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Abstract 
Durian fruit rot disease caused by Lasiodiplodia species is a serious problem of durian exporting market. 

A high incidence of Lasiodiplodia theobromae has been reported in Thailand. This research aimed to characterize 
the Lasiodiplodia species associated with durian fruit rot disease in Thailand currently. Samples of diseased 
durian fruit were collected from different producing areas in the Eastern, North-eastern and Southern of Thailand. 
Identification of 30 fungal isolates was obtained and based on morphological and cultural characteristics as well 
as sequence data of the rDNA internal transcribed spacer region (ITS) and translation elongation factor 1-α (EF1- 
α). The DNA sequences of both loci were analyzed and deposited in GenBank. All isolates on half potato dextrose 
agar (half  PDA) grew rapidly and showed similar colony features with grey to dark grey mycelia. In addition to the 
following data of ITS and EF1- α were identified as Lasiodiplodia species (L. theobromae, L. pseudotheobromae 
and L. parva). Inoculation trial with Lasiodiplodia species collected from durian fruit consequently produced the 
typical lesions on ripened durian fruit.  
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บทคดัยอ 

โรคผลเนาทุเรียนท่ีเกิดจากเชื้อรา Lasiodiplodia เปนปญหาสําคญัในการสงออกทุเรียนสูประเทศปลายทาง ในอดีตมี
การรายงานวาพบเชื้อรา Lasiodiplodia theobromae มากในประเทศไทย  การวจิัยน้ีจงึมวีัตถุประสงคเพ่ือระบุชนิดของเชื้อรา 
Lasiodiplodia spp. สาเหตุโรคผลเนาทุเรียนในประเทศไทยในปจจุบัน โดยเก็บตวัอยางจากพ้ืนท่ีปลูกทุเรียนภาคตะวันออก 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต ท้ังหมด 30 ไอโซเลท นํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมกับขอมูลทางชีวโมเลกุล 
โดยศึกษาขอมูลทางพันธกุรรมของเชื้อราท่ีตาํแหนง internal transcribed spacer region (ITS) และ translation elongation 
factor 1-α (EF1- α) วิเคราะหความเหมือนของลําดับเบส เปรียบเทียบและนําสงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดเขาสู GenBank 
พบวา เชื้อราทุกไอโซเลทเจริญอยางรวดเร็วบนอาหาร half potato dextrose agar (half PDA) และมีลักษณะเสนใยสีเทาถงึ
เทาเขมไมแตกตางกัน นอกจากน้ีขอมูลลําดับเบสบริเวณ ITS และ EF1- α มีความใกลเคียงกับเชื้อรา L. theobromae,  
L. pseudotheobromae และ L. parva การพิสูจนการเปนเชื้อสาเหตุโรคของเชื้อรา Lasiodiplodia spp. พบวาเชื้อราสามารถ
กอโรคผลเนาทุเรียนในระยะสุกแกเต็มท่ีได  
คําสําคัญ : โรคผลเนาทุเรียน  EF1-α  เชื้อราสาเหตุโรค 

 
คํานํา 

เชื้อรา Lasiodiplodia sp. เปนเชื้อราสาเหตุโรคผลเนา ลําตนเนา Canker และ die back กับไมยืนตนและไมผล
หลายชนิดในพ้ืนท่ีเขตรอนและเขตกึ่งรอน (Ismail et al., 2012) ประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อรา L. theobromae กอโรค
ผลเนาทุเรียนในป พ.ศ. 2539 ซึ่งทําการจาํแนกชนิดของเชื้อราโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเทาน้ัน (สมศิริ และ คณะ, 
2539) ในปจจุบันมีการใชเคร่ืองมือเพ่ือศึกษาขอมูลทางชีวโมเลกุลประกอบกับขอมูลทางสัณฐานวิทยาเพ่ือจดัจําแนกชนิดของ
เชื้อราสกุล Lasiodiplodia ซึง่มคีวามแมนยําและเปนท่ียอมรับในระดับสากล จากงานวิจยัท่ีผานมาพบวา การวิเคราะหขอมูล
ทาง phylogenetic ของตําแหนง ITS รวมกับ EF1- α มีประสิทธิภาพในการจําแนกสปชีสของเชื้อราสกุล Lasiodiplodia ไดด ี
(Alves et al., 2008) จากขอมูลขางตนจึงนํามาซึง่การวิจยัจัดจําแนกชนิดของเชื้อรา Lasiodiplodia สาเหตุโรคผลเนาทุเรียนใน
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ประเทศไทย ดวยขอมูลทางสัณฐานวิทยารวมกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1- α เพ่ือยืนยันชนิดของเชื้อราให
ถูกตองและเปนปจจุบัน 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1. การแยกเชื้อราจากเนื้อเย่ือของทุเรียนที่เปนโรคผลเนาและการจัดจําแนกเชือ้ราโดยสณัฐานวิทยา 

นําเปลือกทุเรียนจากผลทุเรียนท่ีแสดงอาการผลเนามาแยกเชื้อดวยวธิี tissue transplanting technique จากน้ันเล้ียง
เชื้อราบน half PDA บมไวท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน ตรวจสอบลักษณะเสนใยของเชื้อราทุกไอโซเลท ศึกษา
ลักษณะและการสราง pycnidia และโคนิเดีย (conidia) โดยวางใบทุเรียนขนาด 1 ตารางเซนตเิมตร บนอาหาร half PDA ตัด
ปลายเสนใยของเชื้อรา วางลงบนกึ่งกลางจานอาหารเล้ียงเชื้อ บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั เมื่อเชื้อราสราง 
pycnidia สมบูรณบนใบทุเรียน นําใบไปเขาสูกระบวนการตดัดวยเทคนิค microtome technique ใบทุเรียนสวนหน่ึงยายลงบน
กระดาษกรองท่ีผานการน่ึงฆาเชือ้ เมื่อโคนิเดียปลดปลอยออกจาก pycnidia แตะมาวางบนสไลดแกวแลวสองดูภายใตกลอง 
compound microscope บันทึกลักษณะของโคนิเดยีพรอมวดัขนาด ในสวนของการทดสอบความสามารถในการกอโรค 
(Pathogenicity test) ทําโดยเล้ียงเชื้อรา  Lasiodiplodia spp. บนอาหาร half PDA บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 
7 วัน ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนตเิมตร ท่ีเผาไฟฆาเชือ้แลว เจาะท่ีขอบของโคโลนี นําชิ้นวุนท่ีมีเสนใยเชื้อ
ราแปะลงบนผลทุเรียนบริเวณท่ีถกูทําแผลไวดวยเขม็เขีย่ลึก 0.5 เซนติเมตร ใชเทปกาวใสแปะทับชิน้วุนเพ่ือปองกันการหลนของ
ชิ้น ทําการปลูกเชื้อ 3 ซ้ําตอ 1 ไอโซเลท จากน้ันนําผลทุเรียนไปเก็บในหองท่ีมีความชื้นสูงเปนเวลา 2 วัน แลวบมในหองท่ีมี
ความชื้นปกติตามสภาพแวดลอมเปนเวลา 4-5 วัน ทําการบันทึกขอมูลการเกิดโรคผลเนาเมือ่ผลทุเรียนสุกแกเต็มท่ีและเร่ิมมี
รอยแตกของเปลือก 
2. การจัดจําแนกเชื้อราโดยวิธทีางชวีโมเลกุล 

ทําการสกดั DNA ของเชื้อรา โดยนําเชื้อราเล้ียงในอาหารเหลว Complete medium เปนเวลา 2 วัน นําเสนใยมาซับ
ใหแหงแลวใสลงใน eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม extraction buffer 300 ไมโครลิตร จากน้ันบดดวยเคร่ือง drilling 
machine 1 นาที เพ่ือตีเสนใยใหแตก เติม chloroform 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจากน้ันปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที เปน
เวลา 5 นาที ยายสวนใส 300 ไมโครลิตร ใสหลอดใหม เตมิ 3 M sodium acetate 30 ไมโครลิตร และ iso-propanol 300 
ไมโครลิตร ปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาทีท้ิงสวนใส ละลายดวย 70% EtOH (4 องศาเซลเซยีส) 200 ไมโครลิตร 
ปนเหวี่ยง 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาที เท 70% EtOH ท้ิงแลวผ่ึงใหแหง 30 นาที เติม deionizied water 30 ไมโครลิตร 
นํา DNA ท่ีสกัดไดไปวัดคุณภาพและปริมาณดวยเคร่ือง Biodrop นํา DNA ท่ีไดมาทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction 
(PCR) เพ่ือเพ่ิมจาํนวน DNA โดยใช ITS1-4 primer และ EF1-α primer จากน้ันนํา PCR product ท่ีไดสง sequence ท่ีบริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลี เพ่ือทราบลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อราท้ัง 2 บริเวณ ระบุชนิดของเชื้อราโดยเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทดกับฐานขอมูล GenBank และวิเคราะหความสัมพันธดวย Phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม MEGA7  
 

ผล 
1. การแยกเชื้อราจากเนื้อเย่ือของทุเรียนที่เปนโรคผลเนาและการจัดจําแนกเชือ้ราโดยสณัฐานวิทยา 

เมื่อศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชื้อราพบวา เสนใยเจริญเร็วขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 ซม. ภายใน 2-3 วัน 
บนอาหาร PDA ในระยะแรกเสนใยมีสีขาวแลวเปล่ียนเปนสีเทาเขมเมื่ออายมุากขึ้น (Figure 1A)โครงสรางสืบพันธุแบบไม
อาศัยเพศเรียกวา pycnidia (Figure 1B)ลักษณะคลายนํ้าเตามโีคนิเดียอยูภายใน เมื่อ pycnidia เจริญเต็มท่ีจะปลดปลอย 
โคนิเดียใสไมมี septate ออกมาซึ่งเปนระยะ Immature (Figure 1C) เมื่อผานไป 5-24 ชั่วโมง โคนิเดียเร่ิมเปล่ียนเปนสีนํ้าตาล
เขมขึ้นและมี 1 septate เปนระยะ Mature (Figure 1D) เมื่อวัดขนาดของโคนิเดยี พบวามีขนาด  22.24-26.68x12.24-13.66 
(Figure 1D), 21.32-27.71x9.57-13.64 (Figure 1E)และ16.74-24.01x8.82-13.79 µm (Figure 1F) ตามลําดับ 
จากการทดสอบความสามารถในการกอโรคของเชือ้รา Lasiodiplodia spp. ทุกไอโซเลท พบวาเชื้อราทุกไอโซเลทสามารถ
กอใหเกิดโรคผลเนาทุเรียนได อาการแผลระยะเร่ิมตนเน้ือเยื่อเปลือกมีสีนํ้าตาลเปนวงกลม ตอมาแผลเร่ิมลุกลามตามแนวพูของ
ทุเรียน ระหวางหนามสีดํา อาจมเีสนใยของเชื้อราขึ้นบริเวณหนาม 
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Figure 1  Characteristics of Lasiodiplodia spp. (A) colony, (B) pycnidium. (C,D) immature and mature conidia of  
L. theobromae (E) L. pseudotheobromae and (F) L. parva  

 
2. การจัดจําแนกเชื้อราโดยวิธทีางชวีโมเลกุล  

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1-α ท่ีไดไปตรวจสอบกับฐานขอมูลใน GenBank และนํามาวิเคราะห
ความสัมพันธตามแผนภาพ Phylogenetic tree (Figure 2) พบวา แตละไอโซเลทมคีวามใกลเคยีงกับเชื้อรา L. theobromae,  
L. pseudotheobromae และ L. parva จํานวน 26 2 และ 2 ไอโซเลท ตามลําดับ 
  

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 

 
 

Figure 2   Maximum-likelihood tree obtained from combined alignment of internal transcribed spacer region (ITS) 
and translation elongation factor 1-α (EF1- α) sequence data with bootstrap support value. The tree is 
drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions per site. 

 

A B C D E F 

L. theobromae CBS 111530 

L. theobromae CBS 164.96 

L. parva CBS 456.78 
L. parva CBS 494.78 

L. lignicola strain CBS 134112 

 

L. pseudotheobromae CBS 447.62 
L. pseudotheobromae CBS 116459 

Diplodia mutila strain CBS 112553 
Botryosphaeria fabicerciana CBS 127193 

Aplosporella artocarpi CPC 22791 
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วิจารณผล 
จากผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Lasiodiplodia spp. พบวาลักษณะเสนใยของเชื้อรา pycnidia รูปทรง 

สีและขนาดของโคนิเดียแตละไอโซเลทมีความใกลเคียงกันมากทําใหยากตอการจาํแนกชนิดของเชือ้รา (Slippers et al., 2013) 
จึงนําขอมูลมาวิเคราะหรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1-α จากน้ันหาความสัมพันธบนแผนภาพ Phylogenetic 
tree พบวาตวัอยางเชื้อรามีความใกลเคียงกับ L. theobromae L. pseudotheobromae และ L. parva  ซึ่งบงชีว้าการศกึษา
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1-α น้ันมีประสิทธิภาพในการระบุชนิดของเชื้อราในสกุลน้ีไดสอดคลองกับรายงานของ 
Dissanayake et al. (2016) ซึ่งจัดจําแนกเชื้อราสกุล Botryosphaeria, Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia และ 
Neofusicoccum ไดเชนกัน จากผลการวจิัยน้ีกลาวไดวาในปจจบัุนเชื้อรา Lasiodiplodia spp. ท่ีเปนเชื้อสาเหตุโรคผลเนา
ทุเรียนในประเทศไทยน้ันมีความหลากหลายมากขึ้นจากอดีตท่ีพบเพียง L. theobromae เมื่อจําแนกโดยลักษณะสัณฐาน 
เพียงอยางเดยีว (สมศิริ และ คณะ, 2539) นอกจากน้ี Trakunyingcharoen et al. (2015) ไดรายงานวา ในประเทศไทยพบ  
L. pseudotheobromae กอโรคผลเนากับอโวกาโดและโรค canker บนลําตนของยางพารา L. theobromae กอโรค canker 
กับมะมวงและโรค dieback กับสนสามใบ ละมุด ชมพู และเงาะ เปนตน (Chirawut, 2014) ขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นถึง
ความหลากหลายของพืชอาศัยท่ีเชื้อรากลุมน้ีสามารถเขาทําลายได ฉะน้ันการระบุชนิดของเชื้อสาเหตุโรคใหชดัเจนเพ่ือ
ประโยชนในการปองกันควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคอยางตรงจดุและมีประสิทธิภาพตอไป 

 
สรุป 

เชื้อรา Lasiodiplodia spp. สามารถกอใหเกิดโรคผลเนาทุเรียนได การจดัจาํแนกชนิดของเชื้อราดังกลาว ดวยวิธีทาง
สัณฐานวิทยาประกอบกับขอมูลทางชวีโมเลกุล พบวา L. theobromae, L. pseudotheobromae และ L. parva เปนเชื้อรา
สาเหตุโรคท่ีแพรกระจายอยูในภาคตะวันออก ภาคใต และภาคเหนือตอนลางของประเทศไทยในปจจุบัน โดยสวนใหญพบ  
L. theobromae มากท่ีสุด (รอยละ 87)  

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณหองปฏิบัติการโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วและโรคเมล็ดพันธุ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร ท่ีใหการสนับสนุนในเร่ืองของอุปกรณและสถานท่ีท่ีใชในการวิจัย งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนจากศูนย
นวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว  สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศกึษา  กทม.  
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