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Abstract 
Rambutan is an economically important fruit crop in Thailand. Most of the production is for domestic 

consumption and also export in fresh and processed forms. However, fruit rot caused by numerous genera of 
plant pathogenic fungi during storage is the important disease reducing the quantity and quality of the fruit. The 
study of some rambutan pathogens in Thailand is infrequently. This research aims were to study on the infection of 
the fungal pathogen including its conidial germination, and to identify the pathogens using molecular technique. 
The causal agents of fruit rot were obtained from diseased fruits which harvested from rambutan growing areas: 
Chanthaburi, Trat and Rayong provinces. The result revealed that there were 6 isolates of the pathogenic fungi 
consisted of CMK-1, CK-1, TB-1, TKS-1, TKP-2 and RM-3. These pathogens could infect the fruit tissues and 
expressed the symptoms with browning areas (1 cm in diameter) within 4 days after inoculation. The colony of the 
pathogens on PDA is flat with green concentric ring spore masses. The fungi produced conidia with 6.5-8 x 2.5-3 
μm, hyaline and oval shaped. Conidia could germinate within 6 hr on WA. In Thailand, these morphological 
characteristics of the pathogens have been previously referred to the genera of Greeneria sp. In our study, six 
isolates were investigated by the nucleotide sequencing analysis of rDNA-ITS regions. It was shown that PCR 
products of all isolates (about 650 base pairs), were similar to the genus Lasmenia sp. CBS 124122 (Accession 
no. GU797405) with 80-90% identity. The knowledge obtained from this study will be useful for investigation on 
fruit rot disease of rambutan for future research. 
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บทคัดยอ 

เงาะเปนไมผลเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย การผลิตสวนใหญเพื่อการบริโภคภายในประเทศ และสงออก
ตางประเทศทั้งในรูปของผลสดและแปรรูป  อยางไรก็ตามโรคผลเนาระหวางการเก็บรักษากลับเปนปญหาสําคัญที่สงผลกระทบ
ตอคุณภาพและปริมาณของผลผลิตเงาะ โดยมีกลุมเช้ือราหลายสกุลที่เปนสาเหตุของโรค ซึ่งบางสกุลยังมีการศึกษากันนอย 
ดังนั้นในงานวจิัยนี้จึงมุงเนนศึกษาการเขาทําลาย รวมทั้งการงอกของสปอร และการจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคโดยวิธีชีว
โมเลกุล โดยทําการแยกเช้ือราจากผลเงาะท่ีแสดงอาการผลเนาจากแหลงปลูก 3 จังหวัด คือ จังหวัดจันทบุรี ตราด และระยอง 
พบเชื้อราจํานวน 6 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท CMK-1, CK-1, TB-1, TKS-1, TKP-2 และ RM-3 โดยเช้ือราดังกลาวทําใหเนื้อเย่ือ
พืชเกิดการติดเชื้อและปรากฏอาการแผลสีน้ําตาลขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 cm หลังจากปลูกเช้ือ 4 วัน เชื้อราทั้ง 6 ไอโซเลท
สรางเสนใยใสเจริญราบไปบนผิวหนาอาหารและสรางกลุมสปอรสีเขียวเจริญซอนกันเปนชั้นบนอาหาร PDA เช้ือราสรางสปอรมี
ขนาด 6.5-8 x 2.5-3 μm ลักษณะใส เซลลเดียว รูปรางรี สปอรของเช้ือราสามารถงอกบนอาหาร WA ไดภายใน 6 hr ซึ่ง
รายงานในประเทศไทยที่ผานมาไดระบุชื่อสกุลตามลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อราดังกลาวคือ Greeneria sp. แตเม่ือ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ rDNA บริเวณ ITS พบวาไดผลผลิต PCR ขนาด 650 คูเบส ซ่ึงมีความคลายคลึงกับเช้ือรา
สกุล Lasmenia sp. CBS 124122 (Accession no. GU797405) ที่ความเหมือน 80-90% ซึ่งขอมูลที่ไดจากงานวิจัยนี้จะเปน
ประโยชนตอการศึกษาโรคผลเนาของเงาะในระดับที่สูงขึ้นตอไป 
คําสําคัญ: โรคผลเนาเงาะ, การงอกของสปอร, การจําแนกเชื้อรา 
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คํานํา 
เงาะเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย มีพื้นที่ปลูกที่สําคัญ ไดแก จังหวัดจันทบุรี ตราด ระยอง และบางสวน

ของภาคใต โดยผลผลิตสวนใหญใชบริโภคภายในประเทศ และสงออกไปตางประเทศ โรคผลเนาเงาะระหวางการเก็บรักษาเปน
ปญหาสําคัญที่สงผลตอคุณภาพและปริมาณของผลผลิตเงาะ ซึ่งมีเช้ือราหลายสกุลที่เปนสาเหตุโรค ดังเชนรายงานจากฮาวาย
พบวาเกิดจากเช้ือรา Lasmenia sp., Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp.,Gliocephalotrichum simplex และ 
Phomopsis sp. (Johnson et al., 1997; Sivakumar et al., 1998) สําหรับประเทศไทย สมศิริและคณะ (2540) ไดรายงาน
สาเหตุโรคผลเนาของเงาะที่เกิดจากเช้ือราสกุลเหลานี้ไวเชนเดียวกัน ยกเวนในสกุล Lasmenia โดยเช้ือรา Lasmenia นี้เร่ิมมี
รายงานพบวาเปนสาเหตุโรคผลเนาของเงาะในแหลงปลูกอื่นๆ เพิ่มมากขึ้น เชน ในป 2011 พบคร้ังแรกในแหลงปลูกเงาะท่ี
ประเทศเปอโตริโก (Serrato et al., 2011)  ซึ่งการศึกษาทางชีววิทยาของเชื้อราในสกุลนี้ยังไมคอยพบมากนัก  ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้จึงมุงเนนศึกษาการเขาทําลายและการงอกของสปอรของเช้ือรา Lasmenia ตลอดจนการจําแนกเชื้อราโดยวิธีศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุล เพื่อเปนขอมูลเบื้องตนในการศึกษาระดับที่สูงขึ้นตอไป 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1. แยกเช้ือราสาเหตุโรคและพิสูจนการกอโรค 
ซื้อผลเงาะพันธุโรงเรียนจากจังหวัดจันทบุรี ตราด และระยองในระยะผิวผลสีสมอมแดงขนสีเขียว นํามาวางใน

ตระกราที่มีความช้ืนสัมพัทธ 85% เปนเวลา 5 วันที่อุณหภูมิหอง (25-30ºC) สังเกตลักษณะอาการผลเนาที่เกิดขึ้น แยกเช้ือโดย
วิธี tissue transplanting เพื่อใหไดเช้ือราบริสุทธิ์ บันทึกลักษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และรูปรางสปอรภายใตกลอง
จุลทรรศน จากน้ันนําเช้ือราท่ีแยกไดมาทดสอบความสามารถในการกอโรคบนผลเงาะ โดยหยดสปอรแขวนลอยปริมาตร 20 μl 
(เขมขน 1.5 x106 spore/ml) ลงบนเปลือกผลเงาะท่ีผานการทําแผลลึก 1 มล.จํานวน 1 แผลตอผล วางแผนการทดลองแบบ 
CRD จํานวน 3 ซ้ํา ซ้ําละ 10 ผล บมผลเงาะในตะกราช้ืน เปนเวลา 7 วัน บันทึกลักษณะอาการของโรค  
2. ศึกษาการงอกของสปอรเช้ือรา 

หยดสปอรแขวนลอยของเช้ือราปริมาตร 100 μl ลงบนอาหาร WA เกล่ียสปอรใหกระจายท่ัวผิวหนาอาหาร บมจาน
เล้ียงเช้ือที่ 25ºC เปนเวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 hr วางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 3 ซ้ํา สุมนับเปอรเซ็นตการงอกของ
สปอร และวัดขนาดความยาวของ Germ tube ภายใตกลองจุลทรรศน จํานวน 400 สปอรตอซํ้า 
3. จําแนกชนิดของเช้ือราโดยวิธีชีวโมเลกุล 

เล้ียงเช้ือราท่ีผานการทํา single spore ในอาหาร PDB ที่เขยาในความเร็วรอบ 130 rpm เปนเวลา 72 ชั่วโมง เก็บเสน 
ใยเชื้อรามาสกัด DNA โดยใชชุดสกัด (DNeasy® Plant Mini Kit; QIAGEN) จากนั้นนํา DNA ไปทําปฏิกิริยา PCR รวมกับ 
universal primer ITS1 และ ITS4 (ดัดแปลงจากวิธีการของ White et al.,1990) นําผลผลิต PCR มาตรวจสอบดวยวิธี Gel 
Electrophoresis บน Agarose gel ใน 0.5X TBE buffer ใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 100 โวลต นาน 35 นาที ยอม 
Agarose gel ดวย GelStarTM  (nucleic acid gel stain; LONZA, Rockland) นาน 10 นาที ตรวจแถบดีเอ็นเอใตแสง
อัลตราไวโอเลตดวยเคร่ือง Transluminator (BioRAD, USA) นําผลผลิต PCR สงไปบริษัทเพื่อตรวจหาลําดับเบสของดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS1-ITS4 rRNA นําลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทียบความใกลเคียงกับฐานขอมูลใน GenBank  
 

ผล 
1. แยกเช้ือราสาเหตุโรคและพิสูจนการกอโรค 

จากการแยกเช้ือราจากเงาะที่แสดงอาการผลเนา พบเชื้อราท่ีมีลักษณะสัณฐานวิทยาคลายกับเช้ือรา Greeneria 
spp. จํานวน 6 ไอโซเลท (ไอโซเลท CMK-1, CK-1, TB-1, TKS-1, TKP-2 และ RM-3) โดยเช้ือราสกุลดังกลาวพบมากเปน
อันดับตนๆ ของเชื้อราท่ีเปนสาเหตุโรค ซึ่งทั้ง 6 ไอโซเลท มีลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA เปนชั้นซอนกัน และสรางกลุมสปอรสี
เขียวเขม โดยแตละไอโซเลทมีรูปแบบการเจริญที่แตกตางกัน (Fig.1) เช้ือราทุกไอโซเลทมีลักษณะของสปอรคลายกันคือมีเซลล
เดียว ใส รูปรางกลมรีเล็กนอย หัวทายมน มีขนาด 6.5-8 x 2.5-3 μm (Fig. 2) และเม่ือนําเช้ือรามาทดสอบความสามารถในการ
กอโรค พบวา ทั้ง 6 ไอโซเลทสามารถกอใหเกิดโรคไดไมแตกตางกัน โดยจะทําใหเนื้อเย่ือเปลือกผลเงาะชํ้าเปนสีคลํ้าในชวงแรก 
ตอมาเปล่ียนเปนสีน้ําตาล มีขนาดแผลประมาณ 1 ซม. ที่ 3-4 วันหลังจากปลูกเช้ือ อาการเนาจะลุกลามอยางชาๆ เช้ือรา
สามารถเขาทําลายที่เนื้อผล ตอมาแผลจะคอยๆ ยุบตัวและแหงเปนสีน้ําตาลเขม (Fig. 3) 
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2. ศึกษาการงอกของสปอรเช้ือรา 
จากการศึกษาการงอกของสปอรเช้ือราไอโซเลท CK-1 ซึ่งใชเปนตัวแทนในการศึกษา พบวา สปอรเร่ิมงอกที่ 6 hr บน

อาหาร WA โดยพบการงอก 51.3% และมีความยาว germ tube เฉล่ีย 36.7 μm  germ tube มีการเจริญยืดยาวมากขึ้นที่ 12 
hr และมีการเจริญเปนเสนใยแตกเปนสาขาต้ังแต 18 hr. เปนตนไป (Fig. 4) 
3. จําแนกชนิดของเช้ือราโดยวิธีชีวโมเลกุล 

เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ rDNA ITS พบวาไดผลผลิต PCR ขนาด 650 คูเบส เม่ือวิเคราะหหาลําดับเบส
ที่ไดกับลําดับเบสของเชื้อราท่ีใกลเคียงกันในฐานขอมูล (database) ของ NCBI โดยใชโปรแกรม BLAST พบวาเช้ือรา 5 ไอโซ
เลท (CMK-1, CK-1, TKS-1, TKP-2 และ TB-1) มีความคลายคลึงกับเช้ือราสกุล Lasmenia sp. CBS 124122 (Accession 
no. GU797405.2) ที่ความเหมือน 90% ในขณะท่ีไอโซเลท RM-3 มีความคลายคลึงกับเช้ือราในฐานขอมูลดังกลาว ที่ความ
เหมือน 80% (Fig. 5)  
 

       
,        
           
 
 
 

Figure 3  Rambutan fruit rot diseases caused by artificial inoculation of Lasmenia sp. isolates A) CMK-1, B) CK-1, 
C) TKS-1, D) TB-1, E) TKP-2 and F) RM-3, incubated at room temperature (25-30ºC) for 4 days 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 4  Spore germination of Lasmenia sp. isolate CK-1 at different periods of time  A) 0 hr, B) 6 hr, C) 12 hr, D) 

18 hr and E) 24 hr 
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Figure 1  Colony characteristics of Lasmenia spp. 
on PDA incubated at 25ºC for 7 days  A) 
CMK-1, B) CK-1, C) TKS-1, D) TB-1, E) 
TKP-2 and F) RM-3  

Figure 2  Spore characteristics of Lasmenia spp. on 
PDA, A) CMK-1, B) CK-1, C) TKS-1, D) TB-1, 
E) TKP-2 and F) RM-3   
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วิจารณผลการทดลอง 
เช้ือรา Lasmenia spp. ทั้ง 6 ไอโซเลทมีลักษณะการเจริญของโคโลนี รูปรางและขนาดของสปอรใกลเคียงกับเช้ือรา 

Greeneria spp. (นิพนธ, 2542)  เม่ือวิเคราะหแผนภาพความสัมพันธ (Phylogenetic tree) โดยวิธี neighbor-joining พบวามี
จํานวน 5 ไอโซเลท (CMK-1, CK-1, TKS-1, TKP-2 และ TB-1) มีความสัมพันธใกลชิดกับเช้ือราสกุล Lasmenia sp. CBS 
124122 (Accession no. GU797405.2)  ซึ่งสอดคลองกับการรายงานของ Senanayake et al. (2017) ที่ไดจัดจําแนกเชื้อรา
ในวงศ Diaporthales พบวาเช้ือรา Lasmenia spp. ถูกจัดอยูคนละกลุมสายสัมพันธกับเช้ือรา Greeneria spp. สวนเชื้อรา 
Lasmenia ไอโซเลท RM-3 นั้น ถึงแมจะมีขนาดและรูปรางของสปอรใกลเคียงกับเช้ือรา Lasmenia ทั้ง 5 ไอโซเลท แตกลับมี
ความแตกตางทางสายสัมพันธกับเช้ือรา Lasmenia sp. CBS 124122 (Accession no. GU797405.2) ซึ่งอาจมีสาเหตุ
เนื่องมาจากลําดับเบสมีความแตกตางจากทั้ง 5 ไอโซเลท รวมทั้งไอโซเลท RM-3 มีรูปแบบของการเจริญเติบโตของโคโลนีที่
แตกตางไปจาก 5 ไอโซเลท 

 
Figure 5  The neighbor-joining tree based on rDNA-ITS nucleotide sequence 6 isolates causing agent fruit rot 

disease of rambutan. comparing with those of Lasmenia sp., Greeneria uvicola and Colletotrichum 
gloeosporioides from EMBL and NCBI database via MEGA program 5.0 (bootstrap 1000 replicates) 

 

สรุป 
เช้ือรา Lasmenia ทั้ง 6 ไอโซเลท ที่กอใหเกิดโรคผลเนาของเงาะในแหลงปลูกจังหวัดจันทบุรี ตราด และระยอง มี 

ลักษณะการเจริญบนอาหาร PDA แตกตางกัน แตผลิตสปอรที่มีรูปรางและขนาดใกลเคียงกัน รวมทั้งมีความสามารถในการกอ
โรคไดไมแตกตางกัน เม่ือนําเช้ือรามาวิเคราะหลําดับเบสสามารถระบุไดวามีความคลายคลึงกับเช้ือราสกุล Lasmenia sp. 
CBS 124122 (Accession no. GU797405.2) ที่ความเหมือน 80-90% ซึ่งยังไมสามารถระบุชนิด (species) ของเช้ือราได  
 

คําขอบคุณ 
ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียวผูใหทุนสนับสนุนงานวิจัย 
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