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การตรวจสอบชนดิของเชือ้รา Colletotrichum spp. ที่แยกไดจากมะมวงน้ําดอกไมสีทองในระยะกอนและ
หลังเก็บเกี่ยวของสวนมะมวงอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม 
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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 fungal pathogens were isolated by using paraquat technique to induce the growth of the 
fungi. Morphological and molecular biology 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. Polymerase chain reaction 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. 
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บทคัดยอ 

ทําการสํารวจโรคแอนแทรกโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่มีอายุ  5  ปในแหลงปลูกอําเภอพราว จังหวัด
เชียงใหม ในระหวางเดือนตุลาคม 2552 ถึงเดือนเมษายน 2553 และเมื่อนําตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะตางๆมาแยกเชื้อใน
หองปฏิบัติการโดยการกระตุนการเจริญของเชื้อราดวยสารพาราควอท  ในชนิดของเชื้อรา Colletotrichum  spp. ที่แยกไดจากสวน
ของดอก กาน  ใบ กิ่งและผลทั้งกอนและหลังเก็บเกี่ยว จํานวนทั้งหมด  21 ไอโซเลต  ไดใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววทิยา
ระดับโมเลกุลตรวจพบวาเปนเชื้อรา  C. gloeosporioides  จํานวน 15 ไอโซเลต และ C. acutatum จํานวน  6  ไอโซเลต การ
ทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคบนใบมะมวงในหองปฏิบัติการ แสดงใหเห็นวาเชื้อทั้งสองชนิดสามารถทําใหเกิด
อาการของโรคบนใบ โดยสามารถตรวจพบกลุมสปอรสีสมบนรอยแผลไหมสีน้ําตาลหลังการปลูกเชื้อ 7 วัน  การใชวิธีการทาง
พอล ิเมอเรสเชนรีแอกชั่น  รวมกับการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ สามารถชวยสนับสนุน และยืนยันผลวา เชื้อ
รา  C. gloeosporioides  และ C. acutatum เปนสาเหตุโรคแอนแทรกโนสในสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองของแหลงปลูกอําเภอ
พราว 
คําสําคัญ: มะมวงน้ําดอกไมสีทอง พราว แอนแทรกโนส 

 
คํานํา 

       โรคสําคัญของการปลูกมะมวงในประเทศไทยคือโรคแอนแทรกโนส ซึ่งมีรายงานวาเกิดจากเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides ( Penz. ) Penz and Sacc. อยางไรก็ตามในสภาพของการเกิดโรคแอนแทรกโนสในแหลง
ปลูกมะมวงเพื่อการสงออกของอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม พบลักษณะอาการของโรคที่มีระดับความรุนแรงแตกตางกัน 
ปรากฏกับสวนตางๆของมะมวง และเชื้อที่แยกไดมีความแตกตางทางลักษณะของเสนใยและสปอร ซึ่งจากความหลากหลาย
ของชนิดเชื้อราสาเหตุ นาจะเกี่ยวของกับความรุนแรงของโรคที่ปรากฏ ดวยเหตุนี้จึงไดใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ
รวมกับวิธีการทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุล เพื่อใชในการตรวจสอบชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรกโนส 
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อุปกรณและวิธีการ 
การแยกเชื้อราสาเหตุโรคและการจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูชีววิทยา 

         เก็บตัวอยางที่ระยะการเจริญตางๆกันของมะมวงน้ําดอกไมสีทอง จากสวน อ.พราว จ.เชียงใหม จํานวน  2 สวน 
ไดแก ชอดอก กิ่ง ใบ และผลกอนและหลังเก็บเกี่ยว นํามาใชแยกเชื้อราสาเหตุ โดยวิธีการกระตุนใหเชื้อที่เจริญแฝงอยูปรากฏ
ออกมาโดยการทําใหเนื้อเยื่อพืชเส่ือมสลายดวยการใช paraquat  (แชใน 95% ethanol 30 วินาที  NaOCl  2%  5 นาที และ  
0.4% paraquat  5 นาที ผ่ึงใหแหง บมไวในกลองเก็บรักษาความชื้น) เชื้อที่แยกจากตัวอยางพืชระยะตางๆ  นํามาเพาะเลี้ยง
บน acidified potato dextrose agar ( PDA + 25 %  lactic acid อัตรา 0.1%) หลังจากเชื้อเจริญบนอาหาร มีการสรางเสนใย
และสปอร นํามาตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยดูจากลักษณะสีของเสนใยและรูปรางของสปอรหรือโคนิเดีย  และ
นํามาสกัด DNA ของเชื้อราแตละไอโซเลตที่แยกได โดยเก็บสวนของเสนใยและสปอรของเชื้อราท่ีเจริญบนอาหาร PDA ลงใน 
microfuge tube ขนาด 2 ml  ใหไดประมาณ 3 ใน 4 ของหลอด แลวสกัด DNA ดวย fungal genomic DNA extraction kit 
(Favogen, USA) ใชวิธีการที่ดัดแปลงมาจาก Freeman และคณะ (2000) ทําการเพิ่มปริมาณของ DNA ดวยไพรเมอร ITS1 
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) และ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) คูกับไพรเมอรของ C. gloeosporioides 
(CgInt) (GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG) และไพรเมอรของ C. acutatum (CaInt2) (GGGGAAGCCTCTCGCGG) ใน
การทําปฏิกิริยา PCR ดังนี้  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  นําไปเขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PTC-Thermocycler ; 
MJ Research, Inc., Watertown, MA) โดยปรับ PCR condition ดังนี้  initial DNA denaturation 5 นาทีที่  95 °C ตามดวย 
25 รอบของ 30 วินาที ที่ 95°C, 30  วินาที ที่ 55°C และ 30  วินาที 72°C หลังจากที่ทําปฏิกริยาครบจํานวนรอบทั้งหมดแลวบม
ตอที่ 72°C เปนเวลา 5 นาที นํา PCR product ที่ได มาตรวจสอบดวย gel electrophoresis  บน  1.5  % agarose gel ใน 
Tris-acetate-EDTA buffer ยอมใน ethidium bromide แลวตรวจดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต เพื่อทําการตรวจสอบความ
แตกตางของชนิดเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรกโนส (positive controls คือ C. acutatum CIAT isolate : TOM 021 และ C. 
gloeosporioides  CIAT isolate : 1613 negative control คือ C. fragariae isolate : 120-S )  
การทดสอบความสามารถในการทําใหเกดิโรค 

เชื้อราที่ผานการตรวจสอบทางลักษณะสัณฐานวิทยาและอณูชีววทิยาระดับโมเลกลุ นํามาเพาะเลี้ยงเปนเชื้อบริสุทธิ์บน
อาหาร  acidified PDA  บมไวจนสราง spore mass แลวขูดสวนสปอรมาเตรียมเปน spore suspension ( 106 spore/ml) ดวยน้ํากลั่นที่นึ่ง
ฆาเชื้อแลว ปลูกเชื้อบนใบมะมวงน้ําดอกไมสีทองที่ผานการฆาเชื้อที่ผิวดวยการเช็ดผิวใบดวย 70% ethanol  หยดสปอรของเชื้อปริมาตร  
50 μl ลงบนรอยแผลที่ใชเข็มเขี่ยลนไฟฆาเชื้อแลวทาํแผลบนใบ บมไวในกลองบมเชื้อ 5 - 7 วัน ที่รักษาความชื้นสัมพัทธประมาณ 
95% บันทึกอาการเกิดโรค 

 
ผลและวิจารณ 

การใช paraquat ทําใหเนื้อเยื่อพืชเส่ือมสลายเร็วขึ้นและเปนการกระตุนใหเชื้อที่เจรญิแฝงอยูใหปรากฎออกมา  
สามารถแยกความแตกตางของเชื้อที่แยกไดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏเปรียบเทียบกับเอกสารอางอิง (Barnet 
and Barry, 2003 ) เปน 2 กลุม คือกลุมที่มีลักษณะของโคนิเดียคอนขางยาวเปนรูปทรงกระบอกหัวทายมนมีความยาวตั้งแต 12  
-  20 μm  และกวาง   3.5 - 6  μm และมีเสนใยเปนสีเทาออกเขียว สรางกลุมสปอร (spore masses) สีเหลืองรวมทั้งส้ิน  15  
ไอโซเลต  (P5Rn : P5R1 – P5R15) และกลุมที่มีลักษณะของโคนิเดียคอนขางรีหัวทายแหลมมีความยาวตั้งแต 8 - 13 μm  และ
กวาง 2 - 5 μm  และมีเสนใยเปนสีขาวปนเทา สรางกลุมสปอร (spore masses) สีสมรวมทั้งส้ิน 6 ไอโซเลต( P6Rn : P6R1 – 
P6R6)  (Fig. 1) 

การใชวิธีทางอณูชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจําแนกชนิดของเชื้อโดยวิธี polymerase chain reaction สําหรับคูของ 
primer ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิด ของ Colletotrichum sp. คือคู primer ITS4-Calnt (จําเพาะตอ C. gloeosporioides) 
และคู primer ITS4-Calnt1 (จําเพาะตอ C. acutatum,)  สามารถแยกความแตกตางของเชื้อรากอโรคแอนแทรกโนสได  2 ชนิด 
จากตัวอยางมะมวง คือ C. gloeosporioides  และ C. acutatum ซึ่งจะให PCR products ขนาด 450 และ 490 bp   ในกลุม
ไอโซเลต P5Rn(1-15)  และในกลุมไอโซเลต P6Rn (1-6) (Fig.2) แสดงใหเห็นวาเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรกโนสมีมากกวาหนึ่ง
ชนิดจากแหลงปลูกมะมวงของอําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม  ซึ่งสอดคลองกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อที่แยกไดจาก
สวนมะมวงดังกลาว พบวามีความแตกตางเชนกัน 
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Figure 1   Conidia of isolated group P5Rn identified as C. gloeosporioides  (A) and isolated group P6Rn identified                 

as C. acutatum (B) 

 
Figure 2  Identification of ‘Nam DoK  Mai Si Thong’ mango Colletotrichum spp. isolates with species specific                 

primers,:  A = C. gloeosporioides (CgInt / ITS4 );  B = C. acutatum  (CaInt2 / ITS4) positive control;(Cg)                 
C. gloeosporioides positive control; (Ca) C. acutatum positive control; (Cf) C. fragariae ;(-) : negative control  

 
    ผลการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อสาเหตุแอนแทรกโนสที่แยกจากเนื้อเยื่อสวนตางๆของ

มะมวงน้ําดอกไมสีทองจากสวนอําเภอพราว  จํานวน 21 ไอโซเลต บนใบมะมวงในหองปฏิบัติการพบวาทุกไอโซเลตสามารถทํา
ใหเกิดรอยแผลไหมสีน้ําตาลดํา (necrotic) และเกิดกลุมสปอร (spore masses) บนรอยแผลที่สังเกตไดในระยะเวลา 5 ถึง 7 
วันหลังการปลูกเชื้อ และมีขนาดเสนผานศูนยกลางรอยแผลแตกตางกันออกไป โดยเชื้อในกลุม P6Rn (P6R1 – 6) ใหคาเฉล่ีย
เสนผานศูนยกลางรอยแผลที่มีขนาดใหญกวาเชื้อในกลุม P5Rn (P5R1 – 15)  (Table 1) 

A B 

A 

B 
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Table 1 Pathogenicity tests of C. gloeosporioides and C. acutatum isolates collected from mango tissues from             
Prao orchards. Data represent mean lesion diameter (mm.) per number of isolates tested on detached              
mango leaves in vitro after 5 to 7 days of incubation at 25°C 

 
Mean lesion diameter (mm), isolate origin and No. of isolates tested Isolates from 

Leaf Pre- and post-
harvest  fruit 

Branch Flower 

Orchard 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) 

Not determined 
Orchard 2 
Cg (P5Rn: 10-15) 

 
12.16 (n = 2) 

 
13.24(n = 2) 

 
14.38(n = 2) 

 
Not determined 

 
สรุป 

เชื้อที่แยกจากเนื้อเยื่อตัวอยางมะมวงที่เก็บในระยะการเจริญตางๆจากสวนมะมวงน้ําดอกไมสีทองของแหลงปลูก
อําเภอพราว จังหวัดเชียงใหม นํามาตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและวิธี PCR  สามารถจําแนกเชื้อราแอนแทรกโนสได  2  
ชนิด โดยสามารถระบุไดวาเชื้อในกลุมไอโซเลต P5Rn คือ C. gloeosporioides  และกลุมไอโซเลต P6Rn คือ C. acutatum  
และเชื้อทั้งสองชนิดสามารถทําใหเกิดอาการของโรคบนใบมะมวง เมื่อนํามาปลูกเชื้อในหองปฏิบัติการ 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณ ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา และสถาบันวิจัย
เทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว มหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่ใหการสนับสนุนงบประมาณและครุภัณฑวิจัยในการดําเนินการ
โครงการวิจัยเรื่องการตรวจหาการเจริญแบบแฝงของเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรกโนสในมะมวงน้ําดอกไมโดยใชลักษณะ
โครงสรางทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาของมะมวงและวิธีทางอณูชีววิทยา 

 
เอกสารอางอิง 

Barnet, H.L. and  B. Barry. 2003. Ilustrated Genera of Imperfect Fungi. 4th ed. APS Press, St. Paul, MN. p.188-191. 
Freeman, S., D. Minz, E. Jurkevitch,  M. Maymon and E. Shabi . 2000. Molecular analyses of Colletotrichum species from almond 
                  and other fruits. Phytopathol. 90(6):608-614. 
 


