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การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ cutinase และ endopolygalacturonase  
ของเชือ้รา Colletotrichum capsici ในช่วงการเข้าท าลายบนผลพริก 
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Abstract: This study determined the expression level of cutinase (CUT) and endopolygalacturonase (endo-PG) 
genes of Colletotrichum capsici after inoculating on green and red chili fruit stages of Bang Chang variety by 
real-time PCR technique. The inoculated green chili fruits were sampled at 0, 24, 48, 72, 96, 120, 192 and 240 
hours after inoculation (HAI) and red chili fruits were sampled at 0, 24, 48, 72, 96, 120 and 144 HAI. It showed 
that CUT was the greatest up-regulated at 72 hours after inoculation (HAI) on red fruit stage and at 240 HAI on 
green fruit stage. The maximum expression of endo-PG was observed at 144 and 192 HAI on red and green 
fruits, respectively. Disease symptom started to produce at 144 HAI on red chili fruit and 240 HAI on green fruit. 
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ค าน า 
 

พริกเป็นพืชผกัที่มีความส าคญัในทางเศรษฐกิจ
และสงัคม เป็นวตัถดุิบที่ส าคญัในการอตุสาหกรรมอาหาร 
ยา สามารถปลูกทั่วไปในทุกภาคของประเทศไทย ในปี 
พ.ศ. 2556 มีพืน้ที่ในการเพาะปลกูพริก 348,453 ไร่ ซึ่งมี
พืน้ที่การปลกูมากที่สดุเมื่อเทียบกบัพืชผกัชนิดอื่น ๆ (กรม
วิชาการเกษตร, 2560) ส าหรับปัญหาที่พบในการผลิต
พริกเกิดจากโรคและแมลง ซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายต่อ
ผลผลิตและส่งผลต่อปริมาณผลผลิตที่ไม่สม ่าเสมอ โดย
โรคที่มีการระบาดและเกิดปัญหากับการผลิตพริกได้แก่ 
โรคแอนแทรคโนส  ซึ่งมีสาเหตจุากเชือ้รา Colletotrichum 
spp. ในประเทศไทยพบเชือ้ราสาเหตุนี  ้4 สปีช่ีส์ ได้แก่ 
Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum 
acutatum, Colletotrichum siamense แ ล ะ 
Colletotrichum capsici ที่สามารถเข้าท าลายได้ทัง้ก่อน
และหลงัการเก็บเก่ียวพบทัง้บนพริกผลแดงและผลสีเขียว 
ลกัษณะอาการที่ปรากฏบนผลพริกจะแสดงอาการเป็นจุด
แผลสีน า้ตาลด า เนื อ้เยื่อยุบตัวแห้งและอาจพบส่วน
โครงสร้างของเชือ้รา (fruiting body) ลกัษณะเป็นจุดเรียง
ซ้อนกันเป็นวง และส่วน conidial mass สีส้ม ปรากฎอยู่
บนแผล นอกจากนี เ้ชือ้ยังเข้าท าลายแบบแฝง (latent 
infection) ในผลพริกโดยไม่มีการแสดงอาการของเชือ้รา 
(บญุญวดี, 2540) อาการของโรคจะปรากฏเมื่อผลถึงระยะ
สกุ ส าหรับปัจจยัการเข้าท าลายแบบแฝงของโรคหลงัการ
เก็บเก่ียวมีความเก่ียวข้องกบั 1) การยบัยัง้การพฒันาของ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชื อ้ เนื่ องจากปัจจัยทางด้ านสรีรวิทยาของพื ช 2) 
สารประกอบในพืชที่มีคุณสมบัติต่อต้านเชือ้รา และ 3) 
การชักน าสารประกอบต่อต้านที่ เป็นพิษต่อเชื อ้รา 
(Prusky, 1996) โดยระหว่างที่เชือ้ราอยู่ภายในเนือ้พืช เชือ้
จะสามารถใช้อาหารจากเซลล์พืช 2 รูปแบบคือ แบบ 
biotrophy คือเชือ้ใช้สารอาหารจากเซลล์ที่มี ชีวิต และ 
แบบ necrotrophy ที่ใช้สารอาหารจากเซลล์ที่ไม่มีชีวิต
หรือเซลล์ที่ตายแล้ว ซึ่งเชื อ้รา Colletotrichum spp. มี
รูปแบบการใช้สารอาหารจากสิ่งมีชีวิตทัง้สองรูปแบบที่
เรียกว่า hemibiotrophy (Perfect et al., 1999; Münch et 
al., 2008) 

ในการศึกษาการเข้าท าลายของเชือ้ราพบว่าเชือ้
รามีการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ในแต่ละช่วงของการเข้า
ท าลายพืชอาศัย เช่น ยีน CUTA ที่ควบคุมการสร้าง
เอนไซม์  cutinase ของเชื อ้รา Botrytis cinerea   (van 
Kan et al., 1997) ยีน CLPG2 ควบคุมการสร้างเอนไซม์ 
endopolygalacturonase ใ น เ ชื ้ อ ร า  Colletotrichum 
lindemuthianum (Dumas et al., 1999) ยี น  PG1 แ ล ะ 
PL1 (Di Pietro and Roncero, 1998; Huertas-Maceira 
el al., 1999) ขอ ง เชื ้อ รา  Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici ที่ ค ว บ คุ ม ก า รสั ง เค ร า ะ ห์ เอ น ไซ ม์ 
endopolygalacturonase และ pectate lyase ตามล าดบั  

จากความสามารถในการเข้าท าลายแบบแฝง
ของ เชื ้อ รา  Colletotrichum  โด ย เฉพ าะ  C. capsici 
สามารถสร้างความเสียหายในระยะผลพริกสุกได้มาก 
(Nayaka et al., 2009) ดั งนั ้น ในการศึ กษ าค รั ้งนี ้ มี

บทคัดย่อ: การศึกษาการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยีน cutinase (CUT) และ endopolygalacturonase (endo-
PG) ของเชือ้รา Colletotrichum capsici สาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในผลพริก บนผลพริกพันธุ์บางช้างในระยะ             
สีเขียวและสีแดง ด้วยเทคนิค real-time PCR โดยเก็บผลพริกระยะสีเขียวที่ 0, 24, 48, 72, 96, 120, 192 และ 240 
ชั่วโมงหลงัปลกูเชือ้ และเก็บผลพริกระยะสีแดงที่ 0, 24, 48, 72, 96, 120 และ 144 ชั่วโมงหลงัปลูกเชือ้ พบว่า การ
แสดงออกของยีน CUT บนผลพริกระยะสีแดงสงูสดุที่ 72 และ บนผลพริกระยะสีเขียวที่ 240 ชัว่โมงหลงัปลกูเชือ้ และ
การแสดงออกของยีน endo-PG สงูสดุในระยะผลสีแดงที่ 144 ชั่วโมงหลงัการปลูกเชือ้และบนผลพริกระยะสีเขียวที่ 
192 ชัว่โมงหลงัปลกูเชือ้ โดยผลพริกเร่ิมแสดงอาการของโรคแอนแทรคโนสที่ 144 และ 240 ชัว่โมงหลงัการปลกูเชือ้บน
ผลพริกระยะสแีดงและสเีขียวตามล าดบั 
 
ค าส าคัญ: Colletotrichum capsici  โรคแอนแทรคโนส การแสดงออกของยีน เอนไซม์คิวทิเนส  เอนไซม์เอนโดโพลกีา

แลคตโูรเนส qPCR 
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วตัถุประสงค์เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีน CUT 
แ ล ะ  endo-PG ข อ ง เชื ้อ รา  C. capsici ที่ แ ส ด ง ใน
ระยะเวลาต่าง ๆ ด้วยวิธี real-time polymerase chain 
reaction (real-time PCR) ห รือที่ เ รี ย กว่ า  quantitative 
PCR (qPCR) เพื่อเป็นพืน้ฐานในการศึกษากลไกการเข้า
ท าลายของเชือ้รานี  ้ตลอดจนการปรับปรุงพันธุ์พริกที่
ต้านทานตอ่ไป  
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1. การแยกเชือ้ราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 

แยกเชือ้ราจากผลพริกที่แสดงอาการโรคแอน
แทรคโนสด้วยวิธี tissue transplanting โดยตดัชิน้พืชจาก
บริเวณรอยต่อเนือ้เยื่อปกติและเนือ้เยื่อแสดงอาการโรค 
ขนาดประมาณ 0.5×0.5 เซนติเมตร ฆ่าเชือ้ที่ผิวภายนอก
ด้วย 1% sodium hypochlorite เวลา 5 นาที ผึ่งให้แห้งบน
กระดาษที่ผ่านการอบฆ่าเชือ้ และน าเนือ้เยื่อเลีย้งบน
อาหาร potato dextrose agar (PDA) ที่ อุณ หภู มิ  25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน เมื่อเชือ้ราเร่ิมปรากฎ 
conidial mass จึงแยกเชือ้ให้บริสทุธ์ิด้วยวิธี single spore 
isolation โดย เลี ย้ งบนอาหาร  PDA (Difco, France) 
ภายใต้แสง near ultra violet  เวลา 12 ชั่วโมงสลบัมืด 12 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 
จากนัน้ตรวจสอบลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา ลกัษณะของ
โคนีเดียของเชือ้ราสาเหตเุพื่อจ าแนกชนิดของเชือ้ราสาเหต ุ
และทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรคในผลพริก 
โดย เต รียม  spore suspension ความ เข้ ม ข้น  2×106 
สปอร์/มิลลิลิตร เพื่อพ่นลงบนผลพริกพันธุ์บางช้างระยะ
ผลสีแดงบนต้นพริกด้วย airbrush sprayer และคลุมผล
พริกที่ปลูกเชือ้ด้วยถุงพลาสติกชืน้ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น าถุงพลาสติกออก
และสงัเกตการเกิดโรค เชือ้ราท่ีบริสุทธ์ิและเมล็ดจากผล
พริกที่แสดงอาการของโรคจะถูกเก็บรักษาเพื่อใช้เป็น 
stock culture ในการทดลองล าดบัตอ่ไป 
 
 
 

2. การเตรียมตัวอย่างและการเก็บตัวอย่างส าหรับ
ตรวจสอบ 

2.1 การเตรียมเชือ้รา 
เตรียม spore suspension ให้มีความเข้มข้น 

2×106 สปอร์/มิลลิลิตร จากเชือ้รา C. capsici ไอโซเลท 
CC9.4 ที่ถูกเก็บรักษาบนเมล็ดพริก ที่อุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียส เชือ้ไอโซเลทดังกล่าวแยกจากผลพริกที่แสดง
อาการโรคแอนแทรคโนสซึง่ปลกู ณ โรงเรือนปลกูพืช คณะ
เกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน  โดย
น าเมล็ดมาฆ่าเชือ้ที่ ผิวด้วย 1% sodium hypochlorite 
เวลา 5 นาที หลงัจากนัน้ท าเช่นเดียวกบัวิธีการแยกเชือ้รา
จากพืช เลีย้งเชือ้ราเป็นเวลา 7 วนั 

2.2 การปลกูเชือ้ทดสอบ 
เตรียมผลพริกพนัธุ์บางช้าง ระยะผลสีเขียว (30-

35 วนัหลงัติดผล) และระยะผลสีแดง (50-55 วนัหลงัติด
ผล) (ภาพท่ี 1) จากนัน้ปลกูเชือ้ราในข้อ 2.1 ลงบนผลโดย
วิ ธี หยด  spore suspension (drop-inoculation) ค วาม
เข้มข้น 2×106 สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลง
บนผิวผล ปิดทับด้วยกระดาษกรองเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มิลลิเมตร ที่อบฆ่าเชื อ้แล้ว เพื่ อป้องกันไม่ให้  spore 
suspension ไหลจากผิวผล จากนัน้คลมุผลพริกแต่ละผล
ด้วยถงุพลาสติกชืน้ บ่มเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ที่อณุหภมูิ 25 
องศาเซลเซียส แล้วจึงน าถงุพลาสติกออก น าต้นพริกไปไว้
ภายในตู้  growth chamber (Tomy, Japan) ที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส โดยให้แสงสว่าง 12 ชั่วโมงสลับมืด             
12 ชัว่โมง 

2.3 การเก็บตวัอยา่ง 
การเก็บตวัอย่างพริกแบ่งออกเป็น 2 ช่วง ได้แก่ 

ช่วงก่อนแสดงอาการของโรค และช่วงที่ผลพริกเร่ิมแสดง
อาการของโรค ส าหรับผลพริกระยะสีแดงเก็บผลที่ 0, 24, 
48, 72, 96, 120 ชั่วโมงหลังปลูกเชื อ้ และที่ เวลา 144 
ชั่วโมง (6 วัน) หลังปลูกเชือ้เมื่อผลพริกเร่ิมแสดงอาการ
ของโรคแอนแทรคโนส ส าหรับพริกระยะสีเขียวเก็บ
ตัวอย่างที่ เวลา 0, 24, 48, 72, 96, 120, 194 และ 240 
ชั่วโมง (10 วัน) หลังจากปลูกเชือ้ เมื่อผลพริกเร่ิมแสดง
อาการของโรค ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มิลลิเมตร ตดัตวัอย่างพืชที่ต าแหน่งปลกูเชือ้ น าตวัอย่าง
พืช (tissue disc) บรรจุลงในหลอด micro tube จากนัน้

การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ cutinase และ endopolygalacturonase  
ของเชือ้รา Colletotrichum capsici ในช่วงการเข้าท าลายบนผลพริก 
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จุ่มลงในไนโตรเจนเหลว เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพื่อน าไปสกดั RNA 
 
3. การสกัด RNA และ การสังเคราะห์ cDNA 

น าตัวอย่างพืชน า้หนัก 0.1 กรัม บรรจุภายใน
หลอด micro tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บดตัวอย่างด้วย
เคร่ืองบดชิน้สว่นพืช (Retsch, Germany) โดยน าลกูเหล็ก
จ านวน 2 ลูกใส่ลงในหลอด micro tube  บดตัวอย่างจน
ละเอียด จากนัน้สกัด RNA จากตัวอย่างด้วยชุดสกัด
ส า เร็จ รูป  RNeasy Plant mini kit (QIAGEN Sciences, 
Hilden, Germany) ตามขัน้ตอนในเอกสารคู่มือจากบริษัท 
ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของ total RNA ที่ได้ด้วย
เ ค ร่ื อ ง  Nano Drop-1000 spectrophotometer 
(Thermoscientific, USA) น า RNA ที่สกัดจากตัวอย่าง
เปลี่ ย นจาก  mRNA เป็ น  cDNA ด้ วยชุ ดส า เร็จ รูป 
RevertAid First Strand cDNA synthesis kit M-MuLV 
(Thermo Scientific, USA)  
 
4. การออกแบบไพรเมอร์ 

การออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะต่อ 
cutinase gene (CUT) endopolygalacturonase gene 
(endo-PG) และ actin gene (ACT) ได้รวบรวมล าดับนิ
วคลี โอไทด์ของยีนที่ ต้ องการตรวจสอบจากเชื อ้รา 
Colletotrichum สปีช่ีส์ต่าง ๆ ซึ่งปรากฎในฐานข้อมูล 
GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ดั ง นี ้
cutinase gene ไ ด้ แ ก่  accession HQ406775.1 แ ล ะ 
M180331, polygalacturonase gene ได้แก่   accession 
EF094978.1 แ ล ะ  EXF76753_1,  actin gene ไ ด้ แ ก่             
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

accession LC170499, LC170500, LC170501, 
LC170505, LC170511, LC170518 แ ล ะ  LC170537  
จากนัน้วิเคราะห์ความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ได้
โดยใช้โปรแกรม CLUSTAL W (Thomson et al., 1994) 
ออกแบบไพรเมอร์  โดยใช้ โปรแกรม  Primer3 Input 
program (Untergasser et al., 2007) โด ย ไพ รเม อ ร์ที่
ออกแบบ (ตารางที่ 1) จะให้ผลผลติบางสว่นของยีน CUT, 
PG แ ล ะ  ACT ที มี ข น าด  200, 160 แ ล ะ  96 คู่ เบ ส 
ตามล าดับ ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากผลิต
ภัณท์ PCR (PCR product) โดยส่งไปวิเคราะห์ที่บริษัท 
Macrogen (Korea) และเปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์ที่
ร า ย ง า น ใ น ฐ า น ข้ อ มู ล  GENBANK 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
 
5. การวิเคราะห์การแสดงออกของยนี 

วิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนด้วยวิธี 
qPCR โดยท างานด้วยเคร่ือง Eco PCR max 48 machine 
(PCR Max, UK) ในหลอดปฏิกิ ริยามีปริมาตรรวม 10 
ไมโครลติร ประกอบด้วย HOT FIREPol EvaGreen qPCR 
Mix Plus no ROX (Solis BioDyne, Slovania) 2 
ไมโครลิตร primer (10 มิลลิ โมลาร์) 0.15 ไมโครลิตร 
cDNA 2 ไมโครลิตร และ PCR-water 5.7 ไมโครลิตร  
ก าหนดโปรแกรมในปฏิกิริยา PCR ในการตรวจสอบการ
แสดงออกของแต่ละยีนดังนี  ้มีอุณหภูมิในขัน้ตอน pre-
denaturation คือ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
ตามด้วย 40 รอบของขัน้ตอน denaturation 95 องศา
เซลเซียส 15 วินาที  ขัน้ตอน annealing อณุหภูมิ (ตาราง
ที่ 1) 20 วินาที  และขัน้ตอน extension อณุหภมูิ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

Figure 1. Capsicum annuum Bang Chang variety (A), chili green fruit stage (B), chili red fruit stage (C) 
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72 องศา เซล เซี ยส  20 วิ น าที   และ  final-extension 
อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที  ซึ่งในการวิเคราะห์ใช้
ยีน ACT เป็นยีนอ้างอิง (reference gene) และวิเคราะห์
ผลการแสดงออกของยีนจากค่า CT value ด้วยวิธีการ
ค านวณ แบบ   (Livak and Schmittgen, 2001) 
เพื่อให้ได้ค่า Relative quantification และการวิเคราะห์ 
melting curve เพื่ อยื นยันว่า  PCR product ที่ ได้ จาก
ปฏิกิริยา real-time PCR เป็นผลิตภัณฑ์ที่ ต้องการ ซึ่ง
ผลติภณัฑ์ที่ถกูต้องมกัจะแสดง peak เดียวที่อณุหภมูิสงู  
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 
1. การแยกเชือ้ราแอนแทรคโนสพริก 

จากการแยกเชือ้ราจากผลพริกที่แสดงอาการโรค
แอนแทรคโนส (ภาพที่ 2A) ด้วยวิธี tissue transplanting 
พบว่าเชือ้ราสามารถเจริญบนอาหาร PDA โคโลนีมีสีเทา
ปนน า้ตาล พบการสร้าง conidial mass สีส้ม (ภาพท่ี 2B) 
เมื่อตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบลกัษณะของโคนี
เดียมีรูปร่างแบบเสีย้วพระจันทร์ (falcate shape) ไม่มี
ผนังกัน้ภายใน ไม่มีสี (ภาพที่ 2C) ซึ่งเชือ้ราที่แยกได้มี
ลักษณะตรงกับเชือ้รา C. capsici (Sutton, 1992) และ
เมื่อทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรคบนผลพริก
พนัธุ์บางช้าง โดยการพ่น spore suspension ลงบนผิวผล
พริกระยะผลสีแดงที่อยู่บนต้น (intact fruits) พบวา่ผลพริก
แสดงอาการของโรคหลังจากปลูกเชื อ้ 6 วัน แผลมี
ลักษณะยุบตัว สีเข้ม และสังเกตุเห็นกลุ่มของ fruiting 
body เป็นวงซ้อนสดี าเมื่อแผลมีอายมุากขึน้ (ภาพที่ 2D) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. การเตรียมตัวอย่างและการเก็บตัวอย่างส าหรับ
ตรวจสอบ 

จากการปลกูเชือ้รา C. capsici ลงบนผลพริก
สีเขียวและสีแดง และเก็บตัวอย่าง เนือ้เยื่อในแต่ละ
ช่วงเวลาหลังการปลูกเชือ้รา ในผลพริกระยะสีแดง
หลังจากปลูกเชือ้ที่ เวลา 0, 24, 48, 72, 96, 120 และ 
144 ชั่วโมง และพบว่าผลพริกระยะสีแดงเร่ิมแสดง
อาการของโรคแอนแทรคโนสที่ 144 ชัว่โมงหลงัจากปลกู
เชือ้ (ภาพที่  3A) ส าหรับผลพริกระยะสีเขียวได้เก็บ
ตัวอย่างหลังจากปลูกเชือ้ที่ เวลา 0, 24, 48, 72, 96, 
120, 192 และ 240 ชั่วโมง โดยพบว่าผลพริกเร่ิมแสดง
อาการของโรคที่ 240 ชัว่โมง (10 วนั) ภายหลงัจากปลกู
เชือ้ ซึง่ระยะของผลพริกที่เร่ิมแสดงอาการของโรคนัน้ผล
เข้าสูร่ะยะการเปลีย่นสผีล (turning stage) (ภาพท่ี 3B) 

 
3. ผลการออกแบบไพรเมอร์ 

จ า ก ก า รอ อ ก แ บ บ คู่ ไพ ร เม อ ร์  ไ ด้ แ ก่ 
CUT200F/CUT200R PG1F/PG1R แ ล ะ 
ACTFA/ACTFA1 เพื่อใช้เพิ่มปริมาณต าแหน่งยีน CUT, 
endo-PG และ ACT  ตามล าดับ  พบว่ าไพรเมอร์ที่
ออกแบบนัน้สามารถเพิ่มปริมาณ DNAเป้าหมายได้ โดยมี
ขนาด PCR product เท่ากับ 200, 160 และ 96 คู่ เบส 
ตามล าดับ และเมื่อน า PCR product ของแต่ละคู่ไพร
เมอร์ไปวิ เคราะห์ล าดับนิ วคลี โอไทด์และเที ยบใน
ฐ า น ข้ อ มู ล  GenBank ด้ ว ย โป ร แ ก ร ม  Blastn 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่าล าดับ  
นิวคลีโอไทด์ที่ ได้จากคู่ไพรเมอร์ CUT200F/CUT200R         
.  

Table 1. PCR primers and annealing temperature used in the study 

Gene Primer name Sequences Annealing 
temp (◦C) 

Cutinase (CUT) CUT200F 
CUT200R 

5'-GACCTGGCCTCCAACTTC-3' 
5'-ACGACGCCCTTGATCTGGTT-3' 62 

Endopolygalacturonase 
(endo-PG) 

PG1F 
PG1R 

5'-ACCTTCGGCTACAAGGAGTGG-3' 
5'-CGTAGAAGAACTTGGGCTTGG-3' 63 

Actin (ACT) ACTFA 
ACTFA1 

5'-TCTACCACCCACACACAGAC-3' 
5'-GCGAGATGGTTAGCATTGA-3' 

62 
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มีความเหมือนกับบางส่วนของยีน cutinase ของเชือ้รา 
Colletotrichum truncatum (accession HQ406775.1) 
เท่ากับ 99% และ ยีน cutinase ของเชือ้รา C. capsici 
(accession M180331) เท่ากบั 98% ส าหรับล าดบันิวคลี
โอไทด์ที่ได้จากคูไ่พรเมอร์ PG1F/PG1R มีความเหมือนกบั
บางส่วนของยีน endopolygalacturonase ของเชื อ้รา 
Colletotrichum fioriniae (accession 
XM_007599435.1) C. gloeosporioides Nara gc5 
(accession XM_007286512) ที่แยกจากสตรอว์เบอร์ร่ี 
แ ล ะ  Glomorella magna (accession AF114157.1) 
เท่ากับ 87%, 86% และ 79% ตามล าดับ และ ล าดับ         
นิวคลีโอไทด์ที่ ได้จากคู่ ไพรเมอร์ ACTFA/ACTFA1 มี
ความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน actin ของ          
เชือ้รา C. truncatum (accession KX702275.1) และ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. capsici (accession JX870645) เท่ ากั บ  100 และ 
99% ตามล าดบั  
 
4. การวิเคราะห์การแสดงออกของยนี 

จากการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน 
CUT และ PG ของเชือ้ราภายหลังจากปลูกเชือ้ลงบนผล
พริกระยะสีเขียวและสีแดงในระยะเวลาต่าง ๆ ด้วยวิธีการ 
quantitative PCR พบการแสดงออกของยีนทัง้สองชนิด
ภายหลงัจากการปลกูเชือ้บนพริก โดยระดบัการแสดงออก
ของยีน CUT ของเชื อ้ราบนผลพริกสี เขียวที่  24-120 
ชัว่โมง มีการแสดงออกของยีนในระดบัต ่า การแสดงออก
เร่ิมสงูขึน้ที่ 192 ชั่วโมง และสงูสุดที่เวลา 240 ชั่วโมง ซึ่ง
ในระยะเวลาที่มีการแสดงออกของยีนสูงสุดนี  ้จะเร่ิม
ปรากฏอาการของโรคบนผิวผล ส าหรับการแสดงออกของ

A C B D 
Figure 2. Anthracnose disease on chili fruit (A), Colletotrichum capsici colony on PDA at 7 days (B), 

conidial shape of C. capsici (C), pathogenicity test of C. capsici on red fruits (D) 

A B 
Figure 3. Disease symptoms on red chili fruit 144 hours after inoculation (A), 240 hours after 

inoculation on  green chili fruit and disease expressed the symptom at turning color stage (B) 
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ยีน CUT ของเชือ้ราบนพริกระยะสีแดงพบว่ายีนมีการ
แสดงออกตลอดเวลาภายหลงัจากการปลกูเชือ้ โดยที่ 72 
ชัว่โมงมีการแสดงออกของยีนสงูกว่าในช่วงเวลาอื่น ๆ ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาในเชือ้รา Zymoseptoria tritici 
(Mycosphaerella graminicola) บนข้าวสาลีที่พบว่ายีนท่ี
เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์เอนไซม์ cutinase สามารถ
แสดงออกได้ในช่วงที่พืชยงัไม่แสดงอาการของโรค (Rudd 
et al., 2015) โดยการศึกษาการแสดงออกของยีน CUTA 
และ CUTB ของเชือ้รา Botrytis cinerea พบตัง้แต่สปอร์
ของเชือ้รางอกบนผิวของผลแอปเปิล้และจะถกูยบัยัง้การ
ท างานเมื่อความเข้มข้นของกลโูคสและ cutin monomer 
สงูขึน้ (Leroch et al., 2013) 

ระดับการแสดงออกของยีน  PG พบว่าที่ 24-
120 ชั่วโมงเชือ้มีการแสดงออกของยีนในระดับต ่า การ
แสดงออกของยีนสงูสดุที่ 192 ชัว่โมงหลงัจากการปลกูเชือ้
และลดลงเมื่อเร่ิมปรากฏอาการของโรคบนผิวผลที่ปลูก          
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชือ้ในระยะผลสีเขียว ในการแสดงออกของยีน PG บน
ระยะสีแดงพบว่า ที่  72 และ 120 ชั่ วโมง ยี นมี การ
แสดงออกที่สงูขึน้และมีระดบัสงูสดุที่ 144 ชัว่โมงหลงัเชือ้
ถูกปลูกบนผลจากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่
เก่ียวข้องกับการสงัเคราะห์เอนไซม์ polygalacturonase 
ของเชือ้รา Fusarium graminearum  พบว่า ยีน FgPg1  
ที่ 24 ชั่วโมง และ FgPg2 12 ชั่วโมงหลังการปลูกเชือ้ F. 
graminearum มี ระดับการแสดงออกของยี นสูงสุด 
(Tomassini et al., 2009) และจากการศึกษาของ Herbert 
et al. (2004)  พ บ ว่ า ใ น เ ชื ้ อ ร า  Colletotrichum 
lindemuthianum มี การแสดงออกของยี น  CLPG2 ที่
ควบคุมการสงัเคราะห์เอนไซม์ endopolygalacturonase 
ในช่วงแรกของชัน้ตอน penetration เพื่อผ่านชัน้เซลล์ 
epidermis ของพืชอาศยั ซึง่แตกตา่งกบัการแสดงออกของ
ยี น  CLPG1 ที่ ค ว บ คุ ม ก า ร ส ร้ า ง เ อ น ไ ซ ม์ 
endopolygalacturonase ซึ่งแสดงออกในช่วงที่พืชเร่ิม
แสดงอาการของโรคหรือระยะ necrotrophic stage 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. CUT and PG gene expression profiles of Colletotrichum capsici on green fruit (a) and red fruit 
(b). After inoculation chili plants were incubated at 25◦C. The gene expression was determined 
using real-time PCR technique. There were three replications on each treatment and the data 
from a representative replication is shown 
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ในกระบวนการก่ อให้ เกิ ด โรคของเชื อ้ รา 
Colletotrichum capsici บ น  cowpea (Vigna 
unguiculata) พบว่า ภายหลังจากสปอร์ของเชือ้รางอก
และสร้าง appressoria บนผิวพืช เชือ้ราจะแทงผ่านขัน้ 
cuticle ที่ 24 ชั่วโมงหลังการปลูกเชือ้ โดยพบการสลาย
ของ cuticle และเอนไซม์ที่ใช้ในการสลาย (Pring et al., 
1995) หลงัจากนัน้เส้นใยของเชือ้จะขยายไปตามชัน้ผนัง
เซลพืชซึง่ในช่วงนีพ้ืชยงัไมแ่สดงอาการของโรค และในช่วง
ท้ายของการเข้าท าลาย เส้นใยของเชือ้ราจะแทงผ่านเข้า
ไปยังส่วน epidermal cell และ mesophyll cell ส่งผลให้
เกิดเซลล์ตายและเชือ้แสดงอาการของโรคบนพืชนัน้ 
(Perfect et al., 1999) โดยจากการศึกษาของ Ettinger et 
at. (1987) ตรวจพบล าดับนิ วคลีโอไทด์ของ cutinase 
gene จาก mRNA ที่สกัดได้จากเส้นใยของเชือ้ราที่เลีย้ง
ในอาหารผสม cutin hydrolysate 
 

สรุป 
 

จากการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน CUT 
และ endo-PG ที่ระยะเวลาต่าง ๆ โดยการปลกูเชือ้บนผล
พริกสองระยะ สังเกตอาการของโรคที่แสดงออก และ
ตรวจสอบการแสดงออกของยีนทัง้สองชนิดด้วยวิธีการ 
real-time PCR พบว่าที่ 240 ชั่วโมงหลงัการปลูกเชือ้ ผล
พริกระยะสีเขียวแสดงอาการของโรค และที่ 144 ชั่วโมง
หลงัการปลกูเชือ้ ผลพริกระยะสีแดงแสดงอาการของโรค 
โดยพบว่ามีการแสดงออกของยีน CUT และ endo-PG ใน
ทกุช่วงเวลา แตร่ะดบัและรูปแบบการแสดงออกของยีนทัง้
สองชนิดระหว่างผลพริกระยะสีเขียวและสีแดงมีความ
แตกต่างกัน โดยพบว่าการแสดงออกของยีน CUT บนผล
พริกเขียวแสดงออกได้สูงขึน้สอดคล้องกับช่วงเวลาหลงั
การปลูกเชือ้ ขณะที่การแสดงออกของยีน CUT บนพริก
ระยะสีแดงสงูสดุในช่วงก่อนแสดงอาการของโรคบนผล ที่ 
72 ชั่วโมงหลงัการปลกูเชือ้ ส าหรับการแสดงออกของยีน  
endo-PG บนผลพริกสีเขียวถกูกระตุ้นสงูสดุที่ 192 ชัว่โมง
หลงัปลกูเชือ้โดยอยู่ในระยะก่อนแสดงอาการของโรค และ
การแสดงออกของยีน endo-PG บนผลพริกสีแดงสูงสุด
เมื่อผลพริกเร่ิมแสดงอาการของโรคหรือ 144 ชั่วโมงหลงั
การปลกูเชือ้ ทัง้นีจ้ากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน

ทัง้สองชนิดเป็นข้อมลูขัน้ต้นในการศกึษาถึงยีนที่เก่ียวข้อง
ต่อการแสดงอาการของโรคบนผลพริกแต่ละระยะ แต่ยัง
ไม่อาจสามารถสรุปว่ายีนชนิดใดเป็นปัจจยัหลกัที่ส าคญั
ในการท าให้เกิดโรคในผลพริกได้ 
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