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Abstract 
Black mold on longkong fruit (Aglaia dookkoo Griff.) is a constraint of export. It causes a black stain on 

the surface which is unacceptable for the importing countries. The causal pathogen had been studied based on 
its morphology and DNA sequence. It showed that this fungus was in the genus Leptoxyphium kurandae  Crous & 
R.G. Shivas that had not been reported in Thailand. Its nucleotide sequence  was closely related to Leptoxyphium 
madagascariense and melanized fungi from limestone at 97%. Conidia of L. kurandae were hyaline, rod-shape 
with rounded ends, produced in slime mass at the apex of synnema. Isolates of this fungus obtained from 
orchards in Chantaburi, Sukhotai and Nakhon Si Thammarat province, had conidia size of 2.25-3.00 μm × 4.50-
6.25 μm, 1.94-3.24 μm x 4.10-7.18 μm and 1.9-4.08 μm x 3.81-6.38 μm and synnemata length of 51.50-503.16 μm  
72.50-295.41 μm 126.26-903.44 μm, respectively. The conidia width was not significantly different but the length 
of the isolate from Nakhon Si Thammarat province was the shortest and synnemata were the highest. 
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บทคัดยอ 
โรคปนดําของผลลองกอง (Aglaia dookkoo Griff.) เปนโรคท่ีเปนปญหากับการผลิตลองกองเพื่อการสงออก 

เนื่องจากโรคน้ีทําใหผิวผลมีรอยปนดํา ไมเปนที่ยอมรับของประเทศผูนําเขา จึงศึกษาการจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุทางดาน
สัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุล พบวาเกิดจากเช้ือรา Leptoxyphium kurandae Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมีรายงานใน
ประเทศไทย โดยที่มีความสัมพันธใกลชิดและลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกับเช้ือรา Leptoxyphium  madagascariense 
และ melanized fungi ที่แยกไดจากหินปูน 97 เปอรเซ็นต ซึ่งโคนิเดียของเชื้อรา L. kurandae มีรูปรางเปนทรงกระบอก ใส ไม
มีสี เซลลเดียว อยูรวมกันเปนกลุมคลายหยดน้ําสีขาวที่สวนปลายของ synnemata จากการสํารวจเช้ือราสาเหตุโรคปนดําบน
ผลลองกองในจังหวัดจันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช พบวาโคนิเดียมีขนาด 2.25-3.00 μm × 4.50-6.25 μm  1.94-3.24 
μm x 4.10-7.18 μm และ 1.9-4.08 μm x 3.81-6.38 μm และ  synnemata มีความสูง 51.50-503.16 μm  72.50-295.41 μm 
126.26-903.44 μm ตามลําดับ โดยความกวางโคนิเดียไมมีความแตกตางทางสถิติ แตความยาวโคนิเดียของเชื้อที่ไดจาก
จังหวัดนครศรีธรรมราชมีขนาดส้ันที่สุด และ synnemata มีความสูงที่สุด 
คําสําคัญ: Leptoxyphium kurandae สัณฐานวิทยา ชีวโมเลกุล 
 

คํานํา 
ปจจุบันตลาดตางประเทศมีความตองการลองกองเพิ่มมากขึ้น แตการผลิตลองกองกําลังประสบกับปญหาโรคปนดํา

เขาทําลายผล ทําใหผลลองกองมีปนสีดํา  ดูไมสะอาด ราคาตก คุณภาพลดลง และเปนปญหาสําคัญในการสงออก (สํานักงาน
มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ, 2549) ลักษณะของโรคจะเปนปนสีดําติดอยูบนผิวผลแบบบางๆ การเจริญของเชื้อ
ราสาเหตุอาศัยแหลงอาหารจากนํ้าหวานที่ผลลองกองปลอยออกมาจาก extrafloral nectaries โดยที่ไมเขาทําลายลงใน
เนื้อเย่ือผลโดยตรง ซึ่งรายงานที่ผานมายังไมทราบเชื้อสาเหตุ ลักษณะการเขาทําลาย และการแพรระบาด อีกทั้งยังมีการศึกษา
เก่ียวกับโรคปนดําคอนขางนอย จากปญหาและความเสียหายดังกลาวจึงมีความจําเปนที่จะตองศึกษารายละเอียดของเช้ือและ
โรคดังกลาว 
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อุปกรณและวิธีการ 
ศึกษาลักษณะรูปรางของเช้ือราสาเหตุโรคปนดําบนผลลองกอง นําเน้ือเย่ือสวนเปลือกของผลท่ีพบอาการปนดําจาก

แหลงปลูกมาทํา freehand section เพื่อศึกษาลักษณะรูปรางของเช้ือราสาเหตุโรคปนดํา และนําผลลองกองท่ีไดจากจังหวัด
จันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช มาแยกเช้ือดวยวิธี tissue transplanting บนอาหาร PDA โดยวัดขนาดสปอรและ
โครงสรางตางๆ ภายใตกลองจุลทรรศน โดยใชโปรแกรม AxioVision Rel. 4.8  

จําแนกเชื้อราโดยใชอณูวิทยา โดยนําเช้ือราท่ีแยกสปอรเด่ียวแลวมาทําสปอรแขวนลอย (spore suspension) จากนั้น
ดูด spore suspension ปริมาตร 1 ml ใสลงในอาหาร PDB ปริมาตร 50 ml ที่อยูในขวดรูปชมพู บมเชื้อไวโดยเขยาบน rotary 
shaker ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชม เก็บเสนใยโดยนํามากรองบนกระดาษกรอง (Whatman No.1) จากนั้นลางเสนใยดวย
น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือผานกระดาษกรอง แลวนําเสนใยไปสกัดดีเอ็นเอ โดยนําเสนใยที่กรองได 0.05 g มาบดในโกรงดวย
ไนโตรเจนเหลวและนํามาใสในหลอดขนาด 1.5 ml (microcentrifuge) จากนั้นเติม solution I 300 μl (30 mM Tris HCl, pH 8; 
0.1 M Nacl; 1 mM EDTA และ 0.2 M sucrose) และ solution II 300 μl (400 mM Tris HCl, pH 9.2; 250 mM EDTA และ 
2.5% SDS) ผสมใหเขากันแลวนําไปบมที่ 65  ํซ เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม solution III 192 μl (60 ml 5 M KOAC; 11.5 
ml 96% acetic acid และ 28.5 ml H2O) และ chloroform  200 μl แลวนําไปแชน้ําแข็ง 10 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 
รอบตอนาที 10 นาที แลวดูดสวนใสขางบนยายลงหลอดใหม เติม absolute alcohol ในอัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากัน นําไป
หมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 5 นาที เท absolute alcohol ทิ้งและลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% alcohol ผ่ึงตะกอนใหแหง
ที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE (10 mM Tris HCl pH 8 และ 1 mM EDTA) 30 μl หลังจากนั้นตรวจสอบดีเอ็น
เอโดยการทําอิเล็คโตรโฟริซิสบนอะกาโรสเจล 1% ใน 0.5XTBE buffer เวลา 25 นาที กระแสไฟ 135 โวลล จากนั้นนําไปแช
สารละลาย ethidium bromide (0.5 มก/มล) 10 นาที นําไปลางน้ําเปลากอนนําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ดวยเคร่ือง Gel 
Documentation (SYNGENE BIO IMAGING) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะใชปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 50 μl โดยการ
เตรียมสวนผสมหลัก สําหรับทํา PCR (master mix) กอนซ่ึงประกอบดวย 10xPCR buffer 5 μl  MgCl2 2 μl  dNTP 2.5 μl  
Primer ITS1 (5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') 0.5 μl  Primer ITS4  (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3') 0.5 μl 
(White et al, 1990) Sterile dH2O 37.5 μl Taq DNA polymerase 1 μl จากนั้นนํา master mix ดังกลาว ใสในหลอด PCR ที่
มี DNA template ปริมาตร 1 μl นําใสในเคร่ือง ThermoCycler® โดยจํานวนรอบในการทํา PCR คือ 35 รอบ ใชอุณหภูมิ และ
เวลาในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอดังนี้  initial denaturation อุณหภูมิ 94   ํซ 5 นาที denaturation อุณหภูมิ 94   ํซ 1 นาที 
annealing  อุณหภูมิ 56   ํซ 1 นาที extension อุณหภูมิ 72   ํซ 1 นาที และ final extension อุณหภูมิ 72   ํซ 5 นาที ตรวจ
คุณภาพของ PCR product โดยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซีสบนอะกาโรส  จากน้ันทําการวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีไดจาก
ปฏิกิริยา PCR โดยนําดีเอ็นเอสงไปวิเคราะหเพื่อหาลําดับเบสที่หนวยบริการชีวภาพ Bio Design และนําลําดับเบสที่ไดมา
เปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank เพื่อตรวจสอบความคลายคลึงในระดับสกุลและสปชีส  

 
ผล 

เม่ือนําผลลองกองในระยะเก็บเก่ียวที่เปนโรคปนดํามาสองภายใตกลอง stereo microscope พบวาเสนใยของเชื้อรา
มีสีดํา เจริญปกคลุมผิวผลแบบบางๆ แตเม่ือนํามาทํา freehand section แลวสองภายใตกลอง compound microscope 
พบวาเสนใยมีสีน้ําตาลเขม (Figure 1A) เม่ือนําไปเล้ียงบนอาหาร PDA โคโลนีมีลักษณะเปนเสนใยฟูคลายกํามะหยี ขอบไม
เรียบ สีเขียวเขมถึงดํา มีระดับการเจริญเติบโตต่ํา (Figure 1B) ซึ่งจะสรางโคนิเดียรวมกันอยูเปนกลุมคลายหยดน้ําคางสีขาวที่
สวนปลายของ synnemata กระจายอยูทั่วบนโคโลนี  (Figure 1C) เสนใยมี septum รวมตัวกันเปน synnemata (Figure 1D) 
โดยที่ปลายของ synnemata จะสรางโคนิเดียมีรูปทรงกระบอก ใส ไมมีสี เซลลเดียว (Figure 1F) ซึ่งจากการสํารวจเช้ือรา
สาเหตุโรคปนดําบนผลลองกองในจังหวัดจันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช พบวาโคนิเดียมีขนาด 2.25-3.00 × 4.50-6.25 
1.94-3.24  x 4.10-7.18 และ 1.9-4.08 x 3.81-6.38 μm และ synnemata มีความสูง 51.50-503.16 μm  72.50-295.41 μm 
126.26-903.44 μm ตามลําดับ โดยความกวางโคนิเดียไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) แตความยาวโคนิเดีย
และความสูง synnemata ของเชื้อจังหวัดนครศรีธรรมราชมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  (Table 1) 

เม่ือนําเช้ือรามาจําแนกโดยวิธีการทางชีวโมเลกุลโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อราสาเหตุโรคปนดํา โดยวิธี PCR 
โดยใชไพรเมอร ITS1 และ  ITS4 ทําใหทราบขนาดของ PCR product คือประมาณ 550-600 คูเบส (bp) และเม่ือนําลําดับเบส
ที่วิเคราะหไดมาเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) พบวาลําดับเบสมีความเหมือนกับเช้ือรา 
Leptoxyphium madagascariense CBS 124766  97 เปอรเซ็นต และ melanized fungi CR-2004 strain TRN125   
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Figure 1  Leptoxyphium kurandae : Leptoxyphium kurandae on fruit surface of longkong by tissue sectioning (A), 
 colony on PDA at 10 days (B), conidial masses produced in culture (C), Leptoxyphium kurandae  
 in culture (D) and conidia. (E) 
 
Table 1  Conidial size of Leptoxyphium kurandae obtained from orchards in Chantaburi, Sukhotai and Nakhon Si 

Thammarat province 

1/  Values in the column followed by the same letter are not significantly different  (P=0.05) according to DMRT 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 2  Neighbour-joining obtained from ITS sequence data. Bootstrap values are for 1000 replicates.  
 Bar = 0.1 expected changes per site.  
 

Origin Synnemata length Conidial size1/ 
  length width 

Sukhotai, north          176.99 b 5.90 a 2.55 a 
Nakhon Si Thammarat, south          344.85 a 4.91 b 2.84 a 
Chantaburi, east          146.88 b 5.60 a             2.60 a 
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AY 559360.1 ที่แยกไดจากหินปูน 97 เปอรเซ็นต และเม่ือนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดํามาศึกษาความสัมพันธ พบวามี
ความสัมพันธใกลชิดกับเช้ือราท้ัง 2 ชนิด (Figure 2) 

ดังนั้นเช้ือราสาเหตุโรคปนดําคือเช้ือรา Leptoxyphium sp. เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา เหมือนกับเช้ือรา L.  
madagascariense มากกวา melanized fungi ที่แยกไดจากหินปูน แตยังไมสามารถสรุปไดในระดับสปชีส เนื่องจากใน
ระดับสปชีสตองการความเหมือน 99 เปอรเซ็นตขึ้นไปกับขอมูลใน GenBank จึงจะมีความแนนอนในการจําแนกชนิด 
(species) ดังนั้นจึงนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดําดังกลาวไปจําแนกชนิดที่ CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) 
ประเทศเนเธอรแลนด ซึ่งพบวาคือเช้ือรา Leptoxyphium kurandae Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในประเทศ
ไทย 

 

วิจารณ 
เม่ือนําลําดับเบสของเชื้อราสาเหตุโรคปนดํามาเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

พบวาลําดับเบสมีความเหมือนกับเช้ือรา L. madagascariense CBS 124766  97 เปอรเซ็นต และ melanized fungi CR-
2004 strain TRN125 AY 559360.1 ที่แยกไดจากหินปูน 97 เปอรเซ็นต และเม่ือนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดํามาศึกษา
ความสัมพันธพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับเช้ือราท้ัง 2 ชนิดดวย ซึ่งมีความสอดคลองกับงานทดลองของ Cheewangkoon 
et al. (2009) ที่พบเชื้อรา L. madagascariense เปนเช้ือราชนิดใหมที่แยกไดจากตัวอยางช้ินพืชที่เปนโรคใบจุดของยูคาลิปตัส 
(Eucalyptus camaldulensis) ที่นํามาจากเมือง Morondavo ประเทศ Madagascar ซึ่งเม่ือนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดําไป
จําแนกชนิดที่ CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) ประเทศเนเธอรแลนด ชนิดของเชื้อราท่ีไดคือ L. kurandae 
Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในประเทศไทย ดังนั้นจึงไมสอดคลองกับที่สมศิริ และ คณะ (2553) รายงานวาโรค
ปนดําเกิดจากเช้ือรา Graphium sp. เนื่องจากเปนการตรวจสอบในทางสรีรวิทยาเทานั้น นิพนธ (2542) ไดรายงานวาราดําบน
ผลลองกองเกิดจากเชื้อรา Meliola sp. พบปนเปอนอยูบริเวณผิวผล แตทั้งนี้ลักษณะอาการที่เกิดขึ้นบนผลลองกองนั้นมีความ
แตกตางกันคืออาการที่เกิดจากเช้ือรา Meliola sp. เช้ือราจะมีสีดําเขม ลักษณะการเจริญเปนแผนปกคลุมผลลองกอง 

การที่มีเช้ือรา L.  kurandae  ขึ้นปกคลุมผลลองกองที่วางขายตามทองตลาดจนเปนที่คุนตาของผูบริโภคนั้น อาจไมมี
ผลกระทบมากนักสําหรับผูบริโภคภายในประเทศ เนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคไมไดเขาทําลายผลโดยตรง ไมมีผลกระทบตอกล่ิน 
และรสชาติ สามารถบริโภคไดปกติ แตก็ทําใหผลลองกองมีปนสีดํา  ดูไมสะอาด ราคาขายต่ํา และเปนปญหาสําคัญในการ
สงออก ซึ่งมาตรฐานการสงออกลองกองนั้นกําหนดใหผิวผลสะอาด ปราศจากส่ิงแปลกปลอมที่สามารถมองเห็นได ไมมีศัตรูพืช
ที่มีผลกระทบตอรูปลักษณทั่วไปของผล และไมมีความเสียหายของผลิตผลเนื่องมาจากศัตรูพืช (สํานักงานมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติ, 2549) 
 

สรุป 
เช้ือราสาเหตุโรคปนดําบนผลลองกองคือเช้ือรา Leptoxyphium kurandae Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมี

รายงานในประเทศไทย และจากการสํารวจเชื้อราสาเหตุโรคปนดําบนในจังหวัดจันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช พบวา
ความกวางโคนิเดียของทั้ง 3 จังหวัด ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) แตความยาวโคนิเดียของเชื้อที่ไดจาก
จังหวัดนครศรีธรรมราชมีขนาดส้ันที่สุด และ synnemata มีความสูงที่สุด 
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