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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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บทคัดยอ 
เช้ือรา Phomopsis species เปนหนึ่งในเชื้อราท่ีมีความสําคัญที่กอใหเกิดโรคใบจุดและผลเนาในทุเรียน ซึ่งเช้ือที่มีอยู

แลวในแปลงปลูกจะเปนแหลงของเชื้อที่ทําใหเกิดอาการผลเนาในภายหลังได ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาลักษณะ
ทางชีววิทยาของเชื้อเพื่อใหเกิดความเขาใจในเบื้องตน โดยทําการแยกเช้ือดวยวิธี Tissue Transplanting Technique จาก
บริเวณผลเนาและอาการใบจุดจากแหลงปลูกจังหวัดจันทบุรี พบวาเช้ือบริสุทธิ์ที่แยกไดจากทั้งในสวนของผลและใบมีความ
หลากหลายในลักษณะสีของโคโลนี ต้ังแตสีขาวจนถึงสีเขียวปนเทา จึงแบงเช้ือราออกเปนไอโซเลทตางๆ ตามความแตกตางกัน
ของสี และเม่ือนําเช้ือรามาทดสอบการเจริญบนอาหารตางกัน 4 ชนิด ไดแก carrot agar (CA) potato carrot agar (PCA) half 
potato dextrose agar (half PDA) และ durian leaf extract agar (DLA) โดยบมเชื้อไวใน 2 สภาพ คือ สภาพอุณหภูมิหอง 
(28-32ºซ) และตูควบคุมอุณหภูมิ (25ºซ สวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) พบวาเช้ือรามีการเจริญเติบโตดีที่สุดบนอาหาร PCA 
และ half PDA และสราง pycnidium มากที่สุดบนอาหาร CA และ PCA ซึ่งบมในอุณหภูมิหอง แตพบปริมาณการสราง 
conidia นอยมาก  จึงทําการกระตุนใหมีการสราง conidia บนเนื้อเย่ือใบทุเรียนที่ปลอดเชื้อเพื่อใหมีคุณภาพที่ดีและมีปริมาณท่ี
เหมาะสมตอการนําไปใชในการทดลองตอๆ ไป ซึ่งพบวา เช้ือราสามารถสราง pycnidium ไดเร็วกวาบนอาหารเล้ียงเช้ือจาก 1 
เดือน เปน 5-6 วันบนเนื้อเย่ือพืช 
คําสําคัญ: อาหารเล้ียงเช้ือ การเจริญของเสนใย การสราง pycnidium 
 

คํานํา 
เช้ือรา Phomopsis spp. สาเหตุโรคใบจุด (Phomopsis leaf spot) ในทุเรียน ปจจุบันพบโรคดังกลาวแพรกระจาย

เปนบริเวณกวาง โดยเฉพาะในแหลงปลูกทุเรียนแถบภาคตะวันออกของประเทศไทย เช้ือราสาเหตุโรคสามารถกอใหเกิดอาการ
ใบจุดไดต้ังแตระยะตนกลาจนถึงตนโต โดยเฉพาะในระยะใบแก ซึ่งพบอาการใบจุดกระจัดกระจายทั่วไปอยางหนาแนน จึง
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สงผลรบกวนกระบวนการสังเคราะหแสง หรือกระบวนการเมตาบอลิซึมอื่นๆ ของพืชได (Hwang et al., 2006) อาการโรคที่
ปรากฏบนใบนับไดวาเปนแหลงสะสมของเช้ือที่มีความสําคัญมาก เนื่องจากเชื้อราสามารถแพรกระจายไปสูสวนอื่นๆ รวมทั้งใน
สวนของผลซึ่งจะทําใหเกิดอาการผลเนาภายหลังการเก็บเก่ียวได ซึ่งสมศิริ และคณะ (2555) รายงานวาเช้ือราที่แยกไดจาก
อาการผลเนาพบเปอรเซ็นตประชากรของเชื้อรา Phomopsis มากเปนอันดับหนึ่ง อยางไรก็ตามการศึกษาเก่ียวกับเช้ือรา
ดังกลาวในทุเรียนยังมีนอยมาก ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไดทําการศึกษาถึงตัวเช้ือสาเหตุโรค เร่ิมตั้งแตการสํารวจลักษณะ
อาการโรค การเจริญของเช้ือบนอาหารตางชนิด และการสราง pycnidium เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนสําหรับนักวิจัยที่จะ
ทําการศึกษาเกี่ยวกับเช้ือรา Phomopsis ของทุเรียนตอไป 
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. สํารวจโรคและแยกเช้ือราสาเหตุโรค 

ทําการสํารวจโรคใบจุดและเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกทุเรียนพันธุหมอนทอง อําเภอมะขาม จังหวัดจันทบุรีและเก็บ
ตัวอยางผลเนาภายหลังเก็บในหองเย็นที่อุณหภูมิ 15°C เปนเวลา 15 วัน  ทําการแยกเช้ือรา Phomopsis โดยวิธี Tissue 
Transplanting Technique สังเกตลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ half potato dextrose agar (half PDA) ซึ่ง
ไดเช้ือแตกตางกัน 4 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท C10  C11 (แยกไดจากใบจุด) และ C12  C13 (แยกไดจากผลเนา) 
2. ทดสอบการเจริญของเช้ือรา Phomopsis บนอาหารเล้ียงเช้ือตางชนิดกัน 

เนื่องจากเชื้อรา Phomopsis ใชเวลาในการสราง pycnidia คอนขางนาน (ประมาณ 1 เดือนขึ้นไป) จึงตองการหา
สภาพท่ีสามารถสราง pycnidium ไดเร็วขึ้น โดยทําการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 4 ชนิด ไดแก carrot agar (CA) potato carrot 
agar (PCA) half potato dextrose agar (half PDA) และ durian leaf extract agar (DLA) และยายเช้ือรา 4 ไอโซเลทจากขอ 
1 ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 ซม. มาวางตรงกลางจานอาหารแตละชนิด บมเช้ือแตกตางกัน 2 สภาพ ไดแก อุณหภูมิหอง (28-
32°C) และตูควบคุมอุณหภูมิ (25ºC สวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) บันทึกการเจริญเติบโตของเสนใยทุกวัน ระยะเวลาเร่ิมสราง
และความหนาแนนของการสราง pycnidia โดยใหคะแนน ดังนี้ 0 = ไมพบการสราง 1 = พบการสรางเล็กนอย 2 = พบการ
สรางปานกลาง และ 3 = พบการสรางมาก 
3. ทดสอบการสราง pycnidia บนเนื้อเย่ือใบทุเรียน 

เลือกชนิดของอาหารจากการทดสอบในขอ 2 ที่เช้ือรามีการเจริญเติบโตดีที่สุด วางช้ินสวนใบทุเรียนขนาด 1 ตร.ซม. ที่
ผานการฆาเช้ือแลวลงบนผิวหนาอาหาร จํานวน 6 ชิ้น ยายเช้ือรา Phomopsis แตละไอโซเลทขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 ซม. 
วางลงตรงกลางจาน บมเชื้อที่อุณหภูมิหองจนกวาจะเห็นการสราง pycnidia 
 

ผล 
1. สํารวจโรคและแยกเช้ือราสาเหตุโรค 

ลักษณะอาการแผลจุดบนใบมีความหลากหลาย กลาวคือ มีขนาดเสนผาศูนยกลางต้ังแต 1-10  มม. โดยแผลจุด
ขนาดเล็กมีรูปรางกลม  ขอบแผลสีน้ําตาลเขมและปรากฏวงสีเหลืองลอมรอบ (halos) และมักพบกระจัดกระจายทั่วไปบนใบแก 
แตอาจพบลักษณะอาการดังกลาวบนใบเพสลาดและใบออนได สวนอาการแผลจุดขนาดใหญ กลางแผลมีสีเทา ขอบแผลสี
น้ําตาลแดงเขมและมี halos สีเหลืองลอมรอบ ซึ่งยังไมพบการรายงานมากอน ในขณะท่ีอาการบนผล แผลมีสีน้ําตาล รูปราง
คอนขางกลม (Figure 1) อยางไรก็ตามอาการผลเนาที่เกิดจากเช้ือราชนิดอื่น ไดแก Lasiodiplodia theobromae หรือ 
Colletotrichum sp. มักจะพบเช้ือรา Phomopsis spp. รวมดวยเสมอ และเม่ือแยกเชื้อจากอาการใบจุดและผลเนา พบวาเช้ือ
รา Phomopsis มีความหลากหลายในลักษณะสีของโคโลนี ลักษณะของเสนใย และการเจริญออกมาจากเนื้อเย่ือแผลมี
ลักษณะเปนสวนๆ (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 บนอาหารเล้ียงเช้ือตางชนิดกัน 
จากการเล้ียงเช้ือรา Phomopsis จํานวน 4 ไอโซเลทบนอาหาร 4 ชนิด พบวาเช้ือราทุกไอโซเลทที่บมในอุณหภูมิหอง 

(28-32°C) มีการเจริญเติบโตเร็วกวาเช้ือราท่ีบมในตูควบคุมอุณหภูมิ (25ºC สวางสลับมืด 12/12 ชั่วโมง) เนื่องจากในสภาพ
แรกเช้ือรามีรัศมีการเจริญประมาณ 40 มม. โดยใชเวลาเพียง 4 วัน ในขณะท่ีในสภาพหลังเช้ือราใชเวลาถึง 5 วัน และเช้ือราแต
ละไอโซเลทมีรัศมีการเจริญในแตละวันใกลเคียงกัน ยกเวนไอโซเลท C13 ที่มีการเจริญเร็วที่สุดบนอาหารเกือบทุกชนิด (Figure 
2) และเม่ือตรวจสอบปริมาณ pycnidium หลังจากบมเปนเวลา 13 วัน พบวามีบางไอโซเลทอยูในชวงระยะเริ่มสราง โดย
สังเกตเห็นโครงสรางขนาดเล็กนูนขึ้นจากผิวหนาอาหาร  และเช้ือที่บมในอุณหภูมิหองจะพบโครงสรางดังกลาวเปนจํานวน
มากกวาเช้ือที่บมในตูควบคุมอุณหภูมิ 25°C โดยเฉพาะบนอาหาร CA และ PCA ในขณะท่ีบนอาหาร half PDA ไมพบการ
สรางเลย (Figure 3) แตอยางไรก็ตามกวาที่ pycnidium เหลานั้นจะมีความสมบูรณและสราง conidia พรอมที่จะนําไปใชได ก็
ใชเวลาคอนขางนานประมาณ 1 เดือน ซึ่งจะสังเกตเห็นกลุมสปอร (conidial mass) สีครีมหรือขาวขุนถูกดันออกมาเปนสาย
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. ทดสอบการสราง pycnidia บนเนื้อเย่ือใบทุเรียน 
เนื่องจากบนอาหารเล้ียงเช้ือใชเวลาในการสราง pycnidium คอนขางนาน จึงทดสอบการสรางบนเนื้อเย่ือใบทุเรียนซ่ึง

วางอยูบนอาหาร PCA พบวาเม่ือเช้ือราเจริญครอบคลุมใบพืช บางไอโซเลทจะเร่ิมสรางโครงสรางขนาดเล็กบนเน้ือเย่ือใบที่เวลา
ประมาณ 5-6 วัน และโครงสรางดังกลาวสามารถพัฒนาเปน pycnidium และสราง conidia ที่สมบูรณพรอมนําไปใชได
ประมาณ 7-10 วัน และพบวาไอโซเลท C13 มีปริมาณการสราง pycnidium หนาแนนที่สุด (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. 
 

วิจารณผล 
ในป 2003  Lim and Sangchote ไดรายงานลักษณะอาการใบจุดของทุเรียนที่เกิดจากเช้ือรา Phomopsis ไววามี

ลักษณะเปนแผลจุดตายขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางไมเกิน 1 มม. มี haloes สีเหลืองลอมรอบ ซึ่งเกิดกระจัดกระจายทั่วไป
เฉพาะบนใบแก ซึ่งมีความแตกตางจากงานวิจัยคร้ังนี้ เนื่องจากอาการแผลจุดดังกลาวนอกจากจะพบบนใบแกแลว ยังสามารถ
พบไดทั่วไปทั้งบนใบเพสลาดและใบออน รวมทั้งยังพบอาการแผลจุดขนาดใหญ (เสนผาศูนยกลาง 2-10 ซม.) และเช้ือราท่ีแยก
ไดจากอาการแผลจุดทั้ง 2 แบบมีความแปรปรวนมากในลักษณะสีของโคโลนี และการเจริญของเสนใย ซึ่งสอดคลองกับการ
รายงานของ Brayford (1990) วาเช้ือรา Phomopsis ที่แยกไดจากตางแหลงปลูกไดถูกแบงเปนกลุมๆ ตามความตางกันของ
เสนใย สีโคโลนี และ mating type และจากการท่ีเช้ือรา Phomopsis มีการเจริญเติบโตดีที่อุณหภูมิหอง จึงทําใหเกิดการสราง 
pycnidium เปนจํานวนมากเชนกัน แตอยางไรก็ตาม การใชเนื้อเย่ือใบทุเรียนที่ฆาเช้ือแลวจะเปนการกระตุนใหเช้ือรา 
Phomopsis เกิดการสราง pycnidium ไดเร็วขึ้นและสามารถสราง conidia ใหมีปริมาณมาก ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Brayford (1990) ที่พบวาเช้ือรา Phomopsis บางกลุมจะสราง pycnidium บนก่ิงเอลมที่ฆาเช้ือแลวเทานั้น 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณสถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรที่สนับสนุนทุนในการทําวิจัยในคร้ังนี้ 
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