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บทคัดยอ 
งานวิจัยคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาลักษณะของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรค     แอนแทรคโนสท่ี

ทนทานตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา Colletotrichum spp., 
ระดับความทนทานของเช้ือราตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim โดยการเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato dextrose 
agar (PDA) ท่ีผสมสารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim ความเขมขนตางๆ, ลักษณะการงอกของ conidium เช้ือราบนเยื่อ
หอม, ประสิทธิภาพของสารปองกันกําจัดโรคพืช และสมุนไพรในการควบคุมการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp. 
และศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของเช้ือรา Colletotrichum spp. สายพันธุท่ีทนทานตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา 
carbendazim 

 จากการเก็บตัวอยางเช้ือรา Colletotrichum spp. ในจังหวัดเชียงใหม จํานวน 147 ไอโซเลท ศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเช้ือรา Colletotrichum spp. จํานวน  21 ไอโซเลท ท่ีแยกจากพืช 6 ชนิด (แอปเปล 1 ไอโซเลท, กลวย 4 
ไอโซเลท, ฝร่ัง 4 ไอโซเลท, มะมวง 4 ไอโซเลท, มะละกอ 4 ไอโซเลท และสม 4 ไอโซเลท) โดยศึกษาลักษณะโคโลนี 
ขนาดและรูปรางของ conidium และ appressorium และการสราง/ไมสราง seta และ sclerotium สามารถแบงกลุมเช้ือรา
ได 3 กลุมโดย กลุมท่ี 1 มีโคโลนีสีขาว สีเขียวและสีเทา สราง conidium รูปรางคลายแคปซูล (cylindrical) สราง 
appressorium แบบกระบอง (clavate) บางไอโซเลทสราง seta และ sclerotium กลุมท่ี 2 มีโคโลนีสีเทาอมสม สราง 
conidium รูปรางคลายแคปซูล (cylindrical) สราง appressorium แบบไมสมํ่าเสมอ (irregular) ไมสราง seta แตสราง 
sclerotium และกลุมท่ี 3 มี โคโลนีสีเทาอมสม สราง conidium รูปรางคลายลูกรักบ้ี (fusiform) สราง appressorium แบบ
กระบอง (clavate) ไมสราง seta และ sclerotium เม่ือจัดจําแนกสปชีสโดยใชหลักเกณฑของ Sutton (1992) พบวาสามารถ
จําแนกไดเปน  3 สปชีส ไดแก กลุมท่ี 1 คือเช้ือรา   C. gloeosporioides  กลุมท่ี 2 คือเช้ือรา C. musae  และกลุมท่ี 3 คือเช้ือ
รา C. acutatum  

จากการนําเช้ือราท่ีแยกไดท้ังหมดมาทดสอบความทนทานตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา     carbendazim โดยการ
เล้ียงบนอาหาร PDA ผสมสารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim ความเขมขน  0.1, 1, 10, 100, 500 และ 1,000 ppm  และ
ประเมินระดับความทนทานของเช้ือราตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim 4 ระดับคือ ทนทานมาก (highly 
resistance; HR), ทนทานปานกลาง (moderately resistance; MR), ทนทานนอย (weakly resistance; WR), และไมทนทาน 
(sensitive;  S; สายพันธุปกติ) พบวามีเช้ือรา Colletotrichum spp. จํานวน 70 ไอโซเลท ซ่ึงแยกไดจากแอปเปล 1  ไอโซ
เลท กลวย 1 ไอโซเลท ฝร่ัง 5 ไอโซเลท  มะมวง 26 ไอโซเลท มะละกอ 4 ไอโซเลท และสม 32 ไอโซเลท สามารถ
ทนทานตอสารปองกันกําจัดเช้ือราในระดับสูง (HR) ได โดยในการทดสอบคร้ังนี้ไมพบเช้ือราท่ีมีความทนทานปานกลาง 
(MR) และเช้ือราท่ีมีความทนทานนอย (WR)  
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จากการตรวจสอบลักษณะโคโลนีของเช้ือราสายพันธุท่ีทนทานตอปองกันกําจัดเช้ือรา   carbendazim ท่ีเจริญบน
อาหาร PDA ผสมสารปองกันกําจัดเช้ือราคารเบนดาซิม ความเขมขน       500 ppm พบวาเช้ือราสายพันธุท่ีทนทานตอสาร
ปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim จะสรางโคโลนี          มีลักษณะการเจริญไมแตกตางจากการเจริญในชุดควบคุม (0 
ppm) แตพบวามีเชื้อราบางไอโซเลท     ท่ีโคโลนีมีลักษณะผิดปกติ เชน มีการสราง pigment สีน้ําตาลแดง ออกมากอนท่ี
เสนใยจะเจริญลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ หรือบางไอโซเลทโคโลนีเจริญชากวาปกติ ขอบโคโลนีหยัก เสนใยสานตัวกันแนน
เปนกระจุก และเม่ือตรวจสอบลักษณะเสนใยเช้ือราท้ังสองสายพันธุภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ พบวา
ลักษณะของเสนใยเช้ือราสายพันธุปกติ (S) และสายพันธุท่ีทนทานตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim (HR)  ไม
แตกตางกัน และเม่ือทดสอบประสิทธิภาพของ    สารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim ตอการงอก germ tube ของเช้ือรา 
Colletotrichum spp. บน  เยื่อหอม  พบวาสาร carbendazim ความเขมขน 500 ppm ไมยับยั้งการงอก germ tube ของเชื้อรา
ท้ังสายพันธุปกติ (S) และสายพันธุท่ีทนทานตอสาร carbendazim ในระดับสูง (HR) ได 

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพของสารปองกันกําจัดเช้ือรา 5 ชนิด คือ captan, carboxin, copper oxychloride, 
mancozeb และ benomyl ในอัตราแนะนําตอการเจริญของเสนใยเช้ือรา พบวา mancozeb มีประสิทธิภาพในการควบคุม
การเจริญของเสนใยไดดีท่ีสุด (100%)  สวนสารปองกันกําจัดเชื้อรา carboxin, captan และ benomyl เปนสารท่ีมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเสนใยรองลงมา แตในเชื้อราสายพันธุท่ีทนทานตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา 
carbendazim (HR) นั้น  benomyl มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดเพียงเล็กนอย  สวนสารปองกันกําจัดเช้ือรา copper 
oxychloride เปนสารท่ีไมมีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเสนใย แตมีผลทําใหโคโลนีเช้ือราท้ังสองสายพันธุ
ผิดปกติ โดยเสนใยของเช้ือราจะเจริญบางติดกับผิวอาหาร และสีของโคโลนีเปล่ียนไปเปนสีน้ําตาลเขมจนถึงดํา  

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารปองกันกําจัดเช้ือราท้ัง 5 ชนิดตอการงอกของ conidium บนเยื่อหอม 
พบวา mancozeb สามารถยับยั้งการงอกของ conidium ได 100% สวนสารที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของ
เสนใยรองลงมาคือ carboxin และ captan  สวน benomyl ยับยั้งการงอก germ tube ไดนอย แตยับยั้งการเจริญของเสนใย
ไดดี และพบวา copper oxychloride    ไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการงอกของ conidium แตทําให conidium งอก
ผิดปกติโดย germ tube จะมีลักษณะลีบยาว สราง appressorium ไดนอยเม่ือเทียบกับชุดควบคุม 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสมุนไพร 3 ชนิด คือ กระชาย, ขา และขิง ความเขมขน 0.1, 0.3, 0.5, 1, 3 และ 
5% (w/v) ตอการเจริญของเสนใยเช้ือราพบวากระชายความเขมขน 5% (w/v)                   มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเช้ือรา ท่ีแยกไดจากฝร่ัง, มะมวง และมะละกอ        สายพันธุปกติ (S) ไดดีท่ีสุด สวนขา ความเขมขน 5% 
(w/v) ยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา         สายพันธุปกติ (S) ท่ีแยกจากสม และ เช้ือราสายพันธุท่ีทนทานตอสารปองกัน
กําจัดเช้ือรา            carbendazim (HR) ท่ีแยกไดจากแอปเปล, ฝร่ัง และมะละกอไดดีท่ีสุด และขิงความเขมขน 5% (w/v) 
สามารถควบคุมการเจริญของเสนใยเช้ือราสายพันธุท่ีทนทานตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา     carbendazim (HR) ท่ีแยกได
จาก มะมวง, มะละกอ และกลวยท้ังสองสายพันธุไดดีท่ีสุด 

 เม่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือราสายพันธุท่ีทนทานสารปองกันกําจัดเช้ือรา carbendazim (HR)  จํานวน 16  ไอ
โซเลท ในตําแหนงบางสวนของยีน beta-tubulin ดวยเทคนิค PCR โดยใช  ไพรเมอร TB2R และ TB2L สามารถ
สังเคราะหดีเอ็นเอ ขนาด 474 คูเบส เม่ือวิเคราะหลําดับการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทด ในตําแหนงบางสวนของยีน beta-
tubulin  พบการเปล่ียนแปลงของเบสท่ีจําเพาะของกรดอะมิโนตําแหนงท่ี 198 จาก glutamic acid (GAG) เปน alanine 
(GCG) 
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Abstract 
This study is aimed to characterize Colletotrichum spp., the causal agents of anthracnose diseases on fruits, by 

analyzing the resistance of this fungus to carbendazim fungicide. Characterization of the pathogens was carried out by 
examining morphology characteristics, testing by the fungal growth on potato dextrose agar (PDA) amended with 
fungicides and plant extracts, and analyzing a partial sequence of  beta-tubulin gene related to carbendazim resistance. 
One hundred and forty-seven Colletotrichum spp. were successfully isolated from 6 different plants which collected in 
Chiang Mai. Twenty-one isolates (one isolate from Malus sylvestrys Mill., 4 isolates from Musa sapientum L., 4  
isolates from Psidium guajava L., 4 isolates from Mangifera indica L., 4 isolates from Carica papaya L., and 4 isolates 
from Citrus spp.) were examined morphologically using several characteristics such as characters of colony, 
characteristics of conidium and appressorium, presence/absence of seta and sclerotium. Based on the morphological 
characteristic observation, the isolates of Colletotrichum spp. were classified into three groups. Group 1, the colony 
was white, with green and grey aerial mycelium, conidium cylindrical, with clavate appressorium, and sometimes 
produced seta and sclerotium. Group 2, colony was grey with orange exudates, cylindrical conidium, appressorium 
irregular, seta absent but produced sclerotium. Group 3, colony was grey with orange exudates, conidium fusiform, 
with clavate appressorium, seta and sclerotium absent. The fungi were identified as Colletotrichum gloeosporioides,        
C. musae, and C. acutatum, respectively. 

The carbendazim tolerance of the isolates was determined by examining their mycelium growth on PDA 
amended with carbendazim at various concentrations: 0.1, 1, 10, 100, 500, and 1,000 ppm (v/v). The fungal tolerance 
was categorized into 4 levels: highly resistance (HR), moderately resistance (MR), weakly resistance (WR) and 
sensitive (S; wild type).  Seventy isolates of Colletotrichum spp., viz 1 isolate from M. sylvestrys, 1 isolate from M. 
sapientum, 5 isolates from P. guajava, 26 isolates from M. indica, 4 isolates from C. papaya, and 32 isolates from 
Citrus spp. were showed highly resistance to the fungicide. None showed moderately resistance (MR) and weakly 
resistance (WR) in this experiment. 

 Colonial characteristics of carbendazim resistance isolates growth on PDA amended with carbendazim at 500 
ppm is similar with the colony that growth on PDA without carbendazim. However, several resistant isolates showed 
slightly abnormal colony formation with reduction of growth rate, presence of rugged colonies, and produced red-
brown pigment before the colony growing. Microscopic observation of mycelium and conidium formation of both 
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sensitive and highly resistance isolates showed similar characteristics. The addition of carbendazim even with the 
concentration of 500 ppm did not prevent conidial germination for the resistance isolates. 

Another five fungicides (captan, carboxin, copper oxychloride, mancozeb and benomyl) with a final 
concentration of its standard field application rate were assessed for their ability to control Colletotrichum spp. The 
mycelium growth of all isolates was completely inhibited by mancozeb. Carboxin, captan and benomyl, also showed 
some inhibition, respectively. Copper oxychloride caused abnormality on colony formation to all isolates tested. The 
abnormality to copper oxychloride was presented as a loss of white-rough-cottony mycelium formation in the colony. 
Among the tested fungicides, mancozeb completely inhibited conidium germination of Colletotrichum spp. by using 
the inner surface cell layer of onion scales method in this experiment. Carboxin and captan showed strong inhibition to 
the spore germination amongst all tested isolates. There were no significant differences (P>0.05) observed between the 
inhibitory effect of these fungicides to the conidium germination. Carbendazim showed a weak effect to suppress 
conidium germination but a potential to inhibit mycelium growth. Copper oxychloride did not prohibit conidium 
germination, but was able to suppress conidium germination and appressorium formation. In several cases of conidium 
germination, abnormalities showed by the formation of branching germ tube.   

Extracts of three plants (Boesenbergia pandurat Holtt., Alpinia galangal Swartz., and Zingiber officinale 
Rose.) were also tested for their ability to inhibit the growth of Colletotrichum spp. The experiment was carried out on 
PDA amended with 6 concentrations of plant extracts as follows: 0.1, 0.3, 0.5, 1, 3 and 5% (w/v). Extracts from 
Boesenbergia pandurat at 5% (w/v) concentration showed strong inhibition to the mycelium growth rate of wild type 
isolates of Colletotrichum spp. isolated from  P. guajava, M. indica, and C. papaya. Extracts from Alpinia galanga at 
5% (w/v) concentration was able to control wild type  isolates of Colletotrichum spp. from Citrus spp. as well as  
isolates from M. sylvestrys, P. guajava, and C. papaya which showed highly resistance to carbendazim. Extracts of  
Zingiber officinale at 5% (w/v) concentration reduced the radial growth of Colletotrichum spp. isolated from M. indica 
and C. papaya which were highly resistance to carbendazime, and  also  suppressed  the growth of  both wild type and 
carbendazim high resistance Colletotrichum spp. isolated from  M. sapientum. 

Sixteen isolates of Colletotrichum spp. which were highly resistant to carbendazim were extracted, amplified, 
and sequenced at portion of the beta-tubulin gene using TB2R and TB2L primers. All sequences generated from 
analysis produced amplicons of 474 bp length. Sixteen phenotypes were identified among highly resistant strains of 
Colletotrichum spp. which were correlated with a single mutation of amino acid, a substitution of glutamic acid (GAG) 
by alanine (GCG) at codon 198. 

 
 
 
 
 




