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Abstract 
Ethylene is one of the factors that affects postharvest product losses. Moreover, several fungi, 

especially, genus Colletotrichum, caused latent infection and postharvest disease in economically important 
plants, which could represent a signal that can be sensed by plant pathogenic fungi to accelerate their 
appressorium and spore germination for quiescent infection. This research was to investigate the genetic 
variability of the ethylene sensing gene in 8 isolates of Colletotrichum, nucleotide differentiation, and 
phylogenetic tree relationships. The finding indicated that the nucleotides of the necrosis and ethylene-
inducing protein and ethylene inducing peptide region differed in 67 bp from 711 bp, representing 0.42–9.42% 
of nucleotide difference, and related to the pairwise sequence comparison. Additionally, estimates of 
evolutionary divergence between sequences were genetic relationship between 0.0056-0.0985 which shows 
the interaction between fungi and host plants. This research is part of the mechanism relationship between 
crop yield and pathogens that cause post-harvest diseases, which will lead to inspection, control, and 
management of post-harvest produce that is efficient and safe for consumers. 
Keywords: Colletotrichum, ethylene, gene, plant pathogenic fungi    

 
บทคัดย่อ 

เอทิลีนเป็นหนึ่งในปัจจัยส ำคัญที่ส่งผลให้เกิดควำมสูญเสียต่อผลผลิตหลังกำรเก็บเกี่ยว นอกจำกนี้เช้ือรำหลำยชนิด 
โดยเฉพำะในเช้ือรำสกุล Colletotrichum ที่พบกำรเข้ำท ำลำยแฝงและก่อให้เกิดโรคหลังกำรเก็บเกี่ยวกับพืชเศรษฐกิจที่ส ำคัญ  
ยังสำมำรถรับรู้ได้ถึงกำรเกิดเอทิลีนในพืชที่มีกำรสุก เพื่อเริ่มกำรพัฒนำตนเองในส่วนของกำรกระตุ้นกำรสร้ำงโครงสร้ำง 
appressorium และกำรงอกของสปอร์เพื่อเข้ำท ำลำยและก่อโรคหลังกำรเก็บเกี่ยว งำนวิจัยนี้ได้ท ำกำรตรวจสอบควำมแปรปรวน
ของยีนตรวจจับเอทิลีนในเช้ือรำสกุล Colletotrichum จ ำนวน 8 ไอโซเลท ศึกษำควำมแตกต่ำงของล ำดับนิวคลีโอไทด์ รวมถึง
วิวัฒนำกำรควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเช้ือรำผลกำรทดลอง พบว่ำล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ necrosis and ethylene-inducing 
protein and ethylene inducing peptide มีควำมแตกต่ำงกัน 67 bp จำก 711 bp คิดเป็นค่ำควำมแตกต่ำงของนิวคลีโอไทด์
ระหว่ำง 0.42–9.42 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับผลกำรวิเครำะห์ pairwise sequence comparison นอกจำกนี้เมื่อวิเครำะห์ควำม
แปรปรวน พบว่ำค่ำควำมแตกต่ำงเชิงวิวัฒนำกำรระหว่ำงสำยพันธุ์มีค่ำระหว่ำง 0.0056 -0.0985 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงปฏิสัมพันธ์
ระหว่ำงเช้ือรำ และพืชอำศัย งำนวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งของกำรศึกษำกลไกควำมสัมพันธ์ระหว่ำงผลผลิตพืชกับเช้ือสำเหตุที่ก่อให้เกิด
โรคหลังกำรเก็บเกี่ยว ซึ่งจะน ำไปสู่กำรตรวจสอบ ควบคุมบริหำรจัดกำรผลิตผลหลังกำรเก็บเกี่ยวที่มีประสิทธิภำพและปลอดภัยต่อ
ผู้บริโภคต่อไป 
ค าส าคัญ: Colletotrichum  เอทิลีน  ยีน  เชื้อรำสำเหตุโรค 
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ค าน า 
โรคแอนแทรคโนส (anthracnose disease) ซึ่งเกิดจำกกำรเข้ำท ำลำยของเช้ือรำในสกุล Colletotrichum เป็นปัญหำ

ส ำคัญของกระบวนกำรผลิตพืชเศรษฐกิจหลำยชนิด เนื่องจำกเชื้อรำสำมำรถตกค้ำงในวัสดุปลูก หรือสภำพแวดล้อมได้นำน อีกทั้ง  
ยังมีพืชอำศัยที่มำกกว่ำ 500 สำยพันธุ์ นอกจำกนี้ยังส่งผลกระทบต่อผลผลิตของพืชหลังกำรเก็บเกี่ยว เนื่องจำกเช้ือรำสำมำรถ 
เข้ำท ำลำยพืชแต่ไม่แสดงอำกำร เรียกอำกำรดังกล่ำวว่ำ “กำรเข้ำท ำลำยแบบแฝง (quiescent)” โดยอำกำรจะแสดงให้เห็น 
เมื่อผลผลิตเข้ำสู่ระยะสุกแก่ หรือเสื่อมสภำพ เชื้อรำสำเหตุโรคก็จะเข้ำท ำลำยท ำให้เกิดอำกำรของโรค ส ำหรับในช่วงระยะผลผลิต 
ยังอ่อนนั้น พืชจะสร้ำงกลไกกำรป้องกันตัวเพื่อจ ำกัดกำรเจริญของเชื้อรำ จึงท ำให้ไม่พบอำกำรโรคในช่วงระยะดังกล่ำว (Silva et 
al., 2017) นอกจำกนี้ เอทิลีนก็เป็นอีกหนึ่งในปัจจัยส ำคัญที่ส่งผลให้เกิดควำมสูญเสียต่อผลผลิตหลังกำรเก็บเกี่ยวและกระตุ้น 
กำรเข้ำท ำลำยของเชื้อรำแฝง จำกข้อมูลของ พบว่ำยีน Necrosis- and ethylene-inducing peptide (NLPs) เป็นหนึ่งในยีนที่พบ
กำรผลิตมำกในเช้ือรำและแบคทีเรียสำเหตุโรค (Oome and Van den Ackerveken, 2014) โดยยีนดังกล่ำวจะมีส่วนรับและ
ตรวจสอบกำรผลิตน้ ำตำลของพืช ซึ่งเมื่อพืช โดยเฉพำะไม้ผลมีกำรเปลี่ยนแป้งเป็นน้ ำตำล ยีนดังกล่ำวจะแสดงออก โดยมี  
Glycosylinositol phosphorylceramide (GIPC) ซึ่งอยู่บริเวณเยื่อหุ้มพลำสมำของพืชเป็นตัวรับสัญญำณของยีน NLPs ที่ผลิตขึ้น 
และยังพบว่ำยีน NLPs มี strongly conserved heptapeptide motif (GHRHDWE) ซึ่งเป็นส่วนอนุรักษ์ที่มีควำมจ ำเพำะสูง 
ต่อสำยพันธุ์เช้ือสำเหตุโรค แต่ส ำหรับเช้ือรำในสกุล Colletotrichum นั้น พบว่ำยีนบริเวณดังกล่ำวมีควำมแปรปรวนสูง โดยมี
สำเหตุมำจำกควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพของตัวเชื้อรำเอง และควำมแปรปรวนนั้น ส่งผลให้กำรเข้ำท ำลำยของพืช และกำรสร้ำง
อวัยวะเข้ำท ำลำย หรือ appressorium ของเช้ือรำในสกุลดังกล่ำวเปลี่ยนแปลงไปเช่นกัน งำนวิจัยนี้จึงได้ท ำกำรตรวจสอบควำม
แปรปรวนของยีนตรวจจับเอทิลีนในเช้ือรำสกุล Colletotrichum เพื่อเป็นส่วนหนึ่งของกำรศึกษำกลไกควำมสัมพันธ์ระหว่ำง
ผลผลิตพืชกับเชื้อสำเหตุที่ก่อให้เกิดโรคหลังกำรเก็บเกี่ยว ซึ่งจะน ำไปสู่กำรบริหำรจัดกำรผลิตผลหลังกำรเก็บเกี่ยวท่ีมีประสิทธิภำพ
ต่อไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1. ล าดับนิวคลีโอไทด์ส าหรับการวิเคราะห ์
ล ำดับนิ วคลี โอไทด์บริ เวณ  Necrosis- and ethylene-inducing peptide (NLPs) ของเช้ือรำ Colletotrichum  

ได้รับจำกฐำนข้อมูล GenBank ใน National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้ฟังก์ช่ันกำรค้นหำแบบ 
NCBI Genome Project ดังแสดงใน Table 1 
Table 1  Nucleotide sequencing details of Colletotrichum 8 isolates from GenBank. 
Accession number Genus-species Host Country 
XM_060585355.1 Colletotrichum phormii CBS 102054 Phormium sp New Zealand 
XM_060570280.1 Colletotrichum godetiae CBS 193.32 Olea europaea Greece 
XM_060528687.1 Colletotrichum tamarilloi CBS 129955 Solanum betaceum Colombia 
XM_060549384.1 Colletotrichum abscissum IMI 504890 Citrus sinensis USA 
XM_060495914.1 Colletotrichum paranaense IMI 384185 Caryocar brasiliense Brazil 
XM_060458495.1 Colletotrichum costaricense IMI 309622 Coffea sp. Costa Rica 
XM_049294823.1 Colletotrichum lupini IMI 504893 Lupinus albus France 
XM_035474555.1 Colletotrichum scovillei TJNH1 Capsicum annuum China 

 
2. การวิเคราะห์และการประมาณค่าความแตกต่างทางวิวัฒนาการ 
ล ำดับนิวคลีโอไทด์จำกฐำนข้อมูลน ำมำตรวจสอบและจัดล ำดับด้วยโปรแกรม  MEGA version X โดยใช้ฟังก์ช่ัน Multiple 
sequence alignments รูปแบบ  ClustalW alignment (Thompson et al., 1994) จำกนั้นเปรียบเทียบควำมสัมพันธ์ของ
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่ำงเช้ือรำ ด้วยวิธีกำร pairwise sequence comparison โดยใช้โปรแกรม sequence demarcation 
tool version 1.2 (SDTv 1.2) (Muhire et al., 2014) ก ำหนดให้ค่ำ identify percentage มำกกว่ำ 95 เปอร์เซ็นต์ บันทึก 
matrix of pairwise similarity scores และ  plot of pairwise similarity scores เป รี ยบ เที ยบกั บ แผนผั งวิ วัฒ นำกำร
ควำมสัมพันธ์แบบ UPGMA ที่ค่ำควำมเช่ือมั่นเท่ำกับ 1,000 ครั้ง ด้วยโปรแกรมMEGA version 11 (Tamura et al., 2021)  
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ผล 
1. ล าดับนิวคลีโอไทด์ส าหรับการวิเคราะห ์

จำกกำรเปรียบเทียบควำมแตกต่ำงของล ำดับนิวคลีโอไทด์ในเช้ือรำสกุล Colletotrichum จ ำนวน 8 ไอโซเลท พบว่ำ
ล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ necrosis and ethylene-inducing protein and ethylene inducing peptide มีควำมแตกต่ำงกัน 
67 bp จำก 711 bp คิดเป็นค่ำควำมแตกต่ำงของนิวคลีโอไทด์ระหว่ำง 0.42–9.42 เปอร์เซ็นต์ โดยเช้ือรำ C. phormii ไอโซเลท 
CBS 102054 (accession number: XM_060585355.1) และ C. godetiae ไอโซเลท CBS 193.32 (accession number: 
XM_060570280.1) มีควำมแตกต่ำงของล ำดับนิวคลีโอไทด์มำกที่สุด คิดเป็น 9.42 และ 8.16 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเช้ือรำ  
C. paranaense ไอโซเลท IMI 384185 (accession number: XM_060495914.1) มีควำมแตกต่ำงของล ำดับนิวคลีโอไทด์น้อย
ที่สุด (0.42 เปอร์เซ็นต์) (Figure 1A) 
Table 1  Estimates of evolutionary divergence between 8 different isolates Colletotrichum sequences. 
Colletotrichum phormii CBS102054        
Colletotrichum godetiae CBS193.32 0.04923       
Colletotrichum tamarilloi CBS129955 0.09845 0.08720      
Colletotrichum abscissum IMI504890 0.09845 0.08720 0.00563     
Colletotrichum paranaense IMI 384185 0.09705 0.08579 0.00985 0.00985    
Colletotrichum costaricense IMI309622 0.09845 0.08720 0.01406 0.01406 0.01266   
Colletotrichum lupini IMI504893 0.09705 0.08720 0.00563 0.00563 0.00985 0.01406  
Colletotrichum scovillei TJNH1 0.08579 0.08720 0.02391 0.02391 0.02250 0.02672 0.02391 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 1 The genetic variability of the ethylene sensing gene in 8 isolates of Colletotrichum, nucleotide 

differentiation (A), and UPGMA phylogenetic tree relationships (B). The pairwise sequence 
comparison using sequence demarcation tool version 1.2 (SDTv 1.2) configured identify percentage 
more than 95%. The matrix of pairwise similarity scores and plot of pairwise similarity scores were 
recorded (C). 

 

2. การวิเคราะห์และการประมาณค่าความแตกต่างทางวิวัฒนาการ 
ผลกำรวิเครำะห์ pairwise sequence comparison  พบว่ำค่ำควำมแตกต่ำงเชิงวิวัฒนำกำรระหว่ำงสำยพันธุ์มีค่ำระหว่ำง 

0.0056-0.0985 ซึ่งมีควำมแตกต่ำงกันค่อนข้ำงสูง คิดเป็น 0.0929 โดยเช้ือรำ C. phormii ไอโซเลท CBS 102054 (accession 
number: XM_060585355.1) และ C. godetiae ไอโซเลท CBS 193.32 (accession number: XM_060570280.1) มีควำมแตกต่ำง
สูงที่สุด (ค่ำ pairwise identity น้อยกว่ำ 94 เปอร์เซ็นต์) ในขณะที่ เช้ือรำอีก 6 ไอโซเลท มีค่ำ pairwise identity มำกกว่ำ 97 
เปอร์เซ็นต์ (Table 1; Figure 1B)และเมื่อท ำกำรสร้ำงแผนผังวิวัฒนำกำรแบบ UPGMA พบว่ำให้ผลที่สอดคล้องกัน คือ เช้ือรำ  
C. phormii ไอโซเลท CBS 102054 และ C. godetiae ไอโซเลท CBS 193.32 แยกออกจำกเช้ือรำไอโซเลทอ่ืนอย่ำงชัดเจน โดยมีค่ำ
ควำมเช่ือมั่น (bootstrap value) เท่ำกับ 100.00 เปอร์เซ็นต์ และยังมีควำมแตกต่ำงในระหว่ำงกลุ่มเท่ำกับ 74.00 เปอร์เซ็นต์ ส ำหรับ
เช้ือรำไอโซเลทอื่นๆถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันโดยมีค่ำควำมเช่ือมั่นเท่ำกับ 88.00 เปอร์เซ็นต์ ยกเว้นเช้ือรำ C. scovillei ไอโซเลท TJNH1 
(accession number: XM_035474555.1) ท่ีแยกตัวออกจำกกลุ่มดังกล่ำว (ค่ำควำมเชื่อมั่นเท่ำกับ 100.00 เปอร์เซ็นต์) ตำมล ำดับ 
(Figure 1C) 
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วิจารณ์ผล 
จำกกำรศึกษำควำมแตกต่ำงของล ำดับนิวคลีโอไทด์  รวมถึงแผนผังวิวัฒนำกำรควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเช้ือรำ 

Colletotrichum ซึ่งเป็นเช้ือก่อให้เกิดโรคหลังกำรเก็บเกี่ยวกับพืชเศรษฐกิจหลำยชนิด ผลกำรทดลองพบว่ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
ของยีนบริเวณ Necrosis- and ethylene-inducing peptide (NLPs) ที่เกี่ยวข้องกับกำรเกิดโรคมีควำมแปรปรวนประมำณ 
0.0056-0.0985 ซึ่งถือว่ำมีควำมแปรปรวนค่อนข้ำงสูง โดยเฉพำะในเช้ือรำในสกุลดังกล่ำว ซึ่งมีควำมแปรปรวนทำงพันธุกรรมที่สูง
อยู่แล้ว (Bincader et al., 2022) ส ำหรับยีน NLPs เป็นยีนท่ีพบในสิ่งมีชีวิตจ ำพวกเช้ือรำและแบคทีเรียสำเหตุโรค โดยเฉพำะเชื้อ
รำใน Kingdom Straminipila และ Kingdom Fungi (Oome and Van den Ackerveken, 2014) กลไกกำรท ำงำนของยีน 
NLPs ส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับกำรกระตุ้นกำรตำยของเซลล์และกำรสังเครำะห์เอทิลีน โดยเฉพำะในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวหลำยชนิด 
(Lenarčič et al., 2017) ตัวกระตุ้นของยีน NLPs คำดว่ำเกิดจำก  Glycosylinositol phosphorylceramide (GIPC) และ
โครงสร้ำงของโปรตีนที่ผลิตโดยยีน NLPs ซึ่งใช้ส ำหรับกำรจับน้ ำตำลที่เปลี่ยนมำจำกแป้ง โดยเฉพำะในพืชผลที่มีกำรสุกแก่ 
(Lenarčič et al., 2017) กำรทรำบถึงควำมแปรปรวนของยีนดังกล่ำวอำจไม่สำมำรถประยุกต์ใช้ได้โดยตรงกับกำรจัดกำร  
หลังกำรเก็บเกี่ยว แต่ในทำงอ้อมสำมำรถอธิบำยถึงกำรเกิดโรคหลังกำรเก็บเกี่ยวโดยเฉพำะในเช้ือรำสกุล Colletotrichum ที่มี 
กำรเข้ำท ำลำยแบบแฝง ซึ่งหำกประยุกต์ใช้ร่วมกับกระบวนกำรเทคโนโลยีชีวภำพ  อำทิ กำรตรวจสอบสิ่งเร้ำจำกกระบวนกำร
เสื่อมสภำพของผลผลิตทำงกำรเกษตร (Deterioration pathway) ด้วยวิธี LAMP, real time PCR หรือ Transcriptome ก็อำจ
สำมำรถหำวิธีกำรลดกำรแสดงออกของยีน ซึ่งจะเป็นกำรป้องกันกำรแสดงออกของเช้ือที่เข้ำท ำลำยแฝง ซึ่งจะส่งผลต่อต้นทุน  
ในกำรบริหำรจัดกำรหลังกำรเก็บเกี่ยวท่ีลดลงได้ต่อไปในอนำคต 

 
ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณห้องปฏิบัติกำรโรคพืชวิทยำ สำขำวิชำพืชศำสตร์ คณะเทคโนโลยีกำรเกษตรและอุตสำหกรรมเกษตร และ
ห้องปฏิบัติกำรรำวิทยำ ภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร ก ำแพงแสน มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ วิทยำเขตก ำแพงแสน ที่เอื้อเฟื้อ  
ทุนวิจัย ข้อมูล และอุปกรณ์ส ำหรับกำรวิเครำะห์ในครั้งนี้ 

 
สรุป 

ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบริเวณ NLPs เกี่ยวข้องกับกำรเกิดโรคของเช้ือรำสกุล Colletotrichum ซึ่งสอดคล้องกับ 
ควำมแปรปรวนที่สูงทำงพันธุกรรมของเช้ือรำสกุลดังกล่ำว ซึ่งสำมำรถอธิบำยถึงกระบวนกำรเกิดโรคหลังกำรเก็บเกี่ยวและ 
กำรเข้ำท ำลำยแบบแฝงของเชื้อรำสกุลนี้ในพืชเศรษฐกิจท่ีส ำคัญหลำยชนิด 
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