การตรวจแยกและจำแนกเชื้อราก่อโรคกุ้งแห้งและกุ้งแห้งเทียมในพริกที่ ต.บ้านจาน อ.พุทไธสง จ.บุรีรัมย์
มนต์ฤดี ศรีไทรทรัพย์  1) จรัส   จำเริญ2) ประเสริฐ  โศภน 3) และ  จีรพันธ์ วรพงษ์ *1)
1) โครงการวิจัยและพัฒนาเทคโนโนยีชีวภาพ สถาบันวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี วิทยาเขตศาลายา มหาวิทยาลัยมหิดล
* E-mail : stjwr@mahidol.ac.th
2) 74 หมู่ 5 ต. บ้านจาน อ. พุทไธสง จ. บุรีรัมย์
3) สำนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย ชั้น 14 อาคารเอส เอ็ม ทาวเวอร์ เลขที่ 979/17-21 ถ.พหลโยธิน แขวงสามเสนใน พญาไทกรุงเทพมหานคร
บทคัดย่อ
     
ประเทศไทยเป็นประเทศหนึ่งที่มีการปลูกพริกเป็นจำนวนมาก เนื่องจากพริกเป็นพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่สร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรเป็นอย่างมาก  แต่ในปัจจุบันนี้พบว่าพริกที่เกษตรกรปลูกไว้ ให้ผลผลิตน้อยลง  สาเหตุเกิดจากพริกที่เกษตรกรปลูกไว้ได้ถูกโรคต่างๆ เข้าคุกคามรวมถึงโรคกุ้งแห้งและกุ้งแห้งเทียมด้วย ซึ่งโรคกุ้งแห้งและกุ้งแห้งเทียมที่พบนั้นได้สร้างความเสียหายอย่างมากให้กับสวนพริกเกษตรอินทรีย์ของนายจรัส   จำเริญ เกษตรกร ตำบลบ้านจาน อำเภอพุทไธสง จังหวัดบุรีรัมย์ เป็นอย่างมาก ดังนั้นจึ่งได้มีการแยกและจำแนกเชื้อก่อโรคกุ้งแห้งและกุ้งแห้งทียมจากพริก ที่ ตำบลบ้านจาน อำเภอพุทไธสง จังหวัดบุรีรัมย์ พริกที่นำมาแยกและจำแนกมี 4 ชนิดคือ พริกสวยยาว พริกหยวกขาว พริกขี้หนู  และพริกสวยยาวใบหงิกทั้งต้น ผลจากการแยกและจำแนกเชื้อก่อให้เกิดโรคกุ้งแห้ง กุ้งแห้งเทียมและโรคใบเหี่ยวทั้งต้นจากตัวอย่างพริกทั้ง 5  ตัวอย่าง โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า 1) พริกสวยยาว มีเชื้อรา Colletotrichum  capsici ที่เป็นเชื้อก่อโรคโรคกุ้งแห้ง และ Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์    2) พริกสวยยาว  พริกหยวกขาว พบ เชื้อรา Alternaria sp. ที่เป็นเชื้อก่อโรคกุ้งแห้งเทียม และ Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ 3) พริกสวยยาวใบหงิกทั้งต้น พบ เชื้อรา Phytophthora capsici ที่เป็นเชื้อก่อโรครากเน่าต้นเหี่ยว และ พบ เชื้อรา Alternaria sp. ที่เป็นเชื้อก่อโรคกุ้งแห้งเทียม 4) พริกขี้หนู พบเชื้อรา Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ 5) เชื้อรา Botrytis sp. (Gray mold) ที่เป็นเชื้อก่อโรคเน่าในเมล็ดพริกหลังการเก็บเกี่ยว 
คำสำคัญ: พริก, โรคกุ้งแห้ง, โรคกุ้งแห้งเทียม, โรครากเน่าต้นเหี่ยว
บทนำ
     พริกเป็นส่วนประกอบอาหารประจำของคนไทยมาช้านาน มีรายงานว่า คนไทยบริโภคพริก 5 กรัม/คน/วัน สำหรับพริกที่นิยมปลูกในประเทศไทยมี 2 กลุ่ม ได้แก่ พริกหวาน และพริกเผ็ด   ในปัจจุบันพบว่าพริก เป็นพืชทีมีแนวโน้มในการส่งออกสูงมาก โดยได้รับความสนใจจากต่างประเทศ ซึ่งตลาดที่สำคัญเป็นสินค้าส่งออกที่สำคัญ ได้แก่ สิงคโปร์ มาเลเซีย ไต้หวัน ญี่ปุ่น สหรัฐอเมริกา แคนาดา ออสเตรเลีย และอิสราเอล ซาอุดิอารเบีย โดยพริกสดส่วนใหญ่ส่งสิงคโปร์ มาเลเซีย พริกแห้งเม็ด สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย ไต้หวัน พริกแห้งป่น สหรัฐอเมริกา เนเธอร์แลนด์ ออสเตรเลีย นอกจากนี้ยังมีการส่งออกในรูปแบบอื่น ๆ ซึ่งมีลู่ทางอนาคตที่สดใส ทั้งในแง่การผลิต การจำหน่าย การส่งออก ปัญหาสำคัญอยู่ที่การควบคุมคุณภาพของพริกและการเพิ่มผลผลิตให้เพียงพอต่อความต้องการของตลาด สาเหตุที่ทำให้ผลผลิตที่ได้มีปริมาณลดน้อยลง ส่วนหนึ่งเกิดจากการที่พริกได้รับเชื้อโรคต่างๆ รวมถึงโรคกุ้งแห้งหรือกุ้งแห้งเทียมด้วย อาการมักเกิดบนผลพริกที่แก่เต็มที่ โดยเป็นแผลบุ๋มลึกลงไป ลักษณะวงรีหรือวงกลมสีน้ำตาล ถ้าเป็นแผลใหญ่จะทำให้พริกเน่าหมดทั้งผลและร่วงหล่นส่งผลให้เกษตรกรได้รับความเสียหายเป็นจำนวนมากด้วยเหตุนี้จึงได้มีการนำพริกชนิดต่างๆที่เกษตรกรปลูกที่ ต.บ้านจาน อ.พุธไธสง จ. บุรีรัมย์ มาทำการแยกและจำแนกเชื้อก่อโรคกุ้งแห้งและกุ้งแห้งเทียมโรครากเน่าต้นเหี่ยวจำนวน 4 แปลงพื้นที่ อันจะนำไปสู่สาเหตุและวิธีป้องกันแก้ไขด้วยวิธีเกษตรอินทรีย์เพื่อเพิ่มผลผลิตและรายได้ให้กับเกษตรกรในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง
1. เก็บตัวอย่าง 
     ตัวอย่างพริก 5 ตัวอย่างที่มีอาการของเชื้อก่อโรคกุ้งแห้งกุ้งแห้งเทียมและโรครากเน่าต้นเหี่ยวดังแสดงในรูปที่ 1 จากไร่ของเกษตรกรจรัส   จำเริญ ที่ ต.บ้านจาน อ.พุธไธสง จ. บุรีรัมย์ และเขี่ยชิ้นส่วนที่แสดงอาการของโรคเพื่อตรวจหาสปอร์เชื้อราก่อโรคใต้กล้องจุลทัศน์

[image: image8.png]


[image: image9.png]


      [image: image1.png]


[image: image2.png]/m\



 

[image: image10.png]


     [image: image3.jpg]


[image: image4.png]



รูปที่ 1. แสดงรูปพริกชนิดต่างๆ ที่เก็บมาจาก ต.บ้านจาน อ.พุธไธสง จ. บุรีรัมย์  (ภาพ A พริกสวยยาว) (ภาพ B พริกหยวกขาว) (ภาพC พริกขี้หนู) (ภาพ D พริกยาวสวยใบหงิก)
2. แยกเชื้อ
     นำชิ้นส่วนของพริกบริเวณที่เป็นโรคมาเลี้ยงบน water agar plate (2 %Agar)  และ Tomato agar plate (20% น้ำมะเขือเทศตรามาลี และ 2 %Agar)  แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง ที่อุณหภูมิ 37oC จากนั้นแยกเชื้อที่ก่อโรคให้ได้สายพันธุ์บริสุทธิ์ด้วยวิธีการตัดปลายเส้นใย (Hyphal tip technique; Strobel et al. 1996) และนำสายพันธุ์บริสุทธิ์ไปเพาะเลี้ยงต่อบน  potato dextrose agar (PDA) plate  (2% potato dextrose agar)  ดูความบริสุทธิ์ของจุลชีพที่ทำให้เกิดโรค โดยสังเกตจากลักษณะโคโลนีชนิดเดียวที่สร้างจากสปอร์เดี่ยว (Single Spore Culture) เก็บรักษาเชื้อโดยการตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมเล็กๆ แล้วเก็บใน 15% Glycerol ภายใต้อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส

ผลการทดลองและอภิปรายผล
การแยกและจัดจำแนกชนิดของเชื้อก่อโรค
     ผลจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสปอร์เชื้อราก่อโรคใต้กล้องจุลทัศน์ก่อนการแยกเชื้อราให้ได้สายพันธุ์บริสุทธิ์จากตัวอย่างพริกทั้ง 5 พบสปอร์เชื้อราก่อโรคเพียง 3 ชนิด คือ Colletotrichum sp. Alternaria sp. และ Botrytis sp.   แต่หลังจากการแยกได้สายพันธุ์บริสุทธิ์และเขี่ยสปอร์เชื้อราแต่ละชนิดเพื่อศึกษาลักษณะรูปร่างใต้กล้องจุลทัศน์พบเชื้อราก่อมากกว่า3 ชนิด คือ  โรคกุ้งแห้ง Colletotrichum capsici และเชื้อราก่อโรคกุ้งแห้งเทียม Alternaria sp.  และเชื้อราก่อโรคแอนเทรคโนส Colletotrichum sp.  ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ โดยเชื้อรา Alternaria sp. พบในพริกหยวกขาว และ พริกยาวสวยใบหงิก เชื้อรา Colletotrichum capsici และเชื้อรา Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ พบในพริกสวยยาว พริกหยวกขาว และพริกขี้หนู เชื้อรา P. capsici พบในพริกสวยยาวรากเน่าต้นเหี่ยว
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รูปที่ 2.  แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อราที่แยกได้จากตัวอย่างพริกทั้ง 4 ชนิด  บนอาหาร PDA  3 วัน (ภาพ A เชื้อรา Colletotrichum capsici) (ภาพ B เชื้อรา Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์) (ภาพ C เชื้อรา Alternaria sp.)
     จากรูปที่ 2 จะเห็นได้ว่าเชื้อราที่แยกได้มีลักษณะโคโลนีที่ต่างกันไปคือ เชื้อรา Colletotrichum capsici (รูปที่ 2 ภาพ A) เชื้อรา Colletotrichum sp. (รูปที่ 2 ภาพ B) ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์  สร้างเส้นใย  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นสีขาวในตอนแรก ต่อมา จะเปลี่ยนเป็นสีส้มที่เป็นสีของสปอร์เมื่อมีอายุ ประมาณ 3 วันขึ้นไป ส่วน เชื้อรา Alternaria sp. จะสร้างเส้นใยสีเทาในตอนแรก  ต่อมากลายเป็นสีเทาเขียวน้ำตาลหรือดำขอบเทา จะเห็นสีชัดขึ้นเมื่อมีอายุ ประมาณ 2  วันขึ้นไป (รูปที่ 2 ภาพ C)


รูปที่ 3. แสดงลักษณะสปอร์ของเชื้อราชนิดต่างๆ ที่แยกได้จากตัวอย่างพริกทั้ง 5 ชนิดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เมื่ออายุประมาณ 3-5 วัน ภาพ A แสดงรูปสปอร์ เชื้อรา Colletotrichum capsici ภาพ B แสดงรูปสปอร์ เชื้อรา Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ ภาพ C แสดงรูปสปอร์เชื้อรา Alternaria sp.  (กำลังขยาย 1000 เท่า)

     จากรูปที่ 3 พบว่าลักษณะของสปอร์ของเชื้อรา Colletotrichum capsici จะมีรูปร่างเหมือนพระจันทร์ครึ่งเสี้ยว ไม่มีผนังกั้นเซลล์ เชื้อรา Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ จะมีรูปร่างเป็นวงรี คล้ายเมล็ดข้าวสาร ไม่มีผนังกั้นเซลล์ และเชื้อรา Alternaria sp. จะมีรูปร่างคล้ายขวด มีสีน้ำตาล และมีผนังกั้นเซลล์ทั้งด้านตั้งและตามขวางอย่างชัดเจน 

ผลจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเชื้อราก่อโรคใต้กล้องจุลทัศน์ก่อนและหลังการแยกเชื้อราให้ได้สายพันธุ์บริสุทธิ์จากตัวอย่างพริกทั้ง 5 ทำให้ได้ทราบปัญหาที่แท้จริงที่ทำให้ผลผลิตพริกของนายจรัส   จำเริญ ไม่ได้มากเท่าที่ควรจะเป็น และสามารถนำเชื้อราก่อโรคเหล่านั้นไปทำการศึกษาวิจัยในแง่ของการควบคุมด้วยชีวควบคุมด้วยเอนโดไฟท์เพื่อเพิ่มผลผลิตจากเดิม (180 กิโลกรัมต่อเดือน) อีกทั้งยังนำไปสู่การตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนส์ 5.8S-ITS เพื่อนำไปพัฒนาวิธีการตรวจอย่างรวดเร็วและแม่นยำในอนาคต

สรุปผลการทดลอง
     1) พริกสวยยาว พบเชื้อรา Colletotrichum  capsici ที่เป็นเชื้อก่อโรคโรคกุ้งแห้ง และ Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์    2) พริกสวยยาว  พริกหยวกขาว พบ เชื้อรา Alternaria sp. ที่เป็นเชื้อก่อโรคกุ้งแห้งเทียม และ Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ 3) พริกสวยยาวใบหงิกทั้งต้น พบ เชื้อรา Phytophthora capsici ที่เป็นเชื้อก่อโรครากเน่าต้นเหี่ยว และ พบ เชื้อรา Alternaria sp. ที่เป็นเชื้อก่อโรคกุ้งแห้งเทียม 4) พริกขี้หนู พบเชื้อรา Colletotrichum sp. ที่ยังไม่ทราบสายพันธุ์ 5) เชื้อรา Botrytis sp. (Gray mold) ที่เป็นเชื้อก่อเน่าในเมล็ดพริกหลังการเก็บเกี่ยว

กิตติกรรมประกาศ
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