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บทคัดย่อ

	 โรคใบจดุสาหรา่ย	หรือ	โรคใบจดุสนมิ	มเีช้ือก่อโรคเปน็สาหรา่ยสเีขียวในสกุล	Cephaleuros	(สาหร่ายก่ึงบนบก 

ดิวิชันคลอโรไฟตา)	ลักษณะของรอยโรคใบจุดสาหร่ายบนพืชที่ติดเชื้อนั้นเกิดจากโคโลนีของสาหร่ายซึ่งมีลักษณะค่อนข้าง

กลมและฟูคล้ายกำามะหย่ีเจริญอยู่	 สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าเป็นวงขนาดเล็กสีส้มแดงคล้ายสีสนิมเหล็ก	 ในการ

ศึกษาครั้งนี้	ผู้วิจัยสามารถแยกและเพาะเลี้ยงสาหร่ายก่อโรคใบจุดสาหร่ายได้ทั้งหมด	6	ไอโซเลท	จากพืช	6	ชนิดได้แก่	

สม้โอ	มะนาว	ฝร่ัง	ชายผา้สดีา	อโศกอนิเดยี	และชมพูม่ะเหมีย่ว	ผลการวิเคราะห์ทางสณัฐานวิทยาและลำาดับนวิคลโีอไทด ์

ของยีน	18S	ribosomal	RNA	ในสาหร่ายทั้ง	6	ไอโซเลทบ่งชี้ว่าตัวอย่างที่แยกได้ทั้งหมดจัดอยู่ในสกุล	Cephaleuros 

การแยกเพาะเลี้ยงสาหร่ายในระยะแรกใช้อาหารสูตร	HSM	เพื่อให้ได้สายพันธุ์ที่บริสุทธิ์	และเมื่อทดลองเลี้ยงสาหร่ายใน

อาหารสตูร	Bristol	พบวา่	เสน้สายของสาหรา่ยมกีารพฒันาจากสเีขียวเป็นสสีม้อมแดง	ซ่ึงเมือ่วิเคราะห์ตวัอย่างสาหรา่ย

ที่เปลี่ยนสีด้วยเครื่อง	Ultra	high	Performance	Liquid	Chromatography	พบว่า	รงควัตถุในตัวอย่างสาหร่ายที่เลี้ยงใน

อาหารสูตร	HSM	ประกอบด้วย	ลูทีน	คลอโรฟิลล์	บี	และเบต้าแคโรทีน	ในขณะที่สาหร่ายที่เลี้ยงในอาหารสูตร	Bristol	

พบเบต้าแคโรทีนเป็นรงควัตถุหลักเพียงชนิดเดียว
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 Algal leaf spot or red rust is a higher plant disease commonly caused by parasitic algae in the  
genus Cephaleuros (subaerial alga in the division Chlorophyta). The lesions found on the surface of infected 
plants result from algal colonies, which are usually rough, circular, raised and velvet in appearance. This 
algal infection is visible as an orange-rusty coloured patch. In this study, 6 isolates of pathogenic algae 
were obtained from 6 host plants, namely, pomelo, lime, disk staghorn, guava, mast tree and pomerac.  
A morphological investigation and partial analysis of 18S rRNA gene sequences indicated that all 6 algal 
isolates are members of the genus Cephaleuros. Isolation of those algae was initially performed on HSM 
to obtain pure cultures. Subsequently, all Cephaleuros isolates were transferred into Bristol medium. The 
growing algal filaments in the latter culture medium were found to have developed into a deep orange colour. 
The algal pigment investigation using ultra high performance liquid chromatography revealed that HSM 
culture contained lutein, chlorophyll b and ß-carotene, whereas Bristol culture contained only ß-carotene 
as the main pigment.

 Keywords : Algal Isolation / Algae / Cephaleuros / Plant Parasitic Algae / Algal Leaf Spot /  
   ß-carotene
 

Abstract

Isolation and Pigment Investigation of Plant Pathogenic Algae 
Genus Cephalueros
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1. บทนำ�
	 ปัญหาหนึ่งที่สำาคัญสำาหรับเกษตรกรผู้เพาะปลูกพืช	

นอกจากต้นทุนทางการเกษตรที่เกิดจากปุ๋ย	ยากำาจัดวัชพืช

และแมลงศัตรูพืชที่มีราคาสูงข้ึนแล้ว	 โรคพืชก็ยังเป็นอีก

หนึ่งปัญหาสำาคัญสำาหรับเกษตรกร	 เนื่องจากสามารถก่อ

ให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตทั้งทางด้านปริมาณและ

คุณภาพ	 ย่ิงไปกว่านั้นหากพืชมีการติดเช้ือท่ีรุนแรงย่อม

ส่งผลกระทบต่อต้นพืชโดยตรง	 อาจทำาให้ต้นพืชอ่อนแอ	

ผลผลิตลดลงหรือตาย	 ด้วยเหตุนี้จึงทำาให้เกษตรกรผู้เพาะ

ปลกูตอ้งหาวิถีทางในการป้องกันและกำาจดัโรคพชืเพือ่ไมใ่ห้ 

เกิดความเสียหายกับผลผลิตควบคู่ไปกับการเพาะปลูกพืช

ตามปกติ	 โดยเช้ือสาเหตุของโรคพืชที่พบได้ทั่วไปมักเกิด

จากจุลินทรีย์กลุ่มราและแบคทีเรีย	เช่น	โรคราสนิม	ซึ่งมี

สาเหตุมาจากเชื้อรา	Puccinia sorghi		หรือโรคแคงเกอร์	

(Canker)	ทีม่เีช้ือสาเหตเุป็นเช้ือแบคทเีรยี	Xanthomonas  

campestris	โรคติดเชื้อทั้งสองโรคที่กล่าวมา	มักก่อให้เกิด

ความเสียหายรุนแรงแก่ต้นพืช	 อาทิ	 ทำาให้ผิวของผลผลิต

ไม่สวยงาม	ใบร่วง	และต้นพืชทรุดโทรม	[1]		

	 สาหรา่ยเป็นสิง่มชีีวิตอกีกลุม่ทีส่ามารถก่อให้เกิดโรคแก่
พืชได้	 โดยจากการค้นคว้าเก่ียวกับโรคพืชพบว่ามีรายงาน

การเกิดโรคจากสาหร่ายอยู่บ่อยคร้ังและโรคที่พบได้บ่อย

ที่สุดก็คือ	โรคใบจุดสาหร่าย	หรือ	โรคจุดสาหร่าย	บางครั้ง 

เรียก	 โรคจุดสาหร่ายสนิม	 หรือ	 โรคใบจุด	 [2]	 ซ่ึงโรค 

ทีก่ลา่วมานีต้รงกับช่ือโรคภาษาองักฤษว่า	Algal	leaf	spot	

หรือ	Algal	red	rust	disease	[3]	โดยมีสาหร่ายในสกุล	

Cephaleuros	 เป็นเช้ือสาเหตุ	 การติดเช้ือของโรคใบจุด

สาหรา่ยมกัพบรอยโรคบริเวณใบมากกว่าบรเิวณอืน่ของพชื	

ซ่ึงการติดเช้ือท่ีใบนั้นส่งผลโดยตรงทำาให้พืชมีพื้นท่ีในการ

สังเคราะห์แสงลดลง	 หรือในกรณีที่เกิดการติดเช้ือรุนแรง

เป็นระยะเวลานาน	 ย่อมส่งผลให้ต้นพืชทรุดโทรม	 แคระ

แกร็น	เปลือกแตกร่อน	ใบร่วง	การเจริญเติบโตชะงักและ

ผลผลติลดลง	[4]	ทัง้นีม้รีายงานว่า	สาหร่ายสกุลนีส้ามารถ

ก่อโรคกับพืชได้หลากหลายเกือบ	300	ชนิด	[1]	

	 ในประเทศไทยมีรายงานอุบัติการณ์ของโรคใบจุด

สาหร่าย	(disease	incidence)	ในพชืเศรษฐกิจ	เช่น	สม้โอ	 

มะนาว	 ชา	 มะม่วง	 พุทรา	 ลำาไย	 ลิ้นจี่	 และยางพารา

อย่างต่อเนื่อง	 [2,	 5]	 อย่างไรก็ตาม	 จากการติดตาม

ค้นคว้าข้อมูลพบเพียงการรายงานข้อมูลเบ้ืองต้นอย่าง 

ไม่เป็นทางการของโรคใบจุดสาหร่ายท่ีกล่าวถึงพืชเจ้าบ้าน	

อาการโดยทั่วไปของโรค	 พื้นที่ที่พบการติดเช้ือของโรค

และวิธีการป้องกันและกำาจัดโรคเท่านั้น	ในขณะที่รายงาน

การศึกษาวิจัยเก่ียวกับสาหร่ายก่อโรคอย่างเป็นทางการ

กลับมีปรากฏอยู่น้อยมาก	 ดังนั้นในงานวิจัยนี้	 ผู้วิจัยจึง

มีวัตถุประสงค์ท่ีจะทดลองสุ่มสำารวจเก็บและคัดแยก

ตัวอย่างตัวอย่างพืชท่ีติดเช้ือโรคใบจุดสาหร่ายจากพื้นที่	

3	อำาเภอ	รอบมหาวิทยาลัยศิลปากร	 ได้แก่	 อำาเภอเมือง	

อำาเภอสามพราน	 จังหวัดนครปฐม	 และอำาเภอบ้านแพ้ว	

จังหวัดสมุทรสาคร	 เพื่อศึกษาถึงการปรากฏและสาเหตุ

ของโรคดังกล่าว	 รวมไปถึงลักษณะ	 ชนิดของสาหร่าย	

วิธีการแยกเช้ือและอาหารที่เหมาะสมกับการเพาะเลี้ยง 

เช้ือก่อโรคใบจุดสาหร่ายภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงในห้อง

ปฏิบัติการ	ตลอดจนคุณลักษณะต่างๆ	ของเชื้อสาหร่ายที่

แยกไดร้วมทัง้ชนดิของรงควัตถุ	ทัง้นีเ้นือ่งจากพืน้ทีบ่ริเวณ	

3	 อำาเภอดังกล่าวนั้นมีการใช้ประโยชน์สำาหรับอยู่อาศัย

ควบคู่ไปกับการทำาการเกษตรกระจายสลับกันอยู่ทั่วไป	

โดยมีพืชสวนเศรษฐกิจที่สำาคัญของท้องที่ได้แก่	ส้มโอและ

มะนาว	 นับได้ว่าเป็นจุดเริ่มต้นท่ีน่าสนใจสำาหรับการริเริ่ม

ศึกษาโรคพืชมีเชื้อสาเหตุเป็นสาหร่ายสกุลนี้	

2. วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีก�รทดลอง
 2.1  ก�รเก็บตัวอย่�งพืช 

	 	 	การเก็บตัวอย่างพืชที่พบโรคใบจุดสาหร่ายอาศัย

วิธีการสุ่มเก็บจากท้ังพื้นที่เกษตรกรรมและบ้านเรือนท่ีพัก

อาศัย	 รวมทั้งหมด	 5	 จุดเก็บตัวอย่าง	 ได้แก่	 พื้นที่สวน

ส้มโอและสวนฝรั่ง	 2	 จุด	 ใน	อำาเภอสามพราน	 จังหวัด

นครปฐม	 พื้นท่ีสวนมะนาว	 อำาเภอบ้านแพ้ว	 จังหวัด

สมุทรสาคร	 1	 จุด	 และพื้นที่บ้านพักอาศัย	 อำาเภอเมือง	

จังหวัดนครปฐม	 2	 จุด	 การเก็บตัวอย่างพืชท่ีคาดว่าติด

เช้ือโรคใบจุดสาหร่ายทำาได้โดยการสังเกตลักษณะรอยโรค

บนพืชด้วยตาเปล่า	 รอยโรคดังกล่าวเป็นแผลที่เกิดจาก

สาหร่ายเจริญบนเนื้อเย่ือพืชและสร้างโคโลนีที่มีลักษณะ

กลม	 สีเขียวอมเหลือง	 หรือ	 ส้มแดงคล้ายสีสนิมเหล็ก	 

ผิวหน้าโคโลนีฟูคล้ายกำามะหย่ีนูนข้ึนมาจากพื้นผิวของ

เนื้อเย่ือพืชอย่างชัดเจน	 [3,	 6]	 ตัวอย่างชิ้นส่วนพืชจะ

ถูกบรรจุในถุงเก็บตัวอย่างและนำามาศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาและแยกเพาะเลี้ยงในวันเดียวกัน	 ณ	 ภาค

วิชาชีววิทยา	 คณะวิทยาศาสตร์	 มหาวิทยาลัยศิลปากร	

จังหวัดนครปฐม
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 2.2  ก�รแยกเพ�ะเลี้ยงเชื้อส�หร่�ยก่อโรคในห้อง

ปฏิบัติก�ร

	 	 	นำาตัวอย่างช้ินส่วนพืชที่มีการติดเช้ือโรคใบจุด

สาหรา่ยมาทำาความสะอาดเบ้ืองตน้ตามวิธขีอง	Suto	และ	

Ohtani	[7]	โดยนำาตัวอย่างพชืตดิเช้ือไปผา่นน้ำาประปาเป็น

เวลา	 1	 ชั่วโมง	 ตามด้วยการทำาความสะอาดบริเวณรอย

โรคด้วยสำาลีชุบแอลกอฮอล์	70%	และตัดชิ้นส่วนบริเวณ
ดังกล่าวด้วยใบมีดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ	 ก่อนนำาช้ินส่วนพืชที่

ตัดได้ลงเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร	High	salt	medium	

หรือ	HSM	 [8]	ซึ่งเป็นสูตรอาหารจำาเพาะสำาหรับการคัด

เลือกเพื่อเพาะเลี้ยงสิ่งมีชีวิตจำาพวก	 photoautotroph	

และทำาการถ่ายเส้นสายสาหร่าย	 (algal	 filament)	 ลง

อาหารขวดใหม่เมื่อพบการเจริญเติบโต	 และทำาการถ่าย

เส้นสายซ้ำาจนกว่าจะได้เช้ือสาหร่ายบริสุทธิ์โดยมีการ 

เติมสารปฏิชีวนะเพื่อฆ่าจุลินทรีย์ท่ีปนเป้ือนตามความ

เหมาะสม	[9]

 2.3  ก�รจำ�แนกชนิดเชือ้ส�หร�่ยกอ่โรคใบจดุส�หร�่ย

   2.3.1 ก�รจำ�แนกชนิดเชือ้ส�หร�่ยกอ่โรคโดยวธีิ

ท�งสัณฐ�นวิทย� 

	 	 	จัดจำาแนกชนิดเชื้อก่อโรคใบจุดสาหร่ายเบ้ืองต้น 

โดยศึกษาจากลักษณะภายนอกที่มองเห็นด้วยตาเปล่า	

ได้แก่	ลักษณะ	ของโคโลนี	เช่น	ขนาด	รูปร่าง	สี	ตำาแหน่ง

การเกิดรอยโรคบนพชื	และลกัษณะภายใต้กลอ้งจลุทรรศน	์

ไดแ้ก่	รปูรา่งและจำานวนอบัสปอร์	ตำาแหนง่การเข้าทำาลาย

ของโรค	เปน็ต้น	โดยอา้งองิจากเอกสารงานวิจยัทีเ่ก่ียวข้อง	

เช่น	Suto	และคณะ	[10,	11]	Rindi	และคณะ	[12,	13]	

Thompson	และ	Wujek	[6]	Tiwari	และคณะ	Muthu-

kumar	และคณะ	[14]

   2.3.2 ก�รจำ�แนกชนิดเชือ้ส�หร�่ยกอ่โรคโดยวธีิ

อณูชีววิทย� 
	 	 	 ยืนยันชนิดของสาหร่ายก่อโรคที่แยกเพาะเลี้ยง

เป็นสายพันธ์ุบริสุทธ์ิแล้วด้วยข้อมูลของลำาดับนิวคลีโอไทด์

ที่ตำาแหน่งยีน	18S	rRNA	(18S	ribosomal	RNA)	ตาม 

วิธีการของ	Sambrook	และคณะ	[15]	ซึ่งประกอบด้วย 

ข้ันตอนการสกัดสารพนัธกุรรม	(genomic	DNA	extraction)	 

ดว้ยวิธ	ีPhenol-Chloroform	extraction	การเพิม่ปริมาณ
ชิ้นส่วนดีเอนเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์	 (PCR;	 Polymerase	

chain	 reaction)	และการจัดเรียงเปรียบเทียบ	 (BLAST	

search)	กับฐานข้อมูล	NCBI

	 	 	การสกัดสารพันธุกรรมของสาหร่ายทำาได้โดยนำา

สาหร่ายท่ีแยกเพาะเลี้ยงให้เป็นสายพันธุ์บริสุทธิ์ตามวิธี

การทดลองที่	 2.2	 มาบดด้วย	 micro	 pestle	 ในหลอด

ทดลอง	จากนั้นทำาการล้างเซลล์ด้วย	Sodium	Chloride	

Tris	EDTA	buffer	(pH	8.0)	ปริมาตร	500	ไมโครลิตร	

โดยผสมให้เข้ากันแล้วนำาไปป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว	

13000	รอบ/วินาที	นาน	1	นาที	ดูดสารละลายทั้งหมดทิ้ง

ไป	แล้วจึงนำามาเติมน้ำากลั่นปราศจากเชื้อ	150	ไมโครลิตร	

พร้อมกับ	 SDS-EB	 buffer	 ปริมาตร	 300	 ไมโครลิตร	

และ	 Phenol:	 Chloroform:	 Isoamyl	 alcohol	 350	

ไมโครลิตร	 เขย่าอย่างแรงให้เข้ากัน	 จากนั้นจึงป่ันเหวี่ยง

ที่ความเร็ว	 13000	 รอบ/วินาที	 นาน	 5	 นาที	 ดูดและ

ถ่ายสารละลายส่วนใสช้ันบนลงในหลอดใหม่	 เติม	 95%	 

เอทานอลเย็นปริมาตร	2	เท่าของสารละลายที่ดูดมา	พลิก

หลอดกลับไป-มา	 แล้วบ่มในตู้เย็นอย่างน้อย	 30	 นาที	

หลังจากนั้นนำาหลอดตัวอย่างออกมาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว	

13000	รอบ/วินาที	นาน	10	นาที	เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ	

ดูดสารละลายออกทิ้งทั้งหมด	 แล้วเติม	 70%	 เอทานอล	

ปริมาตร	 800	 ไมโครลิตร	 เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเออีกครั้ง

โดยการปั่นเหวี่ยงเช่นเดิม	นาน	10	นาที	ดูดสารละลาย
ออกทิ้ง	 และปล่อยให้ดีเอ็นเอซ่ึงจะตกตะกอนที่ก้นหลอด

แห้งที่อุณหภูมิห้อง	จากนั้นละลายตัวอย่างดีเอ็นเอด้วยนำา

กลั่นปราศจากเชื้อและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ	-20°c	จนกว่า
จะใช้งาน	

	 	 	การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอนเอด้วยเทคนิคพีซี

อาร์ทำาได้โดยใช้ไพรเมอร์	107F:	5’-CGAATGGCTCAT-

TAAAT-3’	 และ	 ChloroR:	 5’-GAATCAACCTGACA	

AGGCAAC-3’	 (Eurofins	 Genomics,	 Ebersberg,	 

Germany)	ซ่ึงในแตล่ะปฏกิิรยิาประกอบไปดว้ย	1.)	น้ำากลัน่ 

ทีผ่า่นการฆา่เช้ือ	40.5	µL	2.)	2X	iTaq	DNA	polymerase	

buffer	(Bio-rad,	CA,	USA)	2.5	µL	3.)	KAPA	dNTP	
mix	10	mM	(KAPA	Biosystem,	MA,	USA)	1	µL	 
4.)	ไพรเมอร์	107F	ความเข้มข้น	2	µM	1	µL	5.)	ไพร-
เมอร์	ChloroR	ความเข้มข้น	2	µM	1	µL	6.)	จีโนมิกดี
เอ็นเอของสาหร่าย	2	µL	7.)	iTaq	DNA	polymerase	

(Bio-Rad,	CA,	USA)	0.25	µL	ปริมาตรรวมของปฏกิิรยิา
เท่ากับ	 50	µL	 จากนั้นทำาปฏิกิริยาด้วยเครื่อง	 Thermal	
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cycle	(ยี่ห้อ	Analytikjena,	รุ่น	FlexCycler,	Thuringia,	

Germany)	 โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิและจำานวนรอบดังนี้	

1.)	initial	denaturation	ที่อุณหภูมิ	94°C	นาน	5	นาที	 
2.)	denaturation	 ที่อุณหภูมิ	 94°C	 นาน	 30	 วินาที	 
3.)	annealing	 ที่อุณหภูมิ	 45°C	 นาน	 30	 วินาที	 
4.)	elongation	ที่อุณหภูมิ	72°C	นาน	1	นาที	20	วินาที	
ทำาปฏิกิริยาพีซีอาร์ทั้งหมด	30	รอบ	และ	final	extension	 

ทีอ่ณุหภมู	ิ72°C	นาน	7	นาทจีากนัน้นำาผลติภณัฑ์ท่ีเกิดข้ึน

ไปทำาการตรวจสอบและวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์เพื่อ

นำาข้อมูลมาทำาการจัดเรียงเปรียบเทียบ	(BLAST	search)	

กับฐานข้อมูล	NCBI	เพื่อยืนยันชนิดของสาหร่ายก่อโรค

	 	 	สำาหรับการวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ	

(Phylogenetic	 tree)	 จากข้อมูลทางอณูชีววิทยาทำาได้

โดยนำาลำาดับนิวคลีโอไทด์ท้ังหมดมาจัดเรียงด้วยโปรแกรม	

Bioedit	v.	7.0.9	[16]	ด้วยคำาสั่งอัตโนมัติ	CLUSTALW	

multiple	 alignment	 นำาลำาดับที่ได้จัดเรียงเรียบร้อยแล้ว

มาสร้างแผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ	

(Cladogram)	ดว้ยโปรแกรม	PAUP*	for	window	version	 

4.0	 b10	 โดยใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ	 Maximum	 par-

simony	และใช้	Heuristic	search	ในการค้นหา	Most	

parsimonious	 tree(s)	 ด้วยจำานวนซ้ำาในการวิเคราะห์

เท่ากับ	 1,000	 สำาหรับในกรณีที่เกิดรูปแบบของแผนภูมิที่

เป็น	Most	parsimonious	tree	มากกว่า	1	รูปแบบ	จะ

ทำาการสรุปให้เป็น	consensus	tree	โดยใช้รูปแบบ	strict	

consensus	 จากนั้นวิเคราะห์ต่อเพื่อหาค่า	 Bootstrap	

support	 โดยกำาหนดค่าต่างๆ	 เช่นเดียวกับที่ตั้งไว้สำาหรับ	

Heuristic	search

 2.4  ก�รสกัดและวิเคร�ะห์ชนิดรงควัตถุที่พบใน

ส�หร่�ยก่อโรค

	 	 	นำาสาหรา่ยสายพนัธุบ์ริสทุธิท์ีแ่ยกได้ในห้องปฏบัิติ

การมาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร	HSM	และ	Bristol	เป็น

เวลา	60	วัน	จากนัน้ทำาการเก็บเซลลเ์พือ่นำาไปทำาแห้งแบบ
เยือกแข็ง	 (lyophilisation)	 ก่อนนำามาสกัดรงควัตถุตาม

วิธีของ	Fraser	และคณะ	[17]	กล่าวคือ	ชั่งเส้นสายของ

สาหร่ายที่บดจนละเอียดปริมาณ	10	มิลลิกรัม	นำามาสกัด

โดยเติมน้ำาและเมทานอลอย่างละ	400	 ไมโครลิตร	 เขย่า

จนเข้ากัน	บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดนาน	60	นาที	จากนั้น

เติมคลอโรฟอร์มปริมาตร	 800	 ไมโครลิตร	 เขย่าอีกครั้ง

แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว	13000	รอบ/วินาที	นาน	5	นาที	

ดูดเอาสารละลายส่วนล่างท่ีมีรงควัตถุละลายอยู่ไปกำาจัด

ตัวทำาละลายด้วยเครื่อง	evaporator	and	concentrator	

(ยี่ห้อ	GeneVac,	รุ่น	EZ-2,	Suffolk,	UK)

	 	 	สำาหรับการวิเคราะห์รงควัตถุด้วยเคร่ือง	ultrahigh	 

performance	 liquid	 chromatography	 (UPLC,	

ยี่ห้อ	Waters	รุ่น	Acquity,	UK)	ร่วมกับ	photodiode	 

array	detector	และคอลัมน์	BEH	C18	column	(2.1	x	

100	mm,	1.7	µm)	ตามที่อธิบายไว้ใน	Nogueira	และ

คณะ	[18]	โดยละลายสารสกัดที่แห้งสนิทแล้วด้วย	ethyl	

acetate	ปริมาตร	50	µL	ระบบการวิเคราะห์ประกอบดว้ย	 
ตัวทำาละลายเคลื่อนที่	 (mobile	phase)	ได้แก่	สารชนิด	

A:	methanol/H2O	 (50:50	 by	 volume)	 สารชนิด	B:	

acetonitrile/ethyl	acetate	(75:25	by	volume)	สภาวะ

ในการวิเคราะห์หาปริมาณรงควัตถุใช้สัดส่วนของ	mobile	

phase	ตามลำาดับต่อไปนี้	50%	A	ต่อ	50%	B	เป็นเวลา	

0.5	นาที	จากนั้น	30%	A	ต่อ	70%	B	เป็นเวลา	4.5	

นาที	จากนั้น	0%	A	ต่อ	100%	B	เป็นเวลา	2	นาที	จาก

นั้น	30%	A	ต่อ	70%	B	เป็นเวลา	1	นาที	และ	50%	A	

ต่อ	50%	B	เป็นเวลา	2	นาที	ปริมาณสารที่ใช้ฉีดตัวอย่าง

เท่ากับ	3	ไมโครลิตร	การวินิจฉัยชนิดของรงควัตถุที่พบทำา

โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานดังที่อธิบายไว้ใน	Fraser	

และคณะ	[17]

3. ผลก�รทดลองและอภิปร�ยผล
 3.1  พืชที่พบก�รติดโรคใบจุดส�หร่�ย 

	 	 	ผลจากการสุ่มเก็บตัวอย่างในพื้นที่	 3	 อำาเภอ	 2	

จังหวัด	5	จุดเก็บตัวอย่าง	พบการติดเชื้อโรคใบจุดสาหร่าย

บนพืชทั้งหมด	 6	 ชนิด	 ได้แก่	 มะนาว	 (จุดเก็บตัวอย่าง

สวนมะนาว	 อำาเภอบ้านแพ้ว	 จังหวัดสมุทรสาคร)	 ส้มโอ	 

ฝรัง่	(จดุเก็บตวัอย่างสวนผลไมใ้นอำาเภอสามพราน	จงัหวัด
นครปฐม)	 เฟินชายผ้าสีดา	 ชมพู่มะเหมี่ยว	 และอโศก

อินเดีย	(จุดเก็บตัวอย่างบ้านพักอาศัย	2	แห่ง	อำาเภอเมือง	 

จังหวัดนครปฐม)	 โดยรอยโรคใบจุดสาหร่ายที่พบบน

ตัวอย่างพืชทั้งหมดนั้นเกิดบนส่วนใบพืช	 ดังแสดงในรูปที่	

1	 (1a	 -	 6a)	 โดยไม่พบการเกิดโรคที่ส่วนอื่นๆ	 ของพืช

แต่อย่างใด
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รูปที่ 1	ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาหร่ายก่อโรคใบจุดสาหร่าย	

	 	 รูปที่	1a-6a;	ลักษณะรอยโรค	(โคโลนี)	ของสาหร่ายทั้ง	6	ตัวอย่าง	(Scale	bar	=	1cm.)	บนใบพืชที่ 

	 	 พบโรคใบจุดสาหร่าย	ได้แก่	ใบมะนาว	(1a)	ใบชมพู่มะเหมี่ยว	(2a)	ใบเฟิน	ชายผ้าสีดา	(3a)	ใบส้มโอ	 

	 	 (4a)	ใบฝรั่ง	(5a)	และใบอโศกอินเดีย	(6a)	รูปที่1b-6b;	ลักษณะรอยโรคและอับสปอร์ของสาหร่ายก่อ 

	 	 โรค	(Scale	bar	=	200	µm.)	รูปที่	1c-6c;	ตำาแหน่งของรอยโรคบนใบพืชและลักษณะอับสปอร์	(Scale	 

	 	 bar	 =	 200	 µm.)	 รูปที่	 1d-6d;	 ลักษณะของทัลลัสของสาหร่ายแบบ	 Pseusopharenchymatous	 

	 	 ramuli	(Scale	bar	=	50	µm.)	รูปที่	1e-6e;	ลักษณะของเส้นสายของตัวอย่างสาหร่ายก่อโรคเมื่อเลี้ยง 

	 	 ในห้องปฏิบัติการ	(Scale	bar	=	20	µm.)
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 3.2  ก�รแยกเพ�ะเล้ียงส�หร่�ยก่อโรคในห้องปฏิบัติ

ก�ร

	 	 	สาหร่ายก่อโรค	Cephaleuros	ทั้ง	 6	 ไอโซเลท	

สามารถแยกเพาะเลี้ยงด้วยอาหารสูตร	 HSM	 ที่อุณหภูมิ	

25	 องศาเซลเซียสและให้แสงตลอดเวลา	 ในระยะแรก

ของการแยกเพาะเลี้ยงพบปัญหาการปนเป้ือนจากเช้ือรา

อย่างรุนแรง	(รูปที่	2a	ลูกศรเส้นประ)	แต่สามารถแก้ไข

ให้ลดลงในระยะตอ่มาด้วยการใชเ้ทคนคิถ่ายเช้ือซ้ำาหลายๆ

ครั้ง	 (subculture	 technique)	 ในอาหารสูตร	 HSM	

จนกระท่ังสามารถแยกได้สาหร่ายสายพันธุ์บริสุทธ์ิ	 โดย

สาหร่าย	Cephaleuros	ที่ทำาการเพาะเลี้ยงทั้งหมดในช่วง

แรกจะสังเกตเห็นได้ว่ามีการเจริญเติบโตของเส้นสายและ

เพิ่มมวลชีวภาพอย่างช้าๆ	 โดยจะพบเห็นการแตกแขนง

ของเส้นสายสาหร่ายในอาหารเหลวได้อย่างชัดเจนในช่วง

สัปดาห์ที่	5	และ	6	ของการเพาะเลี้ยง	(รูปที่	2b)	การ

เติบโตและการเพิ่มข้ึนของมวลชีวภาพสามารถสังเกตได้

อย่างต่อเนื่องจนถึงสัปดาห์ที่	8	ซึ่งในช่วงระยะนี้เส้นสาย

ของสาหร่ายจะเจริญและเริ่มเกาะกลุ่มกันจนมองเห็นเป็น

ก้อนแพ	(รูปที่	2c)	เมื่อปล่อยให้สาหร่ายเจริญเติบโตต่อไป

โดยไม่ทำาการถ่ายเชื้อลงอาหารขวดใหม่จะพบว่า	 เส้นสาย 

ส่วนบริเวณผิวหน้าของกลุ่มก้อนสาหร่ายจะเกาะกลุ่มกัน

จนเป็นแพหนาและเจริญยืดตัวจากผิวหน้าของอาหาร

เหลวข้ึนไปในอากาศ	 (รูปท่ี	 2d)	 และเมื่อทดสอบความ

สามารถในการเจรญิของสาหรา่ย	Cephaleuros	ในอาหาร

สูตร	Bristol	ผลปรากฏว่า	ตรวจพบการเจริญเติบโตหลัง

การถ่ายเช้ือสาหรา่ยลงเลีย้งเช่นกัน	หากแตส่งัเกตไดชั้ดว่า	 

สาหร่ายมีอัตราการเจริญที่ช้ากว่าเมื่อเทียบกับการเพาะ

เลี้ยงในอาหารสูตร	HSM	ขณะเดียวกันจะสังเกตเห็นการ

เปลี่ยนสีของเส้นสายสาหร่ายจากสีเขียวเป็นสีส้มอย่าง

ช้าๆ	 ไปพร้อมกับการเจริญเติบโต	 จนกระท่ังเปลี่ยนเป็น 

สีส้มทั้งหมดหลังจากเพาะเลี้ยงสาหร่ายเป็นเวลาประมาณ		

4-5	สัปดาห์	อย่างไรก็ตามข้อสังเกตที่น่าสนใจอีกประการ

หนึง่ก็คือ	ในการศึกษาสณัฐานวิทยาของสาหร่ายท่ีแยกเพาะ

เลี้ยงได้ใต้กล้องจุลทรรศน์	พบว่า	สาหร่าย	Cephaleuros  

ทุกไอโซเลทที่เจริญภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติ

การไม่สามารถสร้างโครงสร้างในการสืบพันธุ์ได้

รูปท่ี 2	 การเปลี่ยนแปลงของเส้นสายสาหร่ายตามระยะเวลาการเพาะเลี้ยง	 (สัปดาห์)	 โดยตำาแหน่งที่ลูกศรช้ีคือบริเวณท่ีพบว่า 

	 	 มีการปนเปื้อนของเชื้อรา	(ลูกศรเส้นประ)	เจริญร่วมกับเส้นสายของสาหร่าย(ลูกศรเส้นทึบ)

 3.3  สัณฐ�นวิทย�และชนิดของเชื้อส�หร่�ยก่อโรค

   3.3.1 สัณฐ�นวิทย�ของส�หร่�ยก่อโรคใบจุด

ส�หร่�ย

   หลงัจากทำาการรวบรวมข้อมลูลกัษณะทางสณัฐาน

วิทยาของตัวอย่างโรคใบจุดสาหร่ายที่ได้มาทั้งหมดและ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยที่เก่ียวข้อง	 พบว่าตัวอย่างโรคใบ

จุดสาหร่ายที่คัดแยกมาได้นั้นมีตำาแหน่งการเกิดรอยโรคท่ี

บริเวณผิวใบพืชด้านบนในทุกตัวอย่าง	 อีกท้ังยังมีสีโคโลนี

ของโรคท่ีใกล้เคียงกันคือมีสีส้มคล้ายสีสนิม	 นอกจากนี้

ยังพบว่า	 รอยโรคท่ีเกิดจากเช้ือสาหร่ายท้ังหมดมีรูปร่าง
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ลักษณะเป็นโคโลนีเดี่ยว	 (รูปที่	1a-2a,	4a-6a)	กระจาย

อยู่ทั่วไปบนใบพืช	โคโลนีมีขนาดตั้งแต่	3	–	12	มิลลิเมตร	

ยกเว้นตัวอย่างสาหร่าย	 Cp.3	 ท่ีแยกได้จากเฟินชายผ้า

สีดามีลักษณะโคโลนีของสาหร่ายก่อโรคที่แตกต่างจาก

ตัวอย่างอื่นๆ	 อย่างเห็นได้ชัด	 กล่าวคือ	 มีรูปร่างโคโลนีที่

ไม่แน่นอน	 (amorphous	 form)	 และพบรอยโรคใบจุด

สาหร่ายขนาดใหญ่ปกคลุมทั่วทั้งใบของชายผ้าสีดา	 (รูปท่ี	

3a)

	 	 	 เมื่อวิเคราะห์ลักษณะของโครงสร้างสืบพันธุ์ที่พบ

ในแต่ละตัวอย่างสาหร่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ	

พบว่า	 โครงสร้างของสปอร์	 (sporangia)	 ท่ีใช้ในการ

สบืพนัธ์ุของสาหร่ายก่อโรคนัน้ถูกสร้างจากทลัลสั	(thallus)	

และชูข้ึนไปในอากาศ	จงึเป็นสว่นทีท่ำาให้มองเห็นรอยโรคมี

ลกัษณะทีฟ่คูลา้ยกำามะหย่ีสสีม้สนมิเมือ่สงัเกตดว้ยตาเปลา่	

(รปูที	่1b-6b)	ตวัอย่างสาหร่ายท้ังหมดมโีครงสร้างสบืพนัธ์ุ
ท่ีคล้ายคลึงกัน	 กล่าวคือ	 รูปร่างของอับสปอร์ค่อนข้างรี	

กว้างประมาณ	24	–	26	ไมโครเมตร	ยาวประมาณ	14	-	

17	ไมโครเมตร	(รูปที่	1c-6c)	และอับสปอร์มีสีส้มคล้าย

สีสนิม	 จำานวนอับสปอร์ท่ีพบมีจำานวนใกล้เคียงกัน	 คือ	 

3	-5	อับสปอร์ต่อหนึ่งก้านชูอับสปอร์	(sporangiophore)	

อีกท้ังยังพบว่า	 มีการวางตำาแหน่งของอับสปอร์	 (head	

cell)	 ที่บริเวณส่วนปลายของก้านชูอับสปอร์	 (terminal	

head	 cell)	 ขนาดของก้านชูสปอร์มีความกว้างประมาณ	

16	-	20	ไมโครเมตร	และความยาวประมาณ	250	-	320	

ไมโครเมตร	 โดยท่ีบริเวณฐานของก้านชูอับสปอร์ไม่พบ

ลักษณะกระเปาะ	(bulbous)	

	 	 	 ตัวอย่างโรคใบจุดสาหร่ายท่ีแยกได้ทุกตัวอย่าง

มีรูปแบบการเจริญของทัลลัสเป็นแบบ	 pseudoparen-

chymatous	 ramuli	 โดยเส้นสายของสาหร่ายก่อโรคจะ 

เจริญสานกันมองเห็นคล้ายเป็นเนื้อเย่ือพาเรงคิมาเทียม

และแทรกอยู่ใต้ชั้นคิวติเคิลของใบพืช	(รูปที่	1d-6d)	พบ

การเรียงตัวของเสน้สายกระจายออกในแนวรศัม	ี(circular	

disk)	 เช่นเดียวกับที่พบในรายงานของ	 Suto	 และคณะ	

ที่ทำาการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหร่ายก่อโรค 

ใบจุดในประเทศญี่ปุ่น	 [19]	 และอินเดีย	 [11]	 การศึกษา 

เส้นสายของสาหร่าย	 (filament	 cell)	 ท่ีแยกได้ท้ัง	 6	

ตัวอย่างท่ีเจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือด้วยกล้องจุลทรรศน์

เลนส์ประกอบพบว่า	 เซลล์สาหร่ายมีรูปร่างเป็นสี่เหลี่ยม

ผืนผ้า	 (long-cylindrical)	 ความกว้างประมาณ	 6	 -	 9	

ไมโครเมตร	และความยาวประมาณ	64	-	69	ไมโครเมตร	

(รูปที่1e	-	6e)	

	 	 	จากการรวบรวมข้อมูลทางสัณฐานวิทยาของ

ตัวอย่างสาหร่ายก่อโรคใบจุดสาหร่ายท้ัง	 6	 ตัวอย่าง	

(ตารางท่ี	 1)	 เมื่อนำามาเปรียบเทียบกับเอกสารงานวิจัยท่ี

เก่ียวข้องกับสาหร่ายก่อโรคพืชที่มีการรายงานก่อนหน้านี้	

อาทิ	Suto	และคณะ	[10,	11,	19]	Rindi	และคณะ	[12,	

13]	Thompson	และ	Wujek	[6]	Brooks	[1]	อนุรักษ์	

และคณะ	 [5]	 พบว่า	 ข้อมูลทั้งหมดท่ีรวบรวมได้นั้นมี

ความสอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่าย	

Cephaleuros virescens Kunze	โดยเฉพาะลักษณะของ

รอยโรค	ตำาแหนง่การเกิดโรค	และตำาแหนง่ทีพ่บโครงสรา้ง

สืบพันธุ์	ดังนั้นผู้วิจัยจึงสรุปได้เบื้องต้นว่า	เชื้อสาหร่ายก่อ

โรคทั้งหมดที่พบและแยกได้จากการเก็บตัวอย่างพืชที่ติด

โรคใบจุดสาหร่ายคาดว่าเป็นชนิด	C. virescens	อย่างไร

ก็ตาม	เพื่อให้การจำาแนกชนิดสาหร่ายมีความชัดเจนยิ่งขึ้น	 

ทางผู้วิจัยจึงได้ทำาการเปรียบเทียบลำาดับนิวคลีโอไทด์ของ

สาหร่ายที่ตำาแหน่งยีน	 18s	 rRNA	 ดังแสดงในผลการ

ทดลองถัดไป
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   3.3.2 ผลก�รวเิคร�ะหเ์ปรยีบเทยีบลำ�ดบันิวคลี-

โอไทด์

	 	 	จากการเพิ่มจำานวนช้ินส่วนดีเอนเอบางส่วนของ

ตำาแหนง่ยีน	18S	rRNA	ดว้ยไพรเมอร์	107F	และ	ChloroR	 

ทำาให้ได้ผลิตภัณฑ์	(PCR	product)	ขนาดประมาณ	1500	

bp	และเมื่อวิเคราะห์เปรียบเทียบลำาดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง	6	 

ผลิตภัณฑ์กับฐานข้อมูล	NCBI	พบว่า	ลำาดับนิวคลีโอไทด์ 
จากตัวอย่างบ่งช้ีว่า	 ทุกไอโซเลทจัดเป็นสาหร่ายในสกุล	

Cephaleuros	 หากแต่ไม่สามารถระบุได้ถึงระดับชนิด	

เนื่องจากระดับความเหมือน	(percentage	of	similarity)	 

ที่ได้จากการวิเคราะห์มีค่าใกล้เคียงกับลำาดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน	 18S	 rRNA	 ในทั้งสาหร่ายชนิด	C. virescens 

และ	 C. parasiticus	 โดยมีค่าอยู่ระหว่าง	 94-99%	

อย่างไรก็ตามเมื่อทำาการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง

วิวัฒนาการผ่านลำาดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน	 18S	

rRNA	 จะเห็นได้ว่ากลุ่มตัวอย่างสาหร่ายท้ัง	 6	 ตัวอย่าง

ที่แยกได้นั้นจัดอยู่ในเคลด	 (clade)	 เดียวกันกับสาหร่าย

สกุล	Cephaleuros	ที่พบในฐานข้อมูล	NCBI	 (รูปที่	3)	

และสามารถจำาแนกตัวอย่างได้เป็นสาหร่าย	2	ชนิด	โดย

ตัวอย่างสาหร่าย	Cp.1	3	4	และ	5	จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ

สาหร่าย	C. virescens	และตัวอย่าง	Cp.2	และ	6	จัด

อยู่ในกลุ่มของสาหร่าย	C. parasiticus  

รูปท่ี 3	แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการแบบ	 strict	 consensus	 tree	 ของสาหร่ายที่แยกเพาะเลี้ยงได้	 

	 	 (Cp.	1-6)	ด้วยลำาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน	18S	rRNA

 3.4  ก�รศึกษ�รงควัตถุของส�หร่�ยก่อโรคที่แยกได้

	 	 	สาหร่ายสกุล	 Cephaleuros	 ทั้ง	 6	 ไอโซเลท

สามารถเจริญได้ในอาหารสูตร	 Bristol	 เช่นเดียวกับ

อาหารสูตร	 HSM	 ข้อแตกต่างที่สังเกตพบคือ	 เส้นสาย

ของสาหร่ายสกุล	 Cephaleuros	 ที่เลี้ยงในอาหารสูตร	

HSM	นัน้คงสเีขียวตลอดการเพาะเลีย้ง	ในขณะทีส่าหรา่ย

ที่เลี้ยงในอาหารสูตร	 Bristol	 มีการพัฒนาจากสีของเส้น

สายจากสีเขียวเป็นสีส้มอมแดงหลังจากมีอายุประมาณ	

4-5	สัปดาห์	(รูปที่	4)	ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของ

รงควัตถุ	(pigment	profile)	ของสาหร่ายทั้ง	6	ไอโซเลท

ด้วยเครื่อง	 UPLC	 ระบุว่า	 ทุกตัวอย่างสาหร่ายสีเขียว

ประกอบดว้ย	ลทีูน	(lutein)	คลอโรฟลิล	์บี	(chlorophyll	b)	 

และ	เบตา้แคโรทนี	(ß-carotene)	โดยมลีทีูนเป็นมรีงควัตถุ
ชนิดเด่น	 (major	 pigment)	 ดังแสดงในรูปที่	 5a	 ซ่ึง

แตกต่างอย่างชัดเจนกับตัวอย่างสาหร่ายสีส้มที่เก็บเก่ียว 

จากการเลี้ยงด้วยอาหาร	Bristol	กล่าวคือ	สาหร่ายสีส้ม
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นั้นตรวจพบการสะสมรงควัตถุประเภทแคโรทีนอยด์ชนิด

เบต้าแคโรทีนเป็นชนิดหลักเพียงชนิดเดียว	 (รูป	 5b)	 ซึ่ง

เมื่อเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายเบต้าแคโรทีน 

มาตรฐาน	 พบว่า	 ในระยะเวลาการเลี้ยงนาน	 60	 วัน	

สาหร่ายทีเ่ลีย้งในอาหารสตูร	HSM	ตรวจพบเบตา้แคโรทนี 

เท่ากับ	193.83	µg/g	dry	weight	 ในขณะที่สาหร่ายที่

เลี้ยงในอาหารสูตร	Bristol	ตรวจพบเบต้าแคโรทีนเท่ากับ	

2,944.26	 µg/g	 dry	 weight	 ซ่ึงคิดเป็น	 15	 เท่าของ
ปริมาณที่ตรวจพบในสาหร่ายที่เลี้ยงในอาหารสูตร	HSM	

รูปที่ 4	สาหร่าย	Cephaleuros	ไอโซเลท	Cp.3	ที่เลี้ยงในอาหารสูตร	HSM	(a)	และ	Bristol	(b)

รูปที่ 5	Chromatograms	ทีไ่ดจ้ากการวเิคราะห์ด้วยเคร่ือง	UPLC	ในสาหรา่ย	Cephaleuros  

	 	 ไอโซเลท	Cp.3	ที่เลี้ยงด้วยอาหารสูตร	HSM	(a)	และอาหารสูตร	Bristol	(b)	โครมา- 

	 	 โตแกรม	1	=	Lutein,	2	=	Chlorophyll	b,	3	=	ß-Carotene
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4. วิจ�รณ์ผลก�รทดลอง
 4.1  พืชที่พบก�รติดโรคใบจุดส�หร่�ย 

	 	 	งานวิจัยคร้ังน้ีกล่าวได้ว่าเป็นการเก็บตัวอย่าง

เพื่อแยกเพาะเลี้ยงเช้ือสาเหตุของโรคใบจุดสาหร่ายอย่าง

เป็นทางการคร้ังแรกในประเทศไทย	 ซ่ึงเมื่อพิจารณา

เปรียบเทียบชนิดของพืชตัวอย่างที่พบอาการของโรค 

ใบจุดสาหร่ายกับข้อมูลของประเทศอื่นๆ	 รวมไปถึงข้อมูล

จากประเทศใกล้เคียงที่มีรายงานการสำารวจมาก่อนหน้านี้	

ได้แก่	 ประเทศอินเดีย	 จีน	 เกาหลี	 และญี่ปุ่น	พบว่า	มี

พืช	3	ชนิดที่ไม่เคยมีรายงานการติดเชื้อโรคใบจุดสาหร่าย

มาก่อน	 ได้แก่	 เฟินชายผ้าสีดา	 อโศกอินเดีย	 และชมพู่

มะเหมี่ยว	 การพบการติดเช้ือของพืชดังกล่าวครั้งนี้	 จึง

นับได้ว่าเป็นการพบและรายงานคร้ังแรกในประเทศไทย	

นอกจากนีผู้วิ้จยัยังพบการเกิดโรคใบจดุสาหรา่ยบนตน้แก้ว

หิมาลัย	(Murraya paniculata	(L.)	Jack)	ที่ยังไม่เคยมี

รายงานการติดเช้ือโรคน้ีเช่นกัน	 หากแต่ผู้วิจัยไม่สามารถ

แยกเพาะเลี้ยงเช้ือสาหร่ายก่อโรคได้สำาเร็จ	 อย่างไรก็ตาม

กล่าวได้ว่า	 ชนิดของพืชเจ้าบ้านสำาหรับโรคท่ีเกิดจาก

สาหรา่ยสกุลนีใ้นประเทศไทยมคีวามหลากหลายทีน่า่สนใจ	

ดังจะเห็นได้จากจำานวนพืชเจ้าบ้านชนิดใหม่	3	ชนิด	จาก

การสุ่มสำารวจเพียง	5	จุดเก็บตัวอย่างในพื้นที่ส่วนหนึ่งใน

จังหวัดนครปฐมและจังหวัดสมุทรสาครเท่านั้น	กล่าวได้ว่า
เป็นงานวิจัยขนาดเล็กที่ทำาการสุ่มสำารวจและเก็บตัวอย่าง

การศึกษาสาหร่ายก่อโรคแต่ก็ได้รับข้อมูลที่น่าสนใจ	 ทีม

ผู้วิจัยจึงมีความเห็นว่า	 ควรสนับสนุนให้มีการขยายพื้นที่

ศึกษาโรคใบจุดสาหร่ายและเก็บตัวอย่างให้เป็นระบบ

มากกว่านี้	รวมไปถึงการศึกษาชีววิทยาของการก่อโรคของ

สาหร่ายกลุ่มนี้เพิ่มเติมในแง่ของความหลากหลายของพืช

เจ้าบ้านกับเช้ือสาหร่ายก่อโรค	 โดยเฉพาะกับกลุ่มพืชท่ีมี

ความสำาคัญทางเศรษฐกิจในท้องถิ่น	เช่น	ฝรั่ง	ส้มโอ	หรือ

ชมพู่	 เพื่อเป็นแนวทางในการจัดการป้องกันและกำาจัดโรค

ใบจุดสาหร่ายที่พบในพืชที่เพาะปลูกในประเทศไทยต่อไป

 4.2  ก�รแยกเพ�ะเลี้ยงเชื้อส�หร่�ยก่อโรคในห้อง

ปฏิบัติก�ร

	 	 	การเจริญของสาหร่าย	 Cephaleuros	 สามารถ

ตรวจพบได้หลังจากที่ทำาการใส่ช้ินส่วนรอยโรคลงใน 

อาหารเหลวสูตร	HSM	เป็นเวลาประมาณ	3-4	สัปดาห์	

ซ่ึงกล่าวได้ว่า	 สาหร่ายก่อโรคใบจุดสาหร่ายนี้มีการเจริญ

เติบโตที่ค่อนข้างช้าเมื่อเปรียบเทียบกับสาหร่ายสีเขียว

ชนิดอื่นๆ	 โดยท่ัวไปท่ีใช้เวลาประมาณ	 1-2	 สัปดาห์	 

ในการเจริญในอาหารเหลว	 และในระหว่างข้ันตอนแยก

เพาะเลี้ยงสาหร่ายก่อโรคให้ได้เชื้อบริสุทธิ์นั้น	ผู้วิจัยพบว่า	

เกิดการปนเป้ือนโดยเช้ือราที่มีลักษณะเป็นเส้นสายสีดำา	

(รปูที	่2a	ลกูศรเสน้ประ)	เจรญิร่วมกับเสน้สายของสาหรา่ย	 

(รูปท่ี	 2a	 ลูกศรเส้นทึบ)	 บ่อยคร้ัง	 นับว่าเป็นอุปสรรค

สำาคัญในการแยกเพาะเลี้ยงสาหร่าย	 เนื่องจากเช้ือรา

ดังกล่าวสามารถเจริญและเพิ่มจำานวนในอาหารเลี้ยง

สาหร่ายสูตร	 HSM	 ซ่ึงเป็นสูตรอาหารแบบ	 minimal	

media	 ที่นิยมใช้ในการคัดเลือกสิ่งมีชีวิตท่ีสร้างอาหาร

เองได้ดีและรวดเร็วเช่นกัน	 และเนื่องจากสาหร่ายก่อโรค

สกุล	 Cephaleuros	 เป็นสาหร่ายในกลุ่ม	 subaerial	 ที่

มีลักษณะเป็นเส้นสาย	 ดังนั้นการที่จะแยกสาหร่ายให้ได้ 

เช้ือบริสุทธิ์จึงไม่สามารถใช้วิธี	 re-streak	 เพื่อให้เกิด 

โคโลนีเดี่ยวได้เช่นเดียวกับสาหร่ายที่เป็นเซลล์เดี่ยว	ผู้วิจัย

จึงใช้วิธีการถ่ายเช้ือสาหร่าย	 (subculture)	 ด้วยการใช้

เข็มเขี่ย	 (needle)	 เขี่ยแยกสาหร่ายออกจากเส้นสายของ

เช้ือราเพื่อถ่ายลงเลี้ยงในอาหารขวดใหม่ทุกครั้งเมื่อสังเกต

พบการปนเป้ือน	 และการถ่ายเช้ือซ้ำาหลายๆ	 ครั้งนี้เองที่

ทำาให้สามารถแยกเช้ือสาหร่ายให้บริสุทธิ์มากข้ึนในขณะที่ 

การปนเป้ือนของเชื้อราลดลงจนกระทั่งตรวจไม่พบด้วย 

ตาเปล่าและกล้องจุลทรรศน์	 การแยกเพาะเลี้ยงสาหร่าย

ก่อโรคสกุล	Cephaleuros	 ในอาหารสูตร	 HSM	 นับว่า

ได้ผลดี	 ถึงแม้จะใช้เวลาค่อนข้างนานในการแยกให้ได้

สาหร่ายสายพันธุ์บริสุทธิ์ก็ตาม	 นอกจากปัญหาเรื่องการ

ปนเป้ือนจากเช้ือราแล้ว	 ข้อสังเกตที่น่าสนใจอีกประการ

ก็คือ	 สาหร่าย	 Cephaleuros	 ทุกไอโซเลทที่เพาะเลี้ยง

ในงานวิจัยนี้ไม่สามารถสร้างโครงสร้างในการสืบพันธ์ุ

ในห้องปฏิบัติการได้	 ซ่ึงข้อสังเกตนี้สอดคล้องกับผลจาก

งานวิจัยของ	Suematu	[20]	และ	Suto	[21]	ที่ทำาการ

เพาะเลีย้งสาหร่ายก่อโรคพชืสกุลเดียวกันนีแ้ละรายงานว่า	 

ไม่พบการพัฒนาโครงสร้างสืบพันธุ์ในสาหร่ายท่ีแยกได้ใน

สภาวะเพาะเลี้ยงปกติ	 หากแต่ภายหลังมีรายงานเพิ่มเติม

ว่า	สาหร่าย	Cephaleuros	จะสามารถสร้าง	gametangia	 

และ	 sporangia	 ก็ต่อเมื่อมีการเติมฮอร์โมน	 Auxin	 ใน

อาหารเลี้ยงเช้ือ	 [22]	 ซ่ึงนับได้ว่าเป็นข้อมูลท่ีน่าสนใจที่
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ศึกษาต่อถึงสาเหตุและปัจจัยที่ส่งผลต่อการพัฒนาของ

โครงสร้างสืบพันธุ์ของสาหร่ายกลุ่มนี้

 4.3  สัณฐ�นวิทย�ของส�หร่�ยก่อโรคใบจุดส�หร่�ย 

   รายงานท่ีกลา่วถึงเช้ือสาเหตขุองโรคใบจดุสาหร่าย

ที่ผ่านมามักมีการกล่าวถึงสาหร่ายสกุล	 Cephaleuros 

ท่ีเป็นเช้ือสาเหตุ	 2	 ชนิด	 (species)	 ที่สำาคัญ	 ได้แก่	 

C. virescens	และ	C. parasiticus	ซ่ึงสาหรา่ยทัง้	2	ชนดินี ้

มีลักษณะสัณฐานวิทยาใต้กล้องจุลทรรศน์	 (microscopic	

features)	ที่คล้ายคลึงกันมาก	นอกไปจากรายงานที่กล่าว

ถึง	 C. virescens	 ว่า	 สามารถพบได้บ่อยกว่าชนิดอื่น

และมีการกระจายตัวมากกว่าแล้ว	 ลักษณะสำาคัญท่ีใช้ 

ในการจัดจำาแนกเช้ือก่อโรคใบจุดสาหร่ายทั้งสองชนิด

ออกจากกันก็คือ	 ตำาแหน่งของการเกิดโรคและสร้างเซลล์

สืบพันธุ์ที่พบบนใบพืช	 กล่าวคือ	C. virescens	 พบการ

ก่อโรคและสร้างเซลล์สืบพันธุ์บนผิวใบด้านบน	 ในขณะท่ี	

C. parasiticus	จะพบรอยโรคและสร้างเซลล์สืบพันธุ์ด้าน

ท้องใบ	รวมถึงมีระดับการก่อโรคที่รุนแรงของโรคมากกว่า

ที่พบใน	C. virescens	[11]	

	 	 	จากผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสัณฐานวิทยาของ

ตัวอย่างโรคใบจุดสาหร่ายที่คัดแยกได้มานั้น	 สังเกตพบ

ว่า	 ตัวอย่างสาหร่าย	 C. virescens	 ทั้ง	 6	 ไอโซเลทมี

ตำาแหน่งการเกิดโรคและการสร้างเซลล์สืบพันธ์ุท่ีบริเวณ

ผิวใบพืชด้านบนทั้งหมดและมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่

คล้ายคลึงกัน	โดยพบลักษณะของโคโลนีบางประการ	เช่น	

สีและขนาดของโคโลนีมีความคล้ายกับตัวอย่างท่ีพบและ

บรรยายลกัษณะไว้ในผลงานวจิยัของ	Suto	และคณะ	[21]	

ซ่ึงทำาการเก็บตัวอย่างและศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา

ของสาหร่ายก่อโรคชนิดนี้ในประเทศญ่ีปุ่น	 อย่างไรก็ตาม 

มีข้อสังเกตที่พบในตัวอย่างสาหร่าย	 Cp.3	 ที่แยกได้จาก

เฟินชายผ้าสีดาว่ามีรูปร่างและขนาดของพื้นท่ีของการเกิด

โรคที่มากกว่าที่พบในพืชชนิดอื่น	จากการศึกษาข้อมูลเพิ่ม

เติมพบว่า	 ผิวหน้าของใบเฟินชายผ้าสีดานั้นมีลักษณะที่

ต่างไปจากพืชเจ้าบ้านอีก	5	ชนิด	อย่างชัดเจน	เนื่องจาก

พบขนหนาสีขาว	ขนาดเล็ก	จำานวนมากปกคลุมโดยตลอด

ทั่วทั้งใบ	 [23]	 ลักษณะผิวใบดังกล่าวนี้อาจส่งเสริมการ

เจริญของเช้ือโรคใบจุดสาหร่ายจนเป็นสาเหตุให้พบการ

เกิดลักษณะรอยโรคและพื้นท่ีของการติดเช้ือที่มากกว่า

พืชเจ้าบ้านชนิดอื่นได้	 อย่างไรก็ตาม	 เนื่องจากเป็นการ

รายงานการพบโรคใบจดุสาหรา่ยบนพชืชนดินีเ้ปน็ครัง้แรก	

คณะผู้วิจัยจึงไม่สามารถที่จะยืนยันสาเหตุที่แน่นอนได้	

 4.4  ก�รระบุชนิดส�หร่�ยก่อโรคด้วยข้อมูลของลำ�

ดับนิวคลีโอไทด์

	 	 	ผลการวิเคราะห์เปรียบเทียบลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่

ตำาแหนง่ยีน	18S	rRNA	และการวเิคราะห์สายสมัพนัธท์าง

วิวัฒนาการบ่งช้ีว่า	 ตัวอย่างสาหร่ายท้ังหมดที่แยกเพาะ

เลี้ยงได้เป็นสาหร่ายในสกุล	 Cephaleuros	 ซ่ึงจากการ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ	(รูปที่	3)	สามารถ

แบ่งตัวอย่างออกเป็น	2	ชนดิดว้ยกันคือ	C. virescens	และ	

C. parasiticus	 แต่อย่างไรก็ตามบริเวณของยีนที่นำามา 

ศึกษา	 อาจจะยังไม่ใช่บริเวณที่เหมาะสมในการจำาแนก

ระดบัชนดิ	เนือ่งจากลำาดบันวิคลโีอไทด์ของยีน	18S	rRNA	

จากสาหร่าย	 C. virescens	 (GenBank	 accession	

no.	 DQ399585.1)	 และ	 C. parasiticus	 (GenBank	 

accession	 no.	 DQ399	 583.1)	 มีค่าความเหมือนที่ 

ใกล้เคียงกันมากถึง	 99%	 ดังนั้นผลที่ได้จากการทดลองนี้ 

จึงไม่สามารถจะนำามาระบุชนิดของสาหร่ายท่ีแยกเพาะ

เลี้ยงได้ว่าเป็นชนิด	C. virescens	หรือ	C. parasiticus 

ได้อย่างชัดเจน	ซึ่งขัดแย้งกับจากงานวิจัยก่อนหน้าที่กล่าว

ว่า	 ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน	 18S	 rRNA	 นั้นสามารถ

ใช้จำาแนกชนิดของสาหร่ายก่อโรคได้เป็นอย่างดี	 [12,	 24]	
ปัญหาของการระบุชนิดด้วยลักษณะทางอณูชีววิทยาใน

สาหร่ายสกุล	 Cephaleuros	 นี้อาจจะแก้ไขได้ด้วยการ

ใช้ลำาดับนิวคลีโอไทด์จากบริเวณอื่นท่ีสามารถบอกความ 

แตกต่างได้ดีกว่า	อาทิเช่น	28S	ribosomal	RNA	gene	

หรือ	 ribulose-bisphosphate	 carboxylase	 gene	

(rbcL)	เพิ่มเติมจากยีน	18S	rRNA	[12]	

 4.5  ก�รศึกษ�คุณสมบัติของรงควัตถุในส�หร่�ยก่อ

โรคที่แยกเพ�ะเลี้ยงในห้องปฏิบัติก�ร

	 	 	ผลการวิเคราะห์โครมาโตแกรมจากสารสกัด

สาหร่ายที่ได้จากการเพาะเลี้ยง	 พบว่าสาหร่ายท่ีเลี้ยงใน

อาหารสูตร	 Bristol	 มีการสร้างและสะสมเบต้าแคโรทีน 

เพียงชนิดเดียวเป็นชนิดเด่น	 และตรวจพบปริมาณการ

สะสมมากกว่าสาหร่ายที่เลี้ยงในอาหารสูตร	 HSM	 ถึง	
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15	 เท่า	 จากการวิเคราะห์เปรียบเทียบสูตรอาหารเลี้ยง

สาหร่ายทั้ง	 2	 สูตร	 พบว่า	 อาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง	 2	 สูตร	

มีแหล่งของสารประกอบไนโตรเจนที่แตกต่างกัน	 นั่นคือ	

อาหารสูตร	 HSM	 มีแหล่งของไนโตรเจนเป็นแอมโมเนีย

จากแอมโมเนียมคลอไรด์	 ในขณะท่ีอาหารสูตร	 Bristol	 

มีแหล่งของไนโตรเจนเป็นไนเตรทจากโซเดียมไนเตรท	

นอกจากนี้ยังพบอีกว่า	 อาหารสูตร	 Bristol	 มีเกลือ

โซเดียมคลอไรด์เป็นส่วนประกอบที่ระดับความเข้มข้น		

0.43	 mM	 ในขณะท่ีอาหารสูตร	 HSM	 ไม่พบว่ามีการ

เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์	 จากข้อมูลที่กล่าวมานี้	 การ

สร้างและสะสมเบต้าแคโรทีนเพียงชนิดเดียวท่ีเกิดข้ึนอาจ

มีสาเหตุมาจากการที่อาหารเลี้ยงเช้ือ	 Bristol	 มีแหล่ง

ของไนโตรเจนเป็นไนเตรท	 (จากโชเดียมไนเตรท)	 ซึ่งโดย

ท่ัวไปแล้วสาหร่ายสามารถนำาเข้ามาใช้ในกระบวนการ 

เผาผลาญอาหาร	 (metabolism)	 ของเซลล์ได้ยากกว่า

การใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจน	 สภาวะดังกล่าว

อาจส่งผลให้สาหร่ายเกิดความเครียดและตอบสนองด้วย

การสะสมรงควัตถุชนิดเบต้าแคโรทีนในปริมาณท่ีมากข้ึน	

ซ่ึงสอดคล้องกับผลการวิจัยจำานวนมากในสาหร่ายสีเขียว

กลุ่มอื่นที่กล่าวว่า	 ปริมาณและชนิดของแหล่งไนโตรเจน

ที่ไม่เหมาะสมและการเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ในอาหาร

เพาะเลี้ยงจะกระตุ้นให้สาหร่ายสร้างและสะสมสารกลุ่ม

แคโรทีนอยด์เพื่อตอบสนองต่อความเครียดที่เกิดข้ึน	 

[25-28]	 ผลจากการศึกษาในครั้งนี้อาจจะกล่าวได้ว่า	

สาหร่ายก่อโรคชนิดนี้ผลิตรงควัตถุชนิดเบต้าแคโรทีนเพื่อ

ดำารงชีวิตในสภาวะตามธรรมชาติ	 ในขณะที่จะสร้างและ

สะสมรงควัตถุชนิดนี้มากข้ึนอย่างโดดเด่นในบางสภาวะท่ี

มีความเครียดดังที่กล่าวมาแล้ว	 อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมี

รายงานท่ีกล่าวถึงการเพาะเลี้ยงและการกระตุ้นให้สร้าง

รงควัตถุสำาหรับสาหร่ายสกุล	Cephaleuros	มาก่อน	 จึง

ยังไมส่ามารถระบถึุงสาเหตุของการสะสมสารสทีีชั่ดเจนได้	

ซ่ึงทางคณะผู้วิจัยเห็นว่า	 การสะสมแคโรทีนอยด์ชนิดที่มี

มูลค่าสูงในทางเศรษฐกิจ	[29]	ของสาหร่ายชนิดนี้มีความ

น่าสนใจเป็นอย่างมากในแง่ของของการนำามาใช้ประโยชน์

เป็นแหล่งของรงควัตถุจากธรรมชาติแหล่งใหม่ได้ต่อไป

 

5. สรุปผลก�รวิจัย
	 จากการเก็บตัวอย่างพืชที่พบการติดเช้ือโรคใบจุด

สาหร่ายในพื้นที่บางส่วนของจังหวัดนครปฐมและ

สมุทรสาครแล้วนำาไปจัดจำาแนกชนิดด้วยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาและวิเคราะห์สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ	

พบว่า	 เช้ือสาเหตุของโรคดังกล่าวคือสาหร่ายในสกุล	

Cephaleuros	 ซ่ึงเป็นสาหร่ายชนิดที่ก่อโรคกับพืช	 และ

เมื่อทำาการเลี้ยงสาหร่ายในอาหารสูตร	 Bristol	 พบว่า

สาหร่ายมีการสะสมรงควัตถุชนิดเบต้าแคโรทีนเพียง

ชนิดเดียวในปริมาณท่ีเพิ่มข้ึนอย่างเห็นได้ชัดถึง	 15	 เท่า	 

งานวิจัยครั้งนี้กล่าวได้ว่าเป็นการแยกและเพาะเลี้ยงเช้ือ

ตวัอย่างสาหร่ายก่อโรคสกุล	Cephaleuros	จากประเทศไทย

เป็นคร้ังแรกภายใต้สภาวะห้องปฏิบัติการ	 นอกจากข้อมูล 

ท่ีได้รับจะเป็นประโยชน์แก่นักวิชาการด้านโรคพืชแล้ว	 

การค้นพบว่าสาหร่ายชนิดนี้สามารถเพาะเลี้ยงและเพิ่ม

มวลชีวภาพได้ในห้องปฏิบัติการแสดงให้เห็นถึงแนวทาง

การใช้ประโยชน์จากทรัพยากรความหลายหลายทาง

ชีวภาพท่ีอาจนำาไปสู่การศึกษาลักษณะการก่อโรคของ

สาหร่ายก่อโรคกลุ่มนี้เพิ่มเติมเพื่อหาแนวทางในการ

ป้องกันการเกิดโรคในพืชที่มีความสำาคัญทางเศรษฐกิจของ

ประเทศได้	
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