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Conidial characteristics of Colletotrichum gloeosporioides causing chilli anthracnose 
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Abstract 

Anthracnose is the most serious disease of chilli, especially in tropical and subtropical areas. 
Colletotrichum gloeosporioides is a species of causal pathogens. Isolates identified as C. gloeosporioides        
were highly variable. Thus, identification and differentiation based on conidial characteristics were              
constantly mystified. The fungus with 59 isolates collected from 14 provinces of chilli plantations were identified    
in this research. For specific confirmation of C. gloeosporioides isolates, the species-specific                      
primer CgInt (5’-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3’) in combination with the universal primer ITS4                      
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) were used for amplifying the DNA fragments using polymerase chain reaction 
(PCR). The amplification of ITS1-5.8s-ITS2 region using primers CgInt/ITS4 was positive for all isolates of               
C. gloeosporioides, producing a fragment of approximately 450 bp. For microscopic investigation of the fungus 
growing on potato dextrose agar (PDA), C. gloeosporioides produced conidia hyaline, 1-celled and truncate 
base. Conidial shapes were clustered into 4 groups as group 1 conidia straight, cylindrical, apex rounded,                  
2.75 - 3.38 × 10.38 – 13.13 μm in size (41 isolates), group 2 conidia straight, broadly cylindrical, rounded at the 
apex, 3.00 - 3.88 × 11.50 - 13.38 μm in size (16 isolates), group 3 conidia straight, broadly short cylindrical to 
ovoid, apex rounded, 2.63 × 8.63 μm in size (1 isolate) and group 4 conidia straight, slightly rounded to tapered at 
the apex, 3.00 × 11.63 μm in size (1 isolate). 
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บทคัดยอ 

โรคแอนแทรคโนสเปนโรคท่ีสําคัญของพริกโดยเฉพาะอยางย่ิงในเขตรอนและใกลเขตรอน เช้ือรา Colletotrichum 
gloeosporioides เปนเช้ือสาเหตุที่สําคัญสปชีสหนึ่งและมีความผันแปรคอนขางสูง ดังนั้นการจําแนกและการแยกความ
แตกตางโดยอาศัยลักษณะรูปรางของสปอรมักสรางความสับสนมาโดยตลอด งานวิจัยนี้ไดศึกษาเชื้อรา C. gloeosporioides 
จํานวน 59 ไอโซเลต ซึ่งเก็บจากแปลงพริก 14 จังหวัด นํามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอเช้ือรา C. gloeosporioides คือ CgInt (5’-GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3’) รวมกับ 
universal primer ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ผลจากปฏิกิริยาไดแถบดีเอ็นเอตรงบริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 
ขนาดประมาณ 450 คูเบส เม่ือศึกษารูปรางของสปอรใตกลองจุลทรรศนซึ่งเล้ียงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) 
พบวาเช้ือรา C. gloeosporioides สรางสปอร 1 เซลล ไมมีสี ฐานตัด แบงออกเปน 4 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 สปอรมีรูปรางตรง 
ทรงกระบอก ปลายมน ขนาด 2.75 - 3.38 × 10.38 – 13.13 μm (41 ไอโซเลท) กลุมที่ 2 สปอรมีรูปรางตรง ทรงกระบอกกวาง 
ปลายมน ขนาด 3.00 - 3.88 × 11.50 - 13.38 μm (16 ไอโซเลท) กลุมที่ 3 สปอรมีรูปรางตรง ทรงกระบอกกวางส้ันไปจนถึงรูป
ไข ปลายมน ขนาดสปอร 2.63 × 8.63 μm (1 ไอโซเลท) และ กลุมที่ 4 สปอรมีรูปรางตรง พบทั้งปลายมนเล็กนอยไปจนถึง
ปลายเรียว ขนาดสปอร 3.00 × 11.63 μm (1 ไอโซเลท) 
คําสําคัญ: Colletotrichum gloeosporioides  รูปรางสปอร  พีซีอาร 
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คํานํา 
Colletotrichum gloeosporioides เปนเช้ือราสปชีสหนึ่งที่เปนสาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก พบไดในทุกพื้นที่ที่มีการ

ปลูกพริก จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาบนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) พบวาลักษณะโคโลนีมี
ความหลากหลายแบงออกไดถึง 9 กลุม (รัติยา และคณะ, 2553) อยางไรก็ตามเช้ือราสปชีสนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรม
คอนขางสูง และคอนขางสับสนในลักษณะรูปรางสปอร วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ตองการศึกษาลักษณะรูปรางของสปอรของ
เชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก เพื่อเก็บเปนฐานขอมูลในการจัดจําแนกเชื้อรา C. gloeosporioides 
ตอไป 

  
อุปกรณและวิธีการ 

การจําแนกเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides  
นําเช้ือรา C. gloeosporioides จํานวน 59 ไอโซเลท ซึ่งเก็บมาจากพื้นที่ปลูกพริก 14 จังหวัดคือ เชียงราย เชียงใหม 

สุโขทัย พิษณุโลก เพชรบูรณ นครสวรรค อุดรธานี ขอนแกน นครราชสีมา ศรีสะเกษ อุบลราชธานี กาญจนบุรี นครปฐม และ
ประจวบคีรีขันธ เล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 5 วัน แลวนํามาแยกเปนสปอรเด่ียว (single spore isolation) 

เล้ียงเช้ือรา C. gloeosporioides บนอาหาร spezieller nährstoffarmer broth (SNB) เม่ืออายุ 2 วันนํามาสกัดดีเอ็น
เอโดยตามกรรมวิธีของ Lee and Taylor (1990) โดยมีการดัดแปลงบางขั้นตอน เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี polymerase 
chain reaction (PCR) โดยใช species-specific primer คือ ไพรเมอร CgInt (5’GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG3’) 
รวมกับ universal primer คือ ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’) สวนผสมน้ํายาพีซีอารประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ 
25 นาโนกรัม สารละลายบัฟเฟอร (MgCl2) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร dNTP ความเขมขนรวม 1 มิลลิโมล ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
ไพรเมอรจําเพาะ CgInt ความเขมขน 10 ไมโครโมล ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไพรเมอร ITS4 ความเขมขน 10 ไมโครโมล ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร และเอนไซม Taq polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร จากน้ันนําเขาเคร่ือง 
พีซีอารรุน Tprofessional Standard Gradient ต้ังอุณหภูมิและเวลาของเคร่ืองโดยเร่ิมตนที่ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 58 องศาเซลเซียส 2 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที จํานวน 35 รอบ ตามดวย 72           
องศาเซลเซียส 10 นาที และ 16 องศาเซลเซียส 10  นาที เปนรอบสุดทาย นําไปตรวจแยกช้ินดีเอ็นเอดวยวิธ ี                
agarose gel electrophoresis โดยใช agarose ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ผสมใน 1 × TBE buffer ผานกระแสไฟฟา 50 โวลต 
นาน 90 นาที 
การศึกษาลักษณะสปอรของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides  

เล้ียงเช้ือรา C. gloeosporioides บนอาหาร PDA อายุ 7 วัน จากนั้นเขี่ยสปอรมาศึกษาใตกลอง light microscope 
บันทึกขนาดและรูปรางของสปอร จัดกลุมตามความแตกตางของรูปรางสปอร 

 
ผล 

การจําแนกเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides  
จากการศึกษาปฏิกิริยาพีซีอารดวยไพรเมอรสองชนิดคือ CgInt และITS4 พบวา C. gloeosporioides ทั้ง 59 ไอโซ

เลท พบแถบดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ขนาดประมาณ 450 คูเบส (Figure 1) 
การศึกษาลักษณะสปอรของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides  

ศึกษาลักษณะสปอรใตกลองจุลทรรศนพบวาลักษณะโดยรวมของเชื้อรา C. gloeosporioides คือ สปอรมีเซลลเดียว 
ไมมีสี บริเวณฐานตัด จากลักษณะรูปรางและขนาดของสปอรสามารถแบงสปอรออกเปน 4 กลุม ดังนี้ กลุมที่ 1 สปอรมีรูปราง
ตรง ทรงกระบอก ปลายมน ขนาด 2.75 - 3.38 × 10.38 – 13.13 μm จํานวน 41 ไอโซเลท ไดแก CM001-2 CM013-2 
KCB165 KCB170 KCB173 KCB182 KK037 KK049 KK055 KK063 KK075 NKP013 NKP018 NKP091 NKP092 
NKS144 NRS014-1 PCB002 PCB006 PCB026 PCB034 PCB048 PKK067 PKK068 PKK077 PKK079 PSL115 
PSL122 PSL131 SKT011 SKT046 SKT048 SKT059 SKT060 SSK018 SSK020 SSK049 SSK050 UBR082 UBR092 
และ UDT097 กลุมที่ 2 สปอรมีรูปรางตรง ทรงกระบอกกวาง ปลายมน ขนาด 3.00 - 3.88 × 11.50 - 13.38 μm จํานวน 16   
ไอโซเลท ไดแก CM011-1 CM029-1 CM039 CR011-1 NKS140 NKS141 NKS147 NRS022 NRS030 PKK083 PSL076 
PSL113 SKT037 UDT096 UDT098 และ UDT103 กลุมที่ 3 สปอรมีรูปรางตรง ทรงกระบอกกวางส้ันไปจนถึงรูปไข ปลายมน 
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ขนาดสปอร 2.63 × 8.63 μm จํานวน 1 ไอโซเลท คือ NKP089 และ กลุมที่ 4 สปอรมีรูปรางตรง พบทั้งปลายมนเล็กนอยไป
จนถึงปลายเรียว ขนาดสปอร 3.00 × 11.63 μm จํานวน 1 ไอโซเลท คือ CM021-1 (Figure 2) 

 

  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

  
 
Figure 1  Amplification profiles of specific fragments of Colletotrichum gloeosporioides isolates with the primers 

CgInt/ITS4. M:Molecular weight size markers 100 bp, Lanes 1-59 : CM001-2 CM011-1 CM013-2 
CM021-1   CM029-1 CM039 CR011-1 KCB165 KCB170 KCB173 KCB182 KK037 KK049 KK055 KK063 
KK075 NKP013 NKP018 NKP089 NKP091 NKP092 NKS140 NKS141 NKS144 NKS147 NRS014-1 
NRS022 NRS030 PCB002 PCB006 PCB026 PCB034 PCB048 PKK067 PKK068 PKK077 PKK079 
PKK083 PSL076 PSL113 PSL115 PSL122 PSL131 SKT011 SKT037 SKT046 SKT048 SKT059 SKT060 
SSK018 SSK020 SSK049 SSK050 UBR082 UBR092 UDT096 UDT097 UDT098 and UDT103, 
respectively. 

 

   
 

   
 
Figure 2  Conidial characteristics of Colletotrichum gloeosporioides: Group 1 (CM001-2, NKP092), Group 2 

(CM039, NKS140), Group 3 (NKP089) and Group 4 (CM021-1). 
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วิจารณผล 
จากการศึกษาปฏิกิริยาพีซีอารดวยไพรเมอร CgInt และ ITS4 พบวาไดแถบดีเอ็นเอตรงบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 

ขนาดประมาณ 450 คูเบส จากการรายงานของ Raul et al. (2008) ในการศึกษาเชื้อรา C. gloeosporioides และ C. capsici 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสในมะละกอโดยทําปฏิกิริยาพีซีอารดวยใชไพรเมอร CgInt และ ITS4 พบวาเฉพาะเช้ือรา                   
C. gloeosporioides เทานั้นที่ใหแถบดีเอ็นเอตรงบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ขนาดประมาณ 450 คูเบส สวน Freeman et al. 
(2000) ศึกษาการใชเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุลในการวิเคราะหเช้ือรา Colletotrichum ที่พบในอลัมอนดและผลไมตางๆ โดย
การทําปฏิกิริยาพีซีอารใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะ คือไพรเมอร CaInt2/ITS4 และไพรเมอร CgInt/ITS4 พบวาเช้ือรา                 
C. acutatum และ C. gloeosporioides ใหผลของปฏิกิริยาที่แตกตางกัน โดยเช้ือรา C. acutatum ใหแถบดีเอ็นเอตรงบริเวณ 
ITS1-5.8S-ITS2 ขนาดประมาณ 490 คูเบส สวนเช้ือรา C. gloeosporioides ใหแถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 450 คูเบส และ
จากงานวิจัยของ Medeiros et al. (2010) พบวาการจําแนกเช้ือรา C. gloeosporioides จากพืชอาศัยหลายชนิด โดยทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอร CgInt และ ITS4 พบวาเช้ือรา C. gloeosporioides ใหแถบดีเอ็นเอตรงบริเวณ                  
ITS1-5.8S-ITS2 ขนาดประมาณ 450 คูเบส สวน C. acutatum และ C. sublineolum ไมพบแถบดีเอ็นเอจากการใชไพรเมอร
จําเพาะตอสปชีสนี้เลย 

สําหรับงานวิจัยดานลักษณะทางสัณฐานวิทยาน้ัน Bailey and Jeger (1992) รายงานวาลักษณะสปอรของเช้ือรา    
C. gloeosporioides มีรูปรางตรง ทรงกระบอก ปลายมน ฐานตัดส้ัน มีขนาด 3.5 – 6 × 12 – 17 μm ขณะท่ี             
Simmonds (1965) พบวาสปอรของเช้ือรา C. gloeosporioides มีรูปรางตรง ทรงกระบอก ปลายมน ฐานเรียวตัดส้ัน มีขนาด                    
3 – 5 × 11 – 17.5 μm อยางไรก็ตามจากงานวิจัยในคร้ังนี้พบ C. gloeosporioides ซึ่งไดยืนยันความถูกตองดานสปชีสดวย
ปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่มีความจําเพาะตอสปชีสแลวนั้นกลับพบวาเช้ือรา C. gloeosporioides ทั้ง 59 ไอโซเลทมี
รูปรางและขนาดของสปอรที่แตกตางกันทั้ง 4 กลุม โดยพบสปอรรูปรางตรง ทรงกระบอก ทรงกระบอกกวาง ทรงกระบอกกวาง
ส้ันไปจนถึงรูปไข ปลายมน บางคร้ังพบปลายมนเล็กนอยไปจนถึงปลายเรียว ขนาดมีต้ังแต 2.63 – 3.88 × 8.63 – 13.38 μm.  

 
สรุป 

จากการศึกษาเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides จํานวน 59 ไอโซเลท โดยการใชเทคนิคพีซีอารซึ่งใชไพรเมอร
จําเพาะตอเช้ือรา C. gloeosporioides พบวาไดแถบดีเอ็นเอตรงบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ขนาดประมาณ 450 คูเบส            
ทุกไอโซเลท แตเม่ือทําการศึกษารูปรางและขนาดของสปอรพบวาสปอรมีความแตกตางกัน โดยสามารถแบงกลุมสปอรได        
4 กลุม งานวิจัยนี้สามารถนํามาปรับใชเปนแนวทางในการจําแนกและแยกความแตกตางของเช้ือรา C. gloeosporioides 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกได 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
(สวทช) ที่สนับสนุนทุนสําหรับงานวิจัยในคร้ังนี้ 
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