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ลักษณะของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides 
ที่ตานทานสารคารเบนดาซิม 

 

Characterization of Colletotrichum gloeosporioides 
Resistant to Carbendazim  

Abstract: Isolates of Colletotrichum gloeosporioides causing anthracnose disease were obtained from infected 
mango fruits collected from fresh market in Chiang Mai. One hundred isolates were successfully isolated. The 
carbendazim-resistant assay was conducted on potato dextrose agar amended with carbendazim at various 
concentrations: 0.1, 1, 10, 100, 500 and 1,000 mg/l, respectively. These isolates were classified into four 
representative phenotypes of reactions as highly resistant (HR; ≥ 500 mg/l), moderately resistant (MR; ≤ 100 
mg/l), weakly resistant (WR; ≤ 10 mg/l) and sensitive (S; ≤ 1 mg/l). The results showed that 95 isolates were HR, 
and 5 isolates were S phenotype. The differences in the carbendazim-resistant phenotypes were conspicuous 
in sequence analysis of the partial second beta-tubulin (TUB2) gene. Amino acid sequence analysis in 
comparison with wild type C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene (accession no. U14138) was carried out. HR 
phenotype revealed a substation of codon 198, which encoded glutamic acid (E) in S phenotype, was 
converted to a codon for alanine (A) which was closely associated with conferring carbendazim resistance of 
phenotypic mutation from the field. 
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คํานํา 
 

มะมวงเปนผลไมที่สําคัญทางเศรษฐกิจอีกชนิด
หนึ่งของประเทศไทย เพราะในแตละปมีผลผลิตมะมวง
ออกสูตลาดทั้งภายในประเทศ และสงออกตางประเทศ
จํานวนมาก (เกียรติเกษตร, 2547) แตในขณะเดียวกันก็
พบวาผลผลิตหลังการเก็บเกี่ยวจํานวนมากไดรับความ
เสียหาย จากการเขาทําลายของเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides สาเหตุของโรคแอนแทรคโนส
(anthracnose) โดยทําใหเกิดลักษณะจุดสีดํา รูปรางกลม 
ในระหวางการบมหรือขนสงจุดแผลเหลานี้จะขยายใหญ
ขึ้น และลุกลาม ทําใหเนาทั้งผลได อาการจุดเนาดําบนผล
นี้พบทําความเสียหายกับมะมวงเกือบทุกสายพันธุ 
นอกจากนี้เชื้อราชนิดนี้ยังสามารถแฝงอยูกับผลตั้งแตอยู
ใ นแปลงปลู ก โดย ไม แสดงอาการ ใด  ๆ  แต เมื่ อ
สภาพแวดลอมเหมาะสม เชน ผลสุก หรือมีความชื้นสูง ใน
ระหวางการเก็บรักษา หรือบรรจุหีบหอเพื่อการขนสง จะ
แสดงอาการได ซึ่งก็ทําความเสียหายเปนอยางมาก 
(Akem, 2006) สําหรับการจัดการปองกันกําจัดโรคนี้ใน
แปลงปลูก เกษตรกรนิยมใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา
โดยเฉพาะสารกลุมเบนซิมิดาโซล (benzimidazole) 
เ นื่ อ ง จากควบคุ ม โ รค ได ผลดี และ รวด เ ร็ ว  เ ช น                     
.                 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ไธอะเบนดาโซล (thiabendazol) เปนตน (Akem, 2006) 
สารเคมีกลุมนี้เปนสารชนิดดูดซึม (systemic fungicides) 
ที่ออกฤทธิ์แบบเฉพาะจุด (site specific mode of action) 
กลาวคือจะเขาไปจับกับโปรตีนทูบูลิน (tubulin) โดยเขาไป
จับอยางจําเพาะเจาะจงกับโปรตีน beta-tubulin subunit 
(Ma and Michailides, 2005) เนื่องจากลักษณะของการ
ออกฤทธิ์แบบจําเพาะจุดนี้ ประกอบกับการใชสารเคมี
อยางตอเนื่อง จะสงผลชักนําใหเชื้อราเกิดการพัฒนา หรือ
ปรับตัวเองเพื่อความอยูรอด จนเกิดการกลายพันธุเปน
สายพันธุที่ตานทานสารปองกันกําจัดเชื้อราขึ้น เมื่อ
เกษตรกรยังคงใชสารเคมีดังกลาวเชื้อราสายพันธุที่กลาย
พันธุยังคงอยูรอดได ซึ่งลักษณะการกลายพันธุนี้สามารถ
ถายทอดสูรุนลูกหลานได จึงสงผลใหเพิ่มปริมาณภายใน
แปลงปลูกของเกษตรกรได โดยไม รู ตั ว  (acquired 
fungicide resistance) (Deising et al., 2008; Damicone 
and Smith, 2009) ทําใหเกษตรกรประสบปญหาไม
สามารถควบคุมการเกิดและแพรระบาดของโรคนี้ได 
รวมทั้งตองส้ินเปลืองเงินทุนและเวลาในการปองกันกําจัด
โรค ซึ่งจากรายงานของ Damicone and Smith (2009) ได
จัดระดับความเสี่ยงตอการพัฒนาความตานทานตอสาร
กลุมเบนซิมิดาโซลอยูในระดับความเสี่ยงสูง ประกอบกับ 
Deising et al. (2008) รายงานวา เชื้อรา Venturia 
inaequalis และ Botrytis cinerea สามารถสรางความ

บทคัดยอ: เก็บรวบรวมเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงจากตลาดสด ใน
จังหวัดเชียงใหม จํานวน 100 ไอโซเลท จากนั้นทดสอบความสามารถในการตานทานสารปองกันกําจัดเชื้อราคารเบนดาซิม
บนอาหาร potato dextrose agar ผสมสารกําจัดเชื้อราคารเบนดาซิมที่ระดับความเขมขน 0.1, 1, 10, 100, 500 และ 
1,000 mg/l ตามลําดับ โดยประเมินระดับความตานทานดังนี้ ตานทานระดับสูง (HR; ≥ 500 mg/l), ตานทานระดับปาน
กลาง (MR; ≤ 100 mg/l), ตานทานระดับต่ํา  (WR; ≤ 10 mg/l) และระดับออนแอ (S; ≤ 1 mg/l) ผลการทดลองพบเชื้อรา
กลุม HR จํานวน 95    ไอโซเลท และกลุม S จํานวน 5 ไอโซเลท เมื่อวิเคราะหหากรดอะมิโนจากตัวอยางเชื้อราแตละระดับ
ความตานทาน ที่ตําแหนงบางสวนของยีนเบตาทูบูลิน (TUB2) เปรียบเทียบกับ C. gloeosporioides f. sp. 
aeschynomene (accession no. U14138) พบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตรงตําแหนง codon 198 ของเชื้อรากลุม 
HR จาก glutamic acid (E) ของเชื้อรากลุม S เปน alanine (A) ซึ่งสัมพันธกับลักษณะกลายพันธุที่แสดงออกตอสารคาร
เบนดาซิมจากแปลงปลูก 

คําสําคัญ: ความตานทานสารกําจัดเชื้อรา โรคแอนแทรคโนสของมะมวง Colletotrichum gloeosporioides 
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คารเบนดาซิม (carbendazim), เบโนมิล (benomyl) หรือ   
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ตานทานตอสารกลุมนี้ในเวลาเพียงสองป จากเหตุผล
ดังกลาวจึงทําใหเกิดความลมเหลวในการปองกันกําจัด
โรคที่เกิดขึ้น  

ปจจุบันมีนักวิจัยหลายทานที่ไดศึกษาความ
ตานทานตอสารในกลุมเบนซิ มิดาโซลของเชื้ อรา 
Colletotrichum  spp. ที่ระดับ phenotype และ genetic 
mutation พบวาเชื้อราดังกลาวเกิดความตานทานตอสาร
ในกลุมนี้ขึ้นแลวในหลายประเทศ (Kumar et al., 2007; 
Ru-Lin and Jun-Sheng, 2007) โดยศึกษาบนยีนเบตา
ทูบูลิน (beta-tubulin gene; TUB) ซึ่งเกิดจากการ
เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตรงตําแหนงจับของสารกลุม
เบนซิมิดาโซล (benzimidazole binding site) พบวา
เกี่ยวของกับจุดกลายพันธุ (point mutation) ที่ตําแหนง 
codon 198 มีรายงานมากที่สุด กลาวคือกรดอะมิโน 
glycine, lysine, alanine หรือ valine จะเขาไปแทนที่ 
glutamic acid ในตําแหนง codon นี้ (Ma and 
Michailides, 2005) ทั้งนี้พบวามีรายงานการศึกษาความ
ตานทานของเชื้อรา C. gloeosporioides ตอสารในกลุม
เบนซิมิดาโซล บริเวณยีน TUB2 เนื่องจากเปนบริเวณที่
คาดวามีตําแหนงที่เกิดจุดกลายพันธุ (Peres et al., 2004; 
Chung et al., 2006; Maymon et al., 2006; Kim et al., 
2007) ดังนั้นจึงจําเปนตองศึกษาถึงจุดกลายพันธุบนยีน
เบตาทูบูลิน (TUB2) ของเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงที่
ตานทานสารปองกันกําจัดเชื้อราคารเบนดาซิม เพื่อใหเกิด
ความรูความเขาใจถึงการกลายพันธุที่เกิดขึ้นในระดับชีว
โมเลกุล อันจะนําไปสูการหาวิธีที่เหมาะสมในการควบคุม
ปองกันไดอยางถูกวิธี  

 
อุปกรณและวิธกีารทดลอง 

 
 1.แ ย ก แ ล ะ เ ก็ บ ร ว บ ร ว ม เ ชื้ อ ร า  C. 
gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสบนผล
มะมวง เก็บผลมะมวงที่แสดงอาการโรคแอนแทรคโนส
จากตลาดสด ตรวจเชื้อจากแผลภายใตกลองสเตอริโอ 
จากนั้นแยก  เชื้อราโดยวิธี tissue transplanting 
technique ตัดชิ้นพืชบริเวณแผลกับเนื้อเยื่อปกติใหมี
ขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 เซนติเมตร ฆาเชื้อที่ผิวโดยแชใน

สารละลาย sodium hypochlorite (10% Clorox) 
ประมาณ 1-2 นาที  ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อประมาณ 
2-3 นาที ซับชิ้นพืชใหแหงดวยกระดาษกรองที่ผานการฆา
เชื้อ นําชิ้นพืชวางบนอาหาร potato dextrose agar 
(PDA)  บมไวที่อุณหภูมิหอง (30OC) ประมาณ 3-4 วัน 
เมื่อสังเกตเห็นเสนใยเชื้อราเจริญออกจากชิ้นสวนพืช จึง
เขี่ยบริเวณปลายเสนใยมาวางบนอาหาร PDA บมเชื้อที่
อุณหภูมิหอง (30OC) เปนเวลา 10 วัน เพื่อศึกษาลักษณะ
โคโลนีและสปอร จากนั้นแยกเก็บเชื้อสวนหนึ่งไวในอาหาร 
PDA ในหลอดเอียง สําหรับใชในการทดลองขั้นตอไป  
 2.ประเมินระดับความตานทานของเชื้อรา 
C. gloeosporioides ตอสารปองกันกําจัดเช้ือราคาร
เบนดาซิม เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA ผสมกับสาร
ปองกันกําจัดเชื้อราคารเบนดาซิม ที่ความเขมขนระดับ
ตาง ๆ ไดแก  0.1, 1, 10, 100, 500 (อัตราแนะนํา) และ 
1,000 mg/l  ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 
มิลลิเมตร ตัดบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อราแตละไอโซเลท 
เล้ียงบนอาหาร PDA ที่ผสมสารปองกันกําจัดเชื้อราคาร
เบนดาซิมที่ระดับความเขมขนตาง ๆ เปรียบเทียบการ
เจริญของโคโลนีเชื้อรากับชุดควบคุมคือ อาหาร PDA ที่ไม
ผสมสารปองกันกําจัดเชื้อรา ทําการทดลองความเขมขน
ละ 5 ซ้ํา บันทึกการเจริญของเชื้อรา โดยวัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางโคโลนีของเชื้อรา และประเมินระดับความ
ตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อราคารเบนดาซิมเปน 4 
ระดับ ตามหลักเกณฑ ซึ่งดัดแปลงจาก Koenraadt et al. 
(1992) และ Peres et al. (2004 ) แสดงใน ตารางที่ 1 และ
ตรวจสอบลักษณะเสนใยของเชื้อราแตละระดับความ
ตานทานที่เล้ียงบนอาหาร PDA และ  PDA ผสมคารเบน
ดารซิมที่ 500 mg/l ภายใตกลองจุลทรรศขยาย 400 เทา 
โดยวิธี  slide culture 
 3.เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดตรงตําแหนงยีนเบตาทูบูลิน สกัดดีเอ็น
เอจากเสนใยของเชื้อราที่คัดเลือกแตละระดับความ
ตานทานดวยชุด NucleoSpin® kit และเพิ่มปริมาณ        
ดีเอ็นเอตรงตําแหนงบางสวนของยีน TUB2 โดยทํา
ปฏิกิริยา PCR ใชไพรเมอร TUB2L (5’ GTT TCC AGA 
TCA CCC ACT CC 3’) และไพรเมอร TUB2R (5’ TGA 
GCT CAG GAA CAC TGA CG 3’) ตรวจสอบผลผลิต

ลักษณะของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides 
ที่ตานทานสารคารเบนดาซิม 
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จากปฏิกิริยาที่ไดโดยวิธี gel electrophoresis บน 1% 
agarose gel ใน 0.5X TBE buffer  และยอมเจลดวย 0.5 
μg/ml เอธิเดียมโบรไมด ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต
แสงอัลตราไวโอเลท และนําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ
ไทด ดวยเครื่อง automated fluorescent DNA 
sequencer นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดแปลรหัสเปน
กรดอะมิโนดวยโปรแกรม BioEdit version 5.0.6.
เปรียบเทียบความเหมือนกับขอมูลของยีนเบตาทูบูลินที่มี
รายงานไวในฐานขอมูล GenBank ของ National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) ดวยโปรแกรม 
BLAST โดยเขาไปที่ http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
นอกจากนี้นําขอมูลทั้งสองเปรียบเทียบกับเชื้อรา  C. 
gloeosporioides f. sp. aeschynomene (accession no. 
U14138) ตามรายงานของ Buhr and Dickman (1994) 
ดวยโปรแกรม ClustalX, version 2.0.10 เพื่อตรวจสอบหา
จุดกลายพันธุ 
   
 1.แ ย ก แ ล ะ เ ก็ บ ร ว บ ร ว ม เ ชื้ อ ร า 
Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอน 
แทรคโนสมะมวง จากการแยกและเก็บตัวอยางโรคแอน
แทรคโนสบนผลมะมวงจากตลาดสดได 100 ไอโซเลท        
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราที่แยกได โดย
เล้ียงเชื้อราบนอาหาร PDA พบวาเชื้อราทั้งหมดมีลักษณะ
โคโลนีบนอาหาร PDA ดังนี้ เมื่อออนเสนใยมีสีขาวตอมา
จะคอย ๆ เปล่ียนเปนสีเทาและเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยง
เชื้อประมาณ 10 วัน บางไอโซเลทสรางกลุมสปอรสีสม 
(spore mass) และพบเม็ด sclerotium สีดําฝงตัวอยูใน
อาหาร PDA มีลักษณะสปอรรูปทรงกระบอกหัวทายมน 
(cylindrical) เซลลเดียว ใส (ไมมีสี) ขนาด 4.2-5.1 x 15.4-
20.6  m (ภาพที่ 1) ซึ่งจากลักษณะดังกลาวสามารถจัด
จํ า แ น ก เ ชื้ อ ร า ส า เ ห ตุ ดั ง ก ล า ว เ ป น เ ชื้ อ ร า  C. 
gloeosporioides ตามหลักเกณฑของ Sutton (1992)  
 2. ประเมินระดับความตานทานตอสาร
ปองกันกําจัดเช้ือราคารเบนดาซิม จากการศึกษา
ความต านทานต อ สา รคา ร เ บนดา ร ซิ มที่ ร ะดั บ 
phenotypic mutation โดยประเมินระดับความตานทาน
ของเชื้อรา C. gloeosporioides ตอสารปองกันกําจัด
เชื้อราคารเบนดาซิมบนอาหาร PDA ที่ผสมสารคารเบน
ดาซิม 6 ระดับความเขมขน ไดแก 0.1, 1.0, 10, 100, 
500 และ 1000 mg/l ตามหลักเกณฑที่แสดงใน ตาราง 
1 พบเชื้อราที่ตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อราคาร
เบนดาซิมในระดับสูง (HR) ซึ่งเจริญไดบนอาหารผสม      
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1  Phenotype-resistant levels of Colletotrichum gloeosporioides to carbendazim at various 
concentrations:  0.1, 1, 10, 100, 500 and 1,000 mg/l supplemented with potato dextrose agar 
(Modified from Koenraadt et al., 1992; Peres et al., 2004). 

Phenotype-resistant levels 
Carbendazim concentration   (mg/l) 

0.1 1 10 100 500* 1,000 

Sensitive (S) 
 X X X X X 
  X X X X 

Weakly resistant (WR)    X X X 
Moderately resistant (MR)     X X 

Highly resistant (HR)      X 
      

  *  =  the field recommendation rate  

 =  the percentage of growth  > 10% compared with the control 

 X  =  the percentage of growth  < 10% compared with the control 
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คารเบนดารซิมได ≥ 500 mg/l จํานวน 95 ไอโซเลท  
และระดับออนแอ (S) ซึ่งเจริญไดบนอาหารผสมคารเบน
ดารซิมได ≤  1 mg/l จํานวน 5 ไอโซเลท (ภาพที่ 2) ใน
การทดลองครั้งนี้ไมพบเชื้อราที่ตานทานระดับปานกลาง 
(MR) และระดับต่ํา (WR) และเมื่อตรวจสอบเสนใยเชื้อ
ราสายพันธุ S และ HR ที่เล้ียงบนอาหาร PDA และ        
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PDA ผสมคารเบนดารซิมที่ 500 mg/l ภายใตกลอง
จุลทรรศขยาย 400 เทา โดยวิธี  slide cultureพบ
ลักษณะเสนใยของเชื้อราทั้งสองสายพันธุที่เล้ียงบน
อาหาร PDA และ เชื้อราสายพันธุ HR ที่เล้ียงบนอาหาร 
PDA ผสม    คารเบนดารซิมที่ 500 mg/l มีลักษณะเสน
ใยไมแตกตางกัน  สวนเชื้ อราสายพันธุ  S ที่ เ ล้ียง             
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
(A) 

   
(B) (C) (D) (E) 

Figure 1  Morphological characteristics of Colletotrichum gloeosporioides isolates causing mango anthracnose  
             disease; (A) anthracnose symptom on fruits, (B) Colony growth on potato dextrose agar for 10 days,     
            (C) sclerotia, (D) slimy spore mass, (E) conidia (X100). 
 

  
(A) (B) 

Figure 2  Carbendazim-resistance assays of Colletotrichum gloeosporioides causing mango anthracnose on    
.         potato dextrose agar supplemented with carbendazim at control (0), 0.1, 1, 10, 100, 500, and     
.             1,000 mg/l; (A) Sensitive (S) phenotype. (B) Highly-resistant (HR) phenotype. 
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บนอาหาร PDA ผสมคารเบนดารซิมที่ 500 mg/l ไมพบ
การสรางเสนใย (ภาพที่ 3) 
 3.เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดตรงตําแหนงยีนเบตาทูบูลิน จาก
การศึกษาความตานทานตอสารคารเบนดารซิมที่ระดับ
พันธุกรรม (genetic mutation) โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ตรงตําแหนงบางสวนของยีน TUB2 ของเชื้อรา C. 
gloeosporioides  ดวยเทคนิค PCR โดยสุมตัวอยางเชื้อ
รากลุม HR จํานวน 20 ไอโซเลท และเชื้อรากลุม S จํานวน 
5 ไอโซเลท เมื่อตรวจสอบผลปฏิกิริยาโดยวิธี gel 
electrophoresis พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 474 คู
เบส เมื่อนําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด และแปล
รหัสเปนกรดกรดอะมิโน เพื่อหาการเปลี่ยนแปลงเฉพาะจดุ 
พบการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตรงตําแหนง 139, 
149, 151, 156, 176, 194 และ 198 โดยเฉพาะการ
เปล่ียนแปลงตรงตําแหนง codon 198 ของเชื้อรากลุม
ตานทานระดับสูง (HR) มีความสัมพันธกับตัวอยางเชื้อรา
กลุม HR ทุก  ไอโซเลท ในขณะที่ตรงตําแหนงนี้ของเชื้อรา
กลุม S ไมเปล่ียนแปลง กลาวคือเกิดการเปลี่ยนแปลง
กรดอะมิโนจาก glutamic acid (E; GAG) ถูกแทนที่ดวย 
alanine (A; GCG) บน codon ดังกลาว (ภาพที่ 4 )   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิจารณผล 
 

จากการประเมินระดับความตานทานของเชื้อรา 
C. gloeosporioides ตอสารปองกันกําจัดเชื้อราคารเบน
ดาซิม พบเชื้อราที่ตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อราคาร
เบนดาซิมในระดับสูง (HR) จํานวน 95 % จากผลการ
ทดลองนี้ซึ่งแสดงการกลายพันธุในระดับ phenotypic 
mutation บงชี้วามีเชื้อราเกิดการปรับตัวเองเพื่อความอยู
รอดและเกิดการตานทานตอสารเคมีดังกลาวแฝงอยูใน
ธรรมชาติขึ้นแลว เพราะพบเชื้อรากลุม HR ที่สามารถ
เจริญไดดีบนอาหาร PDA ที่ผสมสารคารเบนดาซิมที่
ระดับความเขมขน ≥ 500 mg/l ซึ่งเปนระดับความเขมขน
ในอัตราแนะนํา และมากกวาอัตราแนะนํา โดยอาจเปนผล
มาจากการใชสารเคมีปองกันกําจัดโรคนี้มากเกินอัตรา
แนะนําและใชติดตอกันเปนเวลานาน มีผลสอดคลองกับ
รายงานของ Kumar et al. (2007) ที่ตรววจสอบความ
ตานทานตอสารเคมีในกลุมเบนซิมิดาโซลของเชื้อรา 
Colletotrichum spp. ในระดับ phenotype mutation พบ
เชื้อราดังกลาวตานทานตอสารเคมีในกลุมเบนซิมิดาโซล
อยูในระดับสูง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                        PDA                  PDA+carbendazim               PDA      PDA+carbendazim 
(A)     (B) 

Figure 3  The mycelia (X40) of Colletotrichum gloeosporioides causing mango anthracnose on fruits between  
.            A) Sensitive (S) phenotype, (B) Highly-resistant (HR) phenotype on potato dextrose agar (PDA) and  
.            on PDA with carbendazim 500 mg/l. 
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จากการศึกษาความตานทานตอสารคารเบน
ดารซิมที่ระดับ genetic mutation โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอตรงตําแหนงบางสวนของยีน TUB2 ของเชื้อรา C. 
gloeosporioides  ดวยเทคนิค PCR โดยสุมตัวอยางเชื้อ
รากลุม HR และเชื้อรากลุม S เมื่อนําไปวิเคราะหหาลําดับ
นิวคลีโอไทด และแปลรหัสเปนกรดกรดอะมิโน เพื่อหาการ
เป ล่ียนแปลงเฉพาะจุ ด  พบจุ ดกลายพันธุ  (point 
mutation) ของกรดอะมิโนตรงตําแหนง codon 198 ของ
เชื้อรากลุม HR กลาวคือเกิดการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโน
จาก glutamic acid (E; GAG) ถูกแทนที่ดวย alanine (A; 
GCG) บน codon ดังกลาว ซึ่งอาจเปนตัวบงชี้วาเชื้อรา                    
C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวง
เกิดการกลายพันธุตานทานตอสารคารเบนดาซิม ซึ่ง
สอดคลองกับผลการศึกษาความตานทานตอสารในกลุม
เบนซิมิดาโซลของเชื้อรา C. gloeosporioides ที่เกิดจุด
กลายพันธุ ตรงตําแหนง codon ที่ 198 โดยศึกษาจากตน 
northern jointvetch ในประเทศสหรัฐอเมริกา (Buhr and 
Dickman, 1994)  โรค postbloom fruit drop ของสม ใน
รัฐฟลอริดา ประเทศสหรัฐ และ เมืองเซาเปาโล ประเทศ
บราซิล (Peres et al., 2004) โรคแอนแทรคโนสจาก ไม
ผลตาง ๆ ในประเทศญี่ปุน (Chung et al., 2006), โรค
แอนแทรคโนสของตนสแตติส ในประเทศอิสราเอล 
(Maymon et al., 2006) โรคแอนแทรคโนสของพริก และ
สตรอเบอรร่ี ในประเทศเกาหลี (Kim et al., 2007) และโรค
แอนแทรคโนสของมะมวงในประเทศจีนตอนใต (Ru-Lin 
and Jun-Sheng, 2007) ซึ่งจากการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น
ในระดับพันธุกรรมนี้ เปนตัวบงชี้ที่แสดงใหเห็นชัดเจนขึ้น
วาความตานทานตอสารเคมีดังกลาวของเชื้อราสามารถ
ถายทอดสูลูกหลาน และเชื้อรากลุมที่กลายพันธุตานทาน
ตอสารเคมีที่กลาวนี้ไดปรากฏขึ้นแลวในธรรมชาติ หรือ
แปลงปลูกของเกษตรกร และกําลังเพิ่มปริมาณขึ้นเรื่อย ๆ 
เพราะฉะนั้นจําเปนตองแนะนําเกษตรกรใหตระหนักถึง
การใชสารเคมีปองกันกําจัดโรคพืชอยางระมัดระวัง เพื่อ
ปองกันเชื้อราเกิดความตานทานตอสารเคมีที่กําลังเกิดขึ้น 
แสดงใหเห็นวาจะตองมีการจัดการอยางระมัดระวัง 
เพื่อใหเกิดการควบคุม และปองกันกําจดัเชื้อโรคเปาหมาย               
. 

 

ใหมีประสิทธิภาพสูงสุด สําหรับการกลายพันธุที่เกิดขึ้นนี้ 
ยังมีรายงานจาก Damicone and Smith (2009) วา
สามารถสรางความตานทานขาม (cross resistance) ได
ดวย กลาวคือ การที่ เชื้อราสาเหตุโรคพืชสรางความ
ตานทานตอสารเคมีชนิดใดชนิดหนึ่งแลว ยังสามารถสราง
ความตานทานตอสารเคมีชนิดอื่นที่อยูในกลุมเดียวกัน 
หรือคนละกลุมกันแตมีกลไกการออกฤทธิ์เขาทําลาย
เหมือนกันหรือคลายกัน ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้ที่แสดงให
เห็นวาเกิดเชื้อราสายพันธุตานทานตอสารคารเบนดาซิม
นั้น อาจจะตานทานตอสารชนิดอื่นในกลุมเบนซิมิดาโซล
ดวย จึงจําเปนตองแนะนําเกษตรกรใหลดความเสี่ยงนี้โดย
การใชสารเคมีตางกลุมสลับกัน หรือ ใชหลักการจัดการ
ศัตรูพืชแบบผสมผสานมาใชในแปลงปลูก (integrated 
pest management) (Prabakar et al., 2008; Singh et 
al., 2008; Damicone and Smith, 2009)  อยางไรก็ตาม 
การกลายพันธุเพื่อตานทานตอสารเคมีนั้น อาจเกิดจาก
ยีนเดี่ยว ๆ หรือหลายยีน ซึ่งการกลายพันธุของยีนอาจ
เกิดขึ้นจําเพาะตําแหนงเดียว หรือเกิดขึ้นหลายตําแหนง 
จึงตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

 
สรปุ 

 
จากการแยกเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุ

โรคแอนแทรคโนสของผลมะมวง และการประเมินระดับ
ความตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อราคารเบนดาซิม 
พบวาเชื้อรามีความตานทานระดับสูง (HR) ซึ่งเจริญไดบน
อาหารผสม คารเบนดารซิมได ≥ 500 mg/l จํานวน 95 
เปอรเซ็นต จากนั้นสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเชื้อราเพื่อ
เพิ่มปริมาณตรงตําแหนงบางสวนของยีนเบตาทูบูลิน 
(TUB2) ดวยเทคนิค PCR ไดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
474 คูเบส และเมื่อวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโน 
เปรียบเทียบกับ C. gloeosporioides f. sp. 
aeschynomene (accession no. U14138) พบการ
เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนตรงตําแหนง codon 198 ของ
เชื้อรากลุม HR จาก glutamic acid (E) ของเชื้อรากลุม S 
เปน alanine (A)  
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 code Phenotype             Target site codon 198(2)  
 U14138(1) wild type MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEA 
1 F003 S MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEA 
2 F006 S MGTLMISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVYDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEA 
3 F102 S MGTLLISKIHEEFPDRMMATFSVVPSPKVYDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEA 
4 F118 S MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVYDTVVEPYNATLSVHQLVKNSDETFCIDNEA 
5 F125 S MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEA 
6 F002 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
7 F012 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVYDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
8 F014 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
9 F018 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
10 F026 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
11 F027 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVYDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
12 F033 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
13 F061 HR MGTLLISKIHEEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
14 F066 HR MGTLMISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
15 F076 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
16 F095 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
17 F103 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
18 F106 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
19 F110 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
20 F114 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
21 F116 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVKNSDATFCIDNEA 
22 F130 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
23 F131 HR MGPLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
24 F135 HR MGPLLISKIHEEFPDRMMATFSVVPSPKVYDTVVEPYNATLSVHQLVKNSDATFCIDNEA 
25 F146 HR MGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDATFCIDNEA 
  --*-*----*-------------------*-----------------*---*--------  60 

  
  

 code Phenotype  
 U14138(1) wild type LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
1 F003 S LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
2 F006 S LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
3 F102 S LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
4 F118 S LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
5 F125 S      LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
6 F002 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
7 F012 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
8 F014 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
9 F018 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
10 F026 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
11 F027 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
12 F033 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
13 F061 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
14 F066 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
15 F076 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
16 F095 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
17 F103 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
20 F106 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
18 F110 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
19 F114 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
21 F116 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
22 F130 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
23 F131 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
24 F135 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
25 F146 HR LYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTTCLRFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFF 
   ------------------------------------------------------------ 120 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 Comparison of amino acids of Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene a second   
.      beta-tubulin gene ((1)accession no. U14138) at the target sites of benzimidazole between   
.          carbendazim-resistant        C. gloeosporioides causing anthracnose on mango fruits ((2)Buhr and  
.           Dickman, 1994; Peres, et al., 2004).  
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