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บทคัดย่อ: การระบชุนิดเชือ้ราสาเหตโุรคผลเนา่ของมะมว่งเขียวเสวยเพ่ือการสง่ออกจากพืน้ท่ีการผลติใน
จงัหวดัเลย โดยแยกเชือ้ราสาเหตโุรคผลเนา่ได้จ�านวน 7 ไอโซเลต เม่ือน�ามาทดสอบความสามารถในการก่อ
โรค พบวา่ทกุไอโซเลตท�าให้เกิดอาการผลเนา่บนมะมว่งเขียวเสวย เม่ือระบสุกลุ (genus) โดยอาศยัลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยา พบวา่ ไอโซเลต KWS1 มีลกัษณะคล้ายกบั Colletotrichum sp. ไอโซเลต KWS4, KWS5, 
KWS6 และ KWS12 คล้ายกบั Lasiodiplodia sp. สว่น KWS7 และ KWS9 คล้ายกบั Fusicoccum sp. 
หลงัจากการระบชุนิด (species) ด้วยเทคนิคชีวโมเลกลุโดยเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอในสว่น internal transcribe 
spacer ของ rDNA (ITS1-5.8S-ITS2) และบริเวณ translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) gene 
ด้วยเทคนิค PCR พบวา่ ได้ PCR product ขนาด 500 และ 550 คูเ่บส ตามล�าดบั เม่ือน�าล�าดบันิวคลีโอไทด์
ไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมูล GenBank พบว่า ไอโซเลต KWS1 มีความเหมือนกับ Colletotrichum 
gloeosporioides ไอโซเลต KWS4 และ KWS6 มีความเหมือนกบั Lasiodiplodia pseudotheobromae      
ไอโซเลต KWS5 และ KWS12 มีความเหมือนกบั Lasiodiplodia theobromae ไอโซเลต KWS7 และ KWS9 
มีความเหมือนกบั Fusicoccum fabicercianum และ Neofusicoccum parvum ตามล�าดบั 
ค�ำส�ำคัญ: โรคผลเนา่, มะมว่ง, Botryosphaeriaceae species, เทคนิคชีวโมเลกลุ, พืน้ท่ีการผลติ

ABSTRACT: Identification of fungal pathogen causing fruit rot of Khiew Sawoey mango for export 
in production area of Loei province was conducted, the fruit rot pathogens were isolated, which 
derived seven isolates of fungi. Pathogenicity tests indicated that all of these fungal isolates were 
pathogenic on mango fruits. The 7 isolates of fungal pathogens causal agents were identified to 
general based on morphological characteristics. The result revealed that the isolate KWS1 related 
to Colletotrichum sp., and isolates KWS4, KWS5, KWS6, KWS12 similar to Lasiodiplodia sp., and 
KWS7, KWS9 similar to Fusicoccum sp. Molecular identification of those pathogens was performed. 
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The DNA fragment of internal transcribe spacer of rDNA (ITS1-5.8S-ITS2) and translation elongation 
factor 1-alpha (EF1-α) gene were amplified by PCR technique. The PCR products of 500 and 550 
bp were obtained, respectively. Results of nucleotide sequences comparison with GenBank data-
base indicated that the KWS1 was identical to Colletotrichum gloeosporioides, KWS4 and KWS6 
to Lasiodiplodia pseudotheobromae; KWS5 and KWS12 to Lasiodiplodia theobromae; KWS7 and 
KWS9 to Fusicoccum fabicercianum and Neofusicoccum parvum, respectively. 
Keywords: fruit rot disease, mango, Botryosphaeriaceae species, molecular technique, 
production area 

บทน�ำ

มะมว่ง (Mangifera indica Linn.) เป็นผลไม้
เศรษฐกิจท่ีมีความส�าคญัมากชนิดหนึง่ของประเทศไทย 
มีเนือ้ท่ีการผลิตไม้ผลมากท่ีสุดในประเทศ โดยในปี 
2559 มี 2,145,211 ล้านไร่ จ�านวนผลผลติออกสูต่ลาด
เป็นจ�านวน 3,243,559 ตนั ซึง่ตลาดตา่งประเทศมีความ
ต้องการมะมว่งเพ่ิมมากขึน้เร่ือย ๆ มะมว่งเขียวเสวยเป็น
มะมว่งท่ีได้รับความนิยมบริโภคและปลกูเพ่ือการส่ง
ออกตดิอนัดบัหนึง่ในสี่ของมะมว่งสง่ออก ในปี พ.ศ. 
2558 ประเทศไทยผลิตมะม่วงได้ปริมาณ 3,131,237 
ตนั คดิเป็นมลูคา่ 218,372.47 ล้านบาท ในจ�านวน
นีเ้ป็นมะมว่งน�า้ดอกไม้มลูคา่ประมาณ 59,556 ล้าน
บาท มะมว่งเขียวเสวย 88,300 ล้านบาท และมะมว่ง
คละชนิดประมาณ 70,515 ล้านบาท แหลง่ผลติมะมว่ง
เขียวเสวยเพ่ือการสง่ออกในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ
มีหลายพืน้ท่ี อาทิเชน่ จงัหวดัอดุรธานี ขอนแก่น 
และเลย แตแ่หลง่ผลติใหญ่เพ่ือการสง่ออกและเป็น
ตลาดกลางในการรับซือ้มะม่วงเขียวเสวยท่ีใหญ่
ท่ีสุดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือคือ หมูบ้่านบฮุม 
ต�าบลบฮุม อ�าเภอเชียงคาน จงัหวดัเลย ปัจจบุนัมี
พืน้ท่ีปลกูมะมว่ง 22,000 ไร่ เป็นมะมว่งเขียวเสวย
ร้อยละ 39.21 ของพืน้ท่ีปลกูทัง้หมด ผลผลติมะมว่ง
เขียวเสวยท่ีได้น�ามาบริโภคภายในประเทศและส่ง
ออกไปยงัตลาดตา่งประเทศ ได้แก่ ประเทศเวียดนาม 
จีน และมาเลเซีย โดยเฉพาะการส่งออกไปประเทศ
เวียดนามมีปริมาณประมาณ 1,000 - 2,000 ตนัตอ่ปี 
สามารถสร้างรายได้ให้กบัเกษตรกรปีละประมาณ 200 
ล้านบาท (ส�านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2559) ซึง่นบั
เป็นพืน้ท่ีส�าคญัของการผลติมะมว่งเขียวเสวย

ส�าหรับปัญหาส�าคัญในการผลิตมะม่วงของ
ประเทศไทย คือ โรคหลงัการเก็บเก่ียว เชน่ โรค
แอนแทรคโนส (Boonsiri and Siriphanich, 2007) 

โรคผลเนา่ และโรคขัว้ผลเนา่ (Sardsud et al., 2003) 
ส่งผลให้มะม่วงเน่าในระหว่างการเก็บรักษาและ
การขนสง่ คณุภาพของผลผลติไมไ่ด้มาตรฐาน และไม่
ตรงตามความต้องการของประเทศคูค้่า ในประเทศไทย
มีรายงานอาการผลเน่าเกิดจากเชือ้สาเหตโุรคพืชได้
หลายชนิด ได้แก่ เชือ้รา Colletotrichum gloeosporioides, 
Botryosphaeria dothidea, Lasiodiplodia theobromae 
(กรมวิชาการเกษตร, 2557) และในตา่งประเทศมี
รายงานเกิดจากเชือ้ C. gloeosporioides, Lasiodiplodia 
pseudotheobromae, L. theobromae, Phomopsis 
mangiferae (Lim et al., 2019), Neofusicoccum 
parvum และ Fusicoccum aesculi ท�าให้มีลกัษณะ
อาการของโรคผลเน่าท่ีหลากหลาย และมีความ
คล้ายคลงึกนัมาก แตเ่กิดจากเชือ้ราสาเหตโุรคตา่ง
ชนิดกนั การวินิจฉยัเชือ้สาเหตโุรคโดยพิจารณาลกัษณะ
อาการโรคและลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้อาจ
ก่อให้เกิดความคลาดเคลื่อนในการระบชุนิดของเชือ้
สาเหตโุรคได้ ทัง้นีก้ารระบชุนิด (species) ของเชือ้สาเหตุ
โรคผลเนา่ในพืน้ท่ีปลกูของจงัหวดัเลยนัน้ยงัไมมี่รายงาน
มาก่อน การระบชุนิดของเชือ้สาเหตจุึงมีความส�าคญั 
เพ่ือน�าไปสูก่ารควบคมุโรคอยา่งมีประสทิธิภาพ 

การระบชุนิดของเชือ้ราในกลุม่ Botryosphaeria 
ท่ีก่อให้เกิดอาการโรคผลเน่า ต้องอาศัยลักษณะ
ทางสณัฐานวิทยาร่วมกบัลกัษณะทางพนัธุกรรมของ
เชือ้สาเหตโุรค เพ่ือให้การระบชุนิดมีความถกูต้อง และ
แมน่ย�ามากย่ิงขึน้ เชน่การศกึษาของ Alves et al. (2008) 
ได้ระบชุนิดเชือ้ Lasiodiplodia sp. สาเหตโุรคผลเนา่
ของมะม่วงโดยใช้ลกัษณะสณัฐานวิทยาและเทคนิค
ชีวโมเลกลุ ได้ 3 ชนิด ได้แก่ เชือ้ L. theobromae, 
L. pseudotheobromae และ Lasiodiplodia parva 
อีกทัง้ Abdollahzadeh et al. (2010) ได้ศกึษาชนิด
เชือ้ Lasiodiplodia sp. สาเหตโุรคผลเนา่ของมะมว่ง
ในประเทศอิหร่านจากการใช้ไพรเมอร์ ITS1 - ITS4 
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และ EF1688F - EF1251R และระบชุนิดเชือ้ราได้ 5 
ชนิด คือ L. pseudotheobromae, L. theobromae, 
Lasiodiplodia hormozganensis, Lasiodiplodia 
gilanensis และ Lasiodiplodia iraniensis ซึง่เป็น
รายงานชนิดใหม ่

ในการผลิตมะมว่งเขียวเสวยเพ่ือการสง่ออกของ
เกษตรกรในพืน้ท่ีการผลติบ้านบฮุม ต.บฮุม อ.เชียงคาน 
จ.เลย ได้ประสบปัญหาโรคผลเนา่ ท�าให้ไมส่ามารถสง่
ออกผลผลิตมะม่วงได้ และยังไม่มีการศึกษาถงึการ
ระบชุนิดเชือ้ราสาเหตโุรคผลเนา่ของมะมว่งเขียวเสวย
ในเขตพืน้ท่ีดังกล่าวมาก่อน ดงันัน้งานวิจัยนีจ้ึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือระบุชนิดของเชือ้ราสาเหตุโรคผล
เนา่ของมะม่วงเขียวเสวย เพ่ือหาแนวทางในการ
ควบคุมและป้องกันก�าจัดโรคอย่างมีประสิทธิภาพ 
รวมถงึการเฝา้ระวงัการเกิดโรค เพ่ือลดการสญูเสีย
ผลผลิตมะม่วงเขียวเสวยทัง้ทางด้านคุณภาพและ
ปริมาณ

วิธีกำรศึกษำ

1. การแยกเชือ้สาเหตโุรคผลเนา่ของมะมว่งเขียวเสวย
แยกเชือ้สาเหตโุรคจากตวัอยา่งมะมว่งเขียวเสวย

ท่ีปลกูในพืน้ท่ี บ้านบฮุม ต.บฮุม อ.เชียงคาน จ.เลย 
ซึง่แสดงอาการผลเนา่ (ได้รับความอนุเคราะห์จาก
ส�านกังานเกษตรจงัหวดัเลย กรมสง่เสริมการเกษตร) 
ด้วยวิธี tissue transplanting โดยตดัชิน้สว่นผลมะมว่ง
ท่ีเป็นโรค ขนาดประมาณ 0.5 X 0.5 เซนตเิมตร (cm) แช่
ใน sodiumhypochlorite 0.6 เปอร์เซน็ต์ (%) เป็นเวลา 3 
- 5 นาที ล้างชิน้สว่นมะมว่งด้วยน�า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ 3 ครัง้ 
ซบัชิน้สว่นมะมว่งให้แห้งด้วยกระดาษกรองนึง่ฆา่เชือ้ 
น�าชิน้สว่นมะมว่งวางบนอาหาร Water agar (WA) 
บม่ท่ีอณุหภมิูห้องเป็นเวลา 1 - 2 วนั เม่ือสงัเกตพบ
เส้นใยเชือ้ราเจริญออกมาจากชิน้สว่นมะม่วงจึงย้าย
เส้นใยเชือ้ราลงบนอาหาร Potato dextrose agar 
(PDA) เพ่ือให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ 

น�าเชือ้ราบริสทุธ์ิท่ีแยกได้มาทดสอบการท�าให้
เกิดโรคด้วยวิธี detached fruit โดยเลีย้งเชือ้ราบน
อาหาร PDA บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 28+ 2 องศาเซลเซียส 
(°C) เป็นเวลา 7 วนั เตรียมมะมว่งเขียวเสวยส�าหรับ
ทดสอบ ฆา่เชือ้ท่ีผิวด้วย ethyl alcohol 70 % ท�าแผล
บนผลด้วยใบมีดโกนฆา่เชือ้ ขนาดแผล 1 cm จ�านวน 

2 แผลตอ่ผล ปลกูเชือ้โดยเจาะชิน้วุ้นบริเวณปลาย
เส้นใยเชือ้ราด้วย cork borer ขนาด 0.5 cm ย้ายชิน้
วุ้นท่ีมีเชือ้ราวางบนผลมะม่วงเขียวเสวยปกติบริเวณ
ท่ีท�าแผล ส�าหรับกรรมวิธีควบคมุปลกูเชือ้โดยใช้ชิน้
วุ้นอาหาร PDA ปลอดเชือ้สาเหตโุรค บม่ผลมะมว่ง
ในกลอ่งชืน้ท่ีอณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 24 - 72 ชัว่โมง 
สงัเกตอาการของโรคบนผลมะมว่ง

2. การระบชุนิดเชือ้ราสาเหตโุรคโดยอาศยัลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยา

น�าเชือ้ราสาเหตโุรคท่ีแยกได้มาเลีย้งบนอาหาร 
PDA บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 28 + 2 °C เป็นเวลา 7 วนั 
ส�าหรับเชือ้ราสาเหตุโรคท่ีไม่พบการสร้างสปอร์นัน้ 
ชกัน�าให้เชือ้ราสร้างสปอร์โดยเลีย้งเชือ้ราบนอาหาร 
2% WA ท่ีวางใบสนสามใบ (Pinus radiate) นึง่ฆา่
เชือ้บนผิวหน้าอาหาร บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 25 °C ภาย
ใต้แสง near UV สลบักบัไมใ่ห้แสง (12/12 ชัว่โมง) 
เป็นเวลา 14 - 30 วนั (Trakunyingcharoen et al., 
2014) จากนัน้ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของ
เชือ้ราสาเหตโุรค ได้แก่ ลกัษณะโคโลนี รูปร่าง ขนาด 
และสีของสปอร์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ จากตวัอยา่ง
สปอร์จ�านวน 50 สปอร์ตอ่ไอโซเลต ด้วยโปรแกรม 
Axios vision SE64 (Carl Zeiss, Germany) เพ่ือ
ระบชุนิดของเชือ้ราสาเหตโุรคในระดบัสกลุ (genus)

3. การระบชุนิดเชือ้ราสาเหตโุรคด้วยเทคนิคชีวโมเลกลุ
สกัดดีเอ็นเอของเชือ้ราสาเหตุโรคจากเส้นใย

เชือ้ราด้วยวิธี CTAB method (สวุิตา, 2554) น�า
ดีเอ็นเอท่ีได้มาเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR ใน
สว่น internal transcribe spacer ของ rDNA (ITS1-
5.8S-ITS2) โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 (5’-TCCGTAG-
GTGAACCTGCGG-3’) - ITS4 (5’-TCCTCCGCT-
TATTGATATGC-3’) (White et al., 1990) และบริเวณ 
translation elongation factor 1-alpha (EF1-α) 
gene โดยใช้ไพรเมอร์ EF1688F (5’-CGGTCACTT-
GATCTACAAGTGC-3’) - EF1251R (5’-CCTC-
GAACTCACCAGTACCG-3’) (Alves et al., 2008) 
ปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วยดีเอน็เอความเข้มข้น 100 
นาโนกรัมตอ่ไมโครลติร (µl) 10X Immobuffer ปริมาตร 
2.5 µl 50mM MgCl

2
 ปริมาตร 0.75 µl 25mM dNTPs 

ปริมาตร 2.5 µl ไพรเมอร์ความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ 
อยา่งละ 1.25 µl เอนไซม์ Taq DNA polymerase 
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(ImmolaseTM, Bioline) ความเข้มข้น 5 หนว่ย
ตอ่ไมโครลติร ปริมาตร 0.15 µl และปรับปริมาตร
สดุท้ายด้วย water nuclease free ให้ได้ 25 µl 
และน�าเข้าเคร่ืองควบคมุอณุหภมิูอตัโนมตั ิ thermal 
cycler โดยมีขัน้ตอนดงันี ้ initial denaturation ท่ี
อณุหภมิู 95 °C เป็นเวลา 7 นาที denaturation ท่ี
อณุหภมิู 95 °C เป็นเวลา 1 นาที annealing ของ
ไพรเมอร์ ITS1-ITS4 ท่ีอณุหภมิู 50 °C และ ไพรเมอร์ 
EF1688F-EF1251R ท่ี อณุหภมิู 52 °C เป็นเวลา 
1.30 นาที extension ท่ีอณุหภมิู 72 °C เป็นเวลา 
2 นาที (จ�านวน 30 รอบ) และ final extension ท่ี
อณุหภมิู 72 °C เป็นเวลา 10 นาที 

ตรวจวิเคราะห์การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย 
electrophoresis และน�า PCR products ไป
วิเคราะห์หาล�าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้บริการบริษัท 
WardMedic (Ward Medic Ltd., Part.) ท�าการเปรียบ
เทียบข้อมลูล�าดบันิวคลโีอไทด์ท่ีได้กบัข้อมลูล�าดบันิวคลี
โอไทด์ในฐานข้อมลู GenBank โดยใช้โปรแกรม BlastN 
ผา่นเวปไซต์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ น�าล�าดบั
นิวคลีโอไทด์ของเชือ้ราสาเหตุโรคและล�าดบันิวคลี
โอไทด์ท่ีมีความใกล้เคียงกนัจากการเปรียบเทียบใน
ฐานข้อมลู GenBank มาจดัเรียงแนวความสมัพนัธ์ 
(multiple sequence alignment) โดยโปรแกรม 
Clustal W (Thompson et al., 1994) วิเคราะห์
ความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมจากค่าความแตกต่าง
ทางพนัธกุรรม (genetic distance) โดยใช้วิธี Kimura 
2-parameter (Kimura, 1980) น�าคา่ความแตกตา่งท่ีได้
มาสร้าง phylogenetic tree โดยวิธี Neighbor-joining 
(Tamura et al., 2013)

ผลกำรศึกษำและวิจำรณ์

1. การแยกเชือ้สาเหตโุรคผลเนา่ของมะมว่งเขียวเสวย
แยกเชือ้ราสาเหตโุรคจากผลมะม่วงเขียวเสวย

ท่ีแสดงอาการผลเนา่ได้เชือ้ราทัง้หมด 7 ไอโซเลต คือ 
ไอโซเลต KWS1 แยกได้จากผลท่ีแสดงอาการแผล
เนือ้เย่ือตายยบุตวัลงเป็นแอง่ และไอโซเลต KWS4, 
KWS5, KWS6, KWS7, KWS9 และ KWS12 แยก
ได้จากผลท่ีเกิดอาการผลเนา่ด�าบริเวณขัว้ผล ปลาย
ผล เนือ้เย่ือแผลไมย่บุตวั และมีของเหลวสนี�า้ตาลไหล

ออกมาจากบริเวณแผล เม่ือน�าเชือ้ราทัง้ 7 ไอโซเลต 
ไปทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรค พบ
วา่ หลงัจากปลกูเชือ้ราไอโซเลต KWS 1 เป็นเวลา 
48 - 72 ชัว่โมง ผลมะมว่งเกิดแผลเป็นจดุสีน�า้ตาล
ด�า คอ่นข้างกลม เนือ้เย่ือแผลยบุตวัเลก็น้อย คล้าย
กบัอาการโรคแอนแทรคโนส (Figure 1B) ซึง่ผลการ
ทดสอบมีความสอดคล้องกบั Swamy (2012) และ
กรมวิชาการเกษตร (2557) ท่ีได้รายงานวา่อาการ
โรคแอนแทรคโนสบนผลมะมว่งจะพบจดุสนี�า้ตาลเข้ม
จนถงึน�า้ตาลด�าขนาดเลก็ ตอ่มาขยายขนาดขึน้ จดุแผล
ท่ีอยูใ่กล้กนัเช่ือมตอ่กนัเป็นแผลขนาดใหญ่ เนือ้เย่ือยบุ
ตวัไปในผิวผล หากมีความชืน้ในอากาศสงูจะพบกลุม่
สปอร์สีส้มอมชมพบูริเวณแผล ส�าหรับโรคแอนแทรค
โนสนับว่าเป็นปัญหาส�าคัญทัง้ก่อนและหลังการ
เก็บเก่ียวของมะมว่ง Dinh et al. (2003) ได้รายงาน
ว่าพบการสญูเสียผลผลิตจากโรคแอนแทรคโนสใน
มะมว่งน�า้ดอกไม้สีทองท่ีตลาดไท ประเทศไทย 27 – 
46% ซึง่ความสญูเสียอาจมีมากถงึ 60% หรือสงูกวา่
ในชว่งฝนตกหนกั 

เชือ้ไอโซเลต KWS4, KWS5, KWS6, KWS7, 
KWS9 และ KWS12 ท�าให้ผลมะมว่งแสดงอาการ
แผลจดุสีน�า้ตาลด�า หลงัจากการปลกูเชือ้ 24 - 48 
ชัว่โมง ผลมะมว่งแสดงอาการโรคได้เร็วกวา่การปลกู
เชือ้ไอโซเลต KWS1 โดยท�าให้เกิดแผลขนาดใหญ่ สี
น�า้ตาลเข้มจนถงึด�า ขยายวงกว้างอยา่งรวดเร็ว พบ
เส้นใยเชือ้ราและของเหลวสีน�า้ตาลไหลออกมาจาก
บริเวณแผล (Figure 1C-H) คล้ายกบัอาการโรค
ผลเนา่ ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมไม่พบอาการผล
เนา่ (Figure 1A) ผลการแยกเชือ้และทดสอบความ
สามารถในการท�าให้เกิดโรคให้ผลท่ีสอดคล้องกับ
รายงานของ อรุาภรณ์ และคณะ (2548) ท่ีได้พบ
วา่ โรคผลเนา่ของมะมว่ง จะพบแผลสีน�า้ตาลถงึด�า 
ขอบแผลไมเ่รียบ มีลกัษณะตืน้ แผลจะลกุลามทัว่ทัง้
ผลท�าให้ผลน่ิม ผลเป็นสีน�า้ตาลเข้มถึงด�าภายใน
เวลา 5 - 10 วนั และสามารถพบอาการเนา่เป็นแผล
สีน�า้ตาลลกุลากจากรอยตดัขัว้ผลไปยงัก้นผล ท�าให้
ผลเนา่ผิวนว่มอย่างรวดเร็ว และผลการทดลองท่ี
ได้คล้ายคลึงกับงานวิจัยท่ีมีการปลูกเชือ้ราในวงศ์ 
Botryosphaeriaceae ลงบนผลมะมว่ง ซึง่พบแผลสี
น�า้ตาล หรือสีน�า้ตาลด�าบนผลมะมว่ง หลงัจากปลกู
เชือ้เป็นเวลา 3 - 7 วนั แผลขยายอยา่งรวดเร็วท�าให้
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ผลมะมว่งเนา่ทัง้ผล และฉ�่าน�า้ ขนาดของแผลมี
ความแตกตา่งกนัขึน้อยูก่บัชนิดของเชือ้ราสาเหตโุรค 
อาการผลเนา่ท่ีเกิดจากเชือ้รา L. theobromae มกัมี
แผลขนาดใหญ่กวา่แผลท่ีเกิดจากเชือ้ราอ่ืน ๆ 

โรคผลเน่าสร้างความเสียหายเป็นอย่างมากใน
หลาย ๆ ประเทศ เชน่ ไต้หวนั ออสเตรเลีย อินเดีย 
ปากีสถาน และบราซลิ เป็นต้น (Ni et al., 2012) 

Figure 1 Pathogenicity test on fruit rot of Khiew Sawoey mango, 24-72 hours after inoculation; 
A: control, B-H: fruit rot symptoms after inoculation with isolates KWS1, KWS4, KWS5, 
KWS6, KWS7, KWS9 and KWS12, respectively. 

2. การระบชุนิดเชือ้ราสาเหตโุรคโดยอาศยัลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาและเทคนิคชีวโมเลกลุ

การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเชือ้รา
สาเหตโุรคผลเนา่ของมะมว่งเขียวเสวยทัง้ 7 ไอโซเลต 
พบวา่ ไอโซเลต KWS1 มีการเจริญของเส้นใยช้าบน
อาหาร PDA โคโลนีเจริญเตม็จานอาหารเลีย้งเชือ้
โดยเฉลี่ยประมาณ 7 วนั ลกัษณะโคโลนีมีสีขาวอม
เทา เส้นใยละเอียดฟเูลก็น้อย สร้างกลุม่สปอร์สีส้ม
เป็นวงซ้อนกนั (Figure 2A) เส้นใยมีผนงักัน้ สร้าง 
fruiting body แบบ acervulus (Figure 2B) พบ 
conidiophore รูปทรงกระบอก (cylindrical) ใส ผนงั
เรียบ (Figure 2C) conidia มีเซลล์เดียว ใส รูปทรง
กระบอก หวัท้ายมน ขนาดประมาณ 15 - 20 x 2.5 
- 5 ไมโครเมตร (µm) (Figure 2D) คล้ายกบัเชือ้รา 

Colletotrichum sp. เม่ือเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอด้วย
ไพรเมอร์ ITS1 - ITS4 และ EF1688F - EF1251R 
พบ PCR products ขนาดประมาณ 550 คู่ เบส 
ล�าดบันิวคลโีอไทด์ของเชือ้ราไอโซเลต KWS1 มีความ
เหมือนกบัเชือ้รา C. gloeosporioides (accession 
NO. KC010540) ในฐานข้อมลู GenBank 99 % 
(Table 1) สอดคล้องกบั López et al. (2015) ได้
รายงานวา่ลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา Colletotrichum 
บนอาหาร PDA เร่ิมแรกมีสีขาวตอ่มาเปลี่ยนเป็นสี
ขาวอมเทา พบกลุ่มสปอร์สีชมพูหรือสีส้มเรียงรอบ
โคโลนีลักษณะคล้ายวงแหวน (concentric ring) 
conidia เซลล์เดียว มีลกัษณะเป็นรูปทรงกระบอก
หวัท้ายมน หรือเรียวแหลม ใส มีขนาดเฉลี่ยเทา่กบั 
12 - 17 x 3.5 - 6 µm สร้างบน conidiophore ใน 
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fruiting body คล้ายจานก้นตืน้ (acervulus) ปาก
เปิดกว้าง ไมพ่บ setae (พงศธร และปริญญา, 2554) 
และสอดคล้องกบัรายงานของ Kamle et al. (2013) 
ท่ีได้ระบชุนิดของเชือ้รา C. gloeosporioides สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนส ซึง่แยกได้จากพืน้ท่ีปลกูมะมว่ง
ตา่ง ๆ ในประเทศอินเดีย จ�านวน 11 ไอโซเลต ด้วย
เทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 - ITS4 พบ PCR 
product ขนาดประมาณ 560 คูเ่บส 

ส�าหรับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้รา
ไอโซเลต KWS4, KWS5, KWS6 และ KWS 12 พบวา่
เส้นใยเจริญอยา่งรวดเร็วบนอาหาร PDA โคโลนีเจริญ
เตม็จานอาหารเลีย้งเชือ้ภายในเวลา 3 วนั ลกัษณะ
โคโลนีมีสีขาวอมเทา สีเทาจนถึงสีเทาด�า เส้นใย
ละเอียดและฟ ู (Figure 3A, 4A, 5A, 6A) เส้นใยมี
ผนงักัน้ ไมส่ร้างสปอร์บนอาหาร PDA เม่ือกระตุ้น
ให้เชือ้ราสร้างสปอร์ พบการสร้าง fruiting body แบบ 
pycnidia บนใบสน (Figure 3B, 4B, 5B, 6B) ภายใน
มีเส้นใย paraphyses ใส ไม่มีสี รูปทรงกระบอก 
conidiogenous cells ใส ผนงับาง มีลกัษณะแบบ 
holoblastic ขนาดประมาณ 5 - 10 x 2.5 - 5 µm 
(Figure 3C, 4C, 5C, 6C) สปอร์อ่อน (immature 
conidia) มีเซลล์เดียว ใส รูปร่างกลมรีจนถงึคอ่นข้างรี 
(subovoid-ellipsoid) ผนงัหนา ขนาดเฉลี่ยประมาณ 
16 - 26 x 12 - 18 µm (Figure 3D, 4D, 5D, 6D) 
สปอร์แก่ (mature conidia) มีผนงักัน้ตามขวาง 1 อนั 
มี 2 เซลล์ สีน�า้ตาลจนถงึสีน�า้ตาลเข้ม และผิวด้านใน
ของผนงัสปอร์มีริว้ลาย (striate) ตามยาว (Figure 3E, 4E, 
5E, 6E) เชือ้ราทัง้ 4 ไอโซเลตนีมี้ลกัษณะคล้ายกบัเชือ้รา 
Lasiodiplodia sp. สอดคล้องกบั Alves et al. (2008) ท่ี
ได้รายงานวา่เชือ้รา Lasiodiplodia sp. เจริญได้ดีบน
อาหาร PDA เส้นใยมีผนงักัน้ เส้นใยมีสีขาวละเอียด
และคอ่นข้างฟ ู เม่ือแก่เส้นใยจะเปลี่ยนเป็นสีเทาด�า 
การสบืพนัธุแ์บบไมอ่าศยัเพศสร้าง pycnidia คอ่นข้าง
กลมปากเปิดแคบ มีชอ่งเปิด (ostiole) ย่ืนออกมาจาก
ใน pycnidia ภายในประกอบด้วยเส้นใย para-
physes ใสไมมี่ส ีรูปร่างทรงกระบอก มีผนงักัน้ มี con-
idiogenous cells ใส ไมมี่ส ีสร้าง conidia อยูบ่นปลาย 
conidiophores conidia เม่ือออ่นมีเซลล์เดียว ใสไมมี่
ส ี รูปร่างค่อนข้างรีจนถึงค่อนข้างกลม (sub-
ovoid to ellipsoid-ovoid) ปลายด้านหนึง่กลมมน 
อีกด้านสอบลงคล้ายกรวย ไมมี่ผนงักัน้ เม่ือ conidia 
แก่จะสร้างผนงักัน้ตรงกลาง 1 อนั ท�าให้แบง่ออกเป็น 

2 เซลล์ มีรูปร่างคล้ายไข ่ผนงัด้านนอกหนา 2 ชัน้ และ
มีการสร้างเมด็สเีมลานินสนี�า้ตาลเข้มบนผิวเซลล์ด้านใน
เรียงตวัเหน็เป็นริว้ในแนวยาว เชือ้รา L. theobromae มี
ขนาดสปอร์เฉลี่ย 26.2 - 27 x 14 - 14.4 µm และเชือ้
รา L. pseudotheobromae มีขนาดสปอร์เฉลี่ย 23.5 
- 32 x 14 - 18 µm เชือ้รา L. theobromae และ L. 
pseudotheobromae มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ี
คล้ายคลงึกนัมาก โดยมีความแตกตา่งกนัท่ี conidia 
ของ L. pseudotheobromae มีขนาดใหญ่ รูปร่าง
เป็นวงรีมากกว่าและไม่เรียวลงไปท่ีฐานมากเหมือน
กบัเชือ้รา L. theobromae (Phillips et al., 2005) 
เม่ือระบชุนิดด้วยเทคนิคชีวโมเลกลุโดยเทคนิค PCR 
จากการใช้ไพรเมอร์ ITS1 - ITS4 และ EF1688F - 
EF1251R ได้ PCR product ขนาดประมาณ 500 และ 
550 คูเ่บส ตามล�าดบั เชือ้ไอโซเลต KWS4 และ KWS6 
มีความเหมือนกบัเชือ้รา L. pseudotheobromae 
(accession NO. MK426803 และ MN818616) 
99-100 % ไอโซเลต KWS5 และ KWS12 มีความ
เหมือนกบัเชือ้รา L. theobromae (accession NO. 
MK587446 และ MK530044) 99-100 % (Table 
1) ซึง่คล้ายกบั Ni et al. (2012) ได้ระบชุนิดเชือ้สาเหตุ
โรคผลเนา่ของมะมว่งท่ีประเทศไต้หวนั โดยใช้ไพรเมอร์ 
ITS1 - TTS4 และ EF1728F - EF1986R พบ PCR 
product ขนาด 540 และ 320 คูเ่บส ตามล�าดบั มี
ความคล้ายกบัเชือ้รา L. theobromae (GQ502453 
และ GQ979999) 

เชือ้ไอโซเลต KWS 7 และ KWS 9 มีการเจริญ
คอ่นข้างเร็วบนอาหาร PDA เจริญเตม็จานอาหาร
เลีย้งเชือ้ภายในเวลา 3 - 5 วนั ลกัษณะโคโลนีมีสี
เทาเข้มจนถงึสีเทาด�า เส้นใยละเอียดและฟเูลก็น้อย 
(Figure 7A, 8A) เส้นใยมีผนงักัน้ ไมส่ร้างสปอร์บน
อาหาร PDA พบการสร้าง pycnidia บนใบสน 
(Figure 7B, 8B) ภายในมีเส้นใย paraphyses ใส 
ไมมี่สี รูปทรงกระบอก conidiogenous cells ใส ผนงั
บาง ผิวเรียบ ขนาดประมาณ 10 - 15 x 1.5 - 2.5 
µm (Figure 7C, 8C) และ conidia มีเซลล์เดียว ใส 
รูปทรงกระสวย (fusiform) ผิวเรียบ ผนงับาง ขนาด
ประมาณ 20 - 27 x 3.5 - 5.5 µm (Figure 7D, 8D) 
ลกัษณะคล้ายกบัเชือ้รา Fusicoccum sp. (Table 1) 
ลกัษณะของเชือ้ดงักลา่วคล้ายกบัท่ี Slippers et al. 
(2005) ได้รายงานวา่ ลกัษณะโคโลนีเร่ิมแรกมีสขีาวตอ่
มาเปลีย่นเป็นสเีทาด�า conidia ใส เซลล์เดียว ผนงับาง 
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รูปร่างคล้ายกระสวย - ยาวรี (spindle-shaped) และ
ไมมี่ผนงักัน้ มีคา่เฉลี่ยเทา่กบั 23 – 25 x 4 – 5 µm 
จากการระบชุนิดด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 
-ITS4 และ ไพรเมอร์ EF1688F - EF1251R ได้ PCR 
product ขนาดประมาณ 500 และ 550 คู่เบส 
ตามล�าดับ ซึ่งเชือ้ไอโซเลต KWS7 มีล�าดับ
นิวคลีไอไทด์เหมือนกบัเชือ้ B. dothidia (accession 
NO. KF516938) 99 % และมีความเหมือนกบัเชือ้
รา Fusicoccum fabicercianum (accession NO. 
JX513621) 99 % ซึง่เป็นระยะการสืบพนัธุ์แบบไม่
อาศยัเพศ (anamorphic stage) ของเชือ้รา B. 
dothidia ตามล�าดบั ขณะท่ีเชือ้ราไอโซเลต KWS9 มี
ความเหมือนกบัเชือ้รา N. parvum (accession NO. 
GU066688 และ MH265978) 100 % สอดคล้องกบัการ
ศกึษาของ Marques et al. (2013) ได้ระบชุนิดของเชือ้รา
วงศ์ Botryosphaeriaceae สาเหตโุรคผลเนา่ และขัว้ผล
เนา่ของมะมว่งในประเทศบราซลิโดยอาศยัลกัษณะทาง
สณัฐานร่วมกบัการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอในสว่น ITS1 
- 5.8S - ITS2 และ EF1 - α สามารถระบชุนิดเชือ้ราได้
หลายชนิด ได้แก่ เชือ้รา B. dothidea ซึ่งมีจ�านวน
มากถึง 37 เปอร์เซ็นต์, Botryosphaeria mamane, 
F. fabicercianum, N. parvum, Neofusicoccum 
brasiliense sp. nov, Neoscytalidium dimidiatum 
และ Pseudofusicoccum stromaticum 

เม่ือน�าล�าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS และ EF1 
- α ของเชือ้ราสาเหตโุรคทัง้ 7 ไอโซเลต มาวิเคราะห์สาย
สมัพนัธ์วิวฒันาการและสร้าง phylogenetic tree พบวา่
เชือ้รา C. gleosporioides (KWS1), L. pseudotheobromae 
(KWS4 และ KWS6), L. theobromae (KWS5 และ 

KWS12), F. fabicercianum (KWS7) และ N. parvum 
(KWS9) จดัอยูใ่น clade ของเชือ้ราในสกลุ (genus) 
และชนิด (species) เดียวกันซึ่งน�ามาจากฐาน
ข้อมูล GenBank การระบุชนิดเชือ้ราสาเหตุโรคผล
เน่าของมะมว่งเขียนเสวยนัน้มีความถกูต้อง แมน่ย�า 
และมีความสอดคล้องกบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
เชน่เดียวกบัการศกึษาของ Pavlic et al. (2004) ท่ีได้น�า       
ล�าดบันิวคลโีอไทด์ของเชือ้ราวงศ์ Botryosphaeriaceae 
บริเวณ ITS และ EF1 - α มาสร้าง phylogenetic 
tree พบวา่ระบชุนิดของเชือ้ราได้ 5 กลุม่สอดคล้อง
กบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และระบชุนิดเชือ้ราได้
เพ่ิม 7 ชนิด ได้แก่ เชือ้รา Dothiorella longicollis, 
Fusicoccum ramosum, Lasiodiplodia margaritacea, 
Neofusicoccum novaehollandiae, Pseudofusicoccum 
adnsoniae, Pseudofusicoccum ardesiacum และ 
Pseudofusicoccum kimberleyense นอกจากนัน้ 
Trakunyingcharorn et al. (2015) ได้ศกึษาลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยาร่วมกับการ วิ เคราะห์ล�าดับ                  
นิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS และ EF1 - α ของเชือ้รา
ในวงศ์ Botryosphaeriaceae และวิเคราะห์สาย
สมัพนัธ์วิวฒันาการ สามารถระบแุละจ�าแนกชนิด
เชือ้ราได้สอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และระบุชนิดเชือ้ราได้เพ่ิมหนึ่งชนิด ได้แก่ เชือ้รา 
Lasiodiplodia thailandica 
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Figure 2 Morphological characteristics of Colletotrichum gloeosporioides (KWS1), A: colony of 
isolate KWS1 on PDA, 7 days after incubation, B: acervulus, C: conidia, conidiophore and 
D: conidia of isolate KWS1. (Bars = 10 µm)

Figure 3 Morphological characteristics of Lasiodiplodia pseudotheobromae (KWS4), A: colony of 
isolate KWS4 on PDA, 7 days after incubation, B: pycnidia forming on pine leaves, 
C: conidiogenous cells and paraphyses, D: immature conidium, and E: mature conidium. (Bars 
= 10 µm)
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Figure 4 Morphological characteristics of Lasiodiplodia theobromae (KWS5), A: colony of isolate 
KWS5 on PDA, 7 days after incubation, B: pycnidia forming on pine leaves, C: 
conidiogenous cells and paraphyses, D: immature conidium, and E: mature conidium. (Bars 
= 10 µm)

Figure 5 Morphological characteristics of Lasiodiplodia pseudotheobromae (KWS6), A: colony of isolate 
KWS6 on PDA, 7 days after incubation, B: pycnidia forming on pine leaves, C: conidiogenous 
cells and paraphyses, D: immature conidium, and E: mature conidium. (Bars = 10 µm)
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Figure 6 Morphological characteristics of Lasiodiplodia theobromae (KWS12), A: colony of isolate KWS12 
on PDA, 7 days after incubation, B: pycnidia forming on pine leaves, C: conidiogenous cells and 
paraphyses, D: immature conidium, and E: mature conidium. (Bars = 10 µm)

Figure 7 Morphological characteristics of Fusicoccum fabicercianum (KWS7), A: colony of isolate 
KWS7 on PDA, 7 days after incubation, B: pycnidia forming on pine leaves, C: 
conidiogenous cells and paraphyses, and D: conidium. (Bars = 10 µm)
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Figure 8 Morphological characteristics of Neofusicoccum parvum (KWS9), A: colony of isolate 
KWS9 on PDA, ; B: pycnidia on pine leaves, C: conidiogenous cells and paraphyses, and 

D: conidium. (Bars = 10 µm)

Figure 9 Phylogenetic tree constructed by using ClustalW algorithm and Mega 6.0 version with 
ITS and EF1 - α region sequences retrieved randomly from the GenBank along with the 
present studied isolates; KWS1, KWS4, KWS5, KWS6, KWS7, KWS9 and KWS12.
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Table 1   Morphological characteristics and molecular information of the fungal isolates causing 

fruit rot disease of Khiew Sawoey mango from Loei province.

Isolates Morphological characteristics Molecular information

colony on 
PDA

fruiting 
body

conidial 
shape

conidial 
size 

(µm)

PCR product (base 
pair)

designed species Identity (%) 
to accession 

No.
ITS1-

5.8S-ITS2
(EF1-α) 

gene

KWS1 white grayish 
with a orange 
conidial mass 

acervulus cylindrical 15-20 X 
2.5-5

550 550 Colletotrichum 
gloeosporioides

99 
(KC010540)

KWS4 whitish - grey, 
fluffy

pycnidia subovoid-
ellipsoid

21-23 X 
13-16

500 550 Lasiodiplodia 
pseudotheobromae

99 
(MK426803)

KWS5 whitish - grey, 
fluffy  

pycnidia subovoid-
ellipsoid

19-21 X 
12-14

500 550 Lasiodiplodia 
theobromae

100 
(MK587446)

KWS6 whitish - grey, 
cottony to 
fluffy 

pycnidia subovoid-
ellipsoid

24-26 X 
16-18

500 550 Lasiodiplodia 
pseudotheobromae

100 
(MN818616)

KWS7 grey to black, 
fluffy

pycnidia fusiform 24-27 X 
4-5.5

500 550 Fusicoccum 
fabicercianum

99 
(JX513621)

KWS9 grey to dark 
grey, fluffy

pycnidia fusiform 20-22.5 
X 3.5-5

500 550 Neofusicoccum 
parvum

100 
(GU066688)

KWS12 whitish - grey, 
fluffy  

pycnidia subovoid-
ellipsoid

16-19 X 
14-16

500 550 Lasiodiplodia 
theobromae

99 
(MK530044)

สรุป

การระบุชนิดเชือ้ราสาเหตโุรคผลเนา่ของมะมว่ง
เขียวเสวยจ�านวน 7 ไอโซเลต โดยอาศยัลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาร่วมกบัเทคนิคชีวโมเลกลุ พบวา่ โรคผล
เน่าของมะม่วงเขียวเสวยท่ีปลกูในพืน้ท่ีหมู่บ้านบฮุม 
ต.บฮุม อ.เชียงคาน จ.เลย ซึง่เป็นแหลง่ผลติมะมว่งเขียว
เสวยเพ่ือการสง่ออก เกิดจากการเข้าท�าลายของเชือ้
รา C. gloeosporioides (KWS1) ก่อให้เกิดอาการโรค
แอนแทรคโนส และเชือ้ราในวงศ์ Botryosphaeriaceae 
ได้แก่ L. pseudotheobromae (KWS4, KWS6),         

 L. theobromae (KWS5, KWS12), F. fabicercianum 
(KWS7) และ N. parvum (KWS9) ซึง่ท�าให้เกิดอาการ
โรคผลเนา่ และขัว้ผลเนา่ ทัง้นีก้ารระบชุนิดของเชือ้รา
สาเหตโุรคท่ีได้จะน�าไปสูก่ารหาแนวทางในการควบคมุ
โรคให้ตรงกบัชนิดของเชือ้สาเหตโุรคในระดบัแปลง
ปลกูเพ่ือลดแหลง่ของเชือ้สาเหตโุรคท่ีจะเข้าท�าลายผล
มะมว่ง และเฝ้าระวังการเกิดโรคในระยะหลงัการ
เก็บเก่ียวเพ่ือลดการสญูเสยีผลผลติมะมว่งในระหว่าง
การขนสง่ได้ 
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