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Abstract 
Investigation of diversity of the stem-end rot pathogens in mango was made. The fungi were isolated from 

three different production areas. The fungal colony characters similar to Lasiodiplodia theobromae were selected 
e.g. L4, L5 and L7. The fungal growth on PDA of the three isolates was compared. L. theobromae isolate L7 
showed best growth compared to L4 and L5. The colony morphology of isolate L5 are grayish-white with puffy 
mycelium similar to isolate L7. DNA from fungal mycelium was investigated on the internal transcribed spacer, 
using PCR with ITS1 and ITS4 primers. The amplified DNA data was sequencing and was checking their similarity 
compared to the database. The sequences of L5 and L7 showed high similarity to the fungus Neofusicoccum 
parvum. For sequence of L4, the database showed similarity to the fungus Botryosphaeria dothidea. Result from 
this investigation revealed that using of Lasiodiplodia sp. DNA sequence data for identification can give more 
misunderstanding on incompleteness of database. Also, these three fungi were classified to be in 
Botryosphaeriaceae and they were in the same class of the others stem-end rot fungi. 
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บทคัดยอ 

ทําการตรวจสอบความหลากหลายของเชื้อราสาเหตุโรคขั้วผลเนา โดยใชเช้ือราตัวแทนที่มีลักษณะโคโลนีใกลเคียงกับ
เช้ือรา Lasiodiplodia theobromae จากแปลงผลิตมะมวงในพื้นที่ผลิตตางกัน จํานวน 3 ไอโซเลท คือ L4 L5 และ L7 จาก
การศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อราบนอาหาร PDA พบวา เช้ือรา L. theobromae L7 เจริญเติบโตไดดีกวา L4 และ 
L5 สําหรับลักษณะเสนใยของเชื้อรา L5 มีลักษณะสีขาวอมเทาฟูคลายกับเสนใยของเชื้อรา L7 เม่ือนําขอมูลดีเอ็นเอของเสนใย
เช้ือรามาตรวจสอบสวนของ Internal transcribed spacer ดวยเทคนิคพีซีอาร ใชไพรเมอร ITS1และ ITS4 วิเคราะหหาลําดับ
เบส ตรวจสอบความเหมือน และเทียบกับฐานขอมูลดีเอ็นเอของเช้ือรา พบวา L5 กับ L7 มีขอมูลลําดับเบสบางสวนท่ีเหมือนกัน
และใกลเคียงกับเช้ือรา Neofusicoccum parvum สําหรับเช้ือรา L4 มีลําดับเบสใกลเคียงกับเช้ือรา Botryosphaeria 
dothidea ผลจากการตรวจสอบคร้ังนี้ทําใหทราบวา การใชขอมูลลําดับเบสเพื่อตรวจสอบชนิดของเชื้อรามีโอกาสผิดพลาด จาก
ความไมสมบูรณของฐานขอมูล และมีโอกาสที่จะพบโรคขั้วผลเนาจากเชื้อราอื่นๆที่อยูในตระกูล Botryosphaeriaceae ได 
คําสําคัญ: Botryosphaeriaceae  โรคขั้วผลเนา  ขอมูลดีเอ็นเอ 

 
คํานํา 

ฐานขอมูล genebank ที่รวบรวมขอมูลดีเอ็นเอจากจุลินทรีย และส่ิงมีชีวิต มีสวนชวยใหนักวิจัยทั่วโลกไดตรวจสอบ
ขอมูลรวมกัน เพื่อการยืนยันชนิดของเชื้อจุลินทรียที่ศึกษาอยางถูกตอง และทําใหเกิดการปรับปรุงระบบการจําแนก
เช้ือจุลินทรีย รวมถึงการเรียกช่ือสกุลของเชื้อตองถูกพิจารณามากขึ้น สําหรับประเทศไทยซึ่งสงออกผลไมไปตางประเทศก็ควร
ติดตามการเปล่ียนแปลงโอกาสในการตรวจพบเช้ือราท่ีติดไปกับผลผลิตทางการเกษตร โดยเฉพาะกลุม Botryosphaeriaceae 
ซึ่งทําลายไมผลยืนตนมากชนิดได จากขอมูลโรคไมผลหลังการเก็บเก่ียวของกรมวิชาการเกษตร พบวา เช้ือรา Lasiodiplodia 
theobromae ที่พบโรคขั้วหวีเนา (crown rot) ในกลวย โรคผลเนา (fruit rot) ในเงาะ แตงโม ทุเรียน ฝร่ัง มังคุด ลําไย ลองกอง 
ล้ินจี่ และโรคขั้วผลเนา (stem-end rot) ในมะมวง มะละกอ โดยอาการโรคที่เรียกเหมือนกันอาจเกิดจากเช้ือราตางชนิดได เชน 
โรคขั้วผลเนาในมะมวงสามารถเกิดจากเช้ือรา Dothiorella sp. ไดเชนกัน ในการศึกษาคร้ังนี้ใชเช้ือราท่ีพบบนผลมะมวงแสดง
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อาการขั้วผลเนา ที่มีลักษณะโคโลนีของเช้ือรา L. theobromae ทําการเปรียบเทียบขอมูลดีเอ็นเอของเช้ือกับฐานขอมูล
พันธุกรรม genebank เพื่อยืนยันความชัดเจนในการบงบอกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคขั้วผลเนาที่พบในประเทศไทย 
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. เช้ือราจากอาการโรคขั้วผลเนา 

แยกเช้ือราจากโรคขั้วผลเนามะมวงจากพื้นที่ผลิต จ.เชียงใหม (L4) จ.ศรีสะเกษ (L5) และ จ.สุพรรณบุรี (L7) โดยวิธี 
tissue transplanting นําเช้ือราที่มีลักษณะโคโลนีสีขาวปนเทา ฟู เจริญไดเร็ว มาเล้ียงเช้ือบนอาหาร PDA บมเชื้อที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน บันทึกขนาดโคโลนีของเช้ือรา ยายเสนใยเช้ือราลงในอาหารเหลว PDB นําไปเขยาความเร็ว
รอบ 125 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง นาน 3 วัน กรองและลางเสนใยเช้ือราดวยน้ําปลอดเช้ือ ทํา freeze dry จนเสนใยแหง 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอเช้ือรา 

สกัดดีเอ็นเอจากเสนใยเชื้อราแหง โดยวิธขีอง Weiland (1997) ละลายดีเอ็นเอใน TE buffer และตรวจสอบความ
เขมขนของดีเอ็นเอ โดยใช gel electrophoresis เทียบกับขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน ยอมสีดวย Gel star และวัดแถบสีดวย Dark 
Reader ของบริษัท Clare Chemical Research 
 
3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) และการวิเคราะหลําดับเบส 

ใช PCR Kit ของ Fermentas รวมกับไพรเมอร ITS1-4 ในการสังเคราะหขอมูลดีเอ็นเอ โดยมีโปรแกรมอุณหภูมิดังนี้ 
Pre denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที Denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที Annealing ที่
อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที Extention ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ทําซํ้าโปรแกรมจํานวน 34 รอบ 
นําตัวอยาง DNA ไปวิเคราะหลําดับเบสกับบริษัท First BASE Laboratories Sdn Bhd นําขอมูลลําดับเบสที่เพิ่มปริมาณได ไป
เทียบกับลําดับเบสที่มีอยูในฐานขอมูล genebank จากเว็บไซด http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ และเปรียบเทียบความเหมือน
ระหวางขอมูลดีเอ็นเอดวยโปรแกรม clustal  2.1 จากเว็บไซด http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/ 

 
ผลการทดลองและวิจารณผล 

เช้ือราท่ีแยกมาจากอาการขั้วผลเนาของมะมวงทั้งสามแหลง ที่มีลักษณะโคโลนีสีขาวอมเทา ฟู เจริญไดเร็ว จากทั้ง
สามพื้นที่ ไดนํามาเปรียบเทียบลักษณะของเช้ือ และการเพิ่มปริมาณเสนใย ผลดังแสดงใน Figure 1 

Figure 1  Different growth and colony character of three fungal isolates, isolated from the stem-end rot fruit on 
PDA, 3 days after inoculation: L4 (Chiang Mai), L5(Si Sa Ket) and L7 (Suphan Buri) isolate 

 
การตรวจสอบขอมูลจากฐานพันธุกรรม genebank 

ขอมูลพันธุกรรมบนสายของ chromosomal DNA ในสวนของ Internal transcribed spacer (ITS) ซึ่งลําดับเบสสวน
นี้เปนสวนของ RNA ที่ไมไดทําหนาที่ และอยูบนสายของ ribosomal RNA ในบริเวณท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหขอมูลโปรตีน 
โดยขอมูลลําดับเบสในสวน ITS จัดเปนสวนที่มีการใชเพื่อการจําแนกกลุมเช้ืออยางกวางขวาง ทั้งในระดับระหวางชนิด 
(species) และความแตกตางในชนิดเดียวกัน (within species) ในการศึกษาคร้ังนี้ไดใชไพรเมอร ITS1-4 กับตัวอยางเชื้อราท้ัง 
3 ไอโซเลท และเม่ือนําขอมูลลําดับเบสมาเปรียบเทียบความเหมือนของขอมูลลําดับเบส ผลดังแสดงใน Figure 2 
 

L4 L5 L7
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Figure 2  Sequence alignment of three isolates of fungi causing stem-end rot : L4 (Chiang Mai), L5 (Si Sa Ket) 

and L7 (Suphan Buri) 
 
Table 1  Description of previous described fungi in NCBI genebank of L4 (Chiang Mai), L5 (Si Sa Ket) and L7 

(Suphan Buri) 
Isolate Description Accession 
L4 1. Botryosphaeria dothidea isolate PGLW3 KF516940.1 

2. Botryosphaeria dothidea isolate LLW1 KF516938.1 
3. Botryosphaeria dothidea strain LJT5811 KC960936.1 

L5 1. Neofusicoccum parvum strain MGEF45 KC492488.1 
2. Neofusicoccum parvum  JN811822.1 
3. Neofusicoccum parvum isolate E8902D JN411805.1 

L7 1. Neofusicoccum sp. M28  JQ936162.1 
2. Neofusicoccum parvum isolate CPO/NPa5 JN411805.1 
3. Neofusicoccum parvum isolate CPO/NPa4 HQ332206.1 

 
จากการใชไพรเมอร ITS1-4 เพื่อตรวจสอบสวนของ ITS จากเช้ือราขั้วผลเนา 3 แหลงผลิต พบเชื้อที่มาจาก จ.

เชียงใหม (L4) มีลําดับเบสที่เพิ่มปริมาณได 482 ลําดับเบส เช้ือที่มาจาก จ.ศรีสะเกษ (L5) เพิ่มปริมาณได 376 ลําดับเบส และ 
เช้ือที่มาจาก จ.สุพรรณบุรี (L7) เพิ่มปริมาณได 445 ลําดับเบส เม่ือนําขอมูลดีเอ็นเอ มาเปรียบเทียบความเหมือนโดยใช

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      CGATCCTCCCACCCTTTGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCG 50 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      -------------------------------------------------- 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      CGACTCTCCCACCCAATGTGTACCTACCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCG 50 
                                                                                     
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      GTTCTCCGCGGCCGCCCCCCTCCCCGGGGGGTGGCCAGCGCCCGCCAGAG 100 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      -------------------------------------------------- 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      GTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCG--GGGGGCTGGCCAGCGCCCGCCAGAG 98 
                                                                                     
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      GACCATCAAACTCCAGTCAGTAAACGATGCAGTCTGAAAAACAT-TTAAT 149 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      ------AAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAAT 44 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      GACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGTTAAT 148 
                                        .**************.*** : ***************: ***** 
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      AAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA 199 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      AAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA 94 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      AAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA 198 
                                  ************************************************** 
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC 249 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC 144 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC 248 
                                  ************************************************** 
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTG 299 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTG 194 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTG 298 
                                  ************************* ************.*********** 
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      TTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCACCGTCC 349 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      TTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTCCGTCC 244 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      TTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTCTGCTTGGTATTGGGCTCCGTCC 348 
                                  *************:*****************************:****** 
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      TTTGCGGGCGCGCCTCAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGT 399 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      TCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGT 294 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      TCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTCTTGCCTCAAGCGT 398 
                                  *  .***.******* ********************************** 
 
1st_BASE_1381153_L4_ITS4.ab1      AGTAGAACATACATCTCGCTTCGGAGCGCAGGGCGTCGCCCGCCGGACGA 449 
1st_BASE_1381156_L7_ITS4.ab1      AGTAGAAAA--CACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACGA 342 
1st_BASE_1381154_L5_ITS4.ab1      AGTAGAAAA--CACCTCGCTTTGGAGCGCACGGCGTCGCCCGCCGGACG- 445 

******* * ** ******* ******** ******************
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โปรแกรม clustal 2.1 multiple sequence alignment ผลดัง Figure 2 โดยพบวา เช้ือราขั้วผลเนา จ.ศรีสะเกษ (L5) และ จ.
สุพรรณบุรี (L7) มีความใกลเคียงกันมาก ซึ่งแตกตางจากเช้ือรา จ.เชียงใหม (L4) และเม่ือนําขอมูลลําดับเบสไปเทียบกับ
ฐานขอมูล genebank ผลดังแสดงใน Table 1 โดยเช้ือราขั้วผลเนาจาก จ.ศรีสะเกษ (L5) และ จ.สุพรรณบุรี (L7) แสดงความ
เหมือนกับขอมูลของเชื้อรา Neofusicoccum parvum ในขณะท่ีเช้ือราขั้วผลเนาจาก จ.เชียงใหม (L4) แสดงความเหมือนกับ
เช้ือรา Botryosphaeria dothidea  

ในการศึกษาเช้ือราขั้วผลเนามะมวง เม่ือเทียบขอมูลดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพิ่มปริมาณดวย ITS 1-4 กับฐานขอมูล 
genebank (Table 1) พบวาตรงกับลักษณะของเช้ือ N. parvum ซึ่งมี telemorph เปน B. parva และเช้ือรา Fusicoccum 
aesculi ซึ่งมี telemorph เปน B. dothidea โดยเช้ือราท่ีทําใหเกิดอาการขั้วผลเนา เปนเช้ือรากลุมใหญที่มีความหลากหลายใน
ชนิดของเชื้อ ลักษณะอาการที่พบบนพืชจะคลายคลึงกัน และสามารถพบไดในไมผลยืนตนหลายชนิด (Marques, et al., 
2013) จากรายงานของ Slippers, et al. (2005) ที่ไดรายงานเช้ือรา N. parvum และ B. dothidea ในมะมวงจากหลายๆสวน
ของโลก และรายงานของ Huang and Wang (2011) ที่ไดสํารวจพบเชื้อกลุมเดียวกันใน Araucariaceae ของประเทศไตหวัน 
เช้ือราในกลุมเดียวกันนี้ก็ไดพบในการศึกษาคร้ังนี้ดวย ดวย โดย Alves, et al. (2008) พบวา เช้ือรา L. theobromae ซึ่งมี 
telemorph เปน B. rhodina มีความแตกตางจาก L. parva ซึ่งมี telemorph เปน N. parvum ซึ่งในการทดลองคร้ังนี้เปนเช้ือรา 
L5 (Si Sa Ket) และ L7 (Suphan Buri) 

การตรวจสอบลําดับเบสจากฐานขอมูลสากล โดยที่เช้ือรากลุม Botryospheariaceae ของประเทศไทย ยังไมมี
รายงานการพบและการศึกษาเก่ียวกับฐานขอมูลดีเอ็นเอมากนัก ทั้งนี้นักวิจัยจะรายงานการเกิดโรคจากตัวอยางพืช และ
ลักษณะโคโลนีวาเปนเช้ือรา Lasiodiplodia sp.หรือเช้ือรา Diplodia sp.ที่จะมีอาการและลักษณะเชื้อที่ใกลเคียงกัน ขอมูลนี้
แสดงใหเห็นวา การใชฐานขอมูลทางพนัธุกรรม genebank เพื่อการจําแนกเชื้อที่พบในประเทศไทย ยังตองอาศัยความรวมมือ
ในการศึกษาเพิ่มมากขึ้น โดยเฉพาะเชื้อรากลุมที่ทําใหเกิดปญหาในระบบการสงออก และความรวมมือในการศึกษาเก่ียวกับ
ความหลากหลายของเชื้อราท่ีพบในทรงพุมของไมผลที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ  

 
สรุป 

ขอมูลของฐานพันธุกรรม และการสํารวจเช้ือในกลุม Botryosphaeriaceae ของไมผลที่มีการสงออก จําเปนตองไดรับ
การทบทวนและตรวจสอบในพื้นที่ผลิต เนื่องจากในการศึกษาน้ีไดพบวา เช้ือราที่ทาํใหเกิดอาการขั้วผลเนามะมวงในประเทศ
ไทย ไมไดมีขอมูลทางพันธุกรรมตรงกับเช้ือรา L. theobromae แตมีความใกลเคียงกับเช้ือรา B. dothidea และ N. parvum ซึ่ง
มีรายงานพบในมะมวงของออสเตรเลีย และบราซิล ผลตรวจพบดังกลาวแสดงวาฐานขอมูล gene bank และรวมไปถึงการ
สํารวจเช้ือราในกลุม Botryosphaeriaceae ในแปลงไมผลของประเทศไทยตองมีการพัฒนา 

 
ขอขอบคุณ 

ภาควิชาโรคพืช และสาขาเทคโนโลยีชีวภาพฯ คณะเกษตร กําแพงแสน สนับสนุนสถานท่ี และคาใชจายบางสวน 
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