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การเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อรา Phomopsis sp. สาเหตุโรคใบจุดของทุเรียน 
(Durio zibethinus Murr.) พันธุ์หมอนทอง

Latent Infection of Phomopsis sp., the Causal Agent of Leaf Spot on Durian 
(Durio zibethinus Murr.) Cultivar Monthong
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บทคัดย่อ
	โรคใบจุดของทุเรียน มีสาเหตุจากเชื้อรา Phomopsis sp. เป็นโรคที่ไม่ได้ก่อความเสียหายต่อทุเรียนโดยตรง 

แต่การสะสมของโรคที่ใบจะเป็นแหล่งของเชื้อและก่อให้เกิดโรคผลเน่าภายหลังการเก็บเกี่ยวได้  ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้น
ศึกษาระยะเข้าท�ำลายแฝง และปัจจัยภายในพืชที่ก่อให้เกิดการเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อสาเหตุโรค  โดยเมื่อปลูกเชื้อรา 
Phomopsis sp. ด้วยวิธีพ่นสปอร์แขวนลอย (เข้มข้น 106 สปอร์/มล.) ลงบนต้นกล้าทุเรียนที่หลังหรือท้องใบ พบว่า 
บรเิวณท้องใบเกิดการตดิเชือ้มากกว่า  และเมือ่ปลูกเชือ้โดยวธีิวางชิน้วุ้นลงบนแผลจะพบลักษณะจดุตายสีน�ำ้ตาลบน
เน้ือเย่ือใบ และมกีารสร้างส่วนขยายพันธ์ุของเชือ้รา เรยีกว่า pycnidium ที ่20 วนัหลงัจากปลกูเชือ้  และยังพบลกัษณะ
เข้าท�ำลายแฝงของเช้ือก่อโรค โดยมกีารปรากฏแผลใหม่ซึง่มลีกัษณะอาการแผลจดุสนี�ำ้ตาลเข้มขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 
1 มม. และมีวงแหวนสีเหลืองล้อมรอบหลังจากปลูกเชื้อที่ 32 วัน  รวมทั้งยังพบการเข้าท�ำลายแฝงในสภาพธรรมชาติ  
โดยสามารถตรวจพบการติดเชื้อของเชื้อรา Phomopsis spp. ทั้งบนใบและดอกที่ปราศจากอาการโรคสูงถึง 95 และ 
70% ตามล�ำดับ  ยิ่งไปกว่านั้นการที่สารสกัดหยาบจากใบทุเรียนสามารถลดการงอกและความยาวของ germ tube 
ของสปอร์เชื้อรา และการปรากฏของสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคบนแผ่น TLC ที่ retention 
factor 0.29-0.88 แสดงถึงเน้ือเย่ือใบทุเรียนมีสารบางชนิดที่ยับย้ังไม่ให้เชื้อก่อโรคเจริญเติบโตได้ในช่วงหนึ่ง ดังนั้น
การป้องกันก�ำจัดโรคบนใบในระยะท่ีมีการเข้าท�ำลายแฝงน่าจะเป็นวิธีท่ีจะช่วยลดประชากรของเชื้อก่อโรคลงได้อีก
ทางหนึ่ง

ค�ำส�ำคัญ : ใบจุดทุเรียน  ระยะเข้าท�ำลายแฝง  การติดเชื้อ  การพัฒนาโรค  สารที่มีอยู่แล้วในพืช

Abstract
	Durian leaf spot caused by Phomopsis sp., is a minor disease which indirectly decreases quality 

of durian yield. Disease symptoms on the leaves acted as source of inoculum further affecting fruit rot 
after harvest. The objectives of this study were to investigate latent infection and factors affecting latent 
period of plant pathogenic fungus Phomopsis sp. on durian leaf. Pathogen inoculation by spraying spore 
suspension (106 spore/ml) on abaxial or adaxial surface of the leaf was conducted on seedlings. The results 
showed that the most infection area was on the lower side of leaf. The inoculated seedling by an agar  
plug on the wound site was also investigated. It was shown that browning necrotic spots appeared on the 
leaf and pycnidial formation was expressed at 20 days after inoculation. Consequently, numerous new 
browning spots with 1 mm in diameter surrounded by yellow halo were visible at 32 days after inoculation. 
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In addition, natural latent infection by Phomopsis spp. was also established on durian leaves and flowers 
by 95 and 70% infection, respectively. Moreover, crude extract of durian leaf could reduce pathogen spore 
germination and germ tube elongation. It also showed inhibition zone of pathogen growth on TLC plate by 
retention factor of 0.29-0.88. This indicated that durian leaf tissues presented preformed substances which 
acted as antifungal compounds while the pathogen was in a latent period. This investigation benefits 
durian growers to control this disease by reduction of pathogen population at symptomless period. 

Keywords : Phomopsis leaf spot, latent period, pathogen infection, disease development, preformed  
                    substance

ค�ำน�ำ
เชือ้รา Phomopsis species เป็นเชือ้ราท่ีเข้าท�ำลายทุเรยีนและก่อให้เกิดโรคใบจดุได้ตัง้แต่ระยะต้นกล้าจนถึง 

ต้นโต ถึงแม้ท่ีผ่านมา โรคใบจุดท่ีเกิดจากเชื้อราดังกล่าวจะเป็นโรคที่นักวิชาการและเกษตรกรไม่ค่อยให้ความสนใจ
มากนัก เนื่องจากไม่ได้ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลิตผลโดยตรง แต่ในปัจจุบันกลับพบว่าลักษณะอาการของโรคดัง
กล่าวมีการแพร่กระจายเป็นบริเวณกว้าง โดยเฉพาะในแหล่งปลูกทุเรียนแถบภาคตะวันออกของประเทศไทย เช่น 
จังหวัดจันทบุรีและตราด โดยเชื้อราสาเหตุโรคจะท�ำให้เกิดลักษณะอาการจุดตายสีน�ำ้ตาล (necrotic spots) รูปร่าง
กลม ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1 มม. ขอบแผลมีสีเข้มและปรากฏวงแหวนสีเหลืองล้อมรอบ (yellow halos) กระจาย 
อยู่ทั่วไปบนใบที่มีอายุค่อนข้างแก่ โดยอาการแผลจุดดังกล่าวจะส่งผลกระทบต่อพืชในลักษณะรบกวนกระบวนการ
สังเคราะห์แสง หรือกระบวนการเมตาบอลิซึมอื่นๆ ของพืชได้ (Hwang et al., 2006)   อาการของโรคที่ปรากฏบน 
ใบนับได้ว่าเป็นแหล่งของเชื้อ (source of inoculum) ที่มีความส�ำคัญมาก เนื่องจากเชื้อราสาเหตุโรคที่อยู่บริเวณใบ
สามารถแพร่กระจายไปสูบ่รเิวณอืน่ๆ โดยเฉพาะในสว่นของผลได้ ซึ่งจะท�ำให้เกดิอาการผลเน่าภายหลังการเกบ็เกีย่ว
ตามมา ดังเช่นที่พบในไม้ผลหลายๆ ชนิด  ได้แก่ สตรอเบอร์รี่ที่ถูกเชื้อรา Phomopsis obscurans เข้าท�ำลายที่ใบและ
ท�ำให้เกดิอาการใบไหม้  ก็ส่งผลให้เกิดอาการผลเน่าภายหลงัการเก็บเก่ียวได้เช่นเดยีวกัน (Ellis and Nita, 2008)  หรอื
เชื้อรา Phomopsis sp. ที่เข้าท�ำลายต้นท้อและเป็นสาเหตุท�ำให้เกิดอาการกิ่งไหม้ก็มักท�ำให้เกิดอาการผลเน่าทั้งก่อน
และหลังการเก็บเกี่ยวตามมาภายหลัง (Fenn, 2011)  นอกจากนี้ยังพบการเข้าท�ำลายของเชื้อรา Phomopsis spp. 
กับพืชอื่นๆ อีกหลายชนิด ได้แก่ เชื้อรา Diaporthe helianthi  teleomorph เป็นสาเหตุโรคแคงเกอร์ของ 
ทานตะวัน  P. oblonga anamorph (Diaporthe eres teleomorp) เป็นสาเหตุของโรค black line ในต้นเอล์ม   
members of the Diaporthe-Phomopsis complex เป็นสาเหตุของโรคล�ำต้นไหม้ ฝักเน่า และเมล็ดเน่าของถั่วเหลือง   
P. juniperovora เป็นสาเหตุของโรคไหม้ในพืชตระกูลสน P. viticola เป็นสาเหตุโรคใบจุดและเครือไหม้ขององุ่น และ 
Phomopsis sp. เป็นสาเหตุโรคผลเน่าในมะละกอ เป็นต้น (Brayford, 1990; Nita et al., 2007; Debaeke and  
Estragnat, 2009; Soto-Arias and Munkvold, 2011) ซึง่เชือ้รา Phomopsis บางชนิดเมือ่เข้าท�ำลายพชืจะมกีารสร้าง
สารพิษร่วมด้วย ดังเช่นที่พบในเชื้อรา P. helianthi ที่เข้าท�ำลายต้นทานตะวัน และมีการผลิตสารพิษ phomozin ซึ่ง
ท�ำให้เกิดการตายของเซลล์พืชข้ึน (Mazars et al., 1991)  อย่างไรก็ตาม การเข้าท�ำลายของเชื้อรา Phomopsis  
แต่ละชนิด มักมีความเฉพาะเจาะจงต่อพืชอาศัย และมีความต้องการสภาพแวดล้อมในการงอกหรือติดเชื้อบนพืช 
แต่ละชนิดแตกต่างกัน ดังจากการศึกษาของ Ortiz-Ribbing and Williams (2006) รายงานว่า สปอร์ของเชื้อรา  
P. amaranthicola สามารถงอกและสร้าง germ tube บนใบวัชพืชใน genus Amaranthus ทั้ง 7 species ได้แตกต่าง
กัน ซึ่งส่งผลให้มีความสามารถในการก่อโรคแตกต่างกันด้วย นอกจากนี้ เชื้อรา Phomopsis spp. ยังมีคุณลักษณะ
ในการเข้าท�ำลายแฝง กล่าวคือ เนื้อเย่ือพืชมีการเข้าท�ำลายของเชื้อแต่ยังไม่ปรากฏอาการของโรคให้เห็น ซึ่ง  
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Rawnsley (2003) รายงานว่า เชื้อรา P. viticola เข้าท�ำลายองุ่นและท�ำให้ปรากฏอาการใบจุดหลังจากติดเชื้อที่  
21 วัน ในขณะทีใ่นส่วนของล�ำต้นจะใช้เวลามากขึน้ถึง 28 วัน  ซึง่ระยะการเข้าท�ำลายแฝงของเชือ้ก่อโรคจะเป็นปัญหา
หนึ่งที่ส�ำคัญในการจัดการโรคทั้งก่อนและหลังการเก็บเกี่ยว เนื่องจากการไม่ปรากฏอาการของโรคจะท�ำให้เกิดความ
ล่าช้าในการวางแผนป้องกนัก�ำจดั ซึง่จะส่งผลให้เกิดการสะสมของเชือ้ก่อโรคและอาจเกิดการแพร่กระจายไปยังบรเิวณ
อื่นๆ ได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จึงได้ศึกษาการมีระยะเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อรา Phomopsis sp. สาเหตุโรคใบจุดของ
ทุเรียน รวมถึงศึกษาปัจจัยภายในพืชที่มีต่อระยะการเข้าท�ำลายแฝงนั้น อันจะเป็นประโยชน์ในการหาแนวทางเพ่ือ
จัดการโรคอย่างมีประสิทธิภาพต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ
1.  ศึกษาการเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อราบนต้นกล้าทุเรียน

คัดเลือกเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 ที่ก่อให้เกิดโรค น�ำมาปลูกเชื้อบนต้นกล้าทุเรียนพันธุ์หมอน
ทองโดยวิธีวางชิ้นวุ้นลงบนใบที่มีอายุ 10 วันหลังใบคลี่ที่ผ่านการท�ำแผล บ่มใบในถุงพลาสติกชื้นเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
เปิดถุงออกและบ่มต่อในสภาพความชืน้สมัพัทธ์ที ่80% อณุหภูม ิ25-35ºC บนัทกึระยะเวลาทีป่รากฏแผลใหม่  นอกจาก
น้ันท�ำการปลูกเชื้อโดยวิธีเลียนแบบธรรมชาติ โดยพ่นสปอร์แขวนลอย (สปอร์ชนิดแอลฟาท่ีความเข้มข้น 106 สปอร ์
ต่อมลิลลิติร) ลงบนใบทุเรยีนท่ีต�ำแหน่งหลงัใบหรอืท้องใบ บ่มใบท่ีผ่านการปลูกเชือ้แล้วในถุงพลาสตกิชืน้เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง และบ่มต่อในสภาพเดิมข้างต้นเป็นเวลา 8 สัปดาห์  ท�ำการแยกเชื้อโดยวิธี tissue transplanting หลังจากปลูก
เชื้อทุกๆ 1 สัปดาห์ โดยตัดเนื้อเย่ือใบเป็นชิ้นส่ีเหล่ียมขนาด 2x2 ตารางมิลลิเมตร ฆ่าเชื้อท่ีผิวรอบนอกด้วย 10% 
clorox ล้างด้วยน�้ำกลั่นฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง ผึ่งให้แห้งในตู้ปลอดเชื้อ จากนั้นย้ายชิ้นส่วนพืชวางลงบนอาหาร half PDA 
จ�ำนวน 10 ชิ้นต่อจานเลี้ยงเชื้อ บ่มจานเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง (25-32ºC) เป็นเวลา 7 วัน บันทึกเปอร์เซ็นต์การติด
เชื้อของเชื้อราบนเนื้อเยื่อพืช
2.  ศึกษาการเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อราในสภาพธรรมชาติ

ศกึษาแหล่งของเชือ้ (source of inoculum) ในส่วนต่างๆ ของต้นทุเรยีน ได้แก่ ใบ และดอกทีไ่ม่ปรากฏอาการ
ของโรคในแปลงปลูกทุเรียนพันธุ์หมอนทอง อ.มะขาม จ.จันทบุรี และ อ.เขาสมิง จ.ตราด โดยเก็บใบที่มีอายุต่างกัน 2 
ระยะ คือ ใบอ่อน และใบแก่ และดอกในระยะต่างๆ มาแยกเชื้อโดยวิธี tissue transplanting เพื่อหาเปอร์เซ็นต์การติด
เชื้อของเชื้อรา Phomopsis spp. วางแผนการทดลองแบบ CRD จ�ำนวน 3 ซ�้ำ 
3.  ศึกษาปัจจัยภายในเนื้อเยื่อพืชที่มีผลต่อการเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อ

เก็บตัวอย่างใบทุเรียนพันธุ์หมอนทองท่ีปราศจากอาการของโรคมาสกัดด้วยตัวท�ำละลาย methanol และ
กรองเอาเฉพาะสารละลายมาเพิ่มความเข้มข้นด้วยเครื่อง rotary evaporator (Buchi, Rotavapor R110) เพื่อให้ได้
เป็นสารสกัดหยาบ (crude extract)   โดยดัดแปลงจากวิธีการของ Chirawut (2005) จากนั้นน�ำสารสกัดหยาบมา
ยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อรา Phomopsis sp. ตามวิธีการดังต่อไปนี้

3.1 	 ทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอร์บนอาหาร water agar (WA)
	 หยดสปอร์แขวนลอยของเชื้อราลงบนจานอาหาร WA ที่ความเข้มข้น 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 

20 ไมโครลิตร และหยดสารสกัดหยาบใบทุเรียน ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรตามลงไป ใช้แท่งเกี่ยวสามเหลี่ยมเกลี่ยสปอร์
ให้กระจายทั่วจานเลี้ยงเชื้อ บ่มไว้เป็นเวลา 10 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง  บันทึกเปอร์เซ็นต์การงอกและความยาว germ 
tube ของสปอร์ 

3.2  	 ทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอร์บนแผ่น thin layer chromatography (TLC)
	 หยดสารสกัดหยาบบนแผ่น TLC น�ำไป develop ด้วย running solvent (dichloromethane :  

methanol 98 : 2 v/v) ประมาณ 1 ชั่วโมง  ผึ่งแผ่น TLC ให้แห้ง  จากนั้นเตรียมสปอร์แขวนลอยของเชื้อรา  
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Phomopsis sp. ในอาหารเหลว half potato dextrose broth  น�ำมาพ่นลงบนแผ่น TLC ด้วย airbrush (BADGER 
AIR-BRUSH™, U.S.A.)  บ่มแผ่น TLC ไว้ในกล่องพลาสติกชื้น เป็นเวลา 3 วันเพื่อให้เชื้อราเจริญเติบโต สังเกตการ
ปรากฏบริเวณยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (inhibition zone หรือ clear zone)  และวัดค่า retention factor (Rf) ของ
สารที่มีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของเชื้อน้ัน เปรียบเทียบกับ Rf ของ inhibition zone ของเชื้อรา Cladosporium  
oxysporum ซึ่งใช้เป็น indicator fungus เนื่องจากสปอร์มีสีเข้ม โดยจะท�ำให้การปรากฏบริเวณยับยั้งบนแผ่น TLC มี
ความชัดเจนมากขึ้น

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.  ศึกษาการเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อราบนต้นกล้าทุเรียน

	จากการปลกูเช้ือรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 โดยวิธีท�ำแผลบนใบทุเรยีนพันธ์ุหมอนทอง พบว่า บรเิวณ
ทีป่ลกูเชือ้จะเกิดลกัษณะจุดสนี�ำ้ตาล ซึง่ต่อมาแผลขยายขนาดและแสดงเน้ือเย่ือแห้งตายบรเิวณกลางแผล และปรากฏ
วงแหวนสเีหลอืงล้อมรอบ (yellow halo)  โดยทีบ่รเิวณกลางแผลจะปรากฏโครงสร้างสดี�ำขนาดเลก็มองเหน็ได้ด้วยตา
เปล่ากระจายอยู่ทั่วไป เรียกว่า pycnidium ซึ่งเป็นโครงสร้างส�ำหรับห่อหุ้มสปอร์ของเชื้อราที่อยู่ในระยะสืบพันธุ์แบบ
ไม่อาศัยเพศ โดยจะพบการสร้าง pycnidium หลังจากปลูกเชื้อแล้วเป็นเวลา 20 วัน  และหลังจากปลูกเชื้อที่ 32 วัน 
จะปรากฏแผลใหม่ท่ีมลีกัษณะอาการแผลจดุสนี�ำ้ตาลแดงขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 1 มลิลเิมตร และมวีงแหวนสเีหลอืง
ล้อมรอบกระจายอยู่ข้างแผลที่ผ่านการปลูกเชื้อนั้น (Figure 1) ซึ่งแผลใหม่ที่ได้ยังคงมีลักษณะเหมือนแผลเริ่มต้นที่ได้
ท�ำการแยกเชื้อมา และสอดคล้องกับลักษณะแผลจุดท่ีเกิดจากเชื้อรา Phomopsis durionis ของทุเรียนพันธุ์หมอน
ทองที่ได้รายงานไว้โดย Lim and Sangchote ในปี 2003  ในการทดลองน้ีเชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10  
มีระยะเข้าท�ำลายแฝงบนใบทุเรียนพันธุ์หมอนทองท่ี 32 วัน ซึ่งมีความแตกต่างจากการเข้าท�ำลายของเชื้อรา  
P. viticola ในองุ่น โดยเชื้อดังกล่าวมีระยะเข้าท�ำลายแฝงบนเนื้อเยื่อใบองุ่นที่ 21 วันจึงจะปรากฏอาการของโรคให้
เห็น ในขณะที่บนเนื้อเยื่อของล�ำต้น จะแสดงอาการของโรคที่ 28 วันหลังจากติดเชื้อ (Rawnsley, 2003) ซึ่งแสดงถึง
เมือ่สภาพแวดล้อมเหมาะสม ได้แก่ ใบมอีายุมากขึน้หรอืสภาพของเน้ือเย่ือพืชเริม่เสือ่มลง อาการของโรคจงึจะปรากฏ 
นอกจากน้ี เมื่อใบทุเรียนเกิดการติดเชื้อและแสดงอาการโรคจะปรากฏวงสีเหลืองล้อมรอบแผล เนื่องจากเชื้อรา  
Phomopsis spp.  ผลิตสารพิษออกมาท�ำลายเนื้อเยื่อพืช   ดังเช่นจากการรายงานของ Patwardhanr et al. (1974) 
รายงานว่าเชื้อรา  P. paspalli  เมื่อเข้าท�ำลายธัญพืชจะสามารถผลิตสารพิษ ชื่อ cytochalasins  ออกมา และสารพิษ
ดังกล่าวพบว่าเป็นอันตรายต่อผู้บริโภคด้วย ในขณะที่ Girish et al. (2009) รายงานว่าเชื้อรา P. azadirachtae  เมื่อ
เข้าท�ำลายสะเดาจะปลดปล่อยสารพิษออกมาท�ำลายเน้ือเย่ือพืช โดยท�ำให้เกิดอาการแห้งตายลามจากยอด (die back)

	จากการปลูกเชื้อโดยพ่นสปอร์แขวนลอยของเชื้อรา Phomopsis sp. บนหลังใบ (adaxial surface) และ 
ท้องใบ (abaxial surface) ของต้นกล้าเพ่ือศึกษาการติดเชื้อและการมีชีวิตรอดของเชื้อราหลังจากปลูกเชื้อแล้วทุกๆ 
สัปดาห์ พบการเข้าท�ำลายของเชื้อราสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 และยังคงพบการเข้าท�ำลายของเชื้อราตลอด 8 สัปดาห์หลัง
การปลูกเชื้อ แต่พบในปริมาณที่ลดลง นอกจากน้ียังพบว่าการปลูกเชื้อท่ีท้องใบก่อให้เกิดการติดเชื้อได้มากกว่า 
การปลูกเชื้อที่หลังใบ (Figure 2) อาจจะมีสาเหตุเน่ืองจากต�ำแหน่งหลังใบมีชั้น wax หนาจึงเกิดการติดเชื้อได้น้อย 
ตรงกันข้ามกับท้องใบซึง่ม ีwax น้อย และมเีพียงโครงสร้าง trichome ทีเ่รยีงซ้อนกันอย่างหลวมๆ และมปีากใบจ�ำนวน
มาก (O’Gara et al., 2004)  ซึ่งเปิดโอกาสให้เชื้อราเข้าท�ำลายและเกิดการติดเชื้อได้ง่ายกว่า 
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Figure 1  Artificial inoculation of Phomopsis sp. Isolate C10 on wounded leaf of durian cultivar Monthong.  
               (A) New  red-brown spots with yellow halos at 32 days after inoculation (circled) and tiny black  
          pycnidia expressed on necrotic lesion on durian leaf (arrow).(B) Free hand section of a  
                Phomopsis pycnidium.
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 จากการปลูกเชื้อโดยพ่นสปอรแ์ขวนลอยของเชื้อรา Phomopsis sp. บนหลังใบ (adaxial surface) และท้องใบ 
(abaxial surface) ของต้นกล้าเพื่อศึกษาการติดเชื้อและการมีชีวิตรอดของเชื้อราหลังจากปลูกเชื้อแล้วทุกๆ สัปดาห์ พบการเข้า
ท าลายของเชื้อราสูงสุดในสัปดาห์ที่ 4 และยังคงพบการเข้าท าลายของเชื้อราตลอด 8 สัปดาห์หลังการปลูกเชื้อ แต่พบใน
ปริมาณที่ลดลง นอกจากนี้ยังพบว่าการปลูกเชื้อที่ท้องใบก่อให้เกิดการติดเชื้อได้มากกว่าการปลูกเชื้อที่หลังใบ (Figure 2) 
อาจจะมีสาเหตุเนื่องจากต าแหน่งหลังใบมีชั้น wax หนาจึงเกิดการติดเชื้อได้น้อย ตรงกันข้ามกับท้องใบซึ่งมี wax น้อย และมี
เพียงโครงสร้าง trichome ที่เรียงซ้อนกันอย่างหลวมๆ และมีปากใบจ านวนมาก (O’Gara et al., 2004)  ซึ่งเปิดโอกาสให้เชื้อรา
เข้าท าลายและเกิดการติดเชื้อได้ง่ายกว่า  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 Infection of Phomopsis sp. Isolate C10 on adaxial or abaxial surface of durian leaves cultivar Monthong.  
               Bars represent standard deviations of the mean. 
 
2.  ศึกษาการเข้าท าลายแฝงของเชื้อราในสภาพธรรมชาติ 

จากการตรวจหาเชื้อรา Phomopsis spp. ที่เข้าท าลายแฝงบนใบในแหล่งปลูกทุเรียนพันธุ์หมอนทองทั้งระยะใบอ่อน
และแก่ พบว่า เนื้อเยื่อพืชเกิดการติดเชื้อในใบแก่มากที่สุดถึง 95% (Figure 3)  ในขณะที่เมื่อตรวจหาการติดเชื้อในดอกที่มี
ความสมบูรณ์และไม่เป็นโรคที่อายุแตกต่างกัน 3  5 และ 8 สัปดาห์ในช่วงปลายเดือนธันวาคมจนถึงเดือนกุมภาพันธ์ (ทเุรียน
อยู่ในระยะออกดอก) โดยน ามาแยกเชื้อในส่วนของกลีบเล้ียง กาบหุ้มกลีบดอก กลีบดอก และเกสรตัวผู้ พบว่า เชื้อรา 
Phomopsis spp. มักถูกตรวจพบบริเวณกลีบเลี้ยงหรือกาบหุ้มกลีบดอก แต่เมื่อดอกมีอายุมากขึ้นจะพบการติดเชื้อเป็นจ านวน
มากที่บริเวณกลีบเลี้ยง ซึ่งเป็นบริเวณรอบนอกของดอก โดยเฉพาะจากแหล่งปลูกจังหวัดตราด ที่พบได้มากถึง 70% แต่
บางครั้งอาจพบตรงบริเวณเกสรตัวผู้ ซึ่งอาจจะมีสาเหตุเนื่องจากบางเกสรเกิดการติดเชื้ออยู่ก่อนแล้ว (Table 1) 

Figure 2 Infection of Phomopsis sp. Isolate C10 on adaxial or abaxial surface of durian leaves cultivar  
                Monthong. Bars represent standard deviations of the mean.

2.  ศึกษาการเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อราในสภาพธรรมชาติ
จากการตรวจหาเชือ้รา Phomopsis spp. ท่ีเข้าท�ำลายแฝงบนใบในแหล่งปลกูทุเรยีนพันธ์ุหมอนทองท้ังระยะ

ใบอ่อนและแก่ พบว่า เนื้อเยื่อพืชเกิดการติดเชื้อในใบแก่มากที่สุดถึง 95% (Figure 3)  ในขณะที่เมื่อตรวจหาการติด
เชื้อในดอกที่มีความสมบูรณ์และไม่เป็นโรคที่อายุแตกต่างกัน 3  5 และ 8 สัปดาห์ในช่วงปลายเดือนธันวาคมจนถึง
เดอืนกุมภาพันธ์ (ทุเรยีนอยู่ในระยะออกดอก) โดยน�ำมาแยกเช้ือในส่วนของกลบีเลีย้ง กาบหุม้กลบีดอก กลบีดอก และ
เกสรตัวผู้ พบว่า เชื้อรา Phomopsis spp. มักถูกตรวจพบบริเวณกลีบเลี้ยงหรือกาบหุ้มกลีบดอก แต่เมื่อดอกมีอายุ
มากข้ึนจะพบการตดิเชือ้เป็นจ�ำนวนมากท่ีบรเิวณกลบีเลีย้ง ซึง่เป็นบรเิวณรอบนอกของดอก โดยเฉพาะจากแหล่งปลกู
จังหวัดตราด ที่พบได้มากถึง 70% แต่บางครั้งอาจพบตรงบริเวณเกสรตัวผู้ ซึ่งอาจจะมีสาเหตุเนื่องจากบางเกสรเกิด
การติดเชื้ออยู่ก่อนแล้ว (Table 1)

07--��������- �������������������������  Phomopsis  ������������������������ �������������(��.indd   63 23/3/2559   15:53:46

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



64 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3  Infection of Phomopsis spp. on two stages of durian leaves cultivar Monthong obtained from two  
               locations of durian plantation. Bars represent standard deviations of the mean. 
 
Table 1  Percentage of Phomopsis latent infection obtained from various stages of durian floral parts. 

 
Durian plantation 

 
Floral parts 

Latent infection of Phomopsis spp. (%) 
3 weeks old 5 weeks old 8 weeks old (initial 

blooming) 
Makham district, 
Chanthaburi 
province 

Epicalyx 15 b 1.7 a 20 b 
Calyx 24.7 a 0 c 0 cd 
Petal 0 c 0 c 0 cd 
Stamen 0 c 0 c 5 c 

Khaowsaming 
district, Trat 
province 

Epicalyx - 0.6 b 70 a 
Calyx - 0 c 0 cd 
Petal - 0 c 0 cd 
Stamen - 1.5 a 0 cd 

- = not studied 
Means followed by different letters are significant difference at P=0.05, according to Duncan’s Multiple Range 
Test. 
3.  ศึกษาปัจจัยภายในเนื้อเยื่อพืชที่มีผลต่อการเข้าท าลายแฝงของเชื้อ 

จากการน าสารสกัดหยาบใบทุเรียนมาทดสอบการงอกของสปอร์เชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 บนอาหาร 
WA ที่ 10 ชั่วโมง พบว่า สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์และลดความยาวของ germ tube ได้ 12 และ 23% ตามล าดับ 
(Figure 4A)  และหลังจากการท า bioassay  บนแผ่น TLC พบว่าทั้งการพ่นสปอร์แขวนลอยของเชื้อรา Phomopsis sp.  และ 
C. oxysporum  ท าให้ปรากฏบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ที่ retention factor (Rf) 0.29-0.88  ซึ่งการพ่นด้วยสปอร์ของเชื้อ
รา C. oxysporum  จะท าให้บริเวณยับยั้งมีความคมชัดกว่าการใช้เชื้อรา Phomopsis sp. (Figure 4B)  จากการทดลองนี้
แสดงให้เห็นถึงตัวท าละลาย methanol สามารถละลายสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค (antifungal 
compounds) ออกมาจากเนื้อเยื่อใบทุเรียนได้หลายชนิด ได้แก่ hydroxytryptamines, mustard oils, saponin, fats และ 
formic acid  โดยสารเคมีบางชนิดมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ (Brown, 1997) อย่างไรก็ตาม สารสกัดหยาบที่
ได้ควรจะท าการแยกส่วน (fractionation) ด้วยตัวท าละลายที่เหมาะสมอีกครั้ง เพื่อจะท าให้ได้เป็นสารกึ่งบริสุทธิ์และปรากฏ
บริเวณยับยั้งที่สามารถแยกออกจากกันได้อย่างชัดเจน ตลอดจนควรท าการวิเคราะห์หาสารบริสุทธิ์เป็นล าดับถัดไป  และจาก
ผลการทดลองนี้ที่สารสกัดสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคได้ แสดงถึงสารที่มีอยู่แล้วในพืชได้ยับยั้งไม่ให้เชื้อ
รามีการเจริญเติบโตต่อไปจนพัฒนาให้เกิดอาการของโรคในขณะนั้นได้  ซึ่งสอดคล้องกับทฤษฎีของ Prusky (1996) ที่กล่าวว่า
เชื้อราที่มีคุณลักษณะในการเข้าท าลายแฝง  เนื่องจากมีความเกี่ยวข้องกับสารประกอบที่มีอยู่แล้วในพืชบางชนิด โดยสาร

Figure 3  Infection of Phomopsis spp. on two stages of durian leaves cultivar Monthong obtained from two 
               locations of durian plantation. Bars represent standard deviations of the mean.

Table 1  Percentage of Phomopsis latent infection obtained from various stages of durian floral parts.

Durian plantation Floral parts

Latent infection of Phomopsis spp. (%)

3 weeks old 5 weeks old 8 weeks old (initial 
blooming)

Makham district, 
Chanthaburi 
province

Epicalyx 15 b 1.7 a 20 b

Calyx 24.7 a 0 c 0 cd

Petal 0 c 0 c 0 cd

Stamen 0 c 0 c 5 c

Khaowsaming 
district, Trat 
province

Epicalyx - 0.6 b 70 a

Calyx - 0 c 0 cd

Petal - 0 c 0 cd

Stamen - 1.5 a 0 cd
- = not studied 
Means followed by different letters are significant difference at P=0.05, according to Duncan’s Multiple  

Range Test.

3.  ศึกษาปัจจัยภายในเนื้อเยื่อพืชที่มีผลต่อการเข้าท�ำลายแฝงของเชื้อ
จากการน�ำสารสกัดหยาบใบทุเรียนมาทดสอบการงอกของสปอร์เชื้อรา Phomopsis sp. ไอโซเลท C10 บน

อาหาร WA ที่ 10 ชั่วโมง พบว่า สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์และลดความยาวของ germ tube ได้ 12 และ 23% 
ตามล�ำดับ (Figure 4A)  และหลังจากการท�ำ bioassay  บนแผ่น TLC พบว่าทั้งการพ่นสปอร์แขวนลอยของเชื้อรา 
Phomopsis sp.  และ C. oxysporum  ท�ำให้ปรากฏบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) ที่ retention factor (Rf)  
0.29-0.88  ซึ่งการพ่นด้วยสปอร์ของเชื้อรา C. oxysporum จะท�ำให้บริเวณยับย้ังมีความคมชัดกว่าการใช้เชื้อรา 
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Phomopsis sp. (Figure 4B)  จากการทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงตัวท�ำละลาย methanol สามารถละลายสารที่มี
คุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค (antifungal compounds) ออกมาจากเนื้อเยื่อใบทุเรียนได้หลายชนิด 
ได้แก่ hydroxytryptamines, mustard oils, saponin, fats และ formic acid  โดยสารเคมีบางชนิดมีคุณสมบัติยับยั้ง
การเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ (Brown, 1997) อย่างไรก็ตาม สารสกัดหยาบที่ได้ควรจะท�ำการแยกส่วน (fractionation) 
ด้วยตวัท�ำละลายทีเ่หมาะสมอกีครัง้ เพือ่จะท�ำให้ได้เป็นสารกึง่บรสิทุธิแ์ละปรากฏบรเิวณยบัยัง้ทีส่ามารถแยกออกจาก
กันได้อย่างชัดเจน ตลอดจนควรท�ำการวิเคราะห์หาสารบริสุทธ์ิเป็นล�ำดับถัดไป  และจากผลการทดลองน้ีท่ีสารสกัด
สามารถยับย้ังการงอกของสปอร์เชือ้ราสาเหตโุรคได้ แสดงถึงสารท่ีมอียู่แล้วในพืชได้ยับย้ังไม่ให้เชือ้รามกีารเจรญิเตบิโต
ต่อไปจนพัฒนาให้เกิดอาการของโรคในขณะนั้นได้  ซึ่งสอดคล้องกับทฤษฎีของ Prusky (1996) ที่กล่าวว่าเชื้อราที่มี
คุณลักษณะในการเข้าท�ำลายแฝง  เน่ืองจากมีความเก่ียวข้องกับสารประกอบท่ีมีอยู่แล้วในพืชบางชนิด โดยสารดัง
กล่าวสามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได้ในช่วงหนึ่ง จึงท�ำให้ไม่ปรากฏอาการของโรคให้เห็น ในขณะที่
จากการทดลองของ Melanson and Brant (1999) รายงานว่าเชื้อรา Phomopsis viticola งอกและแทงเข้าสู่เนื้อเยื่อ
ใบองุ่น ซึ่งในระยะแรกจะมีการเจริญของเส้นใยเฉพาะบริเวณใต้ชั้น epidermis โดยไม่มีการเจริญเข้าสู่ภายในเซลล์
พืช จนกระทั่งเนื้อเยื่อพืชมีอายุมากขึ้น และเชื้อราเจริญลุกลามเข้าสู่ภายใน จึงท�ำให้ปรากฏอาการของโรคขึ้น รวมทั้ง
เชื้อราชนิดอื่นที่มีคุณลักษณะการเข้าท�ำลายแฝงและมีรายงานอย่างแพร่หลาย คือ เชื้อรา Colletotrichum spp.  ซึ่ง
เมื่อเข้าท�ำลายเนื้อเยื่อของผลอะโวกาโดในช่วงแรก จะยังไม่มีการพัฒนาอาการของโรค เนื่องจากเนื้อเยื่อพืชดังกล่าว
สร้างสารท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคในกลุ่ม dienes ขึ้น จนกระทั่งเมื่อผลสุก สาร dienes  
เสื่อมสลาย จึงจะแสดงอาการของโรคให้เห็นได้ (Everett,1997)

ดังกล่าวสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได้ในช่วงหนึ่ง จึงท าให้ไม่ปรากฏอาการของโรคให้เห็น ในขณะที่จากการ
ทดลองของ Melanson and Brant (1999) รายงานว่าเชื้อรา Phomopsis viticola งอกและแทงเข้าสู่เนื้อเยื่อใบองุ่น ซึ่งใน
ระยะแรกจะมีการเจริญของเส้นใยเฉพาะบริเวณใต้ชั้น epidermis โดยไม่มีการเจริญเข้าสู่ภายในเซลล์พืช จนกระทั่งเนื้อเยื่อพืช
มีอายุมากขึ้น และเชื้อราเจริญลุกลามเข้าสู่ภายใน จึงท าให้ปรากฏอาการของโรคขึ้น รวมทั้งเชื้อราชนิดอื่นที่มีคุณลักษณะการ
เข้าท าลายแฝงและมีรายงานอย่างแพร่หลาย คือ เชื้อรา Colletitrichum spp.  ซึ่งเมื่อเข้าท าลายเนื้อเยื่อของผลอะโวกาโดใน
ช่วงแรก จะยังไม่มีการพัฒนาอาการของโรค เนื่องจากเนื้อเยื่อพืชดังกล่าวสร้างสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคในกลุ่ม dienes ขึ้น จนกระทั่งเมื่อผลสุก สาร dienes เสื่อมสลาย จึงจะแสดงอาการของโรคให้เห็นได้ 
(Everett,1997) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4  Effect of methanol crude extract from Monthong durian leaf on latent infection of Phomopsis sp. isolate  
                C10. (A) Inhibition of spore germination and germ tube elongation of Phomopsis sp. at 10 hours after  
                treatment on water agar medium incubated at room temperature (25-32ºC). (B) Wide range of  
                Inhibition zone at Rf 0.29-0.88 of indicator fungus Cladosporium oxysporum (circled) by TLC assay.   
                Bars represent standard deviations of the means. 
 

สรุปผลการทดลอง 
จากการศึกษาครั้งนี้ พบว่า เชื้อรา Phomopsis sp. เป็นเชื้อราที่มีคุณลักษณะในการเข้าท าลายแฝงในเนื้อเยื่อของใบ

ทุเรียน โดยเชื้อราสามารถเจริญครอบคลุมภายในเนื้อเยื่อพืชได้เป็นเวลา 1 เดือนโดยที่ไม่ปรากฏอาการ และสามารถสร้างส่วน
ขยายพันธุ์ คือ pycnidium บนเนื้อเย่ือใบที่ตายแล้วที่ 20 วันหลังจากปลูกเชื้อ และส่วนมากเชื้อราจะท าให้เนื้อเยื่อเกิดการติด
เชื้อได้ที่บริเวณท้องใบ นอกจากนี้ เนื้อเยื่อใบและดอกที่มีการติดเชื้อเป็นจ านวนมากในแหล่งปลูก จะเป็นแหล่งของเชื้อที่มี
ความส าคัญยิ่ง  เนื่องจากเชื้อดังกล่าวสามารถแพร่กระจายเข้าสู่ในส่วนของผลได้ตลอดเวลา ซึ่งอาจก่อให้เกิดอาการผลเน่า
ภายหลังการเก็บเกี่ยวได้ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งในการที่จะได้ทราบช่วงระยะแฝงของเชื้อก่อโรค อันจะเกิดประโยชน์ต่อ
การหาแนวทางในการป้องกันก าจัดได้อย่างเหมาะสมและมีประสิทธิภาพ เพื่อไม่ให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อเป็นบริเวณ
กว้างต่อไป 
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Figure 4   Effect of methanol crude extract from Monthong durian leaf on latent infection of Phomopsis sp 
            isolate C10. (A) Inhibition of spore germination and germ tube elongation of Phomopsis sp.  
               at 10 hours after  treatment on water agar medium incubated at room temperature (25-32ºC).  
                (B) Wide range of Inhibition zone at Rf 0.29-0.88 of indicator fungus Cladosporium oxysporum  
                 (circled) by TLC assay.  Bars represent standard deviations of the means.
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 สรุปผลการทดลอง
จากการศกึษาครัง้นี ้พบว่า เชือ้รา Phomopsis sp. เป็นเชือ้ราทีม่คีณุลกัษณะในการเข้าท�ำลายแฝงในเนือ้เย่ือ

ของใบทุเรียน โดยเชื้อราสามารถเจริญครอบคลุมภายในเนื้อเยื่อพืชได้เป็นเวลา 1 เดือนโดยที่ไม่ปรากฏอาการ และ
สามารถสร้างส่วนขยายพันธุ์ คือ pycnidium บนเนื้อเยื่อใบที่ตายแล้วที่ 20 วันหลังจากปลูกเชื้อ และส่วนมากเชื้อรา
จะท�ำให้เนื้อเย่ือเกิดการติดเชื้อได้ที่บริเวณท้องใบ นอกจากน้ี เน้ือเย่ือใบและดอกท่ีมีการติดเชื้อเป็นจ�ำนวนมากใน
แหล่งปลูก จะเป็นแหล่งของเชื้อที่มีความส�ำคัญยิ่ง  เนื่องจากเชื้อดังกล่าวสามารถแพร่กระจายเข้าสู่ในส่วนของผลได้
ตลอดเวลา ซึง่อาจก่อให้เกิดอาการผลเน่าภายหลงัการเก็บเก่ียวได้ ดงันัน้จงึมคีวามจ�ำเป็นอย่างยิง่ในการทีจ่ะได้ทราบ
ช่วงระยะแฝงของเชื้อก่อโรค อันจะเกิดประโยชน์ต่อการหาแนวทางในการป้องกันก�ำจัดได้อย่างเหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพ เพื่อไม่ให้เกิดการแพร่กระจายของเชื้อเป็นบริเวณกว้างต่อไป
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