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ในสวนมะมวงน้ําดอกไมสทีอง อําเภอพราว จังหวัดเชยีงใหม 
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Abstract 

Anthracnose pathogen causes severe symptoms and yield loss in pre- and postharvest of mango. 
Despite previous reports, Colletotrichum gloeosporioides was the causal agent of mango anthracnose. In this 
experiment, more than 10 isolates of Colletotrichum spp. were derived from leaf, branch, flower and fruit samples 
collected from pruning stage to harvesting stage of ‘Nam Dok Mai Si Thong’ mango orchards at Prao district, 
Chiang Mai province. Restriction enzyme digestion technique was applied for the determination in species level 
and additional confirm by specific pairs of primer in Polymerase Chain Reaction. According to the results, C. 
gloeosporioides and C. acutatum were identified. 
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บทคัดยอ  

   เชื้อสาเหตุโรคแอนแทรกโนสเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดอาการรุนแรงและทําใหเกิดความสูญเสียของผลมะมวงทั้งใน
ระยะกอนและหลังการเก็บเกี่ยว โดยมีรายงานกอนหนานี้วาเกิดจากเชื้อ Colletotrichum  gloeosporioides จากการทดลองนี้ 
เชื้อ Colletotrichum spp. มากกวา 10 ไอโซเลต ที่ไดมาจากตัวอยางใบ กิ่ง ดอก และผล ที่เก็บเริ่มตั้งแตระยะตัดแตงกิ่งจนถึง
ระยะเก็บเกี่ยวของสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองในเขตอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ไดรับการตรวจสอบในระดับโมเลกุลโดยอาศัย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ เพื่อจําแนกเชื้อราในระดับสปชี่สเนื่องจากลําดับการเรียงตัวของดีเอน็เอที่แตกตางกัน รวมทั้งการใชเทคนิคพีซีอาร ซึ่ง
อาศัยไพรเมอรสองชุดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อรา Colletotrichum spp. จากผลการทดลองพบเชื้อที่แตกตางกัน 2 ชนิด
ไดแก C. gloeosporioides  และ C. acutatum 
คําสําคัญ: มะมวงน้ําดอกไมสีทอง, แอนแทรกโนสม เอ็นไซมตัดจําเพาะ  
 

คํานํา 
   แหลงปลูกมะมวงน้ําดอกไมสีทองเพื่อการสงออกของพื้นที่ปลูกอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ปญหาการแพรระบาด

ของโรคแอนแทรกโนส ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมาพบวาเกิดจากเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. and 
Sacc.  แตเนื่องจากการแยกเชื้อบริสุทธในหองปฏิบัติการพบความแตกตางทางลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อสาเหตุ ซึ่งไดแก
รูปรางลักษณะของสปอร สีของโคโลนีและเสนใย ตลอดจนอาการที่ปรากฏบนใบมีความแตกตางกัน จึงเชื่อวานาจะมีความ
หลากหลายของสายพันธุของเชื้อสาเหตุโรคแอนแทรกโนสของมะมวงที่นอกเหนือไปจาก C. gloeosporioides ดังที่เคยมี
รายงานในแหลงปลูกมะมวงในตางประเทศ ไดแก ออสเตรเลีย ไตหวันและศรีลังกา (Plotez, 1994; Weng และ Chuang, 
1995; Jayasinghe และ Fernando, 2009) ที่ตรวจพบเชื้อ C. acutatum Simm. อีกชนิดหนึ่งจากอาการแอนแทรกโนส ดวย
เหตุนี้จึงไดนําวิธีการทางอณูชีววิทยามาใชในการวินิจฉัยเชื้อราสาเหตุ  ซึ่งจะสามารถชวยแยกความแตกตางของชนิดเชื้อรา
สาเหตุไดแมนยํายิ่งขึ้น โดยการวิเคราะหลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอ หรือสวนของยีนที่จําเพาะตอเชื้อราสาเหตุโรคแลวนํามา
สรางเปนไพรเมอรที่จําเพาะตอเชื้อราชนิดนั้นๆ เพื่อนํามาใชตรวจสอบเชื้อ และจําแนกชนิดของเชื้อราอยางมีประสิทธิภาพ  
นอกจากนี้ยังสามารถพัฒนาตอไปเพื่อการตรวจสอบการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคในสวนตางๆของมะมวงนี้ได  
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อุปกรณและวิธีการ 
การสกัด DNA ของเชื้อราสาเหตุโรค รวบรวมสวนของเสนใยและสปอรของเชื้อราที่ไดจากตัวอยาง ยอดออน  ชอดอก ผล
ออนและใบ ของมะมวงน้ําดอกไมสีทองระยะตางๆ ที่เก็บมาในชวงระหวางเดือน  ตุลาคม 2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ 2553 
มะมวงน้ําดอกไมสีทอง จากสวนของสมาชิกกลุมผูผลิตมะมวงน้ําดอกไมสีทองเพื่อการสงออกอําเภอพราว เลขที่ 78 หมู 4 
ตําบลปาไหน อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ผานการคัดแยกใหบริสุทธิ์และเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA  แลวนํามาสกัด 
genomic DNA ดวย fungal genomic DNA extraction kit (Favorgen, Taiwan) โดยใชเสนใยเชื้อราประมาณ 20 mg ตอ
ตัวอยาง  
การวินิจฉัยเชือ้กอโรคโดยใชเทคนิคพีซีอารและเอ็นไซมตัดจําเพาะ ทําการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนของ ribosomal 
DNA ในชวง ITS1-5.8s-ITS2 ของไมโทคอนเดรียโดยอาศัยคูไพรเมอร ITS-1 (5/-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3/) และ ITS-
4 (5/-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3/) ปฏิกิริยาพีซีอาร (20 μl) ประกอบดวย DNA template 10 ng, 1X Taq polymerase 
buffer  dNTPs อยางละ 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 หรือ HaeIII แยกกัน โดยในหลอดทดลอง
ประกอบดวย reaction buffer 1x, PCR products 10-15 ng และ 10 unit ของ RsaI หรือ HaeIII และ distilled water นําไป
บมที่ 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   
การวินิจฉัยเชือ้กอโรคในระดับสปชีสโดยใชเทคนิคพีซีอาร ทําการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนของดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรีย 
ในชวง ITS1-5.8s-ITS2 โดยอาศัยคูของไพรเมอรที่มีความจําเพาะเจาะจงในระดับสปชี่สของ Colletotrichum spp. โดยอาศัย
เทคนิคพีซีอารซึ่งดัดแปลงมาจากวิธีการของ Freeman และคณะ (2000) ไพรเมอรที่ใชในการตรวจสอบ C. acutatum คือ 5/-
GGGGAAGCCTCTCGCGG-3/ (CaInt2) และที่ใชในการตรวจสอบ C. gloeosporioides คือ 5/-
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3/ (CgInt)  โดยแตละตัวจะใชคูกับ ITS-4 (5/-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3/)  
ปฏิกิริยาพีซีอาร (20 μl) ประกอบดวย DNA template 10–100 ng, 1X Taq buffer  dNTPs อยางละ 0.2 mM, ไพรเมอรอยาง
ละ1 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 นาทีที่  95 °C ตามดวย 30 วินาที ที่ 
95°C, 30  วินาที ที่ 60°C และ 30  วินาที 72°C (รวมทั้งส้ิน 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 นํามา
ยอมในเอทิเดียมโบรไมด แลวตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต   
 

ผลและวิจารณ 
เชื้อที่แยกจาก ตัวอยางยอดออน ชอดอก ผลออนและใบ ของมะมวงน้ําดอกไมสีทองระยะตางๆ ที่เก็บมาในชวงเดือน  

ตุลาคม 2552 ถึงเดือนกุมภาพันธ 2553 จากสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองในเขตอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม จํานวนทั้งส้ิน 21 
ไอโซเลต สามารถแยกความแตกตางของเชื้อที่แยกไดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏ เปน 2 กลุม คือกลุมที่มีลักษณะ
ของเสนใยเปนสีเทาออกเขียว ซึ่งตัวแทนของกลุมคือไอโซเลต P5Rn (n = 15 ไอโซเลต)   และกลุมที่มีลักษณะของเสนใยเปนสี
เทาซึ่งตัวแทนของกลุมคือไอโซเลต P6Rn (n = 6 ไอโซเลต) (Fig.1) พบวาเมื่ออาศัยหลักการของการนําชิ้นสวนของ rDNA มา
ตัดดวยเอ็นไซมนตัดจําเพาะบางตัวเชน RsaI ทําใหสามารถแบงเชื้อราที่นํามาทดสอบไดเปน 2 กลุม ตามลักษณะที่ถูกยอยได
หรือไมไดดวย RsaI พบวาไอโซเลต P5R1 อยูในกลุมที่ถูกยอย และไอโซเลต P6R2 อยูในกลุมที่ไมถูกยอย ขณะที่ HaeIII ไม
สามารถทําใหเกิดความแตกตางในกลุมตัวอยางเชื้อราที่นํามาทดสอบทั้งหมด คือตัวอยางทั้งหมดถูกยอยไดและแสดงรูปแบบ
ของ bands หลังการทํา gel electrophoresis ที่เหมือนกัน (ไมไดแสดงผลในที่นี้)   

เมื่อนํามาตรวจสอบการเจริญแบบแฝงของเชื้อรากอโรคโดยอาศัยเทคนิคพีซีอารและคูของไพรเมอรที่มีความจําเพาะ
เจาะจงตอเชื้อราในกลุม Colletotrichum spp. คือคูไพรเมอร ITS-4/Cglnt (จาํเพาะตอ C. gloeosporioides) และคูไพรเมอร  
ITS-4/Calnt2 (จําเพาะตอ C. acutatum)  สามารถตรวจพบและจําแนกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรกโนสไดทั้ง 2 
ชนิด จากตัวอยางมะมวงที่เก็บมาจากสวนเดียวกัน ซึ่งจะใหพีซีอารโพรดักส ขนาด 450 และ 490 bp ตามลําดับ  ซึ่งผลที่ได
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สอดคลองกับผลของการยอย rDNA  ขางตนดวย RsaI ทําใหสามารถสรุปไดวาไอโซเลต P5R1 เปนเชื้อ C. acutatum ขณะที่
กลุมไอโซเลต P6R2 เปน C. gloeosporioides (Fig.2)   
 

                                     
 
Fig. 1 Colletotrichum spp. colony types grown on acidified potato dextrose agar were : a) green to grey 

mycelia with different levels of sporulation, showing pale orange spore masses ; b) grayish white, 
cottony mycelia with sporulation, showing orange spore masses. 

 
 

 
 
Fig.2  a) Colletotrichum isolates from ‘Nam Dok Mai Si Thong’ mango were identified into 2 groups according to 

the ITS1-5.8s-ITS2/RsaI digestion results. The uncut products are on the left side of DNA ladder. Lane 1 
and 4 ; isolate P5R1, Lane 2 and 5 ; isolate P6R2, Lane 3 and 6 ; isolate P6R3, L; 100 bp DNA ladder 
(Vivantis, Chino, USA) 

          b) Colletotrichum isolates from ‘Nam Dok Mai Si Thong’ mango identified as C. gloeosporioides and C. 
acutatum using primers ITS-4/Cglnt (lane 1-3) and primer ITS-4/CaInt2 (lane 4-6), respectively. Lane 1 
and 4; isolate P5R1, Lane 2 and 5; isolate P6R2, Lane 3 and 6; isolate P5R2. Isolate P6R2 was identified 
as C. gloeosporioides and P5R1 and P5R2 were identified as C. acutatum. L; 100 bp DNA ladder 
(Vivantis, Chino, USA) 

 

a b 

a b 
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สรุป 
ผลการศึกษาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรกโนสที่เกิดจากเชื้อ C. gloeosporioides ในชวงระยะ

ตัดแตงกิ่งจนถึงระยะติดชอดอกของสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองอายุ 5 ปในแหลงปลูกอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม ในระหวาง
เดือนตุลาคม 2552 ถึงกุมภาพันธ 2553 และเมื่อนําตัวอยางใบและกิ่งมะมวงที่เก็บในระยะตางๆมาแยกเชื้อในหองปฏิบัติการ 
สามารถแยกเชื้อราแอนแทรกโนสที่มีความแตกตางไดมากกวา 2 ชนิด และไดนําเทคนคิพีซีอารและการใชเอ็นไซมตัดจําเพาะมาใชในการ
ตรวจสอบเชือ้ราสาเหตโุรคแอนแทรกโนสของมะมวง  โดยเมื่อทําการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนของดีเอ็นเอในชวง ITS1-5.8s –ITS2 แลวยอยดวย
เอ็นไซมตัดจําเพาะ RsaI  ทําใหสามารถจําแนกตัวอยางเชื้อราทั้งหมดที่ทําการตรวจสอบ 21 ตัวอยางออกเปน 2 กลุม จากนั้นอาศัย
เทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอรสองชุดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อรา Colletotrichum spp. ในการจําแนกชนิดของเชื้อกอโรคที่
พบ โดยไพรเมอร ITS-4/Calnt จําเพาะตอเชื้อ C. gloeosporioides ขณะที่ ไพรเมอร ITS-4/Calnt2 จําเพาะตอเชื้อ C. 
acutatum พบวากลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. gloeosporioides  ขณะที่กลุมไอโซเลต  P5R1 คือ C. acutatum 
                  

คําขอบคุณ 
ขอขอบคุณ ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา และสถาบันวิจัย

เทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่ใหการสนับสนุนงบประมาณและครุภัณฑวิจัยในการดําเนินการ
โครงการวิจัยเรื่องการตรวจหาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรกโนสในมะมวงน้ําดอกไมโดยใชลักษณะ
โครงสรางทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาของมะมวงและวิธีทางอณูชีววิทยา 
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