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บทคัดย่อ
	 เชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุโรคใบจุด ที่แยกได้จากผักกาดหอม 5 ชนิด ในจังหวัดเชียงใหม่ จำ�นวน 49 
ไอโซเลต เมือ่ประเมนิความไวตอ่สารคารเ์บนดาซมิโดยการเลีย้งเชือ้ทกุไอโซเลตบนอาหาร potato dextrose agar ทีม่สีาร 
ระดับความเข้มข้น 1, 10, 50, 100, 500 (อัตราแนะนำ�) และ 1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยจัดระดับความต้านทานของเชื้อ
ดังนี้ ความต้านทานระดับสูง (HR; > 500 มิลลิกรัมต่อลิตร), ต้านทานระดับปานกลาง (MR; < 100 มิลลิกรัมต่อลิตร), 
ต้านทานระดับตํ่า (WR; < 10 มิลลิกรัมต่อลิตร) และระดับอ่อนแอ (S; < 1 มิลลิกรัมต่อลิตร) ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าเชื้อราในกลุ่ม HR มีจำ�นวน 48 ไอโซเลต เมื่อทำ�การวิเคราะห์หาลำ�ดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน ตรงบริเวณ
บางส่วนของยีน beta-tubulin (TUB1) เพื่อเปรียบเทียบกับเชื้อราระดับอ่อนแอ (Accession No. AY856373) พบการ
แทนที่ของลำ�ดับนิวคลีโอไทด์จาก adenine (A) เป็น cytosine (C) ของเชื้อรากลุ่ม HR เป็นผลให้กรดอะมิโนของโปรตีน
ที่ตำ�แหน่งของ codon 198 เกิดการเปลี่ยนแปลงจาก glutamic acid (GAG) ของเชื้อรากลุ่ม S เป็น alanine (GCG)

Abstract
	 Total 49 Cercospora isolates causing leaf spot disease were isolated from five lettuces in Chiang Mai. 
The carbendazim-sensitivity assays were conducted by growing all isolates on potato dextrose agar contained the 
carbendazim at 1, 10, 50, 100, 500 (recommended concentration) and 1,000 mg/l concentration. 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 result showed that 48 isolates 
were highly resistant to the carbendazim. The partial beta-tubulin (TUB1) gene sequences of Cercospora isolates. 
Nucleotide and amino acid sequence analysis compare with S phenotype (Accession no. AY856373). The results 
showed a single nucleotide transversion of adenine to cytosine, resulting in a substitution at codon 198, which encodes 
glutamic acid (GAG) in S phenotype and converts it to alanine (GCG) in HR phenotype.  
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บทนำ�

	 เชื้อรา Cercospora เป็นสาเหตุโรคใบจุดที่

ทำ�ความเสียหายกับพืชผักทั่วโลก โดยเฉพาะกลุ่มผัก

กาดหอม (lettuce) (Shin and Kim, 2001; Agrios, 2005) 

การควบคมุปอ้งกนักำ�จดัโรคใบจดุ Cercospora สามารถ

ทำ�ไดห้ลายวธิ ีเชน่ การเขตกรรม การใชพ้ชืพนัธุต์า้นทาน 

และการฉีดพ่นสารเคมี (France et al., 2001) อย่างไร

ก็ตามการทำ�เกษตรในปัจจุบัน นิยมใช้สารเคมีชนิดดูด

ซึม (systemic fungicide) ในการควบคุมป้องกันกำ�จัด

โรค เพราะควบคุมโรคได้ผลดีและรวดเร็ว (De Waard 

et al., 1993)

	 สารเคมีกลุ่มเบนซิมิดาโซล (benzimidazole) 

โดยเฉพาะสารคาร์เบนดาซิม (carbendazim) เป็นที่

นิยมใช้ควบคุมเชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุโรคใบจุด 

(Chandra et al., 1998) สารเคมีชนิดนี้ออกฤทธิ์แบบ

เฉพาะจุด กล่าวคือจะเข้าไปจับกับโปรตีนทูบูลิน  

(tubulin) โดยเข้าไปจับอย่างจำ�เพาะเจาะจงกับโปรตีน 

beta-tubulin subunit ซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งของ

โครงสรา้ง microtubules โครงสรา้งนีม้ลีกัษณะคลา้ยเสน้

ดา้ย สำ�หรบัดงึโครโมโซมใหแ้ยกคู ่(Ma and Michailides, 

2005) เนื่องด้วยลักษณะของการออกฤทธิ์แบบจำ�เพาะ

จุดนี้ ประกอบกับการใช้สารเคมีอย่างต่อเนื่อง จะส่งผล

ทำ�ให้เชื้อราสาเหตุโรคพืชเกิดการปรับตัวเอง หรือกลาย

พนัธุ ์ใหต้า้นทานตอ่สารเคมเีพือ่ความอยูร่อด ผลจากการ

ฉดีพน่สารเคมดีงักลา่วเปน็เวลานานจงึมรีายงานพบเชือ้

รา Cercospora spp. ต้านทานต่อสารเบนซิมิดาโซลใน

หลายประเทศ (Imazaki et al., 2006) การต้านทานสาร

ในกลุ่มนี้ เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของลำ�ดับกรดอะมิ

โนของยีน beta-tubulin (TUB) ณ ตำ�แหน่งจับของสาร

เบนซิมิดาโซล (benzimidazole binding site) (Ma and 

Michailides, 2005) ลักษณะการกลายพันธุ์นี้สามารถ

ถ่ายทอดไปสู่ลูกหลานได้ (Sisler, 1998) เมื่อเชื้อราเกิด

การตา้นทานตอ่สารเคมขีึน้ เกษตรกรจงึเพิม่อตัราการใช้

สารเคมีสูงขึ้น ทำ�ให้ส่งผลเสียต่อสภาพแวดล้อม ความ

หลากหลายทางชีวภาพ และคุณภาพของดิน อีกทั้งยัง

สง่ผลกระทบตอ่เกษตรกรผูใ้ช ้และสขุภาพของผูบ้รโิภค 

จนกลายเป็นปัญหาใหญ่ในพื้นที่เพาะปลูก (Briere et 

al., 2001) ส่วนการศึกษาความต้านทานต่อสารในกลุ่ม

นี้ ส่วนใหญ่จะศึกษาเกี่ยวข้องกับจุดกลายพันธุ์ บนยีน 

TUB ซึ่งเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนตรง

ตำ�แหน่งจับของสารกลุ่มเบนซิมิดาโซล พบการกลาย

พันธุ์ที่ตำ�แหน่ง codon 198 มีรายงานมากที่สุด กล่าว

คือกรดอะมิโน glycine, lysine, alanine หรือ valine จะ

เขา้ไปแทนที ่glutamic acid ในตำ�แหนง่ codon นี ้(Ma and 

Michailides, 2005) ทั้งนี้พบว่ามีรายงานการศึกษาความ

ต้านทานของเชื้อรา Cercospora spp. ต่อสารในกลุ่ม

เบนซิมิดาโซล บริเวณยีน TUB1 เนื่องจากเป็นบริเวณที่

คาดวา่มตีำ�แหนง่ทีเ่กดิจดุกลายพนัธุ ์(Davidson et al., 2006) 

	 สำ�หรบัประเทศไทย เชือ้รา Cercospora spp. ยงั

ไมม่รีายงานการตรวจสอบความตา้นทานตอ่สารในกลุม่

เบนซิมิดาโซลจนถึงปัจจุบัน ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้

จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินระดับความต้านทานสาร 

คาร์เบนดาซิมที่ระดับ phenotype และ genetic mutation 

เพื่อให้เกิดความเข้าใจในกระบวนการต้านทานสารเคมี  

ของเชือ้ราสาเหต ุและนำ�ขอ้มลูทีไ่ดไ้ปปรบัใชเ้ปน็กลยทุธ ์

ในการวางแผนควบคุมป้องกันกำ�จัดเชื้อรา Cercospora 

spp. สาเหตุโรคใบจุดต่อไป รวมถึงวิธีการใช้สารเคมีที่

ถูกต้อง และเกิดประสิทธิภาพสูงสุด 

อุปกรณ์และวิธีการ

	 1.	 การแยกเชื้อรา Cercospora spp. บริสุทธิ์

		  เก็บรวบรวมตัวอย่างพืชกลุ่มผักกาดหอม

ที่เป็นโรคใบจุด ซึ่งเกิดจากการตายของเซลล์เนื้อเยื่อ 

(necrosis) ในเขตพื้นที่ปลูกผักของจังหวัดเชียงใหม่ 

มาตรวจสอบโครงสร้างของเชื้อราสาเหตุโรคภายใต้

กล้องจุลทรรศน์จากนั้นแยกเชื้อราบริสุทธิ์โดยวิธีการ

แยกสปอร์เดี่ยว (single spore isolation) ดัดแปลง

จาก Choi et al. (1999) โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร potato  

dextrose agar (PDA) บม่ไวท้ีอ่ณุหภมูหิอ้ง ศกึษาลกัษณะ

โคโลนีของเชื้อ แยกเก็บเชื้อส่วนหนึ่งไว้ในอาหารผิว

หน้าเอียง (PDA slant) เพื่อเป็น stock culture เก็บไว้

ศึกษาต่อไป
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	 2.	 การประเมินระดับความต้านทานต่อสาร

คาร์เบนดาซิม

		  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ผสมกับสาร

คาร์เบนดาซิม ที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ ดังนี้คือ 1, 10, 

50, 100, 500 (อตัราแนะนำ�) และ 1,000 มลิลกิรมัตอ่ลติร 

ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร 

ตัดบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อราที่เลี้ยงบนอาหาร PDA 

เป็นระยะเวลา 14 วัน ย้ายเลี้ยงบนอาหาร PDA ที่ผสม

สารคาร์เบนดาซิมที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ความ 

เข้มข้นละ 3 ซํ้า เปรียบเทียบการเจริญของโคโลนีเชื้อรา 

กบัชดุควบคมุทีไ่มผ่สมสารคารเ์บนดาซมิในอาหาร PDA 

บม่ทีอ่ณุหภมูหิอ้งเปน็ระยะเวลา 14 วนั บนัทกึการเจรญิ

ของเสน้ใยเชือ้รา โดยวดัขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางโคโลนี

ของเชื้อราและประเมินระดับความต้านทานต่อสาร 

คารเ์บนดาซมิตามหลกัเกณฑซ์ึง่ดดัแปลงจาก Koenraadt 

et al. (1992); Peres et al. (2004) และ Imazaki et al. 

(2006) แสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1.	 หลักเกณฑ์ในการจัดระดับความต้านทานสารคาร์เบนดาซิม 4 ระดับ

ฉบับแกไข SET 53-53 ( 27 ธ.ค.53) 
 

4

 1 

ตารางที่ 1  หลักเกณฑในการจัดระดับความตานทานสารคารเบนดาซิม 4 ระดับ 2 

Carbendazim concentration (mg/l) Phenotype resistant level 
1 10 50 100 5001/ 1,000 

×2/ × × × × × Sensitive (S) 
 × × × × × 

Weakly resistant (WR)   × × × × 
   × × × Moderately resistant (MR) 
    × × 
     × Highly resistant (HR) 
      

1/อัตราแนะนํา 3 
2/× = เช้ือราที่เจริญไมได หรือเจริญ <10 % เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 4 

= เช้ือราที่เจริญได >10% ขึ้นไปเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 5 
 6 

3. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตรงตําแหนงบางสวนของยีน 7 

TUB1 8 

สกัดดีเอ็นเอจากเสนใยของเชื้อราดวยชุดสกัด DNA NucleoSpin® Plant II 9 

(Macherey-Nagel, Düren, Germany) ตามวิธีท่ีระบุไวในคูมือ นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาทํา10 

ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ 10-100 ng, 10 mM dNTPs, 10X PCR buffer, 11 

25 mM MgCl2, 0.5 pmol primers (TUB2L: GTT TCC AGA TCA CCC ACT CC และ 12 

CER2R: TGA GCT CTG GAA CGG TGA CAG CAC) และ 1 unit Taq DNA polymerase 13 

(Finnzymes) ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ปฏิกิริยาสังเคราะหดเีอ็นเอ ทําที่ 95 องศา14 

เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที denaturing 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที annealing 55 องศา15 

เซลเซียส 1 นาที และ extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 30 รอบ และตามดวย16 

อุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที โดยใชเครื่อง DNA thermal cycle (MJ. Research, 17 

Model PTC–100) ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาที่ไดนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค gel 18 

electrophoresis บน 1% agarose gel ใน 0.5X TBE buffer และยอมในเอธิเดียมโบรไมด 19 

(ethidium bromide) ตรวจดแูถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลท จากนั้นนาํชิ้นสวนดเีอ็นเอ20 

ท่ีไดจากปฏกิริิยา PCR ขางตน โคลนเขาสูพลาสมิดพาหะ pGEM®-T easy (Promega) ตามวิธี21 

ท่ีระบุไวในคูมือ และนําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชชดุปฏิกิริยา QIAprep Spin 22 

	 3.	 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ และวิเคราะห์

ลำ�ดบันวิคลโีอไทดต์รงตำ�แหนง่บางสว่นของยนี TUB1

		  สกัดดีเอ็นเอจากเส้นใยของเชื้อราด้วยชุด

สกัด DNA NucleoSpin® Plant II (Macherey-Nagel, 

Düren, Germany) ตามวิธีที่ระบุไว้ในคู่มือ นำ�ดีเอ็นเอ

ที่สกัดได้มาทำ�ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ

ต้นแบบ 10-100 ng, 10 mM dNTPs, 10X PCR buffer, 

25 mM MgCl
2
, 0.5 pmol primers (TUB2L: GTT TCC 

AGA TCA CCC ACT CC และ CER2R: TGA GCT 

CTG GAA CGG TGA CAG CAC) และ 1 unit Taq DNA 

polymerase (Finnzymes) ในปรมิาตรรวม 50 ไมโครลติร 

ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ทำ�ที่ 95 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที denaturing 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

วนิาท ีannealing 55 องศาเซลเซยีส 1 นาท ีและ extension 

72 องศาเซลเซียส 1 นาที จำ�นวน 30 รอบ และตามด้วย

อุณหภูมิที่ 72 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที โดยใช้เครื่อง 

DNA thermal cycle (MJ. Research, Model PTC–100) 

ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาที่ได้นำ�มาวิเคราะห์ด้วย

เทคนิค gel electrophoresis บน 1% agarose gel ใน 0.5X 

TBE buffer และย้อมในเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium 

bromide) ตรวจดแูถบดเีอน็เอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลท 

จากนัน้นำ�ชิน้สว่นดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากปฏกิริยิา PCR ขา้งตน้ 

โคลนเข้าสู่พลาสมิดพาหะ pGEM®-T easy (Promega) 

ตามวิธีที่ระบุไว้ในคู่มือ และนำ�ไปวิเคราะห์หาลำ�ดับ 
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นวิคลโีอไทดโ์ดยใชช้ดุปฏกิริยิา QIAprep Spin Miniprep 

kit (QIAGEN) และ BigDye® Terminator V 1.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems) วิเคราะห์ด้วย

เครือ่ง automated fluorescent DNA sequencer นำ�ขอ้มลู

ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้เปรียบเทียบความเหมือนกับ

ขอ้มลูของยนี TUB ทีม่รีายงานไวใ้นฐานขอ้มลู GenBank 

ของ National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) ด้วยโปรแกรม BLAST โดยเข้าไปที่ http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/ พร้อมกับการเปรียบเทียบกรด

อะมิโนที่แปลรหัสเพื่อวิเคราะห์หาจุดกลายพันธุ์ โดย

ใช้คอมพิวเตอร์โปรแกรม BioEdit version 7.0.9.0 for 

Windows ควบคู่กันนอกจากนี้นำ�ข้อมูลทั้งสองเปรียบ

เทียบกับเชื้อรา Cercospora beticola (C-3; Accession 

No. AY856373) สายพนัธุไ์มต่า้นทานสารเบนซมิดิาโซน 

ตามรายงานของ Davidson et al. (2006)

ผลการทดลองและวิจารณ์

	 1.	 ลักษณะเชื้อรา Cercospora spp. บริสุทธิ์

ที่แยกได้

		  เก็บรวบรวมเชื้อรา Cercospora spp. จาก

ตัวอย่างพืชกลุ่มผักกาดหอมชนิดต่างๆ เช่น cos lettuce, 

green oak leaf, head lettuce, butter head lettuce, และ 

red salad ที่แสดงอาการเป็นโรคใบจุด และแยกเชื้อรา 

บริสุทธิ์โดยวิธีการแยกสปอร์เดี่ยวบนอาหาร PDA ได้

ทั้งสิ้น 49 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่ 2 ตรวจสอบ

โครงสรา้งของเชือ้ราภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน ์พบลกัษณะ 

conidiophore เกิดเป็นกลุ่มเกาะกัน (fasciculate) และ

แบบเดี่ยว (solitary) รูปร่างเรียวยาว สีซีดจางไปจนถึง

สนีํา้ตาล มผีนงักัน้ conidial scar สงัเกตเหน็ไดช้ดัเจน ซึง่

เปน็ทีใ่หก้ำ�เนดิ conidium เปน็สาเหตทุำ�ให ้conidiophore  

เกิดการหักงอ conidium ใสไม่มีสี (hyaline) รูปร่างคล้าย

เข็ม (acicular) เส้นด้าย (filiform) หรือ กระบองควํ่า 

(obclavate) hilum หนา (รูปที่ 1) ซึ่งตรงกับข้อมูลที่มี

ผู้รายงานไว้ (Shin and Kim, 2001; Crous and Bruan, 

2003) พบลักษณะโคโลนีค่อนข้างกลม เส้นใยมีการ

เจริญขึ้นหนาแน่นฝังลงไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และพบ

รอยบุ๋มหรือรอยยุบตัวของอาหารเลี้ยงเชื้อบริเวณขอบ

โคโลนีและไม่พบการสร้างสปอร์ สอดคล้องกับงาน

วิจัยของ Beckman and Payne (1983) ที่ไม่พบการสร้าง

สปอร์ ของเชื้อรา Cercospora zeaemaydis สาเหตุโรค 

gray leaf spot บนอาหาร PDA และนอกจากนัน้ยงัพบวา่ 

เชือ้รา Cercospora spp. บางไอโซเลตมกีารสรา้งรงควตัถุ

สีม่วงจนถึงแดงบนอาหาร PDA (รูปที่ 2) ซึ่งสอดคล้อง

กับรายงานของ Jenns et al. (1989) และ Almeida et al. 

(2005) ทำ�การเลี้ยงเชื้อรา Cercospora spp. บนอาหาร 

PDA พบการสร้างรงควัตถุสีแดงรอบๆ โคโลนี เกิดจาก

เชื้อราสร้างสารพิษ cercosporin ในสายพันธุ์ที่มีความ

รุนแรงในการก่อโรค

ตารางที่ 2. 	 จำ�นวนเชือ้รา Cercospora spp. สาเหตโุรคใบจดุของพชืกลุม่ผกักาดหอม (lettuce; Lactuca sativa) ในพืน้ที่

		  ปลูกผักของจังหวัดเชียงใหม่

ฉบับแกไข SET 53-53 ( 27 ธ.ค.53) 
 

6

ตารางที่ 2 จาํนวนเชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุใบจุดของพืชกลุมผักกาดหอม (lettuce; 1 

Lactuca sativa) ในพืน้ที่ปลูกผักของจังหวดัเชียงใหม 2 
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รูปที่ 1.	 ลักษณะของเชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุ

	 โรคใบจุดของผักกาดหอม (Lactuca sativa) 

	 ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน;์ A: conidiophore และ  

	 B: conidium

รูปที่ 2. 	 ลักษณะโคโลนีเชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุ

	 โรคใบจุดของพืชกลุ่มผักกาดหอมเจริญบน 

	 อาหาร potato dextrose agar ที่อุณหภูมิห้อง 

	 เป็นระยะเวลา 14 วัน

	 2.	 ระดับความต้านทานของเชื้อราต่อสาร

คาร์เบนดาซิม

		  จากการทดสอบความต้านทานของเชื้อรา 

Cercospora spp. ต่อสารคาร์เบนดาซิมบนอาหาร PDA 

ที่ความเข้มข้น 6 ระดับได้แก่ 1, 10, 500, 100, 500 (อัตรา

แนะนำ�) และ 1,000 มลิลกิรมัตอ่ลติร ตามลำ�ดบั พบเชือ้รา

ทีต่า้นทานสารคารเ์บนดาซมิระดบัสงู (highly resistant;  

HR ≥ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร) จำ�นวน 48 ไอโซเลต และ

เชื้อราที่ไม่ต้านทานสารคาร์เบนดาซิม (sensitive; S ≤ 1 

มิลลิกรัมต่อลิตร) จำ�นวน 1 ไอโซเลต (รูปที่ 3) ซึ่งอาจ

เกิดจากการใช้สารเคมีในกลุ่มนี้ติดต่อกันเป็นเวลานาน 

สง่ผลใหเ้ชือ้ราเกดิการปรบัตวัเองเพือ่ความอยูร่อด และ

เกิดการต้านทานต่อสารเคมีขึ้น (Briere et al., 2001; 

Weiland and Halloin, 2001) เช่นเดียวกับรายงานของ 

Imazaki et al. (2006) ที่ตรวจสอบเชื้อรา Cercospora 

kikuchii จำ�นวน 247 ไอโซเลต พบเชื้อราที่ต้านทานสาร

คาร์เบนดาร์ซิมที่ระดับความเข้มข้น 1,600 มิลลิกรัมต่อ

ลติร จำ�นวน 154 ไอโซเลต และสอดคลอ้งกบัรายงานของ 

Weiland and Halloin (2001) ทีท่ำ�การประเมนิตรวจสอบ

ความตา้นทานสารเบนซมิดิาโซลของเชือ้รา Cercospora 

beticola สาเหตโุรคใบจดุของ sugar beet ในพืน้ทีท่ีม่กีาร

ฉดีพน่สารเบนซมิดิาโซล ระหวา่งป ีค.ศ. 1998-1999 พบ

เชื้อราต้านทานต่อสารเคมีนี้เพิ่มสูงขึ้น

รูปที่ 3.	 การทดสอบความต้านทานเชื้อรา Cercospora 

	 spp. ตอ่สารคารเ์บนดาซมิทีร่ะดบัความเขม้ขน้

	 ต่างๆ บนอาหาร potato dextrose agar เมื่อบ่ม 

	 ที่ อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 14  วัน;  

	 S = sensitive, HR = highly resistant

	 3.	 การวิ เคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ตรง

ตำ�แหน่งบางส่วนของยีน TUB1

		  จากการสกัดดีเอ็นเอโดยคัดเลือกตัวแทน

เชื้อรา Cercospora spp. จำ�นวน 20 ไอโซเลต ซึ่งเป็น

เชื้อราที่ต้านทาน (HR) และไม่ต้านทาน (S) ต่อสาร 

คารเ์บนดาซมิจำ�นวน 19 และ 1 ไอโซเลต ตามลำ�ดบั ดว้ย

เทคนิค PCR เมื่อตรวจสอบโดยใช้ gel electrophoresis 

บน 1% agarose gel พบแถบ DNA ขนาด 474 bp เมื่อ

นำ�ไปทำ�การวิเคราะห์เพื่อเปรียบเทียบลำ�ดับนิวคลีโอ

ไทด ์และกรดอะมโิน พบการเปลีย่นแปลงเฉพาะจดุของ

ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณบางส่วนของยีน TUB1 

ปรากฏที่ตำ�แหน่ง 860 เปลี่ยนแปลงแทนที่จาก adenine 

(A) เป็น cytosine (C) ส่งผลให้กรดอะมิโนตรงตำ�แหน่ง 

codon 198 ของเชื้อราในกลุ่ม HR ทุกไอโซเลตมีการ

เปลี่ยนแปลงแทนที่ของกรดอะมิโนจาก glutamic acid 

(GAG) เป็น alanine (GCG) ในขณะที่บางตำ�แหน่งมี

ลำ�ดบันวิคลโีอไทดเ์ปลีย่นแตก่รดอะมโินไมเ่ปลีย่นแปลง 

(รูปที่ 4)  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้สอดคล้องกับ
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2. ระดับความตานทานของเชื้อราตอสารคารเบนดาซิม 1 

จากการทดสอบความตานทานของเชื้อรา Cercospora spp. ตอสารคารเบนดาซิมบนอาหาร 2 

PDA ท่ีความเขมขน 6 ระดบัไดแก 1, 10, 500, 100, 500 (อัตราแนะนํา) และ 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร 3 

ตามลําดับ พบเชื้อราที่ตานทานสารคารเบนดาซิมระดับสูง (highly resistant; HR ≥ 500 มิลลิกรัมตอ4 

ลิตร) จํานวน 48 ไอโซเลต และเชื้อราที่ไมตานทานสารคารเบนดาซิม (sensitive; S ≤ 1 มิลลิกรัมตอ5 

ลิตร) จํานวน 1 ไอโซเลต (ภาพที่ 3) ซ่ึงอาจเกิดจากจากการใชสารเคมีในกลุมนี้ติดตอกันเปนเวลานาน 6 

สงผลใหเชื้อราเกิดการปรับตัวเองเพื่อความอยูรอด และเกิดการตานทานตอสารเคมีข้ึน (Briere et al., 7 

2001; Weiland and Halloin, 2001) เชนเดยีวกับรายงานของ Imazaki et al. (2006) ท่ีตรวจสอบเชือ้รา 8 

Cercospora kikuchii จํานวน 247ไอโซเลต พบเชื้อราที่ตานทานสารคารเบนดารซิมที่ระดับความ9 

เขมขน 1,600 มิลลิกรัมตอลิตร จํานวน 154 ไอโซเลต และสอดคลองกับรายงานของ Weiland and 10 

Halloin (2001) ท่ีทําการประเมินตรวจสอบความตานทานสารเบนซิมิดาโซลของเชื้อรา Cercospora 11 

beticola สาเหตุโรคใบจุดของ sugar beet ในพื้นที่ท่ีมีการฉีดพนสารเบนซิมิดาโซล ระหวางป ค.ศ. 12 

1998-1999 พบเชื้อราตานทานตอสารเคมีนี้เพิ่มสูงขึ้น 13 
 14 

 15 

ภาพที ่3 การทดสอบความตานทานเชื้อรา Cercospora spp. ตอสารคารเบนดาซิมที่ระดับความเขมขน16 

ตางๆ บนอาหาร potato dextrose agar เมื่อบมที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 14 วนั; S = 17 

sensitive, HR = highly resistant 18 

 19 

3. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตรงตําแหนงบางสวนของยีน TUB1 20 

จากการสกัดดเีอ็นเอโดยคดัเลือกตัวแทนเชือ้รา Cercospora spp. จํานวน 20 ไอโซเลต ซ่ึงเปน21 

เชื้อราที่ตานทาน (HR) และไมตานทาน (S) ตอสารคารเบนดาซิมจํานวน 19 และ 1 ไอโซเลต 22 

ตามลําดับ ดวยเทคนิค PCR เมื่อตรวจสอบโดยใช gel electrophoresis บน 1% agarose gel พบแถบ 23 

DNA ขนาด 474 bp เมื่อนําไปทําการวิเคราะหเพื่อเปรยีบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด และกรดอะมโิน 24 

พบการเปลี่ยนแปลงเฉพาะจดุของลําดับนวิคลีโอไทดในบริเวณบางสวนของยนี TUB1 ปรากฏที่25 
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รายงานการตา้นทานสารเบนซมิดิาโซลของเชือ้ราสาเหตุ

โรคพืชหลายชนิด เช่น Botrytis cinerea (Zhang et al., 

2010), Cercospora kikuchii (Imazaki et al., 2006), 

Colletotrichum gloeosporioides (Maymon et al., 2006), 

Helminthosporium solani (Cunha and Rizzo, 2003), 

Monilinia fructicola (Ma et al., 2003), Penicillium 

aurantiogriseum (Koenraadt et al., 1992) และ P. 

expansum (Baraldi et al.,2003) ส่วนใหญ่จะเกิดการ

เปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนของยีน TUB ตรงตำ�แหน่ง 

codon 198 สำ�หรับการเปลี่ยนแปลงลำ�ดับกรดอะมิโนที่

ตำ�แหนง่อืน่ยงัไมป่รากฏความสมัพนัธก์บัความตา้นทาน

สารในกลุ่มเบนซิมิดาโซลอย่างชัดเจน 

ฉบับแกไข SET 53-53 ( 27 ธ.ค.53) 
 

8

ตําแหนง 860 เปลี่ยนแปลงแทนที่จาก adenine (A) เปน cytosine (C) สงผลใหกรดอะมิโนตรง1 

ตําแหนง codon 198 ของเชื้อราในกลุม HR ทุกไอโซเลตมีการเปลี่ยนแปลงแทนที่ของกรดอะมิโนจาก 2 

glutamic acid (GAG) เปน alanine (GCG) ในขณะที่บางตําแหนงมีลําดับนิวคลโีอไทดเปลี่ยนแต3 

กรดอะมิโนไมเปลี่ยนแปลง (ภาพที่ 4)  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงที่เกดิขึ้นนี้สอดคลองกับรายงานการ4 

ตานทานสารเบนซิมิดาโซลของเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด เชน Botrytis cinerea (Zhang et al., 5 

2010), Cercospora kikuchii (Imazaki et al., 2006), Colletotrichum gloeosporioides (Maymon et al., 6 

2006), Helminthosporium solani (Cunha and Rizzo, 2003), Monilinia fructicola (Ma et al., 2003), 7 

Penicillium aurantiogriseum (Koenraadt et al., 1992) และ P. expansum (Baraldi et al.,2003) สวน8 

ใหญจะเกดิการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนของยีน TUB ตรงตําแหนง codon 198 สําหรับการ9 

เปลี่ยนแปลงลาํดับกรดอะมิโนที่ตําแหนงอืน่ยังไมปรากฏความสัมพันธกับความตานทานสารในกลุม10 

เบนซิมิดาโซลอยางชัดเจน  11 

 12 
             Phenotype2/  198    13 

   AY856373(GenBank)1/  S  TCCGACGAGACCTTCTGT14 
   CCR01     S  TCCGACGAGACTTTCTGT15 
   CCR10    HR   TCCGACGCGACTTTCTGT16 
   CCR18    HR   TCCGACGCGACTTTCTGT17 
   CCR19    HR   TCCGACGCGACCTTCTGT18 
   CL02     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT19 
   CL05     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT20 
   CL06     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT21 
   CL07     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT22 
   CL08     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT23 
   CL10     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT24 
   CL15     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT25 
   CL16     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT26 
   CL18     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT27 
   CL19     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT28 
   CL23     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT29 
   CL24     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT30 
   CL28     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT31 
   CL32     HR  TCTGACGCGACCTTCTGT32 
   CL40     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT33 
   CL43     HR  TCCGACGCGACTTTCTGT34 

                                    --*----*---*------35 
ภาพที่ 4 ความสัมพันธระหวางลักษณะทีแ่สดงออก (phenotype) กับจุดกลายพันธุ (mutation point) 36 

บนตําแหนงยนี beta-tubulin (TUB1) ของเชื้อรา Cercospora spp.; 1/Accession No. 37 

AY856373; 2/S = sensitive, HR = highly resistant 38 

 39 

สรุปผลการทดลอง 40 

เชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุโรคใบจุด ของพืชกลุมผักกาดหอม 5 ชนิด ท้ังหมด 49 ไอโซ41 

เลต เม่ือประเมินตรวจสอบความตานทาน พบเชื้อราที่ตานทานสารคารเบนดาซิมระดับสูง (HR ≥ 500 42 

มิลลิกรัมตอลิตร) จํานวน 48 ไอโซเลต และเชื้อราที่ไมตานทานสารคารเบนดาซิม (S ≤ 1 มิลลิกรัมตอ43 

รูปที่ 4.	 ความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะที่แสดงออก (phenotype) กับจุดกลายพันธุ์ (mutation point) บนตำ�แหน่งยีน 

	 beta-tubulin (TUB1) ของเชื้อรา Cercospora spp.; 1/Accession No. AY856373; 2/S = sensitive, HR = highly 

	 resistant

สรุปผลการทดลอง

	 เชื้อรา Cercospora spp. สาเหตุโรคใบจุด ของ

พืชกลุ่มผักกาดหอม 5 ชนิด ทั้งหมด 49 ไอโซเลต เมื่อ

ประเมินตรวจสอบความต้านทาน พบเชื้อราที่ต้านทาน

สารคารเ์บนดาซมิระดบัสงู (HR ≥ 500 มลิลกิรมัตอ่ลติร) 

จำ�นวน 48 ไอโซเลต และเชื้อราที่ไม่ต้านทานสารคาร์

เบนดาซิม (S ≤ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร) จำ�นวน 1 ไอโซเลต  

เมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตรงตำ�แหน่งบริเวณบางส่วน

ของยีน TUB1 ด้วยเทคนิค PCR พบว่า PCR product มี

แถบดีเอ็นเอขนาด 474 bp และลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ของ

เชื้อราในกลุ่มต้านทานสารคาร์เบนดาซิมทุกไอโซเลตมี

การเปลี่ยนแปลงของลำ�ดับนิวคลีโอไทด์ที่ส่งผลให้เกิด

จุดกลายพันธุ์ของกรดอะมิโนตรงตำ�แหน่ง codon 198 

จาก glutamic acid (GAG) แทนที่เป็น alanine (GCG)
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