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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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บทคัดยอ 
โรคปนดําของผลลองกอง (Aglaia dookkoo Griff.) เปนโรคท่ีเปนปญหากับการผลิตลองกองเพื่อการสงออก 

เนื่องจากโรคน้ีทําใหผิวผลมีรอยปนดํา ไมเปนที่ยอมรับของประเทศผูนําเขา จึงศึกษาการจําแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุทางดาน
สัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุล พบวาเกิดจากเช้ือรา Leptoxyphium kurandae Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมีรายงานใน
ประเทศไทย โดยที่มีความสัมพันธใกลชิดและลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกับเช้ือรา Leptoxyphium  madagascariense 
และ melanized fungi ที่แยกไดจากหินปูน 97 เปอรเซ็นต ซึ่งโคนิเดียของเชื้อรา L. kurandae มีรูปรางเปนทรงกระบอก ใส ไม
มีสี เซลลเดียว อยูรวมกันเปนกลุมคลายหยดน้ําสีขาวที่สวนปลายของ synnemata จากการสํารวจเช้ือราสาเหตุโรคปนดําบน
ผลลองกองในจังหวัดจันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช พบวาโคนิเดียมีขนาด 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 โดยความกวางโคนิเดียไมมีความแตกตางทางสถิติ แตความยาวโคนิเดียของเชื้อที่ไดจาก
จังหวัดนครศรีธรรมราชมีขนาดส้ันที่สุด และ synnemata มีความสูงที่สุด 
คําสําคัญ: Leptoxyphium kurandae สัณฐานวิทยา ชีวโมเลกุล 
 

คํานํา 
ปจจุบันตลาดตางประเทศมีความตองการลองกองเพิ่มมากขึ้น แตการผลิตลองกองกําลังประสบกับปญหาโรคปนดํา

เขาทําลายผล ทําใหผลลองกองมีปนสีดํา  ดูไมสะอาด ราคาตก คุณภาพลดลง และเปนปญหาสําคัญในการสงออก (สํานักงาน
มาตรฐานสินคาเกษตรและอาหารแหงชาติ, 2549) ลักษณะของโรคจะเปนปนสีดําติดอยูบนผิวผลแบบบางๆ การเจริญของเชื้อ
ราสาเหตุอาศัยแหลงอาหารจากนํ้าหวานที่ผลลองกองปลอยออกมาจาก extrafloral nectaries โดยที่ไมเขาทําลายลงใน
เนื้อเย่ือผลโดยตรง ซึ่งรายงานที่ผานมายังไมทราบเชื้อสาเหตุ ลักษณะการเขาทําลาย และการแพรระบาด อีกทั้งยังมีการศึกษา
เก่ียวกับโรคปนดําคอนขางนอย จากปญหาและความเสียหายดังกลาวจึงมีความจําเปนที่จะตองศึกษารายละเอียดของเช้ือและ
โรคดังกลาว 
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อุปกรณและวิธีการ 
ศึกษาลักษณะรูปรางของเช้ือราสาเหตุโรคปนดําบนผลลองกอง นําเน้ือเย่ือสวนเปลือกของผลท่ีพบอาการปนดําจาก

แหลงปลูกมาทํา freehand section เพื่อศึกษาลักษณะรูปรางของเช้ือราสาเหตุโรคปนดํา และนําผลลองกองท่ีไดจากจังหวัด
จันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช มาแยกเช้ือดวยวิธี tissue transplanting บนอาหาร PDA โดยวัดขนาดสปอรและ
โครงสรางตางๆ ภายใตกลองจุลทรรศน โดยใชโปรแกรม AxioVision Rel. 4.8  

จําแนกเชื้อราโดยใชอณูวิทยา โดยนําเช้ือราท่ีแยกสปอรเด่ียวแลวมาทําสปอรแขวนลอย (spore suspension) จากนั้น
ดูด spore suspension ปริมาตร 1 ml ใสลงในอาหาร PDB ปริมาตร 50 ml ที่อยูในขวดรูปชมพู บมเชื้อไวโดยเขยาบน rotary 
shaker ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชม เก็บเสนใยโดยนํามากรองบนกระดาษกรอง (Whatman No.1) จากนั้นลางเสนใยดวย
น้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือผานกระดาษกรอง แลวนําเสนใยไปสกัดดีเอ็นเอ โดยนําเสนใยที่กรองได 0.05 g มาบดในโกรงดวย
ไนโตรเจนเหลวและนํามาใสในหลอดขนาด 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) ผสมใหเขากันแลวนําไปบมที่ 65  ํซ เปนเวลา 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 แลวนําไปแชน้ําแข็ง 10 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 14,000 
รอบตอนาที 10 นาที แลวดูดสวนใสขางบนยายลงหลอดใหม เติม absolute alcohol ในอัตราสวน 1:1 ผสมใหเขากัน นําไป
หมุนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 5 นาที เท absolute alcohol ทิ้งและลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% alcohol ผ่ึงตะกอนใหแหง
ที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย 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 นําไปลางน้ําเปลากอนนําไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอ ดวยเคร่ือง Gel 
Documentation (SYNGENE BIO IMAGING) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะใชปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 50 μl โดยการ
เตรียมสวนผสมหลัก สําหรับทํา PCR (master mix) กอนซ่ึงประกอบดวย 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 ดังกลาว ใสในหลอด PCR ที่
มี DNA template ปริมาตร 1 μl นําใสในเคร่ือง ThermoCycler® โดยจํานวนรอบในการทํา PCR คือ 35 รอบ ใชอุณหภูมิ และ
เวลาในการสังเคราะหสายดีเอ็นเอดังนี้  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  จากน้ันทําการวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีไดจาก
ปฏิกิริยา PCR โดยนําดีเอ็นเอสงไปวิเคราะหเพื่อหาลําดับเบสที่หนวยบริการชีวภาพ Bio Design และนําลําดับเบสที่ไดมา
เปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank เพื่อตรวจสอบความคลายคลึงในระดับสกุลและสปชีส  

 
ผล 

เม่ือนําผลลองกองในระยะเก็บเก่ียวที่เปนโรคปนดํามาสองภายใตกลอง stereo microscope พบวาเสนใยของเชื้อรา
มีสีดํา เจริญปกคลุมผิวผลแบบบางๆ แตเม่ือนํามาทํา freehand section แลวสองภายใตกลอง compound microscope 
พบวาเสนใยมีสีน้ําตาลเขม (Figure 1A) เม่ือนําไปเล้ียงบนอาหาร PDA โคโลนีมีลักษณะเปนเสนใยฟูคลายกํามะหยี ขอบไม
เรียบ สีเขียวเขมถึงดํา มีระดับการเจริญเติบโตต่ํา (Figure 1B) ซึ่งจะสรางโคนิเดียรวมกันอยูเปนกลุมคลายหยดน้ําคางสีขาวที่
สวนปลายของ synnemata กระจายอยูทั่วบนโคโลนี  (Figure 1C) เสนใยมี septum รวมตัวกันเปน synnemata (Figure 1D) 
โดยที่ปลายของ synnemata จะสรางโคนิเดียมีรูปทรงกระบอก ใส ไมมีสี เซลลเดียว (Figure 1F) ซึ่งจากการสํารวจเช้ือรา
สาเหตุโรคปนดําบนผลลองกองในจังหวัดจันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช พบวาโคนิเดียมีขนาด 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 โดยความกวางโคนิเดียไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) แตความยาวโคนิเดีย
และความสูง synnemata ของเชื้อจังหวัดนครศรีธรรมราชมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  (Table 1) 

เม่ือนําเช้ือรามาจําแนกโดยวิธีการทางชีวโมเลกุลโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อราสาเหตุโรคปนดํา โดยวิธี PCR 
โดยใชไพรเมอร ITS1 และ  ITS4 ทําใหทราบขนาดของ PCR product คือประมาณ 550-600 คูเบส (bp) และเม่ือนําลําดับเบส
ที่วิเคราะหไดมาเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) พบวาลําดับเบสมีความเหมือนกับเช้ือรา 
Leptoxyphium madagascariense CBS 124766  97 เปอรเซ็นต 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 ที่แยกไดจากหินปูน 97 เปอรเซ็นต และเม่ือนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดํามาศึกษาความสัมพันธ พบวามี
ความสัมพันธใกลชิดกับเช้ือราท้ัง 2 ชนิด (Figure 2) 

ดังนั้นเช้ือราสาเหตุโรคปนดําคือเช้ือรา Leptoxyphium sp. เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา เหมือนกับเช้ือรา L.  
madagascariense มากกวา melanized fungi ที่แยกไดจากหินปูน แตยังไมสามารถสรุปไดในระดับสปชีส เนื่องจากใน
ระดับสปชีสตองการความเหมือน 99 เปอรเซ็นตขึ้นไปกับขอมูลใน GenBank จึงจะมีความแนนอนในการจําแนกชนิด 
(species) ดังนั้นจึงนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดําดังกลาวไปจําแนกชนิดที่ CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) 
ประเทศเนเธอรแลนด ซึ่งพบวาคือเช้ือรา Leptoxyphium kurandae Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในประเทศ
ไทย 

 

วิจารณ 
เม่ือนําลําดับเบสของเชื้อราสาเหตุโรคปนดํามาเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

พบวาลําดับเบสมีความเหมือนกับเช้ือรา L. madagascariense CBS 124766  97 เปอรเซ็นต และ melanized fungi CR-
2004 strain TRN125 AY 559360.1 ที่แยกไดจากหินปูน 97 เปอรเซ็นต และเม่ือนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดํามาศึกษา
ความสัมพันธพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับเช้ือราท้ัง 2 ชนิดดวย ซึ่งมีความสอดคลองกับงานทดลองของ Cheewangkoon 
et al. (2009) ที่พบเชื้อรา L. madagascariense เปนเช้ือราชนิดใหมที่แยกไดจากตัวอยางช้ินพืชที่เปนโรคใบจุดของยูคาลิปตัส 
(Eucalyptus camaldulensis) ที่นํามาจากเมือง Morondavo ประเทศ Madagascar ซึ่งเม่ือนําเช้ือราสาเหตุโรคปนดําไป
จําแนกชนิดที่ CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) ประเทศเนเธอรแลนด ชนิดของเชื้อราท่ีไดคือ L. kurandae 
Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมีรายงานในประเทศไทย ดังนั้นจึงไมสอดคลองกับที่สมศิริ และ คณะ (2553) รายงานวาโรค
ปนดําเกิดจากเช้ือรา Graphium sp. เนื่องจากเปนการตรวจสอบในทางสรีรวิทยาเทานั้น นิพนธ (2542) ไดรายงานวาราดําบน
ผลลองกองเกิดจากเชื้อรา Meliola sp. พบปนเปอนอยูบริเวณผิวผล แตทั้งนี้ลักษณะอาการที่เกิดขึ้นบนผลลองกองนั้นมีความ
แตกตางกันคืออาการที่เกิดจากเช้ือรา Meliola sp. เช้ือราจะมีสีดําเขม ลักษณะการเจริญเปนแผนปกคลุมผลลองกอง 

การที่มีเช้ือรา L.  kurandae  ขึ้นปกคลุมผลลองกองที่วางขายตามทองตลาดจนเปนที่คุนตาของผูบริโภคนั้น อาจไมมี
ผลกระทบมากนักสําหรับผูบริโภคภายในประเทศ เนื่องจากเชื้อสาเหตุโรคไมไดเขาทําลายผลโดยตรง ไมมีผลกระทบตอกล่ิน 
และรสชาติ สามารถบริโภคไดปกติ แตก็ทําใหผลลองกองมีปนสีดํา  ดูไมสะอาด ราคาขายต่ํา และเปนปญหาสําคัญในการ
สงออก ซึ่งมาตรฐานการสงออกลองกองนั้นกําหนดใหผิวผลสะอาด ปราศจากส่ิงแปลกปลอมที่สามารถมองเห็นได ไมมีศัตรูพืช
ที่มีผลกระทบตอรูปลักษณทั่วไปของผล และไมมีความเสียหายของผลิตผลเนื่องมาจากศัตรูพืช (สํานักงานมาตรฐานสินคา
เกษตรและอาหารแหงชาติ, 2549) 
 

สรุป 
เช้ือราสาเหตุโรคปนดําบนผลลองกองคือเช้ือรา Leptoxyphium kurandae Crous & R.G. Shivas ซึ่งยังไมเคยมี

รายงานในประเทศไทย และจากการสํารวจเชื้อราสาเหตุโรคปนดําบนในจังหวัดจันทบุรี สุโขทัย และนครศรีธรรมราช พบวา
ความกวางโคนิเดียของทั้ง 3 จังหวัด ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) แตความยาวโคนิเดียของเชื้อที่ไดจาก
จังหวัดนครศรีธรรมราชมีขนาดส้ันที่สุด และ synnemata มีความสูงที่สุด 
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