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ABSTRACT

The relationship between root and pod exudates from peanut (Arachis

hypogaea L.), development of Aspergillus flavus Link ex. Fires population, water 

deficit and aflatoxin resistance was ascertained and studied at the Georgia Envirotron 

at the University of Georgia, Griffin Campus, the Lampang Agricultural Research and 

Training Centre and at Chiang Mai University during 2000-2004.

Aflatoxin contamination occurs when peanuts are colonized by aflatoxigenic 

strains of A. flavus and pods develop under drought. Aflatoxin-resistant peanut 

genotypes have either resistance to A. flavus infection, or prevention of aflatoxin 

production, or both. In these studies, resistance to A. flavus infection was used to 

indicate aflatoxin resistance, because without infection of A. flavus, there can be no 

aflatoxin contamination. Peanut grown under drought is often contaminated with 

aflatoxin, one possible avenue to avoid aflatoxin contamination would be to use  
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drought-resistant genotypes. Drought resistance is an umbrella term that refers to a 

plant’s ability to produce yield well under water-limited conditions. Components of 

drought resistance include drought tolerance, drought avoidance, drought recovery 

and drought escape. Drought-avoiding genotypes are able to maintain internal plant 

water status for normal metabolic functioning with limited water supply, either 

through conservation or enhanced water collection such as a deep root system. The 

hypotheses of these research work are the genotypes that produce less root and pod 

exudates, sloughed cells or leakage of cell contents under drought conditions provide 

less substrate for A. flavus growth, and that smaller A. flavus populations are less 

likely to infect these low-exuding genotypes. Thus, less root and less pod exudation 

would be most aflatoxin resistant in peanut genotypes.

In Experiment 1, three sub experiments (soil and hydroponic culture) were 

conducted in green houses of the Georgia Envirotron, University of Georgia, the 

Lampang Agricultural Research and Training Centre and Chiang Mai University with 

the objectives to observe A. flavus populations on roots and pods in response to water 

deficit and to evaluate the effects of root exudate on A. flavus in the pod zone of 

peanut genotypes. First, four peanut genotypes were grown in sandy soil under green 

house conditions with two irrigation treatments. Four peanut genotypes were 329CC, 

classified as aflatoxin resistant in plant breeding traits; 419CC, which is drought 

susceptible and aflatoxin susceptible; 511CC, which is drought resistant and aflatoxin 

resistant; and Georgia Green, which is a commercial variety from USA. A

minirhizotron system was used to observe green fluorescent protein (GFP) A. flavus

populations on surfaces of roots, pegs and pods at 5 cm soil depth. Water deficit 

increased A. flavus population density on the root by 37% and pod zones by 22%. 



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

vii

Genotype 419CC had the greatest A. flavus population densities on root and pod 

surfaces under soil culture. For peanut grown in a hydroponic system using PEG to

impose water deficit, root exudate solution of 419CC had the greatest colonization of 

A. flavus in the sand culture. This genotype apparently exuded the most of substrate

from roots for A. flavus growth.

In Experiment 2, three sub experiments were conducted at Georgia Envirotron, 

the University of Georgia, Griffin Campus and the Chiang Mai University with the 

objective to develop a method to maximize Aspergillus flavus infection of peanut 

flowers, pegs and ovaries. A suspension of A. flavus spores was sprayed over the top 

of half of the plants at 10 and 20 days after flowering, the other half of plants in a 

growth chamber received no spray. Four cuvettes were attached to the sides of the 

containers, each cuvette had a different inoculation method. The four cuvette 

treatments were: 1) spore suspension was mixed into soil before filling cuvette; 2) 

cracked corn inoculum was mixed into soil before filling cuvette; 3) uninoculated soil 

was placed in cuvette and cracked corn inoculum was applied to the soil surface; and 

4) cuvette soil was not inoculated. Maximum infection by GFP A. flavus was found by 

spraying a spore suspension over shoots and flowers of peanut with cracked corn 

inoculum applied to the soil surface. Peanut flower surfaces were infected by A. flavus

at moderate to high frequency, from 50 to 100%.  Observations with a UV microscope 

showed fluorescing GFP A. flavus on the surface of peanut flowers and a fluorescing 

network of hyphae on the embryo inside of peanut pegs in about 2% of embryos 

observed. These experiments show that peanut infection by GFP A. flavus can occur 

during flowering, probably before peg formation. It appears that A. flavus hyphae 

follow the germinating pollen tube through the style to infect embryos.
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In Experiment 3, the objective was to observe differences among peanut 

genotypes with respect to A. flavus infection and crop growth and development under 

water deficit. Four peanut genotypes were grown in 214-L containers with sandy soil. 

Soil moisture and temperature at 5, 25 and 75 cm depth were monitored with a

CR10X data logger. All containers were inoculated with green fluorescent protein

(GFP) A. flavus strains cultured on cracked corn medium. Irrigation treatments were

well-watered (saturated twice weekly) and four 3-week water deficit cycles (two 

weeks without irrigation followed by saturation twice during the third week). After 

harvest, pods of each genotype were surface sterilized then cultured on Petri dishes 

with M3S1B medium. Because water deficit did not affect mainstem elongation, 

individual leaf area or soil moisture extraction of genotype 329CC, this genotype was 

considered highly drought resistant. On the other hand, water deficit caused 44% pod 

weight loss for this genotype. Based on its low pod weight loss under water deficit 

(36%) and high soil moisture extraction, genotype 511CC was classified as drought 

resistant. Furthermore, 511CC had the lowest A. flavus infection on the pods, shell

and seeds so this genotype is also classified as A. flavus resistant. Contrary to 

expectations, A. flavus infection of seeds was greater in well-watered than in stressed 

plants, except for Georgia Green, which also had the highest levels of seed infection. 

Infection levels of pod (exterior) and shell (interior) were not related to seed infection. 

Although drought resistance may confer A. flavus resistance, as it did in 329CC, its 

inability to maintain pod yield under water deficit would make these characters 

unsuited for germplasm assessment efforts. The plant trait that appeared to be the 

most important for drought resistance of genotype 511CC was the ability to extract 
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soil moisture from deeper soil layers, which allowed the plants to maintain high tissue 

moisture content and resulted in a lower intensity of A. flavus infection.

Results also show that A. flavus populations cultured with root exudate 

solutions did not apparently reflect differences in drought or aflatoxin resistance, 

which suggests that the amount of root exudates is probably not a trait related to 

aflatoxin resistance. To inoculate peanut in screening for aflatoxin resistance, plant 

breeders should spray a spore suspension over the top of plants at 10 and 20 days after 

flowering and apply cracked corn inoculum to the soil surface. Moreover, the plant 

trait which conferred the greatest drought and aflatoxin resistance was the ability to 

extract soil moisture from deeper soil layers which allowed the plants to maintain 

high tissue moisture content and resulted in low pod weight loss and low intensity of 

A. flavus infection on the seeds.
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บทคัดยอ

ความสัมพันธระหวางสารที่ปลดปลอยออกจากรากและฝกถ่ัวลิสง, การเจริญและการ
พัฒนาของจํานวนประชากรเชื้อรา Aspergillus flavus, สภาวะของการขาดน้ํา, และการตานทาน
ตอสารพิษอะฟลาทอกซิน ไดทําการศึกษาคนควา ณ มหาวิทยาลัยจอรเจีย วิทยาเขต Griffin,

สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตรลําปาง และมหาวิทยาลัยเชียงใหม ระหวางป 2543-2547

 การปนเปอนสารพิษอะฟลาทอกซินในถั่วลิสงเกิดจากการเขาทําลายของเชื้อรา A. flavus

สายพันธุที่สรางสารพิษโดยเฉพาะเมื่อฝกถ่ัวลิสงพัฒนาภายใตสภาวะแหงแลง ถ่ัวลิสงสายพันธุที่จัด
วาตานทานตอสารพิษอะฟลาทอกซิน จะสามารถตานทานตอการติดเชื้อจากเชื้อรา A. flavus หรือ
การปองกันการสรางสารพิษอะฟลาทอกซิน หรือทั้งสองกรณี  ในการทดลองนี้จะใชคําวาการตาน
ทานตอการติดเชื้อรา A. flavus แทนการตานทานตอสารพิษอะฟลาทอกซิน  เนื่องจากวาถาหากไม
มีการติดเชื้อรา A. flavus ยอมไมเกิดการปนเปอนสารพิษอะฟลาทอกซินแตอยางใด และการปน
เปอนสารพิษอะฟลาทอกซินนั้นสามารถเกิดขึ้นไดดีเมื่อถ่ัวลิสงปลูกภายใตสภาวะแหงแลง ดังนั้น 
แนวทางหนึ่งที่จะสามารถหลีกเลี่ยงตอการปนเปอนสารพิษอะฟลาทอกซินไดก็โดยการใชพันธุถ่ัว 
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ลิสงที่ตานทานตอสภาวะแหงแลงมาปลูก  การตานทานตอสภาวะแหงแลง หมายถึง ความสามารถ
ของพืชที่จะใหผลผลิตในระดับที่ดีภายใตสภาวะที่มีน้ําจํากัด องคประกอบของการตานทานตอ
สภาวะแหงแลงนั้นจะรวมไปถึงการทนทานตอสภาวะแหงแลงที่ยาวนาน, การหลีกเลี่ยงตอสภาวะ
แหงแลง, การฟนตัวกลับคืนหลังสภาวะแหงแลง และการหลีกหนีจากสภาวะการขาดน้ํา ถ่ัวลิสง
สายพันธุที่หลีกเล่ียงตอสภาวะแหงแลงไดนั้น จะมีความสามารถที่จะรักษาสมดุลของน้ําภายในตน
ไดดี เพื่อใชในขบวนการตางๆ และมีระบบรากที่หยั่งลึกตลอดจนมีปริมาณของรากมากเพื่อการดูด
น้ํามาใชเพื่อการเจริญเติบโตไดเปนปกติ  สําหรับสมมุติฐานของการทดลองนี้ คือ ถ่ัวลิสงสายพันธุที่
มีการปลดปลอยสารจากรากและฝก, มีเซลลที่ถูกสลัดทิ้ง หรือมีปริมาณสารที่ร่ัวไหลจากเซลลใน
ปริมาณที่นอยภายใตสภาวะแหงแลงนั้น จะมีสารอาหารสําหรับการเจริญของเชื้อราอยูนอยดวย  
และถาหากพบวามีจํานวนประชากรของเชื้อรา A. flavus ที่นอย จะทําใหถ่ัวลิสงมีการติดเชื้อจาก
เชื้อรา A. flavus นอยลงไปดวย ดังนั้น ถ่ัวลิสงสายพันธุที่มีสารปลดปลอยจากรากและฝกใน
ปริมาณที่นอย จึงเปนสายพันธุที่นาจะมีความตานทานตอสารพิษอะฟลาทอกซินดวย

การทดลองที่ 1 ประกอบดวย 3 การทดลองยอย (ปลูกพืชในดินและปลูกในสารละลาย) ได
ทําการทดลองภายใตสภาพโรงเรือน ณ มหาวิทยาลัยจอรเจีย, สถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตร
ลําปาง และมหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยมีวัตถุประสงคการทดลอง เพื่อสํารวจประชากรเชื้อรา A. 

flavus บนสวนของรากและฝกถ่ัวลิสงที่ตอบสนองตอสภาวะของการขาดน้ํา และประเมินผลของ
สารที่ปลดปลอยจากรากตอความหนาแนนของเชื้อรา A. flavus บริเวณที่ฝกเจริญของถั่วลิสงแตละ
สายพันธุ  ทําการปลูกถ่ัวลิสง 4 สายพันธุในดินทราย และจัดใหมีการใหน้ํา 2 กรรมวิธี ใชถ่ัวลิสง
ทั้ง 4 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ 329CC เปนสายพันธุตานทานตอสารพิษอะฟลาทอกซิน ซ่ึง
ลักษณะดังกลาวจําแนกโดยนักปรับปรุงพันธุ, สายพันธุ 419CC จัดเปนสายพันธุออนแอตอสภาวะ
แหงแลงและออนแอตอการเกิดสารพิษอะฟลาทอกซิน, สายพันธุ 511CC เปนสายพันธุตานทานตอ
สภาวะแหงแลงและการเกิดสารพิษอะฟลาทอกซิน และพันธุ Georgia Green เปนชื่อพันธุทางการ
คาของประเทศสหรัฐอเมริกา  ไดใชระบบกลอง minirhizotron เปนเครื่องมือสํารวจการเรืองแสง
สีเขียวของประชากรเชื้อรา A. flavus บนบริเวณผิวราก, เข็ม, และฝกที่ระดับ 5 ซม.จากระดับผิวดิน
ผลการทดลอง พบวา ในสภาวะของการขาดน้ําจะมีความหนาแนนของจํานวนประชากรเชื้อรา A. 

flavus ในบริเวณรากถึงรอยละ 37 และในบริเวณฝกเพียงรอยละ 22   จากการปลูกถ่ัวลิสงในดิน 
พบวาถ่ัวลิสงสายพันธุ 419CC มีความหนาแนนของประชากรเชื้อรา A. flavus ในบริเวณรากและ
ฝกมากที่สุด สวนการปลูกถ่ัวลิสงในสารละลาย แลวชักนําใหเกิดสภาวะขาดน้ําดวยสารโพลีเอทิล
ลีนไกลคอล  แลวนําสารที่ปลดปลอยจากรากของถั่วลิสงสายพันธุ 419CC ไปเพาะเลี้ยงเช้ือรา A. 

flavus  พบวามีการเจริญของเชื้อรา A. flavus มากที่สุด แสดงใหเห็นวา ถ่ัวลิสงสายพันธุ 419CC



ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

xii

จะปลดปลอยสารอาหารจากรากสําหรับการเจริญเติบโตของเชื้อรา A. flavus ในปริมาณที่มากกวา
ถ่ัวลิสงอีก 3 สายพันธุ

การทดลองที่ 2 ประกอบดวย 3 การทดลองยอย ไดทําการทดลอง ณ มหาวิทยาลัยจอรเจีย 
และมหาวิทยาลัยเชียงใหม  วัตถุประสงคการทดลอง เพื่อพัฒนาวิธีการปลูกเชื้อรา A. flavus ใหเกิด
การติดเชื้อสูงสุดบนดอก, เข็ม และรังไขของถ่ัวลิสง   ทําการพนสารแขวนลอยสปอรเชื้อรา A. 

flavus ลงบนสวนลําตนของถั่วลิสงที่ระยะ 10 และ 20 วันหลังจากออกดอก ไดปลูกถ่ัวลิสงในถัง
ปลูกที่ติดตั้งดวย cuvette ขนาดเล็กทั้ง 4 ดาน กําหนดให cuvette ทั้ง 4 อันประกอบดวย 4 กรรม
วิธีการปลูกเชื้อ ไดแก 1) สารแขวนลอยสปอรเชื้อรา A. flavus ผสมกับดินทรายกอนบรรจุลงใน
cuvette 2) ผสมดินทรายกับเมล็ดขาวโพดบดที่มีเชื้อราเจริญ (cracked corn) กอนบรรจุลงใน
cuvette 3) เมล็ดขาวโพดบดปลูกเชื้อลงบนผิวดินใน cuvette 4) ไมมีการปลูกเชื้อ  ผลการทดลอง 
พบวา วิธีการพนสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา A. flavus บนสวนลําตนเหนือดิน, บนดอก รวม
กับการปลูกเชื้อดวยเมล็ดขาวโพดบดลงบนผิวดิน จะมีการติดเชื้อจากเชื้อรา A. flavus สูงสุด  การ
ติดเชื้อจากเชื้อรา A. flavus บนผิวดอกถ่ัวลิสงจะมีสูงถึงรอยละ 50 ถึงรอยละ 100   จากการสํารวจ
ดวยกลอง UV microscope พบวา มีการเรืองแสงสีเขียวของเชื้อรา A. flavus บนผิวของดอกถั่ว
ลิสง และพบรางแหของเสนใยเชื้อราในสวนเอ็มบริโอของเข็มประมาณรอยละ 2   การทดลองนี้
แสดงใหเห็นวา การติดเชื้อของถ่ัวลิสงจากเชื้อรา A. flavus สามารถเกิดขึ้นไดในชวงระยะของการ
ออกดอก หรืออาจเกิดกอนระยะการสรางเข็ม  เสนใยของเชื้อรา A. flavus จะเจริญไปตามทอนํา
ละอองเรณู ผานกานเกสรตัวเมีย แลวเขาทําลายรังไขในที่สุด

การทดลองที่ 3 เพื่อศึกษาถึงผลกระทบและความแตกตางของการเขาทําลายของเชื้อรา A. 

flavus ในถ่ัวลิสงแตละสายพันธุตอการเจริญเติบโตและการพัฒนาภายใตสภาวะของการขาดน้ํา  
ไดปลูกถ่ัวลิสง 4 สายพันธุในถังขนาด 214 ลิตรดวยดินทราย การตรวจวัดความชื้นและอุณหภูมิดิน
ที่ระดับ 5, 25 และ 75 ซม.จากระดับผิวดิน ไดใชเครื่องมือ CR10X data logger  ทําการปลูกเชื้อ
รา GFP A. flavus ดวยเมล็ดขาวโพดบดลงบนผิวดินของถังปลูกทั้งหมด  การใหน้ําแบงออกเปน 2
กรรมวิธี คือ การใหน้ําตามปกติ (สัปดาหละ 2 คร้ัง) และการขาดน้ํา (หยุดใหน้ําติดตอกันนาน 2

สัปดาห และในสัปดาหที่ 3 ใหน้ําตามปกติ) หลังจากเก็บเกี่ยวนําฝกถ่ัวลิสงแตละสายพันธุมาทําการ
ฆาเชื้อที่ผิว แลวเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ M3S1B ผลการทดลอง พบวา สภาวะของการขาดน้ํา
ไมมีผลกระทบตอการยืดตัวของลําตนหลัก พื้นที่ใบ และการดูดน้ําจากดินของถั่วลิสงสายพันธุ 
329CC แตอยางใด แสดงวาสายพันธุ 329CC เปนสายพันธุที่ทนตอสภาวะแหงแลงไดดี  แต
สภาวะของการขาดน้ํายังเปนสาเหตุที่ทําใหน้ําหนักของฝกลดลงถึงรอยละ 44   สําหรับสายพันธุ 
511CC มีการสูญเสียน้ําหนักของฝกที่นอยในสภาวะของการขาดน้ํา  และมีการติดของเชื้อรา A. 
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flavus ในปริมาณที่ต่ําในสวนของฝก, เปลือก และเมล็ด  ดังนั้น สายพันธุ 511CC จึงเปนสายพันธุ
ที่ตานทานตอการติดเชื้อรา A. flavus  สําหรับการติดเชื้อรา A. flavus บนเมล็ดของถั่วลิสงจะพบ
มากในถั่วลิสงที่ปลูกในสภาวะของการใหน้ําตามปกติ ซ่ึงตรงกันขามกับความคาดหมายของการ
ทดลองนี้ ยกเวนพันธุ Georgia Green ซ่ึงมีการติดเชื้อรา A. flavus บนเมล็ดมากที่สุดในสภาวะ
ของการขาดน้ํา  ปริมาณการติดเชื้อราในสวนของฝก (ดานนอก) และเปลือกฝก (ดานใน) พบวา ไม
มีความสัมพันธกับการติดเชื้อในสวนของเมล็ด  ถึงแมวาการทนตอสภาวะแหงแลงของสายพันธุ
329CC จะมีความสัมพันธตอการตานทานสารพิษอะฟลาทอกซิน แตสายพันธุ 329CC ไมสามารถ
ที่จะรักษาระดับผลผลิตของฝกภายใตสภาวะของการขาดน้ําได  ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ลักษณะดังกลาว
ไมเหมาะสมสําหรับใชเพื่อการคัดเลือกใหเปนแหลงของพันธุกรรม  สวนลักษณะที่ปรากฏในสาย
พันธุ 511CC ถือวามีความสําคัญตอการทนแลง ก็คือ สายพันธุนี้มีรากที่ลึก ซ่ึงสามารถดูดน้ําจาก
ดินในระดับที่ลึกไดดี และยังสามารถเก็บรักษาความชื้นในตนไดสูง  จึงมีผลทําใหการติดเชื้อจาก
เชื้อรา A. flavus ลดต่ําลงไป

จากผลการทดลองที่ไดนําเชื้อรา A. flavus มาเพาะเลี้ยงดวยสารที่ปลดปลอยจากรากถั่ว
ลิสง พบวา ไมมีความแตกตางกันในเรื่องของการตานทานตอสภาวะแหงแลงและตานทานตอสาร
พิษอะฟลาทอกซินแตอยางใด  ซ่ึงอาจจะเปนไปไดวาปริมาณของสารที่ปลดปลอยจากรากของถั่ว
ลิสงแตละสายพันธุนั้น ไมใชลักษณะที่มีความสัมพันธกับการตานทานตอสารพิษอะฟลาทอกซิน  
สําหรับวิธีการปลูกเชื้อในถ่ัวลิสงเพื่อการคัดเลือกสายพันธุที่ตานทานตอสารพิษอะฟลาทอกซินนั้น 
นักปรับปรุงพันธุควรพนสารแขวนลอยสปอรของเชื้อรา A. flavus ลงบนตนถ่ัว ที่ระยะ 10 และ 
20 วันหลังจากการออกดอก ไปพรอมกันกับการปลูกเชื้อรา A. flavus ดวยเมล็ดขาวโพดบด ลงบน
ผิวดิน ซ่ึงทําใหถ่ัวลิสงมีการติดเชื้อราสูงที่สุด  นอกจากนี้ยังพบวา ลักษณะของพืชที่มีความสัมพันธ
กับการทนแลงและตานทานตอสารอะฟลาทอกซินไดดีนั้น เพราะมีระบบรากที่หยั่งลึกลงดินและ
สามารถที่จะดูดน้ําที่อยูลึกลงไปมาใชเพื่อที่ตนพืชจะสามารถปรับตัวใหอยูรอดได และรักษาระดับ
ความชื้นของเนื้อเยื่อที่สูง  ซ่ึงจะมีผลทําใหมีการสูญเสียของน้ําหนักฝกที่ลดต่ําลงไป ตลอดจนมีการ
ติดของเชื้อรา A. flavus ที่เมล็ดลดนอยลงไปดวย
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