบโต

ของเสน้ใยสปอร์ และโคโลน ีเนื่องจากเชื้อกลุ่มนี้ไม่สรา้งสปอร์จงึมีความยุ่งยากในการจัดจำแนก

และให้ผลที่ไม่แน่นอน ต่อมาในปี 2547 ชาตร ีสิทธิกุล และคณะ (2547) ได้รายงานการสำรวจ

และศึกษาอาการโรคผลลาย ผลแตก และผลร่วงของลำไย อาการผลลาย ผลแตกของลำไย
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พันธุ์ดอ พบตามแหล่งปลูกลำไยนอกฤดู ที่สำคัญเกือบทุกแห่งในจังหวัดเชียงใหม่ ลำพูน 

และจันทบุรี และในบางพื้นที่อาการรุนแรงเป็นโรค 100% จนไม่สามารถเก็บผลผลิตได้เลย 

และพบว่า เช้ือทุกไอโซเลต ที่แยกได้นอกจากเข้าทำลายลำไยแล้ว น่าจะเข้าทำลายผลไม้

ชนิดอื่น ๆ ด้วย จากการกระตุ้นเชื้อสาเหตุของโรคผลลาย ผลแตก และผลร่วงของลำไย

ให้สร้างสปอร์ และการจัดจำแนกชนิด การกระตุ้นให้เช้ือสาเหตุโรคผลลาย ผลแตกของลำไย

ให้สร้างสปอร์ ทำทั้งหมด 53 วิธี ผลปรากฏว่า ไม่มีวิธีใดที่สามารถทำให้เช้ือราสร้างสปอร์ได้ 

และจากการเปรียบเทยีบเชื้อราที่เป็นเหตุของโรคผลลาย ผลแตกของลำไยนี้ พบว่า มีลักษณะ

เหมือนกับเชื้อ Rhizoctonia sp. แต่การศึกษาดังกล่าวยังไม่ได้ยืนยันผลในการบ่งบอกสายพันธุ์

เชื้อสาเหตุทัง้ในระดับสปชีีส์ และระดับดีเอ็นเอ เพยีงแต่ระบุเป็นกลุ่มเชื้อราเท่านัน้ 

ปัจจุบันการพัฒนาการตรวจสอบเชื้อที่ก่อใหเ้กิดโรคผลลายอย่างรวดเร็ว อาศัยหลักการ

เพิ่มปรมิาณ DNA จำเพาะอย่างง่าย โดยใช้อุณหภูมเิดยีว หรอืที่เรยีกว่า เทคนิค Loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) เพื่อหาวิธีตรวจสอบสาเหตุโรคลำไยที่รวดเร็ว โดยอาศัย

องค์ความรู้ด้านชีวโมเลกุลเพื่อการวินิจฉัยที่แม่นยำ และป้องกันแก้ไขได้ตรงกับชนิดเชื้อก่อโรค 

เนื่องจากการตรวจวนิิจฉัยโรคพืชที่เกิดจากเชื้อรา ในปัจจุบันยังต้องอาศัยผู้เชีย่วชาญที่สามารถ

สังเกตอาการโรคบนต้นพืช และหากจะระบุเชื้อต้องผ่านวิธีการนำตัวอย่างที่ เป็นโรค

มาทำการแยกเช้ือและเลี้ยงใหเ้ช้ือบรสิุทธิ ์จากนัน้จงึนำมาศกึษาด้านสัณฐานวทิยาและคุณสมบัติ

ทางเคมขีองเช้ือ และหากจะทำใหแ้น่ใจว่าเป็นสาเหตุโรค ต้องนำเชื้อนัน้ปลูกเชื้อกลับบนผลลำไย

และสังเกตการณ์ก่อโรค ซึ่งต้องใช้เวลานาน มากกว่า 2 สัปดาห์ แต่หากทำทุกขั้นตอน

เพื่อการยืนยันผล ต้องใช้เวลาไม่น้อยกว่า 4 สัปดาห์ ซึ่งเป็นเวลานานไม่ทันต่อสถานการณ์ 

บางครัง้โรคอาจเกดิการระบาดแล้ว แต่ในปัจจุบันมีวธิีทางด้านชวีโมเลกุลที่สามารถระบุเชื้อได้ถึง

ระดับดเีอ็นเอ ที่มคีวามแม่นยำ และรวดเร็ว หากพัฒนาเทคนคิดังกล่าวได้จะสามารถตรวจสอบเชื้อได้

ในปรมิาณนอ้ยในระดับนาโนกรัม ใหเ้วลาในการตรวจสอบประมาณ 3 ช่ัวโมง ซึ่งสามารถตรวจ

เช้ือสาเหตุโรคได้ในระยะที่ลำไยยังไม่แสดงอาการโรค จะทำใหส้ามารถป้องกันกำจัดได้อย่างรวดเร็ว

และทันเวลา และลดการระบาดของโรคได้ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกันกำจัดโรคลำไย

ที่เป็นปัญหาสำคัญของเกษตรกรผู้ผลิตลำไยส่งออกของไทย จากการตรวจสอบชนิดของเชื้อ 

พบว่า เชื้อที่ก่อให้เกิดโรคผลลายมีความหลากหลายโดยหน่ึงในชนิดที่สำคัญ คือ Fusarium 

oxysporum spp. จากการตรวจสอบเอกสาร พบว่า Fusarium oxysporum f. sp. ciceris 

เป็นสาเหตุสำคัญของโรคเหี่ยว Fusarium wilt disease ซึ่งพบได้มากในพชืเศรษฐกิจของทวปีเอเชยี 

โดยเฉพาะประเทศอินเดีย ดังนัน้จงึได้พัฒนาการตรวจสอบเชื้อ Fusarium oxysporum f. sp. ciceris 

โดยใช้เทคนิค LAMP พบว่า เช้ือที่มีความสามารถก่อใหเ้กิดโรคผลลายที่เด่นชัดเช่น คือ เชือ้รา

ไอโซเลท 17 มีความคลา้ยกับเชื้อ Pestalotiopsis oxyanthi  และ Pestalotiopsis sp เมื่อเทยีบกับ
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ผลบนการทดลอง ผลดังกล่าวชี้ใหเ้ห็นว่า เช้ือหลักที่คาดว่าน่าจะมีผลต่อการเกดิโรคผลลายอย่างสูง 

ผลดังกล่าวชี้นำการนำวธิดัีงกล่าวไปใชต้รวจสอบเช้ือดังกล่าวในสภาพแวดลอ้มจรงิ หรอืสวนลำไย

โดยตรง เพื่อหาข้อมูลการกระจายของเชื้อดังกล่าว และการทำนายความเสี่ยงของสวนลำไย

ต่อการเกดิโรคผลลาย 

 

ขอ้เสนอแนะ 

1. ข้อเสนอแนะในการนำผลการวจัิยไปใช้ 

 การประยุกต์ใช้ดีเอ็นเอเครื่องหมายในการตรวจเช้ือสาเหตุโรคลำไย ในระยะที่เกิด

โรคพืชยังไม่แสดงอาการของโรค (เชื้อสาเหตุมีปริมาณน้อย) โดยนำดีเอ็นเอเครื่องหมายที่ได้

ทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อสาเหตุโรคลำไย ซึ่งสามารถที่จะตรวจหาเชื้อก่อโรคในลำไยได้

ในขณะที่ผลของลำไยลูกเล็ก และยังสามารถตรวจสอบไดใ้นช่วงที่ผลยังไม่แสดงอาการของโรค 

เนื่องจากการทดสอบในข้ันตอน LAMP ใช้ปริมาณดีเอ็นเอเพียง 10 ng ในการตรวจสอบ 

และสามารถตรวจหาเชื้อก่อโรคที่ยังไม่มกีารแพร่กระจายได ้เพื่อย่นระยะเวลาในการตรวจสอบโรค

และทำใหก้ารปอ้งกันกำจัดอย่างรวดเร็ว ตรงจุด และการปอ้งการแพร่ระบาดไดท้ันเวลา  

2. ข้อเสนอแนะในการทำวจิัยคร้ังต่อไป 

 เนื่องจากบนผิวของลำไยอาจจะมีเชื้อโรคที่อยู่ตามสิ่งแวดล้อมภายนอกติดอยู่ 

ทำใหผ้ลการทดสอบเชื้อในระดับแปลงปลูกอาจจะมีความคลาดเคลื่อนจากเชื้ออื่น จงึควรหาวิธี

ป้องกัน โดยเลือกพื้นที่ทดสอบที่ไม่มีประวัติการเกิดโรคผลลายและโรคอื่น ๆ รวมถึงศัตรูพืช

ที่อาจเป็นพาหะนำโรค อกีทั้งยังต้องทำความสะอาดผวิของลำไยก่อนการทดสอบ เพื่อป้องกัน

ผลกระทบจากเชื้ออื่น ๆ การกำจัดโรคผลลายที่มปีระสิทธิภาพเหมาะสมกับพื้นที่จังหวัดพะเยา   
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ภาคผนวก ก เทคนิคการแยกเช้ือ 

 

การแยกเช้ือสาเหตุของโรค 

ในการวินิจฉัยสาเหตุเบื้องต้นของการเป็นโรคของพืชนั้น ต้องทราบให้ได้ว่า เกิด

จากปัจจัยของเชื้อสาเหตุ หรอืปัจจัยทางกายภาพ ในบางกรณ ีอาการของโรคที่แสดงจะเป็นตัวบ่ง

บอกถึงสาเหตุของโรคได้ ในทางกลับกัน โรคบางชนิดอาจไม่สามารถตอบได้ถึงเชื้อสาเหตุ

ในทันที ในกรณขีองโรคที่เกดิจากเชื้อสาเหตุ เช่น เช้ือรา เช้ือแบคทีเรยี และไสเ้ดอืนฝอย ส่วนใหญ่

จะพบว่ามีเช้ือสาเหตุนั้นอยู่ในบรเิวณผิวพืชที่เป็นโรค หรอือาศัยอยู่ภายในส่วนต่าง ๆ ของพืชที่

เป็นโรคหรอืแม้กระทั่งในดินที่ปลูกพชืนัน้ ๆ ในปัจจุบันแม้จะมีวธิกีารทางดา้นชวีโมเลกุลเข้ามามี

บทบาท ในการตรวจวิเคราะห์ทางโรคพืชอย่างกว้างขวาง แต่ก็ยังมีข้อจำกัดในหลายส่วน 

อย่างไรก็ดี การแยกเชื้อยังเป็นวิธีการที่จำเป็นต้องกระทำในการพิสูจน์ เพื่อให้ทราบสาเหตุที่

แทจ้รงิของโรคเพื่อประโยชน์หลักในแง่ของการปอ้งกันกำจัด นอกจากนัน้ยังสามารถใช้ประโยชน์

ในด้านอื่น ๆ ได้ เช่น การศึกษาลักษณะทางกายภาพของเชื้อระบาดวิทยา การศึกษาความสัมพันธ์

ระหว่างเช้ือสาเหตุกับพืชอาศัย เป็นต้น สำหรับวธิกีารแยกเช้ือนั้น มีด้วยกันหลายวิธี ขึ้นกับชนดิ

ของเชื้อเป็นหลัก สำหรับในวทิยานพินธ์เล่มนี้ ใช้หลักการแยกเชื้อจากชิ้นพืช (Pathogen isolation 

from plant parts) 

วิธีดำเนินการในขัน้ตอนของการแยกเชื้อต่อไป วธิีที่ใชใ้นการแยกเชื้อจากชิน้ส่วนของพชื

ที่เป็นโรคนั้นมีหลายวธิี จะเลือกใช้วิธีใดนั้น ขึ้นกับลักษณะของโรค และลักษณะของเชื้อสาเหตุ

เป็นสำคัญ ซึ่งในวทิยานพินธ์เล่มนี้ มีวธิีการแยกเชื้อสาเหตุโรคจากชิ้นพชื ภาพ 36  
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ภาพ 36 หลักการแยกเช้ือจากช้ินพชื (Pathogen isolation from plant parts) 

 

หมายเหตุ: โดยที่  

 ก คอื การนำใบข้าวที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ 

 ข คอื การฆ่าเชื้อที่ผวิโดยแช่ Clorox 10% 

 ค คอื เสน้ใยเชื้อราที่เจรญิออกมาจากเน้ือเยื่อ 

 ง คอื เสน้ใยที่เจรญิบนอาหาร PDA  

  

 1. นำใบข้าวที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ โดยจะตัดชิ้นส่วนของเน้ือเยื่อพืชบริเวณ

ที่คาบต่อระหว่างช้ินส่วนที่เป็นโรคกับส่วนที่ไม่เป็นโรค ขนาด 0.5 × 0.5 cm 

 2. นำไปฆ่าเชื้อที่ผวิ โดยแช่ Clorox 10% เป็นเวลา 5 นาที 

 3. นำชิ้นส่วนพืชมาล้างน้ำกลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ซับให้ชิ้นส่วนพืชให้

แห้งบนกระดาษที่ฆ่าเชื้อ 

 4. นำชิ้นส่วนพืชไปวางบนอาหาร PDA จานละ 4 ช้ิน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-5 วัน 

รอจนเสน้ใยเชื้อราเจรญิออกมาจากเนือ้เยื่อ 

 5. นำเชื้อรามาศกึษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ว่า เป็นเชื้อลักษณะตามที่ตอ้งการหรอืไม ่

 6. จากนั้นเจาะบริเวณปลายเสน้ใย ด้วย Cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 cm 

มาเล้ียงบนอาหาร PDA จานใหม่ เพื่อใชใ้นการทดสอบต่อไป 
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การเก็บรักษาเช้ือให้บรสิุทธิ์ 

ในวทิยานพินธ์เล่มนี้ การเก็บรักษาเชื้อใหบ้รสิุทธิ์จะทำการถ่ายเชื้อลงสู่อาหารเลี้ยงเช้ือใหม่ 

และเลี้ยงเชื้อไวภ้ายใต้อุณหภูมทิี่เย็น ประมาณ 4°C เม่ือแยกเช้ือรา ที่ต้องการไดแ้ล้วจะเก็บรักษา

เชื้อโดยการทำการ Simple streak เชื้อลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเอียงใหม่ โดยการใช้

ห่วงเขี่ยเชื้อแตะที่เชื้อ แล้ว streak ลงบนอาหารใหม่ นำไปบ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 

3-5 วัน เชื้อจะเจรญิเต็มหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนัน้ก็นำเชื้อไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิต่ำประมาณ 

4°C 
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ภาคผนวก ข การศกึษาโครงสร้างของเช้ือรา โดยเทคนิค slide culture 

 

การย้อมสสีปอร์ 

การศกึษาลักษณะสัณฐานวทิบยาโดยการศกึษาโครงสร้างของราภายใต้กล้องจุลทรรศน์

ใช้เทคนิค slide culture ซึ่งมีวิธีการทำดังต่อไปนี้ 

วธิปีฏบิัต ิ

1. เทอาหาร PDA ลงในจานเพาะเลี้ยงเช้ือใหร้ะดับอาหารสูงประมาณ 2 มม. ทิ้งไวใ้ห้เย็น

และใหผ้วิหน้าอาหารแหง้ 10 0%  

2. ใชมี้ดหรอืมดีผ่าตัดจ่มแอลกอฮอล์ 9566 แผาไฟเพื่อฆ่าเช้ือแลว้จงึกรดีอาหารเลี้ยงเชื้อ

ออกเป็นสี่เหลี่ยมจัตุรัสมคีวามกวา้งดา้น 6 มม. 

3. ใช้ปากคีบๆสไลด์จ่มแอลกอฮอล์ 95% แลว้เผาไฟ 2 ครั้งแลว้จงึวางลงบนแท่งแก้ว

ซึ่งงอเป็นขอ้ศอกในจานเพาะเช้ือ  

4. ใช้มดียกข้ึนวันที่ตัดเป็นสี่เหลี่ยมจัตุรัสมาวางตรงกลางสไลด์ในจานเพาะเชื้อที่เตรยีมไว ้ 

5. ใช้เพิ่มเขยีเขี่ยรามาแตะที่ส่วนหนาทัง้ 4 ดา้นของข้ึนวัน  

6. นำกระจกปดิสไลด์จ่มแอลกอฮอล์ 95% และเผาไฟแล้วค่อยๆวางปดิชิ้นวันซึ่งปลูก

เชื้อแลว้  

7. เทน้ำกลั่นซึ่งมี 20% glycerol ลงไปให้ชุ่มกระดาษหรืออาจจะใช้น้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ

อย่างเดยีว  

8. บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกระทั่งเส้นใยของราเจริญจนถึงขอบของกระจกปิด

สไลด์  

9. ยกกระจกปิดสไลด์ขึ้นหยดแอลกอฮอล์ 95% ลงไปที่ตรงกลางของกระจุกปิดสไลด์

ดา้นในซึ่งมีเสน้ใยเช้ือราเจรญิอยู่เพื่อใหแ้อลกอฮอล์กระจายเขา้สู่เสน้ใยรา 

10. ก่อนที่แอลกอฮอล์จะแห้งนำกระจกปิดสไลด์วางลงบนน้ำยา lactophenol cotton blue 

ซึ่งหยุดตรงกลางสไลด์แผ่นใหม่       

 11. เขยีช้ินวันสี่เหล่ียมจัตุรสัออกทิ้งไปและหยดแอลกอฮอล์ 956 ลงบนแผ่นสไลด์แล้ว

หยดน้ำยา lactophenol cotton blue ลงไปตรงกลางแผ่นสไลด์ก่อนแอลกอฮอล์แห้งสนิทปิดทับ

ดว้ยกระจกปดิสไลด์แผ่นใหม่   

12. นำสไลด์ที่ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ทั้งสองแผ่นมาตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

กำลังขยาย 40X 
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ภาคผนวก ค อาหารเลี้ยงเช้ือจุลนิทรีย ์ 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 

1. Potato Dextrose Agar (PDA) สูตรที่ 1   

 มันฝรั่งปอกเปลอืกแลว้  200.0 g  

 น้ำตาลกลูโคส   10.0 g 

 Agar    15.0 g  

 Distilled water   1000.0 ml  

 1.1 ล้างมันฝรั่งใหส้ะอาด แลว้ปอกเปลอืกหั่นมันฝรั่งเป็นชิ้นเล็ก ๆ ขนาดประมาณ 1 cm3 

 1.2 ชั่งมันฝรั่ง 200 g ใส่ลงในหม้อเติมน้ำกลั่น ประมาณ 500 ml นำไปต้มใหเ้ดือด

นาน 5 นาที หรอืจนมันฝรั่งเริ่มนิ่ม 

 1.3 นำมากรองด้วยผ้าขาวบาง หรอืตะแกรงกรอง นำส่วนของเหลวมาเติมกลูโคส

ลงไป 10 g คนใหล้ะลาย ปรับ pH 5.4-5.6 

 1.4 ใส่ชั่งวุน้ 15 g ตม้ใหเ้ดอืด ระหว่างทำการต้มจะตอ้งคนที่กน้หมอ้ เพื่อปอ้งกันวุน้

ตกตะกอน และวุน้ไหม้ที่ก้นหม้อ 

 1.5 เมื่อวุน้ละลายดแีลว้ นำไปผสมกับนำ้ตม้มันฝรั่งที่ผสมกลูโคสแลว้ ปรับปริมาตร

ดว้ยนำ้กลั่นใหไ้ด ้1000 ml พรอ้มผสมใหเ้ป็นเนื้อเดยีวกัน 

 1.6 นำอาหาร PDA ที่ได้ไปเทใส่ขวด Media bottle ปดิฝาขวดพอหลวม ๆ 

 1.7 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อดว้ยเครื่อง Auto clave ภายใตอุ้ณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 นาที 

 1.8 นึ่งฆ่าเชือ้เสร็จแล้ว นำอาหาร PDA เทอาหารลงในจานอาหารที่ผ่านการอบฆ่าเชื้อ

ดว้ยวธิ ีAseptic technique 

 1.9 รอใหอ้าหารแข็งตัว แลว้คว่ำจานอาหารลง เพื่อป้องกันหยดน้ำจากฝาจานอาหาร 

จากนัน้เขียนช่ือชนดิของอาหารที่กน้ เพื่อปอ้งกันการปนกันกับอาหารชนดิอื่น 

2. Potato Dextrose Agar (PDA) สูตรที่ 2 อาหารสำเร็จ 

Potato dextrose agar 39.0 g (ดูอัตราส่วนขา้งขวด: 1000 ml) 

Agar 5.132 g 

Distilled water 1000.0 ml 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในเป็นเนื้อเดียวกัน ถ่ายลงขวด media bottle ปิดฝาขวด

พอหลวม ๆ นึ่งฆ่าเช้ือดว้ยเครื่อง Auto clave ภายใตอุ้ณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ง การเตรยีมสารเคม ี 

 

การเตรียมสารเคมี 

1. สารเคมี/สารละลายสำหรับสกัดดีเอ็นเอ  

 1.1 การเตรยีม 20mM Tris-HCl ปริมาณ 1 ml (stock 0.1 M) pH 8.0 

จากสูตร M1V1 = M2V2 

 0.1 M × V1 = 20 mM × 1 ml 

 V1 = [(20×10-3 M) × 1 ml]/0.1 M 

 V1 = (0.02 × 1 ml)/0.1 

 V1 = 0.2 ml (200 µl) 

 1.2 การเตรยีม 2mM EDTA ปรมิาณ 1 ml (stock 0.5 M) 

จากสูตร M1V1 = M2V2 

 0.5 M × V1 = 2 mM × 1 ml 

 V1 = [(2×10-3 M) × 1 ml]/0.5 M 

 V1 = (0.02 × 1 ml)/0.5 

 V1 = 0.004 ml (4 µl) 

 1.3 การเตรยีม 1.2% Triton X -100 ปรมิาณ 1 ml (stock 100%) 

จากสูตร M1V1 = M2V2 

 100% × V1 = 1.2% × 1 ml 

 V1 = (1.2% × 1 ml)/100% 

 V1 = 0.012 ml (12 µl) 

 1.4 การเตรยีม 20mg/ml lysozyme ปรมิาณ 1 ml (stock 200mg/ml) 

จากสูตร M1V1 = M2V2 

 200mg/ml × V1 = 20mg/ml × 1 ml 

 V1 = 20mg/ml × 1 ml/200mg/ml 

 V1 = 0.1 ml (100 µl) 

 1.5 การเตรยีมตัวอย่าง 10ng DNA Template ปรมิาณ 50 µl 

 ตัวอย่างการคำนวณความเขม้ขน้ของตัวอย่าง DNA Template 

 กำหนดให ้ตัวอย่าง A มคีวามเขม้ขน้โดยประมาณ 1 µg (load 3 µl) 

3 µl = 1µg 
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ถา้ 1 µl = (1µg × 1 µl)/3 µl 

 = 0.33 µg/µl 

เมื่อ  n =  10-9 ดังนัน้ 0.33 µg/µl = 330 ng/µl 

ฉะนัน้ จากสูตร M1V1 = M2V2 

330ng/µl × V1 = 10ng/µl × 50 µl 

V1  = 10ng/µl × 50 µl/330ng/µl 

V1  = 1.52 µl  

ปรับปรมิาณดว้ย dH2O 48.48 µl เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20°C 

2. สารเคมี/สารละลายสำหรับการทำ Electrophoresis 

 2.1 การเตรยีม 6X loading dye 

 Bromophenol blue  0.5% 

 Xylene cyanol  0.25% 

 Glycerol   30% 

  ผสมใหเ้ข้ากัน เก็บรักษาไวท้ี่อุณหภูม ิ4°C 

2.2 การเตรยีม 1 kp plus maker 

 1 kp   50 µl 

 6X loading (จากบรษิัท) 80 µl 

 6X loading (จากการเตรยีม) 30 µl 

2.3 การเตรยีม 1X TBE ปรมิาณ 1 L 

 Tris-base   10.8 g 

 Boric acid   5.5 g 

 0.5M Na2 EDTA (pH 8.0) 8 ml 

 ปรับปรมิาณด้วย DI water 975.7 ml 

2.4 การเตรยีม สารละลาย 10% Ethidium Bromide (EtBr) (10mg/ml) 

 EtBr   10 µl 

 น้ำกลั่น   100 ml 

 ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ในภาชนะบรรจุแบบฝาเกลียว ห่อภาชนะภายนอก

ดว้ยอะลูมนิัมฟอยด์ เก็บรักษาที่อุณหภูมหิอ้ง 
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 ข้อควรระวัง EtBr เป็นสารก่อมะเร็งที่มพีลังงานมาก และมคีวามเป็นพิษปานกลาง 

เพื่อลดโอกาสการปนเปื้อนเข้าสู่ร่างกาย ควรสวมถุงมือทุกครั้งเม่ือต้องทำงานที่เกี่ยวข้องกับ

สารเคมชีนดินี้ 

2.5 การเตรยีม 1% Agarose gel 

 Agarose powder  1 g 

 1X TBE   100 ml 

 ละลายเจลใน 1X TBE ด้วยความรอ้น ทิ้งไวท้ี่อุณหภูมหิอ้ง รอใหอุ้ณหภูมไิด้ประมาณ 

60°C เติม EtBr ปริมาณ 20 µl ค่อย ๆ ผสมให้เข้ากันในภาชนะ ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศ 

แล้วเทลงบนชุดประกอบเจลทมีใีส่หวเีสยีบ (comb) รอเจลเซตตัวประมาณ 15 นาที 

 3. การเตรยีม 10X TBE buffer ปรมิาณ 1 L 

Tris-HCl  108 g 

Boric acid  55 g 

0.5M Na2 EDTA (pH 8.0) 40 ml 

ปรับปรมิาณดว้ย DI water 797 ml 

             4. การเตรยีม Gel looding (6X) 

 Bromopenol biue  0.5 % 

 Xylene cyanol  0.25 % 

 ผสมใหเ้ข้ากัน แล้วเก็บไวใ้นตูเ้ย็น 

              5. การเตรยีมสารละลาย Lactophenol Cotton Blue 

 Phenol crystal     20 g  

 Lactic acid      20 ml     

 Glycerine      40 ml     

 Cotton Blue    0.075 g     

 Distilled Water     20 ml  

 ผสมสารละลาย คนใหเขากันดวยแทงแกวคนสาร  และตัง้บนแทนใหความรอน 

(hot plate) พอใหสารละลายอุน และไมมตีะกอน Cotton Blue เหลอือยู ทิ้งใหเย็น แลวจงึนําไปใช ้
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ภาคผนวก จ การวเิคราะการวเิคราะห์โดย Agarose gel electrophoresis  

 

1. เตรยีม Agarose ความเขม้ขน้ 0. 8 เปอร์เซ็นต์หรอื 1 เปอร์เซ็นต์โดยช่ัง Agarose ใน 

1x TBE buffer จากนัน้นำไปต้มให้ละลายจนหมดตั้งทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิห้องรอจนเจลอุ่นประมาณ 

60 องศาเซลเซยีส 

  2. ทำความสะอาดถาดเจลและหวีเสียบ (Comb) ด้วยน้ำกลั่นแลว้นำถาดเจลประกอบ

เขา้กับบล็อก  

3. วางหวีเสียบลงที่ปลายด้านหนึ่งของถาดเจลเพื่อให้เกิดช่องเล็ก ๆ สำหรับหยอด

ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สนใจ  

4. เท Agarose ลงบนถาดที่เตรียมไวโ้ดยให้มีความหนาประมาณ 3-5 มิลลิเมตรระวัง

อย่าใหเ้กดิฟองอากาศตัง้ทิ้งไวใ้หเ้จลแข็งตัว  

5. นำถาด Agarose gel ออกจากบล็อกจากนั้นวางถาดลงในอ่าง Electrophoresis โดย

ให้ด้านที่มหีวีเสียบอยู่ทางขั้วลบแล้วเท 1X TBE buffer ลงในอ่างใหท้่วมแผ่น Agrose gel โดยให้

ระดับ 1X TBE buffer อยู่เหนอืผวิเจลประมาณ 1-3 มิลลเิมตรดงึหวเีสยีบออก  

6. ผสม 6X loding dry เข้ากับตัวอย่างดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบโดยใช้ไมโครปิเปต

ดูดสารละลายแล้วค่อย ๆ หยอดลงในช่องที่เกดิจากหวเีสยีบ  

7. ปิดฝาอ่าง Electrophoresis แลว้ต่อขั้วไฟฟ้าเข้ากับเครื่องจ่ายกระแสไฟฟา้แล้วปล่อย

กระแสไฟฟ้าโดยให้กระแสไฟฟ้าวิ่งจากขัว้ลบไปยังขัว้บวกใช้ความต่างศักย์ 80 โวลล์นาน 60-

100 นาทีหรือเมื่อแถบสีด้านล่างของ 6X loding dry เคลื่อนที่ไปอยู่อีกปลายด้านหนึ่งของเจล

โดยห่างจากด้านล่างของถาดประมาณ 1 เซนตเิมตรแล้วจงึปดิเครื่องจ่ายกระแสไฟฟา้  

8. ทำการย้อมดีเอ็นเอโดยนำแผ่น Agarose gel โปแช่ใน Ethidium bromide นาน 10 

นาทีจากนั้นย้ายไปแช่น้ำสะอาดอีก 5 นาทีเพื่อล้าง Ethidium bromide ส่วนเกินออกนำแผ่น 

Irose gel ไปตรวจสอบแถบดเีอ็นเอภายใตเ้ครื่อง UV transilluminator พรอ้มบันทกึภาพ 

 

 

 

 

 



90 

 

ภาคผนวก ฉ หลักการในการเตรยีมตัวอย่างสำหรับการเตรยีมเพื่อศกึษาด้วยกล้อง SEM  

 

1. การเก็บตัวอย่าง (specimen collection) เป็นขั้นตอนการเก็บตัวอย่างจากพืช

หรือสัตว์โดยต้องคำนึงถึงลักษณะทางกายวิภาคที่มองเห็น (gross anatomy) ความชอกชำ 

(atraumatic) ความสะอาด (sterile technique) และขนาดของเนื้อเยื่อที่ทำการเก็บหลักการ

ในทางปฏบิัตคิอื  

 1. 1 ทำการเก็บตัวอย่างดว้ยความรวดเร็วมากที่สุด  

 1. 2 ทำการล้างตัวอย่างในน้ำยาเช่น 0. 85% NaCl หรอื Ringer 's solution 

2. การรักษาสภาพตัวอย่าง (fixation) เป็นขั้นตอนการคงสภาพของเนื้อเยื่อเพื่อ

ป้องกันการเกิดการเสื่อมสภาพ (tissue autolysis) ทำให้เนื้อเยื่อที่มีอยู่ในสภาวะ semi-fluid 

กลายเป็น semi-solid การทำใหเ้นื้อเยื่อคงสภาพโดยเป็นกระบวนการทำใหโ้ปรตีนซึ่งมีอยู่ทั่วไป

ในเนื้อเยื่อเกิดความแข็งตัวสำหรับการทำให้เนื้อเยื่อคงสภาพไม่นิยมใช้ความรอ้น เพราะความร้อน

สามารถทำลายของประกอบในเซลล์ (organelles) ได้น้ำยารักษาสภาพ (fixative solution) ที่ดี

ตอ้งมคีุณสมบัติที่ช่วยหยุดการเปลี่ยนแปลงโดยเฉพาะการเสื่อมสภาพภายในเซลล์ได้อย่างรวดเร็ว 

อันเป็นผลจากการแข็งตัวหรือตกตะกอนของโปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์ (denature protein) 

โดยลักษณะของตัวอย่างต้องคำนงึถึงความตอ้งการในการศกึษาสภาพพื้นผวิของตัวอย่างน้ัน ๆ  

3. การขจัดน้ำออกจากตัวอย่าง (dehydration) เป็นข้ันตอนดึงน้ำออกจากตัวอย่าง

เพื่อทำให้เนื ้อเยื ่อคงสภาพโดยการใช้ตัวทำละลายอินทรีย์ เช่น ethyl alcohol หรือ acetone 

เทคนคิการสุ่มตัวอย่างเนือ้เยื่อลงในตัวทำละลายอนิทรีย์เพื่อดงึน้ำออกนั้นจะต้องทำหลายครัง้

โดยเพิ่มความเขม้ข้นของตัวทำละลายอินทรยี์ข้ึนเรื่อย ๆ ทัง้น้ีเพื่อให้ตัวทำละลายอินทรีย์มีเวลา

การทำงานเพยีงพอและทำใหเ้นื้อเยื่อตัวอย่างค่อย ๆ แหง้อย่างมีประสิทธภิาพ  

4. การทำตัวอย่างให้แห้ง (Drying) (Critical point) โดยไม่ทำใหส้ภาพของพื้นผวิและ

ความตึงผิวเปลี่ยนแปลงไปจากความเป็นจริง วิธีการนี้เริ่มจากการขจัดน้ำออกแล้วนำไปผ่าน

สารอนิทรยี์เหลวซึ่งเป็น intermediate fluid เช่น Freon 113 ก่อนที่จะนำไปใส่ใน transitional fluid 

เช่น Freon 12 หรือ co, ซึ่งขั้นตอนสุดท้ายจะต้องทำในภาชนะพเิศษที่สามารถควบคุมความดัน

และอุณหภูมิได้ภาชนะนี้ เรียกว่า CPD Bomb หรือ Chamber ของเหลวอินทรีย์ข้ันสุดท้าย

ซึ่งขณะนี้ได้เข้าไปแทนที่ของเหลวภายในตัวอย่างและจะกลายเป็นไออย่างรวดเร็วหลังจากเพิ่ม

ความดันและอุณหภูมิให้ถึงจุดวิกฤตของของเหลวที่ใ ช้เป็น transition fluid โดยจะไม่มี 

การเปลี่ยนแปลงความตึงผวิของตัวอย่างผลที่ได้ คอื ตัวอย่างที่แหง้สนทิและพร้อมที่จะนำไปวาง

บนแผ่นตัวอย่าง (specimen stub) เพื่อที่จะนำไปผ่านขัน้ตอนต่อไป 
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5. การฉาบผิวตัวอย่างด้วยโลหะหนัก (metal coating) นำตัวอย่างที่แห้ง จาก

ขั้นตอน drying ไปวางบน Stub โดยใช้กาวเป็นตัวเชื่อมผิวล่างของตัวอย่างให้ติดอยู่บนผิวของ 

stub เรียกว่าขัน้ตอน mounting โดยกาวที่ใช้จะตอ้งมีโลหะผสมหรอืตอ้งเป็นสารตัวนำไฟฟา้เช่น

ผงถ่านที่ผสมในกาว เรยีกว่า carbon colloidal adhesive หลังจากขั้นตอน mounting แล้วจะต้อง

นำตัวอย่างพรอ้ม stub ไปฉาบผวิดว้ยโมเลกุลของโลหะ (metal coating) ใน vacuum evaporator 

หรอื sputtering unit การ coating เริ่มตน้ดว้ยการฉาบคาร์บอนเพื่อเพิ่มการนำของไฟฟา้ จากนั้น

ทำการฉาบด้วยทองผสมพาลาเดียม (gold-palladium) ความหนาของแผ่นโมเลกุลของโลหะ

รวมกันแล้วไม่ควรเกิน 15 นาโนเมตร ตัวอย่างที่ผ่านการเคลือบทองผสมพาราเดียมแลว้พรอ้ม

ที่จะนำไปศกึษาภายใต้กลอ้ง SEM ไดท้ันที 
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ภาคผนวก ช การนับจำนวนเซลล์โดยใช้ Haemacytometer 

 

Haemacytometer ภาพ 24 เป็นแผ่นสไลด์แก้วที่มีความหนากว่าสไลด์แก้วธรรมดา 

และมีตารางเป็นช่องสี่เหลี่ยมจัตุรัสเล็ก ๆ 9 ช่อง ตรงกลางมีร่องเป็นรูปตัว H ซึ่งทำให้เกิด

บริเวณที่ใช้ในการตรวจนับข้ึน 2 บริเวณ ตรงกลางตัว H ซึ่งเป็น Scale ตรวจนับเซลล์

เพื่อคำนวณหาความเขม้ขน้ของสารแขวนลอย ซึ่งในแต่ละช่องมีพื้นที่ 1 mm2 เมื่อปดิดว้ย cover glass 

เฉพาะของมันในตำแหน่งที่ถูกต้อง จะให้ความลึก 0.1 mm ดั้งนั้นปริมาตรใน 1 ช่องตาราง

สี่เหลี่ยมจัตุรัส เท่ากับ 0.1 mm3 เท่ากับ n × 104 เม่ือ n คือ จำนวนเซลล์ที่นับได้ใน 1 ช่อง 

การนับจำนวนเซลล์ ควรนับทัง้ 5 ช่อง เพื่อใหไ้ดค้่าที่ถูกตอ้งมากขึ้น  

 

 
 

ภาพ 37 Haemacytometer 

 

ที่มา: iGEM Concordia, 2014, Online 

 

การวเิคราะห์หาปรมิาณเช้ือโดยใช้ Haemacytometer   

ขัน้ตอนการใชง้าน Haemacytometer  

 1. วาง Cover glass บน Haemacytometer อย่าให้มีฟองอากาศซึ่งแผ่น Cover glass 

จะอยู่เหนอืผวิตาราง 0.1 mm 

 2. ใช้ไมโครปเิปตดูดนำ้ตัวอย่างมา 9–10 µl 

 3. วางปลายปิเปตให้ใกล้ขอบ Cover glass บน Haemacytometer จากนั้นค่อย ๆ 

หยดนำ้ตัวอย่างลงไป ซึ่งนำ้จะไหลเขา้ไปใต ้Cover glass เองจนเต็มพื้นที่ตาราง (หยดทัง้ 2 ตาราง) 

 4. หากหยดน้ำตัวอย่างมากเกินไป จะเลอะล้น Cover glass แต่ถ้าหยดน้ำตัวอย่าง

น้อยเกินไป ก็จะไม่ไหลเข้าเต็มพื้นที่ตาราง จงึต้องล้าง และหยดใหม ่
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การนับปรมิาณเชื้อตัวอย่างด้วย Haemacytometer 

 1. เมื่อน้ำตัวอย่างไหลเข้าใต้ Cover glass จนเต็มพื้นที่ตาราง นำไปส่องดูด้วย

กล้องจุลทรรศน ์กำลังขยาย 40X และ 100X 

 2. จะเห็นตารางปรากฏบน Haemacytometer มีทั้งหมด 25 ช่องใหญ่ ใน 1 ช่องใหญ่

จะมตีารางเล็ก ๆ ภายใน อกี 16 ช่องเล็ก 

 3. นับจำนวนเซลล์ที่อยู่ในช่องใหญ่ 5 ช่อง ถ้ามีเซลล์อยู่ตรงขอบของตารางสี่เหลี่ยมจัตุรัส

พอดี ให้นับเซลล์ที่อยู่ตรงขอบบน และเส้นขอบด้านซ้ายรวมกับเซลล์ในช่อง แต่จะไม่นับเซลล์

ที่อยู่ตรงเส้นขอบล่าง และเสน้ขอบขวา ตรงเส้นขอบสี่เหลี่ยมนั้น จะมี 3 เส้น โดยเส้นตรงกลาง

เป็นเสน้ของพื้นที่ตาราง ส่วนเสน้นอก และเสน้ใน มีไวเ้พื่อใหง้่ายต่อการตัดสินใจว่า เซลล์ของเชื้อ

จะอยู่นอก หรอืในพื้นที่ช่องนับ 

 

 
 

ภาพ 38 บรเิวณที่ใช้นับจำนวน A, B, C, D และ E 

 

ที่มา: มหาวทิยาลัยเทคโนโลยรีาชมงคลล้านนา, 2555, สื่อออนไลน์ 

 

การเลอืกนับช่อง 

 การเลอืกนับช่องใหญ ่จะใหค้่าที่แม่นยำกว่าช่องเล็ก เนื่องจากช่องใหญ่มีพื้นที่มากกว่า 

แต่ถ้าในกรณีเชื้อตัวอย่างมีความหนาแน่นสูงมาก การนับในช่องใหญ่อาจจะใช้เวลามาก

สามารถเลอืกนับในช่องเล็กได ้ในการนับสปอร์นัน้ ควรจะนับประมาณ 5 ขึ้นไป แลว้หาค่าเฉล่ีย

ภายหลัง ทัง้นี้ เพื่อใหก้ารคำนวณความเขม้ขน้ถูกตอ้งแม่นยำมากขึ้น 
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การคำนวณหาความเข้มข้นโดยใช้ Haemacytometer 

 1. ในกรณทีี่สปอร์หรอืเซลล์ที่ต้องการนับมขีนาดเล็ก การนับควรใชบ้รเิวณ E ตรงกลาง 

ซึ่งประกอบด้วยช่องสี่เหล่ียมขนาดเล็ก (small squares) ทัง้หมด 25 ช่อง และแต่ละช่องเล็กนัน้

จะประกอบด้วยช่องขนาดเล็กที่สุด (smallest squares) อยู่ 16 ช่อง การนับสปอร์จะนับจำนวนทัง้หมด

ที่อยู่ในบรเิวณนี้ รวมทัง้สปอร์ที่อยู่บรเิวณขอบของตารางทุกช่องด้วย 

 2. พื้นที่บรเิวณ E เท่ากับ 25 × 16 × 1/400 mm2 

 3. หากคดิเป็นปริมาตร (มคีวามลึก1/10 mm) จะเท่ากับ 25 × 16 × 1/400 × 1/10 mm3 

หรอื 0.1 mm3 

 4. สมมุตนิับสปอร์ในบรเิวณ E ไดร้วมทัง้หมดเท่ากับ Y สปอร์ ใน 0.1 mm3 

 5. ตอ้งการเทยีบความเข้มขน้ในหน่วย 1 cm3 หรอื 1 mm ซึ่ง 1 mm = 1000 mm3  

ดังน้ัน ในปรมิาตร 0.1 mm3 นับสปอร์ได้ = Y สปอร ์

ถา้ใน 1000 mm3 (1 ml) จะมีสปอร ์ = Y × 1000 × 1/0.1 สปอร ์

 = Y × 1 × 104 spore/ml 

6. ในกรณสีปอร์ หรอืเซลล์มีขนาดใหญ่ ควรนับจำนวนสปอร์หรอืเซลล์ทุกบริเวณ A, 

B, C, D และ E จากนัน้นำค่าที่ได้มารวมกัน และหาค่าเฉล่ียโดยหารด้วย 5 อกีครัง้ ก่อนนำไปคำนวณ

ความเขม้ขน้ เช่น สมมุตนิับจำนวนสปอร์ไดร้วมกันเท่ากับ Z สปอร์ 

 ดังนัน้ ความเขม้ขน้ของสปอร์ต่อ 1 ml = Z/5×1×104 spore/ml 

7. การตรวจนับความเข้มข้นจะให้ผลใกล้เคียงมากที่สุด จะต้องทำให้ suspension 

กระจายตัวมากที่สุด หรืออาจจำเป็นจะต้องมีการนับมากครั้งขึ้น เช่น 5-10 ครั้ง แล้วจึงนำมา

หาค่าเฉลี่ยภายหลัง หรือบางครั้งอาจจำเป็นต้องเติม wetting agent เช่น Tween 20 ลงไป

เพื่อช่วยให้สปอร์ หรือเซลล์กระจายตัวได้ดีข้ึน (ทั้งนี้เพื่อให้การคำนวณความเข้มข้นถูกต้อง

แม่นยำมากขึ้น) จากนั้นจึงใช้ dropper หรือ loop หรือ suspension ของเชื้อลงบน scale 

ของ Haemacytometer ข้างละ 1 หยด จากนั้นใช้ cover slip ปิดทับ กดเบา ๆ หากใส่หยดของ 

spore suspension พอดจีะไม่มเีชื้อเหลอืลน้ออกมาจากสไลด์ 

8. นำสไลด์ที่เตรยีมได้ไปตรวจดูภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ นับจำนวนสปอร์ หรอืเซลล์ของเชื้อ

แล้วนำไปคำนวณหาความเข้มข้น โดยวิธีคำนวณข้างต้น ซึ่งความเข้มข้นที่มักใชใ้นการปลูกเช้ือ

โดยทั่วไป เช่น เช้ือราจะอยู่ในช่วง 105-106 spore/ml เป็นตน้ 
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ภาคผนวก ซ แถบดเีอ็นเอมาตรฐาน Generuler 1 kb plus DNA Ladder (invitrogen™) 

 

 
 

ภาพ 39 แถบดเีอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder 

 

ที่มา: fisher Scientific, n.d., Online
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ภาคผนวก ฌ ผลการทดสอบความสามารถที่ทำใหเ้กดิโรคผลลายในลำไย ระดับห้องปฏบิัตกิาร 

 

ตาราง 10 ผลการทดสอบความสามารถที่ทำให้เกดิโรคผลลาย ระดับห้องปฏบิัตกิาร 

ไอโซเลท การเกิดโรคบนกล่องของแต่ละชุดการทดลอง 

ซำ้ท่ี 1 ซำ้ที่ 2 ซำ้ที่ 3 ซำ้ที่ 4 ซำ้ที่ 5 

ไอโซเลท 1 25.00 25.00 16.67 16.67 16.67 

ไอโซเลท 2 16.67 16.67 25.00 16.7 25.00 

ไอโซเลท 3 25.00 25.00 25.00 33.33 33.33 

ไอโซเลท 4 33.33 41.67 33.33 25.00 25.00 

ไอโซเลท 5 16.67 25.00 25.00 33.33 33.33 

ไอโซเลท 6 33.33 33.33 25.00 41.67 33.33 

ไอโซเลท 7 41.67 41.67 41.67 25.00 33.33 

ไอโซเลท 8 25.00 16.67 16.67 41.67 33.33 

ไอโซเลท 9 25.00 25.00 33.33 16.67 25.00 

ไอโซเลท 10 8.33 25.00 25.00 25.00 16.67 

ไอโซเลท 11 25.00 25.00 33.33 33.33 41.67 

ไอโซเลท 12 33.33 41.67 25.00 33.33 41.67 

ไอโซเลท 13 33.33 41.67 33.33 33.33 25.00 

ไอโซเลท 14 33.33 50.00 33.33 58.33 41.67 

ไอโซเลท 15 50.00 41.67 41.679 33.33 41.67 

ไอโซเลท 16 41.67 50.00 33.33 50.00 41.67 

ไอโซเลท 17 58.33 58.33 50.00 66.67 58.33 

ไอโซเลท 18 50.00 41.67 33.33 33.33 41.67 

ไอโซเลท 19 41.67 50.00 33.33 41.67 33.33 

ไอโซเลท 20 33.33 41.67 50.00 33.33 50.00 

ชุดควบคุม 16.67 0 0 0 0 
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ภาคผนวก ญ ผลการทดสอบความสามารถที่ทำให้เกิดโรคผลลายในลำไย ระดับแปลง

ทดลอง 

 

ตาราง 11 ผลการทดสอบความสามารถที่ทำให้เกดิโรคผลลาย ระดับแปลงทดลอง 

ไอโซเลท การเกิดโรคบนแปลงทดลองของแต่ละชุดการทดลอง 

ซำ้ท่ี 1 ซำ้ที่ 2 ซำ้ที่ 3 ซำ้ที่ 4 ซำ้ที่ 5 

ไอโซเลท 1 35 30 45 50 50 

ไอโซเลท 2 30 20 25 30 25 

ไอโซเลท 3 35 25 40 30 40 

ไอโซเลท 4 35 35 25 25 35 

ไอโซเลท 5 45 35 50 55 55 

ไอโซเลท 6 35 40 50 50 50 

ไอโซเลท 7 45 40 25 20 25 

ไอโซเลท 8 30 40 35 35 55 

ไอโซเลท 9 55 45 40 35 45 

ไอโซเลท 10 50 35 40 40 40 

ไอโซเลท 11 25 40 45 40 35 

ไอโซเลท 12 50 40 50 50 45 

ไอโซเลท 13 45 45 30 25 35 

ไอโซเลท 14 45 35 50 50 45 

ไอโซเลท 15 45 40 45 60 35 

ไอโซเลท 16 45 45 60 60 60 

ไอโซเลท 17 60 65 75 70 55 

ไอโซเลท 18 45 35 50 55 55 

ไอโซเลท 19 45 55 35 45 45 

ไอโซเลท 20 60 50 55 45 50 

ชุดควบคุม 0 0 10 0 0 
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ภาคผนวก ฎ นยิามศัพท์เฉพาะ 

 

Dimocarpus longan Lour. คือ ผลไม้ มีชื่อเรียกทางพื้นบ้านภาคเหนือว่า 

“บ่าลำไย” หรือลำไย มีชื ่อภาษาอังกฤษว่า 

Longan อยู่ในวงศ์ Sapindaceae เป็นพืชไม้ผล

เขตร้อนและกึ่งร้อน เป็นไม้ยืนต้นขนาดกลาง 

ลำตน้สนีำ้ตาล ออกดอกเป็นช่อ สขีาวครีม ผล

ทรงกลมเป็นช่อ ผลดบิเปลอืกสนีำ้ตาลอมเขียว 

ผลสุกสีน้ำตาลล้วน เนื้อลำไยสีขาวหรือชมพู

อ่อน เมล็ดสดีำเป็นมัน เนื้อล่อนเม็ด 

Fruit Discoloring คือ ลักษณะอาการผลลาย ผิวจะมีจุดสีดำ 

ขนาด1-2 มิลลิเมตร พบทั้งด้านในและด้าน

นอกผล บางจุดมีขนาดใหญ่เป็นปื้น กระจาย

อยู่ทั่วผล ทำใหมี้สลีายกระ  

Tissue transplant คือ วิธีการแยกหาเชื้อสาเหตุโดยวิธีแยกเชื ้อ

จากเนื้อเยื่อที่เป็นโรค 

Systematic random sampling คือ วิธีสุ่มแบบเป็นระบบ เป็นการสุ่มตัวอย่าง

จากหน่วยย ่อยของประชากรท ี ่ม ีล ักษณะ

ใกลเ้คยีงกัน โดยสุ่มเป็นช่วงๆ 

Scanning electron microscope (SEM) คอื กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

มกีำลังขยาย สูงสุดประมาณ 10 นาโนเมตร จะ

ใช้ในการศึกษาสัณฐาน และรายละเอียดของ

ลักษณะพื้นผิวของตัวอย่าง ภาพที่ได้จากการ

ตรวจวัดอิเล็กตรอนที่สะท้อนจากผิวหน้าของ

ตัวอย่างที่ไดส้ำรวจ จะเป็นภาพในลักษณะ  

   3 มิต ิ  

Polymerase Chain Reaction (PCR) คอื กระบวนการในการสังเคราะห์ช้ินส่วนของ 

ดเีอ็นเอ (DNA) ในหลอดทดลอง โดยวธิกีาร 

ได้เลียนแบบมาจากการสังเคราะห์ (DNA)  

ในสิ่งมีชวีติ 
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Loop mediated amplification (LAMP) คือ กระบวนการเพิ่มขยายยีน สามารถเกิดที่

อุณหภูมเิดยีว คอื ประมาณ 60-65 องศาเซลเซยีส 

และตรวจสอบยีนที่เพิ ่มจำนวนได้ในขั ้นตอน

เดยีวกัน  

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวัตผู้ิวจัิย 
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