
บทท่ี 1
บทนํา

จากการท่ีมีเชื้อราสาเหตุโรคหลายชนิดสามารถกอใหเกิดความเสียหายกับทุเรียนท้ังในสภาพแปลงปลูก
และหลังการเก็บเก่ียว ซึ่งเชื้อราบางชนิดเม่ือกอใหเกิดโรคในสภาพไรแลว มักทําใหผลผลิตเกิดการเนาเสียตามมา
ภายหลัง  จากรายงานของ Lim and Sangchote (2003) ท่ีไดรวบรวมโรคของทุเรียนและพบวาในสภาพแปลง
ปลูกมีโรคท่ีเกิดข้ึนทางใบมากมาย ไดแก โรคใบจุดสาหราย (algal leaf spot : Cephaleuros virescens)  โรค
เนาสีชมพู (pink disease : Erythricium salmonicolor) โรคใบไหม (Rhizoctonia leaf blight :
Rhizoctonia solani) โรคราดํา (sooty mold : Meliola durionis) โรคแอนแทรคโนส (anthracnose :
Colletotrichum gloeosporioides) และโรคใบจุด (Phomopsis leaf spot : Phomopsis durionis)
นอกจากนี้ ยังพบวาเชื้อรา Phytophthora palmivora ซึ่งเปน soilborne fungi และเปนสาเหตุโรครากและ
โคนเนาของทุเรียน ยังสามารถกอใหเกิดโรคทางใบโดยทําใหเกิดอาการใบไหม (leaf blight) ไดเชนเดียวกัน
สําหรับชนิดของเชื้อราท่ีเม่ือเขาทําลายและกอใหเกิดโรคท่ีใบแลวสามารถทําใหเกิดโรคกับผลทุเรียนได เชน
Colletotrichum gloeosporioides  Meliola durionis  Phytophthora palmivora และ Phomopsis
durionis (Lim and Sangchote, 2003) โดยเชื้อราบางชนิดทําใหผลเนาตั้งแตกอนเก็บเก่ียว และบางชนิดทําให
ปรากฏอาการเนาเม่ือเก็บเก่ียวผลผลิตแลว ถึงแมวาท่ีผานมา Phomopsis leaf spot จะเปนโรคท่ีนักวิชาการ
และเกษตรกรไมคอยใหความสนใจมากนัก  แตในปจจุบันกลับพบวาโรคดังกลาวมีการแพรกระจายเปนบริเวณ
กวาง  โดยเฉพาะในแหลงปลูกทุเรียนแถบภาคตะวันออกของประเทศไทย เชน จังหวัดจันทบุรีและตราด  โดยเชื้อ
ราสาเหตุโรคจะทําใหเกิดอาการเปนจุดแผลขนาดเล็กจํานวนมากกระจัดกระจายอยูท่ัวไปบนใบท่ีมีอายุคอนขางแก
ซึ่งอาการจุดแผลดังกลาวจะสงผลกระทบตอพืชในลักษณะรบกวนกระบวนการสังเคราะหแสง หรือกระบวนการเม
ตาบอลิซึมอ่ืนๆ ของพืชได (Hwang et al., 2006) อาการของโรคท่ีปรากฏบนใบนับไดวาเปนแหลงของเชื้อ
(source of inoculum) ท่ีมีความสําคัญมาก เนื่องจากเชื้อราสาเหตุโรคท่ีอยูบริเวณใบดังกลาวสามารถ
แพรกระจายไปสูบริเวณอ่ืนๆ และสวนของผล จึงทําใหเกิดอาการผลเนาภายหลังได ดังเชนท่ีพบในไมผล
หลายๆ ชนิด  ไดแก สตรอเบอรรี่ท่ีถูกเชื้อรา Phomopsis obscurans เขาทําลายท่ีใบและทําใหเกิดอาการใบไหม
ก็สงผลใหเกิดอาการผลเนาภายหลังการเก็บเก่ียวไดเชนเดียวกัน (Ellis and Nita, 2008) หรือเชื้อรา
Phomopsis sp. ท่ีเขาทําลายตนทอและเปนสาเหตุทําใหเกิดอาการก่ิงไหม  ก็มักทําใหเกิดอาการผลเนาท้ังกอน
และหลังการเก็บเก่ียวตามมาภายหลัง (Fenn, 2011) อยางไรก็ตาม การท่ีเชื้อราสาเหตุโรคดังกลาวจะสามารถ
เขาทําลายพืชและทําใหพืชแสดงอาการของโรคไดนั้น จําเปนจะตองมีองคประกอบท่ีสมบูรณท้ังในสวนของเชื้อ
สาเหตุโรคจะตองมีความรุนแรง  สภาพแวดลอมจะตองมีความเหมาะสมตอการเจริญและพัฒนาการของเชื้อ และ
พืชอาศัยจะตองมีความเขากันไดกับเชื้อสาเหตุ  ดังนั้น ในงานวิจัยนี้ จึงไดทําการคัดเลือกไอโซเลทของเชื้อราท่ี
สามารถกอโรคใบจุดบนตนกลาทุเรียนพันธุหมอนทอง และศึกษาการมีระยะเขาทําลายแฝงของเชื้อราสาเหตุโรค
รวมถึงศึกษาปจจัยท่ีมีตอการเจริญและการสรางสปอรของเชื้อรา Phomopsis spp. เพ่ือจะเปนประโยชนตอ
การศึกษาหาพันธุตานทาน และหาแนวทางในการจัดการโรคอยางมีประสิทธิภาพในลําดับตอไป
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บทท่ี 2
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ

เชื้อรา Phomopsis spp. สามารถเขาทําลายทุเรียนและกอใหเกิดโรคใบจุดตั้งแตระยะตนกลา โดย
อาการแผลท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะเปนจุดตายสีน้าํตาล (necrotic spots) รูปรางกลม แผลมีขนาดเสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 1 มม. ขอบแผลมีสีเขมและปรากฏวงสีเหลืองลอมรอบ (halos)  บริเวณกลางแผลมักพบเชื้อราสราง
pycnidium ซึ่งเปนอวัยวะหอหุมสปอร และสามารถมองเห็นเปนจุดสีดําเล็กๆ ขนาดเทาปลายเข็ม  เชื้อรา
Phomopsis spp. สรางสปอรได 2 ชนิด คือ สปอรชนิดแอลฟา (α-conidia) และชนิดเบตา (β-conidia) โดย
สปอรชนิดแรกมีรูปรางรีถึงรูปไข ใสไมมีสี สวนสปอรชนิดเบตามีลักษณะโคงเรียวยาว ใสไมมีสีถึงสีน้ําตาลออน
(Lim and Sangchote, 2003) สปอรท้ังสองชนิดถูกสรางข้ึนมาและมีสารเมือกหอหุมอยูภายใน pycnidium
และพบวาเฉพาะสปอรชนิดแอลฟาเทานั้นท่ีรายงานวาสามารถงอกและกอใหเกิดโรคกับพืชได (Sergeeva et
al., 2003) นอกจากทุเรียนแลว เชื้อรา Phomopsis ยังสามารถเขาทําลายและกอใหเกิดโรคกับพืชชนิดอ่ืนๆ
อีกหลายชนิด ไดแก เปนสาเหตุโรคแคงเกอรของทานตะวัน (Diaporthe helianthi teleomorph) โรค
black line ของตนเอลม (Phomopsis oblonga anamorph; Diaporthe eres teleomorp) โรคลําตนไหม
ฝกเนา และเมล็ดเนาของถ่ัวเหลือง (members of the Diaporthe-Phomopsis complex) โรคไหมของพืช
ตระกูลสน (Phomopsis juniperovora) โรคผลเนาของมะละกอ (Phomopsis sp.) และโรคใบจุดและเครือ
ไหมขององุน (Phomopsis viticola) (Brayford, 1990b; Nishijima, 1993; Alabama Cooperative
Extension System, 2004; Nita et al., 2007; Debaeke and Estragnat, 2009; Soto-Arias Munkvold,
2011) ซึ่งเชื้อรา Phomopsis บางชนิดเม่ือเขาทําลายพืชจะมีการสรางสารพิษรวมดวย ดังเชนท่ีพบในเชื้อรา
P. helianthi ท่ีเขาทําลายตนทานตะวัน พบวามีการผลิตสารพิษ phomozin ซึ่งทําใหเกิดการตายของเซลล
พืชข้ึน (Mazars et al., 1991)

อยางไรก็ตาม การเขาทําลายของเชื้อรา Phomopsis แตละชนิด มักมีความเฉพาะเจาะจงตอพืช
อาศัย และมีความตองการสภาพแวดลอมในการงอกหรือติดเชื้อบนพืชแตละชนิดแตกตางกัน ดังจากการศึกษา
ของ Ortiz-Ribbing and Williams (2006) รายงานวา สปอรของเชื้อรา P. amaranthicola สามารถงอกและ
สราง germ tube บนใบวัชพืชใน genus Amaranthus ท้ัง 7 species ไดแตกตางกันท้ังท่ีบมใน 2 ระดับ
อุณหภูมิคือ 21 และ 28ºซ ซึ่งสงผลใหมีความสามารถในการกอโรคแตกตางกัน นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อรา P.
amaranthicola ดังกลาวยังตองการระยะเวลาในการงอกและทําใหเนื้อเยื่อพืชเกิดการติดเชื้อในบาง species
ของวัชพืช Amaranthus ยาวนานถึง 15-24 ชั่วโมง (Wyss and Charudattan, 2000) แตในกรณีของเชื้อรา
P. convolvulus Ormeno ตองการระยะเวลาเปยกใบ 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 20-30ºซ จึงจะทําใหวัชพืช
Convolvulus arvensis L. เกิดโรครุนแรงได (Ormeno-Nuez et al., 1988)

โดยท่ัวไปแลว เชื้อรา Phomopsis มีความแปรปรวนคอนขางสูงโดยเฉพาะทางดานลักษณะสัณฐานวิทยา
Brayford (1990a) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis ท่ีแยกไดจากตนเอลมในประเทศอังกฤษและอิตาลี่ถูกแบงเปน
2 กลุมคือ กลุมแรกสราง pycnidium และสปอรเปนจํานวนมากบนอาหารเลี้ยงเชื้อ สวนอีกกลุมไมสรางบน
อาหารแตสรางบนก่ิงเอลมท่ีฆาเชื้อแลว ซึ่งท้ัง 2 กลุมมีความแตกตางทางดานลักษณะการเจริญของเสนใย และสี
ของโคโลนี รวมถึงลักษณะ mating type ในระยะสืบพันธุแบบอาศัยเพศ  นอกจากนั้น มีรายงานวาเชื้อรา
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Phomopsis บาง species ท่ีมีคุณลักษณะเปน endophytes ไดถูกนํามาศึกษาหาสารออกฤทธิ์เพ่ือตอตาน
เชื้อจุลินทรียสาเหตุโรคในพืชและในคน (Rukachaisirikul et al., 2008; Adelin et al., 2011)
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บทท่ี 3
วิธีวิจัย

1. เก็บตัวอยางและแยกเช้ือราสาเหตุโรค
เก็บตัวอยางใบทุเรียนพันธุหมอนทองท่ีแสดงอาการโรคใบจุดซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อรา Phomopsis spp.

จากแหลงปลูก 2 พ้ืนท่ี ไดแก อําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรี และอําเภอเขาสมิง จังหวัดตราด  จากนั้นทําการแยก
เชื้อราสาเหตุโรคพืชโดยวิธี tissue transplanting บนอาหารเลี้ยงเชื้อ half potato dextrose agar (half PDA
ประกอบดวย มันฝรั่ง 100 กรัม dextrose 10 กรัม  วุน 15 กรัม ตอน้ํา 1 ลิตร) เพ่ือใหไดเชื้อบริสุทธิ์ไวสําหรับ
ศึกษาในข้ันตอนตอไป

2. การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือรา Phomopsis spp. ท่ีเปนสาเหตุโรคใบจุดบนตนกลา
ทุเรียนพันธุหมอนทอง

2.1 ทดสอบการเกิดโรคโดยวิธี detached leaf
ตัดใบทุเรียนออกจากตนกลา เลือกใบท่ีมีอายุ 10 วันหลังใบคลี่ ปลูกเชื้อโดยหยดสารแขวนลอยสปอร

(spore suspension) ของเชื้อรา Phomopsis spp. จากแตละไอโซเลท ความเขมขน 105 สปอรตอ มล. ลงบน
ใบท่ีผานการทําแผล บมในกลองพลาสติกชื้นท่ีอุณหภูมิหอง (28-32ºซ) เปนเวลา 7 วัน สังเกตลักษณะแผลท่ี
เกิดข้ึน

2.2 ทดสอบการเกิดโรคบนตนกลา
เลือกระยะใบท่ีมีอายุ 10 วันหลังใบคลี่ หยดสารแขวนลอยสปอรของเชื้อราตามความเขมขนขางตนลงบน

หลังใบท่ีผานการทําแผล บมใบท่ีถูกปลูกเชื้อดวยถุงพลาสติกชื้นเปนเวลา 48 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิในสภาพโรงเรือน
แบบเปด (30-40ºซ) โดยสภาพดังกลาวทําการติดตั้งเครื่องมือ data logger เพ่ือบันทึกอุณหภูมิอากาศและ
ความชื้นสัมพัทธ สังเกตระยะเวลาท่ีเริม่ปรากฏอาการของโรค

3. ศึกษาการมีระยะเขาทําลายแฝง (latent infection) ของเช้ือรา Phomopsis spp.
เชื้อราท่ีมีระยะเขาทําลายแฝง หมายถึง เชื้อราท่ีทําใหเนื้อเยื่อพืชเกิดการติดเชื้อแลวมีการเจริญลุกลาม

ภายในเนื้อเยื่อพืช แตยังไมแสดงอาการของโรคใหเห็น จนกระท่ังเนื้อเยื่อพืชเขาสูระยะแก หรือคอนขางแก ซึ่ง
เปอรเซ็นตการติดเชื้อท่ีตรวจพบในระยะแฝง จะมีความสัมพันธกับการปรากฏอาการของโรคในเวลาตอมา (Lou
and Michailides, 2003)

3.1 ศึกษาการเขาทําลายแฝงของเช้ือราบนตนกลา
ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคบนตนกลาทุเรียนโดยพนสารแขวนลอยสปอรลงบนใบท่ีมีอายุ 10 วันหลังใบคลี่ บม

ใบในถุงพลาสติกชื้นเปนเวลา 48 ชั่วโมง และทําการแยกเชื้อโดยวิธี tissue transplanting หลังจากปลูกเชื้อทุกๆ
1 สัปดาห โดยตัดเนื้อเยื่อใบเปนชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 2x2 ตร. มม. ฆาเชื้อท่ีผิวรอบนอกดวย 10% Clorox ลางดวย
น้ํากลั่นฆาเชื้อ 2 ครั้ง ผึ่งใหแหงในตูปลอดเชื้อ จากนั้นยายชิ้นสวนพืชวางลงบนอาหาร half PDA จํานวน 10 ชิ้น
ตอจานเลี้ยงเชื้อ บมจานเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน บันทึกเปอรเซ็นตการติดเชื้อของเชื้อราบน
เนื้อเยื่อพืช
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3.2 ศึกษาการเขาทําลายแฝงของเช้ือราในสภาพพื้นท่ีจริง
ศึกษาแหลงของเชื้อ (source of inoculum) ในสวนตางๆ ของตนทุเรียน ไดแก ใบ ดอก และผลออนท่ี

ไมปรากฏอาการของโรคในแปลงปลูกทุเรียนพันธุหมอนทอง และพันธุอ่ืนๆ ไดแก พวงมณี จากท้ัง 2 แหลงปลูก
โดยเก็บใบท่ีมีอายุตางกัน 3 ระยะ ไดแก ใบออน ใบเพสลาด และใบแก และดอกในระยะตางๆ รวมถึงผลออนมา
แยกเชื้อโดยวิธี tissue transplanting เพ่ือหาเปอรเซ็นตการติดเชื้อของเชื้อรา Phomopsis spp. วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จํานวน 3 ซ้ํา โดยศึกษาความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการติดเชื้อกับขอมูลสภาพภูมิอากาศ
จากสถานตีรวจวัดอากาศบริเวณใกลเคียงแหลงปลูก

3.3 ศึกษาปจจัยภายในเนื้อเย่ือพืชท่ีมีผลตอการเขาทําลายแฝงของเช้ือ
จากทฤษฎีของ Prusky (1996) กลาววาเชื้อราท่ีมีลักษณะการเขาทําลายแฝง  เนื่องจากเก่ียวของกับ

ทฤษฎี 4 ขอดังนี้ 1) ขาดสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับเชื้อราท่ีใชในการเจริญเติบโต 2) ขาดการชักนําใหเชื้อราสราง
ปจจัยในการกอโรค 3) สารประกอบท่ีมีอยูแลวในพืชขัดขวางการเจริญของเชื้อรา  และ 4) สารประกอบท่ีถูกชัก
นําใหสรางข้ึนใหมในพืชขัดขวางการเจริญของเชื้อรา  ดังนั้นในการทดลองนี้จึงตองการศึกษาทฤษฎีในขอ 3) โดย
เก็บตัวอยางใบทุเรียนพันธุหมอนทองท่ีปราศจากอาการของโรค  มาสกัดดวยตัวทําละลาย methanol และ
dichloromethane กรองเอาเฉพาะสารละลาย  และเพ่ิมความเขมขนของสารละลายดวยเครื่อง rotary
evaporator (Buchi, Rotavapor R110) จะไดเปนสารสกัดหยาบ (crude extract) โดยดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Chirawut (2005) จากนั้นนําสารสกัดหยาบมาทดสอบการมีคุณสมบัติยับยั้งการงอกของสปอรของเชื้อรา
Phomopsis spp. 2 วิธีการ ดังนี้

3.3.1 ทดสอบการยับยั้งการงอกบนแผน thin layer chromatography (TLC)
หยดสารสกัดหยาบบนแผน TLC นําไป develop ดวย running solvent

(dichloromethane : methanol 98 : 2 v/v) ประมาณ 1 ชั่วโมง  ผึ่งแผน TLC ใหแหง  จากนั้นเตรียมสาร
แขวนลอยสปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. ในอาหารเหลว half potato dextrose broth พนสารแขวนลอย
สปอรดังกลาวบนแผน TLC ดวย airbrush (BADGER AIR-BRUSH™, U.S.A.) บมแผน TLC ไวในกลองพลาสติก
ชื้น เปนเวลา 3 วันเพ่ือใหเชื้อราเจริญเติบโต โดยทําการทดลองตามวิธีการของ Chirawut (2005) สังเกตการ
ปรากฏของแถบยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (inhibition zone หรือ clear zone) และวัดคา retention factor
(Rf) ของสารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อนั้น เปรียบเทียบกับ Rf ของ inhibition zone ของเชื้อรา
Cladosporium oxysporum ซึ่งเปนเชื้อราท่ีสรางสปอรสีเขม และจะทําให inhibition zone ท่ีปรากฏบนแผน
TLC เดนชัดมากกวาท่ีพนดวยสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. ซึ่งสปอรใสไมมีสี

3.3.2 ทดสอบการยับยั้งการงอกบนอาหาร water agar (WA)
หยดสารแขวนลอยสปอรของเชื้อราลงบนจานอาหาร WA ท่ีเขมขน 105 สปอรตอ มล. ปริมาตร

20 ไมโครลิตร และหยดสารสกัดหยาบใบทุเรียน ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรตามลงไป ใชแทงเก่ียวสามเหลี่ยมเกลี่ย
สปอรใหกระจายท่ัวจานเลี้ยงเชื้อ บมไวเปนเวลา 10 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิหอง  บันทึกเปอรเซ็นตการงอกและความ
ยาว germ tube ของสปอร
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4. ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือรา Phomopsis spp.
เชื้อรา Phomopsis spp. เปนเชื้อราท่ีมีการเจริญเติบโตคอนขางเร็ว (ยกเวนบางไอโซเลท) แต

ใชระยะเวลาคอนขางนานในการสรางสปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (หนึ่งเดือนข้ึนไป) และปริมาณสปอรท่ีไดไม
เพียงพอตอการนําไปใชศึกษา จึงไดนําอาหารตางชนิดกันมาเพ่ือทดสอบการเจริญและการสรางสปอรของเชื้อรา
ดังกลาว

4.1 ศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใย
เลี้ยงขยายปริมาณเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ half PDA ตัดสวนรอบนอกโคโลนีดวย cork

borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 ซม. ยายเชื้อรามาเลี้ยงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อตางกัน 4 ชนิด ไดแก half PDA
carrot agar (CA) potato carrot agar (PCA) และ durian leaf extract agar (DLA) เปรียบเทียบการเจริญ
ของเสนใยของเชื้อราท่ีบมในสภาพแตกตางกัน 2 สภาพ ไดแก อุณหภมิูหอง (28-32ºซ) และตูควบคุมอุณหภูมิท่ี
25ºซ แสงสวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง  บันทึกอัตราการเจริญของเชื้อรา เปนเวลา 5 วัน

4.2 ศึกษาการสรางสปอรของเช้ือรา
4.2.1 การสรางสปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
หลังจากวัดการเจริญของเสนใยของเชื้อแลว บมเชื้อตอไปเรื่อยๆ จนกระท่ังเริ่มมีการ

สราง pycnidium บนผิวหนาอาหาร บันทึกระยะเวลาท่ีเชื้อราเริ่มสราง และความหนาแนนของการสราง
4.2.2 การสรางสปอรบนเนื้อเยื่อพืช
วางชิ้นสวนของใบทุเรียนท่ีถูกตัดเปนชิ้นสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาดพ้ืนท่ี 1 ตร.ซม. ซึ่งผานการ

ฆาเชื้อแลวลงไปบนผิวหนาอาหาร จํานวน 6 ชิ้นตอจานเลี้ยงเชื้อ โดยแตละชิ้นมีระยะหางเทากัน บมจานเลี้ยงเชื้อ
ท่ีอุณหภูมิหอง และตูควบคุมอุณหภูมิ 25ºซ แสงสวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง เปนเวลา 10 วัน บันทึกระยะเวลาท่ี
เริ่มมีการสราง pycnidium เปรียบเทียบกับการสรางบนอาหารสังเคราะหโดยตรง วางแผนการทดลองแบบ CRD
จํานวน 3 ซ้ํา

4.2.3 วัดขนาดสปอรของเชื้อรา
เตรียมสารแขวนลอยสปอรในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อใหไดความเขมขน 105 สปอรตอ มล. สุม

วัดขนาดสปอรจํานวน 400 สปอร เปรียบเทียบขนาดสปอรเฉลี่ยในแตละไอโซเลท วางแผนการทดลองแบบ CRD
จํานวน 3 ซ้ํา

4.3 ศึกษาการงอกของสปอรของเช้ือรา Phomopsis spp.
4.3.1 ศึกษาการงอกของสปอรบนอาหาร water agar (WA)
ดูดสารแขวนลอยสปอร (ความเขมขน 105 สปอรตอ มล.) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร

เกลี่ยสปอรใหท่ัวผิวหนาอาหารดวยแทงแกวสามเหลี่ยม บมเชื้อไวท่ีอุณหภูมิหอง บันทึกการงอกของสปอรเปน
เวลา 6  8  10 และ 12 ชั่วโมง ตรวจนับปริมาณการงอกของสปอรในแตละไอโซเลท และวัดความยาวของ
germ tube โดยสุมนับจาก 400 สปอร

4.3.2 ศึกษาการงอกของสปอรบนใบทุเรียน
ตัดใบทุเรียน (อายุ 10 วันหลงัใบคลี่) พันธุหมอนทอง และพวงมณีมาวางลงในกลองชื้น

พนสารแขวนลอยสปอรลงหลังใบใหไดความหนาแนนของสปอร 105 สปอรตอ ตร.มม. (เทียบคาจากการพนสปอร
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ลงบน heamacytometer) บมใบทุเรียนเปนเวลา 6  8 10 และ 12 ชั่วโมง ตรวจนับปริมาณการงอกของสปอร
และวัดความยาวของ germ tube เปรียบเทียบกับการงอกบนอาหาร WA
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บทท่ี 4
ผลการวิจัยและวิจารณ

1. เก็บตัวอยางและแยกเช้ือราสาเหตุโรค
จากการสังเกตลักษณะอาการเกิดโรคใบจุดท่ีมีสาเหตุจากเชื้อรา Phomopsis spp. บนใบทุเรียนพันธุ

หมอนทองจากพ้ืนท่ีปลูกท้ังสองแหลง คือ อําเภอเขาสมิง จังหวัดตราด และอําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรี เปน
เวลา 2 ปท่ีผานมา (ระหวางป 2554-2555)  พบวามีขอสังเกตท่ีนาสนใจท้ังลักษณะอาการของโรคท่ีปรากฏ และ
ลักษณะโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรค ดังตอไปนี้

1.1 ลักษณะอาการใบจุดมีความหลากหลาย
จากการสํารวจลักษณะอาการของโรคใบจุดในสวนทุเรียนท้ังสองแหลงปลูก พบลักษณะอาการจุดขนาด

เล็กสีน้ําตาลแดงถึงแดงเขม ขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 1 มม. มีวงแหวน (halos) สีเหลืองลอมรอบแผล
กระจัดกระจายอยูท่ัวไปบนใบแก (ภาพท่ี 1) ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Lim and Sangchote (2003) ท่ี
กลาววา แผลท่ีปรากฏบนใบทุเรียนพันธุหมอนทองมีลักษณะเปนจุดตายสีน้ําตาล (necrotic spot) รูปรางกลม
ขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางแผลประมาณ 1 มม. ขอบแผลมีสีเขมและปรากฏวงสีเหลืองลอมรอบ (halos) และมัก
พบลักษณะอาการเหลานี้บนใบแก แตอยางไรก็ตาม จากการสํารวจลักษณะอาการใบจุดในชวงหลัง กลับพบ
อาการของโรคท่ีปรากฏลักษณะแตกตางกันออกไป กลาวคือ อาการแผลจุดมีขนาดใหญข้ึน โดยมีขนาด
เสนผาศูนยกลางตั้งแต 2-10 มม. รูปรางคอนขางกลม กลางแผลมีสีเทา ขอบแผลหนามีสีน้ําตาลแดงเขม และมีวง
แหวนสีเหลืองลอมรอบแผล บางครั้งสามารถมองเห็น fruiting body (pycnidium) สีดํา ขนาดเทาปลายเข็ม ฝง
อยูในเนื้อเยื่อพืชกระจัดกระจายอยูบริเวณกลางแผล (ภาพท่ี 2) ซึ่งลักษณะอาการดังกลาวสวนมากมักพบไดจาก
แหลงปลูกท่ีจังหวัดจันทบุรี นอกจากนี้ ยังสังเกตเห็นอาการแผลจุดปรากฏอยูในระยะใบออนและใบเพสลาด โดย
แผลดังกลาวมีสีน้ําตาลเขม และมีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบ โดยจํานวนแผลจุดบนใบออนจะพบเพียง 1-3 จุดตอ
ใบเทานั้น (ภาพท่ี 3) ซึ่งอาการแผลจุดท้ังบนใบออนและใบเพสลาดนั้นสามารถสังเกตเห็นไดท่ัวไปแตยังไมมากนัก
จากท้ังสองแหลงปลูก

ภาพท่ี 1 ลักษณะอาการแผลจุดท่ีมีสาเหตุจากเชื้อรา Phomopsis spp. บนใบทุเรียนพันธุหมอนทอง แผลมี
ขนาดเล็กสีน้ําตาลเขม มีวงแหวน (halos) สีเหลืองลอมรอบ และเกิดกระจัดกระจายท่ัวไปในระยะใบแก
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ภาพท่ี 2 ลักษณะอาการแผลจุดขนาดใหญบนใบทุเรียนพันธุหมอนทองในระยะใบแกท่ีเกิดตามธรรมชาติ
(เสนผาศูนยกลางแผล 2-10 มม.) ขอบแผลหนาสีน้ําตาลแดงเขม กลางแผลมีสีเทา และมีวงแหวนสีเหลือง
ลอมรอบ

ภาพท่ี 3 (ซาย) ลักษณะอาการแผลจุดขนาดเล็กสีน้ําตาลเขม มีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบในระยะใบออน
(ขวา) ลักษณะอาการแผลจุดในระยะใบเพสลาดของทุเรียนพันธุหมอนทองท่ีเกิดตามธรรมชาติ

นอกจากจะพบอาการใบจุดท่ีเกิดจากเชื้อรา Phomopsis spp. ในตนทุเรียนท่ีโตเต็มท่ีแลว  ยังสามารถ
พบอาการดังกลาวบนตนกลาท่ีกําลังรอการจําหนายไดอีกดวย โดยจะพบลักษณะอาการแผลจุดขนาดเล็กสีน้ําตาล
แดงเขม มีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบแผล ซึ่งโดยท่ัวไปมักมีขนาดเสนผาศูนยกลางแผลไมเกิน 1 มม. (ภาพท่ี 4)
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ภาพท่ี 4 (ซาย) ตนกลาทุเรียนพันธุหมอนทองท่ีไดจากการเสียบตายอดและตาขางในระยะรอจําหนาย
(ขวา) อาการใบจุดสาเหตุจากเชื้อรา Phomopsis spp. ในระยะตนกลาทุเรียนพันธุหมอนทองท่ีเกิดตาม

ธรรมชาติ

1.2 ลักษณะสีโคโลนีของเช้ือราสาเหตุโรคมีความหลากหลาย
จากการแยกเชื้อรา Phomopsis spp. โดยตัดเนื้อเยื่อใบทุเรียนจากอาการแผลจุดขนาดเล็ก ตามลักษณะ

อาการในภาพท่ี 1 โดยวิธี tissue transplanting บนอาหาร half PDA บมเนื้อเยื่อพืชเปนเวลา 5 วัน พบวาจาก
ทุกแผลมีการเจริญของเชื้อรา Phomopsis spp. ออกมาเสมอ  แตมีขอท่ีนาสังเกตคือ ในบางแผลถึงแมจะเปน
แผลเดียวกันแตจะมีการเจริญของเชื้อราซึ่งใหสีของโคโลนีท่ีมีความแตกตางกันออกไป ดังเชน พบท้ังโคโลนีสีเทา
ออน โคโลนีสีเทาเขม หรือโคโลนีสีน้ําตาลอมเขียว เปนตน (ภาพท่ี 5)  นอกจากนั้น เม่ือทําการแยกเชื้อจากจุด
แผลท่ีมีขนาดใหญ ตามลักษณะอาการในภาพท่ี 2 ก็ยังคงไดเชื้อราท่ีมีสีโคโลนีแตกตางกันในการแยกจากหนึ่งแผล
เชนเดียวกัน (ภาพท่ี 5)  และเนื่องจากเชื้อรา Phomopsis spp. มีความแปรปรวนทางดานลักษณะสีของโคโลนี
ดังท่ีไดกลาวมาแลว จึงไดแบงเชื้อราออกเปนไอโซเลทตางๆ ตามกลุมสีท่ีปรากฏในครั้งแรกท่ีทําการแยกเชื้อได ซึ่ง
พบวาเชื้อราท่ีแยกไดจากจังหวัดตราดมีความแปรปรวนของสีโคโลนีมากกวาเชื้อราท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรี
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ภาพท่ี 5 (ซาย) เชื้อรา Phomopsis spp. ท่ีแยกไดจากแผลจุดขนาดเล็ก และโคโลนีของเชื้อราท่ีมีสีตางกันเจริญ
ออกมาจากแผลเดียวกัน และ (ขวา) เชื้อราท่ีแยกไดจากแผลจุดขนาดใหญเจริญอยูบนอาหาร half PDA ท่ีอายุ 5
วันท่ีบมในอุณหภูมิหอง (28-32ºซ)

เช้ือรา Phomopsis spp. ท่ีแยกไดจากจังหวัดตราด

เชื้อราท่ีแยกไดจากจังหวัดตราดถูกแบงออกเปน 11 ไอโซเลทตามกลุมของสโีคโลนีท่ีตางกัน
(ภาพท่ี 6) ไดแก

ไอโซเลท TP01-1  TP01-2  TP01-3  TP01-4  TP01-5 จัดอยูในกลุมโคโลนีสีน้ําตาล
สีน้ําตาลอมเขียว  สีเทาปนน้ําตาล

ไอโซเลท TP02-1  TP02-2  TP02-3  TP02-4 จัดอยูในกลุมโคโลนีสีเทาหรือขาว
ไอโซเลท TP03-1  TP03-2 จัดอยูในกลุมโคโลนีสีเหลือง หรือสีสม
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ภาพท่ี 6 ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา Phomopsis spp. จํานวน 11 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากอาการใบจุดของทุเรียน
พันธุหมอนทอง ในแหลงปลูกอําเภอเขาสมิง จังหวัดตราด : ไอโซเลท TP01-1 (1), TP01-2 (2), TP01-3 (3),
TP01-4 (4), TP01-5 (5), TP02-1 (6), TP02-2 (7), TP02-3 (8), TP02-4 (9), TP03-1 (10) และ TP03-2 (11)

1 2 3

4 5 6

987

10 11
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เช้ือรา Phomopsis spp. ท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรี

เชื้อราท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรีมีความแปรปรวนในลักษณะสีของโคโลนีคอนขางนอย
จึงแบงออกเปน 4 ไอโซเลท (ภาพท่ี 7) ไดแก

ไอโซเลท C10  C11  C12 โคโลนีสีเทาปนน้ําตาล
ไอโซเลท C13 โคโลนีสีขาว

ภาพท่ี 7 ลักษณะโคโลนีของเชื้อรา Phomopsis spp. จํานวน 4 ไอโซเลท ท่ีแยกไดจากอาการใบจุดของทุเรียน
พันธุหมอนทองในแหลงปลูก อําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรี : ไอโซเลท C10 (1), C11 (2), C12 (3) และ C13 (4)

อยางไรก็ตาม นอกจากสีโคโลนีท่ีมีความแตกตางกันแลว ลักษณะของเสนใยท่ีเจริญบนผิวหนาอาหารก็มี
ความแตกตางกันในบางไอโซเลท กลาวคือ บางไอโซเลทมีเสนใยละเอียดและมีการเจริญเรียบไปกับผิวหนาอาหาร
แตบางไอโซเลทมีเสนใยคอนขางหยาบทําใหโคโลนีมีผิวหนาขรุขระ เหลานี้เปนตน ซึ่งสอดคลองกับการรายงาน
ของ Brayford (1990) วาเชื้อรา Phomopsis spp. ท่ีแยกไดจากตางแหลงปลูกไดถูกแบงเปนกลุมๆ ตามความ
ตางกันของเสนใย สีโคโลนี และ mating type รวมท้ัง Islam et al. (2010) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis
vexans จํานวน 44 ไอโซเลทท่ีแยกไดจากมะเขือ สามารถแบงเปน 5 กลุมแตกตางกัน ตามการปรากฏของแถบ
DNA โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR)

1

3 4

2
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2. การทดสอบการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือรา Phomopsis spp. ท่ีเปนสาเหตุโรคใบจุดบนตนกลา
ทุเรียนพันธุหมอนทอง

2.1 ทดสอบการเกิดโรคโดยวิธี detached leaf
หลังจากปลูกเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลทตางๆ ท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรี ลงบนใบทุเรียนพันธุ

หมอนทองท่ีตัดออกมาจากตน โดยใชเข็มเข่ียเชื้อทําแผลบนใบทุเรียนกอน จํานวน 1 แผล แลวคอยวางชิ้นวุนท่ีมี
เชื้อรา Phomopsis spp. ขนาดเสนผาศูนยกลาง 5 มม. ลงไป คว่ําดานท่ีมีเชื้อราลงไปทับบนแผล แลวบมใน
กลองพลาสติกชื้นเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นคอยๆ เปดฝากลองเพ่ือระบายความชื้นออกมาทีละนอยในแตละวัน
เพ่ือปองกันไมใหใบทุเรียนเนา ผลปรากฏวา ไอโซเลท C13 เริ่มสังเกตเห็นอาการบนใบตั้งแตวันท่ี 3 หลังจากปลูก
เชื้อ โดยอาการเริ่มแรกจะมีลักษณะคลายจุดช้ําน้ํา ตอมาแผลสีน้ําตาลจะคอยๆ ขยายลามออกไปเปนบริเวณกวาง
(ภาพท่ี 8)  ในขณะท่ีไอโซเลท C12 ไมทําใหเกิดลักษณะอาการดังกลาว หากจะพบแตการเจริญของเสนใยบริเวณ
แผลเทานั้น (ภาพท่ี 9) สําหรับการปลูกเชื้อราไอโซเลท C10 และ C11 พบวาเกิดแผลสีน้ําตาลเล็กนอย สวนการ
ปลูกเชื้อจากไอโซเลทจังหวัดตราด มีบางไอโซเลทเทานั้นท่ีกอใหเกิดแผลสีน้ําตาล แตรุนแรงนอยกวา ซึ่ง
Rawnsley and Wicks (2002) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis viticola ซึ่งเปนสาเหตุโรคใบและลําตนจุดของ
องุนมีบางไอโซเลทเทานัน้ท่ีกอใหเกิดโรค โดยจัดใหเปน Phomopsis type 2 ซึ่งมีความจําเปนท่ีจะตองไดรับการ
ฉีดพนสารเคมีในการปองกันกําจัด สวน type 1 ถึงแมจะพบวามีการติดเชื้อก็ไมไดกอใหเกิดความเสียหายแตอยาง
ใด

นอกจากวิธีการปลูกเชื้อโดยใชชิ้นวุนตามวิธีท่ีกลาวมาแลวขางตนนั้น ยังไดทดลองปลูกเชื้อโดยวิธีหยด
สารแขวนลอยสปอรของเชื้อราลงบนแผล ซึ่งไดทดลองโดยใชเชื้อราไอโซเลท C10 พบวาทําใหเกิดลักษณะอาการ
แผลช้ําน้ําสีน้ําตาลไดเชนเดียวกับการปลูกเชื้อโดยวิธีใชชิ้นวุน แตรุนแรงมากกวา (ภาพท่ี 10) และไดทําการแยก
เชื้อกลับ (re-isolation) จากอาการแผลช้ําน้ําดังกลาว เพ่ือยืนยันวายังคงเปนไอโซเลท C10 หรือไม พบวา เชื้อรา
Phomopsis spp. ท่ีแยกไดยังคงใหลักษณะโคโลนีสีเขียวอมเทา เหมือนกับโคโลนีแรกเริ่มในไอโซเลท C10 ท่ีใช
ปลูกเชื้อ (ภาพท่ี 11)

ภาพท่ี 8 วิธีการปลูกเชื้อรา Phomopsis sp. ลงบนใบทุเรียนพันธุหมอนทองโดยวิธีทําแผลและปลูกเชื้อโดยใชชิ้น
วุน

(บน)  ลักษณะอาการจากการปลูกเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C13 ท่ีอายุ 5 วัน
(ลาง)  ลักษณะอาการจากการปลูกเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C13 ท่ีอายุ 7 วัน
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ภาพท่ี 9 ปลูกเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C12 เปนเวลา 11 วัน โดยใชชิ้นวุนวางบนแผลจะพบวาไมทําให
เกิดลักษณะอาการแผลสีน้ําตาล จะพบเพียงการเจริญของเสนใยท่ีปกคลุมบนแผล

ภาพท่ี 10 ลักษณะอาการแผลช้ําน้ําสีน้ําตาลหลังจากปลูกเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 บนใบทุเรียน
พันธุหมอนทองดวยการหยดสารแขวนลอยสปอรลงบนแผล เปนเวลา 7 วัน

(บน) เกิดแผลสีน้ําตาล มีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบบนใบในระยะเพสลาด
(ลาง) เกิดแผลสีน้ําตาล ไมมีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบบนใบในระยะใบออน
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ภาพท่ี 11 เชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 ไดจากการแยกเชื้อกลับ (re-isolation) จากอาการแผลช้ําน้ํา
สีน้ําตาลบนใบทุเรียนพันธุหมอนทอง หลังจากปลูกเชื้อเปนเวลา 7 วัน

2.2 ทดสอบการเกิดโรคบนตนกลา
จากการนําเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลทท่ีแยกไดจากจังหวัดตราด และจันทบุรีมาทดสอบการเกิด

โรคบนตนกลาทุเรียนพันธุหมอนทองโดยวิธีพนสารแขวนลอยสปอร (105 สปอรตอ มล.) ลงบนใบ พบวาไมแสดง
อาการใบจุดแตอยางใด หากแตเม่ือทําการแยกเชื้อกลับ (re-isolation) จากใบท่ีถูกปลูกเชื้อดังกลาว พบวา
เนื้อเยื่อพืชเกิดการติดเชื้อเรียบรอยแลว โดยยืนยันไดจากพบการเขาทําลายมากกวา 60% (ภาพท่ี 12)

และเม่ือตัดเนื้อเยื่อใบทุเรียนท่ีติดเชื้อเพ่ือนําไปสกัดสีของคลอโรฟลลออก (decolorization) ใน
สารละลาย phenol : glycerin : lactic acid : H2O : ethyl alcohol (1:1:1:1:8 v/v) เพ่ือใหเนื้อเยื่อพืชใส ตาม
วิธีการของ Yonghong and Guest (2011) พบวา สปอรมีการงอก germ tube และพัฒนาเปนเสนใยเจริญ
ภายในเนื้อเยื่อนั้น (ภาพท่ี 13)

ภาพท่ี 12 เปอรเซ็นตการเขาทําลายของเชื้อรา Phomopsis spp. ท่ีไดจากการแยกเชื้อกลับ (re-isolation)
หลังจากปลูกเชื้อลงบนตนกลาทุเรียนพันธุหมอนทองโดยวิธีพนสารแขวนลอยสปอร (105 สปอรตอ มล.) และบม
ในถุงพลาสติกชื้นเปนเวลา 48 ชั่วโมง และบมในสภาพปกติตอไปอีกเปนเวลา 30 วัน (คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษร
ตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี DMRT)
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ภาพท่ี 13 สปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. งอก germ tube และพัฒนาเปนเสนใยเจริญภายในเนื้อเยื่อพืช ท่ี
กําลังขยาย 200 เทา (ยอมสีดวย cotton blue)

ลูกศรสีเหลือง : สปอรงอก germ tube
ลูกศรสีแดง : germ tube พัฒนาเปนเสนใยเจริญภายในเนื้อเยื่อพืช

จากการท่ีปลูกเชื้อราโดยวิธีพนสปอรลงบนใบพืชในชวงเดือนมิถุนายนถึงธันวาคม 2556 แลวไมปรากฏ
อาการของโรคนั้น อาจจะมีสาเหตุเนื่องจากสภาพแวดลอมในโรงเรือนไมเหมาะสมตอการพัฒนาการของโรค  ซึ่ง
เม่ือเปรียบเทียบสภาพอากาศภายในโรงเรือนกับสภาพอากาศในพ้ืนท่ีจังหวัดจันทบุรีท่ีมีการปรากฏหรือ
แพรกระจายของโรคใบจุด (Phomopsis leaf spot) เปนบริเวณกวางนั้น พบวา อุณหภูมิเฉลี่ยของโรงเรือน
ในชวงดังกลาวอยูในชวง 27-35ºซ ซึ่งสูงกวาสถานีตรวจวัดอากาศจังหวัดจันทบุรี (23-28ºซ) และความชื้นสัมพัทธ
ในโรงเรือน (57-88%) มีคานอยกวาในจังหวัดจันทบุรี (68-92%) ดังไดแสดงในภาพท่ี 14 ซึ่ง Ormeno-Nuez
et al. (1988) รายงานวา วัชพืช Convolvulus arvensis L. เม่ือถูกเชื้อรา Phomopsis convolvulus
Ormeno เขาทําลายจะตองถูกบมอยูท่ีอุณหภูมิ 20-30ºซ จึงจะทําใหเกิดโรครุนแรงได นั่นแสดงวาตนทุเรียนท่ี
ถูกปลูกเชื้อท่ีอยูในสภาพท่ีมีอุณหภูมิสูงกวา 30ºซ ก็นาจะไมสามารถพัฒนาใหเกิดอาการของโรคหรืออาจเกิดการ
พัฒนาของโรคนอยไดนั่นเอง ซึ่งในชวงท่ีอุณหภูมิสูงกวา 30ºซ นี้  ยังมีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
Phomopsis spp. โดยตรง จึงสงผลใหเชื้อราลดความสามารถในการกอโรคลง (Rawnsley, 2008) แตอยางไรก็
ตาม นอกจากอุณหภูมิท่ีตองเหมาะสมในการพัฒนาการเกิดโรคแลว ยังข้ึนอยูกับความชื้นของบรรยากาศ ณ
ขณะนั้น โดยเฉพาะเชื้อรา Phomopsis บาง species มีความตองการระยะเวลาเปยกใบ 24 ชั่วโมง และ
ระยะเวลาติดเชื้อในเนื้อเยื่อพืช 15-24 ชั่วโมง จึงจะกอใหเกิดโรคได (Ormeno-Nuez et al., 1988; Wyss and
Charudattan, 2000) รวมถึงเชื้อรา Phomopsis spp. มีความตองการความชื้นสัมพัทธในบรรยากาศตั้งแต
96% ข้ึนไป เปนเวลาอยางนอย 10 ชั่วโมง จึงจะทําใหเชื้อราปลดปลอยสปอรออกมาจาก pycnidium และ
แพรกระจายไปกับหยดน้ําเพ่ือเขาทําลายในสวนตางๆ ของพืช ซึ่งจะกอใหเกิดอาการของโรคใหเห็นเปนลําดับถัด
มา (Rawnsley, 2008) โดยจากการทดลองในครั้งนี้ สภาพโรงเรือนมีความชื้นสัมพัทธระหวาง 57-88% ซึง่เปน
สภาพท่ีมีความชื้นคอนขางต่ํา จึงไมเหมาะสมตอการปลดปลอยสปอรและพัฒนาการของโรค ถึงแมจะมีการติด
เชื้อของเนื้อเยื่อพืชอยูแลวก็ตาม

24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง
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ภาพท่ี 14 สภาพอากาศในโรงเรือน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน และสถานีตรวจวัดอากาศ อําเภอเมือง
จังหวัดจันทบุรี
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3. ศึกษาการมีระยะเขาทําลายแฝง (latent infection) ของเช้ือรา Phomopsis spp.
3.1 ศึกษาการเขาทําลายแฝงของเชื้อราบนตนกลา
โดยทําการศึกษาบนทุเรียน 2 พันธุ ไดแก หมอนทองและพวงมณี และจากการพนสารแขวนลอยสปอร

ของเชื้อรา Phomopsis spp. ท้ัง 3 ไอโซเลท คือ C10 C11 และ C12 ท่ีความเขมขน 105 สปอร / ตร. มม. บน
หลังใบ (adaxial surface) และทองใบ (abaxial surface) ของตนกลาเพ่ือศึกษาการติดเชื้อและการมีชีวิตรอด
ของเชื้อราหลังจากปลูกเชื้อแลวทุกๆ สัปดาห พบวา จาํนวนการเขาทําลายของเชื้อราทุกไอโซเลทพบสูงสุดอยู
ในชวงสัปดาหท่ี 4 และยังคงพบการเขาทําลายของเชื้อราตลอด 8 สัปดาหหลังการปลูกเชื้อ หากแตพบในปริมาณ
ท่ีลดลง นอกจากนั้นยังพบวาการปลูกเชื้อท่ีทองใบกอใหเกิดการติดเชือ้ไดมากกวาการปลูกเชื้อท่ีหลังใบ อาจจะมี
สาเหตุเนื่องมาจากตําแหนงหลังใบมีชั้น wax หนาจึงเกิดการติดเชื้อไดนอย ตรงกันขามกับทองใบซึ่งไมมี wax แต
จะมีเพียงโครงสราง trichome ท่ีเรียงซอนกันอยางหลวมๆ และมีชองวาง (O’Gara et al., 2004) ดังแสดงไวใน
ภาพท่ี 15 ซึ่งเปดโอกาสใหเชื้อราเขาทําลายและเกิดการติดเชื้อไดงาย จึงสามารถพบการเขาทําลายของเชื้อรา
Phomopsis spp. ท่ีตําแหนงดังกลาวเปนจํานวนมาก (ภาพท่ี 16 และ 17) แตอยางไรก็ตาม ก็ยังไมพบการ
ปรากฏของอาการแผลจุดบนใบทุเรียนท้ัง 2 พันธุแตอยางใด

ภาพท่ี 15 โครงสราง trichome สองชนิด (ลูกศรชี้) ดานทองใบของเนื้อเยื่อใบทุเรียนพันธุหมอนทอง ท่ีวางซอน
กันอยางหลวมๆ
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ภาพท่ี 16 การเขาทําลาย (infection) ของเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลท C10  C11 และ C12 หลังจาก
ปลูกเชื้อโดยวิธีพนสารแขวนลอยสปอรลงบนหลังใบและทองใบของตนกลาทุเรียน (แสดงแถบคาคาดเคลื่อนโดยใช
คาคาดเคลื่อนมาตรฐาน)

(บน) พันธุหมอนทอง
(ลาง) พันธุพวงมณี

ภาพท่ี 17 เชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 (โคโลนีสีเขียวปนเทา) เจริญออกมาจากเนื้อเยื่อใบทุเรียนพันธุ
หมอนทองหลังจากปลูกเชื้อโดยวิธีพนสารแขวนลอยสปอรเปนเวลา 4 สัปดาห

(ซาย) ปลูกเชื้อท่ีทองใบ
(ขวา) ปลูกเชื้อท่ีหลังใบ พบมีการเจริญของเชื้อราชนิดอ่ืนอยูกอนแลว
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แตเม่ือทําการปลูกเชื้อรา Phomopsis spp. โดยการหยดสารแขวนลอยสปอรลงบนใบท่ีทําแผล บมเชื้อ
ในถุงพลาสติกชื้นเปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวคอยเจาะรูระบายความชื้นตอไปอีกเปนเวลา 14 วัน จนปรากฏอาการ
แผลสีน้ําตาลบริเวณปลูกเชื้อ จึงเปดถุงออก และบมตอในสภาพปกติ ซึ่งตอมาอาการแผลจะขยายขนาดและกลาง
แผลแสดงอาการเนื้อเยื่อแหงตาย และปรากฏวงแหวนสีเหลืองลอมรอบแผล โดยบริเวณกลางแผลจะปรากฏตุมสี
ดําขนาดเล็กเทาปลายเข็มหมุดกระจายอยูท่ัวไป เรียกวา pycnidium ซึ่งเปนโครงสรางสําหรับหอหุมสปอรของ
เชื้อราท่ีอยูในระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยปรากฏ pycnidium หลังจากปลูกเชื้อแลวเปนเวลาประมาณ
20 วัน หลังจากนั้นเม่ือเวลาผานไปประมาณ 32 วันหลังจากปลูกเชื้อ จะสังเกตเห็นลักษณะอาการแผลจุดสี
น้ําตาลแดงขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 มม. และมีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบกระจายอยูขางแผลท่ีผานการปลูกเชื้อ
นั้น (ภาพท่ี 18)

ซึ่งจากการศึกษาของ Pscheidt and Pearson (1991) และ Rawnsley (2003) รายงานวา เม่ือองุนเกิด
การติดเชื้อ Phomopsis viticola จะปรากฏอาการจุดสีน้ําตาลและมี halo สีเหลืองลอมรอบท้ังท่ีใบและลําตน
โดยอาการท่ีใบจะเริ่มปรากฏหลังจากติดเชื้อประมาณ 21 วัน หรือสวนมากอาจจะไมปรากฏอาการ รอจนกระท่ัง
เขาสูระยะใบแกหรือ senescent ก็จะปรากฏอาการใหเห็น สวนท่ีลําตนจะแสดงอาการหลังจากติดเชื้อตั้งแต 28
วันเปนตนไป และท่ีผลจะปรากฏอาการตั้งแต 7-21 วันกอนการเก็บเก่ียว นั่นแสดงถึงเนื้อเยื่อพืชมีการติดเชื้อ
มาแลวในระยะหนึ่งจึงคอยแสดงอาการของโรคใหเห็น  ดังเชนจากการทดลองในครั้งนี้ท่ีเชื้อราตองการการเจริญ
ครอบคลุมอยูในเนื้อเยื่อพืชระยะหนึ่งกอน และเม่ือสภาพแวดลอมเหมาะสม เชน ใบแกข้ึนหรือสภาพของเนื้อเยื่อ
พืชเริ่มเสื่อมลง จึงจะปรากฏอาการจุดสีน้ําตาลใหเห็น ประกอบกับบริเวณเนื้อเยื่อพืชท่ีถูกทําแผลจะยิ่งสงผลให
เนื้อเยื่อพืชเกิดความออนแอหรือเสื่อมลงมากยิ่งข้ึน นอกจากนี้ เม่ือใบทุเรียนเกิดการติดเชื้อและแสดงอาการโรค
จะปรากฏวงสีเหลืองลอมรอบแผล เนื่องจากเชื้อรา Phomopsis spp. ผลิตสารพิษออกมาทําลายเนื้อเยื่อพืช
ดังเชนจากการรายงานของ Patwardhanr et al. (1974) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis paspalli เม่ือเขา
ทําลายธัญพืชจะสามารถผลิตสารพิษ ชื่อ cytochalasins ออกมา และสารพิษดังกลาวพบวาเปนอันตรายตอ
ผูบริโภคดวย ในขณะท่ี Girish et al. (2009) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis azadirachtae เม่ือเขาทําลาย
สะเดาจะปลดปลอยสารพิษออกมาทําลายเนื้อเยื่อพืช โดยทําใหเกิดอาการแหงตายลามจากยอด (die back)
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ภาพท่ี 18 ลักษณะอาการแผลสีน้ําตาลท่ีเกิดจากการปลูกเชื้อรา Phomopsis sp. โดยวธิีการทําแผลบนใบทุเรียน
พันธุหมอนทอง

ลูกศรสีแดง : วงแหวนสีเหลืองลอมรอบแผล
ลูกศรสีน้ําเงิน : pycnidia สีดําขนาดเทาปลายเข็มหมุดปรากฏกลางแผลบนเนื้อเยื่อท่ีแหงตาย
ลูกศรสีดํา : pycnidia จากบริเวณเนื้อเยื่อแหงตายท่ีผานการตัดเนื้อเยื่อตามขวาง มีการสรางสปอรใสไมมี

สีจํานวนมากอยูภายใน
วงกลม : อาการแผลจุดเทาปลายเข็มหมุดสีน้ําตาลแดงเขม และมีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบแผล ปรากฏ

รอบเนื้อเยื่อแหงตายท่ีผานการปลูกเชื้อโดยวิธีทําแผล
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จากการท่ีใบทุเรียนเกิดการติดเชื้อของเชื้อรา Phomopsis และมีการเจริญของเชื้ออยูในเนื้อเยื่อพืชระยะ
หนึ่ง  โดยปราศจากการปรากฏอาการของโรค  จนกระท่ังเนื้อเยื่อพืชเขาสูระยะแกหรือเสื่อมสลาย  จึงปรากฏ
อาการของโรคใหเห็น ซึ่งเรียกปรากฏการณดังกลาวนี้วา เชื้อรามีระยะการเขาทําลายแฝง (latent period) โดย
Prusky (1996) กลาววาการท่ีเชื้อราจะมีระยะการเขาทําลายแฝงนั้นจะตองมีปจจัยท่ีเก่ียวของดังนี้ คือ ขาด
สารอาหารท่ีจําเปนสําหรับเชื้อสาเหตุโรค  สารท่ีมีอยูแลวในพืชยับยั้งการเจริญของเชื้อ สารท่ีมีอยูแลวหรือยังไมมี
ในพืชถูกกระตุนใหสรางเพ่ิมข้ึนเพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อ และสภาพนั้นๆ ขาดการสงเสริมใหเชื้อสรางปจจัยใน
การกอโรคข้ึน ซึ่งปจจัยเหลานี้จะมีความเก่ียวเนื่องโดยตรงกับระยะตางๆ ในการเขาทําลายของเชื้อราบนเนื้อเยื่อ
พืช ตั้งแตข้ันตอนท่ีสปอรเริ่มงอกและพัฒนาไปเปนเสนใย และข้ันตอนการสราง appressorium ตลอดจนข้ันตอน
appressorium งอกและสรางเสนใยเจริญอยูในชั้น epidermis ซึ่งเรียกวา subcuticular hyphae และจากการ
รายงานของ Williamson et al. (1991) ท่ีพบวาเชื้อรา Phomopsis leptostromiformis สาเหตุโรคลําตนไหม
ของถ่ัวลูปนจะมีการงอก germ tube และสรางเสนใยท่ีเรียกวา subcuticular coralloid hyphae ท่ีชั้น cuticle
ซึ่งตอเชื่อมกับเนื้อเยื่อ epidermis หลังจากปลูกเชื้อไปแลว 7 วัน และเชื้อราจะคงอยูลักษณะเชนนี้โดยไมปรากฏ
อาการของโรคเปนเวลา 20 วัน

3.2 ศึกษาการเขาทําลายแฝงของเชื้อราในสภาพพ้ืนท่ีจริง
จากการตรวจหาเชื้อรา Phomopsis spp. ในสภาพแปลงปลูกท้ังสองแหลงจากใบท่ีไมปรากฏอาการของ

โรคของทุเรียนพันธุหมอนทองในระยะตางๆ พบวา เนื้อเยื่อพืชเกิดการติดเชื้อในทุกระยะการเจริญเติบโตของใบ
โดยระยะใบเพสลาดและใบแก พบเปอรเซ็นตการติดเชื้อมากท่ีสุดถึง 95% (ภาพท่ี 19) ในขณะท่ีเม่ือตรวจหาการ
ติดเชื้อในดอกท่ีมีความสมบูรณและไมเปนโรคท่ีมีอายุแตกตางกัน 3 5 และ 8 สัปดาห (ภาพท่ี 20) ในชวงปลาย
เดือนธันวาคมจนถึงเดือนกุมภาพันธซึ่งเปนชวงท่ีทุเรียนอยูในระยะออกดอก โดยนํามาแยกเชื้อในสวนของกลีบ
เลี้ยง กาบหุมกลีบดอก กลีบดอก และเกสรตัวผู พบวา เชื้อรา Phomopsis spp. มักถูกตรวจพบบริเวณกลีบเลี้ยง
หรือกาบหุมกลีบดอก แตเม่ือดอกมีอายุมากข้ึนจะพบการติดเชื้อเปนจํานวนมากท่ีบริเวณกลีบเลี้ยง ซึ่งเปนบริเวณ
รอบนอกของดอก โดยเฉพาะจากแหลงปลูกจังหวัดตราด ท่ีพบไดมากถึง 70% แตบางครั้งอาจพบตรงบริเวณเกสร
ตัวผู ซึ่งอาจจะมีสาเหตุเนื่องจากบางเกสรเกิดการติดเชื้ออยูกอนแลว (ตารางท่ี 1 และ ภาพท่ี 21)

เชื้อรา Phomopsis spp. ท่ีตรวจพบท้ังบนใบและท่ีดอกท่ีไมปรากฏอาการของโรค นับไดวาเปนแหลง
ของเชื้อท่ีมีความสําคัญยิ่ง  เนื่องจากเชื้อดังกลาวสามารถแพรกระจายเขาสูในสวนของผลไดตลอดเวลา จึงอาจ
กอใหเกิดอาการผลเนาภายหลังการเก็บเก่ียวได ดังนั้นการตรวจหาเชื้อราสาเหตุโรคในระยะแฝงเชนนี้จึงมีความ
จําเปนอยางยิ่งในการท่ีจะไดทราบปริมาณของเชื้อลวงหนา อันจะสามารถทําการปองกันกําจัดไดทันทวงทีเพ่ือ
ไมใหเกิดการแพรกระจายของเชื้อเปนบริเวณกวาง
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ภาพท่ี 19 เปอรเซ็นตการเขาทําลายแฝง (latent infection) ของเชื้อรา Phomopsis spp. ท่ีแยกไดจากใบ
ทุเรียนปกติในระยะตางๆ จากแหลงปลูกอําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรี และอําเภอเขาสมิง จังหวัดตราด
(คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษรตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี DMRT)

ภาพท่ี 20 ดอกทุเรียนพันธุหมอนทอง อายุ 5 สัปดาหท่ีปราศจากโรค (ซาย) ท่ีนํามาแยกเชื้อเพ่ือหาการเขา
ทําลายแฝงของเชื้อรา Phomopsis spp. และ สวนประกอบของดอกท่ีนํามาแยกเชื้อ (ขวา) โดยท่ี 1 = กลีบเลี้ยง
2 = กาบหุมกลีบดอก 3 = กลีบดอก 4 = เกสรตัวผู
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ตารางท่ี 1 เปอรเซ็นตการเขาทําลายแฝง (latent infection) ของเชื้อรา Phomopsis spp. ท่ีแยกไดจากสวน
ตางๆ ของดอกทุเรียนท่ีมีอายุตางกัน

แหลงปลูก สวนของดอก
การเขาทําลายแฝงของเชื้อรา Phomopsis spp. (%)

อายุ 3 สัปดาห อายุ 5 สัปดาห อายุ 8 สัปดาห
(ดอกเริ่มบาน)

อําเภอมะขาม
จังหวัดจันทบุรี

กลีบเลี้ยง 15 b 1.7 a 20 b
กาบหุมกลีบดอก 24.7 a 0 c 0 cd
กลีบดอก 0 c 0 c 0 cd
เกสรตัวผู 0 c 0 c 5 c

อําเภอเขาสมิง
จังหวัดตราด

กลีบเลี้ยง nd 0.6 b 70 a
กาบหุมกลีบดอก nd 0 c 0 cd
กลีบดอก nd 0 c 0 cd
เกสรตัวผู nd 1.5 a 0 cd

nd ไมไดทําการศึกษา
(คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษรตางกันในแนวตั้งเดียวกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดย
วิธี DMRT)

ภาพท่ี 21 เชื้อรา Phomopsis spp. แยกไดจากสวนของดอกทุเรียนจากแหลงปลูกอําเภอเขาสมิง จังหวัดตราด
(ซาย) แยกไดจากกลีบเลี้ยงของดอกท่ีมีอายุ 8 สัปดาห พบการติดเชื้อจํานวนมาก
(ขวา) แยกไดจากเกสรตัวผูอายุ 5 สัปดาห พบการติดเชื้อนอย

นอกจากนี้ ไดทําการสํารวจการเขาทําลายแฝงของเชื้อรา Phomopsis spp. ในทุเรียนพันธุ
ตางๆ จํานวน 10 พันธุ ไดแก หมอนทอง กบตาทวม เมล็ดคชสาร กานยาวสีนวล ปนทอง กบดํา อีหนัก พวงมณี
นกหยิบ และกบพิกุล ท่ีหนวยรวบรวมพันธุทุเรียน ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี อําเภอขลุง จังหวัดจันทบุรี ซึ่งมีเนื้อท่ี
ประมาณ 20 ไร โดยพบวาพันธุหมอนทองยังคงมีเปอรเซ็นตการติดเชื้อในเนื้อเยื่อใบมากท่ีสุดถึง 73% (ตารางท่ี 2)
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ตารางท่ี 2 เปอรเซ็นตการเขาทําลายแฝง (latent infection) เชื้อรา Phomopsis spp. ในใบทุเรียนพันธุตางๆ
จากศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี อําเภอทาใหม จังหวัดจันทบุรีท่ีปราศจากอาการใบจุด

ทุเรียนพันธุตางๆ การเขาทําลายแฝงของเชื้อรา
Phomopsis spp. (%)

หมอนทอง 73.2 a
กบตาทวม 23.1 d
เมล็ดคชสาร 10.3 e
กานยาวสีนวล 8.5 e
ปนทอง 12.0 e
กบดํา 31.0 c
อีหนัก 17.0 de
พวงมณี 32.5 c
นกหยิบ 19.7 de
กบพิกุล 45.4 b

(คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษรตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี DMRT)

3.3 ศึกษาปจจัยภายในเนื้อเยื่อพืชท่ีมีผลตอการเขาทําลายแฝงของเชื้อ
การทดลองนี้ตองการพิสูจนทฤษฎีวาสารท่ีมีอยูแลวในพืชสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Phomopsis

spp. ซึ่งสนับสนุนถึงการมีระยะเขาทําลายแฝงของเชื้อราดังกลาวหรือไม  โดยสกัดสารจากใบทุเรียนพันธุ
หมอนทองท่ีปราศจากอาการใบจุดดวยตัวทําละลาย methanol และ dichloromethane ใหไดเปนสารสกัด
หยาบ (crude extract) จากนั้นนํามาทดสอบยับยั้งการงอกของสปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10
2 วิธี ดังนี้

3.3.1 ทดสอบยับยั้งการงอกบนแผน TLC
หลังจากทํา bioassay บนแผน TLC และพนดวยสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา Phomopsis

sp. และ Cladosporium oxysporum ซึ่งเปนเชื้อราเปรียบเทียบ เนื่องจากสปอรมีสีเขม ทําใหการปรากฏ
ตําแหนงยับยั้ง หรือ inhibition zone มีความคมชัดกวาการใชเชื้อราสาเหตุโรคโดยตรง พบวา สารท่ีสกัดโดยใช
ตัวทําละลาย methanol ใหผลในการปรากฏ inhibition zone ท่ีคมชัดและบริเวณกวางกวาสารท่ีสกัดดวย
dichloromethane โดยมี retention factor (Rf) ตั้งแต 0.29-0.88 ในขณะท่ีแผน TLC ท่ีพนดวยสาร
แขวนลอยสปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. ใหความคมชัดของ inhibition zone ท่ีนอยกวา (ภาพท่ี 22) ซึ่ง
แสดงถึงตัวทําละลาย methanol สามารถละลายสารท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค
(antifungal compounds) ออกมาจากเนื้อเยื่อใบทุเรียนไดมากชนิดกวาตัวทําละลาย dichloromethane ซึ่ง
ควรจะทําการแยกสวน (fractionation) ของสารสกัดดวยตัวทําละลายท่ีเหมาะสมอีกครั้ง เพ่ือใหไดตําแหนงยับยั้ง
การเจริญของเชื้อรา (inhibition zone) ท่ีแยกออกจากกันและมีความคมชัดมากข้ึน
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อยางไรก็ตาม จากการทดลองนี้ไดพิสูจนแลววาเม่ือใบทุเรียนเกิดการติดเชื้อจากเชื้อรา
Phomopsis spp. สารท่ีมีอยูแลวในพืชไดยับยั้งไมใหเชื้อรามีการเจริญเติบโตตอไปจนพัฒนาใหเกิดอาการของโรค
ในขณะนั้นได ดังเชนจากการรายงานของ Everett (1997) ท่ีพบวาเนื้อเยื่อของอะโวกาโดเกิดการติดเชื้อจากเชื้อ
รา Colletotrichum spp. แตยังไมพัฒนาโรคใหเห็น เนื่องจากเนื้อเยื่อพืชดังกลาวสรางสารท่ีมีคุณสมบัติยับยั้ง
การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคในกลุม dienes ข้ึน จนกระท่ังเม่ือผลสุก สาร dienes เสื่อมสลาย จึงจะแสดง
อาการของโรคใหเห็น
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ภาพท่ี 22 Inhibition zone ของสารสกัดหยาบจากใบทุเรียนพันธุหมอนทองหลังจากพนสารแขวนลอยสปอรของ
เชื้อรา Cladosporium oxysporum (บน) และ Phomopsis sp. (ลาง) ลงบนแผน TLC

วงกลม : ตําแหนงยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (inhibition zone)
Retention factor (Rf) = ระยะทางท่ีสารเคลื่อนท่ี / ระยะทางท่ีตัวทําละลาย (running solvent)

เคลื่อนท่ี

Methanol extract Dichloromethane
extract

Rf = 0.29-0.88

Methanol extract Dichloromethane
extract
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3.3.2 ทดสอบยับยั้งการงอกบนจานเลี้ยงเชื้อ water agar
เนื่องจากสารสกัด methanol ให inhibition zone บนแผน TLC ท่ีคมชัดกวา จึงนําสารสกัด

ดังกลาวมาทดสอบในการทดลองนี้  โดยดูดสารสกัดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงบนจานอาหาร และดูดสาร
แขวนลอยสปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. ปริมาตร 20 ไมโครลิตรตามลงไป  ใชแทงแกวสามเหลี่ยมเกลี่ยสปอร
ใหกระจายท่ัวจาน บมไวในอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 ชั่วโมง นับเปอรเซ็นตการงอกและวัดความยาว germ tube
ของสปอร  พบวา สารสกัดจากใบทุเรียนสามารถยับยั้งการงอกของสปอรและลดความยาวของ germ tube ของ
เชื้อรา Phomopsis sp. ได  โดยพบการงอกของสปอรเพียง 82% และ germ tube มีความยาวเพียง 1 ไมครอน
(ภาพท่ี 23)

ภาพท่ี 23 ผลของสารสกัดหยาบใบทุเรียนพันธุหมอนทองท่ีสกัดดวยตัวทําละลาย methanol ตอการงอกของ
สปอรและความยาวของ germ tube ของเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 บนอาหาร water agar บมท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 ชั่วโมง
(คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษรตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี DMRT)
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4. ศึกษาการเจริญเติบโตของเช้ือรา Phomopsis spp.
4.1 ศึกษาการเจริญเติบโตของเสนใย
เลือกเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลทจากจังหวัดจันทบุรีเปนตัวแทนในการศึกษา  โดยเลี้ยงเชื้อราบน

อาหารเลี้ยงเชื้อตางกัน 4 ชนดิไดแก half potato dextrose agar (half PDA), potato carrot agar (PCA),
carrot agar (CA) และ durian leaf extract agar (DLA) และบมเชื้อราท่ีอุณหภูมิแตกตางกัน 2 ระดับ ไดแก ท่ี
อุณหภูมิหอง (25-32°ซ) และในตูบมเชื้อ (incubator) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25°ซ แสงสวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง
พบวาเชื้อรา Phomopsis spp. ในทุกไอโซเลทท่ีบมในอุณหภูมิหองมีการเจริญของเสนใยเร็วกวาเชื้อราท่ีบมใน
ตูควบคุมอุณหภูมิ 25°ซ โดยเชื้อราเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตรเพียง 4 วัน
ในขณะท่ีในตูควบคุมอุณหภูมิเชื้อรามีการเจริญ 5 วันจึงเต็มจาน (ภาพท่ี 24 และ 25)
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ภาพท่ี 24 รัศมีการเจริญของเสนใยเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลทตางๆ ท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรบีน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิด บมท่ีอุณหภูมิหอง (25-32°ซ) เปนเวลา 4 วัน
(คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษรตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี DMRT)

ภาพท่ี 25 รัศมีการเจริญของเสนใยเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลทตางๆ ท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรบีน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิด บมท่ีตูควบคุมอุณหภูมิหอง (25°ซ แสงสวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) เปนเวลา 5 วัน
(คาเฉลี่ยท่ีกํากับดวยอักษรตางกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี DMRT)
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4.2 ศึกษาการสรางสปอรของเช้ือรา
4.2.1 การสรางสปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
หลังจากวัดการเจริญของเสนใยในขอ 4.1 เรียบรอยแลว บมเชื้อตอไปเรื่อยๆ จนกระท่ังเริ่มมีการ

สราง pycnidium บนผิวหนาอาหาร บันทึกระยะเวลาท่ีเริ่มสราง และความหนาแนนของการสราง พบวา เชื้อรา
ทุกไอโซเลทท่ีบมในอุณหภูมิหอง (28-32ºซ) มีการสราง pycnidium มากกวาท่ีบมในอุณหภูมิคงท่ี (25ºซ แสง
สวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) ซึ่งพบบนอาหาร CA และ PCA มากท่ีสุด (ภาพท่ี 26) และเม่ือตรวจสอบปริมาณ
pycnidium หลังจากบมเปนเวลา 13 วัน พบวามีบางไอโซเลทอยูในชวงระยะเริ่มสราง โดยสังเกตเห็นโครงสราง
ขนาดเล็กนูนข้ึนจากผิวหนาอาหาร แตอยางไรก็ตามกวาท่ี pycnidium เหลานั้นจะมีความสมบูรณและสราง
สปอรพรอมท่ีจะนําไปใชในการศึกษาได ใชเวลาคอนขางนานประมาณ 30 วันข้ึนไป ซึ่งจะสังเกตเห็นกลุมสปอร
(spore mass) สีครีมหรือขาวขุนถูกดันออกมาเปนสายทาง ostiole ของ pycnidium (ภาพท่ี 27) Sua et al.
(2012) ไดกระตุนการสรางสปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. บนอาหารหลายชนิด พบวามีอาหาร 3 ชนิดท่ี
สามารถกระตุนใหเกิดการสรางสปอรได คือ pine needle extracts plus 1/10-strengh PDA medium,
1/10-strengh PDA medium และ CaCO3 water agar

ภาพท่ี 26 ความหนาแนนของการสราง pycnidium บนอาหารเลี้ยงเชื้อของเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลท
ตางๆ ท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรี เม่ือบมเชื้อเปนเวลา 30 วัน

(บน) บมท่ีอุณหภูมิหอง (28-32ºซ)
(ลาง) บมท่ีตูควบคุมอุณหภูมิ (25ºซ แสงสวางสลับมืด 12/12 ช่ัวโมง)
คะแนนความหนาแนนของการสราง pycnidium
0 = ไมพบการสราง pycnidium
1 = พบการสราง pycnidium เลก็นอย
2 = พบการสราง pycnidium ปานกลาง
3 = พบการสราง pycnidium มาก

(เครื่องหมายท่ีปรากฏบนกราฟแสดงแถบคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
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ภาพท่ี 27 Pycnidia ของเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 บนอาหาร carrot agar ท่ีอายุ 30 วัน
(ซาย) pycnidium กําลังเริ่มสรางสปอรภายใน จะมีน้ําใสๆ ถูกขับออกมาทางชองเปด (ostiole)
(กลาง, ขวา) กลุมสปอรสีขาวขุนถูกปลอยออกมาทาง ostiole

4.2.2 การสรางสปอรบนเนื้อเยื่อพืช
วางชิ้นสวนของใบทุเรียนท่ีถูกตัดเปนชิ้นสี่เหลี่ยมจัตุรัสขนาดพ้ืนท่ี 1 ตร.ซม. ซึ่งผานการ

ฆาเชื้อแลวลงไปบนผิวหนาอาหาร CA และ PCA (เปนอาหารท่ีมีการสราง pycnidium มากท่ีสุด) บมจานเลี้ยง
เชื้อท่ีอุณหภูมิหอง (28-32ºซ) ซึ่งเปนสภาพท่ีมีการสราง pycnidium บนอาหารเลี้ยงเชื้อมากท่ีสุด เปนเวลา 15
วัน พบวา เชื้อราเริ่มมีการสราง pycnidium ท่ี 5-6 วัน โดยไอโซเลท C10 มีการสรางมากท่ีสุด (ภาพท่ี 28) และ
กลุมสปอรสีขาวขุนจะถูกดันออกมาจาก ostiole ไดตั้งแตวันท่ี 10 เปนตนไป (ภาพท่ี 29) ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกับ
การสรางสปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อแลว พบวาบนเนื้อเยื่อพืชจะทําใหเชื้อราสามารถสรางสปอรไดเร็วข้ึนประมาณ 3
สัปดาห Onesirosan (1978) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis phaseolorum ท่ีแยกไดจากกลวยไม
cymbidium สามารถกระตุนใหสรางสปอรไดเปนจํานวนมากบนชิ้นสวนพืชท่ีผานการฆาเชื้อแลวภายใตแสงฟลูออ
เรสเซนท

ภาพท่ี 28 คะแนนการสราง Pycnidia ของเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลทตางๆ บนเนื้อเยื่อใบพืชท่ีผานการ
ฆาเชื้อแลวท่ีถูกวางบนอาหาร carrot agar ท่ีอายุ 15 วัน

คะแนนความหนาแนนของการสราง pycnidium
0 = ไมพบการสราง pycnidium
1 = พบการสราง pycnidium เลก็นอย
2 = พบการสราง pycnidium ปานกลาง
3 = พบการสราง pycnidium มาก

(เครื่องหมายท่ีปรากฏบนกราฟแสดงแถบคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน)
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ภาพท่ี 29 Pycnidia ของเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 ท่ีสรางบนเนื้อเยื่อใบทุเรียนพันธุหมอนทองท่ี
ผานการฆาเชื้อแลว

(บน) บนอาหาร carrot agar ท่ีอายุ 10 วัน
(ลาง) บนอาหาร half potato dextrose agar ท่ีอายุ 15 วัน

4.2.3 ขนาดสปอรของเชื้อรา
จากการวัดขนาดสปอรชนิดแอลฟา (α-conidia) ของเชื้อรา Phomopsis spp. (ภาพท่ี 30) ซึ่ง

เปนชนิดของสปอรท่ีเชื้อรามีการผลิตมากท่ีสุด จํานวน 8 ไอโซเลทท่ีแยกไดจากอาการแผลจุดบนใบทุเรียนในเขต
จังหวัดจันทบุรีและตราดดวยโปรแกรมสําเร็จรูป AxioVision Rel.4.8 พบวา ขนาดสปอรท่ีวัดไดมีความ
หลากหลาย โดยไอโซเลทท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรี (ไอโซเลท C10  C11  C12 และ C13)  มีขนาดสปอรเฉลี่ย
ตั้งแต 3 x 18 ไมครอน ถึง 6 x 25 ไมครอน  สวนไอโซเลทท่ีแยกจากจังหวัดตราด (ไอโซเลท TP01  TP03
TP05 และ BYT2) มีขนาดตั้งแต 1.7 x 19 ไมครอน ถึง 2 x 21 ไมครอน  ซึ่งไอโซเลทท่ีแยกไดจากจังหวัดตราด
จะมีขนาดแคบกวาไอโซเลทท่ีแยกไดจากจันทบุรีอยางเห็นไดชัด (ภาพท่ี 31) อยางไรก็ตาม Sankaran et al.
(1987) รายงานถึงขนาดสปอรของเชื้อรา Phomopsis micheliae มีความแปรปรวนคอนขางมากถึงแมจะแยกได
จากพืชอาศัยชนิดเดียวกันก็ตาม
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ภาพท่ี 30 ลักษณะสปอรชนิดแอลฟาของเชื้อรา Phomopsis spp. (ซาย) ไอโซเลท TP01 จากจังหวัดตราด
และ (ขวา) ไอโซเลท C10 จากจังหวัดจันทบุรี (100x)

ลูกศร : ลักษณะสปอรชนิดเบตา (β-conidia) ซึง่พบจํานวนนอยมากหรือไมพบเลยในหลายไอโซเลท

ภาพท่ี 31 ขนาดความกวาง (บน) และยาว (ลาง) ของสปอรของเชื้อรา Phomopsis spp. ไอโซเลทตางๆ ท่ีแยก
จากอาการใบจุดของทุเรียนพันธุหมอนทอง
(เครื่องหมายท่ีปรากฏบนกราฟแสดงแถบคาคลาดเคลื่อน 5 เปอรเซ็นต)
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4.3 ศึกษาการงอกของสปอรของเช้ือรา Phomopsis spp.

จากการทดสอบการงอกของสปอรของเชื้อรา Phomopsis sp. บนอาหาร WA และบนเนื้อเยื่อใบทุเรียน
2 พันธุ ไดแก พันธุหมอนทองและพวงมณีในระยะเวลาตางๆ พบวา บนอาหาร WA เชื้อราสามารถงอก germ
tube ไดยืดยาวกวาบนใบทุเรียนท้ัง 2 พันธุตั้งแตชั่วโมงท่ี 6 โดยเฉพาะในชั่วโมงท่ี 12 จะพบการยืดยาวของ
germ tube บนอาหาร WA โดยพรอมจะพัฒนาไปเปนเสนใยไดยาวกวาบนเนื้อเยื่อพืช (ภาพท่ี 32 และ 33) ซึ่ง
Yivkovi et al. (2007) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis sp. ท่ีแยกไดจากตนพลัม  มีการเจริญของเชื้อและมีการ
งอกของสปอรไดดีท่ีระดับ pH 5.5 บนอาหาร PDA ท่ีบมในอุณหภูมิ 25°ซ ในขณะท่ี Melanson and Brant
(1999) รายงานวาเชื้อรา Phomopsis viticola งอกและแทงเขาสูเนื้อเยื่อใบองุน ซึ่งในระยะแรกจะมีการเจริญ
ของเสนใยเฉพาะท่ีบริเวณใตชั้น epidermis โดยไมมีการเจริญเขาสูภายในเซลล และเนื่องจากเนื้อเยื่อใบทุเรียนมี
การผลิตสารในกลุม antifungal compound ตามผลการทดลองขางตน จึงมีโอกาสท่ีเชื้อรา Phomopsis sp. จะ
ถูกยับยั้งการเจริญเนื่องจากสารดังกลาว ซึ่งสอดคลองกับทฤษฎีการมีคุณลักษณะเขาทําลายแฝงของเชื้อราชนิดนี้
ในเนื้อเยื่อใบทุเรียน และสารในกลุม antifungal compound ดังกลาว จําเปนตองไดรับการวิเคราะหชนิดของ
สารตอไป ซึ่ง Brown (1997) รายงานวาในใบทุเรียนมีองคประกอบของสารเคมี hydroxytryptamines,
mustard oils, saponin, fats และ formic acid โดยสารเคมีบางชนิดมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย

ภาพท่ี 32 ความยาว germ tube ของสปอรเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 ท่ีงอกบนอาหาร water
agar และบนใบทุเรียนพันธุหมอนทอง และพวงมณีท่ีระยะเวลาตางๆ (เครื่องหมายท่ีปรากฏบนกราฟแสดงแถบ
คาคลาดเคลื่อน 5 เปอรเซ็นต)
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ภาพท่ี 33 ลักษณะการงอกของสปอรเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 บนอาหาร water agar ท่ี 400X ท่ี
ระยะเวลาตางๆ โดยท่ี

6 ชั่วโมง : สปอรเริ่มงอก มี germ tube สั้น
12 ชั่วโมง : germ tube ยืดยาวมากข้ึน
18 ชั่วโมง : germ tube พัฒนาเปนเสนใย

0 ชั่วโมง 6 ชั่วโมง

18 ชั่วโมง12 ชั่วโมง
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บทท่ี 5
สรุปและเสนอแนะ

ลักษณะการเกิดแผลจุดบนใบทุเรียนท่ีมีสาเหตุจากเชื้อรา Phomopsis spp. มีความหลากหลาย โดยพบ
ท้ังจุดขนาดเล็กจนถึงขนาดใหญซึ่งมีเสนผาศูนยกลางแผลตั้งแต 1-10 มม. และเชื้อราสาเหตุโรคมีความแปรปรวน
สูงในลักษณะสีของโคโลนี และการเจริญของเสนใย ตลอดจนมีเชื้อราบางไอโซเลทเทานั้นท่ีมีความสามารถในการ
กอโรคบนใบทุเรียนพันธุหมอนทอง  ซึ่งสวนมากเชื้อราจะทําใหพืชติดเชื้อไดตรงบริเวณทองใบมากกวาหลังใบ
นอกจากนี้ เชื้อรา Phomopsis spp. ยังมีคุณลักษณะในการเขาทําลายแฝง โดยหลังจากเนื้อเยื่อใบทุเรียนพันธุ
หมอนทองเกิดการติดเชื้อเปนเวลา 32 วัน จะปรากฏอาการแผลจุดใหมซึ่งมีสีน้ําตาลแดงขนาด 1 มม. และมีวง
แหวน (halos) สีเหลืองลอมรอบแผล  ซึ่งในสภาพธรรมชาติก็ยังพบการเขาทําลายแฝงของเชื้อรา Phomopsis
spp. ท้ังท่ีใบ และดอกในทุกระยะการเจริญเติบโต เนื่องจากใบทุเรียนมีสารเคมีบางชนิดเปนองคประกอบซึ่ง
สามารถยับยั้งการงอกของสปอรและลดความยาวของ germ tube ได เชื้อรา Phomopsis spp. แตละไอโซเลท
มีการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิดแตกตางกัน และเชื้อราท่ีบมในอุณหภูมิหอง (28-32ºซ) มีการเจริญและ
สราง pycnidium ไดดีกวาท่ีบมในอุณหภูมิคงท่ี (25ºซ) โดยบนอาหาร carrot agar และ potato carrot agar
จะพบการสราง pycnidium มากท่ีสุด และ pycnidium ท่ีถูกสรางบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวจะสรางสปอรและ
ปลอยออกมาทาง ostiole ใชเวลาประมาณ 30 วัน สวนการสราง pycnidium บนเนื้อเยื่อใบทุเรียนจะมีการสราง
สปอรและปลดปลอยออกมา ใชเวลาเพียง 10 วันเทานั้น  เชื้อรา Phomopsis spp. สวนมากผลิตสปอรชนิด
แอลฟาภายใน pycnidium และสปอรดังกลาวมีการงอก germ tube บนอาหาร water agar ไดดีกวาบนเนื้อเยื่อ
ใบทุเรียนท้ัง 2 พันธุ คือ หมอนทองและพวงมณี  สําหรับขนาดของสปอรของเชื้อรา Phomopsis spp. พบวา
สปอรชนิดแอลฟาของเชื้อราท่ีแยกไดจากจังหวัดตราดมีลักษณะรูปรางแคบกวาเชื้อราท่ีแยกไดจากจังหวัดจันทบุรี

อยางไรก็ตาม การติดเชื้อจากเชื้อรา Phomopsis spp. ในใบทุเรียนท้ังพันธุหมอนทองและพวงมณี
จะตองไดรับการพิสูจนอีกครั้งเพ่ือยืนยันความแตกตางถึงความตานทานตอการเขาทําลายของเชื้อดังกลาว รวมท้ัง
ควรมีการวิเคราะหองคประกอบของสารเคมีท่ีอยูในใบท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค
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