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ทางคณะผูวิจัยโครงการวิจัยการตรวจหาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสใน

มะมวงน้ําดอกไมโดยใชลักษณะโครงสรางทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาของมะมวงและวิธีทางอณูชีววิทยา 
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บทคัดยอ 

 
                 ทําการสํารวจเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองอายุ  5 ปในแหลงปลูก 

อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ระหวางฤดูการผลิตในเดือนตุลาคม 2552 ถึงเดือนเมษายน 2553 ต้ังแตระยะตัด

แตงถึงระยะเก็บเกี่ยว จํานวนประชากรของเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสทั้งหมด เปลี่ยนแปลงไปตาม

พัฒนาการของมะมวงในแตละชวงอายุและสภาพของอากาศ  การเขตกรรมมีบทบาทสําคัญในการลดการเขา

ทําลายของเชื้อ ดวยวิธีการรักษาความสะอาดในสภาพสวน และกําจัดเศษพืชหลังการตัดแตงกิ่ง ในขณะที่สวน

ที่ไมมีการจัดการจะสงผลใหมะมวงเปนโรครุนแรง การฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราอยางเปนระบบ

ระหวางการเจริญของมะมวงสามารถลดจํานวนประชากรของเชื้อราไดอยางมีนัยสําคัญ โดยไดกําหนด

โปรแกรมฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา ไดแก  คอปเปอรออกไซด  คอปเปอรออกซี่คลอไรด แมนโคเซ็ป 

คารเบนดาซิม อะซอกซี่สโตรบิน และโปรคลอราซ สลับกันทุก 15 วัน รวม 11 คร้ัง ต้ังแตระยะตัดแตงกิ่งจนถึง

ระยะหอผล พบวาใหประสิทธิภาพที่ดีในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวง จากการตรวจสอบใน

หองปฏิบัติการ สามารถแยกเชื้อสวนใหญเปนเชื้อรา Colletotrichum spp.  ซึ่งเปนสาเหตุของโรคแอนแทรค

โนส ไดจากตัวอยางเนื้อเยื่อพืชที่เก็บในระยะตัดแตงกิ่งจนถึงระยะเก็บเกี่ยว  โดยการกระตุนการเจริญของเชื้อ

ราดวยสารพาราควอท  และจากการศึกษาการเขาทําลายของเชื้อในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อของมะมวง

ภายใตกลองจุลทรรศน สามารถแสดงใหเห็นการงอกของโคนิเดียบนผิวใบ และแทงทะลุผานชั้นคิวติเคิลและ

ผนังเซลลโดยอาศัยโครงสรางที่เรียกวาแอพเพรสซอเรียม และเขาไปเจริญเปนเสนใยภายในเซลลอีพิเดอมัล  ใน

จํานวนชนิดของเชื้อรา Colletotrichum  spp. ที่แยกไดจากสวนของดอก กาน  ใบ กิ่งและผลทั้งกอนและหลังเก็บเกี่ยว 

ทั้งหมด  21 ไอโซเลต  ไดใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจําแนกชนิด ตรวจพบวา

เปนเชื้อรา  C. gloeosporioides  จํานวน 15 ไอโซเลต และ C. acutatum จํานวน  6  ไอโซเลต            

             การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคบนใบมะมวงในหองปฏิบัติการ แสดงใหเห็นวาเชื้อทั้ง

สองชนิดสามารถทําใหเกิดอาการของโรคบนใบ โดยสามารถตรวจพบกลุมสปอรสีสมบนรอยแผลไหมสีน้ําตาล

หลังการปลูกเชื้อ 7 วัน  ในการใชวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลเพื่อจําแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคแอน-

แทรคโนส  โดยการเพิ่มปริมาณสวนของ rDNA ITS regions ดวยไพรเมอรที่จําเพาะของเชื้อ C. 

gloeosporioides (CgInt) และ C. acutatum (CaInt2) กับ ITS4 universal primer และการตัดดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะ เพื่อการจําแนกในระดับสปชี่สของเชื้อในปฏิกิริยาพีซีอาร รวมกับวิธีการตรวจสอบ

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ สามารถชวยสนับสนุนและยืนยันผลวา เชื้อรา  C. gloeosporioides  และ 

C. acutatum เปนสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองของแหลงปลูกอําเภอพราว 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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สารบาญ 

 
  หนาที ่
 กิตติกรรมประกาศ ค 
 บทคัดยอภาษาไทย ง 
 บทคัดยอภาษาอังกฤษ จ 
 สารบาญ ฉ 
 สารบาญตาราง ช 
 สารบาญภาพ ซ 
 รายละเอียดโครงการ  1 
 การตรวจเอกสาร 4 
 วิธีการดําเนนิงานวิจยั 7 
 ผลการทดลอง 12 
 วิจารณผลการทดลอง 28 
 สรุปผลการทดลอง 32 
 ผลที่ไดจากการวิจัยและแนวทางงานวิจัยในอนาคต 33 
 เอกสารอางอิง 36 
 ภาคผนวก 38 
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สารบาญตาราง 

 
ตารางที ่  หนาที ่

1 ผลประเมินการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงปลูกมะมวงน้ําดอกไมสีทอง

ที่ในระยะการเจริญตางๆ ของมะมวงและชนิดสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา

ที่ใชพนในระยะตางๆ 

13 

2 ความถี่ของการเกิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากตัวอยางมะมวงที่

เก็บในระยะตางๆ ที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 

3 -7 วัน ในสภาพหองปฏบัิติการ 

16 

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

หองปฏิบัติการ หลังการปลูกเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสที่แยกไดจากสวน

ตางๆของมะมวงน้ําดอกไมสีทองจากสวนอําเภอพราว  หลังการบมเชื้อไว 

5 ถึง 7 วัน 

26 
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สารบาญภาพ 

 
ภาพที ่  หนาที ่

1 แสดงการจัดเรียงตัวของยีนและสวนอืน่ๆใน  rDNA loci ของ eukaryotes 5 

2 ผลการประเมินการเกิดโรคแอนแทรคโนสที่เกิดขึ้นในระยะการเจริญตางๆของมะมวง

ในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่ใชในการทดลองทั้ง 3 แหลงในเขตอําเภอพราว 

จังหวัดเชียงใหม 

14 

3 ระยะการเจริญเติบโตของตนมะมวงน้าํดอกไมสีทองทีพ่บการเขาทาํลายของโรค 

แอนแทรคโนส 

15 

4 เปอรเซ็นตความถี่ของการเกิดเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่ตรวจพบจากตัวอยาง

มะมวงที่เก็บ ในระยะตางๆที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 

3-7 วัน 

17 

5 ลักษณะของกิ่งกานบริเวณสวนยอด ผล และใบของมะมวงที่ผานการกระตุนดวย 

paraquat แลวบมไวในกลองรักษาความชื้นประมาณ  3 ถึง 5 วัน เกิดกลุมเสนใย

และกลุมสปอรข้ึนบริเวณผิวและมีสีที่ปรากฏแตกตางกัน 

18 

6 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Colletotrichum spp. ที่เจริญบนอาหาร acidified potato 

dextrose agar   

19 

7 ลักษณะ acervulus  (fruiting body)  ที่ประกอบไปดวย conidia และ setae ของ

เชื้อ Colletotrichum spp.ที่เจริญบนผิวใบมะมวง 

20 

8 ลักษณะของโคนิเดียของเชือ้ Colletotrichum spp. 20 

9 เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวง

ที่ตัดดวย microtome ผานการยอมสี cotton blue 

21 

10 เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวง 

แสดงตําแหนงของสปอรหรือ conidium, appressorium, infection vesicle  และ 

subcuticular hypha  

22 

11 ภาพจาก Transmission Electron Microscope  ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของสวน

ขยายพันธุของเชื้อรา Colletotrichum spp. 

22 

12 ภาพจาก Transmission Electron Microscope ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของ 

appressorium ของเชื้อรา Colletotrichum spp. 

23 

13 การจําแนกเชือ้รากอโรคในกลุม Colletotrichum spp. โดยอาศัย polymerase 

chain reaction 

24 



ฌ 

 
สารบาญภาพ (ตอ) 

 
ภาพที ่  หนาที ่

14 เชื้อรากอโรคในกลุม Colletotrichum spp.ที่แยกจากมะมวงน้ําดอกไมสีทองถูก

จําแนกเปน 2 กลุมคือ C. gloeosporioides และ C. acutatum โดยอาศัยเทคนิค 

ITS-RFLP กับคูของ Primers 
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15 ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสบน 

ใบมะมวงในหองปฏิบัติการ 

27 
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สถาบนัวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัเชียงใหม  

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

  
1. บทนํา (Introduction) 

 การผลิตมะมวงเพื่อการสงออกของประเทศไทย ยังประสบปญหากับการเกิดโรคแอนแทรค-โนสในผล

มะมวงหลังเก็บเกี่ยว โดยเฉพาะอยางยิ่งมะมวงน้ําดอกไม เปนมะมวงที่มีศักยภาพสูงในการสงออกไปจําหนาย

ยังตลาดตางประเทศ แตปจจุบันนี้ ปญหาของโรคผลเนาหลังเก็บเกี่ยวที่เกิดจากโรคแอนแทรคโนส นับวาเปน

อุปสรรคที่ สําคัญในการสงออกของมะมวง  ซึ่งโรคนี้ เกิดจากการทําลายของเชื้อรา  Collectotrichum 

gloeosporioides (Penz) Penz and Sacc. สาเหตุที่เกิดโรคนี้ เนื่องจากการปลูกมะมวงของเกษตรกรในพื้นที่

แตละแหง ยังไมมีระบบการจัดการที่ดีในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส ซึ่งควรจะปฏิบัติต้ังแตในสวนจนกระทั่ง

หลังเก็บเกี่ยว จากการที่ขาดระบบการจัดการที่ดี จึงเปนปจจัยสําคัญที่ทําใหเกิดการแพรระบาดเขาทําลายของ

เชื้อรา โดยลักษณะการเขาทําลายของเชื้อราชนิดนี้สามารถเจริญแฝงอยูกับมะมวงในทุกระยะของการ

เจริญเติบโต ต้ังแตระยะแทงชอ ติดดอก ออกผล จนกระทั่งมาปรากฏพบอาการชัดเจนเมื่อมะมวงสุกแกหลัง

เก็บเกี่ยว 

         ปจจุบันเปนที่ทราบดีวาเกษตรกรมีการใชสารเคมีปองกันกําจัดโรคพืชอยางแพรหลายกับสวนมะมวง 

แตยังปรากฏวาไมสามารถควบคุมโรคแอนแทรคโนสไดผล นอกจากนี้ผลกระทบที่ตามมาก็คือความเปนพิษ

ของสารเคมีที่ใชในการปองกันกําจัดโรคที่มีตอผูบริโภค การทําลายระบบนิเวศนและสภาพแวดลอม และการ
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ชักนําใหเชื้อกอโรคพืชเกิดการตานทานตอยามากขึ้น อีกทั้งการใชสารเคมีอยางมากกับผลิตผลทางการเกษตร

ทําใหมีสารตกคาง จึงไมเปนที่ยอมรับในตลาดตางประเทศ เนื่องจากที่ผานมายังไมมีขอมูลที่ชัดเจนเกี่ยวกับ

ลักษณะการเขาทําลายของเชื้อราสาเหตุ โดยเฉพาะอยางยิ่งการเจริญแบบแฝงของเชื้อที่อยูตามสวนตางๆของ

ตนมะมวง หากมีการตรวจสอบถึงลักษณะการเขาทําลายโดยการนําวิธีการทั้งทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยา

ของเชื้อ และวิธีการทางอณูชีววิทยาเขามารวมในการตรวจสอบการเขาทําลายหรือติดตามการเจริญแบบแฝง

ของเชื้อในทุกระยะการเจริญของมะมวง ซึ่งจะไดรับทราบผลการติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อนี้อยาง

ถูกตองและชัดเจนมากยิ่งขึ้น ผลที่ไดจะสามารถนํามาใชเปนเครื่องมือตรวจสอบและประเมินวิธีการที่ปฏิบัติใน

สภาพสวนมะมวง ไมวาจะเปนเรื่องของการปฏิบัติดานเขตกรรม (cultural practice)เพื่อดูแลบํารุงรักษาตน 

และการใชสารเคมี (chemical control measure) ตางๆ วาวิธีการที่นํามาใชในการควบคุมปองกันกําจัดโรค

แอนแทรคโนสที่มีอยูในปจจุบันนั้น แทจริงแลวมีประสิทธิภาพในการปองกันกําจัดเชื้อราสาเหตุของโรคนี้ได

อยางตรงเปาหมายหรือไม  โดยจะสามารถบอกไดถึงการปรากฏอยูของเชื้อรากอโรคในระดับเนื้อเยื่อของพืช 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อตองการทราบและติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในมะมวง
น้ําดอกไมในทุกระยะการเจริญเติบโต ต้ังแตติดดอกจนถึงระยะเก็บเกี่ยว  

2. เพื่อนําวิธีการตรวจสอบทางโครงสรางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาของพืช ใชติดตามดูตําแหนง

การเจริญของเชื้อรา ดวยกลองจุลทรรศนแบบ compound และ electron microscope และนํามา

ประยุกตใชรวมกับวิธีการทางอณูชีววิทยาที่มีความไวในการตรวจสอบ ไดแกการพัฒนาชุดไพร

เมอร (primer) ที่จําเพาะตอเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides โดยใชเทคนิค ITS-PCR  

3. เพื่อเปนการพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อราที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อพืช สําหรับนําไปใชในการ

ประเมินประสิทธิภาพของวิธีการควบคุมหรือปองกันกําจัดโรคแอนแทรคโนสที่ใชกันอยูในปจจุบัน 

ทั้งการใชสารเคมีและวิธีการทางเขตกรรม วาวิธีการที่ใชควบคุมโรคเหลานี้ สามารถใชไดอยางตรง

เปาหมายและมีประสิทธิภาพดีเพียงใด 

 

ขอบเขตของโครงการวิจยั  

         การตรวจสอบในระดับโครงสรางของเซลลของเนื้อเยื่อของมะมวงโดยอาศัยกลองจุลทรรศนทั่วไปทั้ง

แบบ compound และ stereomicroscope และ transmission electron microscope ใชติดตามดูตําแหนง

การเจริญของเชื้อรา ที่สัมพันธกับระยะตางๆของการเจริญเติบโตและพัฒนาการของมะมวงในระยะการ

บํารุงรักษา จนถึงระยะเก็บเกี่ยว และตัวอยางดังกลาวจะใชวิธีการทางอณูชีววิทยาที่มีความไว(sensitivity) ใน

การตรวจสอบและใหผลที่แนนอนกวา หลักการคือการพัฒนาชุดไพรเมอร (primer) ที่จะใชในปฏิกิริยา PCR ที่

มีความจําเพาะตอ rDNA loci ของเชื้อรา Colletotrichum sp. โดยอาศัยขอมูลที่มีการรายงานถึงการนํา rDNA 
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loci ซึ่งแสดงความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อราชนิดตางๆไดในระดับ genus มาใชอางอิง เพื่อจําแนกเชื้อราและ

ส่ิงมีชีวิตตางๆไดถึงระดับ genus และ species ตอไป และ primer ที่ใชในปฏิกิริยาดังกลาวจะไดรับการ

ออกแบบและพัฒนาใหมีความจําเพาะเจาะจงสูงที่สุด และใหมีความไวสูงจนสามารถใชกับตัวอยางที่เก็บใน

ปริมาณนอยๆจากภาคสนาม เพื่อทําใหเกิดความยืดหยุนในการปฏิบัติงานจริง ขณะเดียวกันจะไดนําวิธีการที่

เกี่ยวเนื่องกับการใชเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes) ที่เหมาะสมบางตัวมาใช เพื่อชวยในการจําแนก

สายพันธุของสิ่งมีชีวิต (ITS-RFLP) ซึ่งไดเคยมีรายงานการวิจัยในตางประเทศถึงการนําไปประยุกตกับการ

ตรวจสอบเชื้อชนิดตางๆแลว รวมกับวิธีการขางตน ขอมูลที่ไดจากการตรวจสอบทั้ง 2 วิธีการ และผลสัมฤทธิ์

ของโครงการ จะสามารถใชเปนแนวทางในการหามาตรการปองกันกําจัดโรคแอนแทรคโนสในมะมวงไดอยาง

ตรงจุด หลังจากที่ไดทราบตําแหนงการเขาเจริญ (colonize) ของเชื้อราในเนื้อเยื่อมะมวงที่อยูในระยะการเจริญ

ตางๆกัน 

 

ตัวชี้วัดความสําเร็จของโครงการ 

สามารถพัฒนาวิธกีารตรวจสอบเชื้อราที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยือ่พืช สําหรับนําไปใชในการ

ประเมินประสทิธิภาพของวธิกีารควบคุมหรือปองกันกําจดัโรคแอนแทรคโนสที่ใชกันอยูในปจจุบัน ใหสามารถ

ควบคุมและกาํจัดเชื้อแฝงไดอยางมีประสิทธิภาพมากยิง่ขึ้น ทัง้การใชสารเคมีและวิธีการทางเขตกรรมหรืออ่ืนๆ

วาวธิีการที่ใชควบคุมโรคเหลานี้ โดยผลจากการดําเนินการวจิัยนี ้ จะเปนขอมูลพื้นฐานสําคัญทีท่าง

สถาบนัวิจัยเทคโนโลยหีลังการเก็บเกีย่ว มหาวิทยาลยัเชียงใหม สามารถนาํมาพฒันาการตรวจสอบวิเคราะห

เชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสที่เจริญแฝงอยูในผลมะมวง กอนที่จะสงออกไปจําหนายยังตลาดตางประเทศ เปน

การรับประกันใหแกบริษัทผูสงออกดานความเสีย่งตอการเขาทาํลายของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสที่เจริญแฝง

อยู และนอกจากนีจ้ะสามารถนําไปประยุกตใชกับการตรวจในพืชผักผลไมชนิดอื่นๆตอไปในอนาคต 
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2. การตรวจเอกสาร (Literature Reviews) 
 

 จากรายงานที่ไดมีการตรวจสอบในระดับโครงสรางของเซลลของเนื้อเยื่อของมะมวงโดยอาศัยกลอง

จุลทรรศนทั่วไปทั้งแบบ compound และ stereomicroscope และ transmission  electron microscope 

(TEM)  เพื่อดูผลของสภาวะตางๆไดแกอุณหภูมิที่มีตอ lenticel ของมะมวง (เสาวณีย, 2551) ซึ่งวิธีการเตรียม

ตัวอยางเนื้อเยื่อพืชเพื่อใชในการตรวจสอบในระดับโครงสรางเนื้อเยื่อพืชดวยกลองจุลทรรศนนี้ สามารถนํามา

ประยุกตใชกับการติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อรา และจะทําใหทราบถึงตําแหนงของการเจริญของเชื้อรา

ภายในเนื้อเยื่อพืช ที่อาจจะเจริญแฝงอยูในบริเวณชั้น epidermis , cambium และ lenticel ที่เกิดจาก 

parenchyma หรือ cork cambium  ภายหลังจากที่เชื้อเขาสูพืช  

        การนําวิธีการทางอณูชีววิทยาเขามาประยุกตใชในการตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคพืช ถือวาเปนวิธีการที่มี

ความแมนยําในการตรวจสอบ โดยอาศัยหลักพื้นฐานความรูเกี่ยวกับโครงสรางทางพันธุกรรมของสิง่มชีวีติ และ

การสังเคราะหสารพันธุกรรมในระดับโมเลกุล Ribosomal RNA (rRNA) เปนองคประกอบที่จําเปนอยางยิ่งใน

ข้ันตอนการสังเคราะหโปรตีนตางๆของเซลลของ eukaryotic cells ในเซลลที่มีความสามารถหรือมีอัตราการ

สังเคราะหโปรตีนสูงจําเปนตองมีการสังเคราะห rRNA ในปริมาณที่สูงตาม เพื่อใชเปนองคประกอบหลักของ

กระบวนการสังเคราะหโปรตีนนั้น  rRNA ประกอบดวย 3 units คือ small ribosomal subunit (18s RNA) และ 

large ribosomal subunits 2 units (5.8S และ 28S) มีตนแบบการสังเคราะหมาจาก DNA (rDNA) ที่มีการ

เรียงตัวของยีน 3 ชวงนี้ในลักษณะ large tandem arrays ที่ยาวมาก (เรียกโดยรวมวา rDNA loci แสดงดงัภาพ

ที่1) 

        โดยจํานวน repeats ที่ซ้ําและยาวมากนี้ เปนการประกันถึงปริมาณ rRNA จํานวนมากที่เซลลจะสามารถ

ผลิตไดเมื่อตองการ จากการศึกษาพบวาทั้งรูปแบบและลําดับการเรียงตัวของสวน DNA ตางๆใน rDNA loci นี้

มีการเปลี่ยนแปลงนอยมากในชวงระยะเวลาวิวัฒนาการอันยาวนานของแตละสิ่งมีชีวิต จากลักษณะดงักลาวนี ้

ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความจําเพาะเจาะจงของสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด จึงทําใหวิธีการทางอณู

ชีววิทยามีความแมนยําในการตรวจสอบสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ตลอดจนการที่จะนํามาประยุกตใชในการ

ตรวจสอบหาชนิดของเชื้อรากอโรคดวย 
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ภาพที่ 1 แสดงการจัดเรียงตัวของยีนและสวนอื่นๆใน  rDNA loci ของ eukaryotes จะพบการเรียงตัวของ 18S, 5.8S  

 และ 28S ซึ่งถูกนําหนาดวย intergenic spacers (IGS), external transcribed spacer (ETS) cและถูกคั่น 

 ระหวางยีนดวย Internal transcribed spacer (ITS1 และ ITS2) รวมเปน 1 repeat unit  

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

 

       ในปจจุบันมีงานวิจัยหลายเรื่องที่ไดแสดงถึงการศึกษาและการนําลักษณะเฉพาะของลําดับการเรียงตัว

ของ DNA และจํานวนซ้ําของ repeating units ใน rDNA loci มาใชเพื่อหาเอกลักษณและจําแนกสิ่งมีชีวิต

ตางๆออกจากกัน วิธีวิจัยดังกลาวมีความถูกตองแมนยําสูงโดยเฉพาะ เมื่อนําผลที่ไดไปประมวลรวมกับผลทาง

สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา ของสิ่งมีชีวิตตางๆ โดยจํานวนซ้ําใน rDNA loci นี้มีความจําเพาะตอส่ิงมีชีวิตตางๆ  

         เชื้อรากลุม Colletotrichum spp.  เปนเชื้อราที่เปนสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในไมผลหลายชนิด การ

จําแนกชนิดของเชื้อราในกลุมนี้สวนใหญอาศัยหลักพื้นฐานทางสรีรวิทยาเชนเดียวกับที่ใชในการจําแนกเชื้อ

หลายชนิด แตเนื่องจากการที่เชื้อกลุมนี้มีพืชอาศัยที่กวาง หลากหลายชนิด จึงทําใหการจําแนกชนิดของเชื้อ

ตามหลักอนุกรมวิธานแบบเดิม  อาจทําใหการจําแนกชนิดของเชื้อมีโอกาสผิดพลาด ดังนั้นการนําวิธีการ

ทางอนูชีววิทยาระดับโมเลกุลมารวมกับวิธีการตรวจสอบทางลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ จะสามารถชวยให

การจําแนกชนิดของเชื้อไดถูกตองมากยิ่งขึ้น (Whitelaw-Weckert et al., 2007) 

            การใช oligonucleotides ที่จําเพาะเจาะจงกับเชื้อในกลุม Colletotrichum spp. ไดมีการใชกันอยาง

แพรหลายในการแยกความแตกตางในระดับ species ของเชื้อกลุมนี้โดยวิธี Polymerase Chain reaction 

(PCR)  (Freeman et al.,  1998) ดวยเหตุนี้การนําวิธีการทางอนูชีววิทยารวมกับวิธีจําแนกแบบเดิมที่ใชลักษณะ

สัณฐานวิทยาของเชื้อหรือ conventional identification techniques จะเปนประโยชนในการชวยจําแนกชนิดของ

เช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพืชหลายชนิด 

            หทัยชนก (2546) รายงานการสรางชุด primer เพื่อใชในการตรวจหาการปนเปอนของ Colletotrichum 

spp. ซึ่งเปนสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในเมล็ดพริก โดยอาศัยวิธี PCR ซึ่งโดยหลักการแลวอาศัย

ความจําเพาะเจาะจงของลําดับการเรียงตัวของ DNA ใน ITS region เฉพาะ Colletotrichum ทําใหจําแนกการ

มีอยูของเชื้อราดังกลาวออกจากเชื้อแอบแฝงชนิดอื่นๆได  
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            Jitareerat และคณะ(2006) รายงานการตรวจการปนเปอนแอบแฝงของ Colletotrichum 

gloeosporioides ใน มะมวงที่ยังดิบหรือเขียวอยู ออกจากเชื้อชนิดอื่นๆ โดยอาศัยลักษณะเฉพาะของการเรียง

ตัวของ DNA ในบริเวณเดียวกันทําใหสามารถแยก Colletotrichum ออกจาก Phomopsis sp., Lasiodiplodia 

sp. และ Aspergilus sp. ได เปนตน 

            Pandey และคณะ  (2003) ไดอาศัยวิธีการที่เรียกวา ITS-RFLP ซึ่งโดยหลักการก็คือการเพิ่มปริมาณ 

DNA fragments จาก conserved region ใน rDNA loci ของสิ่งมีชีวิตตางๆที่ตองการศึกษา จากนั้นนํามาตัด

หรือยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme ) ที่เหมาะสม ซึ่งทําใหสามารถแยกความแตกตางของ

เชื้อรา Guignardia sp. ไดในระดับ species ได  

            โดยสรุปจะเห็นไดวาวิธีทางอณูชีววิทยาดังกลาว เมื่อนํามาประยุกตเขารวมกับวิธีการตรวจทาง

โครงสรางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาในระดับเนื้อเยื่อพืชเพื่อติดตามการเจริญแบบแฝงของเชื้อรากอโรค จะ

เพิ่มความถูกตองแมนยํา ใหกับผลการทดสอบไดเปนอยางมากและสามารถใชเปนวิธีการประเมินผลเพื่อ

ตรวจสอบวาวิธีการที่ใชในการควบคุมหรือปองกันกําจัดโรคแอนแทรคโนสในปจจุบัน มีประสิทธิภาพเพียงใด 

ในการลดหรือกําจัดปริมาณเชื้อราสาเหตุของโรคแอนแทรคโนส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



-7- 
 

  

3. วธิีการดําเนินงานวิจัย (Methodology) 
3.1 การเลือกพื้นที่สําหรับเก็บตัวอยางเพื่อแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสและใชเปน   
      แปลงทดสอบ 
เลือกพื้นที่ทดลองเปนสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองในเขตอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหมโดยเลือกสวน

ทดสอบ 3 แปลง แปลงละจํานวน 25 ตน ตนมะมวงอายุเฉลี่ย 5 ป ของสมาชิกกลุมผูผลิตมะมวงเพื่อการ

สงออก อ.พราว 78 ม.4 ต.ปาไหน อ.พราว จ.เชียงใหม ซึ่งประกอบดวยสวนที่ 1  มีการระบบการควบคุมโรค 

โดยวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรามาแลว 1 ป สวนที่ 2 เปนแปลงใหมที่วางระบบการ

ควบคุมโรค และสวนที่ 3 เปนสวนที่มีประวัติการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส การวางระบบการควบคุม

โรคแอนแทรคโนสเริ่มจากการจัดการสภาพสวนดวยการเขตกรรมคือวิธีการรักษาความสะอาดในสภาพสวน 

และกําจัดเศษพืชหลังการตัดแตงกิ่ง และการกําจัดวัชพืชภายในสวนตลอดระยะเวลาทดลอง และฉีดพน

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราประเภทสารสัมผัส ไดแก คอปเปอรออกซี่คลอไรด  คอปเปอรออกไซด และแมนโค

เซ็บ สารประเภทดูดซึม ไดแก คารเบนดาซิม โปรคลอราซ และอะซอกซี่สโตรบิน (ที่เกษตรกรใชเปนประจําใน

พื้นที่) โดยฉีดพนสลับกันระหวางสารสัมผัสและสารชนิดดูดซึมในอัตราที่แนะนําขางฉลาก ทุก 2 สัปดาห รวม 

15  คร้ัง ต้ังแตระยะหลังตัดแตงกิ่ง (ตุลาคม 2552 ) จนถึงระยะหอผล (มีนาคม 2553) ดวยเครื่องพนสารแบบ

เครื่องยนต (High pressure engine sprayer) ใชปริมาณน้ําเฉลี่ย 5 ลิตรตอตน ในสวนที่ 1 และ 2 ในขณะที่

สวนที่ 3 ใชเปนสวนเปรียบเทียบคือมีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร กําหนดเกณฑในการประเมินโรค

แอนแทรคโนส คิดจากพื้นที่ตลอดทรงพุมของตนที่แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส ซึ่งใหระดับคะแนนตาม

เกณฑ ดังนี้ 

0 =  ไมพบการเกิดโรค หรือไมมีรอยแผล (ระดับดี) 

1 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่1- 25%  (ระดับปกติ) 

2 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่21- 50% (ระดับปานกลาง) 

3 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่51- 80% (ระดับรุนแรง) 

4 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที่มากกวา 80% หรือใบตาย (ระดับรุนแรงมาก) 

 

โดยนํามาใชประเมินการเกิดโรคในแปลงทดสอบ และแปลงที่มีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร 

เพื่อใชเปนตัวเปรียบเทียบ  ตรวจผลโดยใหคะแนนอาการของโรคทุก 2 สัปดาหกอนการพนสารเคมีคร้ังตอไป 

จนกระทั่งระยะอายุผล 110  วันหลังดอกบาน  และเก็บตัวอยางทุกครั้งกอนการฉีดพนสารเคมีในแตละครั้ง 

เพื่อมาทําการแยกเชื้อราสาเหตุโดยการใช paraquat  ชักนําใหเนื้อเยื่อสลายและกระตุนใหสวนขยายพันธุของ

เชื้อราปรากฏ โดยนําตัวอยางมะมวงที่เก็บมาในระยะตางๆแชใน 95% ethanol 30 วินาที  NaOCl  2%  5 นาท ี

และ  0.4% paraquat  5 นาที ผ่ึงใหแหง บมไวในกลองเก็บรักษาความชื้น จนสวนขยายพันธุของเชื้อราปรากฏ  

นํามาเพาะเลี้ยงบน acidified potato dextrose agar ( PDA + 25 %  lactic acid อัตรา 0.1%) ทําการแยก
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เชื้อบริสุทธิ์และเพาะเลี้ยงไวบนอาหาร PDA  โดยทั้งหมดนี้จะทําการเก็บตัวอยางมะมวงตั้งแตระยะหลังตัดแตง

กิ่ง และแตกชอใบใหม ระยะดอก ระยะผลออน ระยะผลแกและผลหลังเก็บเกี่ยว  
 

3.2 การตรวจสอบการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงทุกระยะการ
เจริญในสภาพสวนจนถึงผลมะมวงหลังเก็บเกี่ยว 

               3.2.1 การตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อของพืช 

                     ตัวอยางมะมวงที่เก็บทุกระยะการเจริญของมะมวง ไดแกสวน กิ่งกานและใบ นํามาศึกษา

โครงสรางโดยรวมภายใต stereomicroscope เพื่อตรวจบริเวณที่จะนํามาตัดชิ้นสวนพืชดวย microtome ใหมี

ความหนาประมาณ 0.01 มม. ยอมเนื้อเยื่อดวย cotton blue ศึกษาภายใต compound microscope เพื่อ

ตรวจสอบตําแหนงการเจริญของเชื้อภายในเนื้อเยื่อ  และเพื่อติดตามพัฒนาการของเชื้อที่เขาทําลายพืชใน

ระดับเซลลจากเนื้อเยื่อบริเวณเดียวกัน ไดนํามาเตรียมตัวอยางดวยขั้นตอนดังนี้คือ Primary fixative ดวย 

glutaraldehyde 2.5 %  ใน ใน 0.1 M phosphate buffer  (pH 6.8) เปนเวลา 24 ชม. แลวใช OsO4 1%ใน 

phosphate buffer เปน post fixative จากนั้นผานขั้นตอนการทํา Dehydration ตามลําดับต้ังแต 35%  50%  

70%  80%  90% และ 100% infiltrate ดวย acetone เพื่อแทนที่น้ํา กอนนําไป embedding และ 

polymerization ในแมพิมพ (JB-4 Embedding Medium Polysciences, Inc., Warrington, PA) เททับดวย 

resin เหลวใหเต็มทิ้งไวที่อุณหภูมิ 70 °C  เจือจาง (dilution)  resin 1:2, 1:1, 2:1, 1:0, และ 1:0 ใน 95 % 

ethanol กอนนําไปตัดดวย ultramicrotome (Model 820; American Optical, NY) ชิ้นสวนที่ตัดความหนา 3 

μm นํามายอม 0.05% acid fuchsin เปนเวลา 2 นาที แ ล ว ล า ง ออกด ว ยน้ํา ก ลั่ น  mounted บน glass 

slides แลวตรวจสอบภายใต compound  microscope  และชิ้นสวนที่ยอมดวย uranyl acetate และ lead 

acetate แลวตรวจสอบภายใต Transmission electron microscope (TEM)     

              3.2.2 การตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและวิธีการทางอณู

ชีววิทยาระดับโมเลกุล   

             ก) การวินิจฉัยโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา  

เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่แยกไดจากตัวอยางมะมวงในขอ 1 ที่เก็บในระยะหลังตัดแตงกิ่ง และ

แตกชอใบใหม ระยะดอก ระยะผลออน ระยะผลแกและผลหลังเก็บเกี่ยว ทั้งที่แสดงและยังไมแสดงรอยแผล

ของโรค มากระตุนดวย paraquat และแยกเชื้อบริสุทธิ์ไวบนอาหาร acidified PDA  นํามาตรวจสอบลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาโดยตรวจจาก ลักษณะสีโคโลนี รูปรางและขนาดของโคนิเดีย เปนตน เทียบกับเอกสารอางองิ 

และทําการจัดกลุมเชื้อที่แยกได  

              ข) การวินิจฉัยโดยอาศัยวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุล   

การใชเทคนิคพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction) -  นําเชื้อราแตละไอโซเลตที่แยกไดมามาสกัด 

DNA โดยเก็บสวนของเสนใยและสปอรของเชื้อราที่เจริญบนอาหาร PDA ลงใน microfuge tube ขนาด 2 ml  
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ใหไดประมาณ 3 ใน 4 ของหลอด ซึ่งใชวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Freeman และคณะ (2000)  และจากตัวอยาง

มะมวง ทั้งที่แสดงและยังไมแสดงรอยแผลของโรค โดยการเตรียม DNA อาศัยวิธีมาตรฐานของ Sambrook 

และ MacCallum (2001) แลวสกัด DNA ดวย Fungal genomic DNA extraction kit (Favogen, USA.) ทํา

การเพิ่มปริมาณของ   DNA ดวยไพรเมอร (primer) ITS-1 5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’ และ 

ITS-4 5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’ คูกับไพรเมอรของ C. gloeosporioides (CgInt) 

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

 ในการทาํปฏิกิริยา PCR ดังนี ้  PCR reactions total volume = 20 μl ประกอบดวย genomic DNA 

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

0.2 mM, ไพรเมอรอยางละ1 μM ,Taq polymerase 0.5 Unit (Vivantis, Poland), MgCl2 1.5 mM  นําไปเขา

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

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

30  วินาท ีที่ 55°C และ 30  วินาท ี 72°C หลังจากที่ทาํปฏิกริยาครบจํานวนรอบทั้งหมดแลวบมตอที ่ 72°C 

เปนเวลา 5 นาท ีนาํ PCR product ที่ได มาตรวจสอบดวย gel electrophoresis  บน  1.5  % agarose gel ใน 

Tris-acetate-EDTA buffer ยอมใน ethidium bromide แลวตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต เพื่อทาํการ

ตรวจสอบความแตกตางของชนิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส   (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 - คูของ Primers ที่ใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA จาก 

ITS region ของ rDNA จาก ตัวอยาง DNA ที่เตรียมไดจากเสนใยของเชื้อรา รวมทั้งเงื่อนไขตางๆที่ใชในการทํา

การทดลอง อาศัยวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Pandey และคณะผูวิจัย  (2003) โดยการทํา ITS-RFLP นั้น PCR 

products ที่ไดจากแตละตัวอยาง จะถูกนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes)  
 
Restriction enzyme digestion of amplified rDNA  
              ทําการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนของ ribosomal DNA ในชวง ITS1-5.8s-ITS2 ของ mitochondria 

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

3’) ปฏิกิริยา PCR (20 μl) ประกอบดวย DNA template 10 ng, 1X Taq polymerase buffer  dNTPs อยาง

ละ 0.2 mM, ไพรเมอรอยางละ1 μM, Taq polymerase 1 Unit (Vivantis, Chino, USA.) จากนั้นนําไปเขา

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

initial DNA denaturation 5 นาทีที่  95 °C ตามดวย 30 วินาที ที่ 95°C, 30  วินาที ที่ 55°C และ 30  วินาที 

72°C (รวม 25 รอบ) และที่ 72°C เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทําการตัด PCR products ดังกลาวดวย RsaI และ 

HaeIII แยกกัน โดยในหลอดทดลองประกอบดวย reaction buffer 1x, PCR products 10-15 ng และ 200 U 
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ของ RsaI และ HaeIII และ distilled water นําไปบมที่ 37°C นาน 6 ชั่วโมง และหยุดปฏิกิริยาที่ 85°C นาน 

10 นาที จากนั้นนําผลผลิตที่ไดไปตรวจสอบโดยการทํา gel electrophoresis  บน agarose gel (1.5%)  ใน 

0.5x Tris-boric acid-EDTA buffer   
 
Species specific amplification by PCR  
               ทําการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนของดีเอ็นเอใน mitochondria ในชวง ITS1-5.8s-ITS2 โดยอาศัยคู

ของ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงในระดับ specie ของ Colletotrichum spp. โดยอาศัยเทคนิค PCR  ซึ่ง

ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Freeman และคณะ (2000)  

ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบ C. acutatum  คือ  

 

5’-GGGGAAGCCTCTCGCGG-3’  (CaInt2) 

 

และที่ใชในการตรวจสอบ  C. gloeosporioides คือ 

 

5’-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3’ (CgInt) 

 

              โดยแตละตัวจะใชคูกับ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)  ปฏิกิริยา PCR (20 μl) 

ประกอบดวย DNA template 10 – 100 ng, 1X Taq buffer  dNTPs อยางละ 0.2 mM, ไพรเมอรอยางละ1 

μM, Taq polymerase 0.5 Unit (Vivantis, Chino, USA.) จากนั้นนําไปเขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม 

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

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

72°C เปนเวลา 5 นาที นําผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ไดมาตรวจสอบโดยการทํา gel electrophoresis  บน 

agarose gel (1.5%)  ใน 0.5x Tris-acetate-EDTA buffer นํามายอมในเอธิเดียมโบรไมด (ethidium 

bromide) แลวตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต   

 

3.2.3 การวินจิฉัยผลและสรุปขอมูล 

           ผลการทดลองที่ไดจากการตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค PCR และ ITS-RFLP จะถูกประมวล

รวมกัน การทดลองในสวนของ PCR จะทําอยางนอย 3 คร้ังในแตละชุดการทดลองยอย เพื่อยืนยันความ

ถูกตองของระบบ PCR กอนจะสรุปผลรวมกับการตรวจสอบเชื้อในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อพืช  
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3.3 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อราสาเหตุที่แยกจากมะมวง 
เชื้อราที่ผานการตรวจสอบทางลักษณะสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยาระดับโมเลกุล นํามาเพาะเลี้ยงเปน

เชื้อบริสุทธิ์บนอาหาร  acidified PDA  บมไวจนสรางกลุมสปอรบนเสนใยบนอาหาร แลวขูดสวนสปอรมาเตรียมเปนสาร

แขวนลอยของสปอร( spore suspension ) ใหมีความเขมขน 106  สปอรตอ มล. ดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ปลูกเชื้อบนใบ

มะมวงน้ําดอกไมสีทองที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวดวยการเช็ดผิวใบดวย  70%  ethanol   แลวหยดสปอรของเชื้อปริมาตร 

50 μl ลงบนรอยแผลที่ใชเข็มเขี่ยลนไฟฆาเชื้อแลวทําแผลบนใบ บมไวในกลองบมเชื้อ 5 - 7 วัน โดยรักษาความชื้น

สัมพัทธประมาณ 95% บันทึกอาการเกิดโรค 
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4. ผลการทดลอง 
4.1 การเก็บตัวอยางและแยกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนส 
ใชสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองเขตอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ของคุณนันต ทองรัตน  (ซึ่งเปนสมาชกิ

กลุมผูผลิตมะมวงเพื่อการสงออก อ.พราว 78 ม.4 ต.ปาไหน อ.พราว จ.เชียงใหม ซึ่งมีคุณเจริญ คุมสุภา เปน

ประธานกลุม) โดยใชสวนของคุณนันต ทองรัตน  เปนพื้นที่สวนมะมวงสําหรับใชในการทดลองของโครงการ 

การจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะมวงน้ําดอกไมเพื่อการสงออกเปนโครงการที่ไดรับการ

สนับสนุนจากศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว ในปงบประมาณ 2551 จํานวนตน 25 ตน เพื่อใชเปน

แปลงทดสอบหลักและใชสวนใกลเคียงอีก 2 แหลง  เพื่อเปนการศึกษาเปรียบเทียบการเจริญแบบแฝงของเชื้อ

ราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพื้นที่สวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองบริเวณขางเคียงที่ไมเคยวางระบบการควบคุม

โรคแอนแทรคโนส จํานวนอีก 25 ตน เพื่อนํามาวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีเชนเดียวกับแปลงทดสอบหลัก 

โดยใชเปนแปลงทดสอบรอง และเลือกตนมะมวงอีก 25 ตนสําหรับใชเปนแปลงควบคุม (control) สําหรับการ

วางระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในปที่ 2 ในแปลงทดสอบหลัก วางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกัน

กําจัดเชื้อราเชนเดียวกับชวงฤดูกาลปลูกในปที่ผานมา ซึ่งไดเร่ิมโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกาํจดัเชือ้รา

ต้ังแตเดือนตุลาคม 2552 หลังจากที่เกษตรกรมีการตัดแตงกิ่งรอบ 2 โดยฉีดพนสารเคมีชนิดสัมผัสสลับกับสาร

ดูดซึม ทุก 2 สัปดาห จนกระทั่งถึงระยะหอผลจึงหยุดการฉีดพนสารเคมี และกอนการฉีดพนสารเคมีแตละครั้ง 

เก็บตัวอยางมะมวงมาทําการแยกเชื้อในหองปฏิบัติการ ตามระยะตางๆของการเจริญเติบโตของมะมวง โดย

ตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆ การประเมินผลการเกิดโรคแอนแทรคโนสที่ดูจากลักษณะอาการที่ปรากฏ

ในแปลงที่ใชทดสอบ และโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราแสดงไวในตารางที่ 1 และ ภาพที่ 2 

และ 3 
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ตารางที ่1 ผลประเมินการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงปลูกมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่ในระยะการเจริญ 

ตางๆ ของมะมวงและชนิดสารเคมีปองกนักําจัดเชื้อราที่ใชพนในระยะตางๆ 

 
ระยะการเจริญ สารเคมีที่ใชพน แปลงทดสอบที่1 

(แปลงทดสอบหลัก) 
แปลงทดสอบที่2 
(แปลงทดสอบรอง) 

แปลงทดสอบที่3 
(แปลงเปรียบเทียบ) 

กอนตัดแตง - 2.5 1.7 2.2 

หลังตัดแตงกิ่ง  คอปเปอรออกซี่คลอไรด  2 1.5 2.7 

แตกชอ  คารเบนดาซิม  1.7 1.7 1.7 

ติดดอก แมนโคเซป 1.9 1.6 1.9 

ติดดอก อมิสตา 1.5 1.3 1.7 

ดอกตูม-เริ่มบาน คอปเปอรออกไซด 1.5 1.5 1.4 

ดอกบานเต็มที่ โปรคลอราซ 1.5 1.6 1.6 

ผลออน คอปเปอรออกซี่คลอไรด 1.6 1.2 2.5 

ผลออน 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 คอปเปอรออกไซด 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 =  ไมพบการเกิดโรค หรือไมมีรอยแผล (ระดับดี)  

1 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่1- 25%  (ระดับปกติ)  

2 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่21- 50% (ระดับปานกลาง)  

3 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที ่51- 80% (ระดับรุนแรง)  

4 =  มีรอยแผล เปนบริเวณพืน้ที่มากกวา 80% หรือใบตาย (ระดับรุนแรงมาก) 
disease assessment by visual rating : 0 - 4 
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ภาพที ่2 ผลการประเมนิการเกิดโรคแอนแทรคโนสที่เกิดขึ้นในระยะการเจริญตางๆของมะมวงในสวน 

มะมวงน้าํดอกไมสีทองที่ใชในการทดลองทั้ง 3 แหลงในเขตอําเภอพราว จังหวัดเชยีงใหม 
 
          เมื่อนําตัวอยางจากสวนตางๆของตนมะมวงมาตรวจสอบความถี่ในการเกิดเชื้อสาเหตุโรคที่เจริญจาก

ตัวอยางทดสอบ โดยการกระตุนดวย paraquat ผลจากตารางที่ 2 และภาพที่ 4 แสดงใหเห็นวาการจัดการ

ระบบการควบคุมโรคนั้นมีแนวโนมวาสามารถลดการเกิดของโรคไดโดยจะเห็นวาความถี่ของการเกิดโรคลดลง

ไดมากในระยะตั้งแตตัดแตงกิ่งไปจนถึงติดผลออน หลังจากนั้นพบวาความถี่ของการเกิดโรคสูงขึ้นเนื่องมาจาก

สภาพอาการที่แปรปรวนมีฝนและหมอกลงดังที่กลาวไปแลวในขางตน แตตอมาความถี่ของการเกิดโรคก็ลดลง

ตามลําดับ ซึ่งเมื่อเทียบกับแปลงที่ไมไดรับการจัดการระบบการควบคุมโรคก็แสดงใหเห็นวามีอาการของโรค

เกิดขึ้นสูงกวาแปลงที่มีการจัดการ 
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ภาพที ่3  ระยะการเจริญเติบโตของตนมะมวงน้าํดอกไมสีทองทีพ่บการเขาทําลายของโรคแอนแทรคโนส  

(ก) ระยะแตกใบออน (ข) ระยะใบแก และ (ค) ระยะออกดอก 

 

 
 
 
 
 
 

(ก) (ข) 

(ค) 
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ตารางที่ 2 ความถี่ของการเกิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากตวัอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆ 

ที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 3 -7 วัน ในสภาพหองปฏบัิติการ 
 

ความถี่ในการพบเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนส
(%) 

ระยะการเจรญิของมะมวง 
แปลง

ทดสอบที ่1 
แปลง

ทดสอบที่ 2 
แปลง

เปรียบเทยีบ 

กอนตัดแตง 53 65 67.5 

หลังตัดแตงกิง่  23 27.5 37.5 

แตกชอ  18 25 30 

ติดดอก 15 27.5 32.5 

ติดดอก 13 17.5 22.5 

ดอกตูม-เร่ิมบาน 33 15 15 

ดอกบานเต็มที ่ 10 10 15 

ผลออน 35 62.5 57.5 

ผลออน 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 เปอรเซ็นตความถี่ของการเกิดเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่ตรวจพบจากตัวอยางมะมวงที่ 

เก็บในระยะตางๆที่ผานการกระตุนดวย paraquat หลังการบมไวเปนเวลา 3-7 วัน 

 

 
4.2  ผลการแยกเชื้อราและการตรวจสอบชนิดของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนส 

 ตัวอยางมะมวงทุกระยะการเจริญ ที่ผานการกระตุนดวยสาร paraquat พบวาเนื้อเยื่อสวนบริเวณใบ

พืชจะเสื่อมสภาพเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีน้ําตาลออกดํา เกิดกลุมของเสนใยและสปอรของเชื้อ เกาะอยูบริเวณ

ผิวตัวอยางพืชที่ใชทดสอบ โดยพบลักษณะของกลุมสปอร (spore mass) มีระดับสีที่แตกตางกันตั้งแตน้ําตาล

แดง เหลือง และสม โดยเฉพาะกลุมสปอรสีสมที่เกิดขึ้นชัดเจนบนรอยแผลของผล แสดงใหเห็นความ

หลากหลายของสายพันธุของเชื้อราสาเหตุโรค (ภาพที่ 5) 
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ภาพที่ 5 ลักษณะของกิ่งกานบริเวณสวนยอด ผล และใบของมะมวงที่ผานการกระตุนดวย paraquat 

แลวบมไวในกลองรักษาความชื้นประมาณ  3 ถึง 5 วัน เกิดกลุมเสนใยและกลุมสปอร        

ข้ึนบริเวณผิวและมีสีที่ปรากฏแตกตางกัน 
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   เมื่อนําเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดจากสวนของ ดอก  กิ่งกาน  ใบ และผลของมะมวงทั้งกอนและหลังเก็บเกี่ยว 

มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร acidified  PDA เพื่อแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ สามารถจัดจําแนกเชื้อในกลุม Colletotrichum 

spp.ไดจํานวนทั้งหมด  21 ไอโซเลต ที่ทําการคัดแยกจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏโดยตรวจสอบ

ลักษณะของโคโลนีและการสรางกลุมสปอรที่เจริญบนอาหาร PDA ตลอดจนการตรวจสอบลักษณะของ

โครงสราง fruiting body ที่เรียกวา acervulus ที่ประกอบไปดวยสปอรหรือโคนิเดีย (spore or conidia) และ 

setae หรือ spines ของเชื้อ Colletotrichum spp. ที่เจริญบนผิวใบมะมวง (ภาพที่ 6 และ 7) ภายใตกลอง

จุลทรรศน Compound microscope โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับเอกสารอางอิง (Barnet 

and Barry,  2003)  สามารถจัดแบงเปน 2 กลุม คือกลุมที่มีลักษณะของโคนิเดียคอนขางยาวเปนรูป

ทรงกระบอกหัวทายมน มีความยาวตั้งแต 12  -  20 μm  และกวาง   3.5 - 6  μm และมีลักษณะของเสนใยเปน

สีเทาออกเขียว  ซึ่งกําหนดเปนกลุมไอโซเลต P5Rn   ซึ่งประกอบดวย P5R1 ถึง P5R15   และกลุมที่มีลักษณะ

ของโคนิเดียคอนขางรีหัวทายแหลมมีความยาวตั้งแต 8 - 13 μm  และกวาง 2 - 5 μm  และมีลักษณะของเสน

ใยเปนสีเทาซึ่งกําหนดเปนกลุมไอโซเลต P6Rn ซึ่งประกอบดวย P6R1 ถึง P6R6 (ภาพที่ 8) 

 
ภาพที่ 6 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Colletotrichum spp. ที่เจริญบนอาหาร acidified potato dextrose 

agar  กลุมไอโซเลต P5Rn (A)  มีลักษณะของเสนใยเปนสีเทาออกเขยีว สรางกลุมสปอรสี

เหลืองและกลุมไอโซเลต P6Rn (B) มีลักษณะของเสนใยเปนสีเทา สรางกลุมสปอรสีสม 
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ภาพที่ 7   ลักษณะ acervulus  (fruiting body)  ที่ประกอบไปดวย conidia และ setae  

ของเชื้อ Colletotrichum spp.ที่เจริญบนผิวใบมะมวง ที่ตรวจภายใตกลองจุลทรรศน 

(Compound microscope) กําลังขยาย 40 เทา กลุมไอโซเลต P5Rn (A) และกลุม 

ไอโซเลต P6Rn (B) 

 

 
ภาพที่ 8    ลักษณะของโคนิเดียของเชื้อ Colletotrichum spp. กลุมไอโซเลต P5Rn  (A) 

                                  และลกัษณะของโคนิเดียของเชื้อ Colletotrichum spp. กลุมไอโซเลต P6Rn (B) 

 

A B 

A B 
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4.2.1  การตรวจสอบเชื้อรากอโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อของพืช 
               ตัวอยางมะมวงทีเ่ก็บจากระยะตางๆของการเจริญ ไดแก สวนยอดหรือกิ่งออน ที่เกิดขึ้นหลงัการตัด

แตง นํามาศกึษาโครงสรางโดยรวมภายใตกลองชนิด stereomicroscope เพือ่ตรวจบริเวณที่จะนํามาตัด

ชิ้นสวนพชืดวย microtome ใหมีความหนาประมาณ 0.01 มม. ยอมเนื้อเยื่อดวยสี cotton blue ศึกษาภายใต

กลอง compound microscope ที่แสดงใหเหน็การแทง (penetration) ของเสนใยของเชื้อภายในเนื้อเยื่อพืช 

หรือ internal hypha ที่งอกมาจาก appressorium (ภาพที่ 9) และติดตามพัฒนาการของเชื้อที่เขาทําลายพชื

ในระดับเซลลจากเนื้อเยื่อจากสวนใบมะมวงที่ผานการเตรียมตัวอยางแลวตัดดวยเครื่อง ultramicrotome เพื่อ

ตรวจดูการเจรญิของเชื้อภายในเนื้อเยื่อพชืภายใตกลอง compound microscope ไดแสดงใหเหน็ลักษณะของ

เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวงและตําแหนงของสปอรหรือ

โคนิเดีย appressorium และเสนใยที่เจริญภายในเนื้อเยื่อพืช (subcuticular hypha) ที่เจริญแฝงอยูในภายใน

เซลล epidermal และเสนใยภายในเนื้อเยื่อพืช (internal hyphae) ที่งอกมาจาก appressorium  ภายใน

โครงสรางระดบัเนื้อเยื่อบริเวณปากใบ (ภาพที่ 8) และการตรวจสอบภายใตกลอง Transmission Electron 

Microscope (TEM) แสดงใหเห็นโครงสรางสวนขยายพนัธุของเชื้อรา Colletotrichum spp. จากตวัอยาง

มะมวงบริเวณยอดที่เก็บในระยะหลังตัดแตงกิ่ง และใบมะมวงที่นาํมาตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายใน

โครงสรางในระดับเนื้อเยื่อ (ภาพที ่10  และ 11)    

 

 
 

ภาพที่ 9  เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวงที่ตัดดวย 

                 microtome ผานการยอมสี cotton blue แลวตรวจภายใต compound microscope 

               แสดงตําแหนงการแทงทะล ุ(penetration) ของเสนใยของเชื้อภายในเนื้อเยื่อพืช หรือ 

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

 

 

10 µm 
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ภาพที่ 10 เชื้อรา Colletotrichum spp. ที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อจากสวนใบของมะมวง แสดง

ตําแหนงของสปอรหรือ conidium (cn) appressorium (ap), infection vesicle (iv),  และ 

subcuticular hypha (sh) ที่เจริญแฝงอยูในภายในเซลล epidermal (ภาพซาย) และแสดง

เสนใยภายในเนื้อเยื่อพืช (internal hyphae (ih1,2,3) ที่งอกมาจาก appressorium (ap)  

(ภาพขวา )  (Bar =10 micrometer) 

 

 
 
 
ภาพที่ 11 ภาพจาก Transmission Electron Microscope   ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของสวนขยายพันธุ 

ของเชื้อรา Colletotrichum spp. จากตัวอยางมะมวงบริเวณยอด ที่เก็บในระยะหลังตัดแตง

กิ่งที่นํามาตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อ [c = cuticle; f = เชื้อ

รา (fungal cell); hw = ผนังเซลลพืช (host wall)]   (Bar = 2 micrometer) 

 

10 µm 10 µm 

2 µm 
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ภาพที่ 12 ภาพจาก Transmission Electron Microscope ที่แสดงใหเห็นโครงสรางของ appressorium  

(ภาพซาย) ของเชื้อรา Colletotrichum spp. ที่แทงทะลุ (penetrate) ผานเซลลเนื้อเยื่อใบ

มะมวงที่นํามาตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคภายในโครงสรางในระดับเนื้อเยื่อ และสวนของเสน

ใยที่แทงทะลุผานเซลลเนื้อเยื่อของใบมะมวง (ภาพขวา) f = fungal cell (เชื้อรา);  m = 

mesophyll (มีโซฟลล) ; h = hypha (เสนใยเชื้อรา) ; hw = host wall  ( ผนังเซลลพืช);  Bar 

= 2 micrometer) 
 

4.2.2  การตรวจสอบเชื้อรากอโรคโดยวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุล 
ก. การวินิจฉัยโดยอาศัยเทคนิค PCR 

           การใชวิธีทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจําแนกชนิดของเชื้อโดยวิธี polymerase chain 

reaction สําหรับคูของ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิด ของ Colletotrichum sp. คือคู primer ITS4-

CgInt (จําเพาะตอ C. gloeosporioides) และคู primer ITS4-CaInt2 (จําเพาะตอ C. acutatum,)  สามารถ

แยกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสได 2 ชนิด จากตัวอยางมะมวง คือ C. gloeosporioides  

และ C. acutatum ซึ่งจะให PCR products ขนาด 450 และ 490 bp   ในกลุมไอโซเลต P5Rn (1-15)  และใน

กลุมไอโซเลต P6Rn (1-6) (ภาพที่ 13 )  

2 µm 
2 µm 
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ภาพที่ 13 การจําแนกเชื้อรากอโรคในกลุม Colletotrichum spp. โดยอาศัย polymerase chain 

reaction และคูของ primer ITS4-Cglnt (จําเพาะตอ C. gloeosporioides), คู primer ITS4-

Calnt2 (จําเพาะตอ 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 กับคูของ Primers ที่ใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA จาก 

ITS region ของ rDNA จาก ตัวอยาง DNA ที่เตรียมไดจากเสนใยของเชื้อรา โดย PCR products ที่ไดจากแต

ละตัวอยาง จะถูกนํามาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzymes) และจากการนําชิ้นสวนของ rDNA 

มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  เชน RsaI ทําใหสามารถแบงเชื้อราที่นํามาทดสอบไดเปน 2 กลุม ตามลกัษณะที่

ถูกยอยไดหรือไมไดดวย RsaI พบวากลุมไอโซเลต P5Rn อยูในกลุมที่ถูกยอยได และกลุมไอโซเลต P6Rn จัด

อยูในกลุมที่ไมถูกยอย ขณะที่ HaeIII ไมสามารถทําใหเกิดความแตกตางในกลุมตัวอยางเชื้อราที่นํามาทดสอบ

A 

B 
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ทั้งหมด กลาวคือตัวอยางทั้งหมดถูกยอยไดและแสดงรูปแบบของ bands หลังการทํา gel electrophoresis 

ที่เหมือนกัน ซึ่งไมไดนํามาแสดงผลในที่นี้ 

ดังนั้นผลที่ไดจากการตรวจสอบการเจริญแบบแฝงของเชื้อรากอโรคโดยอาศัย polymerase chain 

reaction และคูของ primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอเชื้อราในกลุม Colletotrichum spp. คือคู primer 

ITS4-Cglnt (จําเพาะตอ C. gloeosporioides) และคู primer ITS4-Calnt2 (จําเพาะตอ C. acutatum,)  

สามารถตรวจพบและจําแนกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสไดทั้ง 2 ชนิด จากตัวอยางมะมวงที่

เก็บมาจากสวนอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ซึ่งจะให PCR products ขนาด 450 และ 490 bp ตามลําดับ  ซึ่ง

ผลที่ไดสอดคลองกับผลของการยอย rDNA ขางตนดวย RsaI ทําใหสามารถสรุปไดวากลุมไอโซเลต P5Rn คือ

เชื้อ C. gloeosporiodes  ขณะที่กลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. acutatum (ภาพที่ 14) 

 

    
 
ภาพที่ 14 เชื้อรากอโรคในกลุม Colletotrichum spp. ที่แยกจากมะมวงน้ําดอกไมสีทองถูกจําแนกเปน 2 

กลุมคือ C. gloeosporioides และ C. acutatum โดยอาศัยเทคนิค ITS-RFLP กับคูของ 

Primers ที่ใชในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน DNA จาก ITS region ของ rDNA จากตัวอยาง DNA    

ที่เตรียมไดจากเสนใยของเชื้อรา โดย PCR products ที่ไดจากแตละตัวอยางถูกนํามาตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ (ภาพ ก และ ข)   โดยสามารถจําแนกกลุมไอโซเลต P5Rn คือ เชื้อ C. 

gloeosporiodes  ขณะที่กลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. acutatum 

 
     
 
 
 

ก ข

ภาพ ก. PCR product ที่ไมไดถูกตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ อยูทางดานซายของ 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.  เชื้อราในกลุม Colletotrichum spp.ที่แยกจากมะมวง

น้ําดอกไมสีทองถูกจําแนกเปน 2 กลุม 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 ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อราแอนแทรคโนสที่แยกจาก
มะมวง 

ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสที่แยกจากสวนตางๆของ

มะมวงน้ําดอกไมสีทองจากสวนอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม จํานวน 21 ไอโซเลต บนสวนตางๆ ของมะมวงใน

หองปฏิบัติการพบวาทุกไอโซเลตสามารถทําใหเกิดรอยแผลไหมสีน้ําตาลดํา (necrotic) และเกิดกลุมสปอร 

(spore masses) บนรอยแผลที่สังเกตไดในระยะเวลา 5 ถึง 7 วันหลังการปลูกเชื้อ และมีขนาดเสนผาน

ศูนยกลางรอยแผลแตกตางกันออกไป โดยเชื้อในกลุม P6Rn (P6R1 – 6) ใหคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอย

แผลที่มีขนาดใหญกวาเชื้อในกลุม P5Rn (P5R1 – 15) ดังแสดงในตารางที่ 3 ภาพที่ 15 

 

ตารางที่ 3 คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอยแผลที่เกิดขึ้นบนใบมะมวงในหองปฏิบัติการ หลังการปลูกเชื้อ 

สาเหตุแอนแทรคโนสที่แยกไดจากสวนตางๆ ของมะมวงน้ําดอกไมสีทองจากสวนอําเภอพราว 

หลังการบมเชื้อไว 5 ถึง 7 วัน 

 
คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอยแผล (มิลลิเมตร) และจํานวนไอโซเลตทดสอบ (n) 

ชนิดของเชื้อ / 
ตําแหนงที่แยกเชื้อ 

ใบ ผลกอนและหลัง 
เก็บเกี่ยว 

กิ่งกาน 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) 

ไมไดทดสอบ 

สวนที่ 2 
Cg (P5Rn: 10-15) 

 

12.16 (n = 2) 

 

13.24 (n = 2) 

 

14.38 (n = 2) 

 

ไมไดทดสอบ 
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ภาพที่ 15 ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อสาเหตุแอนแทรคโนสบนใบมะมวง 

               ในหองปฏิบัติการ 

ภาพบนซาย : (จากซายไปขวา ) ใบมะมวงที่ใชเปนตัวเปรียบเทียบและใบที่ปลูกเชื้อดวยสาร 

                    แขวนลอยของสปอรของเชื้อไอโซเลตตางๆ 

ภาพบนขวา : รอยแผลที่ปรากฏขึ้นบนใบหลังการปลูกเชื้อ 5 - 7 วันและกลุมสปอรที่เกิดขึ้น 

ภาพลาง      :  (จากซายไปขวา ) การทําแผลบนมะมวงและรอยแผลที่ปรากฏขึ้นบนผลมะมวง  

                   หลังการปลูกเชื้อ 5 - 7 วันและการสรางกลุมสปอรสีสมบนรอยแผล 
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5. วิจารณผลการทดลอง 
 
                 สวนมะมวงที่ใชเปนแปลงทดสอบ อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ที่มีการวางระบบการควบคุมโรค

โดยวิธีเขตกรรมและการวางโปรแกรมการใชสารเคมีปองกันกําจัดโรค หลังการตัดแตงกิ่งจนถึงระยะเก็บเกี่ยว มี

อัตราการเกิดโรคแอนแทรคโนสลดลงตามลําดับ คือต้ังแตหลังการตัดแตงกิ่งจนถึงมะมวงอายุ 110  วันหลัง

ดอกบาน  จากการใหคะแนนโดยการประเมินจากลักษณะอาการของโรคที่ปรากฏ พบวาอัตราการเกิดโรคใน

แปลงและความถี่ของเชื้อราแอนแทรคโนสที่ตรวจจากตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆ ลดลงอยางเห็นไดชัด

ในแปลงทดสอบที่  1 ที่เคยวางโปรแกรมการควบคุมโรคแอนแทรคโนสมาแลวในฤดูกาลกอนหนานี้(ภายใต

โครงการ การจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะมวงน้ําดอกไมเพื่อการสงออก ที่ไดรับทุน

สนับสนุนการวิจัยจาก ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม ป 2551) และแปลง

ทดสอบที่ 2 ซึ่งไดวางโปรแกรมการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในชวงระยะเวลาดําเนินการทดลองของโครงการ  

โดยเมื่อเปรียบเทียบกับแปลงที่มีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร (ซึ่งมีการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัด

เชื้อรา ก็ตอเมื่อพบอาการของโรคและใชสารเคมีชนิดดูดซึมเปนหลัก) พบวาในแปลงที่ไมไดรับการจัดการระบบ

การควบคุมโรคนั้น จะมีอัตราการเกิดโรคที่สูงกวาในแทบทุกระยะการเจริญของมะมวง อยางไรก็ตามจาก

แนวโนมของการเกิดโรคนั้นจะเห็นวาในชวงแรกและชวงสุดทายจะมีอาการของโรคที่สูงกวาระยะอื่นๆ 

เนื่องจากในชวงแรกที่เร่ิมเขาทําการฉีดพนสารเคมีตามระบบการควบคุมโรคนั้น ในพื้นที่ปลูกมะมวงอําเภอ

พราว มีการสะสมของโรคมากอนแลว จึงทําใหยังมีการเกิดโรคที่สูงอยู และในระยะหลังจากติดผลออนแลว 

เกษตรกรจะลดการฉีดพนสารเคมี ประกอบกับสภาพอากาศที่มีการแปรปรวนมีฝนตกและหมอกในตอนเชา ซึ่ง

เปนสภาพที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ จึงทําใหมีอัตราการเกิดโรคสูงขึ้น แตจะเห็นวาเมื่อมีการวาง

ระบบการจัดการเขาไปควบคุม การเกิดและแพรกระจายของโรคแอนแทรคโนสในสวนที่มีการควบคุมโรคตาม

ระบบที่วางไว มีแนวโนมที่ลดลงอยางเห็นไดชัด   

                เมื่อนําตัวอยางที่เก็บจากสวนตางๆของตนมะมวงที่เก็บในระยะการเจริญตางๆ มาตรวจสอบการ

เจริญแบบแฝงของเชื้อโดยการกระตุนดวย paraquat จะเห็นวาความถี่ของเชื้อกอโรคแอนแทรคโนสที่เจริญ

แบบแฝงภายในสวนตางๆของมะมวง ลดลงในระยะตั้งแตตัดแตงกิ่งไปจนถึงติดผลออน จากการติดตามการ

เกิดโรคระหวางสวนที่มีการจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนส กับสวนที่มีการปฏิบัติตามปกติของ

เกษตรกรที่มีการใชสารเคมีประเภทดูดซึมฉีดพนเมื่อพบอาการของโรคและมีการใชอยางตอเนื่องเพราะประสบ

ปญหาในการควบคุมโรคแอนแทรคโนส ซึ่งตรงกับรายงานของ Kumar และคณะ (2007) เกี่ยวกับการใช

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราชนิดเดียวติดตอกัน จะมีผลตอการพัฒนาความตานทานของเชื้อรากอโรคตอ

สารเคมีที่ใช แตในสวนที่มีการจัดการ พบวาการจัดการระบบควบคุมโรคโดยการวางโปรแกรมการฉีดพน

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราชนิดดูดซึมละสัมผัส สลับกันทุก 15 วันจนถึงระยะหอผล สามารถลดการเกิดโรคได

ทั้งในสภาพสวน และสามารถลดการเจริญแบบแฝงของเชื้อจากตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆไดผลดี แต
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การที่ยังพบสภาวะการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงทดสอบ เพราะในสภาพพื้นที่ปลูกมะมวงของอําเภอพราว 

ในชวงระยะเวลาที่ทําการทดลอง มีการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศ โดยมีฝนตกนอกฤดู ตลอดจนในฤดู

หนาวมีสภาพอากาศที่เย็นและมีหมอกลงจัดในตอนเชา แตในชวงกลางวันมีอุณหภูมิที่สูงขึ้น ทําใหเปนสภาพที่

เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรากอโรค ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของสภาพอากาศเปนสภาวะที่ไมสามารถควบคุม

ได และเปนปจจัยที่มีความสําคัญที่มีผลตอระบบการจัดการ ดังนั้นวิธีการเขตกรรมและการฉีดพนสารเคมีที่มี

ประสิทธิภาพโดยการวางโปรแกรมฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราที่เหมาะสมตลอดระยะเวลาการเจรญิและ

พัฒนาการของผลมะมวง จึงยังคงมีความจําเปน และตองกระทําอยางตอเนื่องในฤดูปลูกตอๆไป อยางไรก็ตาม

การที่จะทําใหการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในพื้นที่ปลูกมะมวงของอําเภอพราวอยางมีประสิทธิภาพ 

จําเปนตองดําเนินการวางระบบการจัดการควบคุมไดแกการจัดการดานเขตกรรมเพื่อรักษาความสะอาดใน

บริเวณสวน และการวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีที่เหมาะสม อยางตอเนื่องเปนเวลาอยางนอย  3 ป เพื่อ

เปนการกําจัดแหลงของเชื้อกอโรคที่สะสมมาเปนเวลานาน อีกทั้งบริเวณสวนใกลเคียงหรือของกลุมสมาชิกราย

อ่ืนๆของชมรมผูปลูกมะมวงเพื่อการสงออก ควรจะมีการดําเนินการในลักษณะเดียวกันดวย เพื่อเปนการทํา

ความสะอาดพื้นที่จากการที่เปนแหลงสะสมของเชื้อติดตอกันเปนเวลานาน ทําใหพื้นที่ปลูกมะมวงของอําเภอ

พราว ไมเปนแหลงสะสมของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสอีกตอไป จากนั้นจึงจะสามารถลดปริมาณการใช

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราลงในปตอๆไปได 

                การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเขาทําลายของเชื้อในโครงสรางระดับเนื้อเยื่อของ

มะมวงดวยกลองจุลทรรศนแบบ Compound Microscope และ Transmission Electron Microscope แสดง

ใหเห็นวาเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสมีการเจริญแบบแฝงอยูในทุกระยะการเจริญของมะมวง ซึ่งสอดคลองกับ

วิธีการทดลองในการใช paraquat กระตุนใหเนื้อเยื่อพืชจากตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะการเจริญตางๆกัน 

เกิดการเสื่อมสลายเพื่อใหเชื้อที่เจริญแฝงอยูปรากฏออกมา เนื่องจากเชื้อที่เจริญแฝงอยูนั้นจะปรากฏออกมา

เมื่อเซลลพืชเขาสูระยะเสื่อมสลาย (senescence) การใช paraquat  จะชวยทําใหเซลลพืชเสื่อมสลายเร็วขึ้น

สําหรับในกรณีเซลลพืชปกติ สามารถตรวจสอบโครงสรางและสวนขยายพันธุของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสได 

ในเนื้อเยื่อพืชที่เก็บมาจากสวนที่มีประวัติการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส  โดยอาศัยวิธีการทาง 

Histopathology ซึ่งไดแกการนําตัวอยางพืชมาผานกระบวนการเตรียมตัวอยางเพื่อตรวจสอบภายใตกลอง

จุลทรรศนดังกลาวขางตน โดยการที่สามารถตรวจสอบเชื้อที่เจริญแบบแฝงภายในเนื้อเยื่อพืชที่มีพัฒนาการ

เจริญในระยะตางๆ จะเปนแนวทางที่สามารถทําใหการวางแผนควบคุมโรคไดอยางมีประสิทธิภาพและ

สามารถปองกันกําจัดไดอยางตรงเปาหมาย 

               อยางไรก็ตามหากสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อไดแก สภาพอากาศรอนและ

มีความชื้นสัมพัทธในอากาศคอนขางสูง และในชวงฤดูหนาวมีหมอกลงจัดในตอนเชา แตอุณหภูมิจะสูงขึ้น

ในชวงกลางวัน ซึ่งเปนสภาพภูมิอากาศที่พบในพื้นที่ปลูกของอําเภอพราว เปนปจจัยที่นอกเหนือการควบคุม 

สภาพแวดลอมดังกลาวจะสงเสริมใหเชื้อที่เจริญแฝงอยูนั้นปรากฏออกมาใหเห็นเปนรอยแผลตามสวนตางๆ
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ของมะมวง ดังนั้นการวางระบบการควบคุมโรคในสภาพสวนจึงมีความจําเปนตองเลือกใชวิธีการที่เหมาะสม

เพื่อเปนการกําจัดและลดปริมาณของเชื้อภายในสภาพสวนทั้งในเรื่องของการเลือกใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อ

ราและวิธีเขตกรรมที่เกี่ยวของกับการรักษาความสะอาดภายในสวน เพื่อไมใหเปนแหลงสะสมเชื้อโรค 

                การจําแนกชนิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่แยกไดจากสวนมะมวง

จํานวน  3 แหลงปลูก ของอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปรียบเทียบกับ

เอกสารอางอิง โดยสามารถแบงกลุมไอโซเลตของเชื้อแอนแทรคโนสที่แยกไดออกเปน  2 กลุม คือกลุมที่ให

ลักษณะของโคโลนีบนอาหารเปนสีเทาออกเขียว สรางกลุมสปอร สีเหลืองรวมทั้งสิ้น  15  ไอโซเลต  (P5Rn : 

P5R1 – P5R15) โดยใหลักษณะของโคนิเดียหรือสปอรรูปทรงกระบอกหัวทายมนมีความยาวตั้งแต 12  -  20 

μm  และกวาง   3.5 - 6  μm รวมทั้งสิ้น  15  ไอโซเลต  (P5Rn : P5R1 – P5R15) ซึ่งใกลเคียงกับลักษณะของ 

C. gloeosporioides และกลุมที่มีลักษณะของโคโลนีบนอาหารโคนิเดียสีขาวปนเทา สรางกลุมสปอรสีสม โดย

ใหลักษณะของโคนิเดียหรือสปอรรูปคอนขางรีหัวทายแหลมมีความยาวตั้งแต 8 - 13 μm  และกวาง 2 - 5 μm  

รวมทั้งสิ้น 6 ไอโซเลต( P6Rn : P6R1 – P6R6)  ซึ่งใกลเคียงกับลักษณะของ C .acutatum 

                เพื่อเปนการยืนยันผลถึงความถูกตองในการจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุ จึงไดนําวิธีการทางอณู

ชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจําแนกชนิดของเชื้อโดยวิธี polymerase chain reaction สําหรับคูของ primer ที่

มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิด ของ Colletotrichum sp. คือคู primer ITS4-Cglnt (จําเพาะตอ C. 

gloeosporioides) และคู primer ITS4-Calnt2 (จําเพาะตอ C. acutatum)  และการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะมาใช

ในการตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวง  โดยเมื่อทําการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอในชวง ITS1-

5.8s –I TS2 แลวยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ RsaI  ทําใหสามารถแยกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรค

โนสได 2 ชนิด จากตัวอยางมะมวง คือ C. gloeosporioides  และ C. acutatum ซึ่งจะให PCR products 

ขนาด 450 และ 490 bp   ในกลุมไอโซเลต P5Rn(1-15)  และในกลุมไอโซเลต P6Rn (1-6) ตามลําดับ แสดงให

เห็นวาเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมีมากกวาหนึ่งชนิดจากแหลงปลูกมะมวงของอําเภอพราว จังหวัด

เชียงใหม  ซึ่งสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อที่แยกไดจากสวนมะมวงดังกลาวที่มีความ

แตกตางกัน  นอกจากนี้ C. acutatum ยังเปนเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงที่มีรายงานในศรีลังกา

เปนครั้งแรก (Jayasinghe and Fernando, 2009)  โดยผลการศึกษาเปนการยืนยันการจําแนกชนิดเชื้อราสาเหตุ

โรคแอนแทรคโนสจากแหลงปลูกมะมวงอําเภอพราวมีความแตกตางกันอยางนอย  2  ชนิด คือ C. gloeosporioides 

และ C. acutatum  และทั้ง 2 ชนิดนี้เมื่อนํามาทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคบนใบมะมวงในระดับ

หองปฏิบัติการ พบวาสามารถทําใหเกิดรอยแผลไหมสีน้ําตาลดํา (necrotic) และเกิดกลุมสปอร (spore 

masses) บนรอยแผลที่สังเกตไดในระยะเวลา 5 ถึง 7 วันหลังการปลูกเชื้อ และมีขนาดเสนผานศูนยกลางรอย

แผลแตกตางกันออกไป โดยเชื้อ C. acutatum  ใหคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางรอยแผลที่มีขนาดใหญกวาเชื้อ C. 

gloeosporioides  ซึ่งในสภาพสวนมะมวง อาการรอยแผลแอนแทรคโนสที่ปรากฏบนใบก็มีความแตกตางกัน

แสดงใหเห็นวาเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสทั้งสองชนิด เปนเชื้อราสาเหตุที่สําคัญในการเกิดโรคแอนแทรคโนส
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ของแหลงปลูกมะมวงอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม จากเดิมที่เคยเขาใจและมีรายงานวาเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรค

โนสของมะมวง เกิดจากเชื้อ C. acutatum  เพียงชนิดเดียว ดวยเหตุนี้จึงอาจเปนสาเหตุหนึง่ทีท่าํใหการควบคมุโรค

แอนแทรคโนสที่ผานมาใหผลในการควบคุมโรคไมดีเทาที่ควร เพราะมีเชื้อสาเหตุมากกวาหนึ่งชนิดซึ่งสงผลใหมี

การตานทานตอสารเคมีที่ใชควบคุมโรคแตกตางกัน  จากรายงานของ  Lydia และคณะ (2006) เชื้อรา C. 

acutatum  มีความตานทานตอสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราเชน เบนโนมลิ และ อะซอกซีส่โตรบนิ (อมสิตา) มากกวาเชือ้ 

C. gloeosporioides  ที่จัดวาเปน common species ของสาเหตุการเกิดโรคแอนแทรคโนสในมะมวง

นอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยอีกหลายชิ้นที่แสดงใหเห็นวาเชื้อรา C. acutatum  มีความตานทานตอสารเคมี

ปองกันกําจัดเชื้อรา คารเบนดาซิม ที่ใชในพืชหลายชนิด (Jayasinghe and Fernando, 2009) ซึ่งถือวาเปน

จุดสําคัญในการจัดการระบบการควบคุมโรคในแตละพื้นที่ปลูก และทําใหสามารถตอบคําถามไดวาทําไม

สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา เชน อมิสตา จึงใชไมไดผลในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในบางพื้นที่ ดังนั้นการ

ที่จะวางระบบการควบคุมโรคจึงมีความจําเปนตองทราบขอมูลของตัวเชื้อสาเหตุที่แทจริงกอน  วิธีการจําแนก

ชนิดของเชื้อตามวิธีการดั้งเดิมโดยยึดหลักทางลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อเพียงอยางเดียวอาจไมเพียงพอ 

การนําวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลมาชวยในการจําแนกชนิดของเชื้อสาเหตุจึงมีประโยชนและจะทํา

ใหทราบความหลากหลายของพันธุกรรมของตัวเชื้อสาเหตุในกลุม Colletotrichum ไดชัดเจนยิ่งขึ้น. 

 

- ปญหาและอุปสรรคของการดําเนินการโครงการ 
 เนื่องจากเครื่องมือทางดานอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลของสถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว 

หลายชุดไมอยูในสภาพพรอมใชงาน ในชวงระยะเวลาดําเนินการของโครงการ โดยเฉพาะอยางยิ่งเครื่อง gel 

electrophoresis และ ชุดถายภาพ เปนตน ทําใหการดําเนินงานตามแผนในโครงการวิจัยลาชา และแผนที่จะ

พัฒนาหองปฏิบัติการอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลของสถาบันวิจัยเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว ไมสามารถ

ดําเนินการตอไปได อยางไรก็ตาม คณะวิจัยของโครงการ ไดแกปญหาโดยขอความอนุเคราะหใชเครื่องมือจาก

หนวยงานอื่นๆ เชน ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในการใชเครื่องมือทางดาน

อณูชีววิทยาระดับโมเลกุล และ ศูนยเครื่องมือและหองปฏิบัติการกลาง และภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร-

กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ไดใหการสนับสนุนการถายภาพจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน ซึ่งทํา

ใหการดําเนินงานวิจัยสามารถดําเนินการตอไปได. 
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6.  สรุปผลการทดลอง 

             การจัดการระบบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองของอําเภอพราว จังหวัด

เชียงใหม โดยการรักษาความสะอาดภายในสวนและการวางโปรแกรมการฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา

ชนิดดูดซึมและสัมผัส สลับกันทุก 15 วันจนถึงระยะหอผล สามารถลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสได โดยความถี่

ของเชื้อราแอนแทรคโนสที่ตรวจพบจากตัวอยางมะมวงระยะตางๆมีแนวโนมที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสวนที่

มีการปฏิบัติตามปกติของเกษตรกร อยางไรก็ตามสภาพอากาศที่แปรปรวน ฝนที่ตกนอกฤดูกาล และหมอกลง

จัดในชวงเชาในพื้นที่ปลูกมะมวงอําเภอพราว เปนปจจัยที่มีผลตอการแพรระบาดของโรคที่มากขึ้นและเปน

สภาวะที่ไมสามารถควบคุมได แตเมื่อเปรียบเทียบกับสวนที่ไมไดรับการจัดการระบบการควบคุมโรค ยังคง

แสดงใหเห็นวาสวนที่มีการจัดการ สามารถควบคุมการเกิดโรคแอนแทรคโนสได  

            ผลการศึกษาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่เกิดจากเชื้อ C. gloeosporioides 

ในชวงระยะตัดแตงกิ่งจนถึงระยะติดชอดอกของสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองอายุ 5 ปในแหลงปลูกอําเภอพราว 

จังหวัดเชียงใหม ในระหวางเดือนตุลาคม 2552 ถึงกุมภาพันธ 2553 และเมื่อนําตัวอยางใบและกิ่งมะมวงที่เก็บ

ในระยะตางๆมาแยกเชื้อในหองปฏิบัติการเพื่อใชสําหรับการจําแนกชนิดโดยวิธีการตรวจสอบลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา สามารถแยกเชื้อราแอนแทรคโนสที่มีความแตกตางได 2 กลุม โดยการตรวจสอบโครงสรางของเชือ้ราใน

ระดับเนื้อเยื่อพืชดวย compound microscope และ transmission electron microscope แสดงใหเห็นการเขาทําลาย

ของเชื้อราสาเหตุในระดับเนื้อเยื่อ เร่ิมจากการงอกของสปอรหรือโคนิเดียจากผิวพืช สรางโครงสรางที่เรียกวา

appressorium เพื่อแทงทะลุ cuticle และผนังเซลลพืช เขาไปเจริญเปนเสนใยอยูภายใน (internal hypha) และผลจาก

การใชเทคนิคพีซีอารและการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะมาใชในการตรวจสอบเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวง  

โดยเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอในชวง ITS1-5.8s –I TS2 แลวยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ RsaI  ทําใหสามารถ

จําแนกตัวอยางเชื้อราทั้งหมดที่ทําการตรวจสอบจํานวน  21 ไอโซเลต ออกเปน 2 กลุม  จากนั้นใชไพรเมอรสองชุดที่มี

ความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อรา Colletotrichum spp. ในการจําแนกชนิดของเชื้อกอโรคที่พบ โดยไพรเมอร 

ITS-4/Calnt จําเพาะตอเชื้อ C. gloeosporiodes ขณะที่ ไพรเมอร ITS-4/Calnt2 จําเพาะตอเชื้อ C. acutatum  

จากผลการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา รวมกับการใชวิธี PCR สามารถจําแนกเชื้อราแอน

แทรคโนสได 2  ชนิด จากเชื้อทั้งหมดที่แยกไดจาก ตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะการเจริญตางๆจากสวนมะมวง

น้ําดอกไมสีทองของแหลงปลูกอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม โดยสามารถระบุไดวาเชื้อในกลุมไอโซเลต P5Rn 

คือ C. gloeosporioides  และกลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. acutatum และเชื้อทั้งสองชนิดสามารถทําใหเกิด

อาการของโรคบนใบมะมวง เมื่อนํามาปลูกเชื้อในหองปฏิบัติการ และเชื้อทั้งสองชนิดเปนเชื้อราสาเหตุที่สําคัญ

ในการเกิดโรคแอนแทรคโนส ในแหลงปลูกมะมวง อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม. 
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ผลที่ไดจากการวิจัยและแนวทางงานวิจัยในอนาคต 
          สวนมะมวงที่ใชเปนแปลงทดสอบของชมรมผูปลูกมะมวงเพื่อการสงออก อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม 

ที่มีการวางระบบการควบคุมโรคโดยวิธีเขตกรรมและการวางโปรแกรมการใชสารเคมีปองกันกําจัดโรค หลังการ

ตัดแตงกิ่งจนถึงระยะเก็บเกี่ยว ไดดําเนินการวางระบบจัดการควบคุมโรค ไดแกการจัดการเขตกรรมที่ดี โดย

กําจัดเศษซากพืชหลังการตัดแตงและวัชพืชออกจากแปลงและรักษาความสะอาดภายในแปลงอยูเสมอโ ดย

กําจัดเศษใบที่รวงหลนภายใตทรงพุมของตน ไมใหมีการสะสมอยูบริเวณโคนตนและกลายเปนแหลมสะสมของ

ของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนส  ไดมีการวางโปรแกรมฉีดพนสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา โดยฉีดพนสลับ

ระหวางสารชนิดสัมผัสและสารชนิดดูดซึม ทุก 2 สัปดาห ต้ังแตหลังการตัดแตงจนกระทั่งถึงระยะหอผล พบวา

อัตราการเกิดโรคแอนแทรคโนสในแปลงทดสอบที่มีการวางระบบจัดการปที่ 1 และ 2 มีอัตราการเกิดโรคลดลง

อยางเห็นไดชัดเมื่อเปรียบเทียบกับแปลงควบคุมที่มีการปฏิบัติดูแลตามปกติของเกษตรกร ที่ยังคงมีอัตราการ

เกิดโรคแอนแทรคโนสที่สูง แตดวยสาเหตุจากสภาพอากาสของอําเภอพราวที่มีฝนตกนอกฤดูกาลในชวงฤดู

ปลูกที่ผานมาและมีหมอกจัดในฤดูหนาว แตมีอุณหภูมิสูงขึ้นในชวงกลางวัน ซึ่งเปนสภาพที่เหมาะสมตอการ

เจริญของเชื้อสาเหตุ จึงทําใหแปลงที่มีการวางระบบจัดการยังพบการเกิดโรคแอนแทรคโนสอยูบาง อีกทั้งแปลง

ทดสอบอยูทามกลางสภาพแวดลอมของสวนมะมวงของเกษตรกรรายอื่นๆที่ยังคงมีการดูแลจัดการสวน

ตามปกติอยางที่เคยปฏิบัติของเกษตรกร จึงทําใหแหลงปลูกมะมวงของอําเภอพราว ยังคงเปนแหลงของเชื้อ

โรคแอนแทรคโนส ดังนั้นการวางระบบจัดการควบคุมโรคแอนแทรคโนสใหไดผลจําเปนตองใหมีการปฏิบัติดูแล

ของเกษตรกรทุกรายเหมือนๆกัน และตองทําอยางตอเนื่องอยางนอย 3 ป อีกทั้งสภาพอากาศที่แปรปรวนในแต

ละฤดูกาลผลิต เปนปจจัยภายนอกที่ไมสามารถควบคุมได การกําจัดแหลงสะสมของเชื้อโรคใหหมดไปมาก

ที่สุดหรือการทําความสะอาดพื้นที่ จะเปนแนวทางหนึ่งที่ชวยลดปญหาการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส 

และจะสามารถลดปริมาณการใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราลงไดในอนาคต ซึ่งในพื้นที่ปลูกมะมวงอําเภอ

พราวมีศักยภาพที่สามารถทําได เพราะเกษตรกรมีการรวมกลุมเปนชมรม หากมีการรวมมือรวมใจปฏิบัติใน

แนวทางเดียวกัน ปญหาโรคแอนแทรคโนสในพื้นที่ก็จะลดลงและหมดไปในที่สุด 

       ผลจากการวิจัยในครั้งนี้ทําใหทราบลักษณะการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส จากการตรวจสอบการ

เจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุจากตัวอยางพืชที่เก็บจากทุกระยะการเจริญของมะมวง ไดแสดงใหเห็นวามีเชื้อ

รากอโรคแอนแทรคโนสอยูแลวในตนพืช นอกจากนี้ยังมีโอกาสพบเชื้อราที่แพรกระจายจากแหลงอื่นมาตกลง

บนผิวพืชและสามารถเขาทําลายพืชซ้ําเติมไดอีก เชื้อราสามารถเจริญภายในเนื้อเยื่อพืชและรอโอกาสที่ปรากฏ

ออกมาเมื่อพืชอยูในระยะการเจริญเติบโตที่เต็มที่ ซึ่งในสภาพสวนจะสามารถพบอาการของโรคที่ชัดเจนในใบที่

เจริญเต็มที่และผลแกหรือผลหลังการเก็บเกี่ยว ดวยเหตุที่เชื้อมีการเจริญแบบแฝงอยูแลวในทุกสวนและทุก

ระยะการเจริญของพืช หากเราสามารถตรวจสอบวาภายในสวนมีการแฝงตัวของเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนสอยู

แลว ต้ังแตระยะที่ยังไมตรวจพบอาการของโรคออกมาใหเห็น ก็จะชวยใหการวางระบบการควบคุมโรคในสวน

มะมวงไดอยางมีประสิทธิภาพและเปนการแกปญหาตั้งแตตนเหตุ 



-34- 
 

             การนําวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลมาใชในการตรวจสอบและวินิจฉัยเชื้อราสาเหตุโรคพืช ได

มีการศึกษากันอยางแพรหลาย เพราะใหผลความถูกตองมากกวาวิธีการจําแนกชนิดเชื้อสาเหตุแบบเดิมที่

อาศัยการตรวจสอบจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนหลัก      เพราะปจจุบันมีงานวิจัยหลายชิ้นที่แสดงให

เห็นวาเชื้อรากอโรคแตละชนิดมีความหลากหลายในสายพันธุและมีผลตอวิธีการควบคุมโรค เพราะเชื้อแตละ

ชนิดมีการตอบสนองตอสารเคมีที่ใชปองกันกําจัดไมเหมือนกัน และเปนเหตุผลที่วาทําไมสารเคมีชนิดเดียวกัน

ที่ใชควบคุมโรคในพื้นที่หนึ่งไดผลดี แตกลับไมสามารถควบคุมโรคไดในอีกพื้นที่หนึ่ง ซึ่งจากการศึกษาในครั้งนี้

สามารถจําแนกเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสที่มีความแตกตางกันอยางนอย 2 ชนิดคือ C. gloeosporioides 

และ C. acutatum ซึ่งจากรายงานในตางประเทศเชื้อ C. acutatum มีความตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อ

ราประเภทดูดซึม (Jayasinghe and Fernando, 2009) ไดแก กลุมคารเบนดาซิม และอะซอกซี่สโตรบิน 

(Amista ) ที่นิยมใชกันแพรหลายในกลุมเกษตรกรผูปลูกมะมวง โดยเฉพาะพื้นที่ภาคเหนือตอนบน ไดดีกวา C. 

gloeosporioides 

 
แนวทางการพัฒนาตอไป   
            การตรวจสอบเบื้องตนหรือทํา early detection  มีความสําคัญในแงของการคัดกรองผลมะมวงที่มีเชื้อ

กอโรคเจริญแฝงอยู โดยเฉพาะเชื้อแอนแทรคโนสในมะมวงซึ่งอยูในระยะเก็บเกี่ยว เตรียมที่จะสงออกจําหนาย

ทั้งตลาดภายในและนอกประเทศ หลักการก็คือการตรวจสอบการมีอยูของเชื้อในเนื้อเยื่อผิวของผล โดยอาศัย

หลักการทํา PCR ที่มีความไวในการตรวจสอบหรือ sensitivity สูงมากๆ (high sensitivity PCR)  และเปน

แนวทางในการพัฒนาชุดตรวจสอบเชื้อแบบรวดเร็ว สามารถตรวจสอบเชื้อจากตัวอยางเนื้อเยื่อมะมวงได

โดยตรง และมีความไวและความแมนยําสูงในการตรวจสอบ 

            แนวทางในการพัฒนาตอไปจากผลที่ไดจากการวิจัยนี้ คือการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรคโนส

โดยวิธีการสุมตัวอยางจากแตละแหลงปลูก ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อทั้งผิวและเนื้อของผล แชในสารละลายที่

จะทําหนาที่รักษาสภาพ(preserve)ของเซลลเนื้อเยื่อ และทําหนาที่เปน lysis reagent ไปในตัว แลวนํากลับ

มายังหองปฏิบัติการ เพื่อใช high sensitivity PCR และตรวจสอบผลดวย gel electrophoresis ข้ันตอน

ทั้งหมดสามารถดําเนินการแลวเสร็จภายในเวลา  2 วัน วิธีการนี้ใหความถูกตองแมนยําในระดับสูง 

เนื่องมาจากการออกแบบ specific primers ที่มีความจําเพาะกับเชื้อราแตละชนิด  และการมี positive และ 

negative control ในชุดการทดสอบแตละคร้ัง จะสามารถใหขอมูลไดวามะมวงจากแหลงผลิตดังกลาวมีเชื้อรา

กอโรคแอนแทรคโนสแฝงอยูหรือไม วิธีการนี้สามารถใหขอมูลในเชิงคุณภาพและปริมาณ (qualitative and 

quantitative ) แตยังตองอาศัยเครื่องมือเฉพาะทางและการทํางานในหองปฏิบัติการรวมดวย 

            หลักการที่เปนไปได สําหรับการทํา early detection อีกประการหนึ่งก็คือ การสรางชุดทดสอบ (test 

kit) ที่สามารถตรวจสอบไดเสร็จส้ินกระบวนการทั้งหมดในแปลงปลูก หรือที่โกดังที่เก็บรวบรวมผลผลิตเพื่อ

เตรียมสงออกไปยังตลาดตางประเทศ โดยอาศัยการเก็บตัวอยางในลักษณะเดียวกัน คือจากผิวเปลือกและ
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เนื้อเยื่อต้ืนๆของผลมะมวงอยางสุม แลวนํามาผานขบวนการยอยสลาย (lysis)ในสารละลายที่เตรียมสําหรับ

การสกัด DNA ของเชื้อราออกจากเนื้อเยื่อพืช แลวใชแถบกระดาษ (paper strip) ที่เคลือบสารที่มี

ความจําเพาะตอเชื้อรากอโรคแอนแทรคโนส ซึ่งจะทําใหสามารถระบุการมีอยูของเชื้อราในเนื้อเยื่อพืชได แต

วิธีการนี้สามารถใหขอมูลในเชิงคุณภาพเทานั้น โดยหลักการนี้ แมวาจะใหผลในการตรวจสอบที่รวดเร็ว แตยัง

มีขอจํากัดบางประการเกี่ยวกับขอจํากัดของจํานวนเชื้อที่เจริญแฝงอยูในชิ้นสวนของเนื้อเยื่อที่นํามาตรวจสอบ 

และคาใชจายในการพัฒนาชุดตรวจสอบ. 
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