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บทคัดย่อ: โรคเน่าดำส่งผลกระทบต่อผลผลิตและคุณภาพของถั่วเขียวในประเทศไทยเป็นอย่างมาก เช้ือราสาเหตุสามารถเข้าทำลายพืชได้
ทุกระยะของการเจริญเติบโตตั้งแต่ระยะต้นกล้าจนถึงระยะเก็บเกี่ยว อีกทั้งสามารถอาศัยอยู่ในดินได้เป็นเวลานาน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
เพื่อจำแนกเชื้อราสาเหตุโรคเน่าดำของถั่วเขียว และศึกษาความสามารถในการเข้าทำลายพืชเศรษฐกิจที่สำคัญบางชนิด โดยนำเชื้อรา
จำนวน 26 ไอโซเลท ที่เก็บมาจาก 6 พื้นที่ปลูก ได้แก่จังหวัดชัยนาท อุทัยธานี นครสวรรค์ ลพบุรี เพชรบูรณ์ และน่าน  มาศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาและลักษณะโคโลนีแบ่งได้เป็น 5 กลุ่ม นำตัวแทนแต่ละกลุ่มมาศึกษาทางอณูชีวโมเลกุล โดยการจำแนกชนิดของเช้ือราอาศัย
การตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS (ITS1-5.8s-ITS2) และ TEF1-alpha พบความยาวประมาณ 800 และ 900 คู่เบส ตามลำดับ 
จำแนกได้เป็นเชื้อรา Macrophomina phaseolina เมื่อนำไปทดสอบความสามารถในการเกิดโรคกับพืชเศรษฐกิจที่สำคัญ 5 ชนิด ได้แก่ 
ถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 72 ถั่วลิสงพันธุ์กาฬสินธุ์ 2  ถั่วพุ่มเมล็ดดำพันธุ์อุบลราชธานี ข้าวโพดข้าวเหนียวลูกผสมพันธุ์บิ๊กไวท์ 852 F1 และ
งาดำพันธุ์อุบลราชธานี 3 ด้วยวิธีการปลูกเชื้อรา M. phaseolina NAN203 บนเมล็ดและราก พบอาการบนพืชทั้ง 5 ชนิดคล้ายคลึงกัน 
โดยในระยะเริ่มต้นบริเวณต้นและรากเป็นแผลจุดช้ำ ฉ่ำน้ำ ต่อมาแผลขยายเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลอ่อน และใบเหลืองยังคงติดกับต้น ต่อมา
แผลเปลี่ยนเป็นสีดำเข้ม ต้นเหี่ยวและพบว่าเช้ือราเจริญบนเนื้อเยื่อส่วนที่เหลืออย่างรวดเร็ว พบการสร้าง microsclerotium บริเวณส่วนท่ี
เชื้อเข้าทำลายซึ่งเป็นสีดำ ผลการทดลองนี้ชี้ให้เห็นถึงความสามารถของเชื้อรา M. phaseolina ชนิดเดียว สามารถเข้าทำลายพืชได้หลาย
ชนิด ดังนั้นการวางแผนในการจัดการโรคในแปลงจึงเป็นสิ่งที่สำคัญ  
คำสำคัญ: พืชเศรษฐกิจ; Macrophomina phaseolina; การจัดจำแนก; พืชอาศัย 

 
ABSTRACT: Charcoal rot disease affects to mung bean product and quality in Thailand. The fungal pathogen infects 
mung bean all growth stages from seedling to harvesting. Moreover, it can survive in the soil for a long period of 
time. The aims of this research were to identify the fungal pathogen causing charcoal rot of mung bean and to 
investigate aggressiveness on other economically important plants. Twenty-six isolates of the pathogen collected 
from 6 areas in Chai Nat, Uthai Thani, Nakhon Sawan, Lopburi, Phetchabun and Nan provinces. Morphological and 
colony characteristics were investigated, then all isolates were grouped into 5 groups. Representative isolates of 
each group were considered using molecular technique. Identification was based on sequencing of ITS region (ITS1-
5.8s-ITS2) and TEF1-alpha contained sequences approximately 800 and 900 bp, respectively, then identified as 
Macrophomina phaseolina. Pathogenicity test on 5 different economically plant crops such as mungbean cv. Chai Nat 
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72, peanuts cv. Thainan, cowpea black grain cv. Ubon Ratchathani, waxy corn cv. Big white 852 F1 and black sesame 
cv. Ubon Ratchathani 3 were examined using unwounded inoculation by M. phaseolina NAN203 on seed coat and 
root. Diseased symptoms occurred on all crops, similarly.  Stem and root lesions first appeared water soaked but 
then turn a dull light brown with senesced leaves still attached to the plants, later turn to be dark brown necrotic 
symptom. The infected plants wilted and the fungus rapidly colonized the remaining tissues. The dead tissues turned 
black as microsclerotia were abundantly produced. This research indicated aggressiveness of the single fungus, M. 
phaseolina which can infect various hosts, it is very crucial to develop disease management program in the field, 
absolutely. 
Keywords: economically plants; Macrophomina phaseolina; identification; host 
 
บทนำ 

ถั่วเขียวเป็นพืชเศรษฐกิจที่สำคัญของประเทศไทยมาอย่างยาวนาน ผลผลิตส่วนใหญ่ใช้เพื่อการบริโภคภายในประเทศโดยตรง 
เช่นนำมาเพาะเป็นถั่วงอก การแปรรูปเป็นวุ้นเส้น การนำมาประกอบอาหารและขนมหวาน และการนำไปผสมเป็นอาหารสัตว์ เป็นต้น 
ในปี 2562 มีความต้องการใช้ถั่วเขียวภายในประเทศ 113,291 ตัน ผลผลิตรวมทั้งหมดของประเทศผลติได้ 92,472 ตัน ส่งออกประมาณ 
16,753 ตัน นำเข้าถั่วเขียวจากต่างประเทศ 26,617 ตัน มีพื้นที่ปลูก 803,522 ไร่ สำหรับประเทศคู่แข่งทางการตลาดที่สำคัญของไทย
ได้แก่ เมียนมา จีน และอุซเบกิสถาน (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2562)  

อย่างไรก็ตามการผลิตถั่วเขียวในประเทศไทยยังคงประสบกับปัญหาของโรคพืช โดยเฉพาะอย่างยิ่งในสภาพที่สภาวะภูมิอากาศ
เปลี่ยนแปลง (climate change) ทำให้โรคพืชบางชนิดมีความรุนแรงเพิ่มมากขึ้นในสภาพอากาศที่มีอุณหภูมิสูง โรคที่เกิดขึ้นก่อให้เกิด
ความเสียหายกับถั ่วเขียวได้ทั ้งในระยะต้นกล้าและระยะต้นโต คือ โรคเน่าดำ (charcoal rot) เกิดจากเชื ้อรา Macrophomina 
สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื ้อราชนิดนี้ คืออุณหภูมิที ่สูง ประมาณ 28-34°C (Smith and Wyllie., 1999: 
Radwan et al., 2014) และความชื้นในดินต่ำ (Dhingra and Sinclair., 1978; Manici et al., 1995; Saleh et al., 2010) เมื่อปลูก
ถั่วเขียวในสภาพดังกล่าว พบว่าเชื้อราสาเหตุโรคสามารถเข้าทำลายและแพร่กระจายได้  ทำให้ต้นตายและผลผลิตที่ได้ไม่มีคุณภาพ 
เนื่องจากเชื้อราสาเหตุนั้นติดไปกับเมล็ด ทำให้เมล็ดเน่าเสียหาย เมื่อนำไปแปรรูปทำให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ไม่มีคุณภาพ 

เชื้อรา Macrophomina เป็นสาเหตุของโรคเน่าดำที่มีพืชอาศัยกว้าง เช่น ถั่ว ถั่วเหลือง ถั่วพุ่ม ถั่วลิสง ข้าวโพด ข้าวฟ่างและ
ฝ้าย เป็นต้น (Su et al.,  2001, Ndiaye et al., 2010, Sarr et al., 2014, Sun et al., 2015) มีรายงานของ Ndiaye et. al. (2015) 
พบว่ามี 2 สปีชีส์ ที ่สามารถเข้าทำลายพืชตระกูลถั ่ว ได้แก่ Macrophomina phaseolina และ M. pseudophaseolina จากการ
ทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคในถั่ว 3 สายพันธุ์ ได้แก่ สายพันธุ์ Apagbaala (ต้านทาน) สายพันธุ์ IT93k-503-1 (ต้านทาน
ปานกลาง) และ สายพันธ์ุ Mouride (อ่อนแอ) พบว่าท่ีอุณหภูมิ 36°C เชื้อรา M. pseudophaseolina ก่อให้เกิดโรคกับถ่ัวพันธุ์ท่ีอ่อนแอ 
(สายพันธ์ุ Mouride) ได้รุนแรงมากกว่าเช้ือรา M. phaseolina ในขณะที่อุณหภูมิ 34°C เชื้อรา M. pseudophaseolina จะเข้าทำลาย
ถั่วได้ลดลง โดยมีการเข้าทำลายใกล้เคียงกับเชื้อรา M. phaseolina ส่วนลักษณะอาการที่พบหลังจากปลูกเชื้อรา Macrophomina ทั้ง 
2 สปีชีส์ บนต้นถั่วนั้น พบว่ามีลักษณะอาการเหมือนกัน เนื่องจากเชื้อราทั้ง 2 สปีชีส์ มีความคล้ายคลึงกันมาก จึงไม่สามารถจำแนกโดย
ใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาซึ่งเป็นการศึกษาข้อมูลพื้นฐานได้เพียงอย่างเดียว เพื่อช่วยให้การจำแนกเช้ือราทั้ง 2 สปีชีส์ มีความแม่นยำ
และถูกต้องมากยิ่งขึ้น จึงได้มีการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกันกับเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล Sarr et al. (2014) ศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา M. phaseolina สาเหตุโรคเน่าดำของ ถั่ว ถั่วลิสง กระเจี๊ยบ และกระเจี๊ยบแดง โดยใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาร่วมกับเทคนิคอณูชีวโมเลกุล (ITS region, TEF1-alpha, ACT, TUB และ CAL) พบว่าสามารถจำแนกเชื ้อรา M. 
phaseolina ออกจาก M. pseudophaseolina ได้อย่างชัดเจน นอกจากนี้ในงานวิจัยของ รัติยา (ข้อมูลส่วนตัว) ได้จำแนกเชื้อรา 
Fusarium incarnatum กับ F. equiseti เมื ่อเพิ ่มปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ ITS และวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ นำมาสร้าง 
phylogenetic tree พบว่าไม่สามารถจำแนกเชื้อรา 2 สปีชีส์ออกจากกันได้ อย่างไรก็ตามเมื่อเปลี่ยนมาศึกษาบริเวณ TEF1-alpha 
สามารถจำแนกเช้ือราทั้งสองออกจากกันได้อย่างชัดเจน 
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 จากที่กล่าวข้างต้นจะเห็นว่าเชื้อรา Macrophomina สามารถเข้าทำลายถั่วได้หลายชนิด และสร้างความเสียหายต่อผลผลิต 
ซึ่งเกษตรกรมักปลูกพืชเศรษฐกิจหลายชนิดร่วมกันกับพืชตระกูลถั่ว วัตถุประสงค์ในการวิจัยครั้งนี้เพื่อจำแนกเช้ือราสาเหตุโรคเน่าดำของ
ถั่วเขยีว และศึกษาความสามารถในการเข้าทำลายพืชเศรษฐกิจที่สำคัญบางชนิด เพื่อเป็นข้อมูลในการจัดการโรคในแปลงต่อไป 
 
วิธีการศึกษา 
แยกเชื้อราสาเหตุ  

เก็บตัวอย่างลำต้นและกิ่งแห้งของถั่วเขียวที่แสดงอาการเน่าดำ แผลสีน้ำตาลปนดำและพบโครงสร้าง microsclerotium ของ
เชื้อราสาเหตุโรค จากพื้นที่ปลูกถั่วเขียวในจังหวัดชัยนาท อุทัยธานี นครสวรรค์ ลพบุรี เพชรบูรณ์ และน่าน นำมาแยกเชื้อราสาเหตุโรค
ด้วยวิธีการ tissue transplanting โดยตัดชิ้นส่วนของถั่วเขียวที่แสดงอาการของโรคขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 ซม. ฆ่าเช้ือบริเวณพื้นผิว
ด้วยสารละลาย sodium hypochlorite ความเข้มข้น 3% นาน 5 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ำกลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเช้ือ 1-2 ครั้ง ซับให้แห้ง
ด้วยกระดาษทิชชูที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ นำไปวางบนอาหาร water agar (WA) บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25°C 
เป็นเวลา 2 วัน ทำเชื ้อราให้บริสุทธิ ์ด้วย hyphal tip method (Narayanasamy, 2001) เลี ้ยงบนอาหาร potato dextrose agar 
(PDA) บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นเก็บเชื้อราที่บริสุทธิ์บนอาหาร potato carrot 
agar (PCA) ที่อุณหภูมิ 14°C เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุ 

เลี้ยงเช้ือราสาเหตุบนอาหาร PDA บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25°C เป็นระยะเวลา  7 วัน ตรวจสอบ
ลักษณะของโคโลนี จากนั้นกระตุ้นการสร้างสปอร์เช้ือราโดยการวางใบทุเรียนที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อบนอาหาร ½ potato dextrose agar 
(½PDA) บ่มเช้ือใต้แสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 15-20 วัน ตรวจสอบรูปร่างและขนาดของสปอร์เช้ือรา
สาเหตุภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (compound microscope) ที่กำลังขยาย 10 - 100 เท่า จากนั้นจำแนกเชื้อราสาเหตุจาก
การศึกษาข้อมูลพื้นฐานเทียบกับหนังสือ The Coelomycetes: Fungi Imperfecti with Pycnidia, Acervuli and Stromata (Sutton, 
1980) 
การสกัดดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ 

เลือกตัวแทนของเชื้อราสาเหตุอย่างละ 1 ไอโซเลท จากลักษณะของโคโลนีทั้ง 5 แบบ ที่ได้จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา และเลือกเพิ่มเติมมาอีก 2 ไอโซเลท ที่สร้างสปอร์บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA  เลี้ยงเช้ือราสาเหตุบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA บ่มใต้แสง 
near UV สลับมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25°C เป็นระยะเวลา 3 วัน จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6 ซม. เจาะ
บริเวณขอบของโคโลนี แล้วย้ายลงอาหารเหลว spezieller nährstoffamer broth (SNB) นำไปเขย่าด้วยเครื ่อง rotary shaker ที่
ความเร็วรอบ 160 รอบ/นาที อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 3 วัน กรองเส้นใยด้วยกระดาษกรอง (Whatman No.1) สกัดดีเอ็นเอตามวิธี
ของ Pongpisutta et. al. (2013) และ Zimand et. al. (1994) โดยบดเส้นใยร่วมกับไนโตรเจนเหลว จากนั ้นกำจัดโปรตีนด ้วย 
proteinase K และสารละลาย phenol chloroform isoamyl alcohol (PCI) ทำการตกตะกอนสารพันธ ุกรรมด้วย absolute 
alcohol และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% ethanol จากนั้นปล่อยให้แห้ง โดย air drying method นาน 20-30 นาที เติมสารละลาย 
1xTE buffer (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 60 µl เพื่อละลายตะกอน และเก็บที่อุณหภูมิ -20°C เพื่อใช้สำหรับ
การศึกษาต่อไป 
 การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยอาศัยความสามารถของการจับกันของ
ไพรเมอร์บริเวณ internal transcribed spacer (ITS1-5.8s-ITS2) และ translation elongation factor 1-alpha (TEF1-alpha) ดัง
ตาราง Table 1 ทำการเตรียมดีเอ็นเอเช้ือราความเข้มข้น 2 µl ผสมสารทำปฏิกิริยา (master mix) สำหรับการเตรียม master mix ดัง
แสดงใน Table 2  
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Table 1 List of primers and their nucleotide sequences for analysis and identification  
Gene/ region Primer Sequence (5’-3’) Ta (°C) References 

ITS region 
ITS4 
ITS5 

TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 
GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 

56 White et al. (1990) 

TEF1-alpha 
EF1-728F 
EF2R 

CAT CGA GTT CGA GAA GG 
AGC ATG TTG TCG CCG TTG AAG 

55.4 
Carbone and Kohn. (1999) 
Jacobs et al. (2004) 

 
Table 2 Configuration of master mix for PCR 

Element Concentration Final concentration Volume/1 reaction (µl) 
1. DNA template 25 µl 2 µl 2.0 
2. Sterile dH2O - - 14.2 
3. Taq buffer 10X 1X 2.5 
4. Mg2+ 10X 1X 2.5 
5. dNTPs 1 mM 0.04 mM 1.2 
6. Forward primer 10 µM 400 nM 1.2 
7. Reverse primer 10 µM 400 nM 1.2 
8. Taq polymerase 5 U/µl 0.5 U 0.2 

Total 25.0 
 

นำตัวอย่างเข้าเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycler) โดยตั้งระบบดังนี้ pre-denature ที่อุณหภูมิ 94°C เป็น
เวลา 2 นาที denature ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 30 วินาที ส่วน annealing นั้นมีความแตกต่างกันระหว่างบริเวณ ITS และยีน 
TEF1-alpha ที่ต้องใช้อุณหภูมิ 56 และ 55.6°C ตามลำดับ (Table 1) โดยใช้เวลา 30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72°C เป็น
เวลา 1.30 นาที ทำปฏิกิริยาทั้งสิ้น 35 รอบ และปฏิกิริยารอบสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72°C เป็นเวลา 10 นาที นำ
ผลิตภัณฑ์ของ PCR (PCR product) ไปแยกขนาดโดยใช้วิธี agarose gel electrophoresis บน 1.2% agarose gel ใน 1XTBE buffer 
ใช้กระแสไฟฟ้า 80 โวลต์ บันทึกการเกิดแถบ PCR product ภายใต้แสง UV โดยเครื ่อง Gel Documentation จากนั ้นนำ PCR 
product ส่งวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่บริษัท 1st Base laboratories ประเทศมาเลเซีย นำข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบกับ
ฐ า น ข ้ อ ม ู ล จ า ก  GenBank ข อ ง  National Center for Biotechnology Information (NCBI) ด ้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  BLASTn 
https://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi" และศ ึกษาความสัมพ ันธ ์ของเช ื ้อรา โดยการสร ้าง phylogenetic tree ตามว ิธี  
maximum parsimony ที่ค่าความเชื ่อมั ่น (Bootstrap value) เท่ากับ 1,000 ด้วยโปรแกรม MEGA version 7.0 (Kumar et. al., 
2016) 
การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคในพืชอาศัยชนิดต่าง ๆ 

จากการทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคกับพืชของเชื ้อราสาเหตุทั ้ง  26 ไอโซเลท เบื ้องต้น เลือกเชื ้อรา M. 
phaseolina NAN 203 มีความรุนแรงสูงสุด ทดสอบความสามารถในการเกิดโรคกับพืชอาศัยท้ังหมด 5 ชนิด ได้แก่ ถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 
72 ถั่วลิสงพันธุ์กาฬสินธุ์ 2 ถั่วพุ่มเมล็ดดำพันธุ์อุบลราชธานี ข้าวโพดข้าวเหนียวลูกผสมพันธ์ุบิ๊กไวท์ 852 F1 และงาดำพันธุ์อุบลราชธานี 
3 โดยทดสอบกับเชื้อรา M. phaseolina NAN 203 ที่เจริญบนอาหาร PDA อายุ 3 วัน ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6 
ซม. เจาะขอบโคโลนี นำ mycelial disc ไปใช้ในการปลูกเช้ือ โดยแบ่งการทดสอบตามการเข้าทำลายของเชื้อออกเป็น 2 ระยะ คือ  
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ระยะก่อนงอก (pre-emergence) ปลูกพืชทดสอบในกล่องพลาสติกขนาด 10 x 14 x 2.5 ซม.วางเมล็ดพันธ์ุจำนวน 6 เมล็ด/
กล่อง จากน้ันนำ mycelial disc จำนวน 1 ช้ิน/เมล็ด วางบริเวณใกล้เคียงกับเมล็ด กลบด้วยดินที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ และรดน้ำให้ชุ่ม  

ระยะหลังงอก (post-emergence) ปลูกพืชทดสอบแต่ละชนิดในกล่องพลาสติกขนาดเดียวกันโดยใช้กระดาษทิชชูที่ผ่านการ
นึ่งฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้วใส่ในกล่องพลาสติก เทน้ำใส่เพื่อให้ความชื้น วางเมล็ดพันธุ์จำนวน 6 เมล็ด/กล่อง วางกล่องพืชทดสอบไว้เป็น
เวลา 7 วัน จนรากงอก จากนั้นปลูกเชื้อราสาเหตุด้วย mycelial disc จำนวน 1 ชิ้น/เมล็ด วางไว้บริเวณราก ใช้ดินที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ
กลบ แล้วรดน้ำให้ชุ่ม  

บันทึกลักษณะอาการของโรค หลังจากปลูกเช้ือราสาเหตุ 21 วัน และถ่ายภาพ พร้อมทั้งแยกเช้ือกลับตามวิธีการพิสูจน์โรคของ 
Koch’s postulation เพื่อยืนยันถึงความสามารถในการเป็นเชื้อราสาเหตุโรค 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
แยกเชื้อราสาเหตุ  
จากการแยกเชื้อราสาเหตุของถั่วเขียวท่ีแสดงอาการบนกิ่ง และลำต้นเน่า มีแผลสีน้ำตาลปนดำ พบการสร้าง microsclerotium บริเวณ
แผล ในพื้นที่ปลูกถั่วเขียวที่สำคัญ 5 จังหวัด พบว่าสามารถแยกเชื้อราสาเหตุโรคได้ทั้งหมด 26 ไอโซเลท โดยแบ่งเป็นเชื้อราสาเหตุจาก
จังหวัดชัยนาท (CNT) อุทัยธานี (UTI) นครสวรรค์ (NSN) ลพบุรี (LRI) เพชรบูรณ์ (PNB) และน่าน (NAN) จำนวน 1 (CNT101), 8 
(UTI101, UTI102, UTI103, UTI203, UTI301, UTI302, UTI402 แ ล ะ  UTI403), 5 (NSN101, NSN103, NSN104, NSN301 และ 
NSN502), 2 (LRI101 และ LRI102), 8 (PNB201, PNB202, PNB301, PNB304, PNB501, PNB502, PNB503 และ PNB504) และ 2 
(NAN101, NAN203) ไอโซเลท ตามลำดับ 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุ 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราทั้ง 26 ไอโซเลท ที่เจริญบนอาหาร PDA พบในระยะ 1 – 2 วัน เชื้อรา
เหล่านี้มีลักษณะของโคโลนี คล้ายคลึงกัน คือสร้างเส้นใยสีขาวเจริญแผ่ราบบนผิวหน้าอาหาร ต่อมาหลังการบ่มเป็นเวลา  4 วัน มีการ
พัฒนาเป็นเส้นใยลักษณะโคโลนีและสีแตกต่างกัน โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 5 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่ม 1 โคโลนีสีเขียวอมเทา เจริญแผ่ราบบน
ผิวหน้าอาหาร ขอบโคโลนีเรียบเส้นใยสีขาวถึงเขียวมะกอก จำนวน 11 ไอโซเลท (Figure 1A) กลุ่มที่ 2 โคโลนีสีเทาถึงดำ บริเวณกลาง
โคโลนีเส้นใยแผ่ราบไปกับผิวหน้าอาหาร ขอบโคโลนีสร้างเส้นใยสีขาวถึงขาวปนเทาเจริญฟูจากผิวหน้าอาหาร อัดตัวกันแบบหลวม  ๆ 
จำนวน 8 ไอโซเลท (Figure 1B) กลุ่มที่ 3 โคโลนีสีเทาถึงดำ สร้างเส้นใยสีขาวเทา เจริญฟูจากผิวหน้าอาหาร ขอบโคโลนีเรียบ เส้นใยอัด
ตัวกันแบบหลวม ๆ จำนวน 3 ไอโซเลท (Figure 1C) กลุ่มที่ 4 โคโลนีมีลักษณะคล้ายกับกลุ่มที่ 3 พบการสร้างเส้นใยสีขาวถึงขาวปนเทา 
เจริญฟูจากผิวหน้าอาหาร แต่มีการอัดตัวของเส้นใยค่อนข้างแน่น ขอบโคโลนีเรียบสร้างเส้นใยสีเทา ถึงดำ จำนวน 3 ไอโซเลท (Figure 
1D) และกลุ่มที่ 5 โคโลนีสร้างเส้นใยสีเขียวมะกอกถึงเทา เจริญฟูจากผิวหน้าอาหาร ขอบโคโลนีเรียบสร้างเส้นใยสีเขียวมะกอก จำนวน 
1 ไอโซเลท (Figure 1E) สำหรับลักษณะโคโลนีใต้ผิวอาหาร (reverse) พบว่ามีสีดำทึบในทุกไอโซเลท 

เมื่อตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบเชื้อราทั้ง 26 ไอโซเลท มีการสร้างองค์ประกอบท่ีคล้ายคลึงกัน โดยทุกไอโซเลทมีการ
สร้าง microsclerotia ผนังหนา เรียบ สีน้ำตาลเข้มถึงดำ รูปร่างตั ้งแต่ globose ถึง oval ขนาด 78.30-95.88 x 106.93-144.97 
ไมโครเมตร (Figure 1F) พบการสร้างส่วนขยายพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศท่ีเรียกว่า pycnidium รูปร่าง globose ผนังหนา มี ostiole เป็น
แบบ non-papillate (Figure 1G) ภายในสร้าง conidiogenous cell ใส ไม่มีสี ผนังเรียบ มีรูปร่างที ่ฐานขยายส่วนปลายเรียว 
(lageniform) ถึงรูปร่างค่อนไปทางทรงกระบอก (subcylindrical) (Figure 1H) สร้างสปอร์ (spore) ค่อนข้างยากบนอาหาร PDA 
ยกเว้นไอโซเลท LRI101 และ CNT101 สามารถสร้างสปอร์บนอาหาร PDA บ่มใต้แสง near UV สลับมืด 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25°C 
เป็นเวลา 15-20 วัน สำหรับการสร้างสปอร์นั้น พบ 2 รูปแบบ คือ microconidia มี 1 เซลล์ ใส ไม่มีสี ผนังบางและเรียบ มีหยดไขมัน 
(guttulate) รูปร่างกลม (spherical) รี (ellipsoid) ถึงมีลักษณะตรง (straight) ขนาด 6.53-7.37 x 8.53-9.24 ไมโครเมตร และ 
macroconidia มีเซลล์เดียว ใส ไม่มีสี ผนังบาง เรียบ มีหยดน้ำมันขนาดเล็กภายในสปอร์ รูปร่าง ellipsoid ถึงรูปร่างตรงข้ามกับรูปไข่ท่ี
ส่วนฐานแคบแต่ส่วนปลายกว้าง (obovoid) ขนาด 6.99-7.63 x 18.62-21.35 ไมโครเมตร (Figure 1I) จะพบแผ่นเมือกโดยรอบสปอร์ 
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(Figure 1J) และยังพบแผ่นเมือกคล้ายรยางค์บริเวณส่วนปลายของสปอร์ (apical mucoid appendages) มีลักษณะใส (Figure 1K) 
จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุดังกล่าว สามารถจำแนกเบื้องต้นได้เป็นเชื้อรา Macrophomina phaseolina โดยทำ
การเปรียบเทียบข้อมูลจากหนังสือ The Coelomycetes: Fungi Imperfecti with Pycnidia, Acervuli and Stromata (Sutton, 
1980) 

จากผลการทดลองพบว่าเช้ือรา M. phaseolina มีลักษณะของโคโลนีท่ีหลากหลาย โดยทั่วไปแล้วเชื้อราดังกล่าวมักมีโคโลนีที่
แตกต่างกันทั้งนี ้ขึ ้นกับสภาพแวดล้อม พืชอาศัย รวมไปถึงปัจจัยในการเลี ้ยงเชื ้อราในระดับห้องปฏิบัติการจึงเกิดความแตกต่าง 
(variation) นอกจากน้ีมีการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราในพืชอาศัยชนิดอื่น Satpathi and Gohel (2018) ได้จำแนกเชื้อ
รา M. phaseolina สาเหตุโรคต้นและรากเน่าของงาในประเทศอินเดีย พบว่าเชื้อราที่แยกได้5 ไอโซเลท มีลักษณะของโคโลนีแตกต่าง
กัน ตั้งแต่เจริญราบบนผิวหน้าอาหารจนถึงเจริญฟูบนผิวหน้าอาหาร อีกทั้งงานวิจัยของ Huda-Shakirah et. al. (2019) ที่แยกเชื้อ M. 
phaseolina จากต้นพลับพลึง และพลับพลึงตีนเป็ดในประเทศมาเลเซีย พบโคโลนีสร้างเส้นใยลักษณะอัดตัวกันแน่น สีดำ ดำปนเทา 
เทา จนถึงสีเขียวมะกอก และบางไอโซเลทเส้นใยมีการอัดตัวค่อนข้างน้อย เป็นต้น 

 

 
Figure 1 Morphological characteristics of Macrophomina isolated from charcoal rot of mungbean on PDA after 4 

days of incubation (A-E) 5 colony types, (F) microsclerotia, (G) pycnidia, (H) conidiogenous cells, (I) 
microconidia and (J) macroconidia with mucous sheath and (K) macroconidia with apical mucoid 
appendages (arrows). 

 
การสกัดดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ 

เชื้อราสาเหตุโรค จำนวน 7 ไอโซเลท ได้แก่  LRI101, NSN101, PBN201, UTI102, PBN101, UTI402 และ CNT101 ซึ่งเป็น
ตัวแทนจากการคัดเลือกโดยอาศัยความแตกต่างของลักษณะโคโลนีและการสร้างสปอร์บนอาหาร PDA เมื่อนำมาศึกษาข้อมูลทางอณูชีว
โมเลกุล พบว่าหลังการสกัดดีเอ็นเอเชื้อราได้ดีเอ็นเอความเข้มข้นประมาณ 100 ng ไม่พบการปนเปื้อนของโปรตีนและอาร์เอ็นเอ เมื่อ
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นำไปเพ ิ ่มปร ิมาณสารพันธ ุกรรมบร ิเวณ ITS1-5.8s-ITS2 และ TEF1-alpha พบว ่าหล ังการตรวจสอบด้วยว ิธ ี  agarose gel 
electrophoresis ให้แถบ PCR product ขนาดประมาณ 800 และ 900 bp ตามลำดับ 

จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 เปรียบเทียบข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank พบว่าเชื้อราสาเหตุ
โรคทั้ง 7 ไอโซเลท มีความเหมือนกับเชื้อรา M. phaseolina และ M. pseudophaseolina เท่ากับ 99 – 100 % identity เมื่อทำการ
สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการความสัมพันธ์ (phylogenetic tree) พบว่าเชื ้อราทั้ง 7 ไอโซเลท ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับเชื ้อรา M. 
phaseolina HND36 และ MpOc01 และยังอยู ่ในกลุ ่ม M. pseudophaseolina Por-Lea, CDA1111 และ CPC21528 มีค่าความ
เชื่อมั่นเท่ากับ 67% นอกจากน้ียังแยกออกจากเช้ือรา M. phaseolina ไอโซเลท PKS10 (ค่าความเชื่อมั่นเท่ากับ 99%) อย่างไรก็ตามทุก
ไอโซเลทแยกออกจาก out group (Lasiodiplodia theobromae MAz111 และ Fusarium oxysporum KKK20) อย ่างชัดเจน 
(Figure 2) 

 
Figure 2 Maximum parsimony phylogenetic tree of the ITS1-5.8s-ITS5 sequences. A bootstrap analysis was performed 

with 1,000 repetitions with MEGA version 7 software. 
 
 สำหรับบริเวณ TEF1-alpha พบว่าเมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank สามารถจำแนกเช้ือราทั้ง 7 ไอโซเลท ได้เป็นเช้ือรา M. 
phaseolina ที่ค่าความเหมือนเท่ากับ 99.09 – 100.00%  ทำการสร้างแผนภูมิ phylogenetic tree พบว่าให้ผลสอดคล้องกันคือ เช้ือ
ราทั้ง 7 ไอโซเลท ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับเชื้อรา M. phaseolina CDA1086, gi และ CMM3650 โดยมีค่าความเชื่อมั่นเท่ากับ 99% 
แยกออกจากเชื้อรา M. pseudophaseolina CDA1095, CDA1111 และ URM8032 (ค่าความเชื่อมั่นเท่ากับ 100%) และยังแยกออก
จากเชื ้อรา M. euphobiicola ARM497 และ URM8041 (ค่าความเชื ่อมั ่นเท่ากับ 50%) และทั ้งหมดแยกออกจาก out group 
(Lasiodiplodia theobromae VSBa1.2 และ Fusarium oxysporum NRRL45975) อย่างชัดเจน (Figure 3) 
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Figure 3 Maximum parsimony phylogenetic tree of the TEF1-alpha sequences. A bootstrap analysis was performed 

with 1,000 repetitions with MEGA version 7 software. 
 

ผลการศึกษาการจำแนกเชื ้อราสาเหตุโรคพืชโดยอาศัยล ักษณะทางส ัณฐานวิทยา พบความแตกต่างของเชื ้อรา 
Macrophomina แบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม อย่างไรก็ตามลักษณะของโคโลนีและลักษณะของสปอร์มีความคล้ายคลึงกัน เมื่อใช้เทคนิคทาง
อณูชีวโมเลกุลพบว่าการเพิ่มสารพันธุกรรมบริเวณ ITS จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์จาก 
phylogenetic tree พบว่าไม่สามารถแยกเชื้อรา M. phaseolina และ M. pseudophaseolina ออกจากกัน แต่เมื่อศึกษาเพิ่มเติมโดย
ใช้บริเวณ TEF1-alpha ทำให้การจำแนกเชื้อรา 2 สปีชีส์ แยกออกจากกันอย่างชัดเจน ในการจำแนกเชื้อราจำเป็นต้องใช้ทั้งลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์สนับสนุนร่วมกัน เพื่อช่วยให้การจำแนกมีความแม่นยำและถูกต้องมากยิ่งขึ้น  ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Machado et. al. (2018) ศึกษาและจำแนกเชื้อรา Macrophomina สาเหตุโรคเน่าดำของพืชน้ำมันใน
ประเทศบราซิล พบว่าลักษะทางสัณฐานวิทยามีความคล้ายคลึงกันมาก จึงได้นำเทคนิคอณูชีวโมเลกุลในการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม
บริเวณ ITS, TEF1-alpha, ACT, TUB และ CAL มาประยุกต์ใช้ พบว่าสามารถจำแนกเช้ือรา Macrophomina สาเหตุโรคเน่าดำของพืช
น้ำมันได้ 3 สปีชีส์ ได้แก่ M. phaseolina, M. pseudophaseolina และ M. euphorbiicola นอกจากนี้ Sarr et al. (2014) ได้ศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา Macrophomina สาเหตุโรคเน่าดำจำนวน 189 ไอโซเลท จากพืชอาศัยจำนวน 23 ชนิด และ
ดินตัวอย่างจำนวน 30 ตัวอย่าง ในประเทศเซเนกัล พบความหลากหลายของลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อและขนาดของสปอร์
ค่อนข้างสูง แต่เมื่อทำการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS, TEF1-alpha, ACT, TUB และ CAL สามารถจำแนกเชื้อราได้ 2 สปี
ชีส์ ได้แก่ M. phaseolina และ M. pseudophaseolina  

จากงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าเชื้อราสกุล Macrophomina phaseolina ที่แยกมาจากถั่วเขียวในพ้ืนท่ีปลูกแตกต่างกัน แต่กลับ
พบลักษณะโคโลนีท่ีมีความหลากหลาย อย่างไรก็ตามลักษณะของสปอร์นั้นมีความคล้ายคลึงกัน ดังนั้นการจำแนกเชื้อราในสกุลดังกล่าว 
ควรมีการนำข้อมูลทั้งทางด้านสัณฐานวิทยาและอณูชีวโมเลกุลเข้ามาสนับสนุนการศึกษาจากข้อมูลพื้นฐาน เพื่อทำให้การจำแนกชนิด
ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชเกิดความแม่นยำและถูกต้องมากยิ่งข้ึน 
การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคในพืชอาศัยชนิดต่าง ๆ 

เมื่อทดสอบความสามารถในการก่อโรคเบื้องต้น พบว่าเช้ือรา M. phaseolina NAN203 จากจังหวัดน่าน มีความสามารถใน
การก่อให้เกิดโรคกับถั่วเขียวได้รุนแรงที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อราสาเหตุอีก 25 ไอโซเลท จึงได้นำเชื้อราไอโซเลท NAN203 มา
ทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคกับพืชเศรษฐกิจจำนวน 5 ชนิด ได้แก่ ถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 72 ถั่วพุ่มเมล็ดดำพันธุ์อุบลราชธานี 
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งาดำพันธุ์อุบลราชธาน ี3 ข้าวโพดข้าวเหนียวพันธุ์บ๊ิกไวท์ 852 และถั่วลิสงพันธุ์ไทนาน 9 ผลการทดลองในระยะก่อนงอก พบว่าเมล็ดพืช
ทดสอบทั้ง 5 ชนิด มีเปอร์เซ็นต์การงอก 100, 100, 100, 100 และ 98ตามลำดับ และไม่พบเชื้อรา M. phaseolina เข้าทำลายพืชทุก
ชนิด อย่างไรก็ตามในเมล็ดถั่วลิสงพันธุ์ไทนาน 9 พบไม่งอก 2% เนื่องจากเมล็ดถูกเชื้อรา Aspergillus sp. เข้าทำลายทำให้เกิดการเน่า
ก่อนเมล็ดงอก อีกทั้งวัสดุปลูกบริเวณนั้นมีความชื้นมากกว่าบริเวณอื่น ส่งผลให้เชื้อรา Aspergillus sp. เจริญได้ดีเมื่อมีความชื้นสูง 85-
100 % (Shehu and Bello, 2011) ในระยะก่อนงอกไม่พบเช้ือรา M. phaseolina เข้าทำลายพืชทดสอบทั้ง 5 ชนิด เพราะพืชทดสอบ
ทั้งหมดใช้เวลาในการงอกเพียง 3-7 วัน ทำให้ไม่สามารถพบอาการของโรค อาจเนื่องมาจากช่วงเวลาเวลาสั้นๆ เชื้อรา M. phaseolina 
นั้น ยังไม่สร้าง microsclerotium จึงยังไม่งอกเป็นเส้นใยเข้าทำลายเนื้อเยื่อพืช มีรายงานของ Dhingra and Sinclair (1978) พบว่า 
microsclerotium จะสามารถงอกและเข้าทำลายพืชได้นั้น หลังจากได้รับสารกระตุ้นประเภทกรดอะมิโนบางชนิดที่หลั่งออกมาจาก
บริเวณรากพืช ซึ่งพืชแต่ละชนิดจะมีการกระตุ้นการงอกของ microsclerotium ที่แตกต่างกัน และระยะเวลาที่เชื้อเข้าทำลายพืชนั้น ก็
จะแตกต่างกันไปด้วย เช่น ในถั่วเหลือง microclerotium จะถูกกระตุ้นให้งอกเป็นเส้นใย หลังจากถั่วเหลืองงอกแล้ว 3 วัน จากงานวิจัย
ของ Ryley (2015) พบว่าหลังการงอกและต้นกล้าถั ่วเหลือง มีการเจริญเติบโต หากรากของต้นกล้าที ่อยู ่ใกล้หรือสัมผัสกับ 
microsclerotium มีการหลั่งสารบริเวณราก (root exudates) ออกมา จะกระตุ้นให้ microsclerotium งอกเป็นเส้นใยและเข้าทำลาย
พืช ส่วน Rani (2014) พบว่าเมื่อปลูกเชื้อรา M. phaseolina โดยการใช้สารแขวนลอยของเส้นใย (mycelial suspension) กับถั่วลิสง 
แสดงอาการของโรคภายใน 13-18 วัน หลังจากปลูกเชื้อรา พบจุดสีดำขนาดเล็กบริเวณเปลือกชั้นนอก จากนั้นแผลก็จะขยายอย่าง
รวดเร็วทำให้ต้นพืชเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล ใบร่วง และตาย   

แต่ในระยะหลังงอก 7 วัน แล้วทำการปลูกเช้ือราสาเหตุ พบว่างาพันธุ์อุบลราชธานี 3 เริ่มแสดงอาการแผลจุดช้ำ ฉ่ำน้ำบริเวณ
ใบเลี้ยงและลำต้นเหนือดิน ต่อมาแผลขยายใหญ่ขึ้นส่งผลให้ลำต้นพับ เหี่ยว และตาย พบการสร้างโครงสร้าง microsclerotia สีดำ
บริเวณแผล (เปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 100%) สำหรับพืชทดสอบอีก 4 ชนิด ได้แก่ ถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 72 ถั่วพุ่มพันธุ์อุบลราชธานี 
ข้าวโพดข้าวเหนียวพันธุ์บิ๊กไวท์ 852 และถั่วลิสงพันธุ์ไทนาน 9 พบหลังการปลูกเชื้อเป็นระยะเวลา 21 วัน จึงเริ่มแสดงอาการ พบมี
ลักษณะอาการคล้ายคลึงกับที่พบในงาพันธุ์อุบลราชธานี  3 มีการสร้าง microsclerotia สีดำ บริเวณแผลเช่นกัน (Figure 4A-E) มี
เปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 67, 73, 87 และ 87 ตามลำดับ งานวิจัยนี้พบว่าเชื้อรา M. phaseolina สามารถเข้าทำลายพืชที่นำมา
ทดสอบได้ทั้ง 5 ชนิด จากรายงานหลายฉบับทั่วโลก พบว่าพืชอาศัยของเชื้อรา M. phaseolina มีมากถึง 500 สายพันธุ์ และมีความ
หลากหลายมากถึง 100 สกุล (Mehan and McDonald, 1997) สำหรับประเทศไทย พจนา และคณะ (2552) รายงานว่าเชื้อรา M. 
phaseolina ส่วนมากพบการเข้าทำลายพืชไร่เศรษฐกิจ เช่น ข้าวฟ่าง งาขาว งาดำ ถั่วลิสง และถั่วเขียว เป็นต้น อีกทั้งยังพบว่าเข้า
ทำลายไม้ดอก ไม้ประดับ พืชใบเลี ้ยงเดี ่ยว และพืชใบเลี ้ยงคู ่ อีกด้วย (กรมวิชาการเกษตร, 2545; Karibasappa et. al., 2018; 
Partridge, 2021) ทั้งนี้เชื้อรา M. phaseolina นั้นเป็นจุลินทรีย์ที่อาศัยซากพืชที่ตายแล้วเป็นอาหาร หรือที่เรียกว่า necrotrophic 
pathogen หลังจากเข้าทำลายเนื้อเยื่อพืชอาศัยแล้ว ยังคงเจริญได้ แต่ไปมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืชอาศัย (Khan et al., 2017)  
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Figure 4 Charcoal rot symptom on host seedlings showing reddish brown discoloration and black streaks (arrows on 

A-E) after 21 days of inoculation which inoculated with mycelial disc of Macrophomina phaseolina NAN203 
(A) Mungbean cv. Chai Nat 72, (B) Cowpea black grain cv. Ubon Ratchathani, (C) Black sesame cv. Ubon 
Ratchathani 3, (D) Waxy Corn cv. Big white 852 F1, (E) Peanuts cv. Thainan 9 and (F) microsclerotia (arrows). 

 
ถึงแม้ว่า การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคนั้น เมื่อทำการปลูกเช้ือรา M. phaseolina NAN203 แยกจากถั่วเขียว

จากจังหวัดน่าน กลับทำให้เกิดโรคได้รุนแรงกับงาพันธุ์อุบลราชธานี 3 (100%) ในขณะที่ถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 72 เกิดโรคได้น้อยกว่า 
(67%) เท่านั้น ทั้งนี้อาจเกิดจากถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 72 มีโครงสร้างที่ต้านทานต่อการเข้าทำลายของเช้ือรา strain ที่รุนแรง ได้ดีกว่าถั่ว
เขียวพันธุ์ที่ปลูกในพื้นที่จังหวัดน่าน และงาพันธุ์อุบลราชธานี 3 ก็อาจเป็นได้ ถั่วเขียวผิวมันที่มีความต้านทานต่อโรคเน่าดำ มีทั้งหมด 3 
พันธุ์/สายพันธุ์ ได้แก่ IPM99-125, EC693368 และ EC693369 พันธุ์/สายพันธุ์ที่อ่อนแอต่อโรคเน่าดำ ได้แก่ VC3960-88 และ KPS1 
(กำแพงแสน 1) (Pandey, 2020) สำหรับเชื้อรา strain ที่รุนแรงน้ัน Khan et al. (2017) รายงานว่าเช้ือรา M. phaseolina ทำให้เซลล์
ของพืชอาศัยเกิดภาวะถูกออกซิไดซ์เกินสมดุล (oxidative stress) พบปริมาณของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2)) ซึ่งเป็นองค์ประกอบ
ที่สำคัญของอนุมูลอิสระออกซิเจน [Reactive oxygen species (ROS)] สูงมากขึ้นก่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของอนุมูลอิสระอันมี
ความไวต่อชีวโมเลกุลภายในเซลล์ ทำให้เซลล์ถูกทำลายง่ายขึ้น (Anthony et al., 2017; Yu et al., 2017) นอกจากนี้ยังพบว่าเชื้อรา
ปล่อยเอนไซม์ประเภท hydrolytic enzyme มาย่อยสลายองค์ประกอบของผนังเซลล์ของพืช  เช่น เพคติน (pectin) ไขมัน (lipid) 
เซลลูโลส (cellulose) และโปรตีน (proteins) ซึ่งเป็นองค์ประกอบท่ีเป็นโมเลกุลใหญ่ที่ไม่ละลายน้ำ (Wheeler, 1975) มีรายงานว่าเช้ือ
รา M. phaseolina สร้างเอนไซม์อะไมเลส (amylase) (Sohail et al., 2009) 
 
สรุป 
 แยกเช้ือราสาเหตุโรคเน่าดำของถั่วเขียว จากพ้ืนท่ีปลูกถั่วเขียวในจังหวัดชัยนาท อุทัยธานี นครสวรรค์ ลพบุรี เพชรบูรณ์ และ
น่าน  ได้ทั้งหมด 26 ไอโซเลท จากนั้น นำเชื้อราตัวแทนจาก 5 กลุ่ม มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล
บริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 และ TEF1-alpha พบว่าเช้ือราสาเหตุมีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาซึ่งสามารถแบ่ง ออกเป็น 5 กลุ่ม เมื่อใช้
ลักษณะของโคโลนี แต่ไม่มีความสอดคล้องกับลักษณะทางพันธุศาสตร ์จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางอณูชีวโมเลกุล เชื้อราสาเหตุไม่มี
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ความแปรผันลักษณะทางพันธุศาสตร์ การจำแนกเชื้อราสาเหตุได้เป็น Macrophomina phaseolina เพียงสปีชีส์เดียวเท่านั้น จากการ
ใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยาร่วมกับอณูชีวโมเลกุลร่วมกันสามารถระบุได้ว่าเชื้อราสาเหตุโรคเน่าดำของถั่วเขียวในประเทศไทย ยังคงเป็น  
M. phaseolina และยังไม่พบการเข้าทำลายของสปีชีส์ใหม่เหมือนต่างประเทศตามที่มีรายงาน อย่างไรก็ตามการจำแนกเชื้อราในสกุล
ดังกล่าว ควรมีการนำข้อมูลในหลายๆ ด้านทั้งทางด้านสัณฐานวิทยาและอณูชีวโมเลกุลเข้ามาสนับสนุน เนื่องจากเชื้อราสาเหตุมีความ
หลากหลายของลักษณะทางโคโลนีและสปอร์ที่มีความคล้ายคลึงกัน เพื่อทำให้การจำแนกชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคพืชเกิดความแม่นยำ
และถูกต้องมากยิ่งขึ้น สำหรับการตรวจสอบความสามารถในการทำให้เกิดโรคนั้น พบว่าเชื้อรา M. phaseolina NAN203 มีการสร้าง 
microsclerotia สีดำ บริเวณแผล สามารถเข้าทำลายพืชเศรษฐกิจท้ัง 5 ชนิด ได้แก่ ถั่วเขียวพันธุ์ชัยนาท 72 ถั่วลิสงพันธุ์กาฬสินธุ์ 2  ถั่ว
พุ่มเมล็ดดำพันธุ์อุบลราชธานี ข้าวโพดข้าวเหนียวลูกผสมพันธ์ุบิ๊กไวท์ 852 F1 และงาดำพันธุ์อุบลราชธานี 3 ได้  
 
คำขอบคุณ 
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ทดแทนพลังงาน และกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ สำหรับการเอื้อเฟื้อเมล็ดพันธ์ุในการทดลอง 
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