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บทคัดย่อ: จากความเข้าใจวา่โรคก่ิงแห้งของทเุรียนนัน้เกิดจากเชือ้สาเหตคืุอ เชือ้รา Phytophthora palmivora 
เกษตรกรผู้ปลกูทเุรียนจงึใช้สารเคมีปอ้งกนัก�ำจดัเชือ้ราท่ีผิดเปา้หมายมาโดยตลอดเป็นระยะเวลาท่ียาวนาน โรคก่ิง
แห้งยงัคงเกิดขึน้ในแปลงและสง่ผลกระทบให้ทเุรียนใบเหลอืงและหลดุร่วงในท่ีสดุ งานวิจยันีเ้พ่ือหาสาเหตขุองโรคก่ิง
แห้งของทเุรียนท่ีแท้จริง เพ่ือหาทางปอ้งกนัการระบาดของโรคนีไ้ด้ การเก็บตวัอยา่งโรคก่ิงแห้ง อาการแผลสนี�ำ้ตาล
จากต้น และดนิ จากพืน้ท่ีปลกูทเุรียนในเขตจงัหวดัชมุพร จนัทบรีุ และตราด แยกเชือ้ด้วยวิธี tissue transplanting 
บนอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose agar (PDA) และ BNCRA selective medium ได้เชือ้ราจ�ำนวน 28 ไอโซ
เลท จ�ำแนกเชือ้ราโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ร่วมกบัเทคนิคอณชีูวโมเลกลุ พบล�ำดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 และ TEF1-alpha ยาวประมาณ 800 และ 1,000 คูเ่บส ตามล�ำดบั จากการวิเคราะห์
ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ จ�ำแนกได้เป็นเชือ้รา Fusarium solani สว่นการทดสอบความสามารถในการท�ำให้เกิดโรค 
โดยการปลกูเชือ้แบบท�ำแผลและไม่ท�ำแผลลงบนต้นทุเรียนหมอนทองอาย ุ 6 เดือน พบวา่ก่ิงทเุรียนแสดง
อาการเร่ิมต้น หลังการปลูกเชือ้ 3 วนั จากการปลกูเชือ้ทัง้สองแบบพบอาการแผลแห้งสีน�ำ้ตาลอ่อนเนือ้
แผลด้านในสีน�ำ้ตาลอ่อนถึงน�ำ้ตาลเข้ม ใบมีสีเหลือง และหลดุร่วง 
ค�ำส�ำคัญ: โรคก่ิงแห้ง, ทเุรียน, Fusarium solani, ITS, TEF1-alpha

ABSTRACT: Misconception of a fungal pathogen causing durian die back was Phytophthora palmivora, 
durian growers have been conducted inaccurate fungicides to eliminate the target fungus likely started a 
long time ago. Die back still be scattered in the durian orchards causing yellow leaves and will fall-off, then 
leaving absolutely. The aim of this research was to investigate the certain causal agent of durian die back 
disease for outbreak prevention. Dieback symptom of durian branches, brown lesion of stem and soil samples 
were collected from the orchards in Chumphon, Chanthaburi, Trat provinces. Fungal pathogens of 28 
isolates were identified and isolated by using tissue transplanting technique with potato dextrose agar (PDA) 
and BNCRA selective medium based on morphological characteristics including molecular markers inspection. 
The ITS region (ITS1-5.8s-ITS2) and TEF1-alpha contained sequences approximately 800 and 1,000 bp, 
respectively. Nucleotide sequences were analyzed and identified as Fusarium solani. Also, pathogenicity 
test was investigated on 6-month-old durian seedlings by artificial inoculation with wounded and non-wounded 
inoculations. The results showed that disease symptom occurring after 3 days of both inoculations with light 
brown lesion outside and light brown to dark brown inside of inoculated durian branches. 
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บทน�ำ

ปัจจบุนัประเทศไทยมีการสง่ออกทเุรียนมากเป็น
อนัดบัหนึง่ของโลก โดยเฉพาะทเุรียนสายพนัธุ์หมอน
ทอง (Durio zibthinus murray) ซึง่ในปีพ.ศ. 2561 พบวา่
ปริมาณการส่งออกทุเรียนรวมของประเทศสูงถึง 
530,226 ตนั มากกวา่ปี พ.ศ. 2560 ในชว่งเวลาเดียวกนั
ถงึ 16,343 ตนั แสดงให้เหน็ถงึการขยายตวัของตลาด
ทเุรียนไทยมีมลูคา่สงูขึน้ โดยคดิเป็นสดัสว่น 80% ของ
สว่นแบง่ตลาดโลก ส�ำหรับคูแ่ขง่ทางการตลาดท่ีส�ำคญั
ของไทย ได้แก่ เวียดนาม และมาเลเซีย (ส�ำนกังาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2561) 

ปัญหาหนึ่งท่ีส่งผลกระทบต่อระบบการผลิต
ทเุรียนของไทย คือศตัรูพืช โดยเฉพาะโรคพืชท่ีเกิดจาก
เชือ้รา ซึง่สร้างความเสยีหาย มีผลกระทบตอ่คณุภาพ
และปริมาณผลผลติทเุรียน อีกทัง้เป็นปัญหาท่ีส�ำคญัทัง้
ในระยะปลกู ระยะการให้ผลผลติก่อนเก็บเก่ียว และหลงั
เก็บเก่ียว (นิพนธ์, 2542) นอกจากนีส้ภาพแวดล้อมของ
สวนทเุรียนท่ีมีความชืน้ค่อนข้างสงู ประกอบกบัในบาง
พืน้ท่ีมีฝนตกชกุ ท�ำให้สภาพดงักลา่วเหมาะแก่การแพร่
กระจาย และเข้าท�ำลายของเชือ้ราสาเหตโุรคได้ จาก
รายงานของ Lim and Sangchote (2003) พบวา่มี
เชือ้ราหลายชนิดท่ีเข้าท�ำลายและก่อให้เกิดโรคกับ
ทเุรียน โดยเชือ้ราท่ีส�ำคญัและเป็นท่ีรู้จกักนัดี เชน่ 
Phytophthora palmivora Butler (Butler) สาเหตโุรคราก
และโคนเนา่ เชือ้รา Lasiodiplodia theobromae (Pat.) 
Griffon & Maubl. สาเหตุโรคผลเน่า หรือเชือ้รา 
Rhizoctonia solani Kühn สาเหตโุรคใบตดิของ
ทเุรียน เป็นต้น 

เชือ้รา Fusarium  เป็นเชือ้ราอีกสกลุหนึง่ท่ีมีข้อ
สงสยัในการก่อให้เกิดโรคก่ิงแห้ง พบมีรายงานเป็นเชือ้
ราสาเหตโุรค (plant pathogenic fungi) และเชือ้ราท่ีเข้า
ท�ำลายซ�ำ้เตมิ (secondary fungal infection agent) จงึ
ท�ำให้ข้อมลูการศกึษาการก่อโรคของเชือ้รานีใ้นทเุรียนยงั
ไมช่ดัเจนเทา่ท่ีควร อยา่งไรก็ตามเชือ้รา Fusarium สว่น
มากพบเป็น soil borne fungi เข้าท�ำลายพืชบริเวณท่ีอยู่
เหนือดนิ และล�ำต้นใต้ดิน สามารถแพร่กระจายได้ทกุ
พืน้ท่ีทัว่โลก ทัง้ในเขตอบอุน่ เขตร้อนชืน้ และเขตหนาว 
(Booth, 1971; Nelson et al., 1983) 

รายงานท่ีเก่ียวข้องกับเชือ้รา Fusarium ใน
ทเุรียน พบวา่มีความสอดคล้องกบัข้อมลูของเชือ้ราท่ี
สามารถเป็นได้ทัง้ราสาเหตโุรคและเชือ้เข้าท�ำลายซ�ำ้
เตมิ เชน่ รายงานของ วีระณีย์ (2560) ได้อธิบายถงึ

อาการ dieback ของทเุรียนท่ีมีอาการใบบดิเบีย้ว 
บริเวณปลายยอด และเม่ือสภาพอากาศร้อน สง่ผล
ให้เกิดลกัษณะไหม้ท่ีบริเวณปลาย หรือขอบใบ จาก
นัน้ใบจะร่วง ก่ิงแห้ง และลามมายงัสว่นลา่งของก่ิง 
หากอาการรุนแรง จะส่งผลให้ต้นทุเรียนโทรม โดย
การสนันิษฐานเบือ้งต้น พบวา่อาจเกิดจากเพลีย้ไฟท่ี
เข้าท�ำลาย โดยการดดูกินน�ำ้เลีย้งจากใบออ่น ท�ำให้
เกิดอาการใบบดิเบีย้ว และเกิดแผล ท�ำให้เชือ้ราเข้า
ท�ำลายซ�ำ้เตมิ หนึง่ในนัน้คือเชือ้รา Fusarium spp. 
และเชือ้ราในกลุม่อ่ืนๆ อาทิ Colletotrichum spp., 
Lasiodiplodia spp., Phomopsis spp. เป็นต้น แตจ่าก
รายงานของ Hoa et al. ในปี ค.ศ. 2013 ศกึษาเชือ้ราท่ี
เข้าท�ำลาย และส่งผลกระทบต่อการผลิตทุเรียนใน
ประเทศเวียดนามตอนใต้ ผลการทดลองพบวา่จากการ
แยกเชือ้จากตวัอยา่งอาการโรคจากต้นทเุรียนท่ีแสดง
อาการยืนต้นตาย (sudden death หรือ quick decline) 
พบเชือ้ราสาเหตไุด้แก่ Phytophthora sp. Phytophthora 
palmivora และ Fusarium solani  โดยพบจากเขตพืน้ท่ี 
Ngu Hiep 33.17% และในเขตพืน้ท่ี Tam Binh สงูถงึ 
57.41% เม่ือท�ำการพิสจูน์โรคตามวิธีการของ Koch’s 
postulation พบวา่เชือ้รา F. solani สามารถก่อโรคกบัผล
ทเุรียนได้ โดยท�ำให้ทเุรียนสายพนัธุ ์ Kho qua xanh 
แสดงอาการแผลแห้งสนี�ำ้ตาล ถงึด�ำ มีความรุนแรงของ
โรคอยูท่ี่ 28.25% เพ่ือพิสจูน์ทราบสถานการณ์โรคของ
ทเุรียนท่ีเกิดจากเชือ้รา F. solani ในพืน้ท่ีปลกูทเุรียน
ในประเทศไทย และจ�ำแนกชนิดรวมทัง้ยืนยนัการก่อ
โรคของเชือ้รา จงึได้ศกึษาวิจยัโดยมีวตัถปุระสงค์ เพ่ือ
ตรวจสอบเชือ้รา Fusarium ท่ีแยกได้จากพืน้ท่ีปลกู
ทเุรียนท่ีส�ำคัญทางภาคตะวันออก และภาคใต้ของ
ประเทศไทย โดยอาศยัเทคนิคทางสณัฐานวิทยา และ
อณชีูวโมเลกลุในการจ�ำแนก และยืนยนัความสามารถ
ในการก่อให้เกิดโรคก่ิงแห้งกบัทเุรียนตามวิธีการของ 
Koch’s postulation เพ่ือใช้เป็นข้อมลูในการศกึษา 
และหาวิธีการในการปอ้งกนั ควบคมุ และเฝา้ระวงั
ตอ่ไป 

วิธีการศึกษา

การแยกเชือ้สาเหตุจากอาการกิ่งแห้ง แผลจากต้น
ของทเุรียน และดนิปลูก

เก็บตวัอยา่งก่ิงทเุรียนท่ีแสดงอาการแผลแห้ง สี
น�ำ้ตาลเข้ม ถงึน�ำ้ตาลออ่น เนือ้แผลด้านในสีน�ำ้ตาล
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ออ่น อาการแผลสีน�ำ้ตาลบริเวณต้น และดนิปลกู 
จากจงัหวดัชมุพร จนัทบรีุ และตราด จ�ำนวน 15, 12 
และ 1 ตวัอยา่ง ตามล�ำดบั น�ำมาแยกเชือ้ด้วยวิธีการ 
tissue transplanting โดยตดัก่ิงและต้นทเุรียนท่ีแสดง
อาการขนาดประมาณ 1x1 ซม. น�ำไปแชใ่นสารละลาย 
sodium hypochlorite ความเข้มข้น 1.2% นาน 3 นาที 
จากนัน้ล้างด้วยน�ำ้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ 2 – 3 ครัง้ ซบัให้แห้ง
ด้วยกระดาษทิชช ู น�ำไปวางบนอาหารเลีย้งเชือ้ potato 
dextrose agar (PDA) และอาหาร BNPRA selective 
medium ท่ีใช้สาร carboxin ทดแทนสาร pentachloro-
nitrobenzene (PCNB) (กนกพร และคณะ, 2560) บม่ใต้
แสง near UV สลบัมืด 12 ชัว่โมง อณุหภมิู 25 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 – 7 วนั ท�ำให้เชือ้ราบริสทุธ์ิ
ด้วยวิธีการ single spore isolation (SSI) บนอาหาร 
water agar (WA) เก็บเชือ้ราท่ีบริสทุธ์ิบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
potato carrot agar (PCA) ท่ีบรรจใุนหลอดอาหารแบบ
เอียง ท่ีอณุหภมิู 14 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการศกึษา
ตอ่ไป

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้รา
สาเหตุ

เลีย้งเชือ้ราบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บม่ใต้แสง 
near UV สลบัมืด 12 ชัว่โมง อณุหภมิู 25 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั ตรวจสอบลกัษณะโคโลนี 
การสร้าง pigmentation สว่นอาหาร carnation leaf agar 
(CLA) นัน้ ซึง่วางใบคาร์เนชัน่ท่ีอบฆา่เชือ้บนผิวหน้า
อาหาร water agar (WA) ใช้ส�ำหรับตรวจสอบลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยารูปร่างและขนาดสปอร์ของเชือ้รา 
Fusarium ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
(compound microscope) ท่ีก�ำลงัขยาย 20 และ 40 เทา่ 
จ�ำแนกเชือ้โดยอาศัยลักษณะพืน้ฐาน อาศยัหนงัสอื 
The Fusarium Laboratory Manaul (Leslie and 
Summerell, 2006) 

การสกัดดเีอน็เอ การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอ การ
วเิคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ และการวเิคราะห์
ความสัมพนัธ์

เลีย้งเชือ้ราบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บม่ใต้แสง 
near UV สลบัมืด 12 ชัว่โมง อณุหภมิู 25 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 วนั จากนัน้ใช้ cork borer 
ขนาด 0.6 มิลลเิมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนี ย้ายลง
อาหารเหลว Spezieller Nährstoffamer Broth (SNB) น�ำ
ไปเขยา่ด้วยเคร่ืองเขยา่ (rotary shaker) ท่ีความเร็วรอบ 
160 รอบตอ่นาที เป็นระยะเวลา 5 วนั กรองเส้นใยด้วย
กระดาษกรอง (Whatman No. 1) จากนัน้บดเส้นใยด้วย
ไนโตรเจนเหลว 

การสกดัดีเอน็เอของ Pongpisutta et al. 
(2013) และ Zimand et al. (1994) โดยการก�ำจดัโปรตีน
ด้วย proteinase K และสารละลาย phenol chloroform 
isoamyl alcohol (PCI) และตกตะกอนสารพนัธกุรรม
ด้วย absolute alcohol จากนัน้ท�ำความสะอาดตะกอน
ดีเอน็เอด้วย 70% ethanol ปลอ่ยให้ตะกอนของดีเอน็เอ
แห้ง โดยวิธีการ air drying method นาน 20-30 นาที เตมิ
สารละลาย 1xTE buffer (10 mm Tris-HCl, 1mM 
EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 60 ไมโครลติร เพ่ือละลาย
ตะกอน น�ำไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมิู –20 องศาเซลเซียส 
เพ่ือใช้ในการศกึษาตอ่ไป

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ด้วยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) โดยอาศยัความ
สามารถในการจับของไพรเมอร์ บริเวณ internal 
transcribed spacer (ITS1-5.8s-ITS2) และ translation 
elongation factor 1 alpha (TEF1-alpha) ดงัแสดงใน 
Table 1 เตรียมดีเอน็เอของเชือ้ราความเข้มข้น 20 นาโน
กรัม ผสมกบัสารท�ำปฏิกิริยา (master mix) ดงัแสดงใน 
Table 2 
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Table 1 List of primers and their nucleotide sequences for analysis and identification of Fusarium solani

Gene/region Primer Sequence (5’ – ‘3) Reference

ITS region ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White et al. (1990)

ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G

TEF1-alpha Ef1-F ATG GGT AAG GAR GAC AAG AC O’Donnell et al. (1998)

Ef2-R GGA RGT ACC AGT SAT CAT GTT

Table 2 Configuration of master mix for PCR 

Element Concentration Final concentration Volume/ 1 reaction (µl)

1. DNA template 20 ng/ µl 20 ng 2.0

2. Taq buffer 25 µM 2.5X 2.5

3. Mg2+ 25 µM 2.5X 2.5

4. dNTPs 10 mM 0.4 mM 1.0

5. Primer forward 10 µM 400 nm 1.0

6. Primer reverse 10 µM 400 nm 1.0

7. Taq polymerase 5 U/µl 0.5 U 0.2

8. Distilled water - - 14.8

Total 25

จากนัน้น�ำเข้าเคร่ือง PCR machine รุ่น T 
professional Standard Gradient ตัง้ระบบส�ำหรับ
บริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 ดงันี:้ pre-denature ท่ีอณุหภมิู 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที denature ท่ีอณุหภมิู 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing ท่ีอณุหภมิู 
56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที extension อณุหภมิู 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท�ำปฏิกิริยาทัง้สิน้ 35 
รอบ และปฏิกิริยารอบสดุท้าย (final extension) ท่ี
อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที สว่น
ปฏิกิริยาส�ำหรับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม
บริเวณ TEF1-alpha ดงันี:้ pre-denature ท่ีอณุหภมิู 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที denature ท่ี
อณุหภมิู 92 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 
annealing ท่ีอณุหภมิู 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
45 วินาที extension อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 นาที ท�ำปฏิกิริยาทัง้สิน้ 35 รอบ และ
ปฏิกิริยารอบสดุท้าย (final extension) ท่ีอณุหภมิู 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

สว่นวิเคราะห์หาล�ำดบันิวคลโีอไทด์นัน้ ได้ตรวจ
สอบผลติภณัฑ์ PCR (PCR product) โดยน�ำไปแยก
ขนาดด้วยวิธี gel electrophoresis บน 1.2% agarose 
gel ใน 1xTBE buffer โดยใช้กระแสไฟฟา้ 100 โวลต์ 
บนัทกึการเกิดแถบของดีเอ็นเอภายใต้แสง UV โดย
เคร่ือง Gel Documentation น�ำ PCR product ท่ีได้ไปสง่
ตรวจวิเคราะห์หาล�ำดบันิวคลโีอไทด์ท่ีบริษัท First Base 
laboratories ประเทศมาเลเซีย จากนัน้น�ำข้อมลูท่ีได้มา
เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GenBank ของ National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) ด้วย
โปรแกรม BLASTn ผา่นเครือข่ายทางอินเตอร์เน็ต 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และศกึษา
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ความสมัพนัธ์ของเชือ้ราโดยการสร้าง phylogenetic 
tree ตามวิธี maximum parsimony โดยค�ำนวณคา่
ความนา่เช่ือถือท่ีคา่ Bootstrap จ�ำนวน 1,000 ครัง้ 
โดยโปรแกรม MEGA version X (Kumar et al., 
2018)

การทดสอบความสามารถในการท�ำให้เกดิโรค
เลีย้งเชือ้ราบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บม่ใต้แสง 

near UV สลบัมืด 12 ชัว่โมง อณุหภมิู 25 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั จากนัน้ใช้ cork borer 
ขนาด 0.6 มิลลเิมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนี ย้าย
เชือ้ราลงบนก่ิงของต้นกล้าทุเรียนสายพันธุ์หมอน
ทองอาย ุ 6 เดือน แบง่กรรมวิธีการปลกูเชือ้ 2 แบบ 
คือ ท�ำแผล และไมท่�ำแผล จากนัน้น�ำไปบม่ในตู้บม่
เชือ้ (moist chamber) นาน 24 ชัว่โมง น�ำออกมาไว้
ในสภาพโรงเรือนปกต ิ ตรวจสอบการเกิดโรค บนัทกึ
ผล อาการโรคท่ีเกิดขึน้และถ่ายภาพ พร้อมทัง้แยก
เชือ้กลบัตามวิธีการพิสจูน์โรคของ Koch’s postulation 
เพ่ือตรวจสอบ และยืนยนัเชือ้สาเหตโุรค

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การแยกเชือ้สาเหตุจากอาการกิ่งแห้ง แผลจาก
ต้นของทเุรียน และดนิปลูก

จากการเก็บตวัอยา่งก่ิงทเุรียน น�ำมาแยกเชือ้ด้วย
วิธีการ tissue transplanting บนอาหาร PDA สามารถ
แยกเชือ้ราได้จ�ำนวน 28 ไอโซเลท ส�ำหรับชิน้สว่นพืชท่ี
แยกเชือ้บนอาหาร BNCRA selective medium นัน้ ไม่
พบการเจริญของเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคบนอาหารดงั
กลา่ว จากงานวิจยัของ กนกพร และคณะ (2561) และ 
รัตยิา (2535) ท่ีพบวา่อาหารเลีย้งเชือ้ BNCRA selective 
medium มีประสิทธิภาพในการใช้แยกเชือ้รา P. 
palmivora สาเหตโุรครากและโคนเนา่ของทเุรียน โดย
สาเหตท่ีุน�ำอาหารเลีย้งเชือ้ BNCRA medium มาใช้ใน
การจ�ำแนกเชือ้ด้วยนัน้ เน่ืองจากมีการรายงานวา่เชือ้รา 
P. palmivora สามารถเข้าท�ำลาย และก่อให้เกิดอาการ
ก่ิงแห้งกบัทเุรียนได้เชน่กนั (สมศริิ และปัญจมา, 2546; 
Thompson, 1934; Bhavakul and Jaengsri,1969) ด้วย
เหตผุลดงักลา่ว จงึแยกเชือ้ด้วย อาหารเลีย้งเชือ้ทัว่ไป 
(general medium) และอาหารเฉพาะ (selective 
medium) เพ่ือเป็นการยืนยนัถงึเชือ้สาเหตโุรคท่ีแท้จริงท่ี
แยกได้ จงึได้ท�ำการใช้อาหาร selective medium เป็นชดุ

ทดลองควบคมุเพ่ือตรวจสอบให้การแยกเชือ้สาเหตโุรค
นัน้มีความแมน่ย�ำมากย่ิงขึน้ 

การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชือ้รา
สาเหตุ

จ�ำแนกเชือ้รา โดยสงัเกตลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยา และโครงสร้างภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ตามค�ำ
อธิบายของหนงัสอื the Fusarium laboratory manual 
(Leslie and Summerell, 2006) พบเชือ้รา 28 ไอโซเลท มี
ลกัษณะคล้ายคลงึกบัเชือ้รา F. solani พบการสร้าง
เส้นใย ในชว่ง 3-4 วนัแรก ลกัษณะฟจูากผิวหน้าอาหาร
เลก็น้อย เส้นใยมีสขีาว ครีม ตอ่มาพฒันาเป็นสขีาวอม
เหลอืง เทาอมมว่ง และแดงอิฐปนน�ำ้ตาล บางไอโซเลท
พบการเจริญเป็นวง (zonation) พบการสร้าง 
sporodochium สคีรีม หลงัจากเลีย้งเชือ้เป็นระยะเวลา 5 
วนั บางไอโซเลทมีสีเขียวอมฟ้า ส่วนบริเวณด้านลา่ง
โคโลนี (reverse) หลายไอโซเลท ไมพ่บการสร้างรงควตัถ ุ
(pigment) แตพ่บบางไอโซเลทท่ีสร้าง pigment สมีว่ง 
และสเีหลอืงปนน�ำ้ตาล (Figure 1 - 2) พบการสร้างส
ปอร์ (conidia) 2 รูปแบบ คือ macroconidia รูปร่างเรียว
ยาว (fusiform) ถงึทรงกระบอก (cylindrical) มี septum 
กัน้ 4-6 septum ขนาดประมาณ 5.75 – 6.44 x 41.58 – 
57.70 ไมครอน ใส ไมมี่ส ี(hyaline) บริเวณ apical cell มี
ลกัษณะมน (blunt) สว่น basal cell มีลกัษณะเป็น 
foot-shape ไปจนถงึมีลกัษณะหยกัท่ีชดัเจน (distinctly 
notched) ส�ำหรับ microconidia สว่นใหญ่พบมีรูปร่าง
รูปไข ่ (oval) 1-2 เซลล์ ขนาดประมาณ 2.95 – 4.01 x 
8.32 – 18.82  ไมครอน ใส ไมมี่ส ีอยูร่วมกนัเป็นกลุม่
แบบ false heads บนก้านชูสปอร์ ส�ำหรับก้านช ู 
สปอร์นัน้มีจดุท่ีให้ก�ำเนิดสปอร์เพียงจดุเดียว เป็นแบบ 
monophialides อยา่งไรก็ตามพบการสร้าง intercalary 
chlamydospore ของเชือ้รา F. solani บนอาหารเลีย้ง
เชือ้เพียงเลก็น้อย เน่ืองจากตรวจสอบหลงัการบม่เชือ้ 7 
วนั มีรายงานวา่เชือ้ราสปีชีส์นีส้ร้าง chlamydospores 
ได้ดีเม่ือเลีย้งบนอาหาร CLA อาย ุ2-4 สปัดาห์ (Leslie 
and Summerell, 2006) (Figure 3)

การสกัดดเีอน็เอ การเพิ่มปริมาณดเีอน็เอ การ
วเิคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ และการวเิคราะห์
ความสัมพนัธ์

คดัเลือกเชือ้ราจ�ำนวน 10 ไอโซเลท ได้แก่ 
DCHA102, DCHA408, DCHA902, DCHA904, 
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DCHA1708, DCHU107, DCHU303, DCHU403, 
DCHU801 และ DCHU1404 จาก 28 ไอโซเลท โดย
อาศัยความแตกต่างของลกัษณะโคโลนีบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ PDA น�ำมาสกดัดีเอน็เอ เพ่ิมปริมาณสาร
พนัธกุรรม และสง่วิเคราะห์ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ พบวา่
เม่ือตรวจสอบปริมาณและคณุภาพของดีเอน็เอด้วยวิธี 
gel electrophoresis บน 1.2% agarose gel ใน 1XTBE 
buffer จากนัน้น�ำไปสอ่งด้วยแสง UV ด้วยเคร่ือง gel 
documentation พบว่าได้แถบดีเอ็นเอความเข้มข้น
ประมาณ 100 ng เทียบกบั 100 bp Plus DNA Ladder

จากการเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรมของเชือ้รา
บริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 และ TEF1-alpha ท�ำการตรวจ
สอบปริมาณ และคณุภาพของผลผลิต PCR (PCR 
product) บน 1.2% agarose gel electrophoresis ใน 
1XTBE buffer ได้แถบ PCR product ขนาด 800 และ 
1,000 bp ตามล�ำดบั ส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์ล�ำดบั

นิวคลโีอไทด์ของ เชือ้ราทัง้ 10 ไอโซเลท บริเวณ ITS1-
5.8s-ITS2 และ TEF1-alpha เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู
ด้วยโปรแกรม BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) พบวา่เชือ้ราทัง้ 10 ไอโซเลท มีความ
เหมือนกบัเชือ้รา F. solani (percent identity 99.26 – 
100%) เม่ือน�ำมาสร้าง phylogenetic tree เปรียบเทียบ
ล�ำดบันิวคลโีอไทด์กบัเชือ้รา พบวา่ในสว่นของบริเวณ 
ITS1-5.8s-ITS2 เชือ้ราทัง้ 10 ไอโซเลทถกูจดัอยูใ่นกลุม่
เดียวกนักบัเชือ้รา F. solani isolate Cym001, F. solani 
isolate KED9 และ F. solani isolate AV1 โดยมีคา่ความ
เช่ือมัน่ในการจดักลุ่มอยู่ท่ี 88% แยกออกจากเชือ้รา 
Fusarium จ�ำนวน 5 สปีชีส์ (F. equiseti, F. incarnatum, 
F. mangiferae, F. oxysporum และ F. proloferatum) 
และ out group (Rhizoctonia solani isolate Ro227) 
อยา่งชดัเจน (Figure 4)

Figure 1 Colony surface characteristics of Fusarium solani isolated from dieback and stem 
rot symptoms, and planted soil from Chumphon, Chanthaburi and Trat provinces 
on PDA after 5 days of incubation at 25 °C under near UV alternate darkness 12 hr 
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hr.

Figure 2 Colony reverse characteristics of Fusarium solani isolated from dieback and stem rot 
symptoms, and planted soil from Chumphon, Chanthaburi and Trat provinces on PDA 
after 5 days of incubation at 25 °C under near UV alternate darkness 12 hr

Figure 3 Morphological characteristics of Fusarium solani isolate DCHU107 isolated from dieback 
symptom of durian from Chumphon province was observed under compound micro-
scope at 20X – 40X (A) macroconidium at 40X (B) macroconidia at 20X (C) intercalary 
chlamydospore at 20X and (D) microconidia in false heads at 20X
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ในสว่นของ TEF1-alpha เม่ือศกึษา phylogenetic 
tree พบวา่ให้ผลสอดคล้องกบัข้อมลูของบริเวณ ITS1-
5.8s-ITS2 ซึง่เชือ้ราทัง้ 10 ไอโซเลทถูกจัดอยู่ในกลุม่
เดียวกนักบัเชือ้รา F. solani culture ICMP: 2256, F. 
solani culture ICMP: 2257 และ F. solani isolate DI5 
โดยมีคา่ความเช่ือมัน่ในการจดักลุม่อยูท่ี่ 100% แยก
ออกจากเชือ้รา Fusarium ชนิดอ่ืนจ�ำนวน 5 สปีชีส์ 
(F. equiseti, F. incarnatum, F. mangiferae, F. 
oxysporum และ F. proloferatum) และ out group 
(Rhizoctonia solani isolate MIAE00164) อยา่งชดัเจน 
(Figure 5) สอดคล้องกบัรายงานของ Gebremariam et 

al. (2018) ท่ีได้จ�ำแนกเชือ้รา Fusarium species สาเหตุ
โรคเห่ียวของข้าวสาล ี (Triticum spp.) ในประเทศตรุกี 
โดยศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ความสามารถใน
การก่อให้เกิดโรค และเทคนิคอณชีูวโมเลกลุ เม่ือเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ TEF1-alpha พบวา่
สามารถจ�ำแนกเชือ้ราจ�ำนวน 339 ไอโซเลท แบง่เป็น 17 
สปีชีส์ นอกจากนีใ้นเวบ็ไซด์ mycology online (https://
mycology.adelaide.edu.au/descriptions/ hyphomy-
cetes/fusarium/) ของ The University of Adelaide 
(2016) ได้แนะน�ำวิธีการจ�ำแนกเชือ้ราในสกลุ Fusarium 
โดยวิธีการ multi-locus sequence analysis ซึง่

Figure 4 Maximum parsimony phylogenetic tree of the ITS1-5.8s-ITS2 sequences. A bootstrap 
analysis was performed with 1,000 repetitions with MEGA version X software

หนึง่ในสว่นของต�ำแหนง่ท่ีใช้นัน้ มี TEF1-alpha เป็น
องค์ประกอบ สามารถแยกเชือ้ราในสกุลดังกลา่ว
ออกจากกนัได้อยา่งชดัเจน มีรายงานอ่ืนท่ีมีการใช้
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาร่วมกับเทคนิคอณูชีว
โมเลกุลในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ 
ITS1-5.8s-ITS2 และ TEF1-alpha ในการจ�ำแนก
เชือ้ราในสกลุ Fusarium และพบว่าผลการทดลอง

สามารถจ�ำแนกเชือ้ราในสกลุดงักลา่วได้อยา่งแมน่ย�ำ 
(Brasileiro et al., 2004; Rahjoo et al., 2008: 
Lazarotto et al., 2014) อยา่งไรก็ตามในการตรวจ
สอบและจ�ำแนกเชือ้ราควรศึกษาข้อมลูทางสณัฐาน
วิทยาร่วมกบัอณชีูวโมเลกลุ เพ่ือให้การจ�ำแนกชนิด
เชือ้สาเหตมีุความถกูต้องแมน่ย�ำมากย่ิงขึน้
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Figure 5 Maximum parsimony phylogenetic tree of the TEF1-alpha sequences and a bootstrap 
analysis with 1,000 repetitions by MEGA version X software

การทดสอบความสามารถในการท�ำให้เกดิโรค
การปลกูเชือ้กบัต้นทเุรียนท่ีมีการท�ำแผล พบวา่

เชือ้ราทัง้ 10 ไอโซเลท สามารถก่อให้เกิดอาการเบือ้ง
ต้น กบัก่ิงทเุรียนได้ หลงัการปลกูเป็นเวลา 3 วนั 
ทเุรียนแสดงอาการแผลสีน�ำ้ตาลเข้ม ถงึน�ำ้ตาลแดง 
ขอบแผลไมแ่นน่อน สีน�ำ้ตาลออ่น ถงึน�ำ้ตาลเข้ม พบ
กลุม่เส้นใยสีขาวเจริญบริเวณแผล (Figure 6A-B) 
และส�ำหรับการปลกูเชือ้บนก่ิงทเุรียนโดยไม่ท�ำแผล 
พบว่าเชือ้ราสามารถก่อให้เกิดอาการแผลสีน�ำ้ตาล
เข้ม ถงึน�ำ้ตาลแดง ขอบแผลไมแ่นน่อน กบัก่ิงทเุรียน
ได้เชน่กนั (Figure 6C-D) และหลงัการปลกูเชือ้เป็น
เวลา 7 วนั ก่ิงท่ีปลกูเชือ้สงัเกตวา่ใบของต้นกล้าทเุรียน 
เร่ิมเปลีย่นเป็นสเีหลอืงและหลดุร่วง ก่ิงบริเวณท่ีปลกูเชือ้
เร่ิมแสดงอาการแห้ง เปราะและหกังา่ย เม่ือน�ำมาแยก
เชือ้กลบัด้วยวิธี tissue transplanting พบโคโลนีเชือ้รามี

ลกัษณะเหมือนเดมิสอดคล้องกบัรายงานของ Hoa et al. 
(2013) ท่ีพบวา่เชือ้รา F. solani สามารถก่อโรคกบั
ทเุรียนสายพนัธุ ์Kho qua xanh ในเขตพืน้ท่ีทางตอนใต้
ของประเทศเวียดนามได้ โดยท�ำให้ทเุรียนแสดงอาการ
แผลแห้งสีน�ำ้ตาลถึงด�ำ มีความรุนแรงของโรคอยูท่ี่ 
28.25% นอกจากนีย้งัมีรายงานพบวา่เชือ้รา F. solani 
สามารถก่อให้เกิดโรคก่ิงแห้ง (dieback) กบัพืชอ่ืนอีก
หลายชนิด เชน่ ทองหลางลาย (Erythrina variegata) 
มะมว่ง (Mangifera indica) ประดูล่าย (Dalbergia 
sissoo Roxb.) เมเปิล (Acer negundo) เป็นต้น 
(Khanzada et al., 2004; Demirci and Maden. 2006; 
Rajput et al., 2008; Kuroda et al., 2017)
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Figure 6 Brown symptom of durian seedling after inoculation for 3 days with mycelial disc of 
Fusarium solani isolate DCHU107 and DCHU206. (A-B) wounded inoculation and (C-D) 
non-wounded inoculation

สรุป

การแยกเชือ้ราสาเหตโุรคก่ิงแห้งของทุเรียนใน
พืน้ท่ีจงัหวัดชุมพร จันทบุรี และตราด ด้วยวิธี tis-
sue transplanting บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ได้
จ�ำนวนทัง้สิน้ 28 ไอโซเลท และไมพ่บการเจริญของ
เส้นใยเชือ้ราบนอาหาร BNCRA selective medium 
จากลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและใช้เทคนิคอณชีูว
โมเลกลุ บริเวณ ITS1-5.8s-ITS2 และ TEF1-alpha 
วิเคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทด์ และ phylogenetic tree 
สามารถจ�ำแนกเชือ้ราสาเหตโุรคก่ิงแห้งเกิดจากเชือ้
รา F. solani เม่ือพิสจูน์โรคตามวิธีการของ Koch’s 
postulation โดยปลูกเชือ้ลงบนต้นกล้าทุเรียนสาย
พนัธุ์หมอนทองอาย ุ6 เดือน พบอาการก่ิงทเุรียนเป็น
แผลสีแดงอมม่วง ขอบแผลสีน�ำ้ตาลเข้มหลงัการ
ปลกูเชือ้ 3 วนั และเม่ือผา่นไป 7 วนั อาการพฒันา
เป็นก่ิงแห้ง แผลสีน�ำ้ตาลออ่น ขอบแผลสีน�ำ้ตาลเข้ม 
ใบบริเวณก่ิงท่ีเกิดโรคเปลี่ยนเป็นสีเหลือง และร่วง 

ตามล�ำดบั งานวิจัยในครัง้นี ้ สามารถยืนยนัได้วา่
เชือ้รา F. solani เป็นสาเหตกุ่อให้เกิดโรคก่ิงแห้งกบั
ต้นทเุรียน รวมถึงการศึกษาลักษณะทางสณัฐาน
วิทยาร่วมกบัอณชีูวโมเลกลุ ซึง่สอดคล้องกบัรายงาน
หลายฉบบัท่ีมีรายงานถึงการเข้าท�ำลายของเชือ้รา
ดงักลา่ว โดยข้อมลูนีเ้ป็นประโยชน์อยา่งมากตอ่การ
วินิจฉยัหาเชือ้สาเหตุโรคท่ีแท้จริงของโรค รวมไปถงึ
การตดิตาม ตรวจสอบ อนัน�ำไปสูก่ารพฒันาวิธีการ
ปอ้งกนั ควบคมุ และลดการแพร่ระบาด เพ่ือให้
กระบวนการผลิตทุเรียนของประเทศมีคุณภาพท่ีดี 
และเป็นท่ียอมรับตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

งานวิจยันี ้ ได้รับการสนบัสนนุจากส�ำนกังานคณะ
กรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม 
(สกสว.) และขอขอบคุณห้องปฏิบัติการราวิทยา 
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ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวิทยาลยั
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน ส�ำหรับการเอือ้เฟือ้
สถานท่ี และอปุกรณ์ในการท�ำวิจยั
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