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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.  
Keywords : Durian fruit rot disease, EF1-α, fungal agent  

 
บทคดัยอ 

โรคผลเนาทุเรียนท่ีเกิดจากเชื้อรา Lasiodiplodia เปนปญหาสําคญัในการสงออกทุเรียนสูประเทศปลายทาง ในอดีตมี
การรายงานวาพบเชื้อรา Lasiodiplodia theobromae มากในประเทศไทย  การวจิัยน้ีจงึมวีัตถุประสงคเพ่ือระบุชนิดของเชื้อรา 
Lasiodiplodia spp. สาเหตุโรคผลเนาทุเรียนในประเทศไทยในปจจุบัน โดยเก็บตวัอยางจากพ้ืนท่ีปลูกทุเรียนภาคตะวันออก 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต ท้ังหมด 30 ไอโซเลท นํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมกับขอมูลทางชีวโมเลกุล 
โดยศึกษาขอมูลทางพันธกุรรมของเชื้อราท่ีตาํแหนง internal transcribed spacer region (ITS) และ translation elongation 
factor 1-α (EF1- α) วิเคราะหความเหมือนของลําดับเบส เปรียบเทียบและนําสงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดเขาสู GenBank 
พบวา เชื้อราทุกไอโซเลทเจริญอยางรวดเร็วบนอาหาร half potato dextrose agar (half PDA) และมีลักษณะเสนใยสีเทาถงึ
เทาเขมไมแตกตางกัน นอกจากน้ีขอมูลลําดับเบสบริเวณ ITS และ EF1- α มีความใกลเคียงกับเชื้อรา L. theobromae,  
L. pseudotheobromae และ L. parva การพิสูจนการเปนเชื้อสาเหตุโรคของเชื้อรา Lasiodiplodia spp. พบวาเชื้อราสามารถ
กอโรคผลเนาทุเรียนในระยะสุกแกเต็มท่ีได  
คําสําคัญ : โรคผลเนาทุเรียน  EF1-α  เชื้อราสาเหตุโรค 

 
คํานํา 

เชื้อรา Lasiodiplodia sp. เปนเชื้อราสาเหตุโรคผลเนา ลําตนเนา Canker และ die back กับไมยืนตนและไมผล
หลายชนิดในพ้ืนท่ีเขตรอนและเขตกึ่งรอน (Ismail et al., 2012) ประเทศไทยมีรายงานการพบเชื้อรา L. theobromae กอโรค
ผลเนาทุเรียนในป พ.ศ. 2539 ซึ่งทําการจาํแนกชนิดของเชื้อราโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเทาน้ัน (สมศิริ และ คณะ, 
2539) ในปจจุบันมีการใชเคร่ืองมือเพ่ือศึกษาขอมูลทางชีวโมเลกุลประกอบกับขอมูลทางสัณฐานวิทยาเพ่ือจดัจําแนกชนิดของ
เชื้อราสกุล Lasiodiplodia ซึง่มคีวามแมนยําและเปนท่ียอมรับในระดับสากล จากงานวิจยัท่ีผานมาพบวา การวิเคราะหขอมูล
ทาง phylogenetic ของตําแหนง ITS รวมกับ EF1- α มีประสิทธิภาพในการจําแนกสปชีสของเชื้อราสกุล Lasiodiplodia ไดด ี
(Alves et al., 2008) จากขอมูลขางตนจึงนํามาซึง่การวิจยัจัดจําแนกชนิดของเชื้อรา Lasiodiplodia สาเหตุโรคผลเนาทุเรียนใน
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ประเทศไทย ดวยขอมูลทางสัณฐานวิทยารวมกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1- α เพ่ือยืนยันชนิดของเชื้อราให
ถูกตองและเปนปจจุบัน 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1. การแยกเชื้อราจากเนื้อเย่ือของทุเรียนที่เปนโรคผลเนาและการจัดจําแนกเชือ้ราโดยสณัฐานวิทยา 

นําเปลือกทุเรียนจากผลทุเรียนท่ีแสดงอาการผลเนามาแยกเชื้อดวยวธิี tissue transplanting technique จากน้ันเล้ียง
เชื้อราบน half PDA บมไวท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน ตรวจสอบลักษณะเสนใยของเชื้อราทุกไอโซเลท ศึกษา
ลักษณะและการสราง pycnidia และโคนิเดีย (conidia) โดยวางใบทุเรียนขนาด 1 ตารางเซนตเิมตร บนอาหาร half PDA ตัด
ปลายเสนใยของเชื้อรา วางลงบนกึ่งกลางจานอาหารเล้ียงเชื้อ บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั เมื่อเชื้อราสราง 
pycnidia สมบูรณบนใบทุเรียน นําใบไปเขาสูกระบวนการตดัดวยเทคนิค microtome technique ใบทุเรียนสวนหน่ึงยายลงบน
กระดาษกรองท่ีผานการน่ึงฆาเชือ้ เมื่อโคนิเดียปลดปลอยออกจาก pycnidia แตะมาวางบนสไลดแกวแลวสองดูภายใตกลอง 
compound microscope บันทึกลักษณะของโคนิเดยีพรอมวดัขนาด ในสวนของการทดสอบความสามารถในการกอโรค 
(Pathogenicity test) ทําโดยเล้ียงเชื้อรา  Lasiodiplodia spp. บนอาหาร half PDA บมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 
7 วัน ใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนตเิมตร ท่ีเผาไฟฆาเชือ้แลว เจาะท่ีขอบของโคโลนี นําชิ้นวุนท่ีมีเสนใยเชื้อ
ราแปะลงบนผลทุเรียนบริเวณท่ีถกูทําแผลไวดวยเขม็เขีย่ลึก 0.5 เซนติเมตร ใชเทปกาวใสแปะทับชิน้วุนเพ่ือปองกันการหลนของ
ชิ้น ทําการปลูกเชื้อ 3 ซ้ําตอ 1 ไอโซเลท จากน้ันนําผลทุเรียนไปเก็บในหองท่ีมีความชื้นสูงเปนเวลา 2 วัน แลวบมในหองท่ีมี
ความชื้นปกติตามสภาพแวดลอมเปนเวลา 4-5 วัน ทําการบันทึกขอมูลการเกิดโรคผลเนาเมือ่ผลทุเรียนสุกแกเต็มท่ีและเร่ิมมี
รอยแตกของเปลือก 
2. การจัดจําแนกเชื้อราโดยวิธทีางชวีโมเลกุล 

ทําการสกดั DNA ของเชื้อรา โดยนําเชื้อราเล้ียงในอาหารเหลว Complete medium เปนเวลา 2 วัน นําเสนใยมาซับ
ใหแหงแลวใสลงใน eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม extraction buffer 300 ไมโครลิตร จากน้ันบดดวยเคร่ือง drilling 
machine 1 นาที เพ่ือตีเสนใยใหแตก เติม chloroform 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจากน้ันปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที เปน
เวลา 5 นาที ยายสวนใส 300 ไมโครลิตร ใสหลอดใหม เตมิ 3 M sodium acetate 30 ไมโครลิตร และ iso-propanol 300 
ไมโครลิตร ปนเหวี่ยง 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาทีท้ิงสวนใส ละลายดวย 70% EtOH (4 องศาเซลเซยีส) 200 ไมโครลิตร 
ปนเหวี่ยง 12,000 รอบ/นาที เปนเวลา 15 นาที เท 70% EtOH ท้ิงแลวผ่ึงใหแหง 30 นาที เติม deionizied water 30 ไมโครลิตร 
นํา DNA ท่ีสกัดไดไปวัดคุณภาพและปริมาณดวยเคร่ือง Biodrop นํา DNA ท่ีไดมาทําปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction 
(PCR) เพ่ือเพ่ิมจาํนวน DNA โดยใช ITS1-4 primer และ EF1-α primer จากน้ันนํา PCR product ท่ีไดสง sequence ท่ีบริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลี เพ่ือทราบลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อราท้ัง 2 บริเวณ ระบุชนิดของเชื้อราโดยเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทดกับฐานขอมูล GenBank และวิเคราะหความสัมพันธดวย Phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม MEGA7  
 

ผล 
1. การแยกเชื้อราจากเนื้อเย่ือของทุเรียนที่เปนโรคผลเนาและการจัดจําแนกเชือ้ราโดยสณัฐานวิทยา 

เมื่อศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเชื้อราพบวา เสนใยเจริญเร็วขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 ซม. ภายใน 2-3 วัน 
บนอาหาร PDA ในระยะแรกเสนใยมีสีขาวแลวเปล่ียนเปนสีเทาเขมเมื่ออายมุากขึ้น (Figure 1A)โครงสรางสืบพันธุแบบไม
อาศัยเพศเรียกวา pycnidia (Figure 1B)ลักษณะคลายนํ้าเตามโีคนิเดียอยูภายใน เมื่อ pycnidia เจริญเต็มท่ีจะปลดปลอย 
โคนิเดียใสไมมี septate ออกมาซึ่งเปนระยะ Immature (Figure 1C) เมื่อผานไป 5-24 ชั่วโมง โคนิเดียเร่ิมเปล่ียนเปนสีนํ้าตาล
เขมขึ้นและมี 1 septate เปนระยะ Mature (Figure 1D) เมื่อวัดขนาดของโคนิเดยี พบวามีขนาด  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 
จากการทดสอบความสามารถในการกอโรคของเชือ้รา Lasiodiplodia spp. ทุกไอโซเลท พบวาเชื้อราทุกไอโซเลทสามารถ
กอใหเกิดโรคผลเนาทุเรียนได อาการแผลระยะเร่ิมตนเน้ือเยื่อเปลือกมีสีนํ้าตาลเปนวงกลม ตอมาแผลเร่ิมลุกลามตามแนวพูของ
ทุเรียน ระหวางหนามสีดํา อาจมเีสนใยของเชื้อราขึ้นบริเวณหนาม 
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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  

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1-α ท่ีไดไปตรวจสอบกับฐานขอมูลใน GenBank และนํามาวิเคราะห
ความสัมพันธตามแผนภาพ Phylogenetic tree (Figure 2) พบวา แตละไอโซเลทมคีวามใกลเคยีงกับเชื้อรา 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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วิจารณผล 
จากผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Lasiodiplodia spp. พบวาลักษณะเสนใยของเชื้อรา pycnidia รูปทรง 

สีและขนาดของโคนิเดียแตละไอโซเลทมีความใกลเคียงกันมากทําใหยากตอการจาํแนกชนิดของเชือ้รา (Slippers et al., 2013) 
จึงนําขอมูลมาวิเคราะหรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1-α จากน้ันหาความสัมพันธบนแผนภาพ Phylogenetic 
tree พบวาตวัอยางเชื้อรามีความใกลเคียงกับ L. theobromae L. pseudotheobromae และ L. parva  ซึ่งบงชีว้าการศกึษา
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ EF1-α น้ันมีประสิทธิภาพในการระบุชนิดของเชื้อราในสกุลน้ีไดสอดคลองกับรายงานของ 
Dissanayake et al. (2016) ซึ่งจัดจําแนกเชื้อราสกุล Botryosphaeria, Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia และ 
Neofusicoccum ไดเชนกัน จากผลการวจิัยน้ีกลาวไดวาในปจจบัุนเชื้อรา Lasiodiplodia spp. ท่ีเปนเชื้อสาเหตุโรคผลเนา
ทุเรียนในประเทศไทยน้ันมีความหลากหลายมากขึ้นจากอดีตท่ีพบเพียง L. theobromae เมื่อจําแนกโดยลักษณะสัณฐาน 
เพียงอยางเดยีว (สมศิริ และ คณะ, 2539) นอกจากน้ี Trakunyingcharoen et al. (2015) ไดรายงานวา ในประเทศไทยพบ  
L. pseudotheobromae กอโรคผลเนากับอโวกาโดและโรค canker บนลําตนของยางพารา L. theobromae กอโรค canker 
กับมะมวงและโรค dieback กับสนสามใบ ละมุด ชมพู และเงาะ เปนตน (Chirawut, 2014) ขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นถึง
ความหลากหลายของพืชอาศัยท่ีเชื้อรากลุมน้ีสามารถเขาทําลายได ฉะน้ันการระบุชนิดของเชื้อสาเหตุโรคใหชดัเจนเพ่ือ
ประโยชนในการปองกันควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคอยางตรงจดุและมีประสิทธิภาพตอไป 

 
สรุป 

เชื้อรา Lasiodiplodia spp. สามารถกอใหเกิดโรคผลเนาทุเรียนได การจดัจาํแนกชนิดของเชื้อราดังกลาว ดวยวิธีทาง
สัณฐานวิทยาประกอบกับขอมูลทางชวีโมเลกุล พบวา L. theobromae, L. pseudotheobromae และ L. parva เปนเชื้อรา
สาเหตุโรคท่ีแพรกระจายอยูในภาคตะวันออก ภาคใต และภาคเหนือตอนลางของประเทศไทยในปจจุบัน โดยสวนใหญพบ  
L. theobromae มากท่ีสุด (รอยละ 87)  

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณหองปฏิบัติการโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วและโรคเมล็ดพันธุ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร ท่ีใหการสนับสนุนในเร่ืองของอุปกรณและสถานท่ีท่ีใชในการวิจัย งานวจิัยน้ีไดรับการสนับสนุนจากศูนย
นวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว  สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศกึษา  กทม.  
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