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วิจารณผลการทดลอง 
 

 จากการศึกษาโรคของกุหลาบพบวาโรคแอนแทรคโนสของกุหลาบไดสรางความเสียหาย
ใหกับเกษตรกร โดยระบาดมากในชวงฤดูฝนตกชุก ชวงเดือนกรกฎาคมถึงตุลาคม ซ่ึงตรงกับ
รายงานของ พจนา (2543) ที่รายงานวาโรคแอนแทรคโนสจะระบาดมากในฤดูฝนชวงเดือน
พฤษภาคมไปจนถึงสิ้นเดือนตุลาคม พบวาเกษตรกรควบคุมการเกิดโรคดวยการฉีดพนสารเคมี โดย
ระยะเวลาที่ใชในการฉีดพนจะประมาณ 2-3 คร้ังตอสัปดาห ระยะแรกเกษตรกรสามารถควบคุมการ
เกิดโรคไดดี ระยะตอมาเชื้อสาเหตุจะมีการพัฒนาตัวเองเพื่อใหเกิดความตานทานตอสารเคมี ทั้งนี้
เพื่อการดํารงชีวิตอยูของตัวเชื้อราเอง การฉีดพนสารเคมีดวยวิธีเดิมจึงใชไมไดผลเนื่องจากไม
สามารถควบคุมโรคไดเหมือนเดิม จึงเพิ่มปริมาณการใชสารเคมีใหมากขึ้น ซ่ึงเปนเหตุใหเชื้อเกิด
ความตานทานตอสารเคมี ซ่ึงธรรมศักดิ์ (2543) กลาววาเชื้อกลายพันธุจะเกิดขึ้นหลังจากที่มีการใช
สารเคมีชนิดนั้นติดตอกันเปนเวลานานและตอเนื่อง การศึกษาเริ่มดวยการสํารวจขอมูลและเก็บ
ตัวอยางเชื้อราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของกุหลาบจากสวน 3 แหลง มาศึกษาลักษณะอาการและ
แยกเชื้อสาเหตุในหองปฏิบัติการ โดยศึกษาลักษณะของเชื้อสาเหตุพรอมทั้งทดสอบความสามารถ
ของสารเคมีในการควบคุมโรค ดวยสารเคมีที่เกษตรกรมีการใชอยูจริงในพื้นที่ปลูก จากการศึกษา
โรคแอนแทรคโนสของกุหลาบ ในพื้นที่ปลูกที่ ต.รองวัวแดง  อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม พื้นที่ปลูก  
อ.เมือง (สวนสาธารณะบวกหาด) จ.เชียงใหม พื้นที่ปลูก ต.โปงแยง อ.แมริม จ.เชียงใหม พบวาโรค 
แอนแทรคโนสของกุลาบจะแสดงอาการที่คลายกันทั้ง 3 พื้นที่ โดยกุหลาบที่เปนโรคจะมีเชื้อสาเหตุ
คือ C. gloeosporioides จุดแผลลักษณะคอนขางกลมเกิดขึ้นบนผิวใบ ระยะแรกแผลจะเปนสีน้ําตาล
แกและจะเปลี่ยนเปนสีดํา ระยะตอมาเนื้อเยื่อตรงกลางจุดจะตายและเปลี่ยนเปนสีขาวหรือสีขี้เถา  
พบตุมสีดําขนาดเล็ก (fruiting body) กระจายอยูทั่วบริเวณจุดแผล รอบจุดอาจมีสีเหลืองหรือสีแดง
ลอมรอบ และใบจะรวงในที่สุด เมื่อตรวจหาเชื้อสาเหตุดวยวิธี Free hand sectioning technique  
แลวนําไปสองดูภายใตกลองจุลทรรศนพบเชื้อราสรางโคนิเดีย (conidia) เซลลเดียว สีใส ลักษณะหัว
ทายมน (cylindrical) ซ่ึงตรงกับรายงานของ ธารทิพย (2547) และ รัฐกร(2549) ที่รายงานพบโรค
แอนแทรคโนสกุหลาบมีเชื้อราสาเหตุคือ C. gloeosporioides และตรงกับรายงานของ พจนา (2453) 
ที่รายงานพบอาการจุดแผลที่ใบมีลักษณะคอนขางกลมสีน้ําตาลแก เนื้อเยื่อตายบริเวณกลางแผล 
จากนั้นนําเชื้อราที่แยกไดจํานวน 93 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถของสารเคมีในการ 
ควบคุมโรค ไดแกสารคารเบนดาซิม พบวาสารคารเบนดาซิมสามารถควบคุมเชื้อราสาเหตุไดทั้งสิ้น
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จํานวน 90 ไอโซเลท ยกเวนเชื้อรา 3 ไอโซเลท ไดแก SC-020, SC-021 และ SC-038 ที่แยกจาก  
ต.รองวัวแดง อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม เกิดการตานทานตอสารคารเบนดาซิม โดยสารเคมี 
ไมสามารถควบคุมการเจริญของเสนใยได จากนั้นคัดเลือกตัวแทนไอโซเลทของเชื้อราแตละแหลง 
ที่ปลูกใน 3 พื้นที่ทั้งสิ้นจํานวน 12 ไอโซเลท ไดแก SC-004, SC-017, SC-020,  SC-021, SC-025, 
SC-038, MC-002, MC 028, MC-034, BC-002 และ BC-012 มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ
ตรวจสอบความตานทานตอสารเคมีในกลุมเบนซิมิดาโซล (คารเบนดาซิม บีโนมิล และไทโอฟาเนต 
เมทธิล) ที่ระดับความเขมขน 1, 10, 100 และ 500 ppm โดยดูจากความสามารถในการควบคุมโรค
ของสารเคมีที่ทดสอบ พบวาสารเคมีสามารถควบคุมการเจริญเชื้อราไดทั้งสิ้น 9 ไอโซเลท โดยมี 
เชื้อรา 3 ไอโซเลท ที่สารเคมีไมสามารถควบคุมไดคือ SC-020, SC-021 และ SC-038 เมื่อทําการหา
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากการทดสอบดวยสารเคมี พบวาสารคารเบนดาซิมยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราไดเพียง 1.44, 1.88 และ 0.44% สารบีโนมิลยับยั้งการเจริญได 0.48, 1.40 และ 
0.00% และพบวาสารไทโอฟาเนต เมทธิล สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราได  0.48, 2.35 
และ 0.89% ของเชื้อราไอโซเลท SC-020, SC-021 และ SC-038 ที่ความเชื่อมั่นอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ p = 0.01 จึงพบวาเชื้อราทั้ง 3 ไอโซเลท ตานทานตอสารกลุมเบนซิมิดาโซล ซ่ึงการตานทาน 
ที่เกิดขึ้นเปนการตานทานแบบขาม (cross resistance) ตอสารภายในกลุมเบนซิมิดาโซล คือการที่ 
เชื้อราสามารถสรางความตานทานตอสารเคมีไดมากกวาหนึ่งชนิดในสารเคมีกลุมเดียวกัน โดยมี
รายงานการเกิดการตานทานแบบขามของสารปองกันกําจัดเชื้อรากลุมเบนซิมิดาโซลกับ 
เชื้อราโรคพืชหลายชนิดไดแก Aspergillus nidulans (Vantuyl et al., 1974), Pseudocercosporella 
herpotrichoides (Brown et al., 1984), Colletotrichum capsici (Sariah, 1989), Didymella bryoniae 
(Keinate and Zitter, 1988), Botrytis fuckeliana (Leroux et al., 1999), Helminthosporium solani 
(Cunha and Rizzo, 2003) และ Phoma clematidina (Graff et al., 2003) ทั้งนี้มีรายงานการตานทาน
แบบขามของสารปองกันกําจัดเชื้อรากลุมอื่นดวยเชน การตานทานขามกับสารกลุม DMIs (sterol 
demethylation inhibition) (Koller and Wubben, 1989; Godet and Limpert, 1998) การตานทานขาม
ของเชื้อรา Rhynchosporium secalis กับสาร triadimenol  propiconazole และ tebuconazole (Kendall 
et al., 1993) การเกิดการตานทานขามของสาร DMI และสาร benzimidazole กับเชื้อรา Cercospora 
biticola (Karaoglanidis and Bardas, 2006) และการเกิดการตานทานสาร benzimidazole  
anilinopyrimidines  dicarboximide และ hydroxyanilide กับเชื้อรา Botrytis cinera (Myresiotis  
et al., 2007) เปนตน ทั้งนี้มีรายงานการเกิดการตานทานของสารกลุมเบนซิมิดาโซล ไดแก  
สารคารเบนดาซิม บีโนมิล ไทอะเบนดาโซล และไทโอฟาเนต เมทธิล กับเชื้อราโรคพืชอีกมากมาย 
เชน Botrytis cinera (Leroux and Gredt, 1989), Fusarium moniliform (Yan and Dickman, 1996), 
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Crytococcus neoformans (Cruz  and Edlind, 1997), Cochliobolus heterostrophus (Gafur et al., 
1998), Rhynchosporium secalis (Taggart et al., 1999), Cercospora biticola (Weiland and Halloin, 
2001), Gibberella pulicaris (Kawchuk et al., 2002) และ Penicillium digitatum (Schmidt et al., 
2006)             

จากการทดลองพบวาเชื้อราจะเกิดการตานทานตอสารเคมี เฉพาะกับสวนกุหลาบ 
ที่ ต.รองวัวแดง อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม เทานั้น โดยไมพบการเกิดความตานทานของเชื้อราในสวน
กุหลาบ ต.โปงแยง อ.แมริม และ อ.เมือง (สวนสาธารณะบวกหาด) จ.เชียงใหม ทั้งนี้เนื่องจากพื้นที่
ปลูกกุหลาบ ต.รองวัวแดง อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม มีการใชสารเคมีเปนปริมาณมากและติดตอกัน
ตลอดระยะเวลาที่ทําการปลูกกุหลาบมาประมาณ 5 ป จึงสงผลใหเชื้อมีโอกาสที่จะเกิดการตานทาน
ตอสารเคมีไดมาก เมื่อเปรียบเทียบกับสวนกุหลาบ อ.แมริม และ อ.เมือง (สวนสาธารณะบวกหาด)  
จากนั้นทําการศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการควบคุมโรคของสารปองกันกําจัดเชื้อรา
ประเภทดูดซึม กลุมของสารไตรอะโซล (ไซโปรโคนาโซล และเฮกซะโคนาโซล) และกลุมอะคริลา
มายด  ( เบนาแล็กซิล)  สารประเภทสัมผัสไดแก  กลุมไดไทโอคารบาเมต  (แมนโคเซ็บ )  
กลุมฟาโลไนไตร  (คลอโรธาโรนิล) และกลุมอินออรแกนิค  (คอปเปอร  ออกซีคลอไรด)  
จากการศึกษาพบวาสารเคมีกลุมไตรอะโซล (ไซโปรโคนาโซล) กลุมอะคริลามายด กลุมไดไทโอ
คารบาเมต กลุมฟาโลไนไตร และกลุมอินออรแกนิค ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได  
มีเพียงแตลดการเจริญของเชื้อราใหชาลงเทานั้น  พบวาการทดสอบสารเฮกซะโคนาโซล  
(กลุมไตรอะโซล) ที่อัตราแนะนํา 50 ppm สามารถควบคุมการเจริญของเชื้อราไดดีที่สุดเทากับ 
100% กับเชื้อราจํานวน 12 ไอโซเลท ที่ความเชื่อมั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ p = 0.01 จากการ
ทดลองครั้งนี้เราสามารถนําสารเฮกซะโคนาโซลมาใชทดแทน หรือสลับเปลี่ยนกับการใชสารเคมีใน
กลุมเบนซิมิดาโซลไดดวย ทั้งนี้เพื่อหลีกเล่ียงการตานทานสารเคมีที่จะเกิดขึ้น ซ่ึง Damicone 
(http://www.osufacts.okstate.edu) ไดกลาววาการจัดการเพื่อปองกันการตานทานตอสารเคมีที่ดีนั้น
ควรมีการวางแผนกอนที่ความตานทานจะกอปญหาขึ้น โดยการไมใชสารเคมีที่มีความเสี่ยงสูงตอ
การเกิดความตานทานตลอดเวลา ทั้งนี้อาจจะตองควบคุมการเกิดความตานทานใหอยูในระดับ 
ที่เหมาะสมและไมกอใหเกิดความเสียหายถึงระดับเศรษฐกิจ ควรมีการจัดการเกี่ยวกับการปลูกพืช
และการใชสารเคมีรวมกัน ลดความถี่ในการฉีดพนสารเคมี หรือลดการใชสารเคมีที่มีความเสี่ยงตอ
การเกิดความตานทาน ใชใหเหมาะสมและอาจสลับเปลี่ยนชนิดของสารเคมีที่ใช นอกจากนี้  
Ishii (2004) ไดกลาวเชนกันวา การผสมสารกลุมเบนซิมิดาโซลกับสารเคมีกลุมอื่นนั้นสามารถชลอ
การพัฒนาความตานทานในเชื้อราสาเหตุ แตไมสามารถหลีกเลี่ยงการเกิดความตานทานได และเมื่อ
มีการหยุดการใชสารเบนซิมิดาโซลโดยเปลี่ยนมาใชสารตัวอ่ืนแทนพบวา ความตานทานของ 
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เชื้อราที่เกิดขึ้นจะคอยๆ ลดลง นอกจากนี้ยังไดรายงานวาครั้งสุดทายหลังจากมีการใชสารกลุม 
เบนซิมิดาโซลเปนระยะเวลานาน 5 ป พบเชื้อราเกิดการตานทานถึง 80% ซ่ึงเปนการชี้ใหเห็นวา
ความตานทานที่เกิดขึ้นนั้นมีแนวโนมเพิ่มขึ้นในระยะยาว     
 เมื่อนําเชื้อราที่แสดงการออนแอและตานทานตอสารกลุมเบนซิมิดาโซลไดแก SC-017 (S),     
SC-020 (HR), SC-021 (HR) และ SC-038 (HR) มาศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายในยีนของเชื้อราท่ี
ตําแหนง beta-tubulin (TUB2) gene โดยการแยกสกัดดีเอ็นเอจากเสนใยเชื้อราที่เล้ียงบนอาหารเหลว 
Malt extract broth (MEB) ที่อายุประมาณ 5-7 วัน และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณบางสวนของยีน 
beta-tubulin ดวยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) โดยใช specific primers CTBF/CTBR  
จะพบแถบของดีเอ็นเอจากบริเวณยีน beta-tubulin ขนาด 341 bp ซ่ึงเปนตําแหนงที่เฉพาะเจาะจงกับ
ตําแหนงของยีน beta-tubulin จากนั้นนําผลผลิตของ PCR ที่ได มาวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
และนําขอมูลที่ไดมาศึกษาเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโน 
กับฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BLAST 2 SEQUENCE ของ NCBI         
 จากการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของเชื้อรา 
C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสกุหลาบ จากสวนกุหลาบ ต.รองวัวแดง อ.สันกําแพง 
จ.เชียงใหม จํานวน 4 ตัวอยาง พบวาลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากไอโซเลท SC-017 (S), SC-020 
(HR), SC-021 (HR) และ SC-038 (HR)  มีความเหมือนกับ beta-tubulin (TBU2) gene ของเชื้อรา  
C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene (Accession No. U14138) Glomerella acutata (Accession 
No. AB273716) และ C. graminicola (Accession No. M34492) โดยพบการเปลี่ยนแปลงที่ลําดับ 
นิวคลีโอไทด 1,286 ซ่ึง adenine (A) เปลี่ยนเปน cytosine (C) การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้มีผลให
กรดอะมิโน codon 198 เปลี่ยนแปลงไป โดยกรดอะมิโน glutamic acid (GAG) จะถูกแทนที่ดวย 
alanine (GCG) นอกจากนี้ยังพบการเปลี่ยนแปลงที่ลําดับนิวคลีโอไทด 1,278 ของไอโซเลท  
SC-020(HR) และ SC-021 (HR) โดย cytosine (C) เปลี่ยนเปน thymine (T) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของ
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนงนี้จะไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ตําแหนงของกรดอะมิโน  

ดังนั้นจะเห็นไดวาการศึกษาการตานทานของเชื้อรา C. gloeosporioides จากสาเหตุ 
โรคแอนแทรคโนสกุหลาบของไอโซเลท SC-020 (HR), SC-021 (HR) และ SC-038 (HR) ก็เปนไป
ในทิศทางเดียวกันกับงานทดลองของ Peres และคณะในป 2004 ที่ตรวจพบการตานทานตอสาร 
บีโนมิลในเชื้อรา C. gloeosporioides จากสม โดยเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จะพบการกลาย
พันธุของกรดอะมิโนที่ codon 198 ซ่ึง glutamic acid (GAG) ถูกแทนที่ดวย alanine (GCG)  
ที่ตําแหนงนิวคลีโอไทด 1,331 โดยไมพบการเปลี่ยนแปลงที่ codon 200 จากการศึกษาของ Maymon 
และคณะในป 2006 พบเชื้อรา C. gloeosporioides  แยกไดจากพืช Limmonium spp. แสดงการ
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ตานทานและ ออนแอตอสารบีโนมิล และเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จะพบการเกิดการ 
กลายพันธุของกรดอะมิโน codon 198 โดย glutamic acid (GAG) จะถูกแทนที่ดวย alanine (GCG) 
และมีรายงานตรวจพบการตานทานตอสารคารเบนดาซิมในเชื้อรา C. gloeosporioides จากมะมวง 
โดยเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จะพบการกลายพันธุที่กรดอะมิโน codon 198 เปนผลให 
glutamic acid (GAG) ถูกแทนที่ดวย alanine (GCG) เชนกัน (Zhan and Huang, 2007) และมีการ
ตรวจพบการกลายพันธุของเชื้อราชนิดอื่นๆ ในตําแหนงเดียวกันอีกดวย ไดแก เชื้อรา Botryotinia 
fuckeliana (Park et al., 1997), Helminthosporium solani (Cunha and Rizzo, 2003), Cercospora 
beticola (Davidson et al., 2005), Monilinia fructicola (Ma et al., 2003) และ Tapesia spp. 
(Albertini et al., 1999) เปนตน  

ทั้งนี้ไดตรวจพบการกลายพันธุของยีนเชื้อราในหลายๆ ตําแหนงอีกเชนกัน เชนการกลาย
พันธุที่กรดอะมิโน codon 6 เปนผลให tryrosine เปลี่ยนเปน histidine ในเชื้อรา Septoria nodorum 
(Cooley and Catan, 1993), Trichoderma viride (Goldman et al., 1993) และ Monilinia fructicola 
(Ma et al., 2003) การกลายพันธุที่กรดอะมิโน codon 50 จะสงผลให tyrosine ถูกแทนที่ดวย  
cysteine ในเชื้อรา Cladobotryum dendroides (Mckay et al., 1998) การกลายพันธุที่ตําแหนง 
กรดอะมิโน codon 198 สงผลให glutamic acid ถูกแทนที่ดวย lysine ในเชื้อรา Beauveria bassiana 
(Butter et al., 2003) และ C. gloeosporioides f. sp. aeschynomene (Buhr and Dickman, 1994) หรือ 
glutamic acid ถูกแทนที่ดวย glycine ในเชื้อรา Neurospora crassa (Fujimura et al., 1994) และตรวจ
พบการกลายพันธุในตําแหนงกรดอะมิโน codon 200 โดย tryrosine เปลี่ยนเปน phenylalanie  
ในเชื้อรา Tapesia spp. (Albertini et al., 1999) และกรดอะมิโน codon 240 phenylalanine 
เปลี่ยนเปน leucine ในเชื้อรา Tapesia spp. อีกเชนกัน (Albertini et al., 1999)      

จากงานวิจัยนี้สามารถยืนยันไดวาการใชสารเคมีประเภทดูดซึมติดตอกันเปนปริมาณมาก 
และระยะเวลานานๆ ในการปองกันกําจัดเชื้อราโรคพืช พบวาสามารถควบคุมการเจริญของเชื้อรา 
ไดดีในระยะเริ่มแรก แตเมื่อระยะเวลาผานไปจะสงผลใหเชื้อราเกิดการตานทานตอสารเคมี  
และสารเคมีจะไมสามารถควบคุมการเขาทําลายของเชื้อราได ซ่ึงก็อาจจะเกิดความเสียหายอยาง
มากมาย โดยการที่จะไมสามารถควบคุมการแพรระบาดของเชื้อสาเหตุโรคไดและเมื่อวิเคราะหถึง
ระดับโมเลกุลของเชื้อราที่เกิดการตานทานสารเคมี พบวามีผลมาจากการกลายพันธุโดยการ
เปลี่ยนแปลงในระดับยีน พบวาลําดับเบสเพียง 1 เบส ก็มีผลตอการแปลรหัสของกรดอะมิโน 
ที่แตกตางกันไป จากงานทดลองครั้งนี้พบวาเชื้อราที่เกิดการตานทานตอสารเบนซิมิดาโซลนั้น 
จะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 1,286 โดย adenine (A) เปลี่ยนเปน 
cytosine (C) เปนผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงที่ลําดับกรดอะมิโน codon 198 ซ่ึง glutamic acid (GAG)  
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ถูกแทนที่ดวย alanine (GCG) ทั้งนี้ขอมูลที่ไดสามารถยืนยันไดวาเชื้อรา C. gloeosporioides สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสกุหลาบที่แยกจากสวนกุหลาบ ต.รองวัวแดง อ.สันกําแพง จ.เชียงใหม เร่ิมมีการ
ตานทานของเชื้อราเกิดขึ้น ดังนั้นควรมีการจัดการเกี่ยวกับแปลงปลูกของเกษตรกรใหเหมาะสม โดย
ลดการใชสารเคมีที่มีความเสี่ยงตอการเกิดความตานทาน ไมใชสารปองกันกําจัดเชื้อราชนิด 
ดูดซึม (systemic fungicides) ชนิดเดียวกันติดตอกันเปนระยะเวลานาน ควรมีการสลับเปลี่ยนการใช
สารเคมีเพื่อไมใหเชื้อราปรับตัวและเกิดความคงทนตอสารเคมี นอกจากนี้บริเวณแปลงปลูกก็ควร
ดูแลรักษาความสะอาดสม่ําเสมอเพื่อไมใหเปนแหลงสําหรับการพักตัวของเชื้อรา ทั้งนี้ขอมูลที่ไดยัง
เปนประโยชนกับการคนควาเพื่อหาแนวทางการผลิตสารเคมีตัวใหม เพื่อนํามาใชในการปองกัน
กําจัดโรคไดดียิ่งขึ้น และลดความตานทานของเชื้อราใหนอยลง    
 
 
 
 


