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ตรวจเอกสาร 
 
 กุหลาบมีช่ือวิทยาศาสตรคือ Rosa spp. ช่ือสามัญคือ กุหลาบ หรือ rose อยูในวงศ Rosaceae 
มีถ่ินกําเนิดในทวีปเอเชีย มีจํานวนโครโมโซมพื้นฐาน n = 7 (อดิศร, 2540) เปนดอกไมที่ไดรับฉายา
วาเปนราชินีแหงไมดอก เนื่องจากเปนไมดอกที่มีสีสวยงามหลากหลายมากมาย และมีกล่ินหอม 
นอกจากนี้กุหลาบยังเปนไมดอกที่สามารถนําไปใชประโยชนไดหลายอยาง เชน เปนไมตัดดอก 
ปลูกเปนไมกระถาง ใชปลูกประดับแปลงเพื่อตกแตงสถานที่ ใชทําดอกไมแหง และเปนวัตถุดิบใน
การผลิตน้ํามันหอมระเหย จึงเปนไมดอกเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่นิยมปลูกกันแพรหลายทั้งในและ
ตางประเทศ (มุกดา, 2547)  

ประเทศไทยมีศักยภาพในการผลิตกุหลาบคุณภาพสูงอยางตอเนื่อง หากแตจะตองผลิตใน
พื้นที่ที่เหมาะสม คือพื้นที่สูงมากกวา 800 เมตรเหนือระดับน้ําทะเล หากปลูกในที่ราบจะไดคุณภาพ
ดีในชวงฤดูหนาวเทานั้น ดังนั้นการผลิตกุหลาบจึงมีแนวโนมเพิ่มพื้นที่การผลิตบนที่สูงมากขึ้น  
ในประเทศไทยปลูกกุหลาบและใชในลักษณะเปนไมตัดดอก รองลงมาเปนไมกระถาง โดยมี
แนวโนมขยายตัวเพิ่มขึ้นทุกป สวนใหญเปนการปลูกกลางแจง การปลูกในโรงเรือนมีนอยมาก 
ตลาดมีความตองการกุหลาบที่มีพันธุแปลกใหมและคุณภาพดีมากขึ้น โดยตนทุนการผลิตตอไร  
ในป พ.ศ. 2540 จะมีตนทุนคงที่ประมาณ 20,800 – 31,200 บาท/ป และตนทุนผันแปร ประมาณ 
62,400 – 93,600 บาท/ป และราคาที่เกษตรกรขายไดจะราคาประมาณ 1-2 บาท/ดอก ยกเวนคุณภาพ
ดีเปนพิเศษ ราคาจะประมาณ 8-15 บาท/ดอก (การเก็บเกี่ยวไมตัดดอก, 2548)  

การปลูกกุหลาบมักจะพบปญหาเรื่องโรคอยูเสมอ เพราะกุหลาบเปนพืชที่มีโรคมารบกวน
งาย ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมของแหลงที่ปลูก การดูแลรักษา และพันธุที่ใชปลูก ตลอดจนการ
ดูแลเอาใจใสของผูปลูก สาเหตุที่ทําใหกุหลาบแสดงอาการผิดปกติหรือเปนโรค แบงไดเปน 2 พวก
ใหญๆ คือสาเหตุที่เกิดจากสิ่งไมมีชีวิตหรือสภาพแวดลอมและสาเหตุที่เกิดจากสิ่งมีชีวิต โดยสาเหตุ
ที่เกิดจากสิ่งไมมีชีวิตหรือสภาพแวดลอม เปนความผิดปกติอันเนื่องมาจากสภาพแวดลอมทีเ่กีย่วของ
กับการเจริญเติบโตของกุหลาบไมเหมาะสม เชน สภาพดินไมเหมาะสม ปริมาณธาตุอาหารในดิน 
ไมสมดุล การปฏิบัติทางเขตกรรมไมถูกตองหรือขาดความระมัดระวัง พิษของสารเคมีที่ใชในการ
ปราบศัตรูพืช สภาพอากาศ อุณหภูมิ ความชื้นในบรรยากาศ แสงที่ไมเหมาะสม และการขาดหรือ
ไดรับธาตุอาหารมากเกินไป อาการที่เกิดจากสาเหตุเหลานี้จะเกิดขึ้นเฉพาะบริเวณ ไมสามารถ
ถายทอดโรค หรือแพรระบาดสูตนอื่นหรือบริเวณอ่ืนได และสาเหตุที่เกิดจากสิ่งมีชีวิต ไดแก  
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โรคและแมลง เชน โรคใบจุดสีดํา โรคแอนแทรคโนส โรคราน้ําคาง โรคราแปง โรคใบจุดสีน้ําตาล  
โรคราสีเทา โรคใบเหลืองและกิ่งแหงตาย โรคราสนิม โรคไวรัส หนอนและเพลี้ยตางๆ รวมถึงไร
แดง ซ่ึงโรคและแมลงตางๆ เหลานี้จะทําลายมากนอยเพียงใด อาจขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมของแหลง
ปลูก  พันธุที่ ใชปลูก  การดูแลเอาใจใสตลอดจนความรูและประสบการณของผูปลูกเอง  
(อังสนา, 2547)  
 
1.  โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) ของกุหลาบ 

โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) มีเชื้อสาเหตุคือ Colletotrichum gloeosporioides  
ธารทิพย (2547) และ รัฐกร (2549) โรคแอนแทรคโนสหรือบางทีเรียกวา “โรคตากบ” ที่เรียกเชนนี้
เนื่องจากลักษณะของจุดแผลที่ใบ ตรงกลางจะมีรูโหวดูเหมือนตากบ การเกิดโรคมักเกิดในฤดูฝนที่
อากาศเปยกชื้นตั้งแตเดือนพฤษภาคมไปจนสิ้นเดือนตุลาคม แผลเปนจุดกลมไมใหญมากนัก ขนาด
ประมาณ 0.6 เซนติเมตร ระยะแรกแผลจะเปนสีน้ําตาลแกและเปลี่ยนเปนสีดํา ระยะตอไปเนื้อเยื่อ
ตรงกลางจุดจะตาย และบริเวณจุดจะเปลี่ยนเปนสีขาวหรือสีขี้เถา แผลจะหลุดทําใหตรงกลางเปนรู 
ใบที่เปนโรคบางครั้งอาจบิดเบี้ยว รอบจุดอาจเปนสีเหลืองหรือสีขาว และใบจะรวง อาการที่กิ่งจะ
พบจุดกลมขนาดเล็กกวาที่ เกิดบนใบ และยังพบการเกิดแผลที่หนามและที่กลีบเล้ียงอีกดวย  
เชื้อสาเหตุจะอยูขามฤดูได โดยอาศัยอยูบนแผลที่กิ่งแก เมื่ออากาศเหมาะสมคือเปยกชื้นก็จะเกิด
สปอรที่แผลและกระจายไปสูใบและกิ่ง สปอรจะงอกและติดเชื้อภายใน 24 ช่ัวโมง โดยโรคจะเกิด
ไดทั้งบนใบและใตใบ เกิดกับใบออนไดดีกวาใบแก สปอรแพรกระจายโดยอาศัยการกระเซ็นของ
ละอองน้ํา พจนา (2543) ดารา (2535) และ Reid (2005)   

Mastalerz and Langhans (1969) และ Horst (1986) รายงานวาโรคแอนแทรคโนสมีลักษณะ
อาการคลายโรคใบจุดสีดําบางครั้งอาจเกิดปะปนกับโรคใบจุดสีดํา แผลเปนจุดคอนขางกลมสีเขม
ประมาณ 0.75 เซนติเมตร เร่ิมแรกใบจะมีจุดสีเขียวเขม จากนั้นเปลี่ยนเปนสีมวงและสีน้ําตาล
จนกระทั่งถึงสีดําเปนสวนใหญ เมื่อแผลมีอายุมากบริเวณกลางแผลจะเปลี่ยนเปนสีขาว ขอบแผล 
สีแดงเขม สราง fruiting bodies จุดสีดําเล็กๆ กระจายทั่วบริเวณกลางแผลที่เปนสีขาว ใบอาจบิดเบี้ยว
และขาดวิ่นบริเวณขอบใบ  
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2. การเกิดความตานทาน  
สารปองกันกําจัดเชื้อราเปนสิ่งที่จําเปนสําหรับการจัดการโรคพืชในเชื้อราหลายชนิด 

สามารถที่จะใชกับพืชที่ยังไมเกิดอาการของโรคกอนไดโดยใชในการปองกันกอนการระบาด  
และเพื่อใหเกิดประสิทธิภาพของสารปองกันกําจัดเชื้อรามากยิ่งขึ้นควรมีการใชสารเคมีกอนที่จะมี
การระบาดของโรคในอัตราที่เพียงพอและครอบคลุมพื้นที่ทั้งหมด โดยสาเหตุที่ทําใหการควบคุม
โรคไมไดผล ทั้งนี้เนื่องมาจากการใชสารเคมีในอัตราที่ไมเพียงพอ สารเคมีไมมีประสิทธิภาพ 
ชวงเวลาและวิธีการใชไมเหมาะสม ทั้งนี้การเกิดความตานทานก็เปนเหตุผลหน่ึงที่ทําใหสารเคมี 
ไมสามารถกําจัดเชื้อราได ซ่ึงการตานทานสารเคมีเปนขบวนการที่ซับซอนและยากที่จะบงชี้ถึงการ
เกิดการตานทาน ซ่ึงเปนเรื่องที่จะตองมีการศึกษาและหาวิธีการปองกันกําจัดเพื่อใหเกิดการควบคุม
โรคพืชแบบยั่งยืน Damicone (http://www.osufacts.okstate.edu)   

การใชสารเคมีเพื่อปองกันกําจัดโรคพืช มักจะประสบปญหาในดานการดื้อตอยาหรือเกิด
ความตานทานตอสารนั้น (resistance to fungicide) หรือเชื้อจะมีการปรับตัวเองเกิดเปนเชื้อกลาย
พันธุหรือได mutant ใหม ซ่ึงลักษณะเหลานี้สามารถถายทอดไปยังลูกหลานได เชื้อกลายพันธุ 
จะเกิดขึ้นหลังจากมีการใชสารเคมีชนิดนั้นติดตอกันเปนเวลานานและตอเนื่อง ในครั้งแรกมีการพบ
ลักษณะเชื้อที่กลายพันธุเกิดในหองปฏิบัติการ จึงเริ่มมีผูศึกษาถึงลักษณะการดื้อยาของเชื้อในเวลา
ตอมา เชื้อสาเหตุที่กลายพันธุมักจะเฉพาะเจาะจงตอสารเคมีใดสารเคมีชนิดหนึ่งเทานั้น หรือถาจะดือ้
ตอสารเคมีหลายชนิดก็ได ถาสารเคมีหลายชนิดมีความสัมพันธกันและมีกลไกการทํางานที่คลายกัน 
ซ่ึงความตานทานตอสารเคมีที่เกิดขึ้นโดยเชื้อสาเหตุศัตรูพืชจะสามารถแบงไดเปน 3 ประเภท คือ  
1) ความตานทานเดี่ยว (single resistance) คือการที่ศัตรูพืชสามารถสรางความตานทานตอสารเคมี
ชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงชนิดเดียว 2) ความตานทานขาม (cross resistance) คือการที่ศัตรูพืชสรางความ
ตานทานตอสารเคมีชนิดใดชนิดหนึ่งแลวยังสามารถสรางความตานทานตอสารเคมีชนิดอื่นที่อยูใน
กลุมเดียวกัน หรือคนละกลุมกันแตมีกลไกการออกฤทธิ์เขาทําลายศัตรูพืชเหมือนกันหรือคลายกัน 
และ 3) ความตานทานรวม (multiple resistance) คือการที่ศัตรูพืชมีกลไกในการสรางความตานทาน
ตอสารเคมีมากกวา 1 กลไก หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา dual resistance หมายถึงการสรางความตานทาน
ตอสารเคมีในการกําจัดศัตรูพืชไดมากกวา 1 กลุมของเชื้อสาเหตุชนิดหนึ่ง (ธรรมศักดิ์, 2543) 

ปญหาที่เกิดขึ้นเกี่ยวกับความตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อราเริ่มเกิดขึ้นเมื่อมีการ 
จดทะเบียนการใชสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิดดูดซึม (systemic fungicides) และพบวามีการใชกัน
อยางกวางขวางมากขึ้นในชวงตนป 1970 ซ่ึงกอนที่จะมีการใชสารบีโนมิล (benomyl) ซ่ึงเปนสาร
ชนิดดูดซึม เกษตรกรไดมีการใชสารพวกมาเน็บ (maneb) และแมนโคเซ็บ (mancozeb) ซ่ึงเปนสาร
พวกไดไทโอคารบาเมต (dithiocarbamate) รวมทั้งสารพวกกํามะถัน โดยจะไมพบปญหาเกี่ยวกับ
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การตานทานของสารที่กลาวมานี้ แตตอมาเมื่อมีการใชสารบีโนมิล ซ่ึงเปนสารที่มีการออกฤทธิ์ยับยั้ง
แบบเฉพาะจุด (site specific mode of action) ภายในสองถึงสามปก็พบการเกิดการตานทานกบัเชือ้รา
หลายชนิด นอกจากนี้ก็ยังมีสารเคมีที่มีการออกฤทธิ์แบบยับยั้งเฉพาะจุดอีกหลายชนิดที่พบวามีความ
เสี่ยงตอการเกิดความตานทานของโรคพืชอีกดวย Brent (1995) และ Damicone (http://www. 
osufacts.okstate.edu)  

การเกิดการตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อรา คือการที่เชื้อราสามารถปรับเปลี่ยน
พันธุกรรมเพื่อใหคงทนตอสารเคมี ซ่ึงเปนผลทําใหเชื้อราเกิดการกลายพันธุ โดยเกิดการตานทาน
อาจเกิดจากการกลายของยีนเดี่ยวๆ หรือการกลายของยีนหลายๆ ยีน (single gene/multiple gene 
mutation) ซ่ึงการเกิดการกลายพันธุของยีนเดี่ยวจะเกิดกับตําแหนงจําเพาะเพียงตําแหนงเดียว และจะ
มีโอกาสเกิดขึ้นไดมากกวาการเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีนหลายๆ ตําแหนง (multi site inhibiting 
fungicide) ซ่ึงก็มีปจจัยหลายอยางที่มีผลตอการพัฒนาความตานทานของเชื้อราที่เกิดขึ้นใน 
แปลงปลูก ไดแก คุณสมบัติของสารปองกันกําจัดเชื้อรา ชีววิทยาของเชื้อรา และระบบการผลิตพืช
ในแปลงที่มีการใชสารเคมี (Baraldi et al., 2003) และไดทําการแบงกลุมของสารปองกันกําจัดเชื้อรา
โดยพิจารณาจากกลไกการออกฤทธิ์และโครงสรางทางเคมี (ตาราง 1) โดยสารปองกันกําจัดเชื้อราท่ี
ออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะจุด (site specific mode of action) จะมีผลยับยั้งเฉพาะตําแหนง โดยมีหนาที่ไป
ยับยั้งการแบงเซลล การสังเคราะห sterol หรือการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก ซ่ึงอาจถูกยับยั้งจากการ
เกิดการกลายแบบ single gene หรือ multiple gene ก็ได สําหรับสารปองกันกําจัดเชื้อราที่มีการออก
ฤทธิ์แบบยับยั้งหลายตําแหนง (multi site mode of action) จะมีการทํางานที่ซับซอนกวาและมักจะใช
ในรูปแบบของการปองกันกอนการระบาดของโรคและมีความเสี่ยงตอการตานทานต่ําหรือไมมีการ
ตานทานกับสารกลุมนี้ Damicone (http://www.osufacts.okstate.edu)   
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ตาราง 1  ความเสี่ยงตอการตานทานและการพัฒนาการเกิดการตานทานของสารปองกันกําจัดเชื้อรา
แตละกลุม (Damicone, http://www.osufacts.okstate.edu)   
 

Group 
Common 

name 
Trade 
name 

Action1 Uses2 
Resistance 

Risk3 
Cross 

resistance4 
chloroneb Chloroneb P S, ST Low yes 
dicloran Botran P S, ST, PH moderate yes 

etridiazole 
Terrazole, 
Koban 

P S Low yes 
Aromatic 
hydrocarbons 

PCNB Terraclor P S, ST Low yes 
benomyl Benlate S F, S, PH high yes 
thiabendazole 
 

Arbortect, 
Mertect 

S F, S high yes 
Benzimidazoles 

thiophanate 
methyl 

Topsin M, 
Fungo 50 

S F, S, ST high yes 

carboxin Vitavax S ST low no 
Carboximides 

flutolanil 
Moncut, 
Prostar 

S S low no 

iprodione 
 

Rovral, 
Chipco 
26019 

P F,S moderate yes 
Dicarboximides 
 

vinclozalin 
 

Ronilan, 
Vorlan 

P F,S moderate yes 

maneb Maneb P F none no 

mancozeb 
Dithane, 
Fore 

P F,ST none no Dithiocarbamates 

metiram Polyram P F none no 
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ตาราง 1  (ตอ) ความเสี่ยงตอการตานทานและการพัฒนาการเกิดการตานทานของสารปองกันกําจดั
เชื้อราแตละกลุม 
 

Group Common name 
Trade 
name 

Action1 Uses2 
Resistance 

Risk3 
Cross 

resistance4 
copper hydroxide Kocide P F none no 
copper sulfate Basicop P F none no 

Inorganics 
 

sulfur Sulfur P F none no 
metalaxyl Ridomil S F,S,ST high yes 

Phenylamides 
oxadixyl Recoil S ST low yes 

cyproconazole 
Alto, 
Sentinel 

S F,S moderate yes 

difenconazole Divedend S ST low yes 
fenarimol Rubigan S F,S moderate yes 

fenbuconazole 
Enable, 
Indar 

S F moderate yes 

imazalil Nuzone S ST low yes 

myclobutanil 
Eagle, 
Nova, Rally 

S F moderate yes 

propiconazole 
Banner, 
Tilt 

S F,S moderate yes 

tebuconazole 
Folicur, 
Lynx 

S F,S moderate yes 

triadimefon Bayleton S F moderate yes 
triadimenol Baytan S ST low yes 

Sterol inhibitors 
 

triforine Funginex S F moderate yes 
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ตาราง 1  (ตอ) ความเสี่ยงตอการตานทานและการพัฒนาการเกิดการตานทานของสารปองกันกําจดั
เชื้อราแตละกลุม 
 

Group 
Common 

name 
Trade 
name 

Action1 Uses2 
Resistance 

risk3 
Cross 

resistance4 
captan Captan P F,ST none - 

chlorothalonil 
Bravo, 
Daconil 

P F,S none - 

dodine Syllit P F moderate - 
fentin 
hydroxide 

Super Tin P F low - 

fosetyl-AL Aliette S F,S low - 

Others 

propamocarb 
Banol, 
Prevex 

S S,F,ST low - 

1 P = protectant, S = systemic. 
2 S = soilborne diseases, F = foliar diseases, ST = seed treatment, PH = post harvest treatment 
3 The resistance risk. 
4 Cross resistance is resistance to one or more of the fungicides within the same group. 
 

ปจจุบันมีรายงานการตานทานสารปองกันกําจัดเชื้อราสูงมากในเชื้อสาเหตุโรคพืช 
หลายชนิดโดยเฉพาะการเกิดตานทานตอสารกลุมเบนซิมิดาโซล จะสงผลใหเกิดการกลายพันธุที่ยีน        
beta-tubulin นอกจากนี้ยังพบวาการเกิดการตานทานตอ sterol demethylation inhibitors มีผลทําให
เกิดการ overexpression ของกระบวนการ ATP (ATP-binding cassette) เปนผลใหเกิดการกลายพันธุ
ใน 14α demethylase (CYP51) gene และเกิดการ overexpression ของ CYP51 gene เกิดการตานทาน
ตอ Qo inhibitors fungicides (QoIs) จะทําใหเกิดการกลายพันธุใน mitochondrial cytochrome bc1 
gene และเกิด alternative oxidase activity การเกิดการกลายพันธุใน dicarboximide fungicides 
(DCFs) จะทําใหเกิดการกลายพันธุใน two-component histidine kinase gene และเกิดการกลายพันธุ
ใน ubc1 เปนตน (ตาราง 2) (Ma and Michailides, 2005)      
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ตาราง 2  กลไกการเกิดความตานทานตอสารปองกันกําจัดโรคพืช benzimidazoles, sterol 
demethylation inhibitors, Qo inhibitors และ dicarboximide fungicides (Ma and Michailides, 2005)      
 

Fungicide class Mechanism of resistance 
Mutations in the beta-tubulin gene 

Benzimidazoles 
Unknown mechanisms 
Overexpression of the ATP-binding cassette 
transporters 
Mutations in the 14α -demethylase (CYP51) gene 

Sterol demethylation inhibitors 
 

Overexpression of the CYP51 gene 
Mutations in the mitochondrial cytochrome b (cyt b) 
gene 

Qo inhibitors 
 

Alternative oxidase activation 
Mutations in the two-component histidine kinase gene 
Mutations in the ubc1 gene, which encodes the 
regulatory subunit of a cAMP-dependent protein kinase 

Dicarboximide fungicides 
 

Unknown mechanisms 
 
 การตานทานตอสารปองกันกําจัดเชื้อราในกลุมเบนซิมิดาโซล (benzimidazole) จะพบได

ในเชื้อราโรคพืชหลายชนิด โดยสวนมากการเกิดความตานทานจะเกี่ยวของกับการกลายพันธุของ
ยีนเบตา-ทูบูลิน (beta-tubulin gene; TUB2) ซ่ึงจะมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับกรด 
อะมิโน ที่ตําแหนงจับของเบนซิมิดาโซล (benzimidazole binding site) (Ma and Michailides, 2005) 
การที่สารเบนซิมิดาโซลไปจับกับ beta-tubulin ของเชื้อราอยางเฉพาะเจาะจง จะสงผลรบกวนการ
ทํางานของ microtubule ซ่ึงมีความจําเปนในขบวนการ mitosis และการเกิดโครงสรางของเซลล  
(Ishii, 2004) สารเบนซิมิดาโซลจะไปยับยั้งการสราง microtubule โดยจะไปจับกับ heterodimeric 
subunit ของ tubulin molecule ซ่ึงพบวาการตานทานสารเบนซิมิดาโซลจะมีผลทําใหสารเบนซิมิดา
โซลไมสามารถจับกับ heterodimeric subunit ของ molecule tubulin ได (Davidse, 1986) ซ่ึงมี
รายงานของ Ma and Michailides (2005) พบการเกิดการตานทานกับสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิด 
ดูดซึมในกลุมของเบนซิมิดาโซลในเชื้อราโรคพืชหลายชนิด โดยสวนมากการเกิดความตานทาน 
จะเกี่ยวของกับการกลายพันธุของยีน beta-tubulin ซ่ึงจะมีผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับ
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กรดอะมิโนที่ codon 6, 50, 167, 198, 200 และ 240 ทั้งนี้ Buhr and Dickman (1994) รายงานพบการ
ตานทานของเชื้อรา C. gloeosporioides f. sp. aeschynimene ตอสารบีโนมิล และเมื่อทําการวิเคราะห
หาลําดับเบสของยีน beta-tubulin พบวาเชื้อราที่มีการตานทานจะเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ตําแหนง
กรดอะมิโน 198 โดย glutamic acid (GAG) จะถูกแทนที่ดวย lysine (AAG) จากการศึกษาของ 
Albertini และคณะในป 1999 ไดทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของยีน beta- tubulin ที่เกี่ยวของกับ
การแสดงออกของลักษณะการตานทานที่แตกตางกันของเชื้อ Tapesia spp. โดยศึกษาเปรียบเทียบ
ระหวางการกลายพันธุของเชื้อราจากแปลงและที่ชักนําใหเกิดการตานทานในหองปฏิบัติการ โดยได
ทําทดสอบการตานทานตอสารเคมีกลุม benzimidazole ไดแก carbendazim และ thiabendazole  
กับเชื้อรา Tapesia yallundae และ T.  acuformis พบเชื้อราแสดงการตานทานจํานวน 7 ไอโซเลท  
ที่แยกไดจากแปลงและเชื้อราที่แสดงการตานทานจํานวน 6 ไอโซเลท ที่ชักนําใหเกิดการตานทานใน
หองปฏิบัติการ โดยจะพบการเปลี่ยนแปลงที่กรดอะมิโน codon 198, 200 หรือ 240 ของยีน  
beta-tubulin ทั้งนี้ Peres และคณะในป 2004 ไดรายงานพบการตานทานสารบีโนมิลของเชื้อรา 
Colletotrichum gloeosporioides โดยเมื่อวิเคราะหหาลําดับเบสของยีน beta-tubulin พบวาเชื้อรา 
ที่แสดงการตานทานสารบีโนมิล จะเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ตําแหนงกรดอะมิโน codon 198 โดย
glutamic acid (GAG) จะเปลี่ยนเปน alanine (GCG) ซ่ึงเปนผลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 1,331 ซ่ึง A เปลี่ยนเปน C นอกจากนี้มีรายงานของ Maymon (2006)  
และ Zhan and Huang (2007) พบการตานทานของเชื้อรา C.  gloeosporioides  ตอสารปองกันกําจัด
เชื้อราในกลุมเบนซิมิดาโซล และเมื่อวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน beta-tubulin พบวา 
เชื้อราจะมีการเปลี่ยนแปลงที่กรดอะมิโน codon 198 โดย glutamic acid (GAG) จะเปลี่ยนเปน 
alanine (GCG)  

การเกิดความตานทานตอสารเบนซิมิดาโซลจะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ลําดับของ
กรดอะมิโนในยีน beta-tubulin ในตําแหนงที่แตกตางกันไป การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้จะสงผลให
เชื้อราเกิดการกลายพันธุ และไดมีรายงานที่รวบรวมการเกิดการกลายพันธุที่ยีน beta-tubulin  
ในตําแหนงตางๆ ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชแตละชนิด (Ma and Michailides, 2005) ดังนี้ (ตาราง 3)     
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ตาราง 3  การกลายพันธุที่ยีน beta-tubulin ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชแตละชนิด 
 

Amino acid of the  
β-tubulin gene 

Codon Substitution 
Organism Reference 

Monilinia fructicola Ma et al., 2003 
6 His to Tyr 

Trichoderma viride Goldman et al., 1993 
50 Tyr to Cys Cladobotryum dendroides McKay et al., 1998 

Cochliobolus heterostrophus Gafur et al., 1998 
167 Phe to Tyr 

Penicillium expansum Baraldi et al., 2003 
Botrytis cinerea Park et al., 1997 

Helminthosporium solani 
McKay and Cooke (1997) 
Cunha and Rizzo (2003) 

M. fructicola Ma et al., 2003 
Penicillium aurantiogriseum Koenraadt et al., 1992 

Penicillium expansum 
Baraldi et al., 2003 
Koenraadt et al., 1992 

Tapesia yallundae 
Tapesia acuformis 

Albertini et al., 1999 

Venturia inaequalis  
Venturia pirina 

Koenraadt et al., 1992 

Cercospora beticola Davidson et al., 2006 
Cercospora kikuchii Imazaki et al., 2006 

198 Glu to Ala 

Colletotrichum  
gloeosporioides 

Peres et al., 2004 
Maymon et al., 2006 
Zhan and Huang (2007) 

T. acuformis 
T. yallundae 

Albertini et al., 1999 
198 Glu to Gln 

H. solani McKay and Cooke (1997) 
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ตาราง 3  (ตอ) การกลายพันธุที่ยีน beta-tubulin ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชแตละชนิด 
    

Amino acid of the  
β-tubulin gene 

Codon Substitution 
Organism Reference 

T. acuformis 
T. yallundae 

Albertini et al., 1999 

V. inaequalis Koenraadt et al., 1992 
Neurospora crassa Fujimura et al., 1994 
M. fructicola 
P. aurantiogriseum 
P. digitatum 

Koenraadt et al., 1992 

V. inaequalis Albertini et al., 1999 
P. expansum Baraldi et al., 2003 

198 Glu to Gly 

Beauveria bassiana Burtter et al., 2003 

198 Glu to Lys 
C.gloeosporioides f.sp. 
aeschynomene 

Buhr and Dickman (1994) 

198 Glu to Val P. expansum Albertini et al., 1999 
P. aurantiogriseum 
P. italicum 
V. inaequalis 
V. pirina 

 
Koenraadt et al., 1992 
 
 

200 Phe to Tyr 

T. yallundae Albertini et al., 1999 
Monilinia laxa Ma et al., 2005 

240 Leu to Phe 
T. yallundae Albertini et al., 1999 
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3. การตรวจหาการตานทานของเชื้อราตอสารเบนซิมิดาโซล 
ปจจุบันวิทยาการดานอณูวิทยาไดเขามามีบทบาทในการศึกษาและวินิจฉัยโรคพืชอยาง 

กวางขวาง สามารถนํามาประยุกตใชในงานตางๆ ไดมากขึ้น เชนประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรค 
และจําแนกชนิดของเชื้อสาเหตุโรคไดอยางมีประสิทธิภาพ รวดเร็ว และแมนยํามากขึ้น ศึกษาความ
หลากหลายและความสัมพันธทางพันธุกรรมตลอดจนพันธุศาสตรประชากรของเชื้อสาเหตุโรคพืช
ไดอยางมีประสิทธิภาพ และมีประโยชนอยางยิ่งตอการวางแผนและการควบคุมโรคที่เหมาะสม 
รวมทั้งการกักกันโรคอยางมีประสิทธิภาพ พัชรา ( 2541) อางโดย เอมอร (2544) 
 วิธีการตรวจสอบการตานทานสารปองกันกําจัดเชื้อราโรคพืชที่ใชทั่วไปปกติจะตรวจสอบ
โดยการแยกเชื้อบริสุทธิ์ของเชื้อราที่ตองการศึกษาและนํามาทดสอบในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
อาหารที่ผสมสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิดนั้นๆ หรืออาจจะตองทําการปลูกเชื้อกับพืชที่มีการฉีดพน
สารปองกันกําจัดเชื้อรา ซ่ึงเปนวิธีที่ตองใชเวลา แรงงาน และปริมาณเชื้อสาเหตุเปนจํานวนมาก      
จึงไดมีการนําวิธีการทางชีวโมเลกุลมาศึกษากลไกการเกิดการตานทาน ซ่ึงเปนวิธีที่ไดผลรวดเร็ว 
และสามารถชี้วัดไดถึงในระดับโมเลกุล (Ma and Michailides, 2005)   
 Buhr และ Dickman (1994) ตรวจสอบการตานทานของเชื้อราดวยเทคนิค PCR  
โดยตรวจวิเคราะหช้ินสวนของยีน beta-tubulin จากเชื้อรา C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene  
ที่ตานทานตอสารบีโนมิล และนําสวนของ genomic DNA ไปทํา PCR โดยเลือกใช primers TB201 
(5’-CTCCATCTCGTCATACC-3’) และ TB203 (5’-TTATCCGCCTTGCCCCT-3’) นอกจากนี้ยัง
มีการศึกษาของ Peres และคณะในป 2004 ที่ไดตรวจสอบการตานทานของเชื้อราดวยเทคนิค  
PCR เชนกัน โดยตรวจวิเคราะหช้ินสวนของยีน beta-tubulin จากเชื้อรา C.  acutatum และ 
C. gloeosporioides ที่ตานทานและออนแอตอสารบีโนมิลโดยใช primers TB2L (5’-GYTTCC 
AGATYACCCACTCC-3’) และ TB2R (5’-TGAGCTCAGGAACRCTGACG-3’) จากโปรแกรม  
Primer 3 ซ่ึง TB2L จะ prime ที่ตําแหนง nucleotide 1,133 ถึง 1,152 และ TB2R จะ prime ทีต่าํแหนง 
nucleotide 1,606 ถึง 1,625 ซ่ึงเปนตําแหนงที่สัมพันธกับลําดับยีน beta-tubulin ของเชื้อรา  
C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene (GenBank accession U14138) และวิเคราะหหาลําดับเบส  

Davidson และคณะในป 2006 ไดทําการตรวจสอบการตานทานของเชื้อราดวยเทคนิค PCR 
โดยตรวจวิเคราะหช้ินสวนของยีน beta-tubulin จากเชื้อรา Cercospora beticola ที่เกิดการทนทาน
และออนแอตอสารเบนซิมิดาโซลโดยใช primers Bt2a และ Bt2b และโคลน (cloned) ยีน โดยใช 
plasmid vector TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen Life Technologies) และทํา PCR เพื่อวิเคราะห 
recombinant plasmids ที่ไดโดยใชไพรเมอร M13F และ M13R จากนั้นวิเคราะหหาลําดับเบสดวย
เครื่อง automated sequencer (LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE, USA) นอกจากนี้ Zhan and 
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Huang (2007) ไดตรวจสอบการตานทานของเชื้อราดวยเทคนิค PCR โดยตรวจวิเคราะหช้ินสวนของ
ยีน beta-tubulin จากเชื้อรา C. gloeosporioides ของมะมวงในประเทศจีน ดวย primer P3-1  
(5’-CCTATCCTCGGTCAAGCCCA-3’) และ primer P3-2 (GAAGCCCATGTTCTGGCAAA-3’) 
เพิ่มปริมาณในสวนของยีน beta-tubulin และทําการโคลน (cloned) ยีนดวย pMD18-T Vector  
ได recombinant plasmids แลวจึงทําการวิเคราะหหาลําดับเบสในขั้นตอนตอไป  
 
4. Polymerase chain reaction (PCR)  

Polymerase chain reaction (PCR) หรือที่เรียกอีกอยางหนึ่งวา In vitro enzymatic gene 
amplification คนพบครั้งแรกโดย Kary Mullis และคณะในป 1985 เปนเทคนิคการเพิ่มปริมาณยีน 
หรือช้ินสวนของดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณที่ตองการศึกษาใหมีจํานวนมากขึ้นกวาเดิมหลายลานเทาใน
หลอดทดลองโดยใชระยะเวลาอันสั้น ซ่ึงกระบวนการตางๆ เลียนแบบจากการจําลองตัวเองของสาย
ดีเอ็นเอในสภาพธรรมชาติ (In vitro DNA replication) ซ่ึงการทําปฏิกิริยา PCR ที่ตอเนื่องซ้ําๆ กันใน
ขั้นตอนที่ 1-3 หลายๆ รอบ จะพบวามีสายดีเอ็นเอเพิ่มขึ้น โดยเริ่มจากสายดีเอ็นเอตนแบบ 1 คู เมื่อ
ส้ินสุดรอบที่ 1 จะไดสายดีเอ็นเอเปน 2 คู ดังนั้นเมื่อทําเชนนั้นหลายๆ รอบของ PCR ดีเอ็นเอก็จะ
เพิ่มขึ้นเปน 2 เทา ของทุกๆ รอบ ถาทํา PCR 20 รอบ ก็จะไดสายดีเอ็นเอเพิ่มเปน 221 สาย ถาทํา
ปฏิกิริยา n รอบ ก็จะไดสายดีเอ็นเอเทากับ 2n+1 เมื่อประสิทธิภาพการผลิต 100 เปอรเซ็นต  
ซ่ึงโดยทั่วไปมักจะทํา PCR ประมาณ 30-40 รอบ ก็จะไดช้ินสวนของดีเอ็นเอเปนจํานวนมากถึง
พันลานเทาของจํานวนดีเอ็นเอตั้งตน (อังสนา, 2546)  
 
5. DNA Sequencing 

การหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) เปนการหาการเรียงลําดับของนิวคลี 
โอไทด (nucleotide) ของชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจ มี 2 วิธี คือ วิธีทางเคมีและวิธีการใชเอนไซม ซ่ึงมี
หลักการทําใหเกิดชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดตางกันเพียง 1 เบส โดยใชปฏิกิริยาที่ทําใหไดช้ินดีเอ็นเอที่ถูก
ตัดที่ตําแหนงที่มีเบสจําเพาะ หรือสังเคราะหดีเอ็นเอใหไดช้ินดีเอ็นเอที่มีปลายเปนเบสจําเพาะทั้ง  
4 ชนิด แลวจึงแยกชิ้นดีเอ็นเอดังกลาวโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสตอไป (สุรินทร, 2545) โดยการหา
ลําดับเบสของดีเอ็นเอ การถอดรหัสทางพันธุกรรม หรือการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
(nucleotide sequence) ของสิ่งมีชีวิตตางๆ ปจจุบันนิยมใชปฏิกิริยาเคมีที่ถูกคนพบโดย Sanger et al. 
(1997) อางโดย ศุภมิตร (2550) ที่เรียกวา Sanger method หรือ dideoxy or chain-terminating method 
และใชเครื่อง automated DNA sequence เปนตัวชวยอานรหัสพันธุกรรม ซ่ึงเปนวิธีที่สามารถทําได
ในเวลาอันรวดเร็ว  



 16

ซ่ึงการหาลําดับเบสโดยใชเครื่องอัตโนมัตินี้ จะใช primer และ ddNTPs ที่ติดฉลากดวยสาร
เรืองแสง (fluorescent dye) และอานผลโดยใชแสงเลเซอร ซ่ึงมีขอดีคือสามารถอานผลไดอยาง
รวดเร็วและยังแสดงผลการอานทางคอมพิวเตอร ทั้งนี้เพื่อเปนการหลีกเลี่ยงความผิดพลาดที่เกิดขึ้น
จากการอานผลดวยวิธี manual อีกดวย Dale and Schantz (2002) อางโดย อรอุมา (2548)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


