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ทางคณะผูวิจัยโครงการวิจัยการตรวจหาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสใน
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กําแพงแสน จังหวัดนครปฐม ที่อํานวยความสะดวกและใหความอนุเคราะหในการใชครุภัณฑวิจัยที่เกี่ยวของ

กับการตรวจสอบโครงสรางของเชื้อราในระดับเนื้อเยื่อพืช 
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หัวหนากลุม โดยเฉพาะอยางยิ่งคุณนันต  ทองรัตน สมาชิกกลุม ที่ใหความอนุเคราะหสถานที่ทําการทดลองคือ

สวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองและใหความรวมมือเปนอยางดียิ่งกับทางคณะผูวิจัย 
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บทคัดยอ 

 
                 ทําการสํารวจเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองอายุ  5 ปในแหลงปลูก 

อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ระหวางฤดูการผลิตในเดือนตุลาคม 2552 ถึงเดือนเมษายน 2553 ต้ังแตระยะตัด

แตงถึงระยะเก็บเกี่ยว จํานวนประชากรของเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสทั้งหมด เปลี่ยนแปลงไปตาม

พัฒนาการของมะมวงในแตละชวงอายุและสภาพของอากาศ  การเขตกรรมมีบทบาทสําคัญในการลดการเขา

ทําลายของเชื้อ ดวยวิธีการรักษาความสะอาดในสภาพสวน และกําจัดเศษพืชหลังการตัดแตงกิ่ง ในขณะที่สวน

ที่ไมมีการจัดการจะสงผลใหมะมวงเปนโรครุนแรง การฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราอยางเปนระบบ

ระหวางการเจริญของมะมวงสามารถลดจํานวนประชากรของเชื้อราไดอยางมีนัยสําคัญ โดยไดกําหนด

โปรแกรมฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา ไดแก  คอปเปอรออกไซด  คอปเปอรออกซี่คลอไรด แมนโคเซ็ป 

คารเบนดาซิม อะซอกซี่สโตรบิน และโปรคลอราซ สลับกันทุก 15 วัน รวม 11 คร้ัง ต้ังแตระยะตัดแตงกิ่งจนถึง

ระยะหอผล พบวาใหประสิทธิภาพที่ดีในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวง จากการตรวจสอบใน

หองปฏิบัติการ สามารถแยกเชื้อสวนใหญเปนเชื้อรา Colletotrichum spp.  ซึ่งเปนสาเหตุของโรคแอนแทรค

โนส ไดจากตัวอยางเนื้อเยื่อพืชที่เก็บในระยะตัดแตงกิ่งจนถึงระยะเก็บเกี่ยว  โดยการกระตุนการเจริญของเชื้อ

ราดวยสารพาราควอท  และจากการศึกษาการเขาทําลายของเชื้อในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อของมะมวง

ภายใตกลองจุลทรรศน สามารถแสดงใหเห็นการงอกของโคนิเดียบนผิวใบ และแทงทะลุผานชั้นคิวติเคิลและ

ผนังเซลลโดยอาศัยโครงสรางที่เรียกวาแอพเพรสซอเรียม และเขาไปเจริญเปนเสนใยภายในเซลลอีพิเดอมัล  ใน

จํานวนชนิดของเชื้อรา Colletotrichum  spp. ที่แยกไดจากสวนของดอก กาน  ใบ กิ่งและผลทั้งกอนและหลังเก็บเกี่ยว 

ทั้งหมด  21 ไอโซเลต  ไดใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจําแนกชนิด ตรวจพบวา

เปนเชื้อรา  C. gloeosporioides  จํานวน 15 ไอโซเลต และ C. acutatum จํานวน  6  ไอโซเลต            

             การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคบนใบมะมวงในหองปฏิบัติการ แสดงใหเห็นวาเชื้อทั้ง

สองชนิดสามารถทําใหเกิดอาการของโรคบนใบ โดยสามารถตรวจพบกลุมสปอรสีสมบนรอยแผลไหมสีน้ําตาล

หลังการปลูกเชื้อ 7 วัน  ในการใชวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลเพื่อจําแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคแอน-

แทรคโนส  โดยการเพิ่มปริมาณสวนของ rDNA ITS regions ดวยไพรเมอรที่จําเพาะของเชื้อ C. 

gloeosporioides (CgInt) และ C. acutatum (CaInt2) กับ ITS4 universal primer และการตัดดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะ เพื่อการจําแนกในระดับสปชี่สของเชื้อในปฏิกิริยาพีซีอาร รวมกับวิธีการตรวจสอบ

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ สามารถชวยสนับสนุนและยืนยันผลวา เชื้อรา  C. gloeosporioides  และ 

C. acutatum เปนสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองของแหลงปลูกอําเภอพราว จังหวัด

เชียงใหม. 
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Abstract 
 

              A survey of anthracnose was conducted in ‘Nam Dok Mai Si Thong’ mango orchards at 

Prao district, Chiang Mai Province, from October 2009 to April 2010 with 5 year-old trees of the 

mango from pruning stage to harvesting stage. The total anthracnose pathogen populations varied 

with developmental stage, and with prevailing climatic conditions. The cultural practices played an 

important role on mango infection whereby orchard sanitation and particularly cleaning and 

pruining reduced the infection rates. Orchards with no care, in contrast, yielded the most heavily 

infested mango samples. The impact of a spray fungicide regime during mango development 

significantly decreased the total fungal populations. It was found that every treatment of copper 

oxide, copper oxychloride, mancozeb, carbendazim, azoxystrobin and prochloraz applied at 15 

days interval for 11 times from pruning to before bagging gave good efficacy to control 

anthracnose disease in mango orchards. In a laboratory investigation, Colletotrichum spp. played 

the main role of anthracnose symptom which could be isolated from tissue samples during pruning 

and harvesting. The fungal pathogens were isolated by using paraquat technique to induce the 

growth of the fungi. The internal infection and colonization processes of Colletotrichum spp. on 

mango tissues were examined using histological techniques. The results showed that the conidia of 

Colletotrichum spp. germinated on leaf surface and following cuticular penetration via an 

appressorium, subsequent steps of invasion involved hyphal growth within the cuticle and within 

the cell walls of epidermal cells. Morphological characteristics of 21 Colletotrichum spp. isolates 

were determined.  Fifteen isolates from flower, peduncle, leaf, branch, immature fruit and harvest 

fruit samples were identified as C. gloeosporioides while only six isolates as C. acutatum. 

Pathogenicity tests conducted on detached mango leaves showed that both species were 

pathogenic. Necrotic lesions produced orange conidial masses 7 days after inoculation. Molecular 

identification of the Colletotrichum species was carried out through amplification of rDNA ITS 

regions by means of C. gloeosporioides (CgInt) and C. acutatum (CaInt2) specific primer PCR 

combining the use of ITS4 universal primer. Restriction enzyme digestion technique was applied 

for the determination in species level and additional confirm by specific pairs of primer in 

Polymerase Chain Reaction. Molecular biology characteristic assay was used complementary to 

morphological results and confirmed C. gloeosporioides and C. acutatum causing anthracnose in 

‘Nam Dok Mai Si Thong’ mango orchards at Prao district, Chiang Mai province. 
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สารบาญตาราง 

 
ตารางที ่  หนาที ่

1 ผลประเมินการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงปลูกมะมวงน้ําดอกไมสีทอง

ที่ในระยะการเจริญตางๆ ของมะมวงและชนิดสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา

ที่ใชพนในระยะตางๆ 

13 

2 ความถี่ของการเกิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากตัวอยางมะมวงที่

เก็บในระยะตางๆ ที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 

3 -7 วัน ในสภาพหองปฏบัิติการ 

16 

3 ค า เฉลี่ ย เ ส นผ านศู นย กลาง รอยแผลที่ เ กิ ดขึ้ นบนใบมะม ว ง ใน

หองปฏิบัติการ หลังการปลูกเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสที่แยกไดจากสวน

ตางๆของมะมวงน้ําดอกไมสีทองจากสวนอําเภอพราว  หลังการบมเชื้อไว 

5 ถึง 7 วัน 

26 
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สารบาญภาพ 

 
ภาพที ่  หนาที ่

1 แสดงการจัดเรียงตัวของยีนและสวนอืน่ๆใน  rDNA loci ของ eukaryotes 5 

2 ผลการประเมินการเกิดโรคแอนแทรคโนสที่เกิดขึ้นในระยะการเจริญตางๆของมะมวง

ในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่ใชในการทดลองทั้ง 3 แหลงในเขตอําเภอพราว 

จังหวัดเชียงใหม 

14 

3 ระยะการเจริญเติบโตของตนมะมวงน้าํดอกไมสีทองทีพ่บการเขาทาํลายของโรค 

แอนแทรคโนส 

15 

4 เปอรเซ็นตความถี่ของการเกิดเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่ตรวจพบจากตัวอยาง

มะมวงที่เก็บ ในระยะตางๆที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 

3-7 วัน 

17 

5 ลักษณะของกิ่งกานบริเวณสวนยอด ผล และใบของมะมวงที่ผานการกระตุนดวย 

paraquat แลวบมไวในกลองรักษาความชื้นประมาณ  3 ถึง 5 วัน เกิดกลุมเสนใย

และกลุมสปอรข้ึนบริเวณผิวและมีสีที่ปรากฏแตกตางกัน 

18 

6 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Colletotrichum spp. ที่เจริญบนอาหาร acidified potato 

dextrose agar   

19 

7 ลักษณะ acervulus  (fruiting body)  ที่ประกอบไปดวย conidia และ setae ของ

เชื้อ Colletotrichum spp.ที่เจริญบนผิวใบมะมวง 

20 

8 ลักษณะของโคนิเดียของเชือ้ Colletotrichum spp. 20 

9 เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวง

ที่ตัดดวย microtome ผานการยอมสี cotton blue 

21 

10 เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวง 

แสดงตําแหนงของสปอรหรือ conidium, appressorium, infection vesicle  และ 

subcuticular hypha  

22 

11 ภาพจาก Transmission Electron Microscope  ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของสวน

ขยายพันธุของเชื้อรา Colletotrichum spp. 

22 

12 ภาพจาก Transmission Electron Microscope ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของ 

appressorium ของเชื้อรา Colletotrichum spp. 

23 

13 การจําแนกเชือ้รากอโรคในกลุม Colletotrichum spp. โดยอาศัย polymerase 

chain reaction 

24 
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14 เชื้อรากอโรคในกลุม Colletotrichum spp.ที่แยกจากมะมวงน้ําดอกไมสีทองถูก

จําแนกเปน 2 กลุมคือ C. gloeosporioides และ C. acutatum โดยอาศัยเทคนิค 

ITS-RFLP กับคูของ Primers 

25 

15 ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสบน 

ใบมะมวงในหองปฏิบัติการ 

27 
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การตรวจหาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในมะมวงน้ําดอกไมโดยใชลักษณะ

โครงสรางทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาของมะมวงและวิธีทางอณูชีววิทยา 

Detection of Quiescent Infection of Anthracnose fungal pathogen in “Nam Doc Mai” Mango by 

Using Physiological and Morphological Characteristics of Mango and Molecular Biology Technique 

 
หัวหนาโครงการ 

ดร.ปริญญา จนัทรศรี 

ตําแหนง พนกังานมหาวทิยาลัยสายวิชาการ ตําแหนงนักวิจัย 

สถาบนัวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัเชียงใหม  

วันที่เริ่มสัญญา และวนัทีส่ิ้นสุดสัญญา  
1 เมษายน 2552 – 31 มีนาคม 2553 (ขอขยายเวลาถึง สิงหาคม 2553) 

  
1. บทนํา (Introduction) 

 การผลิตมะมวงเพื่อการสงออกของประเทศไทย ยังประสบปญหากับการเกิดโรคแอนแทรค-โนสในผล

มะมวงหลังเก็บเกี่ยว โดยเฉพาะอยางยิ่งมะมวงน้ําดอกไม เปนมะมวงที่มีศักยภาพสูงในการสงออกไปจําหนาย

ยังตลาดตางประเทศ แตปจจุบันนี้ ปญหาของโรคผลเนาหลังเก็บเกี่ยวที่เกิดจากโรคแอนแทรคโนส นับวาเปน

อุปสรรคที่ สําคัญในการสงออกของมะมวง  ซึ่งโรคนี้ เกิดจากการทําลายของเชื้อรา  Collectotrichum 

gloeosporioides (Penz) Penz and Sacc. สาเหตุที่เกิดโรคนี้ เนื่องจากการปลูกมะมวงของเกษตรกรในพื้นที่

แตละแหง ยังไมมีระบบการจัดการที่ดีในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส ซึ่งควรจะปฏิบัติต้ังแตในสวนจนกระทั่ง

หลังเก็บเกี่ยว จากการที่ขาดระบบการจัดการที่ดี จึงเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดการแพรระบาดเขาทําลายของ

เชื้อรา โดยลักษณะการเขาทําลายของเชื้อราชนิดนี้สามารถเจริญแฝงอยูกับมะมวงในทุกระยะของการ

เจริญเติบโต ต้ังแตระยะแทงชอ ติดดอก ออกผล จนกระทั่งมาปรากฏพบอาการชัดเจนเมื่อมะมวงสุกแกหลัง

เก็บเกี่ยว 

         ปจจุบันเปนที่ทราบดีวาเกษตรกรมีการใชสารเคมีปองกันกําจัดโรคพืชอยางแพรหลายกับสวนมะมวง 

แตยังปรากฏวาไมสามารถควบคุมโรคแอนแทรคโนสไดผล นอกจากนี้ผลกระทบที่ตามมาก็คือความเปนพิษ

ของสารเคมีที่ใชในการปองกันกําจัดโรคที่มีตอผูบริโภค การทําลายระบบนิเวศนและสภาพแวดลอม และการ
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ชักนําใหเชื้อกอโรคพืชเกิดการตานทานตอยามากขึ้น อีกทั้งการใชสารเคมีอยางมากกับผลิตผลทางการเกษตร

ทําใหมีสารตกคาง จึงไมเปนที่ยอมรับในตลาดตางประเทศ เนื่องจากที่ผานมายังไมมีขอมูลที่ชัดเจนเกี่ยวกับ

ลักษณะการเขาทําลายของเชื้อราสาเหตุ โดยเฉพาะอยางยิ่งการเจริญแบบแฝงของเชื้อที่อยูตามสวนตางๆของ

ตนมะมวง หากมีการตรวจสอบถึงลักษณะการเขาทําลายโดยการนําวิธีการทั้งทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยา

ของเชื้อ และวิธีการทางอณูชีววิทยาเขามารวมในการตรวจสอบการเขาทําลายหรือติดตามการเจริญแบบแฝง

ของเชื้อในทุกระยะการเจริญของมะมวง ซึ่งจะไดรับทราบผลการติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อนี้อยาง

ถูกตองและชัดเจนมากยิ่งขึ้น ผลที่ไดจะสามารถนํามาใชเปนเครื่องมือตรวจสอบและประเมินวิธีการที่ปฏิบัติใน

สภาพสวนมะมวง ไมวาจะเปนเรื่องของการปฏิบัติดานเขตกรรม (cultural practice)เพื่อดูแลบํารุงรักษาตน 

และการใชสารเคมี (chemical control measure) ตางๆ วาวิธีการที่นํามาใชในการควบคุมปองกันกําจัดโรค

แอนแทรคโนสที่มีอยูในปจจุบันนั้น แทจริงแลวมีประสิทธิภาพในการปองกันกําจัดเชื้อราสาเหตุของโรคนี้ได

อยางตรงเปาหมายหรือไม  โดยจะสามารถบอกไดถึงการปรากฏอยูของเชื้อรากอโรคในระดับเนื้อเยื่อของพืช 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อตองการทราบและติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในมะมวง
น้ําดอกไมในทุกระยะการเจริญเติบโต ต้ังแตติดดอกจนถึงระยะเก็บเกี่ยว  

2. เพื่อนําวิธีการตรวจสอบทางโครงสรางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาของพืช ใชติดตามดูตําแหนง

การเจริญของเชื้อรา ดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound และ electron microscope และนํามา

ประยุกตใชรวมกับวิธีการทางอณูชีววิทยาที่มีความไวในการตรวจสอบ ไดแกการพัฒนาชุดไพร

เมอร (primer) ที่จําเพาะตอเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides โดยใชเทคนิค ITS-PCR  

3. เพื่อเปนการพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อราที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อพืช สําหรับนําไปใชในการ

ประเมินประสิทธิภาพของวิธีการควบคุมหรือปองกันกําจัดโรคแอนแทรคโนสที่ใชกันอยูในปจจุบัน 

ทั้งการใชสารเคมีและวิธีการทางเขตกรรม วาวิธีการที่ใชควบคุมโรคเหลานี้ สามารถใชไดอยางตรง

เปาหมายและมีประสิทธิภาพดีเพียงใด 

 

ขอบเขตของโครงการวิจยั  

         การตรวจสอบในระดับโครงสรางของเซลลของเนื้อเยื่อของมะมวงโดยอาศัยกลองจุลทรรศนทั่วไปทั้ง

แบบ compound และ stereomicroscope และ transmission electron microscope ใชติดตามดูตําแหนง

การเจริญของเชื้อรา ที่สัมพันธกับระยะตางๆของการเจริญเติบโตและพัฒนาการของมะมวงในระยะการ

บํารุงรักษา จนถึงระยะเก็บเกี่ยว และตัวอยางดังกลาวจะใชวิธีการทางอณูชีววิทยาที่มีความไว(sensitivity) ใน

การตรวจสอบและใหผลที่แนนอนกวา หลักการคือการพัฒนาชุดไพรเมอร (primer) ที่จะใชในปฏิกิริยา PCR ที่

มีความจําเพาะตอ rDNA loci ของเชื้อรา Colletotrichum sp. โดยอาศัยขอมูลที่มีการรายงานถึงการนํา rDNA 
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loci ซึ่งแสดงความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อราชนิดตางๆไดในระดับ genus มาใชอางอิง เพื่อจําแนกเชื้อราและ

ส่ิงมีชีวิตตางๆไดถึงระดับ genus และ species ตอไป และ primer ที่ใชในปฏิกิริยาดังกลาวจะไดรับการ

ออกแบบและพัฒนาใหมีความจําเพาะเจาะจงสูงที่สุด และใหมีความไวสูงจนสามารถใชกับตัวอยางที่เก็บใน

ปริมาณนอยๆจากภาคสนาม เพื่อทําใหเกิดความยืดหยุนในการปฏิบัติงานจริง ขณะเดียวกันจะไดนําวิธีการที่

เกี่ยวเนื่องกับการใชเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes) ที่เหมาะสมบางตัวมาใช เพื่อชวยในการจําแนก

สายพันธุของสิ่งมีชีวิต (ITS-RFLP) ซึ่งไดเคยมีรายงานการวิจัยในตางประเทศถึงการนําไปประยุกตกับการ

ตรวจสอบเชื้อชนิดตางๆแลว รวมกับวิธีการขางตน ขอมูลที่ไดจากการตรวจสอบทั้ง 2 วิธีการ และผลสัมฤทธิ์

ของโครงการ จะสามารถใชเปนแนวทางในการหามาตรการปองกันกําจัดโรคแอนแทรคโนสในมะมวงไดอยาง

ตรงจุด หลังจากที่ไดทราบตําแหนงการเขาเจริญ (colonize) ของเชื้อราในเนื้อเยื่อมะมวงที่อยูในระยะการเจริญ

ตางๆกัน 

 

ตัวชี้วัดความสําเร็จของโครงการ 

สามารถพัฒนาวิธกีารตรวจสอบเชื้อราที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยือ่พืช สําหรับนําไปใชในการ

ประเมินประสทิธิภาพของวธิกีารควบคุมหรือปองกันกําจดัโรคแอนแทรคโนสที่ใชกันอยูในปจจุบัน ใหสามารถ

ควบคุมและกาํจัดเชื้อแฝงไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิง่ขึ้น ทัง้การใชสารเคมีและวิธีการทางเขตกรรมหรืออ่ืนๆ

วาวธิีการที่ใชควบคุมโรคเหลานี้ โดยผลจากการดําเนินการวจิัยนี ้ จะเปนขอมูลพื้นฐานสําคัญทีท่าง

สถาบนัวิจัยเทคโนโลยหีลังการเก็บเกีย่ว มหาวิทยาลยัเชียงใหม สามารถนาํมาพฒันาการตรวจสอบวิเคราะห

เชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสที่เจริญแฝงอยูในผลมะมวง กอนที่จะสงออกไปจําหนายยังตลาดตางประเทศ เปน

การรับประกันใหแกบริษัทผูสงออกดานความเสีย่งตอการเขาทาํลายของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสที่เจริญแฝง

อยู และนอกจากนีจ้ะสามารถนําไปประยุกตใชกับการตรวจในพืชผักผลไมชนิดอื่นๆตอไปในอนาคต 
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2. การตรวจเอกสาร (Literature Reviews) 
 

 จากรายงานที่ไดมีการตรวจสอบในระดับโครงสรางของเซลลของเนื้อเยื่อของมะมวงโดยอาศัยกลอง

จุลทรรศนทั่วไปทั้งแบบ compound และ stereomicroscope และ transmission  electron microscope 

(TEM)  เพื่อดูผลของสภาวะตางๆไดแกอุณหภูมิที่มีตอ lenticel ของมะมวง (เสาวณีย, 2551) ซึ่งวิธีการเตรียม

ตัวอยางเนื้อเยื่อพืชเพื่อใชในการตรวจสอบในระดับโครงสรางเนื้อเยื่อพืชดวยกลองจุลทรรศนนี้ สามารถนํามา

ประยุกตใชกับการติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อรา และจะทําใหทราบถึงตําแหนงของการเจริญของเชื้อรา

ภายในเนื้อเยื่อพืช ที่อาจจะเจริญแฝงอยูในบริเวณชั้น epidermis , cambium และ lenticel ที่เกิดจาก 

parenchyma หรือ cork cambium  ภายหลังจากที่เชื้อเขาสูพืช  

        การนําวิธีการทางอณูชีววิทยาเขามาประยุกตใชในการตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคพืช ถือวาเปนวิธีการที่มี

ความแมนยําในการตรวจสอบ โดยอาศัยหลักพื้นฐานความรูเกี่ยวกับโครงสรางทางพันธุกรรมของสิง่มชีวีติ และ

การสังเคราะหสารพันธุกรรมในระดับโมเลกุล Ribosomal RNA (rRNA) เปนองคประกอบที่จําเปนอยางยิ่งใน

ข้ันตอนการสังเคราะหโปรตีนตางๆของเซลลของ eukaryotic cells ในเซลลที่มีความสามารถหรือมีอัตราการ

สังเคราะหโปรตีนสูงจําเปนตองมีการสังเคราะห rRNA ในปริมาณที่สูงตาม เพื่อใชเปนองคประกอบหลักของ

กระบวนการสังเคราะหโปรตีนนั้น  rRNA ประกอบดวย 3 units คือ small ribosomal subunit (18s RNA) และ 

large ribosomal subunits 2 units (5.8S และ 28S) มีตนแบบการสังเคราะหมาจาก DNA (rDNA) ที่มีการ

เรียงตัวของยีน 3 ชวงนี้ในลักษณะ large tandem arrays ที่ยาวมาก (เรียกโดยรวมวา rDNA loci แสดงดงัภาพ

ที่1) 

        โดยจํานวน repeats ที่ซ้ําและยาวมากนี้ เปนการประกันถึงปริมาณ rRNA จํานวนมากที่เซลลจะสามารถ

ผลิตไดเมื่อตองการ จากการศึกษาพบวาทั้งรูปแบบและลําดับการเรียงตัวของสวน DNA ตางๆใน rDNA loci นี้

มีการเปลี่ยนแปลงนอยมากในชวงระยะเวลาวิวัฒนาการอันยาวนานของแตละสิ่งมีชีวิต จากลักษณะดงักลาวนี ้

ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความจําเพาะเจาะจงของสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด จึงทําใหวิธีการทางอณู

ชีววิทยามีความแมนยําในการตรวจสอบสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ตลอดจนการที่จะนํามาประยุกตใชในการ

ตรวจสอบหาชนิดของเชื้อรากอโรคดวย 
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ภาพที่ 1 แสดงการจัดเรียงตัวของยีนและสวนอื่นๆใน  rDNA loci ของ eukaryotes จะพบการเรียงตัวของ 18S, 5.8S  

 และ 28S ซึ่งถูกนําหนาดวย intergenic spacers (IGS), external transcribed spacer (ETS) cและถูกคั่น 

 ระหวางยีนดวย Internal transcribed spacer (ITS1 และ ITS2) รวมเปน 1 repeat unit  

 (Thomas, H.E. and Eickbush, D.G ., 2007) 

 

       ในปจจุบันมีงานวิจัยหลายเรื่องที่ไดแสดงถึงการศึกษาและการนําลักษณะเฉพาะของลําดับการเรียงตัว

ของ DNA และจํานวนซ้ําของ repeating units ใน rDNA loci มาใชเพื่อหาเอกลักษณและจําแนกสิ่งมีชีวิต

ตางๆออกจากกัน วิธีวิจัยดังกลาวมีความถูกตองแมนยําสูงโดยเฉพาะ เมื่อนําผลที่ไดไปประมวลรวมกับผลทาง

สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา ของสิ่งมีชีวิตตางๆ โดยจํานวนซ้ําใน rDNA loci นี้มีความจําเพาะตอส่ิงมีชีวิตตางๆ  

         เชื้อรากลุม Colletotrichum spp.  เปนเชื้อราที่เปนสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในไมผลหลายชนิด การ

จําแนกชนิดของเชื้อราในกลุมนี้สวนใหญอาศัยหลักพื้นฐานทางสรีรวิทยาเชนเดียวกับที่ใชในการจําแนกเชื้อ

หลายชนิด แตเนื่องจากการที่เชื้อกลุมนี้มีพืชอาศัยที่กวาง หลากหลายชนิด จึงทําใหการจําแนกชนิดของเชื้อ

ตามหลักอนุกรมวิธานแบบเดิม  อาจทําใหการจําแนกชนิดของเชื้อมีโอกาสผิดพลาด ดังนั้นการนําวิธีการ

ทางอนูชีววิทยาระดับโมเลกุลมารวมกับวิธีการตรวจสอบทางลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ จะสามารถชวยให

การจําแนกชนิดของเชื้อไดถูกตองมากยิ่งขึ้น (Whitelaw-Weckert et al., 2007) 

            การใช oligonucleotides ที่จําเพาะเจาะจงกับเชื้อในกลุม Colletotrichum spp. ไดมีการใชกันอยาง

แพรหลายในการแยกความแตกตางในระดับ species ของเชื้อกลุมนี้โดยวิธี Polymerase Chain reaction 

(PCR)  (Freeman et al.,  1998) ดวยเหตุนี้การนําวิธีการทางอนูชีววิทยารวมกับวิธีจําแนกแบบเดิมที่ใชลักษณะ

สัณฐานวิทยาของเชื้อหรือ conventional identification techniques จะเปนประโยชนในการชวยจําแนกชนิดของ

เช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพืชหลายชนิด 

            หทัยชนก (2546) รายงานการสรางชุด primer เพื่อใชในการตรวจหาการปนเปอนของ Colletotrichum 

spp. ซึ่งเปนสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในเมล็ดพริก โดยอาศัยวิธี PCR ซึ่งโดยหลักการแลวอาศัย

ความจําเพาะเจาะจงของลําดับการเรียงตัวของ DNA ใน ITS region เฉพาะ Colletotrichum ทําใหจําแนกการ

มีอยูของเชื้อราดังกลาวออกจากเชื้อแอบแฝงชนิดอื่นๆได  



-6- 
 

  

            Jitareerat และคณะ(2006) รายงานการตรวจการปนเปอนแอบแฝงของ Colletotrichum 

gloeosporioides ใน มะมวงที่ยังดิบหรือเขียวอยู ออกจากเชื้อชนิดอื่นๆ โดยอาศัยลักษณะเฉพาะของการเรียง

ตัวของ DNA ในบริเวณเดียวกันทําใหสามารถแยก Colletotrichum ออกจาก Phomopsis sp., Lasiodiplodia 

sp. และ Aspergilus sp. ได เปนตน 

            Pandey และคณะ  (2003) ไดอาศัยวิธีการที่เรียกวา ITS-RFLP ซึ่งโดยหลักการก็คือการเพิ่มปริมาณ 

DNA fragments จาก conserved region ใน rDNA loci ของสิ่งมีชีวิตตางๆที่ตองการศึกษา จากนั้นนํามาตัด

หรือยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme ) ที่เหมาะสม ซึ่งทําใหสามารถแยกความแตกตางของ

เชื้อรา Guignardia sp. ไดในระดับ species ได  

            โดยสรุปจะเห็นไดวาวิธีทางอณูชีววิทยาดังกลาว เมื่อนํามาประยุกตเขารวมกับวิธีการตรวจทาง

โครงสรางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาในระดับเนื้อเยื่อพืชเพื่อติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อรากอโรค จะ

เพิ่มความถูกตองแมนยํา ใหกับผลการทดสอบไดเปนอยางมากและสามารถใชเปนวิธีการประเมินผลเพื่อ

ตรวจสอบวาวิธีการที่ใชในการควบคุมหรือปองกันกําจัดโรคแอนแทรคโนสในปจจุบัน มีประสิทธิภาพเพียงใด 

ในการลดหรือกําจัดปริมาณเชื้อราสาเหตุของโรคแอนแทรคโนส 
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3. วธิีการดําเนินงานวิจัย (Methodology) 
3.1 การเลือกพื้นที่สําหรับเก็บตัวอยางเพื่อแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสและใชเปน   
      แปลงทดสอบ 
เลือกพื้นที่ทดลองเปนสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองในเขตอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหมโดยเลือกสวน

ทดสอบ 3 แปลง แปลงละจํานวน 25 ตน ตนมะมวงอายุเฉลี่ย 5 ป ของสมาชิกกลุมผูผลิตมะมวงเพื่อการ

สงออก อ.พราว 78 ม.4 ต.ปาไหน อ.พราว จ.เชียงใหม ซึ่งประกอบดวยสวนที่ 1  มีการระบบการควบคุมโรค 

โดยวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรามาแลว 1 ป สวนที่ 2 เปนแปลงใหมที่วางระบบการ

ควบคุมโรค และสวนที่ 3 เปนสวนที่มีประวัติการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส การวางระบบการควบคุม

โรคแอนแทรคโนสเริ่มจากการจัดการสภาพสวนดวยการเขตกรรมคือวิธีการรักษาความสะอาดในสภาพสวน 

และกําจัดเศษพืชหลังการตัดแตงกิ่ง และการกําจัดวัชพืชภายในสวนตลอดระยะเวลาทดลอง และฉีดพน

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราประเภทสารสัมผัส ไดแก คอปเปอรออกซี่คลอไรด  คอปเปอรออกไซด และแมนโค

เซ็บ สารประเภทดูดซึม ไดแก คารเบนดาซิม โปรคลอราซ และอะซอกซี่สโตรบิน (ที่เกษตรกรใชเปนประจําใน

พื้นที่) โดยฉีดพนสลับกันระหวางสารสัมผัสและสารชนิดดูดซึมในอัตราที่แนะนําขางฉลาก ทุก 2 สัปดาห รวม 

15  คร้ัง ต้ังแตระยะหลังตัดแตงกิ่ง (ตุลาคม 2552 ) จนถึงระยะหอผล (มีนาคม 2553) ดวยเครื่องพนสารแบบ

เครื่องยนต (High pressure engine sprayer) ใชปริมาณน้ําเฉลี่ย 5 ลิตรตอตน ในสวนที่ 1 และ 2 ในขณะที่

สวนที่ 3 ใชเปนสวนเปรียบเทียบคือมีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร กําหนดเกณฑในการประเมินโรค

แอนแทรคโนส คิดจากพื้นที่ตลอดทรงพุมของตนที่แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส ซึ่งใหระดับคะแนนตาม

เกณฑ ดังนี้ 

0 =  ไมพบการเกิดโรค หรือไมมีรอยแผล (ระดับดี) 

1 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่1- 25%  (ระดับปกติ) 

2 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่21- 50% (ระดับปานกลาง) 

3 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่51- 80% (ระดับรุนแรง) 

4 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที่มากกวา 80% หรือใบตาย (ระดับรุนแรงมาก) 

 

โดยนํามาใชประเมินการเกิดโรคในแปลงทดสอบ และแปลงที่มีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร 

เพื่อใชเปนตัวเปรียบเทียบ  ตรวจผลโดยใหคะแนนอาการของโรคทุก 2 สัปดาหกอนการพนสารเคมีคร้ังตอไป 

จนกระทั่งระยะอายุผล 110  วันหลังดอกบาน  และเก็บตัวอยางทุกครั้งกอนการฉีดพนสารเคมีในแตละครั้ง 

เพื่อมาทําการแยกเชื้อราสาเหตุโดยการใช paraquat  ชักนําใหเนื้อเยื่อสลายและกระตุนใหสวนขยายพันธุของ

เชื้อราปรากฏ โดยนําตัวอยางมะมวงที่เก็บมาในระยะตางๆแชใน 95% ethanol 30 วินาที  NaOCl  2%  5 นาท ี

และ  0.4% paraquat  5 นาที ผ่ึงใหแหง บมไวในกลองเก็บรักษาความชื้น จนสวนขยายพันธุของเชื้อราปรากฏ  

นํามาเพาะเลี้ยงบน acidified potato dextrose agar ( PDA + 25 %  lactic acid อัตรา 0.1%) ทําการแยก
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เชื้อบริสุทธิ์และเพาะเลี้ยงไวบนอาหาร PDA  โดยทั้งหมดนี้จะทําการเก็บตัวอยางมะมวงตั้งแตระยะหลังตัดแตง

กิ่ง และแตกชอใบใหม ระยะดอก ระยะผลออน ระยะผลแกและผลหลังเก็บเกี่ยว  
 

3.2 การตรวจสอบการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงทุกระยะการ
เจริญในสภาพสวนจนถึงผลมะมวงหลังเก็บเกี่ยว 

               3.2.1 การตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อของพืช 

                     ตัวอยางมะมวงที่เก็บทุกระยะการเจริญของมะมวง ไดแกสวน กิ่งกานและใบ นํามาศึกษา

โครงสรางโดยรวมภายใต stereomicroscope เพื่อตรวจบริเวณที่จะนํามาตัดชิ้นสวนพืชดวย microtome ใหมี

ความหนาประมาณ 0.01 มม. ยอมเนื้อเยื่อดวย cotton blue ศึกษาภายใต compound microscope เพื่อ

ตรวจสอบตําแหนงการเจริญของเชื้อภายในเนื้อเยื่อ  และเพื่อติดตามพัฒนาการของเชื้อที่เขาทําลายพืชใน

ระดับเซลลจากเนื้อเยื่อบริเวณเดียวกัน ไดนํามาเตรียมตัวอยางดวยขั้นตอนดังนี้คือ Primary fixative ดวย 

glutaraldehyde 2.5 %  ใน ใน 0.1 M phosphate buffer  (pH 6.8) เปนเวลา 24 ชม. แลวใช OsO4 1%ใน 

phosphate buffer เปน post fixative จากนั้นผานขั้นตอนการทํา Dehydration ตามลําดับต้ังแต 35%  50%  

70%  80%  90% และ 100% infiltrate ดวย acetone เพื่อแทนที่น้ํา กอนนําไป embedding และ 

polymerization ในแมพิมพ (JB-4 Embedding Medium Polysciences, Inc., Warrington, PA) เททับดวย 

resin เหลวใหเต็มทิ้งไวที่อุณหภูมิ 70 °C  เจือจาง (dilution)  resin 1:2, 1:1, 2:1, 1:0, และ 1:0 ใน 95 % 

ethanol กอนนําไปตัดดวย ultramicrotome (Model 820; American Optical, NY) ชิ้นสวนที่ตัดความหนา 3 

μm นํามายอม 0.05% acid fuchsin เปนเวลา 2 นาที แ ล ว ล า ง ออกด ว ยน้ํา ก ลั่ น  mounted บน glass 

slides แลวตรวจสอบภายใต compound  microscope  และชิ้นสวนที่ยอมดวย uranyl acetate และ lead 

acetate แลวตรวจสอบภายใต Transmission electron microscope (TEM)     

              3.2.2 การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและวิธีการทางอณู

ชีววิทยาระดับโมเลกุล   

             ก) การวินิจฉัยโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่แยกไดจากตัวอยางมะมวงในขอ 1 ที่เก็บในระยะหลังตัดแตงกิ่ง และ

แตกชอใบใหม ระยะดอก ระยะผลออน ระยะผลแกและผลหลังเก็บเกี่ยว ทั้งที่แสดงและยังไมแสดงรอยแผล

ของโรค มากระตุนดวย paraquat และแยกเชื้อบริสุทธิ์ไวบนอาหาร acidified PDA  นํามาตรวจสอบลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาโดยตรวจจาก ลักษณะสีโคโลนี รูปรางและขนาดของโคนิเดีย เปนตน เทียบกับเอกสารอางองิ 

และทําการจัดกลุมเชื้อที่แยกได  

              ข) การวินิจฉัยโดยอาศัยวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุล   

การใชเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction) -  นําเชื้อราแตละไอโซเลตที่แยกไดมามาสกัด 

DNA โดยเก็บสวนของเสนใยและสปอรของเชื้อราที่เจริญบนอาหาร PDA ลงใน microfuge tube ขนาด 2 ml  
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ใหไดประมาณ 3 ใน 4 ของหลอด ซึ่งใชวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Freeman และคณะ (2000)  และจากตัวอยาง

มะมวง ทั้งที่แสดงและยังไมแสดงรอยแผลของโรค โดยการเตรียม DNA อาศัยวิธีมาตรฐานของ Sambrook 

และ MacCallum (2001) แลวสกัด DNA ดวย Fungal genomic DNA extraction kit (Favogen, USA.) ทํา

การเพิ่มปริมาณของ   DNA ดวยไพรเมอร (primer) ITS-1 5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’ และ 

ITS-4 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’ คูกับไพรเมอรของ C. gloeosporioides (CgInt) 

(GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG) และ C. acutatum (CaInt2) (GGGGAAGCCTCTCGCGG) 

 ในการทาํปฏิกิริยา PCR ดังนี ้  PCR reactions total volume = 20 μl ประกอบดวย genomic DNA 

10 – 100 ng, 1X Tag buffer  (Vivantis, Poland), 10mM Tris-HCL ,pH 9.0 ; 50 mM KCL, dNTP อยางละ 

0.2 mM, ไพรเมอรอยางละ1 μM ,Taq polymerase 0.5 Unit (Vivantis, Poland), MgCl2 1.5 mM  นําไปเขา

เครื่องเพิ่มปริมาณสารพนัธกุรรม (PTC-Thermocycler ; MJ Research, Inc., Watertown, MA) โดยปรับ 

PCR condition ดังนี้  initial DNA denaturation 5 นาททีี่  95 °C ตามดวย 25 รอบของ 30 วนิาท ีที่ 95°C, 

30  วินาท ีที่ 55°C และ 30  วินาท ี 72°C หลังจากที่ทาํปฏิกริยาครบจํานวนรอบทั้งหมดแลวบมตอที ่ 72°C 

เปนเวลา 5 นาท ีนาํ PCR product ที่ได มาตรวจสอบดวย gel electrophoresis  บน  1.5  % agarose gel ใน 

Tris-acetate-EDTA buffer ยอมใน ethidium bromide แลวตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต เพื่อทาํการ

ตรวจสอบความแตกตางของชนิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส   (positive controls คือ C. acutatum CIAT 

isolate : TOM 021 และ C. gloeosporioides CIAT isolate : 1613 negative control คือ C. fragariae 

isolate : 120-S )  

    การวินิจฉัยโดยอาศัยเทคนิค ITS-RFLP - คูของ Primers ที่ใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA จาก 

ITS region ของ rDNA จาก ตัวอยาง DNA ที่เตรียมไดจากเสนใยของเชื้อรา รวมทั้งเงื่อนไขตางๆที่ใชในการทํา

การทดลอง อาศัยวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Pandey และคณะผูวิจัย  (2003) โดยการทํา ITS-RFLP นั้น PCR 

products ที่ไดจากแตละตัวอยาง จะถูกนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes)  
 
Restriction enzyme digestion of amplified rDNA  
              ทําการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนของ ribosomal DNA ในชวง ITS1-5.8s-ITS2 ของ mitochondria 

โดยคู primer ITS-1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) และ ITS-4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-

3’) ปฏิกิริยา PCR (20 μl) ประกอบดวย DNA template 10 ng, 1X Taq polymerase buffer  dNTPs อยาง

ละ 0.2 mM, ไพรเมอรอยางละ1 μM, Taq polymerase 1 Unit (Vivantis, Chino, USA.) จากนั้นนําไปเขา

เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (BIO-RAD PTC—200, BIO-RAD, USA.)โดยปรับ PCR condition ดังนี้ 

initial DNA denaturation 5 นาทีที่  95 °C ตามดวย 30 วินาที ที่ 95°C, 30  วินาที ที่ 55°C และ 30  วินาที 

72°C (รวม 25 รอบ) และที่ 72°C เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทําการตัด PCR products ดังกลาวดวย RsaI และ 

HaeIII แยกกัน โดยในหลอดทดลองประกอบดวย reaction buffer 1x, PCR products 10-15 ng และ 200 U 
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ของ RsaI และ HaeIII และ distilled water นําไปบมที่ 37°C นาน 6 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่ 85°C นาน 

10 นาที จากนั้นนําผลผลิตที่ไดไปตรวจสอบโดยการทํา gel electrophoresis  บน agarose gel (1.5%)  ใน 

0.5x Tris-boric acid-EDTA buffer   
 
Species specific amplification by PCR  
               ทําการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนของดีเอ็นเอใน mitochondria ในชวง ITS1-5.8s-ITS2 โดยอาศัยคู

ของ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงในระดับ specie ของ Colletotrichum spp. โดยอาศัยเทคนิค PCR  ซึ่ง

ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Freeman และคณะ (2000)  

ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบ C. acutatum  คือ  

 

5’-GGGGAAGCCTCTCGCGG-3’  (CaInt2) 

 

และที่ใชในการตรวจสอบ  C. gloeosporioides คือ 

 

5’-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3’ (CgInt) 

 

              โดยแตละตัวจะใชคูกับ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)  ปฏิกิริยา PCR (20 μl) 

ประกอบดวย DNA template 10 – 100 ng, 1X Taq buffer  dNTPs อยางละ 0.2 mM, ไพรเมอรอยางละ1 

μM, Taq polymerase 0.5 Unit (Vivantis, Chino, USA.) จากนั้นนําไปเขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

(BIO-RAD PTC—200  , BIO-RAD,  USA.)โดยปรับ PCR condition ดังนี้  initial DNA denaturation 5 นาที

ที่  95 °C ตามดวย 30 วินาที ที่ 95°C, 30  วินาที ที่ 55°C และ 30  วินาที 72°C (รวมทั้งสิ้น 25 รอบ) และที่ 

72°C เปนเวลา 5 นาที นําผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ไดมาตรวจสอบโดยการทํา gel electrophoresis  บน 

agarose gel (1.5%)  ใน 0.5x Tris-acetate-EDTA buffer นํามายอมในเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 

bromide) แลวตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต   

 

3.2.3 การวินจิฉัยผลและสรุปขอมูล 

           ผลการทดลองที่ไดจากการตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค PCR และ ITS-RFLP จะถูกประมวล

รวมกัน การทดลองในสวนของ PCR จะทําอยางนอย 3 คร้ังในแตละชุดการทดลองยอย เพื่อยืนยันความ

ถูกตองของระบบ PCR กอนจะสรุปผลรวมกับการตรวจสอบเชื้อในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อพืช  
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3.3 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อราสาเหตุที่แยกจากมะมวง 
เชื้อราที่ผานการตรวจสอบทางลักษณะสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยาระดับโมเลกุล นํามาเพาะเลี้ยงเปน

เชื้อบริสุทธิ์บนอาหาร  acidified PDA  บมไวจนสรางกลุมสปอรบนเสนใยบนอาหาร แลวขูดสวนสปอรมาเตรียมเปนสาร

แขวนลอยของสปอร( spore suspension ) ใหมีความเขมขน 106  สปอรตอ มล. ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ปลูกเชื้อบนใบ

มะมวงน้ําดอกไมสีทองที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวดวยการเช็ดผิวใบดวย  70%  ethanol   แลวหยดสปอรของเชื้อปริมาตร 

50 μl ลงบนรอยแผลที่ใชเข็มเขี่ยลนไฟฆาเชื้อแลวทําแผลบนใบ บมไวในกลองบมเชื้อ 5 - 7 วัน โดยรักษาความชื้น

สัมพัทธประมาณ 95% บันทึกอาการเกิดโรค 
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4. ผลการทดลอง 
4.1 การเก็บตัวอยางและแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส 
ใชสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองเขตอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ของคุณนันต ทองรัตน  (ซึ่งเปนสมาชกิ

กลุมผูผลิตมะมวงเพื่อการสงออก อ.พราว 78 ม.4 ต.ปาไหน อ.พราว จ.เชียงใหม ซึ่งมีคุณเจริญ คุมสุภา เปน

ประธานกลุม) โดยใชสวนของคุณนันต ทองรัตน  เปนพื้นที่สวนมะมวงสําหรับใชในการทดลองของโครงการ 

การจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะมวงน้ําดอกไมเพื่อการสงออกเปนโครงการที่ไดรับการ

สนับสนุนจากศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว ในปงบประมาณ 2551 จํานวนตน 25 ตน เพื่อใชเปน

แปลงทดสอบหลักและใชสวนใกลเคียงอีก 2 แหลง  เพื่อเปนการศึกษาเปรียบเทียบการเจริญแบบแฝงของเชื้อ

ราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพื้นที่สวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองบริเวณขางเคียงที่ไมเคยวางระบบการควบคุม

โรคแอนแทรคโนส จํานวนอีก 25 ตน เพื่อนํามาวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีเชนเดียวกับแปลงทดสอบหลัก 

โดยใชเปนแปลงทดสอบรอง และเลือกตนมะมวงอีก 25 ตนสําหรับใชเปนแปลงควบคุม (control) สําหรับการ

วางระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในปที่ 2 ในแปลงทดสอบหลัก วางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกัน

กําจัดเชื้อราเชนเดียวกับชวงฤดูกาลปลูกในปที่ผานมา ซึ่งไดเร่ิมโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกาํจดัเชือ้รา

ต้ังแตเดือนตุลาคม 2552 หลังจากที่เกษตรกรมีการตัดแตงกิ่งรอบ 2 โดยฉีดพนสารเคมีชนิดสัมผัสสลับกับสาร

ดูดซึม ทุก 2 สัปดาห จนกระทั่งถึงระยะหอผลจึงหยุดการฉีดพนสารเคมี และกอนการฉีดพนสารเคมีแตละครั้ง 

เก็บตัวอยางมะมวงมาทําการแยกเชื้อในหองปฏิบัติการ ตามระยะตางๆของการเจริญเติบโตของมะมวง โดย

ตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆ การประเมินผลการเกิดโรคแอนแทรคโนสที่ดูจากลักษณะอาการที่ปรากฏ

ในแปลงที่ใชทดสอบ และโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราแสดงไวในตารางที่ 1 และ ภาพที่ 2 

และ 3 
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ตารางที ่1 ผลประเมินการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงปลูกมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่ในระยะการเจริญ 

ตางๆ ของมะมวงและชนิดสารเคมีปองกนักําจัดเชื้อราที่ใชพนในระยะตางๆ 

 
ระยะการเจริญ สารเคมีที่ใชพน แปลงทดสอบที่1 

(แปลงทดสอบหลัก) 
แปลงทดสอบที่2 
(แปลงทดสอบรอง) 

แปลงทดสอบที่3 
(แปลงเปรียบเทียบ) 

กอนตัดแตง - 2.5 1.7 2.2 

หลังตัดแตงกิ่ง  คอปเปอรออกซี่คลอไรด  2 1.5 2.7 

แตกชอ  คารเบนดาซิม  1.7 1.7 1.7 

ติดดอก แมนโคเซป 1.9 1.6 1.9 

ติดดอก อมิสตา 1.5 1.3 1.7 

ดอกตูม-เริ่มบาน คอปเปอรออกไซด 1.5 1.5 1.4 

ดอกบานเต็มที่ โปรคลอราซ 1.5 1.6 1.6 

ผลออน คอปเปอรออกซี่คลอไรด 1.6 1.2 2.5 

ผลออน อมิสตา 1.5 1.9 2.4 

50 วันหลังดอกบาน แมนโคเซป 1.7 1.8 1.5 

70 วันหลังดอกบาน โปรคลอราซ 2 2.2 2.7 

80 วันหลังดอกบาน คอปเปอรออกไซด 2.4 1.9 2.8 

100 วันหลังดอกบาน - 1.5 1.7 3.3 

110 วันหลังดอกบาน - 1.2 1.6 2.7 

ระยะเก็บเกี่ยว - 1.9 2.2 3.2 

 

0 =  ไมพบการเกิดโรค หรือไมมีรอยแผล (ระดับดี)  

1 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่1- 25%  (ระดับปกติ)  

2 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่21- 50% (ระดับปานกลาง)  

3 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่51- 80% (ระดับรุนแรง)  

4 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที่มากกวา 80% หรือใบตาย (ระดับรุนแรงมาก) 
disease assessment by visual rating : 0 - 4 
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ภาพที ่2 ผลการประเมนิการเกิดโรคแอนแทรคโนสที่เกิดขึ้นในระยะการเจริญตางๆของมะมวงในสวน 

มะมวงน้าํดอกไมสีทองที่ใชในการทดลองทั้ง 3 แหลงในเขตอําเภอพราว จังหวัดเชยีงใหม 
 
          เมื่อนําตัวอยางจากสวนตางๆของตนมะมวงมาตรวจสอบความถี่ในการเกิดเชื้อสาเหตุโรคที่เจริญจาก

ตัวอยางทดสอบ โดยการกระตุนดวย paraquat ผลจากตารางที่ 2 และภาพที่ 4 แสดงใหเห็นวาการจัดการ

ระบบการควบคุมโรคนั้นมีแนวโนมวาสามารถลดการเกิดของโรคไดโดยจะเห็นวาความถี่ของการเกิดโรคลดลง

ไดมากในระยะตั้งแตตัดแตงกิ่งไปจนถึงติดผลออน หลังจากนั้นพบวาความถี่ของการเกิดโรคสูงขึ้นเนื่องมาจาก

สภาพอาการที่แปรปรวนมีฝนและหมอกลงดังที่กลาวไปแลวในขางตน แตตอมาความถี่ของการเกิดโรคก็ลดลง

ตามลําดับ ซึ่งเมื่อเทียบกับแปลงที่ไมไดรับการจัดการระบบการควบคุมโรคก็แสดงใหเห็นวามีอาการของโรค

เกิดขึ้นสูงกวาแปลงที่มีการจัดการ 
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ภาพที ่3  ระยะการเจริญเติบโตของตนมะมวงน้าํดอกไมสีทองทีพ่บการเขาทําลายของโรคแอนแทรคโนส  

(ก) ระยะแตกใบออน (ข) ระยะใบแก และ (ค) ระยะออกดอก 

 

 
 
 
 
 
 

(ก) (ข) 

(ค) 
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ตารางที่ 2 ความถี่ของการเกิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากตวัอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆ 

ที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 3 -7 วัน ในสภาพหองปฏบัิติการ 
 

ความถี่ในการพบเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
(%) 

ระยะการเจรญิของมะมวง 
แปลง

ทดสอบที ่1 
แปลง

ทดสอบที่ 2 
แปลง

เปรียบเทยีบ 

กอนตัดแตง 53 65 67.5 

หลังตัดแตงกิง่  23 27.5 37.5 

แตกชอ  18 25 30 

ติดดอก 15 27.5 32.5 

ติดดอก 13 17.5 22.5 

ดอกตูม-เร่ิมบาน 33 15 15 

ดอกบานเต็มที ่ 10 10 15 

ผลออน 35 62.5 57.5 

ผลออน 48 55 45 

50 วันหลังดอกบาน 38 65 70 

70 วันหลังดอกบาน 63 55 55 

80 วันหลังดอกบาน 53 65 35 

100 วันหลังดอกบาน 43 45 55 

110 วันหลังดอกบาน 40 15 35 

ผลหลังการเกบ็เกี่ยว 25 15 32.5 
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 ภาพที่ 4 เปอรเซ็นตความถี่ของการเกิดเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่ตรวจพบจากตัวอยางมะมวงที่ 

เก็บในระยะตางๆที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 3-7 วัน 

 

 
4.2  ผลการแยกเชื้อราและการตรวจสอบชนิดของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนส 

 ตัวอยางมะมวงทุกระยะการเจริญ ที่ผานการกระตุนดวยสาร paraquat พบวาเนื้อเยื่อสวนบริเวณใบ

พืชจะเสื่อมสภาพเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีน้ําตาลออกดํา เกิดกลุมของเสนใยและสปอรของเชื้อ เกาะอยูบริเวณ

ผิวตัวอยางพืชที่ใชทดสอบ โดยพบลักษณะของกลุมสปอร (spore mass) มีระดับสีที่แตกตางกันตั้งแตน้ําตาล

แดง เหลือง และสม โดยเฉพาะกลุมสปอรสีสมที่เกิดขึ้นชัดเจนบนรอยแผลของผล แสดงใหเห็นความ

หลากหลายของสายพันธุของเชื้อราสาเหตุโรค (ภาพที่ 5) 
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ภาพที่ 5 ลักษณะของกิ่งกานบริเวณสวนยอด ผล และใบของมะมวงที่ผานการกระตุนดวย paraquat 

แลวบมไวในกลองรักษาความชื้นประมาณ  3 ถึง 5 วัน เกิดกลุมเสนใยและกลุมสปอร        

ข้ึนบริเวณผิวและมีสีที่ปรากฏแตกตางกัน 
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   เมื่อนําเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดจากสวนของ ดอก  กิ่งกาน  ใบ และผลของมะมวงทั้งกอนและหลังเก็บเกี่ยว 

มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร acidified  PDA เพื่อแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ สามารถจัดจําแนกเชื้อในกลุม Colletotrichum 

spp.ไดจํานวนทั้งหมด  21 ไอโซเลต ที่ทําการคัดแยกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏโดยตรวจสอบ

ลักษณะของโคโลนีและการสรางกลุมสปอรที่เจริญบนอาหาร PDA ตลอดจนการตรวจสอบลักษณะของ

โครงสราง fruiting body ที่เรียกวา acervulus ที่ประกอบไปดวยสปอรหรือโคนิเดีย (spore or conidia) และ 

setae หรือ spines ของเชื้อ Colletotrichum spp. ที่เจริญบนผิวใบมะมวง (ภาพที่ 6 และ 7) ภายใตกลอง

จุลทรรศน Compound microscope โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับเอกสารอางอิง (Barnet 

and Barry,  2003)  สามารถจัดแบงเปน 2 กลุม คือกลุมที่มีลักษณะของโคนิเดียคอนขางยาวเปนรูป

ทรงกระบอกหัวทายมน มีความยาวตั้งแต 12  -  20 μm  และกวาง   3.5 - 6  μm และมีลักษณะของเสนใยเปน

สีเทาออกเขียว  ซึ่งกําหนดเปนกลุมไอโซเลต P5Rn   ซึ่งประกอบดวย P5R1 ถึง P5R15   และกลุมที่มีลักษณะ

ของโคนิเดียคอนขางรีหัวทายแหลมมีความยาวตั้งแต 8 - 13 μm  และกวาง 2 - 5 μm  และมีลักษณะของเสน

ใยเปนสีเทาซึ่งกําหนดเปนกลุมไอโซเลต P6Rn ซึ่งประกอบดวย P6R1 ถึง P6R6 (ภาพที่ 8) 

 
ภาพที่ 6 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Colletotrichum spp. ที่เจริญบนอาหาร acidified potato dextrose 

agar  กลุมไอโซเลต P5Rn (A)  มีลักษณะของเสนใยเปนสีเทาออกเขยีว สรางกลุมสปอรสี

เหลืองและกลุมไอโซเลต P6Rn (B) มีลักษณะของเสนใยเปนสีเทา สรางกลุมสปอรสีสม 
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ภาพที่ 7   ลักษณะ acervulus  (fruiting body)  ที่ประกอบไปดวย conidia และ setae  

ของเชื้อ Colletotrichum spp.ที่เจริญบนผิวใบมะมวง ที่ตรวจภายใตกลองจุลทรรศน 

(Compound microscope) กําลังขยาย 40 เทา กลุมไอโซเลต P5Rn (A) และกลุม 

ไอโซเลต P6Rn (B) 

 

 
ภาพที่ 8    ลักษณะของโคนิเดียของเชื้อ Colletotrichum spp. กลุมไอโซเลต P5Rn  (A) 

                                  และลกัษณะของโคนิเดียของเชื้อ Colletotrichum spp. กลุมไอโซเลต P6Rn (B) 

 

A B 

A B 
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4.2.1  การตรวจสอบเชื้อรากอโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อของพืช 
               ตัวอยางมะมวงทีเ่ก็บจากระยะตางๆของการเจริญ ไดแก สวนยอดหรือกิ่งออน ที่เกิดขึ้นหลงัการตัด

แตง นํามาศกึษาโครงสรางโดยรวมภายใตกลองชนิด stereomicroscope เพือ่ตรวจบริเวณที่จะนํามาตัด

ชิ้นสวนพชืดวย microtome ใหมีความหนาประมาณ 0.01 มม. ยอมเนื้อเยื่อดวยสี cotton blue ศึกษาภายใต

กลอง compound microscope ที่แสดงใหเหน็การแทง (penetration) ของเสนใยของเชื้อภายในเนื้อเยื่อพืช 

หรือ internal hypha ที่งอกมาจาก appressorium (ภาพที่ 9) และติดตามพัฒนาการของเชื้อที่เขาทําลายพชื

ในระดับเซลลจากเนื้อเยื่อจากสวนใบมะมวงที่ผานการเตรียมตัวอยางแลวตัดดวยเครื่อง ultramicrotome เพื่อ

ตรวจดูการเจรญิของเชื้อภายในเนื้อเยื่อพชืภายใตกลอง compound microscope ไดแสดงใหเหน็ลักษณะของ

เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวงและตําแหนงของสปอรหรือ

โคนิเดีย appressorium และเสนใยที่เจริญภายในเนื้อเยื่อพืช (subcuticular hypha) ที่เจริญแฝงอยูในภายใน

เซลล epidermal และเสนใยภายในเนื้อเยื่อพืช (internal hyphae) ที่งอกมาจาก appressorium  ภายใน

โครงสรางระดบัเนื้อเยื่อบริเวณปากใบ (ภาพที่ 8) และการตรวจสอบภายใตกลอง Transmission Electron 

Microscope (TEM) แสดงใหเห็นโครงสรางสวนขยายพนัธุของเชื้อรา Colletotrichum spp. จากตวัอยาง

มะมวงบริเวณยอดที่เก็บในระยะหลังตัดแตงกิ่ง และใบมะมวงที่นาํมาตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายใน

โครงสรางในระดับเนื้อเยื่อ (ภาพที ่10  และ 11)    

 

 
 

ภาพที่ 9  เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวงที่ตัดดวย 

                 microtome ผานการยอมสี cotton blue แลวตรวจภายใต compound microscope 

               แสดงตําแหนงการแทงทะล ุ(penetration) ของเสนใยของเชื้อภายในเนื้อเยื่อพืช หรือ 

               internal hypha (ih) ที่งอกมาจาก appressorium (ap)  (Bar =10 micrometer) 

 

 

10 µm 
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ภาพที่ 10 เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวง แสดง

ตําแหนงของสปอรหรือ conidium (cn) appressorium (ap), infection vesicle (iv),  และ 

subcuticular hypha (sh) ที่เจริญแฝงอยูในภายในเซลล epidermal (ภาพซาย) และแสดง

เสนใยภายในเนื้อเยื่อพืช (internal hyphae (ih1,2,3) ที่งอกมาจาก appressorium (ap)  

(ภาพขวา )  (Bar =10 micrometer) 

 

 
 
 
ภาพที่ 11 ภาพจาก Transmission Electron Microscope   ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของสวนขยายพันธุ 

ของเชื้อรา Colletotrichum spp. จากตัวอยางมะมวงบริเวณยอด ที่เก็บในระยะหลังตัดแตง

กิ่งที่นํามาตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อ [c = cuticle; f = เชื้อ

รา (fungal cell); hw = ผนังเซลลพืช (host wall)]   (Bar = 2 micrometer) 

 

10 µm 10 µm 

2 µm 
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ภาพที่ 12 ภาพจาก Transmission Electron Microscope ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของ appressorium  

(ภาพซาย) ของเชื้อรา Colletotrichum spp. ที่แทงทะลุ (penetrate) ผานเซลลเนื้อเยื่อใบ

มะมวงที่นํามาตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อ และสวนของเสน

ใยที่แทงทะลุผานเซลลเนื้อเยื่อของใบมะมวง (ภาพขวา) f = fungal cell (เชื้อรา);  m = 

mesophyll (มีโซฟลล) ; h = hypha (เสนใยเชื้อรา) ; hw = host wall  ( ผนังเซลลพืช);  Bar 

= 2 micrometer) 
 

4.2.2  การตรวจสอบเชื้อรากอโรคโดยวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุล 
ก. การวินิจฉัยโดยอาศัยเทคนิค PCR 

           การใชวิธีทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจําแนกชนิดของเชื้อโดยวิธี polymerase chain 

reaction สําหรับคูของ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิด ของ Colletotrichum sp. คือคู primer ITS4-

CgInt (จําเพาะตอ C. gloeosporioides) และคู primer ITS4-CaInt2 (จําเพาะตอ C. acutatum,)  สามารถ

แยกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสได 2 ชนิด จากตัวอยางมะมวง คือ C. gloeosporioides  

และ C. acutatum ซึ่งจะให PCR products ขนาด 450 และ 490 bp   ในกลุมไอโซเลต P5Rn (1-15)  และใน

กลุมไอโซเลต P6Rn (1-6) (ภาพที่ 13 )  

2 µm 
2 µm 
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ภาพที่ 13 การจําแนกเชื้อรากอโรคในกลุม Colletotrichum spp. โดยอาศัย polymerase chain 

reaction และคูของ primer ITS4-Cglnt (จําเพาะตอ C. gloeosporioides), คู primer ITS4-

Calnt2 (จําเพาะตอ C. acutatum) ซึ่งจะให PCR products ขนาด 450 และ 490 bp 

ตามลําดับ (Ca = C. acutatum positive control; (Cg = C, gloeosporioides positive 

control; (Cf = C. fragariae (-) negative control 

 

          ผลการวินิจฉัยโดยอาศัยเทคนิค ITS-RFLP กับคูของ Primers ที่ใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA จาก 

ITS region ของ rDNA จาก ตัวอยาง DNA ที่เตรียมไดจากเสนใยของเชื้อรา โดย PCR products ที่ไดจากแต

ละตัวอยาง จะถูกนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes) และจากการนําชิ้นสวนของ rDNA 

มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  เชน RsaI ทําใหสามารถแบงเชื้อราที่นํามาทดสอบไดเปน 2 กลุม ตามลกัษณะที่

ถูกยอยไดหรือไมไดดวย RsaI พบวากลุมไอโซเลต P5Rn อยูในกลุมที่ถูกยอยได และกลุมไอโซเลต P6Rn จัด

อยูในกลุมที่ไมถูกยอย ขณะที่ HaeIII ไมสามารถทําใหเกิดความแตกตางในกลุมตัวอยางเชื้อราที่นํามาทดสอบ

A 

B 
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ทั้งหมด กลาวคือตัวอยางทั้งหมดถูกยอยไดและแสดงรูปแบบของ bands หลังการทํา gel electrophoresis 

ที่เหมือนกัน ซึ่งไมไดนํามาแสดงผลในที่นี้ 

ดังนั้นผลที่ไดจากการตรวจสอบการเจริญแบบแฝงของเชื้อรากอโรคโดยอาศัย polymerase chain 

reaction และคูของ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อราในกลุม Colletotrichum spp. คือคู primer 

ITS4-Cglnt (จําเพาะตอ C. gloeosporioides) และคู primer ITS4-Calnt2 (จําเพาะตอ C. acutatum,)  

สามารถตรวจพบและจําแนกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสไดทั้ง 2 ชนิด จากตัวอยางมะมวงที่

เก็บมาจากสวนอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ซึ่งจะให PCR products ขนาด 450 และ 490 bp ตามลําดับ  ซึ่ง

ผลที่ไดสอดคลองกับผลของการยอย rDNA ขางตนดวย RsaI ทําใหสามารถสรุปไดวากลุมไอโซเลต P5Rn คือ

เชื้อ C. gloeosporiodes  ขณะที่กลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. acutatum (ภาพที่ 14) 

 

    
 
ภาพที่ 14 เชื้อรากอโรคในกลุม Colletotrichum spp. ที่แยกจากมะมวงน้ําดอกไมสีทองถูกจําแนกเปน 2 

กลุมคือ C. gloeosporioides และ C. acutatum โดยอาศัยเทคนิค ITS-RFLP กับคูของ 

Primers ที่ใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA จาก ITS region ของ rDNA จากตัวอยาง DNA    

ที่เตรียมไดจากเสนใยของเชื้อรา โดย PCR products ที่ไดจากแตละตัวอยางถูกนํามาตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ (ภาพ ก และ ข)   โดยสามารถจําแนกกลุมไอโซเลต P5Rn คือ เชื้อ C. 

gloeosporiodes  ขณะที่กลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. acutatum 

 
     
 
 
 

ก ข

ภาพ ก. PCR product ที่ไมไดถูกตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ อยูทางดานซายของ DNA 

ladder : Lane 1 และ 4 ; ไอโซเลต P5R1, Lane 2 

และ 5 ;ไอโซเลต  P6R2, Lane 3 และ 6 ; ไอโซเลต  

P5R12, L; 100 bp DNA ladder (Vivantis, Chino, 

USA.)  

ภาพ ข.  เชื้อราในกลุม Colletotrichum spp.ที่แยกจากมะมวง

น้ําดอกไมสีทองถูกจําแนกเปน 2 กลุม คือC. gloeosporioides 

และ C. acutatum โดยอาศัยไพรเมอร  ITS4-Cglnt (lane 1-3) 

และไพรเมอร  ITS4-CaInt2 (lane 4-6) ตามลําดับ Lane 1 และ 

4; ไอโซเลต P5R1, Lane 2 และ 5; ไอโซเลต P6R2, Lane 3 

และ 6 ; ไอโซเลต P5R12   L; 100 bp DNA ladder (Vivantis, 

Chino, USA.) 
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4.3 ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อราแอนแทรคโนสที่แยกจาก
มะมวง 

ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสที่แยกจากสวนตางๆของ

มะมวงน้ําดอกไมสีทองจากสวนอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม จํานวน 21 ไอโซเลต บนสวนตางๆ ของมะมวงใน

หองปฏิบัติการพบวาทุกไอโซเลตสามารถทําใหเกิดรอยแผลไหมสีน้ําตาลดํา (necrotic) และเกิดกลุมสปอร 

(spore masses) บนรอยแผลที่สังเกตไดในระยะเวลา 5 ถึง 7 วันหลังการปลูกเชื้อ และมีขนาดเสนผาน

ศูนยกลางรอยแผลแตกตางกันออกไป โดยเชื้อในกลุม P6Rn (P6R1 – 6) ใหคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอย

แผลที่มีขนาดใหญกวาเชื้อในกลุม P5Rn (P5R1 – 15) ดังแสดงในตารางที่ 3 ภาพที่ 15 

 

ตารางที่ 3 คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอยแผลที่เกิดขึ้นบนใบมะมวงในหองปฏิบัติการ หลังการปลูกเชื้อ 

สาเหตุแอนแทรคโนสที่แยกไดจากสวนตางๆ ของมะมวงน้ําดอกไมสีทองจากสวนอําเภอพราว 

หลังการบมเชื้อไว 5 ถึง 7 วัน 

 
คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอยแผล (มิลลิเมตร) และจํานวนไอโซเลตทดสอบ (n) 

ชนิดของเชื้อ / 
ตําแหนงที่แยกเชื้อ 

ใบ ผลกอนและหลัง 
เก็บเกี่ยว 

กิ่งกาน ดอก 

สวนที่ 1 
Cg (P5Rn: 1-9) 

Ca (P6Rn: 1-6) 

 

11.37 (n = 3) 

15.57 (n = 2) 

 

12.40 (n = 2) 

18.62 (n = 2) 

 

14.02 (n = 2) 

18.00 (n = 2) 

 

14.02 (n = 2) 

ไมไดทดสอบ 

สวนที่ 2 
Cg (P5Rn: 10-15) 

 

12.16 (n = 2) 

 

13.24 (n = 2) 

 

14.38 (n = 2) 

 

ไมไดทดสอบ 
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ภาพที่ 15 ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสบนใบมะมวง 

               ในหองปฏิบัติการ 

ภาพบนซาย : (จากซายไปขวา ) ใบมะมวงที่ใชเปนตัวเปรียบเทียบและใบที่ปลูกเชื้อดวยสาร 

                    แขวนลอยของสปอรของเชื้อไอโซเลตตางๆ 

ภาพบนขวา : รอยแผลที่ปรากฏขึ้นบนใบหลังการปลูกเชื้อ 5 - 7 วันและกลุมสปอรที่เกิดขึ้น 

ภาพลาง      :  (จากซายไปขวา ) การทําแผลบนมะมวงและรอยแผลที่ปรากฏขึ้นบนผลมะมวง  

                   หลังการปลูกเชื้อ 5 - 7 วันและการสรางกลุมสปอรสีสมบนรอยแผล 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



-28- 
 

5. วิจารณผลการทดลอง 
 
                 สวนมะมวงที่ใชเปนแปลงทดสอบ อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ที่มีการวางระบบการควบคุมโรค

โดยวิธีเขตกรรมและการวางโปรแกรมการใชสารเคมีปองกันกําจัดโรค หลังการตัดแตงกิ่งจนถึงระยะเก็บเกี่ยว มี

อัตราการเกิดโรคแอนแทรคโนสลดลงตามลําดับ คือต้ังแตหลังการตัดแตงกิ่งจนถึงมะมวงอายุ 110  วันหลัง

ดอกบาน  จากการใหคะแนนโดยการประเมินจากลักษณะอาการของโรคที่ปรากฏ พบวาอัตราการเกิดโรคใน

แปลงและความถี่ของเชื้อราแอนแทรคโนสที่ตรวจจากตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆ ลดลงอยางเห็นไดชัด

ในแปลงทดสอบที่  1 ที่เคยวางโปรแกรมการควบคุมโรคแอนแทรคโนสมาแลวในฤดูกาลกอนหนานี้(ภายใต

โครงการ การจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะมวงน้ําดอกไมเพื่อการสงออก ที่ไดรับทุน

สนับสนุนการวิจัยจาก ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม ป 2551) และแปลง

ทดสอบที่ 2 ซึ่งไดวางโปรแกรมการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในชวงระยะเวลาดําเนินการทดลองของโครงการ  

โดยเมื่อเปรียบเทียบกับแปลงที่มีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร (ซึ่งมีการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัด

เชื้อรา ก็ตอเมื่อพบอาการของโรคและใชสารเคมีชนิดดูดซึมเปนหลัก) พบวาในแปลงที่ไมไดรับการจัดการระบบ

การควบคุมโรคนั้น จะมีอัตราการเกิดโรคที่สูงกวาในแทบทุกระยะการเจริญของมะมวง อยางไรก็ตามจาก

แนวโนมของการเกิดโรคนั้นจะเห็นวาในชวงแรกและชวงสุดทายจะมีอาการของโรคที่สูงกวาระยะอื่นๆ 

เนื่องจากในชวงแรกที่เร่ิมเขาทําการฉีดพนสารเคมีตามระบบการควบคุมโรคนั้น ในพื้นที่ปลูกมะมวงอําเภอ

พราว มีการสะสมของโรคมากอนแลว จึงทําใหยังมีการเกิดโรคที่สูงอยู และในระยะหลังจากติดผลออนแลว 

เกษตรกรจะลดการฉีดพนสารเคมี ประกอบกับสภาพอากาศที่มีการแปรปรวนมีฝนตกและหมอกในตอนเชา ซึ่ง

เปนสภาพที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ จึงทําใหมีอัตราการเกิดโรคสูงขึ้น แตจะเห็นวาเมื่อมีการวาง

ระบบการจัดการเขาไปควบคุม การเกิดและแพรกระจายของโรคแอนแทรคโนสในสวนที่มีการควบคุมโรคตาม

ระบบที่วางไว มีแนวโนมที่ลดลงอยางเห็นไดชัด   

                เมื่อนําตัวอยางที่เก็บจากสวนตางๆของตนมะมวงที่เก็บในระยะการเจริญตางๆ มาตรวจสอบการ

เจริญแบบแฝงของเชื้อโดยการกระตุนดวย paraquat จะเห็นวาความถี่ของเชื้อกอโรคแอนแทรคโนสที่เจริญ

แบบแฝงภายในสวนตางๆของมะมวง ลดลงในระยะตั้งแตตัดแตงกิ่งไปจนถึงติดผลออน จากการติดตามการ

เกิดโรคระหวางสวนที่มีการจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนส กับสวนที่มีการปฏิบัติตามปกติของ

เกษตรกรที่มีการใชสารเคมีประเภทดูดซึมฉีดพนเมื่อพบอาการของโรคและมีการใชอยางตอเนื่องเพราะประสบ

ปญหาในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส ซึ่งตรงกับรายงานของ Kumar และคณะ (2007) เกี่ยวกับการใช

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราชนิดเดียวติดตอกัน จะมีผลตอการพัฒนาความตานทานของเชื้อรากอโรคตอ

สารเคมีที่ใช แตในสวนที่มีการจัดการ พบวาการจัดการระบบควบคุมโรคโดยการวางโปรแกรมการฉีดพน

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราชนิดดูดซึมละสัมผัส สลับกันทุก 15 วันจนถึงระยะหอผล สามารถลดการเกิดโรคได

ทั้งในสภาพสวน และสามารถลดการเจริญแบบแฝงของเชื้อจากตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆไดผลดี แต
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การที่ยังพบสภาวะการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงทดสอบ เพราะในสภาพพื้นที่ปลูกมะมวงของอําเภอพราว 

ในชวงระยะเวลาที่ทําการทดลอง มีการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศ โดยมีฝนตกนอกฤดู ตลอดจนในฤดู

หนาวมีสภาพอากาศที่เย็นและมีหมอกลงจัดในตอนเชา แตในชวงกลางวันมีอุณหภูมิที่สูงขึ้น ทําใหเปนสภาพที่

เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรากอโรค ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศเปนสภาวะที่ไมสามารถควบคุม

ได และเปนปจจัยที่มีความสําคัญที่มีผลตอระบบการจัดการ ดังนั้นวิธีการเขตกรรมและการฉีดพนสารเคมีที่มี

ประสิทธิภาพโดยการวางโปรแกรมฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราที่เหมาะสมตลอดระยะเวลาการเจรญิและ

พัฒนาการของผลมะมวง จึงยังคงมีความจําเปน และตองกระทําอยางตอเนื่องในฤดูปลูกตอๆไป อยางไรก็ตาม

การที่จะทําใหการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในพื้นที่ปลูกมะมวงของอําเภอพราวอยางมีประสิทธิภาพ 

จําเปนตองดําเนินการวางระบบการจัดการควบคุมไดแกการจัดการดานเขตกรรมเพื่อรักษาความสะอาดใน

บริเวณสวน และการวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีที่เหมาะสม อยางตอเนื่องเปนเวลาอยางนอย  3 ป เพื่อ

เปนการกําจัดแหลงของเชื้อกอโรคที่สะสมมาเปนเวลานาน อีกทั้งบริเวณสวนใกลเคียงหรือของกลุมสมาชิกราย

อ่ืนๆของชมรมผูปลูกมะมวงเพื่อการสงออก ควรจะมีการดําเนินการในลักษณะเดียวกันดวย เพื่อเปนการทํา

ความสะอาดพื้นที่จากการที่เปนแหลงสะสมของเชื้อติดตอกันเปนเวลานาน ทําใหพื้นที่ปลูกมะมวงของอําเภอ

พราว ไมเปนแหลงสะสมของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสอีกตอไป จากนั้นจึงจะสามารถลดปริมาณการใช

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราลงในปตอๆไปได 

                การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเขาทําลายของเชื้อในโครงสรางระดับเนื้อเยื่อของ

มะมวงดวยกลองจุลทรรศนแบบ Compound Microscope และ Transmission Electron Microscope แสดง

ใหเห็นวาเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสมีการเจริญแบบแฝงอยูในทุกระยะการเจริญของมะมวง ซึ่งสอดคลองกับ

วิธีการทดลองในการใช paraquat กระตุนใหเนื้อเยื่อพืชจากตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะการเจริญตางๆกัน 

เกิดการเสื่อมสลายเพื่อใหเชื้อที่เจริญแฝงอยูปรากฏออกมา เนื่องจากเชื้อที่เจริญแฝงอยูนั้นจะปรากฏออกมา

เมื่อเซลลพืชเขาสูระยะเสื่อมสลาย (senescence) การใช paraquat  จะชวยทําใหเซลลพืชเสื่อมสลายเร็วขึ้น

สําหรับในกรณีเซลลพืชปกติ สามารถตรวจสอบโครงสรางและสวนขยายพันธุของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสได 

ในเนื้อเยื่อพืชที่เก็บมาจากสวนที่มีประวัติการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส  โดยอาศัยวิธีการทาง 

Histopathology ซึ่งไดแกการนําตัวอยางพืชมาผานกระบวนการเตรียมตัวอยางเพื่อตรวจสอบภายใตกลอง

จุลทรรศนดังกลาวขางตน โดยการที่สามารถตรวจสอบเชื้อที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อพืชที่มีพัฒนาการ

เจริญในระยะตางๆ จะเปนแนวทางที่สามารถทําใหการวางแผนควบคุมโรคไดอยางมีประสิทธิภาพและ

สามารถปองกันกําจัดไดอยางตรงเปาหมาย 

               อยางไรก็ตามหากสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อไดแก สภาพอากาศรอนและ

มีความชื้นสัมพัทธในอากาศคอนขางสูง และในชวงฤดูหนาวมีหมอกลงจัดในตอนเชา แตอุณหภูมิจะสูงขึ้น

ในชวงกลางวัน ซึ่งเปนสภาพภูมิอากาศที่พบในพื้นที่ปลูกของอําเภอพราว เปนปจจัยที่นอกเหนือการควบคุม 

สภาพแวดลอมดังกลาวจะสงเสริมใหเชื้อที่เจริญแฝงอยูนั้นปรากฏออกมาใหเห็นเปนรอยแผลตามสวนตางๆ
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ของมะมวง ดังนั้นการวางระบบการควบคุมโรคในสภาพสวนจึงมีความจําเปนตองเลือกใชวิธีการที่เหมาะสม

เพื่อเปนการกําจัดและลดปริมาณของเชื้อภายในสภาพสวนทั้งในเรื่องของการเลือกใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อ

ราและวิธีเขตกรรมที่เกี่ยวของกับการรักษาความสะอาดภายในสวน เพื่อไมใหเปนแหลงสะสมเชื้อโรค 

                การจําแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่แยกไดจากสวนมะมวง

จํานวน  3 แหลงปลูก ของอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับ

เอกสารอางอิง โดยสามารถแบงกลุมไอโซเลตของเชื้อแอนแทรคโนสที่แยกไดออกเปน  2 กลุม คือกลุมที่ให

ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเปนสีเทาออกเขียว สรางกลุมสปอร สีเหลืองรวมทั้งสิ้น  15  ไอโซเลต  (P5Rn : 

P5R1 – P5R15) โดยใหลักษณะของโคนิเดียหรือสปอรรูปทรงกระบอกหัวทายมนมีความยาวตั้งแต 12  -  20 

μm  และกวาง   3.5 - 6  μm รวมทั้งสิ้น  15  ไอโซเลต  (P5Rn : P5R1 – P5R15) ซึ่งใกลเคียงกับลักษณะของ 

C. gloeosporioides และกลุมที่มีลักษณะของโคโลนีบนอาหารโคนิเดียสีขาวปนเทา สรางกลุมสปอรสีสม โดย

ใหลักษณะของโคนิเดียหรือสปอรรูปคอนขางรีหัวทายแหลมมีความยาวตั้งแต 8 - 13 μm  และกวาง 2 - 5 μm  

รวมทั้งสิ้น 6 ไอโซเลต( P6Rn : P6R1 – P6R6)  ซึ่งใกลเคียงกับลักษณะของ C .acutatum 

                เพื่อเปนการยืนยันผลถึงความถูกตองในการจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุ จึงไดนําวิธีการทางอณู

ชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจําแนกชนิดของเชื้อโดยวิธี polymerase chain reaction สําหรับคูของ primer ที่

มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิด ของ Colletotrichum sp. คือคู primer ITS4-Cglnt (จําเพาะตอ C. 

gloeosporioides) และคู primer ITS4-Calnt2 (จําเพาะตอ C. acutatum)  และการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะมาใช

ในการตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวง  โดยเมื่อทําการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอในชวง ITS1-

5.8s –I TS2 แลวยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ RsaI  ทําใหสามารถแยกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรค

โนสได 2 ชนิด จากตัวอยางมะมวง คือ C. gloeosporioides  และ C. acutatum ซึ่งจะให PCR products 

ขนาด 450 และ 490 bp   ในกลุมไอโซเลต P5Rn(1-15)  และในกลุมไอโซเลต P6Rn (1-6) ตามลําดับ แสดงให

เห็นวาเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมีมากกวาหนึ่งชนิดจากแหลงปลูกมะมวงของอําเภอพราว จังหวัด

เชียงใหม  ซึ่งสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อที่แยกไดจากสวนมะมวงดังกลาวที่มีความ

แตกตางกัน  นอกจากนี้ C. acutatum ยังเปนเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงที่มีรายงานในศรีลังกา

เปนครั้งแรก (Jayasinghe and Fernando, 2009)  โดยผลการศึกษาเปนการยืนยันการจําแนกชนิดเชื้อราสาเหตุ

โรคแอนแทรคโนสจากแหลงปลูกมะมวงอําเภอพราวมีความแตกตางกันอยางนอย  2  ชนิด คือ C. gloeosporioides 

และ C. acutatum  และทั้ง 2 ชนิดนี้เมื่อนํามาทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคบนใบมะมวงในระดับ

หองปฏิบัติการ พบวาสามารถทําใหเกิดรอยแผลไหมสีน้ําตาลดํา (necrotic) และเกิดกลุมสปอร (spore 

masses) บนรอยแผลที่สังเกตไดในระยะเวลา 5 ถึง 7 วันหลังการปลูกเชื้อ และมีขนาดเสนผานศูนยกลางรอย

แผลแตกตางกันออกไป โดยเชื้อ C. acutatum  ใหคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอยแผลที่มีขนาดใหญกวาเชื้อ C. 

gloeosporioides  ซึ่งในสภาพสวนมะมวง อาการรอยแผลแอนแทรคโนสที่ปรากฏบนใบก็มีความแตกตางกัน

แสดงใหเห็นวาเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสทั้งสองชนิด เปนเชื้อราสาเหตุที่สําคัญในการเกิดโรคแอนแทรคโนส
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ของแหลงปลูกมะมวงอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม จากเดิมที่เคยเขาใจและมีรายงานวาเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรค

โนสของมะมวง เกิดจากเชื้อ C. acutatum  เพียงชนิดเดียว ดวยเหตุนี้จึงอาจเปนสาเหตุหนึง่ทีท่าํใหการควบคมุโรค

แอนแทรคโนสที่ผานมาใหผลในการควบคุมโรคไมดีเทาที่ควร เพราะมีเชื้อสาเหตุมากกวาหนึ่งชนิดซึ่งสงผลใหมี

การตานทานตอสารเคมีที่ใชควบคุมโรคแตกตางกัน  จากรายงานของ  Lydia และคณะ (2006) เชื้อรา C. 

acutatum  มีความตานทานตอสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราเชน เบนโนมลิ และ อะซอกซีส่โตรบนิ (อมสิตา) มากกวาเชือ้ 

C. gloeosporioides  ที่จัดวาเปน common species ของสาเหตุการเกิดโรคแอนแทรคโนสในมะมวง

นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอีกหลายชิ้นที่แสดงใหเห็นวาเชื้อรา C. acutatum  มีความตานทานตอสารเคมี

ปองกันกําจัดเชื้อรา คารเบนดาซิม ที่ใชในพืชหลายชนิด (Jayasinghe and Fernando, 2009) ซึ่งถือวาเปน

จุดสําคัญในการจัดการระบบการควบคุมโรคในแตละพื้นที่ปลูก และทําใหสามารถตอบคําถามไดวาทําไม

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา เชน อมิสตา จึงใชไมไดผลในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในบางพื้นที่ ดังนั้นการ

ที่จะวางระบบการควบคุมโรคจึงมีความจําเปนตองทราบขอมูลของตัวเชื้อสาเหตุที่แทจริงกอน  วิธีการจําแนก

ชนิดของเชื้อตามวิธีการดั้งเดิมโดยยึดหลักทางลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อเพียงอยางเดียวอาจไมเพียงพอ 

การนําวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลมาชวยในการจําแนกชนิดของเชื้อสาเหตุจึงมีประโยชนและจะทํา

ใหทราบความหลากหลายของพันธุกรรมของตัวเชื้อสาเหตุในกลุม Colletotrichum ไดชัดเจนยิ่งขึ้น. 

 

- ปญหาและอุปสรรคของการดําเนินการโครงการ 
 เนื่องจากเครื่องมือทางดานอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลของสถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว 

หลายชุดไมอยูในสภาพพรอมใชงาน ในชวงระยะเวลาดําเนินการของโครงการ โดยเฉพาะอยางยิ่งเครื่อง gel 

electrophoresis และ ชุดถายภาพ เปนตน ทําใหการดําเนินงานตามแผนในโครงการวิจัยลาชา และแผนที่จะ

พัฒนาหองปฏิบัติการอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลของสถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว ไมสามารถ

ดําเนินการตอไปได อยางไรก็ตาม คณะวิจัยของโครงการ ไดแกปญหาโดยขอความอนุเคราะหใชเครื่องมือจาก

หนวยงานอื่นๆ เชน ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในการใชเครื่องมือทางดาน

อณูชีววิทยาระดับโมเลกุล และ ศูนยเครื่องมือและหองปฏิบัติการกลาง และภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร-

กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไดใหการสนับสนุนการถายภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน ซึ่งทํา

ใหการดําเนินงานวิจัยสามารถดําเนินการตอไปได. 
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6.  สรุปผลการทดลอง 

             การจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองของอําเภอพราว จังหวัด

เชียงใหม โดยการรักษาความสะอาดภายในสวนและการวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา

ชนิดดูดซึมและสัมผัส สลับกันทุก 15 วันจนถึงระยะหอผล สามารถลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสได โดยความถี่

ของเชื้อราแอนแทรคโนสที่ตรวจพบจากตัวอยางมะมวงระยะตางๆมีแนวโนมที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสวนที่

มีการปฏิบัติตามปกติของเกษตรกร อยางไรก็ตามสภาพอากาศที่แปรปรวน ฝนที่ตกนอกฤดูกาล และหมอกลง

จัดในชวงเชาในพื้นที่ปลูกมะมวงอําเภอพราว เปนปจจัยที่มีผลตอการแพรระบาดของโรคที่มากขึ้นและเปน

สภาวะที่ไมสามารถควบคุมได แตเมื่อเปรียบเทียบกับสวนที่ไมไดรับการจัดการระบบการควบคุมโรค ยังคง

แสดงใหเห็นวาสวนที่มีการจัดการ สามารถควบคุมการเกิดโรคแอนแทรคโนสได  

            ผลการศึกษาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่เกิดจากเชื้อ C. gloeosporioides 

ในชวงระยะตัดแตงกิ่งจนถึงระยะติดชอดอกของสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองอายุ 5 ปในแหลงปลูกอําเภอพราว 

จังหวัดเชียงใหม ในระหวางเดือนตุลาคม 2552 ถึงกุมภาพันธ 2553 และเมื่อนําตัวอยางใบและกิ่งมะมวงที่เก็บ

ในระยะตางๆมาแยกเชื้อในหองปฏิบัติการเพื่อใชสําหรับการจําแนกชนิดโดยวิธีการตรวจสอบลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา สามารถแยกเชื้อราแอนแทรคโนสที่มีความแตกตางได 2 กลุม โดยการตรวจสอบโครงสรางของเชือ้ราใน

ระดับเนื้อเยื่อพืชดวย compound microscope และ transmission electron microscope แสดงใหเห็นการเขาทําลาย

ของเชื้อราสาเหตุในระดับเนื้อเยื่อ เร่ิมจากการงอกของสปอรหรือโคนิเดียจากผิวพืช สรางโครงสรางที่เรียกวา

appressorium เพื่อแทงทะลุ cuticle และผนังเซลลพืช เขาไปเจริญเปนเสนใยอยูภายใน (internal hypha) และผลจาก

การใชเทคนิคพีซีอารและการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะมาใชในการตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวง  

โดยเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอในชวง ITS1-5.8s –I TS2 แลวยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ RsaI  ทําใหสามารถ

จําแนกตัวอยางเชื้อราทั้งหมดที่ทําการตรวจสอบจํานวน  21 ไอโซเลต ออกเปน 2 กลุม  จากนั้นใชไพรเมอรสองชุดที่มี

ความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อรา Colletotrichum spp. ในการจําแนกชนิดของเชื้อกอโรคที่พบ โดยไพรเมอร 

ITS-4/Calnt จําเพาะตอเชื้อ C. gloeosporiodes ขณะที่ ไพรเมอร ITS-4/Calnt2 จําเพาะตอเชื้อ C. acutatum  

จากผลการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา รวมกับการใชวิธี PCR สามารถจําแนกเชื้อราแอน

แทรคโนสได 2  ชนิด จากเชื้อทั้งหมดที่แยกไดจาก ตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะการเจริญตางๆจากสวนมะมวง

น้ําดอกไมสีทองของแหลงปลูกอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม โดยสามารถระบุไดวาเชื้อในกลุมไอโซเลต P5Rn 

คือ C. gloeosporioides  และกลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. acutatum และเชื้อทั้งสองชนิดสามารถทําใหเกิด

อาการของโรคบนใบมะมวง เมื่อนํามาปลูกเชื้อในหองปฏิบัติการ และเชื้อทั้งสองชนิดเปนเชื้อราสาเหตุที่สําคัญ

ในการเกิดโรคแอนแทรคโนส ในแหลงปลูกมะมวง อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม. 
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ผลที่ไดจากการวิจัยและแนวทางงานวิจัยในอนาคต 
          สวนมะมวงที่ใชเปนแปลงทดสอบของชมรมผูปลูกมะมวงเพื่อการสงออก อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม 

ที่มีการวางระบบการควบคุมโรคโดยวิธีเขตกรรมและการวางโปรแกรมการใชสารเคมีปองกันกําจัดโรค หลังการ

ตัดแตงกิ่งจนถึงระยะเก็บเกี่ยว ไดดําเนินการวางระบบจัดการควบคุมโรค ไดแกการจัดการเขตกรรมที่ดี โดย

กําจัดเศษซากพืชหลังการตัดแตงและวัชพืชออกจากแปลงและรักษาความสะอาดภายในแปลงอยูเสมอโ ดย

กําจัดเศษใบที่รวงหลนภายใตทรงพุมของตน ไมใหมีการสะสมอยูบริเวณโคนตนและกลายเปนแหลมสะสมของ

ของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนส  ไดมีการวางโปรแกรมฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา โดยฉีดพนสลับ

ระหวางสารชนิดสัมผัสและสารชนิดดูดซึม ทุก 2 สัปดาห ต้ังแตหลังการตัดแตงจนกระทั่งถึงระยะหอผล พบวา

อัตราการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงทดสอบที่มีการวางระบบจัดการปที่ 1 และ 2 มีอัตราการเกิดโรคลดลง

อยางเห็นไดชัดเมื่อเปรียบเทียบกับแปลงควบคุมที่มีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร ที่ยังคงมีอัตราการ

เกิดโรคแอนแทรคโนสที่สูง แตดวยสาเหตุจากสภาพอากาสของอําเภอพราวที่มีฝนตกนอกฤดูกาลในชวงฤดู

ปลูกที่ผานมาและมีหมอกจัดในฤดูหนาว แตมีอุณหภูมิสูงขึ้นในชวงกลางวัน ซึ่งเปนสภาพที่เหมาะสมตอการ

เจริญของเชื้อสาเหตุ จึงทําใหแปลงที่มีการวางระบบจัดการยังพบการเกิดโรคแอนแทรคโนสอยูบาง อีกทั้งแปลง

ทดสอบอยูทามกลางสภาพแวดลอมของสวนมะมวงของเกษตรกรรายอื่นๆที่ยังคงมีการดูแลจัดการสวน

ตามปกติอยางที่เคยปฏิบัติของเกษตรกร จึงทําใหแหลงปลูกมะมวงของอําเภอพราว ยังคงเปนแหลงของเชื้อ

โรคแอนแทรคโนส ดังนั้นการวางระบบจัดการควบคุมโรคแอนแทรคโนสใหไดผลจําเปนตองใหมีการปฏิบัติดูแล

ของเกษตรกรทุกรายเหมือนๆกัน และตองทําอยางตอเนื่องอยางนอย 3 ป อีกทั้งสภาพอากาศที่แปรปรวนในแต

ละฤดูกาลผลิต เปนปจจัยภายนอกที่ไมสามารถควบคุมได การกําจัดแหลงสะสมของเชื้อโรคใหหมดไปมาก

ที่สุดหรือการทําความสะอาดพื้นที่ จะเปนแนวทางหนึ่งที่ชวยลดปญหาการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส 

และจะสามารถลดปริมาณการใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราลงไดในอนาคต ซึ่งในพื้นที่ปลูกมะมวงอําเภอ

พราวมีศักยภาพที่สามารถทําได เพราะเกษตรกรมีการรวมกลุมเปนชมรม หากมีการรวมมือรวมใจปฏิบัติใน

แนวทางเดียวกัน ปญหาโรคแอนแทรคโนสในพื้นที่ก็จะลดลงและหมดไปในที่สุด 

       ผลจากการวิจัยในครั้งนี้ทําใหทราบลักษณะการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส จากการตรวจสอบการ

เจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุจากตัวอยางพืชที่เก็บจากทุกระยะการเจริญของมะมวง ไดแสดงใหเห็นวามีเชื้อ

รากอโรคแอนแทรคโนสอยูแลวในตนพืช นอกจากนี้ยังมีโอกาสพบเชื้อราที่แพรกระจายจากแหลงอื่นมาตกลง

บนผิวพืชและสามารถเขาทําลายพืชซ้ําเติมไดอีก เชื้อราสามารถเจริญภายในเนื้อเยื่อพืชและรอโอกาสที่ปรากฏ

ออกมาเมื่อพืชอยูในระยะการเจริญเติบโตที่เต็มที่ ซึ่งในสภาพสวนจะสามารถพบอาการของโรคที่ชัดเจนในใบที่

เจริญเต็มที่และผลแกหรือผลหลังการเก็บเกี่ยว ดวยเหตุที่เชื้อมีการเจริญแบบแฝงอยูแลวในทุกสวนและทุก

ระยะการเจริญของพืช หากเราสามารถตรวจสอบวาภายในสวนมีการแฝงตัวของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสอยู

แลว ต้ังแตระยะที่ยังไมตรวจพบอาการของโรคออกมาใหเห็น ก็จะชวยใหการวางระบบการควบคุมโรคในสวน

มะมวงไดอยางมีประสิทธิภาพและเปนการแกปญหาตั้งแตตนเหตุ 
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             การนําวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลมาใชในการตรวจสอบและวินิจฉัยเชื้อราสาเหตุโรคพืช ได

มีการศึกษากันอยางแพรหลาย เพราะใหผลความถูกตองมากกวาวิธีการจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุแบบเดิมที่

อาศัยการตรวจสอบจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนหลัก      เพราะปจจุบันมีงานวิจัยหลายชิ้นที่แสดงให

เห็นวาเชื้อรากอโรคแตละชนิดมีความหลากหลายในสายพันธุและมีผลตอวิธีการควบคุมโรค เพราะเชื้อแตละ

ชนิดมีการตอบสนองตอสารเคมีที่ใชปองกันกําจัดไมเหมือนกัน และเปนเหตุผลที่วาทําไมสารเคมีชนิดเดียวกัน

ที่ใชควบคุมโรคในพื้นที่หนึ่งไดผลดี แตกลับไมสามารถควบคุมโรคไดในอีกพื้นที่หนึ่ง ซึ่งจากการศึกษาในครั้งนี้

สามารถจําแนกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่มีความแตกตางกันอยางนอย 2 ชนิดคือ C. gloeosporioides 

และ C. acutatum ซึ่งจากรายงานในตางประเทศเชื้อ C. acutatum มีความตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อ

ราประเภทดูดซึม (Jayasinghe and Fernando, 2009) ไดแก กลุมคารเบนดาซิม และอะซอกซี่สโตรบิน 

(Amista ) ที่นิยมใชกันแพรหลายในกลุมเกษตรกรผูปลูกมะมวง โดยเฉพาะพื้นที่ภาคเหนือตอนบน ไดดีกวา C. 

gloeosporioides 

 
แนวทางการพัฒนาตอไป   
            การตรวจสอบเบื้องตนหรือทํา early detection  มีความสําคัญในแงของการคัดกรองผลมะมวงที่มีเชื้อ

กอโรคเจริญแฝงอยู โดยเฉพาะเชื้อแอนแทรคโนสในมะมวงซึ่งอยูในระยะเก็บเกี่ยว เตรียมที่จะสงออกจําหนาย

ทั้งตลาดภายในและนอกประเทศ หลักการก็คือการตรวจสอบการมีอยูของเชื้อในเนื้อเยื่อผิวของผล โดยอาศัย

หลักการทํา PCR ที่มีความไวในการตรวจสอบหรือ sensitivity สูงมากๆ (high sensitivity PCR)  และเปน

แนวทางในการพัฒนาชุดตรวจสอบเชื้อแบบรวดเร็ว สามารถตรวจสอบเชื้อจากตัวอยางเนื้อเยื่อมะมวงได

โดยตรง และมีความไวและความแมนยําสูงในการตรวจสอบ 

            แนวทางในการพัฒนาตอไปจากผลที่ไดจากการวิจัยนี้ คือการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนส

โดยวิธีการสุมตัวอยางจากแตละแหลงปลูก ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อทั้งผิวและเนื้อของผล แชในสารละลายที่

จะทําหนาที่รักษาสภาพ(preserve)ของเซลลเนื้อเยื่อ และทําหนาที่เปน lysis reagent ไปในตัว แลวนํากลับ

มายังหองปฏิบัติการ เพื่อใช high sensitivity PCR และตรวจสอบผลดวย gel electrophoresis ข้ันตอน

ทั้งหมดสามารถดําเนินการแลวเสร็จภายในเวลา  2 วัน วิธีการนี้ใหความถูกตองแมนยําในระดับสูง 

เนื่องมาจากการออกแบบ specific primers ที่มีความจําเพาะกับเชื้อราแตละชนิด  และการมี positive และ 

negative control ในชุดการทดสอบแตละคร้ัง จะสามารถใหขอมูลไดวามะมวงจากแหลงผลิตดังกลาวมีเชื้อรา

กอโรคแอนแทรคโนสแฝงอยูหรือไม วิธีการนี้สามารถใหขอมูลในเชิงคุณภาพและปริมาณ (qualitative and 

quantitative ) แตยังตองอาศัยเครื่องมือเฉพาะทางและการทํางานในหองปฏิบัติการรวมดวย 

            หลักการที่เปนไปได สําหรับการทํา early detection อีกประการหนึ่งก็คือ การสรางชุดทดสอบ (test 

kit) ที่สามารถตรวจสอบไดเสร็จส้ินกระบวนการทั้งหมดในแปลงปลูก หรือที่โกดังที่เก็บรวบรวมผลผลิตเพื่อ

เตรียมสงออกไปยังตลาดตางประเทศ โดยอาศัยการเก็บตัวอยางในลักษณะเดียวกัน คือจากผิวเปลือกและ
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เนื้อเยื่อต้ืนๆของผลมะมวงอยางสุม แลวนํามาผานขบวนการยอยสลาย (lysis)ในสารละลายที่เตรียมสําหรับ

การสกัด DNA ของเชื้อราออกจากเนื้อเยื่อพืช แลวใชแถบกระดาษ (paper strip) ที่เคลือบสารที่มี

ความจําเพาะตอเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนส ซึ่งจะทําใหสามารถระบุการมีอยูของเชื้อราในเนื้อเยื่อพืชได แต

วิธีการนี้สามารถใหขอมูลในเชิงคุณภาพเทานั้น โดยหลักการนี้ แมวาจะใหผลในการตรวจสอบที่รวดเร็ว แตยัง

มีขอจํากัดบางประการเกี่ยวกับขอจํากัดของจํานวนเชื้อที่เจริญแฝงอยูในชิ้นสวนของเนื้อเยื่อที่นํามาตรวจสอบ 

และคาใชจายในการพัฒนาชุดตรวจสอบ. 
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