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Abstract 
Phomopsis species is the one of important pathogenic fungi that can cause leaf spot and fruit rot of 

durian. These infected leaves can be the source of inoculum which infected the fruit. Therefore, this research was 
investigated on preliminary biology of Phomopsis. In this study, diseased samples of fruit rot and leaf spot were 
collected from durian orchard in Chantaburi Province, and isolated by Tissue Transplanting Technique. The result 
showed that Phomopsis cultures obtained from both fruit and leaf had different colony color - white to grayish 
green. These pathogens were separated to be different isolates according to their colors. These isolates of 
Phomopsis were evaluated on mycelial growth and pycnidial production on four culture media including carrot 
agar (CA) potato carrot agar (PCA) half potato dextrose agar (half PDA) and durian leaf extract agar (DLA) and 
incubated in two different conditions - room temperature (28-32ºC) and growth chamber (25ºC, light/dark 12/12 h). 
It showed that the highest mycelial growth was obtained on PCA and half PDA, whereas pycnidial production was 
greatly shown on CA and PCA which incubated at room temperature, but showed small amount of conidia. The 
best quality and proper amount of conidia for further study were induced by using sterile durian leaf tissues. This 
technique could reduce the incubation period for conidial production from 1 month on culture media to be 5-6 
days on leaf tissues. 
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บทคัดยอ 
เช้ือรา Phomopsis species เปนหนึ่งในเชื้อราท่ีมีความสําคัญที่กอใหเกิดโรคใบจุดและผลเนาในทุเรียน ซึ่งเช้ือที่มีอยู

แลวในแปลงปลูกจะเปนแหลงของเชื้อที่ทําใหเกิดอาการผลเนาในภายหลังได ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาลักษณะ
ทางชีววิทยาของเชื้อเพื่อใหเกิดความเขาใจในเบื้องตน โดยทําการแยกเช้ือดวยวิธี Tissue Transplanting Technique จาก
บริเวณผลเนาและอาการใบจุดจากแหลงปลูกจังหวัดจันทบุรี พบวาเช้ือบริสุทธิ์ที่แยกไดจากทั้งในสวนของผลและใบมีความ
หลากหลายในลักษณะสีของโคโลนี ต้ังแตสีขาวจนถึงสีเขียวปนเทา จึงแบงเช้ือราออกเปนไอโซเลทตางๆ ตามความแตกตางกัน
ของสี และเม่ือนําเช้ือรามาทดสอบการเจริญบนอาหารตางกัน 4 ชนิด ไดแก carrot agar (CA) potato carrot agar (PCA) half 
potato dextrose agar (half PDA) และ durian leaf extract agar (DLA) โดยบมเชื้อไวใน 2 สภาพ คือ สภาพอุณหภูมิหอง 
(28-32ºซ) และตูควบคุมอุณหภูมิ (25ºซ สวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) พบวาเช้ือรามีการเจริญเติบโตดีที่สุดบนอาหาร PCA 
และ half PDA และสราง pycnidium มากที่สุดบนอาหาร CA และ PCA ซึ่งบมในอุณหภูมิหอง แตพบปริมาณการสราง 
conidia นอยมาก  จึงทําการกระตุนใหมีการสราง conidia บนเนื้อเย่ือใบทุเรียนที่ปลอดเชื้อเพื่อใหมีคุณภาพที่ดีและมีปริมาณท่ี
เหมาะสมตอการนําไปใชในการทดลองตอๆ ไป ซึ่งพบวา เช้ือราสามารถสราง pycnidium ไดเร็วกวาบนอาหารเล้ียงเช้ือจาก 1 
เดือน เปน 5-6 วันบนเนื้อเย่ือพืช 
คําสําคัญ: อาหารเล้ียงเช้ือ การเจริญของเสนใย การสราง pycnidium 
 

คํานํา 
เช้ือรา Phomopsis spp. สาเหตุโรคใบจุด (Phomopsis leaf spot) ในทุเรียน ปจจุบันพบโรคดังกลาวแพรกระจาย

เปนบริเวณกวาง โดยเฉพาะในแหลงปลูกทุเรียนแถบภาคตะวันออกของประเทศไทย เช้ือราสาเหตุโรคสามารถกอใหเกิดอาการ
ใบจุดไดต้ังแตระยะตนกลาจนถึงตนโต โดยเฉพาะในระยะใบแก ซึ่งพบอาการใบจุดกระจัดกระจายทั่วไปอยางหนาแนน จึง
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สงผลรบกวนกระบวนการสังเคราะหแสง หรือกระบวนการเมตาบอลิซึมอื่นๆ ของพืชได (Hwang et al., 2006) อาการโรคที่
ปรากฏบนใบนับไดวาเปนแหลงสะสมของเช้ือที่มีความสําคัญมาก เนื่องจากเชื้อราสามารถแพรกระจายไปสูสวนอื่นๆ รวมทั้งใน
สวนของผลซึ่งจะทําใหเกิดอาการผลเนาภายหลังการเก็บเก่ียวได ซึ่งสมศิริ และคณะ (2555) รายงานวาเช้ือราที่แยกไดจาก
อาการผลเนาพบเปอรเซ็นตประชากรของเชื้อรา Phomopsis มากเปนอันดับหนึ่ง อยางไรก็ตามการศึกษาเก่ียวกับเช้ือรา
ดังกลาวในทุเรียนยังมีนอยมาก ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาถึงตัวเช้ือสาเหตุโรค เร่ิมตั้งแตการสํารวจลักษณะ
อาการโรค การเจริญของเช้ือบนอาหารตางชนิด และการสราง pycnidium เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนสําหรับนักวิจัยที่จะ
ทําการศึกษาเกี่ยวกับเช้ือรา Phomopsis ของทุเรียนตอไป 
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. สํารวจโรคและแยกเช้ือราสาเหตุโรค 

ทําการสํารวจโรคใบจุดและเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกทุเรียนพันธุหมอนทอง อําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรีและเก็บ
ตัวอยางผลเนาภายหลังเก็บในหองเย็นที่อุณหภูมิ 15°C เปนเวลา 15 วัน  ทําการแยกเช้ือรา Phomopsis โดยวิธี Tissue 
Transplanting Technique สังเกตลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ half potato dextrose agar (half PDA) ซึ่ง
ไดเช้ือแตกตางกัน 4 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท C10  C11 (แยกไดจากใบจุด) และ C12  C13 (แยกไดจากผลเนา) 
2. ทดสอบการเจริญของเช้ือรา Phomopsis บนอาหารเล้ียงเช้ือตางชนิดกัน 

เนื่องจากเชื้อรา Phomopsis ใชเวลาในการสราง pycnidia คอนขางนาน (ประมาณ 1 เดือนขึ้นไป) จึงตองการหา
สภาพท่ีสามารถสราง pycnidium ไดเร็วขึ้น โดยทําการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 4 ชนิด ไดแก carrot agar (CA) potato carrot 
agar (PCA) half potato dextrose agar (half PDA) และ durian leaf extract agar (DLA) และยายเช้ือรา 4 ไอโซเลทจากขอ 
1 ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 ซม. มาวางตรงกลางจานอาหารแตละชนิด บมเช้ือแตกตางกัน 2 สภาพ ไดแก อุณหภูมิหอง (28-
32°C) และตูควบคุมอุณหภูมิ (25ºC สวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) บันทึกการเจริญเติบโตของเสนใยทุกวัน ระยะเวลาเร่ิมสราง
และความหนาแนนของการสราง pycnidia โดยใหคะแนน ดังนี้ 0 = ไมพบการสราง 1 = พบการสรางเล็กนอย 2 = พบการ
สรางปานกลาง และ 3 = พบการสรางมาก 
3. ทดสอบการสราง pycnidia บนเนื้อเย่ือใบทุเรียน 

เลือกชนิดของอาหารจากการทดสอบในขอ 2 ที่เช้ือรามีการเจริญเติบโตดีที่สุด วางช้ินสวนใบทุเรียนขนาด 1 ตร.ซม. ที่
ผานการฆาเช้ือแลวลงบนผิวหนาอาหาร จํานวน 6 ชิ้น ยายเช้ือรา Phomopsis แตละไอโซเลทขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 ซม. 
วางลงตรงกลางจาน บมเชื้อที่อุณหภูมิหองจนกวาจะเห็นการสราง pycnidia 
 

ผล 
1. สํารวจโรคและแยกเช้ือราสาเหตุโรค 

ลักษณะอาการแผลจุดบนใบมีความหลากหลาย กลาวคือ มีขนาดเสนผาศูนยกลางต้ังแต 1-10  มม. โดยแผลจุด
ขนาดเล็กมีรูปรางกลม  ขอบแผลสีน้ําตาลเขมและปรากฏวงสีเหลืองลอมรอบ (halos) และมักพบกระจัดกระจายทั่วไปบนใบแก 
แตอาจพบลักษณะอาการดังกลาวบนใบเพสลาดและใบออนได สวนอาการแผลจุดขนาดใหญ กลางแผลมีสีเทา ขอบแผลสี
น้ําตาลแดงเขมและมี halos สีเหลืองลอมรอบ ซึ่งยังไมพบการรายงานมากอน ในขณะท่ีอาการบนผล แผลมีสีน้ําตาล รูปราง
คอนขางกลม (Figure 1) อยางไรก็ตามอาการผลเนาที่เกิดจากเช้ือราชนิดอื่น ไดแก Lasiodiplodia theobromae หรือ 
Colletotrichum sp. มักจะพบเช้ือรา Phomopsis spp. รวมดวยเสมอ และเม่ือแยกเชื้อจากอาการใบจุดและผลเนา พบวาเช้ือ
รา Phomopsis มีความหลากหลายในลักษณะสีของโคโลนี ลักษณะของเสนใย และการเจริญออกมาจากเนื้อเย่ือแผลมี
ลักษณะเปนสวนๆ (sector)  
 
 
 
 
 
 
Figure 1  Leaf spot and fruit rot of durian caused by Phomopsis spp. (A) small necrotic leaf spots with narrow yellow 

halos, (B) large necrotic leaf spots with wider yellow halos and (C) dark brown lesion on durian fruit 
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2. ทดสอบการเจริญของเช้ือรา Phomopsis บนอาหารเล้ียงเช้ือตางชนิดกัน 
จากการเล้ียงเช้ือรา Phomopsis จํานวน 4 ไอโซเลทบนอาหาร 4 ชนิด พบวาเช้ือราทุกไอโซเลทที่บมในอุณหภูมิหอง 

(28-32°C) มีการเจริญเติบโตเร็วกวาเช้ือราท่ีบมในตูควบคุมอุณหภูมิ (25ºC สวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) เนื่องจากในสภาพ
แรกเช้ือรามีรัศมีการเจริญประมาณ 40 มม. โดยใชเวลาเพียง 4 วัน ในขณะท่ีในสภาพหลังเช้ือราใชเวลาถึง 5 วัน และเช้ือราแต
ละไอโซเลทมีรัศมีการเจริญในแตละวันใกลเคียงกัน ยกเวนไอโซเลท C13 ที่มีการเจริญเร็วที่สุดบนอาหารเกือบทุกชนิด (Figure 
2) และเม่ือตรวจสอบปริมาณ pycnidium หลังจากบมเปนเวลา 13 วัน พบวามีบางไอโซเลทอยูในชวงระยะเริ่มสราง โดย
สังเกตเห็นโครงสรางขนาดเล็กนูนขึ้นจากผิวหนาอาหาร  และเช้ือที่บมในอุณหภูมิหองจะพบโครงสรางดังกลาวเปนจํานวน
มากกวาเช้ือที่บมในตูควบคุมอุณหภูมิ 25°C โดยเฉพาะบนอาหาร CA และ PCA ในขณะท่ีบนอาหาร half PDA ไมพบการ
สรางเลย (Figure 3) แตอยางไรก็ตามกวาที่ pycnidium เหลานั้นจะมีความสมบูรณและสราง conidia พรอมที่จะนําไปใชได ก็
ใชเวลาคอนขางนานประมาณ 1 เดือน ซึ่งจะสังเกตเห็นกลุมสปอร (conidial mass) สีครีมหรือขาวขุนถูกดันออกมาเปนสาย
ทาง ostiole ของ pycnidium 
 

 
 
Figure 2  Radial mycelial growth of Phomopsis 4 isolates grown on different culture media. Upper : incubated at 

room temperature (28-32°C). Lower : incubated at 25°C dark/light 12/12h. CA = carrot agar, PCA = 
potato carrot agar, DLA = durian leaf extract agar, half PDA = half potato dextrose agar. Different letters 
in each graph are significant difference (P=0.05), according to DMRT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3  Pycnidial density of Phomopsis 4 isolates on different culture media incubated at room temperature (28- 
 32°C) and 25°C dark/light 12/12h for 13 days. CA = carrot agar, PCA = potato carrot agar, DLA = 

durian leaf extract agar, half PDA = half potato dextrose agar. Pycnidial density score determined by 0 
= no pycnidium, 1=small amount of pycnidium, 2=moderate amount of pycnidium, 3=large amount of 
pycnidium 
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3. ทดสอบการสราง pycnidia บนเนื้อเย่ือใบทุเรียน 
เนื่องจากบนอาหารเล้ียงเช้ือใชเวลาในการสราง pycnidium คอนขางนาน จึงทดสอบการสรางบนเนื้อเย่ือใบทุเรียนซ่ึง

วางอยูบนอาหาร PCA พบวาเม่ือเช้ือราเจริญครอบคลุมใบพืช บางไอโซเลทจะเร่ิมสรางโครงสรางขนาดเล็กบนเน้ือเย่ือใบที่เวลา
ประมาณ 5-6 วัน และโครงสรางดังกลาวสามารถพัฒนาเปน pycnidium และสราง conidia ที่สมบูรณพรอมนําไปใชได
ประมาณ 7-10 วัน และพบวาไอโซเลท C13 มีปริมาณการสราง pycnidium หนาแนนที่สุด (Figure 4) 

 
 

 
Figure 4  Pycnidial density of Phomopsis 4 isolates on sterile durian leaf tissues incubated at room temperature  
 (28-32°C) for 7 days. 
 

วิจารณผล 
ในป 2003  Lim and Sangchote ไดรายงานลักษณะอาการใบจุดของทุเรียนที่เกิดจากเช้ือรา Phomopsis ไววามี

ลักษณะเปนแผลจุดตายขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางไมเกิน 1 มม. มี haloes สีเหลืองลอมรอบ ซึ่งเกิดกระจัดกระจายทั่วไป
เฉพาะบนใบแก ซึ่งมีความแตกตางจากงานวิจัยคร้ังนี้ เนื่องจากอาการแผลจุดดังกลาวนอกจากจะพบบนใบแกแลว ยังสามารถ
พบไดทั่วไปทั้งบนใบเพสลาดและใบออน รวมทั้งยังพบอาการแผลจุดขนาดใหญ (เสนผาศูนยกลาง 2-10 ซม.) และเช้ือราท่ีแยก
ไดจากอาการแผลจุดทั้ง 2 แบบมีความแปรปรวนมากในลักษณะสีของโคโลนี และการเจริญของเสนใย ซึ่งสอดคลองกับการ
รายงานของ Brayford (1990) วาเช้ือรา Phomopsis ที่แยกไดจากตางแหลงปลูกไดถูกแบงเปนกลุมๆ ตามความตางกันของ
เสนใย สีโคโลนี และ mating type และจากการท่ีเช้ือรา Phomopsis มีการเจริญเติบโตดีที่อุณหภูมิหอง จึงทําใหเกิดการสราง 
pycnidium เปนจํานวนมากเชนกัน แตอยางไรก็ตาม การใชเนื้อเย่ือใบทุเรียนที่ฆาเช้ือแลวจะเปนการกระตุนใหเช้ือรา 
Phomopsis เกิดการสราง pycnidium ไดเร็วขึ้นและสามารถสราง conidia ใหมีปริมาณมาก ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Brayford (1990) ที่พบวาเช้ือรา Phomopsis บางกลุมจะสราง pycnidium บนก่ิงเอลมที่ฆาเช้ือแลวเทานั้น 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณสถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรที่สนับสนุนทุนในการทําวิจัยในคร้ังนี้ 
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