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Abstract 
Losses of mango post-production are highly caused by anthracnose disease, which infected by 

Colletotrichum gloeosporioides. Currently, pre and post-harvest disease control in mango is achieved through 
fungicides due to that method is an uncomplicated option. However, the fungus may easily be mutated if farmer 
frequently used the fungicides for very long time. So, the aim of this research was to investigate responsiveness of 
C. gloeosporioides isolated from mango cv. Nam Dork Mai See Tong, from Chachoengsao province. Fungal 
identification based on morphological characteristics and PCR-RFLP method with restriction enzymes. Apart from 
this, fungal responsiveness to 6 fungicides using poisoned food technique on potato dextrose agar (PDA) was 
studied. The result showed that prochloraz at the concentration of 10 ppm upward could completely inhibit the 
fungal mycelium differing from carbendazim and difenoconazole representing totally restrain at the concentration 
of 100 ppm upward. So, this study will lead to fungicidal chemical use for mango anthracnose control in both pre 
and postharvest effectively.  
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บทคัดยอ 
ความเสียหายของผลผลิตมะมวงหลังการเก็บเก่ียวนั้น มีสาเหตุจากโรคแอนแทรคโนส ในปริมาณ คอนขางสูง                      

ซึ่งเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ในปจจุบันการควบคุมกอน และหลังการเก็บเก่ียว                      
นิยมใชสารเคมีกําจัดเชื้อรา เนื่องจากเปนวิธีการที่ไมซับซอน แตอาจทําใหเช้ือรากลายพันธุไดงาย หากใชติดตอกันยาวนาน 
วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ เพื่อศึกษาการตอบสนองตอสารเคมีกําจัดเชื้อรา ของเช้ือรา C. gloeosporioides ที่แยกไดจาก
มะมวงน้ําดอกไมสีทองในจังหวัดฉะเชิงเทรา ทําการจําแนกเชื้อราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเทคนิค PCR-RFLP 
จากนั้นทดสอบการตอบสนองของเชื้อราตอสารเคมีกําจัดเช้ือราจํานวน 6 ชนิด โดยใชเทคนิค poisoned food บนอาหาร PDA 
พบวาสาร prochloraz ความเขมขนต้ังแต 10 ppm สามารถยับย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือราไดอยางสมบูรณ ซึ่งแตกตางไป
จาก carbendazim และ difenoconazole ที่สามารถยับย้ังการเจริญของเสนใยไดต้ังแตความเขมขน 100 ppm ขึ้นไป โดยผล
จากการทดลองน้ี จะนําไปสูการใชสารเคมี ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะมวง ทั้งกอนและหลังการเก็บเก่ียวไดอยาง                   
มีประสิทธิภาพ 
คําสําคัญ: โรคแอนแทรคโนส, มะมวง, การตอบสนองตอสารเคมีกําจัดเชื้อรา 
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Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc ซึ่งในสายพันธุมะมวงน้ําดอกไมสีทองนั้น เปนสายพันธุที่มีความออนแอตอ
เช้ือราดังกลาวคอนขางมาก (Sangchote, 1987) การควบคุมโรคในปจจุบันนอกเหนือจากการใชสารชีวภัณฑ และการควบคุม
ทางกายภาพ เชน การใชน้ํารอน การกระตุนดวยรังสี หรือการควบคุมอุณหภูมิแลวนั้น สารเคมีกําจัดเชื้อรา ยังเปนอีกทางเลือก
หนึ่งที่เกษตรกรนิยมนํามาใชในการควบคุมโรค เนื่องจากเห็นผลรวดเร็ว ใชในปริมาณนอย อีกทั้งในปจจุบันยังมีการผลิต
สารเคมีออกมาในหลากหลายรูปแบบ ซึ่งสามารถนําไปใชไดงาย และมีประสิทธิภาพในการควบคุมมากขึ้น 

จากรายงานของ Tredway and Wong (2012) พบวาสารเคมีที่สามารถใชในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสไดนั้น                 
มีมากถึง 9 กลุมสาร (chemical classes) โดยเฉพาะอยางย่ิงในกลุม demethylation Inhibitors, benzimidazole และ Qol 
(strobilurin) ซึ่งเปนที่นิยมใชกันมาก แตพบวาสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราในกลุมดังกลาว เชน azoxystrobin, carbendazim 
และ prochloraz เปนตน มีผลกระทบทําใหเช้ือราเกิดความตานทาน และสงผลใหการควบคุมโรคดังกลาว ไมดีเทาที่ควร 
(Nalumpang  et al., 2010; Xu et al., 2014; Lin et al., 2016) งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อทําการตรวจสอบความไวตอ
สารเคมีปองกันกําจัดเชื้อราจํานวน 6 ชนิด ที่ใชในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะมวง เพื่อเปนขอมูลในการนําไปใช และ
จัดการโรคไดอยางถูกตอง และมีประสิทธิภาพย่ิงขึ้น 
 

อุปกรณและวิธีการ 
การแยกเช้ือราสาเหตุโรค 

เก็บตัวอยางมะมวงสายพันธุน้ําดอกไมสีทอง ที่แสดงอาการของโรคแอนแทรคโนส นํามาแยกเช้ือดวยวิธีการ tissue 
transplanting บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) บมใตแสง near UV สลับมืด 12 ชั่วโมงเปนเวลา 7 วัน ทําให
เช้ือราบริสุทธิ์โดยวิธีการ single spore isolation บนอาหาร water agar (WA) เม่ือเช้ือราเจริญเติบโต ทําการยายลงหลอด
อาหารเอียง potato carrot agar (PCA) เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป  
การจําแนกเช้ือราสาเหตุโรค 

เล้ียงเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA บมใตแสง near UV สลับมืด 12 ชั่วโมงเปน
ระยะเวลา 5 วัน ศึกษาลักษณะโคโลนี และสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน compound microscope จากน้ันทําการสกัด                   
ดีเอ็นเอโดยดัดแปลงวิธีการจาก Pongpisutta et al. (2013) เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมโดยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) ดวย universal primers ITS4/ITS5 และจําแนกเชื้อราโดยใชเทคนิค PCR-restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP) โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) RsaI ตรวจสอบ digested product ดวย 2.0% 
agarose gel electrophoresis ใน 1X TBE buffer บันทึกการเกิดแถบดีเอ็นเอดวยเคร่ือง Gel documentation  
การตอบสนองตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา 6 ชนิด ในการยับย้ังการจริญของเสนใยเช้ือรา 

ทําการเล้ียงเช้ือราสาเหตุโรคที่แยกไดจากผลมะมวงที่แสดงอาการแอนแทรคโนส บนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA บมใตแสง 
near UV สลับมืด 12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 5 วัน จากนั้นทําการทดสอบประสิทธิภาพของสาร
กําจัดเชื้อรา 6 ชนิด ไดแก azoxystrobin (25% SC), azoxystrobin ผสม difenoconazole (32.5% SC), cabendazim (50% 
SC), difenoconazole (25% EC), prochloraz (45% EW) และ propineb (70% WP)  ในการยับย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือรา
ดวยเทคนิค poisoned food โดยผสมสารกําจัดเชื้อรากับอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ใหมีความเขมขนสุดทายของสารออกฤทธิ์
เทากับ 0.1, 1, 10, 100, 200 μg/ml และอัตราแนะนําของแตละสาร จากนั้นใช cork borer ขนาด 6 มิลลิเมตร เจาะเสนใย
บริเวณขอบโคโลนีเช้ือรา ยายลงอาหารเล้ียงเช้ือที่ผสมสารเคมี โดยใหเช้ือราสัมผัสผิวหนาอาหาร บมใตแสง near UV สลับมืด 
12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 5 วัน  

เก็บขอมูลโดยการวัดผลการเจริญเติบโตทุกวัน จนครบ 5 วัน วางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
design (CRD) แตละกรรมวธิีมี 5 ซํ้า วิเคราะหขอมูลทางสถิติ ดวยโปรแกรม R-stat X64 3.4.0 
 

ผล 
การแยกเช้ือราสาเหตุโรค 

แยกเช้ือราสาเหตุโรคจากมะมวงสายพันธุน้ําดอกไมสีทองที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนส (Figure 1A) ดวยเทคนิค 
tissue transplanting และทําใหเช้ือราบริสุทธิ์โดยวิธี single spore isolation ผลการทดลอง พบวาเช้ือราท่ีเจริญบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA ใหลักษณะโคโลนีฟูจากผิวหนาอาหาร สรางเสนใยสีขาวปนเทา ถึงเขียวมะกอก ขอบโคโลนีมีสีขาว พบการสราง
กลุมสปอรสีสม กระจายทั่วโคโลนี (Figure 1B) 
การจําแนกเช้ือราสาเหตุโรค 

จําแนกเชื้อราสาเหตุโรคโดยใชเทคนิคทางสัณฐานวิทยาอางอิงตามหนังสือ The coelomycetes: fungi imperfecti 
with pycnidium, acervulus and stromata พบวาเชื้อรามีการสรางสปอร (conidia) ใสไมมีสี (hyaline) 1 เซลล ขนาด
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ประมาณ 3.75-6.25 X 12.50-22.50 μm รูปรางทรงกระบอก ฐานตัด (truncate) (Figure 1C) ไมพบการสราง setae เจริญอยู
บนกานชูสปอร (conidiophore) ภายใน asexual fruiting body ที่เรียกวา acervulus จากนั้นทําการสกัดดีเอ็นเอ และเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมดวย universal primers ITS4/ITS5 ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 600 bp (Figure 1D) นํา PCR product มา
ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะ RsaI พบวาไดแถบผลิตภัณฑขนาด 200 และ 400 bp ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ 0’GeneRuler 
Express DNA Ladder และ C. gloeosporioides ไอโซเลท PH065 (รัติยา และคณะ, 2560) (Figure 1E) 
การตอบสนองตอสารปองกันกําจัดเช้ือรา 6 ชนิด ในการยับย้ังการจริญของเสนใยเช้ือรา 

ทดสอบการตอบสนองตอสารเคมีปองกันกําจัดเช้ือรา 6 ชนิด ผลการทดลอง พบวาสารเคมี prochloraz ที่ความ
เขมขนต้ังแต 10 ถึง 200 ppm สามารถยับย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือราไดดีที่สุดโดยมีนัยสําคัญทางสถิติ รองลงมา คือสารเคมี 
carbendazim และ difenoconazole ที่ความเขมขนต้ังแต 100 ถึง 200 ppm ซึ่งไมพบการเจริญของเสนใยเช้ือราบนอาหาร 
เล้ียงเช้ือที่ผสมสารเคมีที่ความเขมขนดังกลาว สําหรับสารเคมีอีก 3 ชนิด ไดแก azoxystrobin, azoxystrobin ผสม 
difenoconazole และ propineb พบวาที่ความเขมขนสูงสุด คือ 200 ppm ยังพบการเจริญของเสนใยเช้ือราบนอาหารดังกลาว 
โดยมีเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเช้ือราท่ีอายุ 5 วัน เทากับ 2.93, 1.00 และ 3.18 เซนติเมตร ตามลําดับ (LSD=0.2771)                    
เม่ือเทียบกับชุดทดลองควบคุม (4.85 เซนติเมตร) 

สําหรับอัตราแนะนําของสารเคมีกําจัดเชื้อรา พบวาสารเคมีทั้ง 6 ชนิด มีความเขมขนของอัตราแนะนําที่แตกตางกัน 
ดังนี้ azoxystrobin (RC= 125 ppm), azoxystrobin ผสม difenoconazole (RC= 325 ppm), carbendazim (RC= 500 
ppm), difenoconazole (RC= 125 ppm), prochloraz (RC= 450 ppm) และ propineb (RC= 1,750 ppm) จากขอมูล
ดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารเคมี azoxystrobin ที่อัตราแนะนํายังพบการเจริญของเสนใยเช้ือรา (3.10 เซนติเมตร) และท่ีความ
เขมขนสูงสุด    คือ 200 ppm เช้ือรายังสามารถเจริญไดบนอาหารที่ผสมสารเคมีดังกลาว เชนเดียวกับสารเคมี  azoxystrobin 
ผสม difenoconazole และ propineb (0.70 และ 2.93 เซนติเมตร ตามลําดับ) ดังแสดงใน Table 1 

 
Table 1  Colony diameter of Colletotrichum gloeosporioides on poisoned food incubated under near UV with 

alternative darkness 12 hr, 25 °C, at d5 
Chemicals Diameter of colony (cm)1 

0.1 1 10 100 200 RC* 
Azoxystrobin 3.65def    3.77de     3.38fgh     3.38fgh       2.93j      3.10ij 
Azoxystrobin mixed with Difenoconazole 3.85d    2.52k     1.58lm     1.35m       1.00n      0.70o 
Carbendazim 3.25hi    0.72o     0.72o     0.00p       0.00p      0.00p 
Difenoconazole 4.27c    3.32ghi     1.55lm     0.00p       0.00p      0.00p 
Prochloraz 2.62k    1.78l     0.00p     0.00p       0.00p      0.00p 
Propineb 4.62ab    4.48bc     4.28c     3.53efg       3.18hij      2.93j 
Control 4.85a 
CV 8.1475 
LSD 0.2771 
1

1 Column values followed by the same letter are not significantly different (P=0.05)    *RC= recommended rate 
 

วิจารณผล 
จําแนกเชื้อราโดยใชสัณฐานวิทยา รวมกับอณูชีวโมเลกุลดวยเทคนิค PCR-RFLP พบวาการใชเอนไซมตัดจําเพาะ 

RsaI สามารถจําแนกเชื้อรา C. gloeosporioides ได สอดคลองกับรายงานของ Pongpisutta et al. (2013) ที่ใชเทคนิค PCR-
RFLP ในการจําแนกเชื้อรา C. acutatum, C. capsici และ C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพริกใน                     
ประเทศไทย สําหรับการตอบสนองตอสารกําจัดเช้ือรา พบวาเช้ือราสาเหตุโรค สามารถเจริญไดบนอาหารเล้ียงเช้ือที่มีสวนผสม
ของสารเคมี azoxystrobin,  azoxystrobin ผสม difenoconazole และ propineb ซึ่งสารเคมีดังกลาว มีรายงานวาเช้ือราใน
สกุล Colletotrichum แสดงความตานทาน (Nalumpang  et al., 2010; Xu et al., 2014; Lin et al., 2016) การศึกษาน้ีจะ
นําไปสูการปรับเปล่ียนวิธีการใชสารเคมี เพื่อใหสามารถควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคดังกลาวไดอยางมีประสิทธิภาพ และเหมาะสม
ตอไป 
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Figure 1  (A) Naturally infection of mango fruit cultivar Nam Dork Mai See Tong, (B) fungal colony on PDA 

incubated under near UV with alternative darkness 12 hr, 25 °C, (C) conidia under compound 
microscope at 400X of Colletotrichum gloeosporioides (D) molecular technique using PCR amplified 
fragment of ITS region was approximately 600 bp on 1.2% agarose gel and (E) PCR-RFLP by RsaI 
enzyme could cut the PCR fragment of sample and generating bands of 200 and 400 bp. 

 
สรุป 

จากการแยกเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากมะมวงสายพันธุน้ําดอกไมสีทอง ในจังหวัดฉะเชิงเทรา ศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมกับเทคนิค PCR-RFLP จําแนกเชื้อราไดเปน C. gloeosporioides จากนั้นตรวจสอบการ
ตอบสนองของเช้ือราตอสารเคมีกําจัดเชื้อรา จํานวน 6 ชนิด ผลการทดลอง พบวาสารเคมี prochloraz ที่ความเขมขนต้ังแต 10 
ppm สารเคมี carbendazim และ difenoconazole ที่ความเขมขนต้ังแต 100 รวมถึงความเขมขนตามอัตราแนะนําของสารแต
ละชนิด สามารถควบคุมการเจริญของเสนใยเช้ือรา โดยไมพบการเจริญของเสนใยเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือที่ผสมสารเคมี
ดังกลาว 

 
คําขอบคุณ  

งานวิจัยนี้ ไดรับการสนับสนุนจากศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว สํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา 
กทม. และขอขอบคุณหองปฏิบัติการราวิทยา ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน สําหรับการเอื้อเฟอสถานท่ี และอุปกรณในการทําวิจัย 
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