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Abstract 
Arabica coffee is a good variety as its yield is profitable to farmers, including the tribe people. Arabica 

coffee is grown in northern and northeastern Thailand with upland plantation and cool temperature. However, this 
plant is seriously attacked by a fungal pathogen causing anthracnose disease on leave and berry. The disease 
symptom was found in both pre- and post harvest. The casual pathogens reported were Colletotrichum coffeanum 
and C. kahawae which morphological markers similar to C. gloeosporioides. So, morphological index for 
Colletotrichum identification is very imperative. DNA sequencing and Restriction Fragment Length Polymorphism-
Polymerase Chain Reaction (RFLP-PCR) technique was selected to ensure for fungal identification. 
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บทคัดย่อ 
กาแฟอาราบิก้าเป็นพนัธุ์ท่ีสําคญั ให้ผลผลติดีสร้างกําไรตอ่เกษตรกรรวมทัง้ชาวเขา ปลกูกนัมากบนท่ีสงูในภาคเหนือ

และอาจพบในภาคอีสาน และมีอากาศหนาวเยน็ อยา่งไรก็ตามปัญหาท่ีสําคญัของกาแฟคือการเข้าทําลายจากเชือ้ราสาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสทัง้บนใบและผล ซึง่เกิดได้รุนแรง และเป็นโรคท่ีเกิดได้ทัง้ก่อนและหลงัการเก็บเก่ียวอีกด้วย สําหรับเชือ้สาเหตุ
โรคนัน้มีทัง้ Colletotrichum coffeanum และ C. kahawae ซึง่มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาคล้ายกบั C. gloeosporioides การ
ใช้ดชันีทางสณัฐานวิทยาในการจําแนกเชือ้รา Colletotrichum เป็นเร่ืองสําคญั นอกจากนีเ้พ่ือความเช่ือมัน่ การหาลําดบัเบส
ของดีเอน็เอและเทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism-Polymerase Chain Reaction (RFLP-PCR) จงึถกู
นํามาใช้ร่วมด้วย 
คาํสาํคัญ: โรคแอนแทรคโนสกาแฟ  Colletotrichum  RFLP-PCR 

 
คาํนํา 

กาแฟอาราบิก้า (Coffee arabica) ผลติกนัมากในเขตภาคเหนือของประเทศไทย อยา่งไรก็ตามเกษตรกรประสบ
ปัญหาศตัรูพืชท่ีสําคญัได้แก่ เชือ้รา Colletotrichum สาเหตโุรคแอนแทรคโนส ทําให้ผลผลิตลดลงหรือไมมี่คณุภาพ เชือ้รา 
Colletotrichum หลายสายพนัธุ์สามารถแยกได้จากกาแฟอาราบิก้าท่ีเป็นโรคแอนแทรคโนส ทัง้จากใบ ก่ิง และผล ซึง่อาจพบได้
ทัง้ท่ีเป็นเชือ้สาเหต ุและ saprophyte ได้เช่นเดียวกนั (Waller et al., 1993) โดยปกติการจําแนกเชือ้ราชนิดนีจ้ะอาศยัลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยา (morphological characteristics) ซึง่งานวิจยันีใ้ช้เทคนิคทางด้านอณชีูววิทยามาช่วยสนบัสนนุ รวมทัง้การ
ทดสอบความสามารถในการทําให้เกิดโรคเพ่ือยืนยนัการเป็นเชือ้สาเหตโุรค 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1. ศกึษาลักษณะโคโลนีและสปอร์ของเชือ้ราและพสูิจน์การเกดิโรค 
แยกเชือ้รา Colletotrichum spp. จากอาการโรคแอนแทรคโนสบนใบ ก้าน และผลของกาแฟจากแหลง่ตา่งๆ จํานวน  

9 ไอโซเลท ได้แก่ 2271 (ใบ-จ.แมฮ่่องสอน), 2309 (ใบ-อ.ภเูรือ จ.เลย), 2317 (ใบและผล-อ.แมส่าย จ.เชียงราย), 2318 (ใบ-                
จ.น่าน), 2319 (ใบ-อ.แมแ่จ่ม จ.เชียงใหม)่, 2320 (ใบ-แมจ่อนหลวง จ.เชียงใหม)่, 2323 (ก้าน-จ.แมฮ่่องสอน), 2324 (ผล-                  
บ้านห้วยฮ้อม จ.แมฮ่อ่งสอน), 2325 (ผล-อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม)่ เปรียบเทียบกบั Colletotrichum จากมะมว่ง จํานวน 2 ไอโซ
เลท ได้แก่ PHN01 และ PH060 นํามาเลีย้งบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) บม่ใต้แสง near UV สลบัมืด 12 ชัว่โมง                   
ท่ีอณุหภมิูห้อง (28°ซ) นาน 7 วนั บนัทกึข้อมลูลกัษณะโคโลนี และบนัทกึรูปร่างสปอร์ใต้กล้องจลุทรรศน์ 
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นําเชือ้รา 9 ไอโซเลท โดยเตรียม spore suspension ความเข้มข้น 1.5 x106สปอร์/มล จากนัน้ฉีดพน่บนใบกาแฟ บม่
ใน chamber นาน 1 วนั แล้วย้ายไปไว้ภายในโรงเรือน หลงัการปลกูเชือ้ 7-10 วนั ทําการบนัทกึการเกิดโรค 
 
2. การจาํแนกเชือ้รา  

สกดัดีเอน็เอของเชือ้รา Colletotrichum ทัง้ 11 ไอโซเลท โดยดดัแปลงจากวิธีของ วรานนัท์ (2554) และนํามาเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) โดยใช้ universal primer ITS4 และ ITS5 ตรวจหา DNA product
ด้วยเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis โดยใช้ agarose gel ความเข้มข้น 1%ใน 1xTBE buffer บนัทกึแถบดีเอน็เอด้วย
เคร่ือง Gel document (GeneFlashsyngene bio imaging) 

นําดีเอน็เอท่ีได้ตรวจหาลําดบัเบส โดยใช้เคร่ืองหาลําดบัเบสอตัโนมติั (automated DNA sequencer) วิเคราะห์หา
ลําดบัเบสท่ีได้กบัลําดบัเบสของเชือ้ราท่ีใกล้เคียงกนัในฐานข้อมลูสากล โดยใช้โปรแกรม BLAST และอีกสว่นหนึง่นํามาศกึษา
ด้วยเทคนิค RFLP-PCR โดยการใช้เอนไซม์ตดัจําเพาะ (restriction enzyme) จํานวน 6 ชนิด ได้แก่ AluI (AG/CT), EcoRI 
(G/AATTC), HinfI (G/ANTC), PstI (CTGCA/G), PvuII (CGAT/CG) และ RsaI (GT/AC) ตรวจสอบ digested product ด้วย
เทคนิค Agarose Gel Electrophoresis โดยใช้ agarose gel ความเข้มข้น 2% ใน 1xTBE buffer บนัทกึแถบดีเอน็เอด้วย
เคร่ือง Gel document  

 
ผล 

1. ศกึษาลักษณะโคโลนีและสปอร์ของเชือ้รา และพสูิจน์การเกดิโรค 
เชือ้รา 11 ไอโซเลท สร้างโคโลนีแตกตา่งกนั ยกเว้น 2319 และ 2320 ซึง่คล้ายกนัมาก ดงัมีรายละเอียดดงันี ้(Fig. 1-

2) 
2271 ขอบขาว ตรงกลางสีเขียวขีม้้า reverse พบจดุดํากระจายเลก็น้อยspore mass สี salmon พบการสร้าง setae 

สปอร์รูปร่างทรงกระบอก (cylindrical) ปลายมน (obtuse) ฐานตดั (truncate) 
2309 โคโลนีสีขาวปนเทากลางโคโลนีสีเขียวขีม้้า reverse พบจดุดําเป็นวง spore mass สี salmon สปอร์สว่นใหญ่

รูปร่างลกูแพร์ (pear shaped) พบบ้างท่ีเป็นทรงกระบอกและอาจมีสว่นคอดกลางสปอร์  
2317 โคโลนีฟสูลบักบั spore mass เกิด zonation เส้นใยเทาตรงกลาง reverse เป็น zonation วงสีเข้มสลบักบั 

spore mass สี salmon พบการสร้าง setae สปอร์รูปร่างทรงกระบอกปลายมน ฐานตดั 
2318 ขอบโคโลนีบาง กลางโคโลนีสีเขียวขีม้้า reverse เป็นจดุสีเขียวขีม้้าเข้ม แน่นเป็นวง พบ spore mass สี pale 

salmon สปอร์รูปร่างทรงกระบอกปลายมน ฐานตดั 
2319 โคโลนีสีเทา ตรงกลางเขียวขีม้้า ขอบบาง reverse พบแฉกเขียวขีม้้าเข้มสร้าง spore mass สี pale salmon 

สปอร์รูปร่างทรงกระบอกปลายมน ฐานตดั 
2320 โคโลนีสีเทา ตรงกลางเขียวขีม้้าฟเูลก็น้อย ขอบบาง reverse พบแฉกเขียวขีม้้าเข้ม spore mass สี pale 

salmonสร้าง setae สปอร์รูปร่างทรงกระบอกปลายมน ฐานตดั 
2323 โคโลนีเส้นใยเทา คอ่นข้างฟ ู ตรงกลางเขียวขีม้้า เป็น zonation สว่น reverse พบจดุดําเข้มกระจายเป็น 

zonation สลบักบั spore mass สําหรับ spore mass สี salmon พบการสร้าง setae สปอร์รูปร่างทรงกระบอกปลายมน ฐาน
ตดั 

2324 โคโลนีเทาปนเขียวขีม้้าหมน่ reverse พบจดุดํากระจายเป็นวงสําหรับ spore mass สี salmon สปอร์รูปร่าง
ทรงกระบอกปลายมน ฐานตดั 

2325 เส้นใยเทาฟปูนเขียวขีม้้าหมน่ reverse พบจดุดํากระจายเป็น zonation สร้าง spore mass สี salmon สปอร์
รูปร่างทรงกระบอกปลายมน ฐานตดั 

PHN01 เส้นใยเทาฟ ูขอบโคโลนีบาง โตช้า reverse พบจดุดําแน่นเป็นวงปนกบัสปอร์สร้าง spore mass สี salmon 
orange สปอร์รูปร่างทรงกระบอกปลายมน ฐานตดั 

PH060 โคโลนีสีขาวฟ ู มีการสร้างสปอร์ปะปน reverse พบวงของสปอร์สี orange-buff สปอร์รูปร่างทรงกระบอก
ปลายมน ฐานตดั 

ผลจากการพิสจูน์โรค พบวา่เชือ้รา Colletotrichum spp. มีเพียง 3 ไอโซเลท คือ 2209, 2324 และ 2325 แสดงอาการ
แผลสีนํา้ตาลเข้มบนใบกาแฟสําหรับไอโซเลท 2324 แสดงอาการโรคบนใบกาแฟท่ียงัออ่น 
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2. การจาํแนกเชือ้รา 
จากการวิเคราะห์หาลําดบัเบสท่ีได้กบัลําดบัเบสของเชือ้ราท่ีใกล้เคียงกนัในฐานข้อมลู(database) ของ NCBI โดยใช้

โปรแกรม BLAST ผลพบว่าเชือ้รา Colletotrichum ท่ีแยกได้จากกาแฟและมะมว่ง แบง่ออกเป็น 4 กลุม่ ได้แก่                                
C. gloeosporioides, C. kahawae, C. siamense, และ Glomerella cingulata (Table 1) เม่ือนําลําดบัดีเอน็เอของแตล่ะ           
ไอโซเลทและจากสายพนัธุ์ท่ีใกล้เคียงกนั รวมทัง้ out group จากฐานข้อมลู NCBI มาหาความสมัพนัธ์ในรูป Phylogenetic 
tree โดยใช้โปรแกรม MEGA v.2.1 และทดสอบคา่ความเช่ือมัน่โดยใช้ Bootstrap 1,000 พบวา่จากการวิเคราะห์รูปแบบความ
สมัพนัธุ์ Phylogenetic tree โดยวิธี neighbor-joiningmethod นัน้ กลุม่ท่ี 1 เป็นกลุม่ใหญ่มีจํานวน 8 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 
2317, PHN01, 2320, PH060, 2323, 2325, 2318 และ 2319 มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบั C. gloeosporioides AIFS2 กลุม่ท่ี 
2 ไอโซเลท 2309 มีความใกล้ชิดกบั C. siamense กลุม่ท่ี 3 ไอโซเลท 2271 นัน้มีความสมัพนัธ์กบั G. cingulata P099 และ
กลุม่ท่ี 4 ไอโซเลท 2324 มีความสมัพนัธ์กบั C. kahawae C1200.1 (Fig.3) สว่นการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะจํานวน 6 ชนิด 
พบเพียง HinfI เทา่นัน้ท่ีแสดงลายพิมพ์ดีเอน็เอให้เหน็ความแตกตา่งของเชือ้รา Colletotrichum ดงันี ้1) กลุม่ G. cingulata พบ 
4 band (>100, 140, 160, 280 bp) 2) กลุม่ C. gloeosporioides และ C. siamense พบ 3 band (>100, 140, 280 bp) 
และ 3) กลุม่ C. kahawae พบ 4 band (100, 140, 200, 300 bp) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วจิารณ์ผล 
การจําแนกเชือ้รา Colletotrichum spp. ท่ีแยกได้จากกาแฟพนัธุ์อาราบิก้า หากอาศยัเพียงลกัษณะทางสณัฐานวิทยา

เพียงอยา่งเดียวก็คงประสบกบัปัญหาในการจําแนก แม้วา่จะใช้ลกัษณะทางเคร่ืองหมายดีเอน็เอ (molecular markers) ซึง่เชือ้
รา Colletotrichum บาง species ก็มีความใกล้เคียงกนัมาก เช่น ไอโซเลท 2309 ท่ีจําแนกเป็น C. siamense นัน้ใกล้เคียงกบั          
C. gloeosporioides โดยแตกตา่งเพียง 9 เปอร์เซน็ต์ เทา่นัน้ แตรู่ปร่างของสปอร์มีความแตกตา่งกนัอยา่งเห็นได้ชดั ในขณะท่ี          

E 

Figure 1 Colony characteristics of Colletotrichum spp. 
on PDA, A) 2217, B) 2309, C) 2317,D) 2318, E) 2319, F) 
2320, G)  2323, H)  2324, I)  2325,J)  PHN01 and K) 
PH060. 
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Figure 2 (A-K) Spore shapes of Colletotrichum spp. A) 2217, B) 2309, 
C)  2317, D)  2318, E)  2319, F)  2320, G)  2323, H)  2324, I)  2325,                   
J) PHN01, K) PH060 and L) seta of 2217 (x100 magnification). 
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ไอโซเลท 2324 ซึง่เป็น C. kahawae ท่ีมีรูปร่างสปอร์เหมือนกนั แตก่ลบัมีความแตกตา่งจากกลุม่ท่ีเป็น C. gloeosporioides 
ประมาณ 40 เปอร์เซน็ต์ ซึง่อาจเพราะข้อจํากดัของการศกึษา gene บริเวณ ITS ตอ่เชือ้รา C. gloeosporioides clade (Weir       
et al., 2012) 
 
Table 1  Identity and similarity of nucleotide sequencing from Colletotrichum spp. compared to database of 

Genbank using the basic BLAST 
Isolate Nucleotide (bp) Accession Species Identity (%) E value 

2271 593 EF423544.1 Glomerella  cingulata 99 0 
2309 586 JX010159.1 Colletotrichum  siamense 99 0 
2317 598 KX197386.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 
2318 607 KR704204.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 
2319 610 KX197389.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 
2320 621 KM881568.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 
2323 675 JX231012.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 
2324 620 JX010214.1 Colletotrichum  kahawae 99 0 
2325 543 AY266391.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 

PHN01 669 KU534983.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 
PH060 608 KU534982.1 Colletotrichum  gloeosporioides 99 0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3  Phylogenetic tree of relationship between 11 isolates of Colletotrichum spp. compared to some isolates 

from NCBI database based on UPGMA clustering. 
 

สรุป 
เชือ้รา Colletotrichum ท่ีแยกได้จากอาการโรคแอนแทรคโนสของกาแฟอาราบิก้า จากพืน้ท่ีสงูในเขตภาคเหนือและ

ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ จํานวน 9 ไอโซเลท เม่ือนํามาวิเคราะห์หาลําดบัเบสสามารถแบง่ออกเป็น 4 กลุม่ ได้แก่                        
C. gloeosporioides, C. kahawae, C. siamense และ G. cingulata สว่นการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะจํานวน 6ชนิด พบ
เพียง HinfI เทา่นัน้ ท่ีแสดงลายพิมพ์ดีเอน็เอให้เหน็ความแตกตา่งของเชือ้รา Colletotrichum ทัง้ 9 ไอโซเลทได้ หลงัการพิสจูน์
โรค พบเพียง 3 ไอโซเลท ท่ีสามารถทําให้เกิดโรคได้ ได้แก่ ไอโซเลท 2309 (C. siamense), 2324 (C. kahawae) และ 2325                    
(C. gloeosporioides)  
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