
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด 
------------------------------------------- 

1. แผนงานวิจัย                     :  

2. โครงการวิจัย                     : การตรวจสอบศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติด้วยเทคนิคทางเซรุ่มวิทยาและ 
ชีวโมเลกุล 

    กิจกรรมที่ 1   :การพัฒนาการตรวจสอบศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติในประเทศเพ่ือการ 
    ป้องกันก าจัด 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)     : การตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum ดวยเทคนิค Polymerase 
      Chain Reaction 

    ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) : Detection of Neoscytalidium dimidiatum by Polymerase Chain 
Reaction 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 

    หัวหน้าการทดลอง  : นางสาวพรพิมล    อธิปัญญาคม  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
    ผู้ร่วมงาน   : นางสาวชนินทร    ดวงสอาด  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช         

นางสาวมะโนรัตน์ สุดสงวน  ส านักวิจัยพัฒนาการอารกัขาพืช 
 

5. บทคัดย่อ  

โรคล าต้นจุดสีน  าตาลหรือโรคแคงเคอร์ (Brown spot or stem cancer) สาเหตุเกิดจากรา 
Neoscytalidium dimidiatum โรคที่ส าคัญแก้วมังกร ราเข้าท าลายทั งท่ีดอก ล าต้นและผล ท าให้เกิดความ
เสียหายกับเกษตรกรเป็นจ านวนมาก เพราะฉะนั นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องศึกษาพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพื่อ
วินิจฉัยโรคในขณะที่ยังไม่แสดงอาการของโรค  ซึ่งสามารถตรวจสอบโรคให้รวดเร็วและแม่นย ายิ่งขึ นกอนการแสดง
อาการของโรคจะปรากฏเพื่อเป็นข้อมูลของเชื อในการศึกษาหาวิธีการป้องกันก าจัดโรคพืชที่มีประสิทธิภาพ และ
เหมาะสม เพ่ือลดข้อจ ากัดของการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเพ่ือการวินิจฉัยโรคที่รวดเร็ว แม่นย า 
จึงพัฒนาวิธีการตรวจสอบรา N. dimidiatum โดยใชเทคนิคทางชีวโมเลกุล จากการศึกษาครั งนี ได้ไพร์เมอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อรา N. dimidiatum จ านวน 2 คู่ ได้แก่ NdDOA-8F/NdDOA-6R และ NdDOA-7F/ITS4 ผลจาก
การศึกษาครั งนี นอกจากสามารถตรวจสอบวินิจฉัยสาเหตุโรคได้อย่างรวดเร็วเพ่ือการป้องกันก าจัดที่มีประสิทธิภาพ
แล้ว ยังสามารถสนับสนุนและเพ่ิมศักยภาพในวินิจฉัยสาเหตุโรคก่อนการส่งออกและการน าเข้าสินค้าเกษตร 

Brown spot or stem cancer caused by Neoscytalidium dimidiatum and it shown as the 
important disease of dragon fruits. The whole plant parts could be infected by the causal agent, 
which caused the severe damage to dragon fruit production. It would be provided the 
advantage and benefit to dragon fruit production if the disease could be detected before the 
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appearance of the symptoms. This study was conducted to the detection method to detect  
N. dimidiatum, which could reduce the limitations of morphological identification and the 
requirement of fast and accurate diagnosis, the species-specific primer was designed to detect 
N. dimidiatum. Two pairs of primers from this study namely, NdDOA-8F/NdDOA-6R and NdDOA-
7F/ITS4 showed the specific results to N. dimidiatum. Developed the detection method can 
support the fast and accurate diagnosis, which could bring the advantages for making a decision 
for disease management as well as support the export and import of dragon fruits. 

6. ค าน า 

 แก้วมังกรเป็นพืชวงศ์กระบองเพชร (Cactaceae) มีชื่อวิทยาศาสตร์ Hylocereus undatus (Haworth) 
Britton & Rose มีถ่ินก าเนิดในทวีปอเมริกากลาง ประเทศเม็กซิโก บริเวณแปซิฟิก ประเทศกัวเตลมาลา 
คอสตาริกา และเลซัลวาดอ และเรียกผลไม้ชนิดนี ว่า pitaya (พิไทอา) หรือ pitahaya (พิทาไฮอา) หรือ 
strawberry pear ประเทศไทยเรียกผลไม้ชนิดนี ว่าแก้วมังกร (dragon fruit)  แก้วมังกรเป็นพืชไม้เลื อยมีล าต้น 3 
แฉก ๆ เป็นหยัก ๆ คล้ายครีบมังกร ที่ตาข้างมีหนาม 1-5 หนาม แฉกนั นอวบน  าซึ่งเป็นใบที่เปลี่ยนรูป ล าต้นจริงอยู่
กึ่งกลางของแฉก เมื่อต้นสมบูรณ์มีอายุประมาณ 2 ปี จากก่ิงปักช า ฤดูกาลของผลแก้วมังกรมีช่วงยาวพอสมควร 
ตั งแต่พฤษภาคมถึงตุลาคม  (สุรพงษ์, 2544) 
 ส าหรับในประเทศไทยนั น โรคท่ีส าคัญคือโรคล าต้นจุดสีน  าตาลหรือโรคแคงเคอร์ (Brown spot or stem 
cancer) สาเหตุเกิดจากรา Neoscytalidium dimidiatum ราเข้าท าลายทั งท่ีดอก ล าต้นและผล 
(Athipunyakom et al., 2015)  ซึ่งในปัจจุบันพบการระบาดของโรคนี ในหลายประเทศในเขตประเทศเอเชียนั น 
ได้แก่ ประเทศไต้หวัน (Chuang et al. 2012; Lin et al., 2015)  จีน (Yi et al., 2013; 2015). มาเลเซีย 
(Masratul et al., 2015) และเวียดนาม (Hieu et al., 2015)  ดังนั นปัญหาโรคของแก้วมังกรที่ส าคัญท่ีสุดที่
ระบาดในหลายประเทศในเขตเอเชีย คือโรคล าต้นจุดสีน  าตาลหรือโรคแคงเคอร์ มีการระบาดของโรคอย่างรวดเร็ว 
และการป้องกันก าจัดค่อนข้างยาก ซึ่งแต่ละประเทศก าลังเร่งด าเนินงานวิจัยศึกษาอยู่ รา N. dimidiatum เจริญ
เข้าไปในเนื อเยื่อพืชและสามารถเข้าไปพักตัวอยู่ในพืชได้โดยยังไม่แสดงอาการ ถ้าแก้วมังกรแสดงอาการของโรค
ชัดเจนแล้ว แสดงว่าเชื อราเข้าไปท าลายพืชและสร้างส่วนขยายพันธุ์ของเชื อราและสปอร์ ท าให้การป้องกันก าจัด
โรคยากมากขึ น เพราะฉะนั นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องศึกษาพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพ่ือวินิจฉัยโรคในขณะที่ยังไม่
แสดงอาการของโรค  ซึ่งสามารถตรวจสอบโรคได้อย่างรวดเร็วและแม่นย ายิ่งขึ นกอนการแสดงอาการของโรคจะ
ปรากฏเพื่อเป็นข้อมูลของเชื อในการศึกษาหาวิธีการป้องกันก าจัดโรคพืชที่มีประสิทธิภาพและเหมาะสม  

7. วิธีด าเนินการ 

     - อุปกรณ์ 
 1. อุปกรณ์เก็บตัวอย่าง ได้แก่ ถุงพลาสติก ถุงกระดาษ กรรไกรตัดแต่งกิ่ง ไม้ทับตัวอย่าง กระดาษ
หนังสือพิมพ์ ซองกระดาษส าหรับเก็บและรักษาตัวอย่าง 
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 2. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (centrifuge) เครื่อง Polymerase 
chain reaction (PCR machine) เครื่องเขย่า (vortex) เครื่อง tissue lyser gel tank เครื่องก าเนิดกระแสไฟ 
gel plate comb เครื่องถ่ายภาพเจล microwave micropipette ขนาด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
กล้องจุลทรรศน์แบบ compound กล้องจุลทรรศน์แบบ stereo พรอ้มอุปกรณ์ถ่ายภาพ water bath และ heat 
block 
 3. วัสดุในห้องปฏิบัติการ สไลด์และแผ่นแก้วปิดสไลด์ tips ขนาด 10 100 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
PCR tube ใบมีดผ่าตัด เข็มเขี่ยปลายแหลม ปากคีบ 
 4. อุปกรณ์เครื่องแก้ว ได้แก่ บิกเกอร์ ขวดดูแรน กระบอกตวง ตะเกียงแอลกอฮอล์ plate 
สารเคมี ได้แก่ เอนไซม์ส าหรับท าปฏิกิริยา Taq DNA Polymerase Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 
Proteinase K enzyme Lithium Borate buffer (LB) ชุดส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ ได้แก่ Microbial DNA 
Isolation Kit Power Plant Isolation Kit ชุดส าหรับการสกัดเจล ชุดส าหรับท าความสะอาดดีเอ็นเอ Stain G 
loading dye agarose gel (PCR grade) PCR water DNA ladder อาหารเลี ยงเชื อ เช่น potato dextrose 
agar (PDA) และ ไพร์เมอร์ ได้แก่ the Internal Transcribed Spacer (ITS) ITS1/ITS4 (White et al., 1990)  
 6. Sequence assemble programs ได้แก่ Bioedit และ Geneious version 8.1.9  

การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum 

1. สืบค้นข้อมูลของราในสกุล Neoscytalidium และ รา N. dimidiatum  
ได้แก่ รายละเอียดของเชื อ ลักษณะของเชื อ ลักษณะอาการของโรค การเข้าท าลาย การแพร่ระบาด ความ

เสียหายจากการเข้าท าลายของรา การจัดจ าแนกโดยรหัสพันธุกรรม  
2. รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Neoscytalidium  

2.1 รวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Neoscytalidium ที่แยกได้จากตัวอย่างพืชท่ีเป็น
โรคและจาก Culture Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

2.1.1. เก็บและรวบรวมตัวอย่างโรคพืชท่ีเกิดจากราใน genus Neoscytalidium  
เก็บตัวอย่างโรคพืชที่เกิดจากราในสกุล Neoscytalidium จากแหล่งปลูกพืชในประเทศไทย บันทึก

ข้อมูลรายละเอียด วันที่ พิกัด สถานที่ที่เก็บตัวอย่าง ผู้เก็บ พืชอาศัย และลักษณะอาการของโรค ตัวอย่างแห้งจะ
จัดเก็บในพิพิธภัณฑ์โรคพืช  ตึกอิงคศรีกสิการ  กลุ่มวิจัยโรคพืช  กรมวิชาการเกษตร 

2.1.2 แยกราให้บริสุทธิ์  
แยกราโดยวิธี Tissue transplant โดยน าส่วนของพืชที่เป็นโรคมาตัดเป็นชิ นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5x0.5 

มิลลิเมตร ให้คาบต่อส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แช่ในสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ 10 % เป็นเวลา 3-5 
นาที ล้างในน  านึ่งฆ่าเชื อแล้ว 3 ครั ง ซับให้แห้งด้วยกระดาษท่ีผ่านการฆา่เชื อ แล้วน าไปวางบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) ในจานเลี ยงเชื อ บ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส นาน 3-5 วัน แยกเชื อราให้บริสุทธิ ์
จากนั นน าเชื อบริสุทธิ์ที่ได้ เลี ยงบนอาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้
ศึกษาต่อไป 
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2.1.3 จ าแนกชนิดของรา Neoscytalidium  
โดยเปรียบเทียบลักษณะของรา Neoscytalidium ศึกษากับคู่มือการจ าแนกชนิดที่เก่ียวข้อง 
2.1.4 สกัดดีเอ็นเอของรา Neoscytalidium (DNA extraction) จากตัวอย่างราที่แยกได้จาก

ตัวอย่างพืชที่แสดงอาการของโรคที่เกิดจากราในสกุล Neoscytalidium และจาก Culture Collection ของ
กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

เขี่ยเส้นใยของรา Neoscytalidium ที่เลี ยงบน PDA แล้วย้ายลงในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ เติม 
glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่าด้วย TissueLyser ที่ความถ่ี 30 รอบต่อวินาที นาน 3 นาที และท าการสกัดดี
เอ็นเอ ตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -
20 หรือ -40 องศาเซลเซียส 

2.1.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)  
น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของต าแหน่ง ITS 

ก าหนดใช้ค่า annealing temperature ที่ 62 องศาเซลเซียส ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
โดยใช้ Taq DNA Polymerase และ Phusion High-Fidelity DNA Polymerase โดยใช้ cycling และ 
condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า 

2.1.6 การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR  
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ ด้วย

วิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye และ stain ในปริมาตร 4 
1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั นหยอดลงใน agarose gel ที่ความเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ 
PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen 
Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ ์และหาล าดับนิวคลีโอไทด์    

 2.1.7 การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์  
น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence และ 

reverse sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทกึข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ 
fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น 
Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทยีบกับ type sequence  

รวบรวมข้อมูลล าดับเบสของราในสกุล Neoscytalidium จาก GenBank  
รวบรวมข้อมูลล าดับเบสต าแหน่ง ITS ของราใน genus Neoscytalidium ที่มีใน GenBank ทั งหมด 

เพ่ือน ามาเปรียบเทียบกับข้อมูลรหัสพันธุกรรมที่ได้จากข้อ 2.1 
3. การเปรียบเทียบข้อมูลล าดับเบสของราในสกุล Neoscytalidium  

น าข้อมูลล าดับเบสต าแหน่ง ITS ของราใน genus Neoscytalidium ทั งหมดท่ีได้จากข้อ 2.1 และ 2.2 
มาจัดเรียง และบันทึกเป็นชุดข้อมูลในรูปแบบ fasta ไฟล์ โดยวิธี MUSCLE ในโปรแกรม the MEGA (Kumar et 
al., 2008) หรือใช้โปรแกรม online จากเวปไซด์ www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/   
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4. ออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อรา N. dimidiatum  
ออกแบบไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อรา N. dimidiatum โดยการพิจารณาชุดข้อมูลของราในสกุล 

Phyllosticta และ ใช้โปรแกรม GPRIME 
5. ทดสอบไพร์เมอร์ (Primers validation)  

ทดสอบประสิทธิภาพและความจ าเพาะของไพร์เมอร์ที่ออกแบบได้กับดีเอ็นเอของรา N. dimidiatum 
และราใน สกุล Neoscytalidium โดยท าตามขั นตอน 2.1.5 – 2.1.7 

การตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum ในตัวอย่างต่างๆ ของพืช โดยใช้ไพร์เมอร์ที่มี
ความจ าเพาะต่อ N. dimidiatum  

1. การเตรียมตัวอย่างต้นแบบดีเอ็นเอ (DNA templates) จากแหล่งตัวอย่างๆ พร้อมวิธีการสกัด ดังนี้ 
1.1 การสกัดดีเอ็นเอจาก clean culture หรือ mixed cultures ของรา Neoscytalidium 

เขี่ยเส้นใยของรา Neoscytalidium ที่เลี ยงบน PDA แล้วย้ายลงในหลอดส าหรับสกัดดีเอ็นเอ เติม 
glass beads ลงในหลอดแล้วเขย่าด้วย TissueLyser ที่ความถ่ี 30 รอบต่อวินาที นาน 3 นาที และท าการสกัดดี
เอ็นเอ ตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard, et al. (2015) เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -
20 หรือ -40 องศาเซลเซียส 

1.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างล าต้น 
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างพืชที่ไมแ่สดงอาการของโรค มาล้างน  าให้สะอาด น ามาฆ่าเชื อที่ผิวด้วย

โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 1.5 % นาน 2 นาที จากนั นล้างด้วยน  านึ่งฆ่าเชื ออีกครั งหนึ่ง และน าตัวอย่างพืชมาแช่น  านึง่
ฆ่าเชื อ เก็บท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที รนิน  าออกแล้วซับด้วยกระดาษซับจนแห้ง นานประมาณ 5 
นาที ย้ายชิ นตัวอย่างพืชลงในถุงพลาสติก บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง น าตัวอย่างออกมาผึ่ง
ทีอุ่ณหูมิห้อง (22-26 องศาเซลเซียส) นานประมาณ 17 ชั่วโมง ภายใต้แสงฟลูออเรสเซ็นต์ จากนั นประมาณ 4 วนั 
ท าการตรวจหาเส้นใยของราที่เจริญออกมาก และอีกประมาณ 10 วัน ตรวจหา fruiting bodies ของราจากนั นน า
ตัวอย่างใบพืชที่ผ่านกระบวนการเตรยีมตัวอย่างมากท าการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ 
Doungsa-ard, et al. (2015) 

1.3 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างผลแก้วมังกร 
น าตัวอย่างผลแก้วมังกรมาล้างน  าให้สะอาด จากนั นฆ่าเชื อที่ผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 1.5 % นาน 

2 นาที จากนั นล้างด้วยน  านึ่งฆ่าเชื ออีก จากนั นใช้ใบมีดผ่าตัดทีผ่่านการลนไฟ เฉือนเอาผิวผลแก้วมังกรบริเวณท่ี
แสดงอาการจุดรวมถึงเนื อเยื่อรอบแผล ขนาดประมาณ 2 x 2 mm ใส่ลงในหลอดสกัดดีเอ็นเอ จากนั นท าการสกดั
ตามวิธีของ Meyer และคณะ (2012) และ Doungsa-ard, et al. (2015) 

2. Nested Polymerase Chain Reaction (PCR) 
น าดีเอ็นเอที่สกัดได้จากแต่ละตัวอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของต าแหน่ง ITS 

(ITS1/ITS4) ก าหนดค่า annealing temperature ที่ 62 องศาเซลเซียส ด้วยวิธี Polymerase Chain Reaction 
(PCR) โดยใช้ Taq DNA Polymerase และ Phusion High-Fidelity DNA Polymerase โดยใช้ cycling และ 
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condition ของปฏิกิริยาตามที่ผู้ผลิตแนะน า จากนั นน า PCR product ที่ได้มาท า PCR อีกครั งหนึ่ง โดยใช้ไพร์
เมอร์จ าเพาะต่อ รา N. dimidiatum ที่ออกแบบได้ 

3. การตรวจสอบปฏิกิริยา PCR 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท า PCR โดยตรวจสอบขนาดของชิ นส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการ ด้วย

วิธี อิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) ท าการผสมผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย loading dye และ stain ในปริมาตร 4 
1 และ 1 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันจากนั นหยอดลงใน agarose gel ทีค่วามเข้มข้น 1% ให้ผลิตภัณฑ์ 
PCR เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย Lithium Borate buffer (LB buffer) ส่งผลิตภัณฑ์ PCR ไปยัง บริษัท Macrogen 
Korea เพ่ือท าให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ ์และหาล าดับนิวคลีโอไทด์     

4. การวิเคราะห์ และตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequence) มาท าการวิเคราะห์ โดยน า forward sequence และ reverse 

sequence ที่ได้มาเปรียบเทียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรม Geneious version 8.1.9 
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012) จะบันทึกข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบไฟล์ 
fasta ท าการตรวจสอบความถูกต้องของชนิดของจุลินทรีย์ที่ท าการศึกษากับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม เช่น 
Mycobank GenBank โดยเลือกวิธีเปรียบเทียบกับ type sequence 

 การบันทึกข้อมูล 
แยกได้จากการเก็บตัวอย่าง เก็บรักษาไว้ใน Culture Collection ของกลุ่มวิจัยโรคพืชโดยเลี ยงบน

อาหาร PDA Slant ในหลอดแก้ว เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ข้อมูลของรหัสดีเอ็นเอ (DNA barcode) จะ
ถูกเก็บบันทึก และรายงานเพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อโรคพืช รวมถึงสามารถใช้เป็น
ข้อมูลประกอบในการศึกษาด้านวิวัฒนาการต่อไป และดีเอ็นเอต้นแบบที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ที่อุณหภูมิ –40 องศา
เซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์โรคพืช กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
 เวลาและสถานที่ 

เริ่มต้น  ตุลาคม 2560 – กันยายน 2563 
กลุ่มวิจยัโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

 
 
 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

ข้อมูลของราในสกุล Neoscytalidium และ รา N. dimidiatum  
    สืบค้นข้อมูลของราในสกุล Neoscytalidium และ รา N. dimidiatum ได้แก่ รายละเอียดของเชื อ 

ลักษณะของเชื อ ลักษณะอาการของโรค การเข้าท าลาย การแพร่ระบาด พืชอาศยั ความเสียหายจากการเข้า
ท าลายของรา การจัดจ าแนกโดยรหัสพันธุกรรม 

รายละเอียดของรา  Neoscytalidium  ดังนี  
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 Scientific name Neoscytalidium 
 Kingdom  Fungi 
 Division  Ascomycota 
 Class   Dothideomycetes 
 Order   Botryosphaeriales 
 Family   Botryosphaeriaceae 
 Genus   Neoscytalidium 
 Species  N. dimidiatum 

พืชอาศัย 
แก้วมังกร (Hylocereus undatus)  มันส าปะหลัง (Manihot esculenta)  องุ่น (Vitis vinifera) มะรุม

ป่า (Albizia lebbeck)  หางนกยูงฝรั่ง (Delonix regia)  มะเดื่อฝรั่ง (Ficus carica)  มะเดื่อ หรือ ไทร (Ficus 
spp.)  นนทรี  (Peltophorum petrocarpum)  โพทะเล (Thespesia populena) เบย์เบอร์รี (Arbutus) 
เกาลัด (Castanea) ส้ม (Citrus) วอลนัต (Juglans) กล้วย (Musa) พลัม เชอร์รี ลูกท้อ เอพริคอต ซากุระ อัลมอน  
(Prunus) มะม่วง (Mangifera indica) Populus Rhus  และ Sequoiadendron  

การเจริญเติบโตและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา 
 ราสร้างเส้นใยลักษณะรูปร่างเป็นคลื่นและไม่แน่นอน โคโลนีเจริญเตบิโตเร็ว เส้นใยฟูเจริญบนอาหาร  
เส้นใยรวมกันเป็นก้อน เส้นใยเริ่มแรกมีสีอ่อนและเปฃี่ยนเป็นสีน  าตาลด าและเปลี่ยนเป็นสีด าเมื่ออายุมากขึ น  
สร้างสปอร์เรียกว่า arthroconidia ภายในส่วนขยายพันธุ์เรียกว่า pycnidia มักพบทั ง 2 ชนิด 
 ที่อยู่อาศัยและนิเวศวิทยาของรา 
  ราชนิดนี พบในเขตร้อนและเขตกึ่งร้อน เช่น อเมริกาใต้ เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ อินเดีย และแอฟริกาใต้  
รวมทั งเชื อราชนิดนี อยูในแอฟริกาตะวันตกและใต้ แถบคาริเบียน และเอเชีย แต่ก็มีบางชนิดพบเจริญประเทศใน
เขตหนาวซึ่งอาจจะเป็นการแพร่กระจายมาจากประเทศเขตร้อน ราชนิดนี พบในดินและไม้ที่สลายตัว 
 สาเหตุโรคพืช 
  N. dimidiatum เป็นราสาเหตุโรคพืชท าให้พืชมีอาการจุดคล้ายแคงเคอร์ และอาการจุดบนล าต้นของพืช 
หรือบนผล รวมทั งแผลเน่าด าในผล และแผลเน่าสีน  าตาลในล าต้นของแก้วมังกรที่มีรายงานในประเทศจีน มาเลเซีย 
เวียดนาม และประเทศไทย และยังมีรายงานเป็นโรคแคงเคอร์ที่ล าต้นขององุ่นในเมืองแคลิฟอร์เนียในประเทศ
สหรัฐอเมริกาด้วย 
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การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใช้ในการตรวจสอบรา Neoscytalidium dimidiatum 

การจ าแนกชนิดด้วยข้อมูลพันธุกรรม  
เลี ยงรา Neoscytalidium บนอาหาร PDA สังเคราะห์ จ านวน 10 ไอโซเลต ซึ่งแยกได้จากแก้วมังกร (8 

ไอโซเลต)  มันส าปะหลัง (1 ไอโซเลต) และเฟิร์นเขากวาง (1 ไอโซเลต) สกัดดีเอ็นเอของรา  Neoscytalidium ทั ง 
10 ไอโซเลตๆ ละ 2 ต าแหน่ง ได้แก่ ITS และ TEF ส่ง sequencing จ านวน 40 reactions จากนั นท าการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือจัดท า consensus sequences ของรา Neoscytalidium ทั ง 10 ไอโซเลตๆ ละ 
2 ต าแหน่ง เมื่อการวิเคราะห์ชนิดของราเปรียบเทียบกับชุดข้อมูลกับฐานข้อมูลต่าง ๆ และพบว่าคือ  
รา N. dimidiatum 

การออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอ (ไพร์เมอร์จ าเพาะ) และการทดสอบเบื้องต้น 
ออกแบบเครื่องหมายดีเอ็นเอ (ไพร์เมอร์จ าเพาะ)  โดยใช้ต าแหน่ง Internal Transcribed Spacer (ITS) 

ได้ไพร์เมอร์จ านวน 10 คู ่ (ตารางที่ 1) ตรวจสอบความจ าเพาะของไพร์เมอร์ที่ท าการออกแบบต่อรา N. 
dimidiatum กับฐานข้อมูลด้วยออกแบบไพร์เมอร์ด้วย Primer-BLAST และ Primer3 in Geneious Prime 
พบว่าได้ไพร์เมอร์จ านวน 10 คู่ หรือ 20 เส้น ได้แก่  

NdDOA1F NdDOA1R NdDOA2F NdDOA2R NdDOA3F NdDOA3R NdDOA4F NdDOA4R 
NdDOA5F NdDOA5R NdDOA6F NdDOA6R NdDOA7F NdDOA7R NdDOA8F NdDOA8R NdDOA9F 
NdDOA9R NdDOA10F และ NdDOA10R  

จากนั นตรวจสอบความจ าเพาะเบื องต้นของไพร์เมอร์ต่อเชื อรา Neoscytalidium และ เชื อราในวงศ์ 
Botryosphaeria (ตารางที่ 1) พบว่า ไพร์เมอร์ NdDOA7F และ NdDOA6R มีความจ าเพาะต่อ N. dimidiatum 
เท่านั น (ภาพที่ 1 และ 2) และไพร์เมอร์ NdDOA3F NdDOA6F และ NdDOA8F จ าเพาะต่อ N. dimidiatum 
และ N. novaehollandiae (ภาพที่ 3 และ5) NdDOA5R จ าเพาะต่อ N. dimidiatum, N. novaehollandiae 
และ N. orchidacearum (ภาพที่ 6) ถงึแม้ว่า NdDOA4R จะจ าเพาะต่อ N. dimidiatum แต่ก็สามารถตรวจจับ
เชื อรา Botryosphaeria อ่ืนๆ เช่น Botryobambusa fusicoccum และ Neodeightonia subglobosa ได้ 
(ภาพท่ี 7) ส่วนไพร์เมอร์ NdDOA1F NdDOA1R NdDOA2F NdDOA2R NdDOA4F NdDOA5F NdDOA8R 
NdDOA9F NdDOA9R NdDOA10F และ NdDOA10R ไม่มีความจ าเพาะ เนื่องจากสามารถตรวจจับเชื อราส่วน
ใหญ่ในวงศ์ Botryosphaeria ได้ (ภาพที่ 8 และ 9) 
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ตารางท่ี 1 ไพร์เมอร์ที่ท าการออกแบบจ าเพาะต่อรา N. dimidiatum 

Primer code Length (bp) %GC Tm Taxa specificity
NdDOA1F 20 60 60.7 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA1R 20 60 60.7 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA2F 20 50 58.2 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA2R 20 55 58.2 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA3F 20 55 59.4 N. dimidiatum  and N. novaehollandiae
NdDOA3R 20 50 57.2 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA4F 20 50 57.6 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA4R 20 50 58.1 N. dimidiatum, Botryobambusa fusicoccum  and Neodeightonia subglobosa
NdDOA5F 20 50 57.2 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA5R 20 55 58 N. dimidiatum , N. novaehollandiae and N. orchidacearum
NdDOA6F 20 55 59.9 N. dimidiatum  and N. novaehollandiae
NdDOA6R 20 55 60 N. dimidiatum
NdDOA7F 20 55 60 N. dimidiatum
NdDOA7R 20 50 60.1 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA8F 20 60 60 N. dimidiatum  and N. novaehollandiae
NdDOA8R 20 55 60 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA9F 20 55 60 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA9R 20 60 60.1 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA10F 20 60 60 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria 
NdDOA10R 20 55 60 all Neoscytalidium , some Botryosphaeria  

 
 

 

ภาพที่ 1 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA7F จ าเพาะต่อรา N. dimidiatum  
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ภาพที่ 2 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA6R จ าเพาะต่อเชื อรา N. dimidiatum  

 

 

 

ภาพที่ 3 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA3F จ าเพาะต่อเชื อรา N. dimidiatum และ  

N. novaehollandiae 
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ภาพที่ 4 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA6F จ าเพาะต่อเชื อรา N. dimidiatum และ  

N. novaehollandiae 

 

 

ภาพที่ 5 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA8F จ าเพาะต่อเชื อรา N. dimidiatum และ  

N. novaehollandiae 
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ภาพที่ 6 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA5R จ าเพาะต่อเชื อรา N. dimidiatum,  

N. novaehollandiae และ N. orchidacearum 

 

 

ภาพที่ 7 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA4R จ าเพาะต่อเชื อรา N. dimidiatum และ เชื อรา 

Botryosphaeria อ่ืนๆ เช่น Botryobambusa fusicoccum และ Neodeightonia 

subglobosa 
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ภาพที่ 8 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA3R ซ่ึงสามารถตรวจจับเชื อราส่วนใหญ่ในวงศ ์

Botryosphaeria 

 

ภาพที่ 9 แสดงความจ าเพาะของไพร์เมอร์ NdDOA7R ซ่ึงสามารถตรวจจับเชื อราส่วนใหญ่ในวงศ์ 
Botryosphaeria 

เมื่อท าการตรวจสอบชนิดของเชื อราที่ไพร์เมอร์ NdDOA7F และ NdDOA6R สามารถตรวจจับได้ด้วยวิธ ี

blastn พบว่า ไพร์เมอร์ NdDOA7F และ NdDOA6R ตรงกับเชื อรา N. dimidiatum (syn. N. hyalinum) ที่

ระดับ 100 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 10)  
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ภาพที่ 10 ผลการตรวจสอบชนิดของเชื อราที่ไพร์เมอร์ NdDOA7F และ NdDOA6R สามารถตรวจจับได้

ด้วยวิธี blastn 

 

ตรวจสอบความจ าเพาะเบื องต้นของไพร์เมอร์พบว่าได้ไพร์เมอร์ที่มีความจ าเพาะจ านวน 5 เส้น และจับคู่

ไพร์เมอร์ส าหรับการทดสอบได้จ านวน 5 คู่ ได้แก่ ITS5/NdDOA6R NdDOA6F/NdDOA6R 

NdDOA3F/NdDOA6R NdDOA8F/NdDOA6R และ NdDOA7F/ITS4 ขนาดของ PCR product จะมีขนาด

ประมาณ 942 442 449 453 และ 88 bp (ตารางที่ 2)  
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ตารางท่ี 2 การจับคู่ไพร์เมอร์ 

Pair Primer code target size (bp) Taxa specificity 

1 ITS5 942 universal primer 

  NdDOA6R   N. dimidiatum 

2 NdDOA6F 442 N. dimidiatum and N. novaehollandiae 

  NdDOA6R   N. dimidiatum 

3 NdDOA3F 449 N. dimidiatum and N. novaehollandiae 

  NdDOA6R   N. dimidiatum 

4 NdDOA8F 453 N. dimidiatum and N. novaehollandiae 

  NdDOA6R   N. dimidiatum 

5 NdDOA7F 88 N. dimidiatum 

  ITS4   universal primer 

 

เมื่อทดสอบการจับคู่ไพร์เมอร์โดยทดสอบกับ sequence ของ DNA template โดยการวิเคราะห์เบื องต้น

จาก primer map เพ่ือพิจารณาคู่ไพร์เมอร์ และขนาดของ PCR product (ภาพที่ 11) จากการท า primer 

optimization พบว่า annealing temperature ที่เหมาะสมของทุกคู่ไพร์เมอร์คือ 56 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 11 primer map ของไพร์เมอร์ ITS5, NdDOA6R, NdDOA6F, NdDOA6R, NdDOA3F, 

NdDOA6R, NdDOA8F, NdDOA6R, NdDOA7F และ ITS4 

การทดสอบไพร์เมอร์จ าเพาะกับดีเอ็นเอของราสกุล Neoscytalidium และรา Botryosphaeria  

 ด าเนินการทดสอบไพร์เมอร์จ าเพาะกับดีเอ็นเอของราสกุล Neoscytalidium และรา Botryosphaeria 
ดังแสดงในตารางที่ 3 
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ตารางท่ี 3 ดีเอ็นเอของราราสกุล Neoscytalidium และรา Botryosphaeria ที่ท าการทดสอบ 

No. Voucher Taxa พืชอาศยั 
1 M0303 N. dimidiatum   มันส าปะหลัง 
2 M0305 N. dimidiatum   เขากวาง 
3 M0330 N. dimidiatum   แก้วมังกร 
4 M0352 N. dimidiatum   แก้วมังกร 
5 M0566 N. dimidiatum   แก้วมังกร 
6 M0567 N. dimidiatum   แก้วมังกร 
7 M0207 Neodeightonia  มะพร้าว 
8 M0484 Lasiodiplodia   ส้มโอ 
9 M0514 Colletotrichum  มะเขือ 
10 negative    

  

ผลจากการทดสอบกับดีเอ็นเอพบว่าไพร์เมอร์คู่ NdDOA-8F/NdDOA-6R และ NdDOA-7F/ITS4 
มีความจ าเพาะเจาะจงต่อดีเอ็นเอของรา N. dimidiatum (ภาพที่ 12) 

 

 
ภาพที่ 12 ผลการทดสอบไพร์เมอร์ primer 
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9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 ราในสกุล Neoscytalidium และรา N. dimidiatum ได้แก่ รายละเอียดของเชื อลักษณะของเชื อ 
ลักษณะอาการของโรค การเข้าท าลาย การแพร่ระบาด พืชอาศัย ความเสียหายจากการเข้าท าลายของราการจัด
จ าแนกโดยรหัสพันธุกรรม และรวบรวมข้อมูลรหัสพันธุกรรมของราในสกุล Neoscytalidium ทีแ่ยกได้จาก
ตัวอย่างพืชที่เป็นโรคและจาก Culture Collection ของกลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัย
พัฒนาการอารักขาพืช จ านวน 12 ไอโซเลต  พร้อมทั งเก็บตัวอย่างโรคของแก้วมังกรและเฟิรนเขากวางมาแยกเชื อ 
ผลจากการแยกเชื อจากล าต้นและผลของแก้วมังกรที่เป็นโรคแยกได้ราจ านวน 30 ไอโซเลต  จากเฟิรนเขากวาง
มังกรที่เป็นโรคแยกได้ราจ านวน 2 ไอโซเลต แยกให้ได้เชื อบริสุทธิ์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส   เพ่ือใช้ใน
การสกัดดีเอ็นเอ จากผลการจ าแนกชนิดเชื อสาเหตุโรคของแก้วมังกร และต้นเขากวาง จ าแนกโดยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและข้อมูลพันธุกรรม จ าแนกชนิดเป็นรา N. dimidiatum ทั งหมด 

ผลจากการออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อรา N. dimidiatum จ านวน 10 คู่ เมื่อท าการทดสอบเบื องต้น
และทดสอบกบัดีเอ็นเอของราในกลุ่ม Botryosphaeria ได้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อรา N. dimidiatum จ านวน 2 คู ่
ได้แก่ NdDOA-8F/NdDOA-6R และ NdDOA-7F/ITS4 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 ได้เทคนิคในการตรวจวินิจฉัยรา Neoscytalidium dimidiatum สาเหตุโรคใบจุดสีน  าตาลของส้มโอ และ 
โรคล าต้นจุดสีน  าตาลของแก้วมังกรซึ่งสามารถตรวจผลได้รวดเร็ว แม่นย า และมีประสิทธิภาพ 

 11. ค าขอบคุณ 

 ขอขอบคุณสมาชิก กลุ่มงานวิทยาไมโค กลุ่มวิจัยโรคพืช ที่ให้ความร่วมมือและความช่วยเหลือในการเก็บ
ตัวอย่าง การด าเนินการทดลอง และการเก็บข้อมูล  
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