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Abstract 
Anthracnose disease is the most serious for mango production. Nowadays, many methods of 

anthracnose controlling have been studied for a very long time. Disease control with widely used is fungicidal 
chemical. However, overdoses and regularly used of chemical including environment affect to fungal resistance. 
The objective of this study was to investigate fungicide resistance in 5 isolates of Colletotrichum gloeosporioides, 
a causal pathogen of mango anthracnose disease on potato dextrose agar (PDA) mixed with azoxystrobin at the 
concentrations of 0.1, 1, 10 and 100 µg/ml. The result showed that all isolates of C. gloeosporioides could grow on 
the poisoned food medium at all concentrations. DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) were 
investigated to support fungal resistance using molecular technique. Data analysis will be lead for fungicidal 
chemical use for mango anthracnose control in both preharvest and postharvest effectively.  
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บทคดัย่อ 

โรคแอนแทรคโนสจดัเป็นโรคท่ีมคีวามสาํคญัตอ่การผลติมะมว่งเป็นอยา่งมาก มีการศกึษาการควบคมุโรคดงักลา่ว
หลากหลายวิธีมาเป็นระยะยาวนาน ซึง่วธีิท่ีนิยมใช้มากท่ีสดุคือ การใช้สารเคมีกําจดัเชือ้รา อยา่งไรก็ตามด้วยปริมาณการใช้                  
ท่ีสงู และการใช้สารเคมีชนิดเดมิบอ่ยครัง้ รวมไปถงึสภาพแวดล้อม อาจสง่ผลให้เชือ้ราเกิดการต้านทานตอ่สารเคมีได้ งานวิจยั
ในครัง้นีจ้ึงมวีตัถปุระสงค์เพ่ือทําการตรวจสอบความต้านทานตอ่สารเคมีของเชือ้รา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสของมะมว่ง จํานวน 5 ไอโซเลท บนอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose agar (PDA) ท่ีมีสว่นผสมของสารกําจดั 
เชือ้รา azoxystrobin ความเข้มข้น 0.1, 1, 10 และ 100 µg/ml จากผลการทดลองพบวา่ เชือ้รา C. gloeosporioides               
ทกุไอโซเลท สามารถเจริญเติบโตบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเป็น poisoned food medium ได้ทกุระดบัความเข้มข้น การสกดัและ               
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเชือ้ราด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) เพ่ือทําการยืนยนัถงึการเปลีย่นแปลง                   
ความต้านทานของเชือ้ราด้วยเทคนิคอณชีูวโมเลกลุ ข้อมลูท่ีได้ นําไปสูก่ารเลอืกใช้สารเคมีกําจดัเชือ้ราเพ่ือควบคมุโรค                    
แอนแทรคโนสของมะมว่งทัง้ก่อน และหลงัการเก็บเก่ียวได้อยา่งมปีระสทิธิภาพ 
คาํสาํคญั: โรคแอนแทรคโนส Colletotrichum gloeosporioides ความต้านทานตอ่สารเคมขีองเชือ้รา  

 
คาํนํา 

โรคแอนแทรคโนสของมะมว่งท่ีเกิดจากเชือ้รา Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Sacc จดัเป็นโรคท่ีมี
ความสาํคญั และสง่ผลกระทบตอ่ระบบการผลติมะมว่งทัง้ในเชิงปริมาณ และคณุภาพ การปอ้งกนั หรือควบคมุโรคในปัจจบุนั      
มกันิยมใช้สารเคมีกําจดัเชือ้รา เน่ืองจากเห็นผลรวดเร็ว ใช้ในปริมาณน้อย ปัจจบุนัได้มีการผลติสารเคมีออกมาในรูปแบบ                   
ท่ีสามารถนําไปใช้ได้ง่ายขึน้ แตส่ว่นใหญ่เกษตรกรใช้ในปริมาณคอ่นข้างสงู และใช้สารเคมชีนิดเดียวโดยไมม่ีการจดัการโรค
ด้วยวิธีอ่ืนๆ อีกทัง้สภาพแวดล้อมท่ีเปลีย่นไป อาจจะสง่ผลให้เชือ้ราเกิดการกลายพนัธุ์ และต้านทานตอ่สารเคมีท่ีใช้ในท่ีสดุ 
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มีการตรวจสอบความต้านทานตอ่สารเคมใีนกลุม่ Benzimidazole ของเชือ้รา C. gloeosporioides จํานวน 31           
ไอโซเลท ท่ีแยกได้จากมะมว่ง และสตรอเบอร่ีในประเทศไต้หวนั โดยการเลีย้งเชือ้ราบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีสว่นผสมของสาร 
benomyl, thiabendazole และ carbendazim ตรวจสอบการเปลีย่นแปลงของเชือ้ราโดยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) จากการทดลองพบวา่เชือ้รา 14 ไอโซเลท จาก 31 
ไอโซเลท สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีสว่นผสมของสารเคมีได้ จึงได้ทําการศกึษาการเพ่ิมปริมาณดเีอ็นเอตรง
บริเวณสว่น beta tubulin โดยใช้ specific primer และตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ พบวา่เชือ้ราท่ีแสดงความต้านทานตอ่
สารเคมีนัน้มีการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนในลาํดบัท่ี 198 โดยเปลีย่นกรดอะมิโนจาก GAG เป็น GCG ทําให้ได้แถบดีเอ็นเอ
จํานวน 2 แถบ มีขนาดอยูท่ี่ 240 และ 260 bp โดยแตกตา่งจากเชือ้รา ท่ีไมแ่สดงความต้านทาน ซึง่มีขนาดของแถบดเีอ็นเอ 
เทา่กบั 500 bp  จากการทดลองแสดงให้เห็นถงึการเปลีย่นแปลงของเชือ้รา และมีการใช้ศกัยภาพของเทคนิค PCR-RFLP ใน
การตรวจสอบการเปลีย่นแปลงของเชือ้ราได้อยา่งมีประสทิธิภาพ (Chung et al., 2010) 

งานวจิยัของ Xu et al. (2014) ได้ทําการทดสอบความต้านทานของเชือ้รา C. gloeosporioides สาเหตโุรค               
แอนแทรคโนสของสตอรเบอร่ี และองุ่น ตอ่สาร prochloraz และ tebuconazole  พบวา่เชือ้รา C. gloeosporioides จํานวน 
216 ไอโซเลท ท่ีเก็บจากพืน้ท่ี 6 แหลง่ มีคา่เฉลีย่ความออ่นไหวตอ่สารเคมี (baseline sensitivity) อยูท่ี่ 0.053±0.01 mg/L และ 
0.62±0.11 mg/L จากการทดลองนี ้ ทําให้ทราบวา่ ในบางพืน้ท่ีนัน้มีการใช้สารเคมีปริมาณท่ีมากเกินความจําเป็น ทําให้เชือ้รา
ยงัสามารถก่อโรคกบัพืชได้ จึงมคีวามจําเป็นท่ีจะต้องใช้สารเคมีในปริมาณท่ีมากขึน้ และด้วยเหตนีุ ้ อาจจะสง่ผลให้เชือ้ราเกิด
ความต้านทานตอ่สารเคมีได้ตอ่ไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1. ประสิทธิภาพของสารเคมี Azoxystrobin ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา 
ทําการเลีย้งเชือ้รา C. gloeosporioides ท่ีแยกได้จากผลมะมว่งท่ีแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส จํานวน 5                

ไอโซเลท ได้แก่ PHN01, PH025, PH026, PH059 และ PH065 บนอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose agar (PDA) บม่ใต้แสง 
near UV สลบัมืด 12 ชัว่โมง อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั จากนัน้ทําการทดสอบประสทิธิภาพของสารเคม ี
Azoxystrobin ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราด้วยเทคนิค poisoned food โดยผสมสารเคมี Azoxystrobin (25% WP) 
กบัอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายของสารออกฤทธ์ิเทา่กบั 0.1, 1, 10 และ 100 µg/ml จากนัน้ใช้ cork borer  
ขนาด 0.8 มิลลเิมตร เจาะเส้นใยบริเวณขอบโคโลนีเชือ้รา ย้ายลงอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสารเคม ี โดยให้เชือ้ราสมัผสัผิวหน้า
อาหาร บม่ใต้แสง near UV สลบัมืด 12 ชัว่โมง อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซยีส เป็นระยะเวลา 7 วนั  

เก็บข้อมลูโดยการวดัผลการเจริญเติบโตทกุวนั จนครบ 7 วนั วางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
design (CRD) แตล่ะกรรมวิธีมี 5 ซํา้  วเิคราะห์ข้อมลูทางสถิติ ด้วยโปรแกรม R-stat X64 3.4.0 

 
2. การตรวจสอบความเปลี่ยนแปลงของเชือ้ราในระดับอณูชีวโมเลกุล 

สกดัดีเอ็นเอของเชือ้รา C. gloeosporioides โดยดดัแปลงจากวธีิการของ วรานนัท์ (2554) ซึง่ใช้ Sodium dodecyl 
sulfate (SDS) และ phenol chloroform isolamyl alcohol (25:24:1) ในการตกตะกอนโปรตีน จากนัน้ทําการเพ่ิมปริมาณ              
ดีเอ็นเอของเชือ้ราโดยเทคนิค PCR ในบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS region) อาศยัคณุสมบตักิารจบักนั                  
อยา่งจําเพาะระหวา่งไพรเมอร์ ITS4 (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC ‘3) และ ITS5 (5’GGA AGT AAA AGT CGT 
AAC AAG G ‘3)  จากนัน้นํา PCR product ท่ีได้ไปศกึษาตอ่ด้วยเทคนิค ITS-RFLP โดยทําการยอ่ยด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
(Restriction enzyme) BsuRI (HaeIII) บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นะระยะเวลา 12 ชัว่โมง ตรวจสอบ digested 
product โดย 2% agarose gel electrophoresis ใน 1X TBE buffer และบนัทกึการเกิดแถบดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง Gel 
document (GeneFlash syngene bio imaging) 

 
ผล  

1. ประสิทธิภาพของสารเคมี Azoxystrobin ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา 
จากการทดสอบประสทิธิภาพของสารเคมี Azoxystrobin ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา ผลการทดลอง

พบวา่ เชือ้รา C. gloeosporioides ทัง้ 5 ไอโซเลท สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีสว่นผสมของสารเคมดีงักลา่ว
ในทกุความเข้มข้น โดยท่ีความเข้มข้น 100 µg/ml พบวา่มีอตัราการเจริญของเส้นใยน้อยท่ีสดุในทกุ ไอโซเลท รองลงมาคือ

https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
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อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสาร Azoxystrobin ท่ีความเข้มข้น 10, 1 และ 0.1 µg/ml ตามลาํดบั โดยมนียัสาํคญัทางสถิติ เชือ้รา C. 
gloeosporioides ไอโซเลท PH025 และ PH059 มีคา่ความแตกตา่งทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ เมื่อเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ี
ผสมสารเคมี Azoxystrobin ความเข้มข้น 100 µg/ml (อตัราการเจริญของเส้นใยของวนัท่ี 5 เทา่กบั 0.1917 และ 0.1833 
เซนตเิมตร ตามลาํดบั) เปรียบเทียบกบัความเข้มข้น 10 µg/ml (อตัราการเจริญของเส้นใยของวนัท่ี 5 เทา่กบั 0.2917 และ 
0.2500 เซนติเมตร ตามลาํดบั) สว่นไอโซเลท PH026, PH065 และ PHN01 พบวา่อตัราการเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีความ
เข้มข้น 100 และ 10 µg/ml ไมม่ีคา่ความแตกตา่งทางสถิติ สว่นลกัษณะของโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้พบวา่มีความใกล้เคียง
กนั คือสร้างเส้นใยสขีาว เจริญฟจูากผิวหน้าอาหารเลีย้งเชือ้ ตรงกลางโคโลนีมีสเีข้ม พบการสร้างกลุม่สปอร์ (spore mass) 
เลก็น้อย (Table 1; Figure 1) 

 
Table 1  Growth rates of Colletotrichum gloeosporioides 5 isolates on poisoned food incubated under near UV 

with alternative darkness 12 hr, 25 °C, at day 5  
Concentration ( 

µg/ml) 
Growth rate of colony (cm/day )1/ 

PH025 PH026 PH059 PH065 PHN01 
Control 0.4417 b 0.5750 a 0.6250 a 0.7000 a 0.6167 a 

0.1 0.5667 a 0.3333 b 0.3167 b 0.3750 b 0.3583 b 
1 0.4333 b 0.2917 b 0.3000 b 0.2750 bc 0.3583 b 
10 0.2917 c 0.2333 c 0.2500 c 0.2250 c 0.2250 c 

100 0.1917 d 0.1917 c 0.1833 d 0.2250 c 0.1583 c 
CV 13.5177 8.6574 7.9446 10.6005 8.5167 
LSD 0.0947 0.0511 0.0485 0.1349 0.1156 

1/ Column values followed by the same letter are not significantly different (P=0.05) 

 

2. การตรวจสอบความเปลี่ยนแปลงของเชือ้ราในระดับอณูชีวโมเลกุล 
ทําการตรวจสอบปริมาณ และคณุภาพดีเอ็นเอของเชือ้รา C. gloeosporioides ทัง้ 5 ไอโซเลท บน 1.2 % agarose 

gel ใน 1xTBE buffer ท่ี 80 โวลต์ เป็นระยะเวลา 45 นาที พบวา่ได้แถบดเีอ็นเอ มคีวามเข้มข้นประมาณ 100 µg เมื่อเทียบจาก 
100 bp Iadder DNA marker และเมื่อทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยเทคนิค PCR ด้วยไพรเมอร์ ITS4/ITS5 พบวา่เชือ้ราทัง้ 5            
ไอโซเลท มีขนาดของดีเอ็นเออยูท่ี่ประมาณ 600 bp (Figure 2) 

เมื่อนํา PCR product ท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณ ไปศกึษาตอ่โดยใช้เทคนิค PCR-RFLP โดยใช้เอนไซม์ตดัจําเพาะ 
BsuRI (HaeIII) และตรวจสอบ digested product โดย 2% agarose gel electrophoresis ใน 1X TBE buffer พบวา่เชือ้รา     
C. gloeosporioides ท่ีเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสารเคมี Azoxystrobin ความเข้มข้น 0.1 - 10 µg/ ml ให้ชิน้สว่นดเีอ็นเอ 
ท่ีสอดคล้องกนักบัเชือ้ราท่ีเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA (ชดุทดลองควบคมุ) โดยมีขนาดของชิน้สว่นดีเอ็นเอประมาณ 200 
และ 400 bp สว่นเชือ้รา C. gloeosporioides ท่ีเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสารเคมี Azoxystrobin ความเข้มข้น 100 µg/ml 
นัน้ พบวา่ไอโซเลท PH026 และ PH065 ให้ชิน้สว่นดเีอ็นเอเทา่กบั 600 bp เมื่อทําการตรวจสอบ พบวา่แถบดีเอ็นเอดงักลา่วมี
ขนาดใกล้เคยีงกบั PCR product ในขณะท่ีไอโซเลท PHN01, PH025 และ PH059 มีชิน้สว่นดีเอ็นเอ 2 แถบ คือ 200 และ 400 
bp  ซึง่มขีนาดเทา่กบัชดุทดลองควบคมุ (Figure 3) 
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การเปลีย่นแปลงของเชือ้ราในระดบัอณชีูวโมเลกลุนัน้ แสดงให้เห็นวา่เชือ้รามีการพฒันาการตอบสนองและแสดง
ความต้านทานตอ่สารเคมี Azoxystrobin ในระดบัความเข้มข้นสงู โดยเมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR-RFLP สามารถพบ                
การเปลีย่นแปลงท่ีชดัเจน สอดคล้องกบัรายงานของ Wen-Hsin Chung et al. (2010) ท่ีพบวา่สารเคมใีนกลุม่ Benzimidazole 
สง่ผลให้เกิดการเปลีย่นแปลงของเชือ้ราในระดบัโมเลกลุ คือมีการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโนในลาํดบัท่ี 198 โดยเปลีย่น
กรดอะมิโนจาก GAG เป็น GCG ทําให้เมื่อทําการตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR-RFLP โดยใช้เอนไซม์ Bsh 1236I ซึง่มี cutting 
size ระหวา่ง G และ C ทําให้สามารถตดัชิน้สว่นดีเอ็นเอดงักลา่วได้ ดงันัน้การศกึษาในครัง้นีจ้ะนําไปสูก่ารศกึษาการ
ตอบสนองของเชือ้รา และการต้านทานตอ่สารเคมี เพ่ือใช้เป็นประโยชน์ในการควบคมุโรคแอนแทรคโนสของมะมว่งในระดบั
ตอ่ไป 
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Figure 1   Growth rates of C. gloeosporioides causing anthracnose disease of mango on PDA medium mixed with 

Azoxystrobin at concentrations 0.1, 1, 10 และ 100 µg/ml incubated under near UV with alternate 
darkness 12 hr at 25°C. (A) Isolate PHN01, (B) Isolate PH025, (C) Isolate PH026, (D) Isolate PH059 and 
(E) Isolate PH065 
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จากผลการทดลองตรวจสอบความต้านทานตอ่สารเคมี Azoxystrobin ของเชือ้ราC. gloeosporioides สาเหตโุรค
แอนแทรคโนสของมะมว่ง พบวา่เชือ้ราตวัอยา่งทัง้ 5 ไอโซเลท สามารถเจริญเติบโตได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีสว่นผสมของสาร 
Azoxystrobin ได้ทกุความเข้มข้น โดยเชือ้ราทัง้ 5 ไอโซเลท เมื่อเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีการผสมสารเคมคีวามเข้มข้น 100 
µg/ml พบวา่มีการเจริญเติบโตน้อยท่ีสดุ เมื่อทําการตรวจสอบทางอณชีูวโมเลกลุ โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้ universal primers (ITS4/ITS5) และยอ่ยชิน้สว่น PCR product ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ BsuRI (HaeIII) พบวา่ ไอโซ
เลท PH026 และ PH065 ท่ีเจริญเติบโตบนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสมสารเคมี Azoxystrobin ความเข้มข้น 100 µg/ml ให้แถบดเีอ็น
เอเทา่กบั 600 bp ซึง่แตกตา่งจากเชือ้ราในไอโซเลทอ่ืนๆ และท่ีความเข้มข้นท่ีตํา่กวา่ จึงคาดการณ์วา่ในระดบัอณชีูวโมเลกลุ
ของเชือ้รา C. gloeosporioides มีการเปลีย่นแปลงในสว่นของ recognition site และ cutting site จึงทําให้เอนไซม์ดงักลา่วไม่
สามารถตดัชิน้สว่น PCR product ได้ 
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งานวจิยันีไ้ด้รับการสนบัสนนุจากศนูย์นวตักรรมเทคโนโลยีหลงัการเก็บเก่ียว สาํนกังานคณะกรรมการอดุมศกึษา 
กทม. และขอขอบคณุห้องปฏิบตัิการราวิทยา ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
กําแพงแสน สาํหรับการเอือ้เฟือ้สถานท่ี และอปุกรณ์ในการทําวิจยั  
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Figure 2   Results of PCR amplification of genomic DNA from C. gloeosporioides 

5 isolates using the universal primer pair of ITS4 and ITS5. 

Figure 3 PCR-RFLP of ITS region of C. gloeosporioides 5 isolates obtained 
with restriction enzyme BsuRI (HaeIII). 
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