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Abstract 

One hundred and seventy isolates of Colletotrichum causing chilli antracnose collected from Chiang Rai, 
Nakhon Pathom, Nakhon Sawan, Nakhon Si Thammarat, Prachuap Khiri Khan, Phitsanulok, Sukhothai and Si Sa 
Ket  were examined. Thirty-nine isolates were recognized as C. acutatum while sixty-eight and sixty-three isolates 
were identified as C. capsici and C. gloesporioides, respectively. All isolates were grown on casein hydrolysis 
medium (CHM) under alternating lighting condition of 12 hr black light/12 hr dark at 26°C for 4 days, then clear 
zone was assessed. C. acutatum displayed the greatest clear zone in a range of 6.3-15.6 mm. However, C. 
gloesporioides grew with clear zone at 0.9-9.6 mm. Of the C. capsici isolates showed a range of clear zone from 0 
to 6.7 mm. This research supported species identification of Colletotrichum causing anthracnose disease of 
vegetables and fruits. 
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บทคัดยอ 
ศึกษาเชื้อรา Colletotrichum  สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก จํานวน 170 ไอโซเลท ซึ่งสํารวจจากแหลงปลูกพริกใน

จังหวัดเชียงราย นครปฐม นครสวรรค นครศรีธรรมราช ประจวบคีรีขันธ พิษณุโลก สุโขทัย และศรีสะเกษ โดยจําแนกเปน C. 
acutatum  จํานวน 39 ไอโซเลท ขณะที่ C. capsici และ C. gloesporioides  พบจํานวน 68 และ 63 ไอโซเลท ตามลําดับ นํา
เชื้อรา Colletotrichum ทั้งหมดมาทดสอบบนอาหาร Casein hydrolysis medium (CHM) ภายใตแสง black light 12 ชั่วโมง 
สลับกับความมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส นาน 4 วัน บันทึก clear zone พบวาเชื้อรา C. acutatum  สราง 
clear zone ไดชัดเจนที่สุดคือ มีขนาดระหวาง 6.3-15.6 มิลลิเมตร สวน C. gloesporioides มีขนาด 0.9-9.6 มิลลิเมตร 
สําหรับ C. capsici นั้นขนาดของ clear zone อยูระหวาง 0-6.7 มิลลิเมตร งานวิจัยนี้เปนวิธีหนึ่งที่ใชสนับสนุนการตรวจสอบส
ปชีสของเชื้อรา Colletotrichum ที่เปนสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของผักและผลไมได 
คําสําคัญ Casein hydrolysis, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum capsici, Colletotrichum gloesporioides,  การ
จัดจําแนก  
 

คํานํา 
 พริก (chili, pepper) เปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย แหลงปลูกพริกที่สําคัญอยูในหลายพื้นที่ของ
ประเทศ (กรมสงเสริมการเกษตร, 2549) ปญหาที่สําคัญในการปลูกพริกคือเรื่องโรคและแมลง โรคที่สําคัญและทําใหเกิดความ
เสียหายกับผลผลิตพริกมากที่สุดคือ โรคแอนแทรคโนส ซึ่งเกิดจากเชื้อรา Colletotrichum spp. สามารถเขาทําลายผลพริกได
ทุกระยะและเกิดขึ้นไดทั้งกอนและหลังเก็บเกี่ยวผลผลิต (บุญญวดี, 2540) ในประเทศไทยพบเชื้อรานี้ 3 สปชีส คือ C.  
acutatum, C. capsici และ C. gloesporioides  (ธารทิพย และคณะ, 2548 ) เนื่องจากเชื้อรา Colletotrichum spp. มีความ
ผันแปรทางพันธุกรรมสูง ทําใหการจําแนกสปชีสโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทั้งลักษณะโคโลนี และรูปรางของสปอร  
คอนขางยุงยากสับสน เนื่องจากลักษณะใกลเคียงกันมาก งานวิจัยนี้จึงไดศึกษาการเจริญของเชื้อรา Colletotrichum spp. บน
อาหาร CHM เพื่อใชเปนเครื่องมือที่จะชวยในการจัดจําแนกอีกหนทางหนึ่ง 
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อุปกรณและวิธีการ 
1. การเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกเพื่อนํามาแยกเชื้อ และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาเหตุ 
 เก็บตัวอยางจากแหลงปลูกพริก 8 จังหวัด คือจังหวัดเชียงราย, นครปฐม, นครสวรรค, นครศรีธรรมราช, 
ประจวบคีรีขันธ, พิษณุโลก, สุโขทัย และศรีสะเกษ โดยเก็บผลพริกที่มีอาการของโรคแอนแทรคโนส แยกเชื้อจากผลพริก โดยใช 
chlorox 1.5% ฆาเชื้อที่ผิวพืชและลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ นําชิ้นสวนพืชวางบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) บม
เชื้อ ภายใตแสง black light เปนเวลา 12 ชั่วโมงสลับกับความมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน เมื่อเชื้อ
ราสรางกลุมของสปอร (conidial mass) จึงนํามาแยกเปนสปอรเดี่ยวโดยวิธี  single spore isolation บนอาหาร water agar 
(WA)  
 การศึกษาการจัดจําแนกสปชีส ทําโดยนําเชื้อรา Colletotrichum ที่มีอายุ 5 วัน เล้ียงบนอาหาร PDA ภายใตแสง 
black light เปนเวลา 12 ชั่วโมงสลับกับความมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน บันทึกโครงสรางของเชื้อ
ราภายใตกลองจุลทรรศน 
2. ศึกษาเชื้อรา Colletotrichum spp. บนอาหาร CHM 
 เล้ียงเชื้อราทั้ง 170 ไอโซเลท บนอาหาร PDA มีอายุ 5 วัน จากนั้นยายเชื้อมาทดสอบบนอาหาร CHM ภายใตแสง 
black light เปนเวลา 12 ชั่วโมงสลับกับความมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ  26 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน ทดลองจํานวน 5 ซ้ํา 
บันทึกผลการทดลองโดยวัดขนาดของ clear zone  
 

ผล 
1. การเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกเพื่อนํามาแยกเชื้อ และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาเหตุ 

แยกเชื้อรา Colletotrichum จํานวน 170 ไอโซเลท อาศัยลักษณะโคโลนี และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา 
ตามวิธีการของ Sutton (1980) สามารถจําแนกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสไดดังนี้คือ พบเปน C. capsici  จํานวน 68 ไอโซ
เลท สวน C. gloeosporioides และ C. acutatum  พบจํานวน 63 และ 39 ไอโซเลท ตามลําดับ 
2. ศึกษาเชื้อรา Colletotrichum spp. บนอาหาร Casein hydrolysis medium (CHM) 

พบวาเชื้อรา C. acutatum มีการสรางสวนของ clear zone กวางที่สุด (Figure 1) มีชวงระหวาง 6.3-15.6 มิลลิเมตร 
และ C. gloeosporioides  มีชวงระหวาง 0.9-9.6  มิลลิเมตร สวน  C. capsici อยูระหวาง 0-6.7 มิลลิเมตร (Table 1) สําหรับ
เชื้อรา C. acutatum นั้น พบวาไอโซเลทที่แยกจากจังหวัดนครปฐมมีพื้นที่ clear zone กวางกวาไอโซเลทที่แยกมาจากจังหวัด
เชียงราย โดยมีคาเฉลี่ย 11.9 มิลลิเมตร สวน C. capsici ในเขตจังหวัดประจวบคีรีขันธและนครสวรรคมีคาเฉลี่ยการสราง 
clear zone 2.2 และ 2.1 มิลลิเมตร ตามลําดับ สวนไอโซเลทที่แยกจากจังหวัดนครปฐมนั้นพบคาเฉลี่ยเพียง 1.4 มิลลิเมตร 
เทานั้น สําหรับเชื้อรา C. gloeosporioides นั้น ไอโซเลทจากจังหวัดพิษณุโลกแสดงคาเฉลี่ยไดสูงสุดคือ 6.9 มิลลิเมตร (Table 
1) 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        Figure1 Clear zone was produced on casein hydrolysis medium, Colletotrichum acutatum (A),  
                   Colletotrichum capsici (B) and  Colletotrichum gloesporioides (C) 
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Table 1 Clear zone of Colletotrichum spp. tested on casein hydrolysis medium at day 4 which incubated at 26°C  
              under black light for 12 hr.  
 

Plantation Area Clear zone size (mm) 

C. acutatum C. capsici C. gloeosporioides 
Chiang Rai 8.4-11.8 (10.1) - 1.6 

Nakhon Pathom 6.3-15.6 (11.9) 0.0-2.2 (1.4) 1.0-6.0 (2.5) 

Nakhon Sawan -  1.5-2.4 (2.1) 2.7-9.3 (6.6) 

Nakhon Si Thummarat -  1.0-3.5 (1.8) -  

Prachuap khiri Khun -  1.4-6.7 (2.2) 1.4-6.9 (4.2) 

Phitsanulok -  2.5  3.3-9.6 (6.9) 

Sukhothai -  -  0.9-4.9 (3.1) 

Si Sa Ket -  1.1-2.5 (2.0) 1.5-2.6 (2.0) 

Range (minimum-
maximum) 

6.3-15.6  0.0-6.7 0.9-9.6   

       (….) = Mean of clear zone of each species and location   
 

วิจารณและสรุป 
 จากผลการทดลองพบวาเมื่อนําเชื้อรา Colletotrichum spp.  มาเลี้ยงบนอาหาร CHM บมเชื้อไว 4 วัน ที่อุณหภูมิ 26 

องศาเซลเซียส เชื้อราแตละสปชีสสามารถสราง clear zone ใหเห็นความแตกตางไดคอนขางชัดเจน ทําใหสามารถนําขอมูลที่
ไดมาสนับสนุนการจัดจําแนกเชื้อรา Colletotrichum spp. ทั้ง 3 สปชีส ได โดยพบวา C. acutatum มีความสามารถในการ
สราง clear zone ไดชัดเจนและกวางที่สุดคือ มีขนาดระหวาง 6.3-15.6 มิลลิเมตร รองลงมาคือ C. gloesporioides มีขนาด
ระหวาง 0.9-9.6  มิลลิเมตร สวน C. capsici มีขนาดของ clear zone อยูระหวาง 0-6.7 มิลลิเมตร อยางไรก็ตามในบางไอโซ
เลทของเชื้อรา C. gloeosporioides สราง clear zone ไดมากกวา 6.0 มิลลิเมตร ซึ่งพบจํานวน 17 ไอโซเลท ไดแก NKP054-
2,NKS137, NKS141, NKS144, NKS147, NKS150, PKK068, PKK075, PKK077, PKK084,PSL076, PSL106, PSL107, 
PSL113, PSL115, PSL076126, และ PSL131 คิดเปน 27 เปอรเซ็นตของจํานวนไอโซเลททั้งหมดของสปชีสนี้ที่นํามาทดสอบ  
ทั้งนี้อาจเกิดจากเชื้อรา C. gloeosporioides นั้นมีความหลากหลายและมีความผันแปรทางพันธุกรรมคอนขางสูง ในขณะที่เชื้อ
รา C. capsici  พบเพียง 1 ไอโซเลท คิดเปน 1.47 เปอรเซ็นตของจํานวนไอโซเลทของ C. capsici ที่ทดสอบ  

การเลี้ยงเชื้อรา Colletotrichum spp. บนอาหาร CHM และเกิดสวนของ clear zone ขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากบนอาหาร 
casein hydrolysis medium มีองคประกอบของโปรตีนซึ่งพบไดทั่วไปในนมและอยูในรูปของเกลือแคลเซียม จัดเปนพวกฟอส
โฟโปรตีนซึ่งโครงสรางโมเลกุลของเคซีน ประกอบดวยพันธะเปปไตด (peptide linkage) ที่มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา สารพวกเค
ซีนรวมทั้งเจลาตินมักถูกนํามาใชในการทดสอบกับเชื้อจุลินทรีย เมื่อถูกยอยสลายโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําใหสวนใสปรากฏ
ขึ้นรอบๆ โคโลนีแทนสวนทึบแสง (McDade and Weaver, 1958) ในสภาพธรรมชาติจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย เชื้อรา 
และแอคติโนมัยซิส สรางเอนไซมมายอยสลายโปรตีนได ประมาณ 80 เปอรเซ็นตของเอนไซมที่สรางเปนประเภทเอนไซม
ไฮโดรไลติก และพบวา 60 เปอรเซ็นตในจํานวนนั้นเปนเอนไซมโปรทีเอส (Trevan, 1987) จากผลการทดลองครั้งนี้เปนไปไดวา
เชื้อรา C. acutatum อาจสรางเอนไซม protease ไดมากกวา C. capsici และ C. gloeosporioides  จึงยอยสลายสวนของเค
ซีนไดดีกวา ทําใหเกิดการสราง clear zone ไดกวางกวา ส่ิงที่นาสนใจคือเอนไซมที่สรางไดมากกวานี้มีความสัมพันธกับความ
รุนแรงของโรคที่เกิดขึ้นดวยหรือไม สําหรับบางไอโซเลทของเชื้อรา C. acutatum มีการสรางเสนใยเจริญฟูบนผิวหนาอาหาร ซึ่ง
อาจทําใหเกิดความสับสนกับลักษณะของ C. gloeosporioides ดังนั้นการทดสอบบนอาหาร CHM อาจจะชวยสนับสนุนการ
จัดจําแนกใหชัดเจนขึ้นไดอีกทางหนึ่ง โดยสามารถนํามาใชรวมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
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