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การพัฒนาวิธีตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ Sphaceloma ampelinum โดยเทคนิคทางเซรุม

วิทยากระทําโดย ใชสารสกัดเสนใยและโคนีเดียของเชื้อที่แยกไดจากองุนในพื้นท่ีปลูกอําเภอปากชอง 
(ไอโซเลต Sa_TK1) ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 0.75 ไมโครกรัมตอการฉีด 1 ครั้ง ฉีดเขากระตายใน
ลักษณะฉีดเขากลามเนื้อโดยผสม Freund’s incomplete adjuvant 2 ครั้ง รวมกับการฉีดเขาเสน
เลือดโดยไมผสม Freund’s incomplete adjuvant 2 ครั้ง ๆ ละ 1.5 ไมโครกรัม  พบวา สามารถ
กระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum โดยได titer ของแอนติ
เซรุมเทากับ 1: 1,024 เม่ือทดสอบกับแอนติเจนเขมขน 1x106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร โดยวิธี direct 

antigen coating indirect ELISA   แอนติเซรุมที่ไดทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum 
และ Collectotrichum spp.ที่แยกไดจากองุนแตไมทําปฏิกิริยากับเชื้อราและแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช
ชนิดอ่ืนๆ   เม่ือตรวจสอบโดยวิธี  immunofluorescence พบวา โคนีเดียของเชื้อท่ีใชทดสอบจํานวน 
50 ไอโซเลต มีการเรืองแสง 4 รูปแบบ คือ ไมเรืองแสง, เรืองแสงไดนอย, เรืองแสงไดปานกลาง และ
เรืองแสงมากที่สุด   การดัดแปลงรูปแบบของวิธี  ELISA โดยใชช้ินสวนของใบบริเวณที่แสดงอาการ
เปน solid surface แทนพื้นท่ีผิวของหลุมพลาสติก (plastic plate surface)  พบวา ช้ินสวนของใบให
ปฏิกิริยาบวกในทุกไอโซเลต ยกเวน Sa_1, Sa_2 และ Sa_3  หลังจากปลูกเชื้อ 2 วัน การศึกษาความ
หลากหลายของเชื้อ S. ampelinum จํานวน 12  ไอโซเลต  กระทําโดยเปรียบเทียบลกัษณะของโคโลนี
บนอาหาร  PDA , ขนาดของโคนีเดีย, ปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาดวยวิธี  ELISA และ double gel 

diffusion พบวา  ลักษณะของโคโลนีของเชื้อมีรูปแบบไมแนนอน มีขนาดเสนผาศูนยกลางอยูระหวาง  
0.5 - 2  เซนติเมตร  หลังจากเลี้ยง 10 วัน และจะขยายขนาดขึ้นเปน 2.5 เซนติเมตร เม่ือเชื้อมีอายุ 1-2 

เดือน โคโลนีสามารถแบงตามลักษณะสีได 3 ลักษณะ คือ สีเหลืองออน, สีเหลืองเขมถึงสีสม และสี
แดง  สวนขนาดของโคนีเดียแตละไอโซเลตมีขนาดใกลเคียงกัน เฉลี่ยระหวาง  2.17-3.35 x 5.24-

6.83 ไมครอน เมื่อศึกษาดวยวิธี ELISA พบวา เชื้อในแตละไอโซเลตมีคาดูดกลืนแสง A 405 

แตกตางกันแบงเปน 4 กลุม คลายกับปฏิกิริยาที่พบใน immunofluorescence คือ คาดูดกลืนแสงไม
ตางจาก  negative control, คาดูดกลืนแสงต่ํา, คาดูดกลืนแสงปานกลาง และคาดูดกลืนแสงสูง โดย
คาดูดกลืนมีความสัมพันธไปในทางเดียวกันกับระดับการเรืองแสง และจากการนําเชื้อ S. ampelinum  
จํานวน 12 ไอโซเลตมาปลูกลงบนองุน 6 สายพันธุ คือ Black queen, Marroo seedless, Crimson 

seedless, Centenail, Delight และ Shiraz  วางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
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SPHACELOMA AMPELINUM/SEROLOGICAL DETECTION/BIODIVERSITY 

 

A serological technique was developed for the detection of Sphaceloma 

ampelinum infection in grape. A polyclonal antiserum was produced in rabbit by 

injections with mycelia and conidial extracts of Sa_TK1 isolate from Pak Chong 

District. The first two injections were done intramuscularly with 0.75 µg/ml of the 

extract emulsified with Freund’s incomplete adjuvant followed by two intravenous 

injections of non-adjuvant 1.5 µg/ml antigen. The antiserum obtained after the last 

injection had 1 : 1,024 titer when tested with    1 x 10 6 conidia/ml of  S. ampelinum 

with DAC-indirect ELISA protocol. It reacted specifically with S. ampelinum and a 

Collectotrichum species isolated from grape but did not react with other plant 

pathogenic fungi and bacteria tested. With the immunofluorescence assay, 50 S. 

ampelinum isolates could be divided into 4 groups according to the intensity of the 

fluorescence when reacted with the antiserum that is no fluorescence, low, medium 

and high intensity. By using the infected grape leaf as a solid surface instead of the 

ELISA plate, most of the leaf pieces inoculated with different S. ampelinum gave a 

positive result with DAC indirect ELISA 2 days after the inoculation except those 

inoculated with Sa_1, Sa_2 and Sa_3 isolates. This result indicates that the infection 

can be detected before the symptoms appear. By comparison of colony morphology, 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 
 

1.1 ความสําคัญของปญหา 
      องุน (Vitis vinifera Linn.) เปนไมผลเศรษฐกิจของไทยชนิดหนึ่ง ซ่ึงเปนที่นิยมของผูบริโภค 
ในชวงกอนป พ.ศ. 2503 องุนรับประทานผลสดในประเทศไทยนําเขาจากประเทศสหรัฐอเมริกา
และออสเตรเลียทําใหองุนมีราคาสูง หลังจากนั้นจึงไดมีการนําพันธุองุนมาทดลองปลูกในประเทศ
ไทยและประสบความสําเร็จในป พ.ศ.2503 การผลิตองุนเปนการคาจึงเริ่มขึ้นโดยมีแหลงกําเนิดใน
เขตภาคกลาง จังหวัดนครปฐม ราชบุรี สมุทรสาคร และสมุทรสงคราม ปจจุบันการปลูกองุนขยาย
ไปสูภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันตก สถานการณการผลิตองุนในประเทศ
ไทยในป 2541 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกองุนประมาณ 16,981 ไร ผลผลิตทั้งหมดประมาณ 31,677 
ตัน/ป ผลผลิตเฉลี่ย 2.4 ตัน/ไร ขอมูลในการผลิตองุนรับประทานผลสดพันธุที่นิยมปลูกไดแก พันธุ
ไวทมะละกาและพันธุคารดินัล มีผลผลิตทั้งประเทศประมาณ 27,556 ตัน องุนพันธุอ่ืนๆ ที่นิยม
ปลูกเพื่อรับประทานผลสด ไดแก  Kyoho, Beuty Seedless, Early Muscat และ Carolina 

Blackrose และองุนทําไวนที่นิยมปลูกไดแกองุนพันธุ Chenin blanc และ Shiraz มีผลผลิตทั้ง
ประเทศประมาณ 4,043 ตัน นอกจากใชรับประทานผลสดและทําไวนแลวองุนยังสามารถนําไปใช
ประโยชนไดในหลายลักษณะ เชน ทําน้ําผลไม แยม ลูกเกด และบรั่นดี  เปนตน  ดังนั้นการปลกูองุน
จึงมีการขยายพื้นที่ปลูกออกไปอยางกวางขวาง ซ่ึงเมื่อมีการขยายพื้นที่ปลูกมากขึ้นก็ยอมมีปญหา
เกิดขึ้น ปญหาที่สําคัญที่สุดของการผลิตองุนคือการแพรระบาดของโรค องุนเปนพืชชนิดหนึ่งที่มี
โรคจํานวนมากเขาทําลาย ในประเทศไทยมีโรคที่พบระบาดประจําไดแก โรคราน้ําคางที่เกิดจากเชื้อ 
Plasmopara viticola โรคแอนแทรคโนส (เตาเผา) เกิดจากเชื้อ Collectrotichum ampelinum 
โรคราสนิมเกิดจากเชื้อ Physopella ampelopsidis โรคกิ่งแหงหรือเนาขมเกิดจากเชื้อ Greeneria 

uvicola   นอกจากนั้นยังพบ โรคสแคบ (อีบุบ) หรือแอนแทรคโนสที่เกิดจากเชื้อ Sphaceloma 

ampelinum  (กรรณิการ  เพี้ยนพักตร และคณะ, 2533) ซ่ึงเปนโรคที่มีผูศึกษานอยในประเทศไทย
เนื่องจากสับสนกับโรคแอนแทรคโนส (เตาเผา) ที่เกิดจาก  เชื้อ C.  ampelinum (กรรณิการ      
เพี้ยนพักตร และคณะ ,2537) 
 โรคสแคบ ณ  ปจจุบันไดกลายเปนโรคพืชที่สําคัญอีกชนิดหนึ่งในประเทศไทย เพราะนอกจาก
องุนแลว ยังมีรายงานวาพบบนพืชอีกหลายชนิด เชน กะวาน กุหลาบ ชา  ถ่ัวลิสง  นอยหนา  ฝร่ัง  
มะละกอ มะมวง มะมวงหิมพานต ยางพารา ละหุง หนาววั สม  สัก และอะโวกาโด โดยโรคนี้เร่ิมกอ 
 



 

ใหเกิดความเสียหายมากขึ้นกับ มะมวง แกวมังกร และกระเจี๊ยบเขียว (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและ
คณะ, 2545) การแกไขปญหาในองุนสวนใหญมักกระทําหลังจากที่มีการระบาดของโรคอยาง
รุนแรงแลวซ่ึงมักจะไมไดผลเนื่องจากเปนชวงฤดูฝนทําใหฉีดพนสารเคมีลําบากหรือเกิดการดื้อยา
ของเชื้อ  ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งที่ตองทําการพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรคสแคบ เพื่อการปองกัน
กอนการแพรระบาด โดยเนนการศึกษาปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาเพื่อสามารถนํามาพัฒนาเปนวิธี
ตรวจหาเชื้อสาเหตุของโรคสแคบกอนที่โรคจะแพรระบาดหรือนํามาใชในการตรวจสอบโรคที่อาจ
ติดมากับทอนพันธุที่นําเขามาจากตางประเทศหรือจากแหลงปลูกที่มีการแพรระบาดของเชื้อ เพื่อ
เปนการปองกันการแพรระบาดของเชื้อเมื่อนําไปปลูกในพื้นที่ใหม    
 ป 2536 กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ ไดทดสอบเปรียบเทียบความสามารถของเชื้อ S.  

ampelinum จํานวน 6 ไอโซเลต  จากพื้นที่ปลูกตางๆ   ในการทําใหเกิดโรคโดยทดสอบบนองุน
พันธุไวทมะละกา พบวาเชื้อทุกไอโซเลต สามารถทําใหเกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต แตผลการ
ทดลอง ดังกลาวยังไมชัดเจนในเรื่องความหลากหลายของเชื้อ เนื่องจากองุนพันธุไวทมะละกาอาจ
เปนพันธุที่ออนแอ ดังนั้นการทดลองนี้จึงทําการทดสอบ เชื้อ  S.  ampelinum บนพันธุองุนหลาย 
สายพันธุ เพื่อศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อแตละไอโซเลต และ
ศึกษาถึงความหลากหลายของเชื้อ  เพื่อทราบขอมูลวาเชื้อที่ระบาดอยูในแตละพื้นที่มีความแตกตาง
กันหรือไม  ขอมูลดังกลาวเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการพัฒนาพันธุตานทานซึ่งนาจะเปนวิธีที่
เหมาะสมที่สุดในการใชจัดการกับโรคสแคบ 
  
 1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
        1.2.1   เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ S.  ampelinum ในองุนกอนทีเ่ชื้อ

จะแพรระบาด 

        1.2.2  เพื่อศึกษาถึงความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อ S. ampelinum สาเหตุโรคสแคบ 
ในประเทศไทยโดยวิธีทางเซรุมวิทยาและปฏิกิริยาบนพันธุองุน 

 

1.3  สมมติฐานการวิจัย 
1.3.1 การตรวจการเขาทําลายของ S. ampelinum สามารถทําไดกอนที่พืชจะปรากฏอาการ

ของโรคหากใชวิธีการตรวจสอบที่เหมาะสม 

1.3.2 เชื้อ S. ampelinum มีความหลากหลายทางสายพันธุ เนื่องจากการปลูกองุน
แพรกระจายอยูในหลายภาคของประเทศ ความแตกตางดังกลาวสามารถตรวจสอบได
โดยใชเทคนิคทางเซรุมวิทยาและปฏิกิริยาบนองุน 
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1.4   ขอบเขตการวิจัย 
 การวิจัยคร้ังนี้มุงเนนศึกษาถึงการพัฒนาวิธีการตรวจสอบการเริ่มเขาทําลายของเชื้อสาเหตุ
โรคสแคบในองุน  โดยวิธีการทางเซรุมวิทยา  และตรวจสอบความแตกตางทางเซรุมวิทยาของเชื้อ  
S.  ampelinum ที่เก็บจากองุนในแหลงปลูกที่สําคัญของประเทศ 
 

 1.5   ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
   ทราบถึงขอมูลความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อสาเหตุโรคสแคบ และสามารถนํา

ความรูที่ไดมาใชเปนขอมูลพื้นฐานทีจ่ะใชในการพัฒนาพันธุตานทาน สําหรับวิธีการตรวจสอบหาก
พัฒนาขึ้นไดจะสามารถนํามาใชชวยการตดัสินใจ พิจารณาใชสารเคมีทําใหใชไดอยางถูกเวลา ซ่ึง
นาจะชวยลดปญหาการใชสารเคมีอยางพร่ําเพรื่อ 
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บทที่ 2   
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

2.1 ความสําคัญขององุน 

องุนมีช่ือวิทยาศาสตรวา Vitis vinifera Linn. เปนผลไมตางประเทศในเขตอบอุน 
(temperate) แตมีรายงานการปลูกในประเทศตางๆ เกือบทั่วโลก (วันณรงค เหลาประดิษฐ, 2542) 

จัดอยูในวงศ Vitacea มีช่ือสกุลวา Vitis สกุลนี้แบงเปน 2 สกุลยอย (subgenera) คือ Euvitis และ 

Muscadinia      (นันทกร บุญเกิด, 2545) องุนเปนผลไมที่ปลูกกันมานานเกาแกที่สุดอยางหนึ่งของ
โลก ถ่ินกําเนิดดั้งเดิมอยูบริเวณเอเซียไมเนอร ตรงบริเวณระหวางทะเลดําและทะเลเมดิเตอรเรเนียน 
และจากแหลงนี้องุนไดแพรขยายออกไปทั้งทางตะวันออกและตะวันตก ไปสูทวีปยุโรป อเมริกา
และแหลงอื่น ๆของโลก (กลุมเกษตรสัญจร, ม.ม.ป.) องุนสามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งในเขตหนาว 
เขตอบอุน และเขตรอน โดยในเขตอากาศหนาวและเขตอบอุน  องุนจะมีลักษณะเปนพืชผลัดใบ จะ
ผลัดใบในฤดูใบไมรวง พักตัวในฤดูหนาวแตกตาใบในฤดูใบไมผลิ และเจริญเติบโตไปจนผลแกใน
ฤดูรอน สวนองุนที่นํามาปลูกในเขตรอนจะมีใบสีเขียวตลอดป ไมมีการพักตัวตามธรรมชาติ 
โดยทั่วไปคุณภาพขององุนในเขตรอนมักจะสูองุนในเขตอากาศหนาวไมได (ยงยุทธ ธํารงนิมิต, 
2547) ในเขตหนาวในชวงฤดูรอนองุนจะสุกแกพอดี  ความชื้นในอากาศต่ําทําใหตนเติบโตไดดี 
โรคแมลงไมคอยรบกวน  การสุกของผลเปนไปอยางชา ๆ การสรางรสชาติและลักษณะเฉพาะตัว
ของผลเปนไปไดอยางเต็มที่ สัดสวนของสวนประกอบตาง ๆ ในผลพอเหมาะทําใหคุณภาพรสชาติ
ของผลดี สวนในเขตรอนความชื้นในอากาศสูงตลอดป สงผลใหตนองุนเติบโตไดรวดเร็วแตโรค
และแมลงศัตรูก็ระบาดไดรวดเร็ว เชนกัน นอกจากนี้ฝนที่ตกชุกก็ทําความเสียหายอยางมากแกชอ
ดอก อาจทําใหดอกรวง ผลแตก คุณภาพและรสชาติไมดี  พันธุองุนทั้งหมดของโลกมีไมนอยกวา 
8,000 ชนิด ซ่ึงมีช่ือและลักษณะพันธุตางๆ กันออกไป แตมีเพียง 20% เทานั้นที่ปลูกกันเปนสวน
องุนการคา  ปจจุบันทั่วโลกมีการปลูกองุนทั้งสิ้น 48,750,000 ไร ยุโรปมีพื้นที่ปลูกเทากับ 

32,500,000 ไร ประเทศที่มีการปลูกมากไดแก สเปน, อิตาลี, ฝร่ังเศส ในแถบเอเชียมีพื้นที่ปลูก
ทั้งสิ้น 8,125,000 ไร ในทวีปอเมริกาผลิตได 4,900,000 ไร พื้นที่หลักที่ใชในการผลิตคือ 
สหรัฐอเมริกา อารเจนตินาและชิลี ในทวีปอัฟริกา ผลิตได 2,801,250 ไร พื้นที่ที่ปลูกมากไดแก 
ประเทศแถบเมดิเตอรเรเนียน และอัฟริกาใต  มีผลผลิตขององุนรับประทานผลสดทั้งสิ้น 7.7 ลาน
ตัน พื้นที่หลักที่ผลิตองุนรับประทานผลสด ไดแก ประเทศอิตาลี ผลผลิต 1.5 ลานตัน รองลงมา คือ 
ประเทศสเปน กรีซ สหรัฐอเมริกา และชิลี ตามลําดับ  (CAB, 2000) 



 

2.2 การปลูกองุนในประเทศไทย 

 สําหรับประเทศไทยไมปรากฏหลักฐานแนชัดวานําเขามาในสมัยใด แตพอจะเชื่อไดวาในสมัย
รัชกาลที่ 5 พระองคทานไดนําพันธุไมแปลกๆ จากตางประเทศที่ไดเสด็จประพาสมาปลูกใน
ประเทศไทย และเชื่อวาในจํานวนพันธุไมแปลกๆ เหลานั้นนาจะมีพันธุองุนรวมอยูดวย ตอมาใน
สมัยรัชกาลที่ 7 มีหลักฐานยืนยันวาเริ่มมีการปลูกองุนกันบางแตผลองุนที่ไดมีรสเปรี้ยว การปลูก
องุนจึงซบเซาไป ตอมาในป 2493 ไดเร่ิมมีการปลูกองุนอยางจริงจัง โดย หลวงสมานวนกิจ ไดนํา
พันธุมาจากแคลิฟอรเนีย และป 2506 อาจารย ปวิณ ปุณณศรี และคณะ ไดนําพันธุมาจากยุโรป
หลายสายพันธุ ไดแก พันธุคารดินาล พันธุมัสแคทฮัมเบิรก พันธุโกลเดนมัสแคท พันธุเอ็มเปอเรอ 
ซ่ึงปลูกไดผลเปนที่นาพอใจ (นันทกร บุญเกิด, 2544) นับแตนั้นมาการปลูกองุนในประเทศไทยจึง
แพรหลายมากขึ้น ปจจุบันในประเทศไทยมีการปลูกองุนในแถบภาคตะวันตก เชน อําเภอดําเนิน
สะดวก จังหวัดราชบุรี อําเภอสามพราน อําเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม อําเภอบานแพว จังหวัด
สมุทรสาคร ซ่ึงสามารถใหผลผลิตไดดี แตเกษตรกรบางรายไดเปลี่ยนจากองุนเปนพืชอ่ืน เนื่องจาก
มีโรคแมลงระบาดมาก และแมลงดื้อยาไมสามารถกําจัดได ทําใหพื้นที่ปลูกองุนในแถบนี้ลดลง 
พื้นที่ปลูกองุนไดขยายไปในแถบภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ถึงแมวาราคาจะ
เปนแรงจูงใจ แตปญหาเรื่องโรคแมลงระบาดมากทําใหพื้นที่ปลูกองุนไมคอยขยายเทาที่ควร  

2.3 โรคสแคบขององุน 
 
โรคขององุนซึ่งเกิดจากเชื้อ Sphaceloma ampelinum เดิมทีถูกเรียกวา charbon ในประเทศ

ฝร่ังเศสซึ่งเปนคําที่ใชเรียก smut ของธัญพืชดวย ทําใหเกิดความสับสน ป ค.ศ. 1853 Fabre และ 
Dunal จึงเสนอใหเรียกชื่อโรควาโรคแอนแทรคโนส (Jenkins, 1933 อางถึงใน กานต คําทรัพย, 
2546) แตเนื่องจากโรคแอนแทรคโนสนิยมใชเรียกชื่อโรคที่เกิดจากเชื้อ Collectrotichum 

ขณะที่สแคบนิยมใชกับโรคที่เกิดจากเชื้อ Sphaceloma กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ จึงเสนอ
ใหเรียกชื่อโรคที่เกิดในประเทศไทยวาโรคสแคบ  

  
2.3.1 เชื้อรา Sphaceloma ampelinum 

                   เชื้อ S. ampelinum สามารถจดัจําแนกตามอนุกรมวิธาน ไดดังนี้ (ไพโรจน จวงพานิช, 2525) 

 

Division Eumycota 
Class Deuteromycetes  

Order Melanconiales  

Family Melanconiaceae 
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 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ พบวา ขยายพันธุแบบไมใชเพศ เรียกวา conidia ซ่ึง
เกิดบนกานที่เรียกวา conidiophore เกิดใน acervulus สามารถสราง conidia ไดอยางรวดเร็วและ
มีจํานวนมากโดยเฉพาะอยางยิ่งถาสภาพแวดลอมตาง ๆ เหมาะสม เชน อุณหภูมิ ความชื้น แสง 
อาหารและความเปนกรดเปนดาง (pH) ของอาหาร (ประสาทพร สมิตะมาน, 2534) มี perfect 

state ในชื่อ Elsinoe ampelina จัดอยูใน Class Ascomycetes  Order Myriangiales สราง
สปอรขยายพันธุแบบใชเพศ เรียกวา ascospore จํานวน 8 สปอร แตละสปอรมี 4 เซลล มีขนาด
ตั้งแต 29-35 x 4.5-7 ไมโครเมตร เกิดใน ถุงหุม(ascus)   ascospore สามารถงอกไดที่อุณหภูมิ  
2-32 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นจะเขาทําลายเนื้อเยื่อและพัฒนาเปนแผลบนใบองุน ในป 1874  
De Bary ไดศึกษารายละเอียดและรายงานถึงเชื้อนี้คร้ังแรกโดยใชช่ือ S. ampelinum  ไดสราง
ความเสียหายแกองุนอยางรุนแรงในประเทศสหรัฐอเมริกาตะวันออกและยุโรป ตอมาจึงมีผูสนใจ
ศึกษาเกี่ยวกับโรคนี้เปนจํานวนมากและรายงานชื่อเชื้อสาเหตุไวหลายชื่อ ไดแก Torula meyeni, 
Ramularia meyeni, Ramularia ampelophaga ในป ค.ศ.1900 Raciborski รายงานวาเชื้อ    
E. viticola เปนสาเหตุของโรคชนิดหนึ่งในองุนซึ่งมีสปอรคลาย E. ampelina  ตอมา Jenkins 

(1925) และ Horsfall (1929) รายงานวา เชื้อ  E. viticola เปน synonym ของเชื้อ                       
E. ampelinum 

  เชื้อ S.  ampelinum  ตรวจพบครั้งแรกในประเทศไทย ในป พ.ศ. 2506 ที่ อําเภอปาก
ชอง จังหวัดนครราชสีมา  (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ, 2545) ในประเทศไทย พบเชื้อ           
S. ampelinum ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคสรางเฉพาะ conidial state อยางเดียว ในขณะที่ตางประเทศ
ไดมีรายงานการพบ perfect state บนองุน (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ, 2536) 

 Viala และ Pacottet (1904) อางถึงใน กานต คําทรัพย (2546) รายงานวา                
S. ampelinum มีการแสดง reproductive stage ไดมากกวา 1 ระยะ (polymorphic) คือมี 
conidial stages 2-3 ระยะ โดยมีระยะที่เรียกวา yeast form ซ่ึงในระยะนี้จะมี giant cell resting 

spore และระยะที่เรียกวา monosorous และ polysorous cysts เปนระยะที่สราง conidioma 

และ spermagonia สามารถเปลี่ยนไปเปน ascospore stage ได 
  

 Jenkins และ Giltner (1935) อางถึงใน กานต คําทรัพย (2546) ไดกลาวถึงการเลี้ยง
เชื้อ E. ampelina ในอาหาร PDA และ beef agar พบวา เชื้อจะไมสราง conidia บนอาหารเลี้ยง
เชื้อจะมีแตการเจริญทางเสนใยแตเมื่อยายเชื้อไปเลี้ยงในสภาพบรรยากาศที่มีความชื้นพบวาเชื้อมี
การสราง conidium เกิดขึ้น ในรายงานยังไดกลาวถึงอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ                  
E. ampelina   คือ PDA, glycerin  และ Saboyraud’s maltose agar และยังรายงานวาเชื้อ           
E.  ampelina   มีอัตราการเจริญชามากบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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 2.3.2 อาการของโรคสแคบ 

 เชื้อสามารถเขาทําลายองุนที่อยูเหนือพื้นดินไดทุกสวน โดยเฉพาะสวนที่เปนเนื้อเยื่อ
เจริญ (meristematic tissue)  เชน ใบ, กานใบ, มือจับ, ยอดออน, และผลออน อาการบนใบหรือ
สวนยอดมักจะเห็นเปนจุดฉ่ําน้ํา สีน้ําตาลออน หรือเทา มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1-5 มิลลิเมตร 
ลักษณะกลม ตอมาจุดเหลานั้นจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล จุดแผลดังกลาวเมื่อใบขยายใหญขึ้นจะขาด
เปนรูพรุน (shot-hole) ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมแผลจะขยายโตขึ้น และรวมกันจนเนื้อเยื่อใบหด
ตัวใบมวนงอลงดานลางหรือบิดงอ การทําลายบนผลมักจะเกิดในชวงผลออนอายุผลไมเกิน 60-70 

วัน จะเห็นเปนแผลสีน้ําตาลคอนขางกลมแผลจะมองดูแหงแข็งและยุบตัวลงไปเล็กนอยและมักไม
ขยายขนาดมากนัก (เตือนใจ กาหลงและคณะ, 2545) แผลมีขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ย  1/4  นิ้ว 
บริเวณกลางแผลมีสีขาวเทา  สวนบริเวณรอบ ๆ  แผลจะมีสีน้ําตาลแดงหรือดํา เมื่อแผลพัฒนาเต็มที่
เชื้อจะสราง acervulus บนแผล  และเมื่อมีสภาพอากาศที่เหมาะสมโคนีเดียของเชื้อจะถูกปลอยจาก 
acervulus และเขาทําลายสวนอื่น ๆ ตอไป  
 อาการบนกิ่ง เถาหรือมือจับ เร่ิมจากเชื้อเขาทําลายบริเวณยอดออนลงมา บริเวณทีถู่ก
ทําลายจะเกิดอาการบิดงอและมีแผลตะปุมตะปา การทาํลายที่ยอดและเถาทําใหเกิดเปนสะเกด็สีดาํ 
และพบจดุแผลสีน้ําตาลดําที่มีลักษณะยุบตวัลงไปและแผลมีขอบนูน ใบมักจะหงกิงอและบิดเบีย้ว
ไป การเขาทําลายที่กานชอดอกจะทําใหชอดอกบิดเบีย้ว และแคระแกรน็ ชอดอกจะออนแอตอเชื้อ
ในชวงกอนดอกบาน  
  เมื่อเปรียบเทียบกับอาการของแอนแทรคโนส พบวา โรคแอนแทรคโนสชอบเขา
ทําลายผลระยะใกลแกที่ผลเร่ิมนิ่มโดยเกิดเปนจุดช้ําน้ําสีน้ําตาลออนตอมาขยายขึ้นเปนแผลขนาด
ใหญมี 2 ลักษณะคือ เปนจุดสีน้ําตาลออนรูปรางกลมหรือรี ไมมีขอบแผลที่ชัดเจน ตรงบริเวณกลาง
แผลจะพบเม็ดสีดําเรียงรายอยูภายในบริเวณแผลเนา อีกลักษณะหนึ่งเปนแผลสีน้ําตาลดํายุบตัวลง
ตรงกลาง แผลมีลักษณะเปนวงซอนกัน และพบเม็ดเล็ก ๆ สีดําขึ้นเรียงรายโดยบางครั้งจะพบ
ลักษณะคลายผงหรือเมือกสีสมซึ่งเปนสวนขยายพันธุของเชื้อราอยูในบริเวณแผลนั้น (เตือนใจ 
กาหลง และคณะ, 2545)  

2.3.3 การแพรระบาดและวงจรการเกิดโรค 

 เชื ้อจะอยู ข ามฤด ูใน เศษซากขององุ นที ่เ คย เป นโรค  เมื ่อสภาพแวดล อม
เหมาะสม เชื้อจะสราง inoculum ขึ้นใหมในรูปของโคนีเดีย ซ่ึงเปน primary inoculum โคนี
เดียจะแพรกระจายโดยลมและละอองน้ําฝน เมื่อมีความชื้นสูงเชื้อจะงอก germ tube  เขาทําลายพืช 
ไปเจริญอยูในเซลล เขาทําลายสวนตาง ๆ ขององุน โคนีเดียจะงอกเมื่อไดรับความชื้นเปนระยะเวลา
นาน 4-7 ช่ัวโมง และมีความชื้นสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต ปจจัยที่มีอิทธิพลอยางมากตอการงอกของ
โคนีเดียคือระยะเวลาที่ใบพืชเปยก  อาการของโรคจะเริ่มปรากฏภายใน 3-8 วัน หลังจากปลูกเชื้อลง 
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บนพืชแลวนําไปเก็บไวในที่ช้ืนอุณหภูมิ 12±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และเก็บในที่
แหงที่อุณหภูมิ 12±1 องศาเซลเซียส นาน 17 วัน โคนีเดียจะปรากฏบนใบใหมภายใน 12-14 วัน 
หลังจากการเขาทําลาย (Brook, 1973)  สปอรจะงอกบนผิวใบองุนหลังจากบมที่อุณหภูมิหองเปน
เวลานาน 2 ช่ัวโมง และจะงอกสูงสุดหลังจากปลูกเชื้อ 24 ช่ัวโมง การงอกของสปอร พบวาสปอร
มากกวา 95 เปอรเซ็นต จะงอกที่บริเวณทองใบเนื่องจากมีปากใบมาก สวนโครงสรางที่เปน 
appressoria  จะเกิดขึ้นเมื่อ germ tube  แทงเขาไปในปากใบ (Naik, Sastry, and Lingaraju, 
1987) 
  ประเทศที่พบวามีการแพรระบาดของโรค คือ ประเทศจีน, สหรัฐอเมริกา, ฟลิปปนส, 
อินเดีย, นิวซีแลนด, ออสเตรเลีย และแอฟริกาใต เชื้อ S. ampelinum   ในอาหารเลีย้งเชื้อสามารถ
เจริญเติบโตไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และหยุดการเจริญที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ชวงเวลาใบเปยกที่เหมาะสมที่เชื้อสามารถเขาทําลายได คือ 7-10 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 12 องศา
เซลเซียส หรือ 3 - 4 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส  (Mortensen, 1981) เชื้อจะผลิตโคนีเดีย
ภายใน 14 วนัหลังจากปลกูเชื้อ ที่อุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส หรือ 5 วนั หลังปลูกเชื้อที่อุณหภูม ิ  
21 องศาเซลเซียส สปอรสามารถปลิวไปตามลมและฝนไดไกลถึง 7 เมตรจากแหลงกําเนิด (Brook, 

1973) ในอินเดียพบวา อุณหภูมิต่ําสุดที่เชื้อยังสามารถเจริญได คือ ที่อุณหภูมิ 5-18 องศาเซลเซียส 
เชื้อสามารถเจริญและสราง สปอรสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Mathur and Gupta, 1975) 
 ในประเทศนิวซีแลนด องุนจะเริ่มแตกตาในเดือนกันยายน และจะเริ่มเกิดชอดอก
ในชวงปลายเดือนพฤศจิกายนถึงตนเดือนธันวาคม องุนสามารถเก็บเกี่ยวไดในเดือนมีนาคมในป
ถัดไป primary infection ที่เกิดจากโคนีเดียบนองุนจะเกิดในชวงปลายเดือนกันยายนถึงตนเดือน
ตุลาคมประมาณ 4  สัปดาหหลังจากแตกตาคือชวงที่กิ่งองุนมีใบประมาณ 5 ใบ เชื้อจะพักตัวอยูใน
ช้ัน epidermis เมื่อถึงชวงฤดูฝนก็จะเกิดการแพรระบาดทันที  (Brook, 1992) 
 ในประเทศอินเดีย องุนแตกตาในชวงปลายเดือนกุมภาพันธ ชอดอกเกิดชวงปลาย
เดือนมีนาคมถึงเมษายน องุนสามารถเก็บเกี่ยวไดประมาณสัปดาหแรกของเดือนกรกฎาคม โรคจะ
เร่ิมระบาดโดยเริ่มปรากฏอาการของโรคในเดือนมีนาคมและจะระบาดจนถึงเดือนเมษายน และจะ
ลดการระบาดลงในเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายน แตโรคจะกลับมาระบาดรุนแรงอีกครั้งในเดือน
กรกฏาคมถึงสิงหาคมเนื่องจากเปนชวงของมรสุมและจะระบาดจนถึงเดือนกันยายน โรคจะระบาด
รุนแรงที่สุดในเดือนกันยายน ระบาดนอยที่สุดในเดือนพฤษภาคม ชวงที่โรคระบาดรุนแรงจะมีการ
ระบาดรุนแรงสองชวง คือ ตั้งแตเดือนมีนาคมถึงเดือนเมษายน และเดอืนสิงหาคมถึงเดือนกนัยายน 
การระบาดของโรคจะมีความสัมพันธกับปริมาณน้าํฝนและอุณหภูมิ (อุณหภูมิสูงสุด 28-30 องศา 
เซลเซียส และอุณหภูมิต่ําสุด 15-25 องศาเซลเซียส) (Thind et al., 1992 อางถึงใน CAB, 2000) 

                                                                                                                                            8



 

2.3.4 การควบคุมโรค 
2.3.4.1 การควบคุมโรคโดยวิธีเขตกรรม 

  ในแหลงปลูกที่มีการระบาดของโรคหลีกเลี่ยงการตัดแตงองุนใหออกดอกติด
ผลในชวงที่มีฝนตกชุก สวนของพืชที่เปนโรค  เมื่อตัดออกตองนําไปทําลายนอกแปลงปลูก หรือใช 
nitrate of soda , ปูนขาว หรือปุยโพแทสเซียม ใสใหตนองุนหลังจากองุนแตกตาได ประมาณ 3 

สัปดาหเพื่อกระตุนใหกิ่งองุนเจริญเติบโตไดดี (Ravaz, 1927) นอกจากนั้นสามารถควบคุมโรคได
โดยการเก็บเกี่ยวผลผลิตใหเร็วขึ้นเพื่อหลีกเลี่ยงชวงที่โรคระบาดรุนแรง (Lyon and Walters, 
1941)  
 Suhag และ Daulata (1981) รายงานวา การทําคางแบบ head-trained จะ
พบวามีโรคเขาทําลายในองุนพันธุ Delight, Khalili และ Anab-e-Shahi ไดนอย และคางใน
ระบบ Arbour จะมีการเขาทําลายของเชื้อนอยที่สุด  
 Todorava (1980) พบวา การคัดเลือกกิ่งพันธุองุนที่ดีจากโรงเรือนหรือใน
พื้นที่ที่ปลอดโรคจะชวยลดโอกาสการเกิดโรคในพื้นที่ใหม 
   
  2.3.4.2 การใชพันธุตานทาน 

 การใชพันธุตานทานมีประสิทธิภาพมากในการควบคุมโรคสแคบ แตพันธุ
ตานทานจะกลายเปนพันธุออนแอภายใน 2-3 ป ขึ้นกับความรุนแรงของสายพนัธุเชื้อ และยีน
ตานทานของพืช พันธุตานทานที่ใชปลูก เชน Himrod, Schuyeer-white, Beuty seedless, 

Naibal, Muscat, Isabella และ Golden Muscat (Prasad and Nirvan, 1965) ในพันธุองุนไร
เมล็ดจะมีความออนแอตอโรคมากกวาพนัธุที่มีเมล็ด (Suhag,Grover, and Kaushik, 1982) 
 Bedi, Jhooty, and Cheema (1986) พบวาในการคดัเลือกพันธุตานทาน
ทั้งหมด 35 พันธุ พบวา องุนพันธุ Himrod มีความตานทานสูงที่สุด   

  2.3.4.3 การควบคุมโรคโดยชีววิธี 

การควบคุมโดยวิธีชีววิธี การใชเชื้อจุลินทรียปรปกษ  Chen and Shao 

(1991) รายงานวา เชื้อ Brevibacterium strain M สามารถยับยั้ง เชื้อ E. ampelina ได   
 

 2.3.4.4 การควบคุมโรคโดยใชสารเคมีและสารสกัดจากพืช 

 การปองกันกําจัดโดยใชสารเคมีในสภาพที่มีการระบาดของโรครุนแรง 
สารเคมีที่ใชในการปองกันกําจัดโรคที่อาจจะนํามาพิจารณาในการเลือกใชตามความเหมาะสมก็คือ 
ประเภทไมดูดซึม เชน โปรพิเนบ แมนโคเซบ ประเภทดูดซึม เชน อะซอกซีสโตรบิน เบโนมิล  
คารเบนดาซิม โปรคลอราช สารกลุมไตรอะโซล เชน ไดฟโนโคนาโซล เปนตน (ยงยุทธ  ธํารงนิมิต, 
2547)  
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 กานต คําทรัพย (2546) ไดศึกษาประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อ
ราจํานวน 8 ชนิดในหองปฏิบัติการ พบวา คารเบนดาซิมและแคพแทนเปนสารที่มีประสิทธิภาพดี
ที่สุดในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อ และสารคอปเปอรเปนสารที่มีประสิทธิภาพดทีี่สุดในการยบัยั้ง
การเจริญของโคโลนีของเชื้อ 

 กานต คําทรัพย (2546) ไดศึกษาผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อพบวา สารสกัดจากผลมะตูมและสารสกัดผลแกจากยอบานที่มีประสิทธิภาพ
ดีที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

 2.3.4.5 การใชระบบพยากรณลวงหนา 
                    การใชระบบพยากรณลวงหนา ในป 1997 Thind, Monga, Kaur, Arora, 

and Kumar ไดมีการคิดคนสมการ Multiple linear regression model เพื่อใชในการทํานายการ
แพรระบาดลวงหนา โดยตองสอดคลองกับขอมูลทางอุตุนิยมวิทยา ซ่ึงมีสมการดังนี ้

 

        Y = -225.10 + 2.62 (temp.) + 3.35 (RH) – 0.9(rainfall) R2 = 0.94 
 

สมการนี้ตองใชคาเฉลี่ยของอุณหภูมิในแตละวัน ความชื้นสัมพัทธและ
ปริมาณน้ําฝนประจําเดือน ถาคาที่คํานวณไดมีคามากกวา 94% แสดงวามีโอกาสที่โรคจะระบาด 
ตองทําการปองกันกําจัดทันท ี

 การปองกันกําจัดโรคที่เกิดจากเชื้อ E. ampelina นั้นเพื่อใหการปองกัน
กําจัดไดผลและมีประสิทธิภาพควรใชวิธีการปองกันกําจัดแบบผสมผสานโดยใชสารเคมีปองกัน
กําจัดชนิดดูดซึมและชนิดปองกันกําจัด รวมกับการเขตกรรมและใชพันธุตานทาน 

 

2.3.5 ความเสียหายที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ 

                        โรคนี้สรางความเสียหายใหกับผูปลูกองุนเปนอยางมาก เนื่องจากทําใหคุณภาพของ
องุนลดลงโดยผลองุนที่ถูกทําลายจะหดตัวและหลุดรวงจากกิ่ง (Brook, 1992) ในองุนพันธุ 
Perlette พบวา น้ําหนกัผลลดลง 69.96% ขนาดของผลและความยาวของผลลดลงคิดเปน 34.55% 
ความกวางของผลลดลง 41.8% เปอรเซ็นตของน้ําองุนลดลง 28.99% TSS ลดลง 48.10% และ
ปริมาณน้ําตาลในผลลดลง 54.24% ในขณะที่ความเปนกรดในผลเพิม่ขึ้น 120.96% และเปอรเซน็ต
เนื้อองุนเพิ่มขึน้ 29.74% เมื่อเปรียบเทียบกับองุนปกติ (Thind, Monga, and Kaur, 1998) การ
ผลิตองุนในประเทศอินเดยี พบวา ผลผลิตองุนทั้งประเทศลดลง 10-50% ( Bedi, Singh, and  

Suryanaryana, 1969) ในประเทศออสเตรเลีย พบวาเชื้อทําใหผลผลิตลดลง 5 สวนตอเอเคอร 
หลังการเก็บเกีย่วผลผลิต (Lyon and Walters, 1941)   
 

2.3.6 การแยกเชื้อสาเหตุโรค 

           การเก็บตัวอยางพืชเปนโรคสแคบ (กรรณิการ เพี้ยนพักตร และคณะ, 2544) ควร  
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คํานึงถึงขั้นตอนตอไปนี ้ แหลงที่เก็บตัวอยางควรปลอดสารปองกันกําจดัเชื้อราอยางนอย 3-5 วัน 

เลือกเก็บเฉพาะสวนของพืชที่แสดงอาการของโรคชัดเจน ปราศจากอาการรวมอื่น ๆ หอตวัอยาง
โรคดวยกระดาษที่สามารถซับความชื้นไดแลวใสถุงกระดาษ พับปากถุงควรเปลี่ยนกระดาษหอใหม 
เมื่อถึงที่พักแลวและควรเก็บในที่เย็นแหงเมื่อยังไมไดแยกเชื้อทันที ตัวอยางที่ดีสําหรับการแยกให
ไดเชื้อบริสุทธิ์ ควรอยูในสภาพสด และเก็บไมเกิน 2 วัน ปราศจากเชื้อปนเปอนอื่นๆ จดบันทึก
สถานที่ วัน เดือน ป ที่เก็บตัวอยาง และลักษณะอาการของพืชที่เปนโรค   

          การแยกเชื้อราสาเหตุโดยเทคนิคการชักนําใหเชื้อราปลอยสปอรออกจาก acervulus 

ในน้ํากลั่นมีวิธีการตามลําดับขั้นตอน ดังนี้ 
2.3.6.1 แยกเชื้อจากสวนของพืชที่เปนโรคสวนใดสวนหนึ่งโดยเฉพาะไมปนกัน 

เร่ิมจากการทําความสะอาดผิวดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นใชใบมีดผาตัดเฉือนบริเวณที่เปนโรค
เปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ  2 x 2  มิลลิเมตร ลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อ จากนั้นวางบน
กระดาษกรองที่เตรียมไวใน plate  เพื่อซับน้ําสวนเกินจากชิ้นสวนของพืช 

2.3.6.2 วางแผนสไลดบนวงแหวนหรือแทงแกว V-shape ใน plate ที่อบฆาเชื้อ
แลว  ใช pasteur pipette ดูดน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อหยดบนแผนสไลด 2 จุด หางกันพอสมควร จุดละ 

2-3 หยด และใสน้ํากลั่นนึ่งใน plate เล็กนอย นําชิ้นพืชที่เตรียมไวในขอ 1 ใสในหยดน้ําบนสไลด 
3-4 ช้ิน ปดฝา plate เก็บไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจดูสปอรใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายสูง ทุก 2-3 

ช่ัวโมง เมื่อปรากฏกลุมของสปอรจึงใชปากคีบ (forcep) หยิบชิ้นพืชออก  

2.3.6.3     จากการตรวจดูใตกลองในขอ 2.3.6.2 สามารถบอกไดวาเชื้อราที่ไดเปน
เชื้อราสาเหตุและไมมีเชื้ออ่ืนปนเปอน จึงแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยใช loop แตะหยดน้ํากลั่นที่มีสปอร
บนแผน สไลดใสใน vial บรรจุน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 0.5 มิลลิลิตร ใช loop แตะน้ําจากหลอดที่หนึ่ง
ถายไปหลอดที่ 2 และตอ ๆ ไป (serial dilution method) และตรวจปริมาณสปอรไปดวยทุกระยะ 

จนแนใจวาไดจํานวนสปอรที่มีความหนาแนนที่จะแยกสปอรเดี่ยว (single spore isolation) ได
อยางเหมาะสม จึงเพิ่มจํานวนหลอดที่บรรจุ spore suspension ที่ความหนาแนนของสปอร ณ จุด
นั้น คอย ๆ เท spore suspension จากแตละหลอดลงบนอาหาร WA (water agar) ที่เตรียมไว 
ปดฝาเอียง plate ไปมาเพื่อให spore suspension กระจายบนผิวอาหารบาง ๆ อยางสม่ําเสมอ   

บม plate อาหาร WA ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ตรวจดูความเปลี่ยนแปลงใตกลองจุลทรรศน 
เมื่อสปอรงอกจึงยายลงอาหาร PDA (potato dextrose agar) ในหลอดแกว เก็บในตู  28 องศา
เซลเซียส และเก็บเปน culture collection ตอไป 
 

2.4 การใชเทคนิคทางดานเซรุมวิทยาในการตรวจการเขาทําลายของเชื้อโรคพืช 
         เทคนิคทางเซรุมวิทยาเปนวิธีการทดสอบที่อาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน ( antigen, 

Ag) และแอนติบอดี (antibody, Ab) โดยการตรวจหาแอนติเจนจะตองใสแอนติบอดีที่ทราบชนดิ 

                                                                                                                                          11 



 

ลงไปในหลอดทดสอบและในการตรวจหาแอนติบอดีจะตองใสแอนติเจนที่ทราบลงไป ผลที่เกิดขึ้น
บางกรณีสามารถมองเห็นได เชน มีตะกอนหรือมีการเกาะกลุมของแอนติเจนที่เปนเซลล แตบาง
กรณีตองติดฉลากแอนติเจนหรือแอนติบอดีดวยสารบางชนิดเสียกอน จึงจะทราบไดวามีปฏิกิริยา
ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเกิดขึ้น ดังนั้นจึงสามารถแบงการทดสอบสําหรับการตรวจหา
แอนติเจนและแอนติบอดีออกตามลักษณะของปฏิกิริยาที่ใชในการทดสอบ ไดแก 
   
 2.4.1 การทดสอบที่ใชปฏิกิริยาการตกตะกอน (Precipitation)  
 แอนติเจนที่เปนโปรตีนละลายน้ําได (soluble protein) เมื่อทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี
จําเพาะในอัตราสวนที่พอเหมาะระหวางปริมาณของแอนติเจนและแอนติบอดีจะเกิดเปน Ag-Ab 

complex เกาะเกี่ยวกันเปนตะกอนขุนขาว (precipitate) ซ่ึงมองเห็นไดดวยตาเปลา การตรวจทาง
หองปฏิบัติการนิยมใชแอนติเจนและแอนติบอดีทําปฏิกิริยาในเนื้อวุนเนื่องจากตะกอนจะอยูไดคง 
ทนกวาทําใหอานผลไดงาย  ปฏิกิริยาการตกตะกอนไดถูกนํามาใชในหองปฏิบัติการอยาง
กวางขวางโดยวิธีการทําที่แตกตางกัน (สุรีลักษณ รอดทอง และคณะ, 2539) 
 ปฏิกิริยาการตกตะกอนในตัวกลางที่เปนของเหลว (precipitation in liquid media) การ
ทดสอบนี้แอนติเจนในสารละลายจะทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีใน capillary tube โดยแอนติเจน
และแอนติบอดีจะซึมเขาหากันถึงจุดที่มีสัดสวนพอเหมาะก็เกิดการรวมตัวตกตะกอน (สุรนันท 
ตีระวัฒนพงษ และอรทัย  กังวาลชิรธาดา, 2539) 
 ปฏิกิริยาการตกตะกอนในตัวกลางที่เปนวุน (gel diffusion หรือ precipitation in 

semisolid media) หลักการคือ ใหแอนติเจนและแอนติบอดีซึมผานตัวกลางที่เปนวุนเขาหากัน 
จนถึงบริเวณที่มีสัดสวนพอเหมาะตอกัน แอนติเจนและแอนติบอดีจะทําปฏิกิริยารวมตัวกันเห็นเปน
เสนตะกอนสีขาวขุน เสนตะกอนแตละเสนแสดงถึงปฏิกิริยาจําเพาะระหวางแอนติเจนและ
แอนติบอดีแตละคู วิธีนี้สามารถใชในการตรวจหาชนิดของแอนติเจนและแอนติบอดีตาง ๆได 
 หลักการของ gel diffusion ไดถูกประยุกตมาใชในรูปแบบตาง ๆ ที่สําคัญไดแก
Ouchterlony’s double diffusion วิธีนี้วุนจะอยูบนแผนกระจก เจาะหลุมบนเนือ้วุนใหหางกนั
พอสมควร ใสแอนติเจนและแอนติบอดีลงในหลุมที่เจาะไว แอนติเจนและแอนตบิอดีจะกระจาย
ออกรอบ ๆ หลุมในทุกทิศทาง สวนของแอนติเจนและแอนติบอดีทีซึ่มมาพบกัน จะทําปฏิกิริยา
รวมตัวกันเห็นเปนเสนตะกอนสีขาว ณ จดุที่แอนติเจนและแอนติบอดีมีสัดสวนที่พอเหมาะกัน วธีิ
ของ Ouchterlony นี้มีประโยชนมากในการศึกษาเปรียบเทียบความเหมือนหรือตางกันของสาร 
โดยอาศัยการพิจารณาจากลักษณะของเสนตะกอนที่เกดิขึ้น ตามแสดงในรูปที่ 2.1  
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  (1) Anti-A          (2) Anti-B, C         (3) Anti-A, B 
    
     รูปที่ 2.1 แสดงปฏิกิริยา (1) Identity, (2) Non-identity และ (3) Partial identity ใน

การตรวจสอบปฏิกิริยาเซรุมวิทยาดวยวิธี gel diffusion 
 

Reaction of identity ถาแอนติเจนในหลุมที่อยูติดกันเปนแอนติเจนชนิดเดียวกัน เสน
ตะกอนที่เกิดขึ้นระหวางแอนติบอดีและแอนติเจนในหลุมทั้งสองจะโคงมาพบกันและตอกันเรียบ
สนิทเปนเสนโคงเดียวกัน รูป (1) ในรูปที่ 2.1 

Reaction of non-identity ถาแอนติเจนในหลุมที่อยูติดกันเปนแอนติเจนตางชนิดกัน 
เสนตะกอนที่เกิดขึ้นระหวางแอนติบอดีและแอนติเจนในแตละหลุมจะไมมีความสัมพันธกัน เห็นเปน
เสนตะกอนตัดกัน รูป (2) ในรูปที่ 2.1 

Reaction of partial identity ถาแอนติเจนในหลุมที่อยูติดกันมีบางสวนที่เหมือนกัน 
เสนตะกอนที่เกิดขึ้นจะมีสวนโคงเขาหากัน รูป (3) ในรูปที่ 2.1 ซ่ึงแสดงถึงสวนที่เหมือนกันของ
แอนติเจนทั้งสอง และมีสวนหนึ่งยาวออกไปจากรอยโคง สวนที่ยื่นยาวออกไปนี้เรียกวา spur เปน
เสนตะกอนที่เกิดจากปฏิกิริยาระหวาง Anti-B และสาร B 

วิธีนี้เปนวิธีที่นํามาทดสอบกับงานดานโรคพืชมากที่สุด นอกจากจะใชศึกษาเชื้อวิสา 
(Smith and Stewart, 1978) และแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช (Schaad, 1979) ยังสามารถนํามาใชใน
การศึกษาหาความสัมพันธของเชื้อราหลายชนิด เชน การจําแนกเชื้อ Fusarium spp. เพื่อศึกษา
เปรียบเทียบความสัมพันธของเชื้อในระดับชนิด (species) และระดับยอยลงกวาชนิด (formae 

speciales) (เฉลิมศักดิ์ อ้ึงตระกูล, 2534)        

  2.4.2 การตรวจดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสง (Immunofluorescence microscopy)  
การตรวจเชื้อโดยวิธีนี้เปนการประยุกตใชหลักการทางเซรุมวิทยาเขามารวมกับวิธีการ

ตรวจดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสง เพื่อใหสามารถสังเกตการปรากฏของเชื้อในตัวอยางเนื้อเยื่อ
ชัดเจนขึ้น และในขณะเดียวกันก็สามารถบงชี้ถึงชนิดหรือประเภทของเชื้อไดตามระดับความ
เฉพาะเจาะจงของชนิดแอนติบอดีที่นํามาใช เพราะถึงแมวิธีการยอมสีเนื้อเยื่อเชื้อดวยสารเรืองแสง 
แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนเรืองแสง จะเปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว แตก็เปนการตรวจทั่วไป
เพื่อการเห็นสภาพการมีเชื้อสาเหตุของโรคในเนื้อเยื่อพืชเทานั้น สําหรับการตรวจเชื้อโดยวิธี 
immunofluorescence microscopy ใหสามารถแสดงผลการปรากฏของเชื้อในเนื้อเยื่อตลอดจน 

A C

 

A 

 

A B  AB 
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ความเฉพาะเจาะจงและความเชื่อมั่นในระดับที่ตองการนั้น ขึ้นอยูกับวิธีการเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อที่
นํามาตรวจสอบ รวมทั้งชนิดแอนติบอดี สารเคมีคุณภาพของอุปกรณหรือเครื่องมือตลอดจนความ
รอบคอบในการแปลผล รวมทั้งประสบการณและความชํานาญของผูตรวจสอบที่ตองมีความรูอยาง
เพียงพอตอการแยกแยะความเหมือนหรือความแตกตางของสิ่งตาง ๆ ที่ปรากฏในภาพสะทอนจาก
กลองจุลทรรศน ตัวอยางในการใชเทคนิค immunofluorescence  คือการตรวจสอบการปนเปอน
ของเชื้อ Xanthomonas  campestris ในเมล็ดถ่ัว  (Schaad, 1978)  พบวา สามารถตรวจสอบได
ถึงระดับ 0.01% คือมีเมล็ดปนเปอน 1 เมล็ดใน 9,999 เมล็ดดี  ในป  1979 MacDonald  และ  
Duniwa   ศึกษาการอยูรอดของ zoospore ของเชื้อ Phytophthora megaspema และ 

 P. cinnamomi ในดินโดยตรวจดูการงอกของ zoospore  cyst บนอาหารจําเพาะโดยใช 
fluorescent antibody  ในป 1994 Jesus และ Schots ทําการตรวจสอบโคนีเดียของเชื้อ 
Botrytis cinerea ในไมตัดดอก เชน เยอบีราและกุหลาบ โดยการใช monoclonal antibody  และ
ทดสอบดวย  immunofluorescence test  พบวา โคนีเดียของ B. cinerea มีระดับการเรืองแสง
ตั้งแต 50-100%  สวน Botrytis สปชีสอ่ืน ๆ จะมีรูปแบบของการเรืองแสงแตกตางจาก Botrytis 

cinerea นอกจากนั้นยังมีการใชเทคนิค immunofluorescence ในการตรวจเชื้อ Poria placenta 

ที่เปนสาเหตุของการผุพังของไม โดยใช polyclonal antibody  (Goodell, Jellison, and Hosli, 1988) 
 

 2.4.3 การตรวจโดยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

               การตรวจเชื้อโดยปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาดวยแอนติบอดีทั้งชนิด polyclonal และ 
monoclonal antibodies เปนวิธีที่ใชกันอยางแพรหลาย (พรทิพย วงศแกว, 2544 ) ในระยะเวลา
กวา 20 ปที่ผานมา ไดมีผูคนคิดปรับปรุงการทดสอบซึ่งอาศัยหลักการของการทําปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติบอดีใหมีความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) สูงขึ้นโดยการนํา
แอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ติดฉลาก (label) ไวดวยสารตาง ๆ เชน สารเรืองแสง (fluorescent 

compound) สารกัมมันตภาพรังสี (radio-isotope) มาใชในการทดสอบเหลานั้น ถึงแมการ
ทดสอบดั ง กล า ว จะมี ค ว ามไวสู ง  แต ยั ง มี ข อ จํ า กั ดบ า งประก าร ในการ ใช  เ ช น  วิ ธี 
immunofluorescence  ซ่ึงใชสารเรืองแสงเปนสารติดฉลาก มีขอเสียคือ ตองใชเครื่องมือราคาแพง
ในการทดสอบ  คือ กลองจุลทรรศนเรืองแสง (fluorescence microscope) สวนวิธี 
radioimmunoassay  ซ่ึงใชสารกัมมันตภาพรังสีเปนสารติดฉลากก็มีขอเสียในเรื่องของความ
จําเปนที่จะตองใชเครื่องมือซ่ึงมีราคาแพงเชนกัน และนอกนั้นยังตองมีระบบการควบคุมการใชสาร
กั มมั นตภาพรั งสี ที่ ดี ด ว ย  ดั งนั้ น  ห อ งป ฏิบั ติ ก า ร เ ล็ ก  ๆ  ส วนมากไม ส ามารถนํ า วิ ธี 
radioimmunoassay  มาใชได ดวยสาเหตุนี้จึงมีผูพยายามคิดคนสารอื่นซึ่งสามารถจะนํามาใชเปน
สารติดฉลากได และมีขอดีกวาสารเรืองแสงและสารกัมมันตภาพรังสีที่ใชอยู สารอยางหนึ่งที่พบวา
สามารถนํามาใชไดเปนอยางดี คือ เอนไซม  เนื่องจากเอนไซมหนึ่งโมเลกุลสามารถทําใหเกิดการ 
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เปลี่ยนแปลงของ  substrate ไดหลายโมเลกุล  ดังนั้น การใชเอนไซมเปนสารติดฉลากจึงชวยขยาย 

ความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่เกิดขึ้นในการทดสอบ
นั้น นอกจากนี้เอนไซมที่นํามาใชในการทดสอบยังมีความคงทนสามารถเก็บไวไดนานในสภาวะ
ตาง ๆ เอนไซมที่นํามาใชไดมีหลายชนิด ปฏิกิริยาของเอนไซมกับ substrate  ทําใหเกิดผลิตผลทีม่สีี
ซ่ึงสามารถมองเห็นไดชัดเจนโดยไมจําเปนตองใชเครื่องมือพิเศษและเมื่อตองการบัน ทึกผลการ
ทดสอบโดยละเอียดก็สามารถทําไดโดยใชเครื่องมือสําหรับวัดความเขมของสี ซ่ึงอาจจะใชเพียง
เครื่องมือธรรมดา ๆ หรืออาจใชเครื่องมืออัตโนมัติเพื่อความสะดวกรวดเร็วในการทํางานก็ได 
สําหรับเวลาที่ตองใชในการทดสอบนี้มีรายงานกลาววาสามารถลดเวลาที่ใชเหลือเพียงภายใน 30 นาที โดย
ที่การทดสอบนั้นยังมีความไวพอเพียงที่จะใชประโยชนในแงของการวินิจฉัยโรคได    วิธีการที่ใช
ตรวจแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่กลาวมานั้นมีความแตกตางกันในดานตาง ๆ เชน ความไว 
(Sensitivity), ความจําเพาะ (specificity), ความสิ้นเปลือง, ความสะดวกในการทํา วิธีการทดสอบ
ทางเซรุมวิทยา โดยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เปนวิธีที่นิยมใช
คอนขางมาก เนื่องจากสามารถใชตรวจเชื้อไดตั้งแตชวงเริ่มเขาทําลาย เชน การใช ELISA ในการ
ตรวจเชื้อ Spongospora subterranae ในมันฝรั่ง (Harrison, Rees, Barker, and Lowe, 1993), การ
ตรวจสอบ Phytophthora fragariae ในสตรอเบอรี่ (Mohan, 1988), การตรวจสอบเชื้อรา 
Verticillium spp. ในมันฝร่ัง (Sundaram, Plasencia, and Banttari, 1991) การวัดปริมาณของ
เสนใย เชื้อ Phytophthora infestans ในเนื้อเยื่อ  (Harrison, Barker, Lowe, and Rees, 

1990)  และการตรวจสอบ Odontoglossum ringspot virus  ในกลวยไม  (โชคพิศิษฐ 
ชาญนันทพิพัฒน และคณะ, 2538)  นอกจากนั้นยังมีการใชเทคนิค ELISA ในการตรวจสอบการ
ปนเปอนจุลินทรียในอาหาร (Yong and Cousin, 1995) การตรวจสอบเชื้อ Fusarium ใน corn 

meal (Iyer and Cousin, 2003) เปนตน 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 การแยกเชื้อ Sphaceloma ampelinum จากชิ้นสวนองุนที่เปนโรค 

         นําตัวอยางองุนที่แสดงอาการของโรคสแคบ  จากพื้นที่ปลูกอําเภอปกธงชัย อําเภอวังน้ําเขียว 
อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง ราชบุรี พิจิตร เพชรบูรณ สมุทรสาครและ
จังหวัดเลย ตามที่แสดงในตารางที่  3.1   มาทําการแยกเชื้อบนอาหาร Water Agar (WA) ดวยวิธี 
tissue transplanting โดยนําใบที่ตองการแยกเชื้อมาลางทําความสะอาดบริเวณพื้นผิวโดยการลาง
ดวยน้ําสะอาด ตัดชิ้นขององุนบริเวณที่แสดงอาการของโรคบริเวณคาบตอระหวางเนื้อเยื่อที่เปนโรค
กับเนื้อเยื่อดี หลังจากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย clorox 10% เปนเวลาประมาณ 1 นาที ใชปากคีบคีบยาย
ช้ินองุนมาลางในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อเปนเวลาประมาณ  1 นาที ซับชิ้นสวนดวยกระดาษกรองนึ่งฆา
เชื้อ จากนั้นใชเข็มเขี่ยเขี่ยช้ินองุนวางบนอาหาร WA  บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ประมาณ 3 
วัน หลังจากนั้น ยายเสนใยที่เจริญออกมารอบๆ เนื้อเยื่อพืช ไปเลี้ยงบนอาหาร  Potato Dextrose 

Agar (PDA) หลังจากที่เชื้อเจริญ ทําการเก็บเชื้อโดยยายเชื้อที่ได จากการ clone จากแผลเดี่ยวลง
ใน PDA slant เพื่อใชศึกษาในลําดับอื่น ๆ ตอไป 
 
3.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ S. ampelinum 

         ศึกษาลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหาร PDA ทําการบันทึกผลดังนี้ ลักษณะของโคโลน ี

สังเกตลักษณะ เปรียบเทียบรูปราง และสีของโคโลนี  บันทึกภาพ  และวัดขนาดโคนีเดียดวย
โปรแกรมวัดขนาดโดยสุมวัดโคนีเดียจํานวน 100 โคนีเดีย/ไอโซเลต 



ตารางท่ี 3.1 แสดงไอโซเลตของเชื้อท่ีเก็บจากองุนพันธุตาง ๆ จากแหลงปลูกองุนท่ีสําคัญเพื่อใชใน
การศึกษา 

 
ไอโซเลต       พันธุองุน     สถานที่เก็บ 

Sa_1    Black opal (Marroo seedless) ไรธันยพร อ.ปากชอง 
Sa_2    White malaga   ไรวันดี อ.ปากชอง 
Sa_3    Marroo seedless  ไร BS8 อ. ปากชอง 
Sa_4    Loose perlette   ไร BS8 อ.ปากชอง 
Sa_5    Loose perlette   ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_6    Beuty seedless   ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_7    Muscat humburg  ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_8    Black opal (Marroo seedless) ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_9    Grandmonte seedless  ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_10    Black night   ไรสุพัตรา อ.ปากชอง 
Sa_11    Crimson seedless  ฟารม มทส. 
Sa_12    Flame seedless  ฟารม มทส.  

Sa_13    Black queen   ฟารม มทส.  

Sa_14    Italia    ฟารม มทส.  

Sa_15    Marroo seedless  ฟารม มทส.  

Sa_16    Mei gui chieng  ฟารม มทส.  

Sa_17    Carolina blackrose  ฟารม มทส.  

Sa_18    Ruby seedless   ฟารม มทส.  

Sa_19    Down seedless   ฟารม มทส.  

Sa_20    Emerol    ฟารม มทส.  

Sa_21    Tom muscat   ฟารม มทส.  

Sa_22    Loose pertette   ฟารม มทส.  

Sa_23    Centenail   ฟารม มทส.  

Sa_24    Fantasy seedless  ฟารม มทส.  

Sa_25    Early muscat   ฟารม มทส.  

Sa_26    Flame seedless  ไร Silverlake จ.ระยอง 
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ตารางที่ 3.1 แสดงไอโซเลตของเชื้อท่ีเก็บจากองุนพันธุตาง ๆ จากแหลงปลูกองุนท่ีสําคัญเพื่อใชใน
การศึกษาสอบ (ตอ) 

 
ไอโซเลต        พันธุองุน    สถานที่เก็บ 

Sa_27    Marroo seedless  อ.เทพสถิต จ.ชัยภูม ิ
Sa_28    Loose perlette   อ.เทพสถิต จ.ชัยภูม ิ

Sa_29    White malaga    อ.บานแพว จ.สมุทรสาคร 

Sa_30                          เหมยหลินจือ   อ.ดงเจริญ จ.พิจิตร 
Sa_31    Red grove   จ.เพชรบูรณ 
Sa_32    Loose perlette   จ.เพชรบูรณ 
Sa_33    Sultana   จ.เพชรบูรณ 
Sa_34    Beuty seedless   อ.ภูเรือ จ.เลย 

Sa_35    Flame seedless  อ.ภูเรือ จ.เลย 

Sa_36    Loose perlette   อ.ดงเจริญ จ.พิจิตร 
Sa_37    Thompson seedless  อ.ภูเรือ จ.เลย 

Sa_38    White malaga    อ.บานแพว จ.สมุทรสาคร  

Sa_39    White malaga    อ.บางแพ จ.ราชบุรี 
RSa_2    Black opal (Marroo seedless) ไรธันยพร อ.ปากชอง 
RSa_3    Beuty seedless   ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
RSa_4    Flame seedless  อ.บางละมุง จ.ระยอง 
RSa_5    Muscat humburg  ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
RSa_6    Black opal (Marroo seedless) ไรธันยพร อ.ปากชอง 
 

RSa_7    Grandmonte seedless  ไร Grandmonte อ.ปากชอง
  

RSa_8    Flame seedless 1  อ.บางละมุง จ.ระยอง 
 

RSa_9    Muscat humburg  ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
RSa_10   Loose perlette   ไรBS8 อ.ปากชอง 
 

RSa_11   Beuty seedless   ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
 

RSa_12   Marroo seedless  ไร BS8 อ.ปากชอง 
Sa_TK1   Black queen   ไรตะวนัแกว อ. ปากชอง
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3.3 การเตรียมแอนติเซรุม (antiserum) 
3.3.1 การเตรียมแอนติเจน  

เตรียมแอนติเจนโดยใช soluble mycelial proteins ดัดแปลงจากวิธีการของ 
Sundaram et al., (1991) นําเชื้อ S. ampelinum ที่ไดจากการ clone จากแผลเดี่ยวจากไอโซเลต 
Sa_TK 1 ที่แยกไดจาก อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา เล้ียงในอาหาร potato dextrose 

broth (PDB) บน shaker เปนเวลา 15 วัน หลังจากนั้นนําเชื้อที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อกรองโดยใช
กระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อ ลางเสนใยที่คางอยูบนกระดาษกรองดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง จากนั้น
นําไปหมุนเหวี่ยง ดวย เครื่องเหวี่ยง (ยี่หอ Biofuge pico, Germany ) โดยใชความเร็ว 16,000 g 
นาน 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ทําการหมุนเหวี่ยงอีกครั้ง หลังจากนั้นนําตะกอนที่ไดบดใน
ทรายละเอียดที่ผานการลางเรียบรอยแลว โดยบดใน 0.85% NaCl ในภาชนะแชอยูในน้ําแข็ง
ตลอดเวลาเพื่อรักษาสภาพโปรตีนที่ออกมาจากเซลลที่แตกสลาย  หลังจากบดแลวปลอยให
สารละลายตกตะกอนในหลอดทดลอง เปนเวลา 15 นาที  นําไปหมุนเหวี่ยงโดยใชความเร็ว 12,000 
รอบ/นาที นาน 30 นาที  เก็บเฉพาะน้ําใส หลังจากนั้นนําไปตรวจเช็คความเขมขนของโปรตีนโดย
วิธี Bradford (1976) และใช bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนเปรียบเทียบ 

 

3.3.2 การเก็บ normal serum 

ใชกระตายพันธุ New Zealand White เพศเมีย สีขาว ตาแดง จํานวน 1 ตัว ที่ไมเคย
ไดรับการฉีดสารที่มีคุณสมบัติเปนแอนติเจนมากอน กอนทําการฉีดแอนติเจน เจาะเก็บเลือดบริเวณ
เสนเลือดขอบใบหู ดวยเข็มฉีดยา ประมาณ 3-5 มิลลิลิตรตอน้ําหนักตัวกระตาย 1 กิโลกรัม เพื่อ
นํามาใชเปน normal serum สําหรับทดสอบเปรียบเทียบกับแอนติเซรุมที่ตองการผลิต โดยใชเข็ม
ฉีดยาเบอร 20G แทงเขาเสนเลือดบริเวณใบหูของกระตาย ปลอยใหเลือดไหลผานเข็มลงใน
หลอดแกวที่อบฆาเชื้อ นําหลอดแกวที่บรรจุเลือดดังกลาววางไวที่อุณหภูมิหอง เพื่อใหเลือดแข็งตัว 
ใชสวนปลายเข็มที่ปราศจากเชื้อกรีดตรงบริเวณรอยตอระหวางผิวหนาของเม็ดเลือดที่แข็งตัวกับ
ผนังหลอดแกวเพื่อใหสวนที่แข็งตัวของเลือดจมลงกนหลอด นําหลอดแกวที่บรรจุเลือดนี้เก็บไวใน
ตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จากนั้นดูดสวนที่เปนน้ําเหลืองใสใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
0.02% Sodium azide (NaN3) เพื่อปองกันการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆ ที่อาจเกิดขึ้นไดเมื่อเก็บ 
normal serum ไวเปนเวลานาน  

 

3.3.3 การฉีดแอนติเจน  
ฉีดแอนติเจนมีทั้งหมด 4 คร้ัง แตละครั้งหางกัน 7-10 วัน นําแอนติเจนที่เตรียมจาก

ขอ 1 ฉีดเขาในกระตายโดยครั้งที่ 1 และ 2 ฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular) บริเวณสะโพกโดย
ผสมสารแขวนลอยแอนติเจนกับ Freund’s incomplete adjuvant (Difco 
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Laboratories, USA) ในอัตราสวน 1 : 1 (v/v) ผสมใหเขากนัจนมีลักษณะเปนครีมขาวขน 
ปริมาตรสารแขวนลอยแอนติเจนที่ใชฉดีแตละครั้งเทากบั 0.5 มิลลิลิตร โดยมีความเขมขนของ
โปรตีนเทากับ 0.75 µg/ml สวนครั้งที่ 3 และครั้งที่ 4 ฉีดเขาเสนเลือด (intravascular) บริเวณใบหู 
ใชสารแขวนลอยแอนตเิจนครั้งละ 1 มิลลิลิตรโดยที่ไมผสม กับ Freund’s incomplete adjuvant  

 

3.3.4 การเก็บแอนติเซรุม  
เก็บแอนตเิซรุมลักษณะเดยีวกับการเก็บ normal serum เก็บครั้งแรกแอนติเซรุม

หลังจากฉีดครัง้ที่ 4 ครบ 7 วนั จํานวน 5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนาํแอนติเซรุมทดสอบ titer และเกบ็
แอนติเซรุมครั้งที่ 2  โดยเก็บหางจากครั้งแรก 7 วัน จํานวน 5 มิลลิลิตร 

 

3.3.5 การตรวจสอบความเจือจางต่ําสดุท่ียงัทําปฏิกิริยากบัแอนติเจนได (titer)  
ใชเทคนิค DAC indirect ELISA ตามวิธีการของ โสภณ วงศแกว (2536) โดยนํา

แอนติเซรุมที่ไดมาประเมินหาคาความเขมขนต่ําสุดของแอนติเซรุมที่สามารถทําปฏิกิริยากับ
แอนติเจนได พรอมกับทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อ S.  ampelinum ที่ปริมาณตางๆ โดยนํา
โคนีเดียของเชื้อ S.  ampelinum  ที่เล้ียงไวในอาหารไอโซเลต ตางๆ   และ soluble mycelial 

proteins ที่ใชผลิตแอนติเซรุม มาละลายใน carbonate coating buffer แลวเจือจางใหมีความเจือ
จางลดลงเปน 10 เทา (ten-fold serial dilution) โดยใช carbonate coating buffer เปนตัวทํา
ละลายแทนน้ํา เตรียมสารแขวนลอยของเชื้อ ใหมีความเจือจางที่ระดับตั้งแต 10-1 ถึง 10-6 และใช  
normal serum เปน negative control  ใชไมโครปเปตดูดเอาสารแขวนลอยของเชื้อที่มีความเจือ
จางที่ระดับตั้งแต 10-1  ถึง 10-6 และ soluble mycelial proteins ตัวอยางละ 100 µl ใสลงในแตละ
หลุมของจานทดสอบ (microtiter plate) จํานวน 2 ซํ้า(หลุม)ตอตัวอยาง บมจานทดสอบในกลอง
ช้ืน (กลองพลาสติกใสกระดาษชื้น) ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง หรือเก็บใสตูเย็น
คางไว 1 คืน เทสวนประกอบที่บมไวทิ้ง แลว หยอด blocking solution ใน carbonate coating 

buffer (1% skimmed milk) หลุมละ 100 µl บมไวในกลองชื้นนาน 30-60 นาที ที่  37 องศา
เซลเซียส ลางดวย PBS-T (phosphate buffer saline-tween)  3 คร้ัง แชไว 2-3 นาที ตอคร้ัง 
(รวม 5-10 นาที) หยอด antiserum (1 °As ) ที่เจือจางใน conjugated buffer ในอัตราสวนของ
แอนติเซรุมและ normal serum ตอ conjugated buffer  ที่ 1 : 16, 1:32, 1:64, 1: 128, 1: 256, 

1:512, 1: 1,024 และ 1:2,048  บมไวในกลองชื้น 1 ช่ัวโมงที่ 37 องศาเซลเซียส ลางดวย PBS-T 

3 คร้ัง แชไว 2-3 นาที ตอคร้ัง (รวม 5-10 นาที)  ทําการเตรียม anti- rabbit IgG alkaline 

phosphatase conjugate (Sigma, Cat. No. A3687) อัตรา 1:30,000 (v/v) นําไปหยอดลงใน
หลุมที่ลางแลวหลุมละ    100 µl บมในกลองชื้นนาน 1 ช่ัวโมงที่ 37 องศาเซลเซียส ลางดวย    
PBS-T 3 คร้ัง แชไว 2-3 นาที ตอคร้ัง (รวม 5-10 นาที) หลังจากนั้นเตรียม 0.05% p-nitrophenyl  
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phosphate (Gibco BRL, Cat. No. 15978-098) ใน substrate   นํามาหยอดลงในหลุมที่ลาง
แลวหลุมละ 100 µl จากนัน้นําไปบมไวในกลองชื้นในที่มืดที่อุณหภมูิ      37  องศาเซลเซียส นาน
ประมาณ 45-60 นาที นําออกมาตรวจปฏกิิริยา เมื่อมีสีเหลืองปรากฏขึ้นบนหลุม positive control 

จนเหน็ชัดดวยตาเปลา หยดุปฏิกิริยาดวย 3 M potassium hydroxide (KOH) อัตรา 25/100 µl 

จากนั้นนําจาน ELISA ไปวัดการดูดซับแสงดวย ELISA reader (SpectraCountTM Microplate 

Photometer, ยี่หอ Packard รุน AS10001) ที่ความยาวชวงคลื่น 405 nm  
 

3.3.6 การทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติเซรุม 

          นําเชื้อ S.  ampelinum จํานวน 5 ไอโซเลต ที่เกบ็จากแหลงปลูกองุนตางๆ  รวมทั้ง 
เชื้อ Collectotrichum sp. ที่แยกจากองุน สม พริก และกลวย  จํานวน 6 ไอโซเลต เชื้อราโรคพืช
อ่ืน ๆ ไดแก เชื้อ Fusarium spp., Curvularia spp. และ Helminthosporium spp. โดยนําเชื้อ
มาเลี้ยงในอาหาร PDA และเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชจาํนวน 4 ชนิด  หลังจากนั้นนาํเชื้อมาทําให
เจือจางดวยหลักการ serial dilution ละลายดวย carbonate coating buffer นําสารแขวนลอยของ
เชื้อแตละไอโซเลตมาหยดลงในหลุม ๆ ละ 100 µl   ของ microtiter plate บมขามคืน จากนั้นทํา
ตามขั้นตอนของวิธี DAC indirect – ELISA วธีิการเดียวกับขอ 3.3.5  วิธีการทดสอบ
ความจําเพาะเจาะจงจะใชแอนติเซรุมที่ระดับความเจือจาง 1:1,000 จากนั้นทาํการตรวจปฏิกิริยาใน
แตละไอโซเลตของเชื้อ 
  

3.4  การพัฒนาวิธีการตรวจสอบ latent infection โดยวิธีทาง serology 

 3.4.1 วิธี ELISA 

           นําเชื้อ S.  ampelinum ที่เก็บจากแหลงปลูกตาง ๆ  ปลูกเชื้อบนองุนโดยใชความ
เขมขนของ spore suspension เทากับ 106  โคนีเดีย/มิลลิลิตร ใชวิธีหยด  spore suspension  20 
ไมโครลิตร  บนใบองุนจํานวน 5 จุด ตอใบ จํานวน 2 ซํ้า ทําเครื่องหมายบนจุดที่ปลูกเชื้อทั้ง   5 จุด 
หลังจากนั้น ทําการตรวจปฏิกิริยาทุก ๆ 2 วัน หลังปลูกเชื้อ จนกระทั่งองุนปรากฏอาการของโรค 
โดยมีขั้นตอนดังนี้  ใชมีดตัดบริเวณที่ปลูกเชื้อเปนชิ้นใหมีขนาดครอบคลุมบริเวณที่ปลูกเชื้อ นํา
ชิ้นองุนมาบมรวมกับ primary antiserum ที่ระดับความเขมขน 1:1,000 ใน conjugated buffer 
บมรวมกันใน microfuge tube อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา   1 ช่ัวโมง ลางชิ้นองุนใน 
PBS-T 3 คร้ัง นําชิ้นองุนบมรวมกับ anti - rabbit IgG alkaline phosphatase conjugate  
(Sigma, Cat. No. A3687) ใน conjugate buffer บมรวมกันใน microfuge tube อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางชิ้นองุนใน PBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 1-2 นาทีจากนั้นยาย
ชิ้นองุนใสใน microtiter plate หลังจากนั้นเตรียม 0.05% p - nitrophenyl phosphate 

(Gibco BRL, Cat. No. 15978-098) ใน substrate buffer นํามาหยอดลงในหลุม ๆ ละ 100 µl 
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จากนั้นนําไปบมไวในกลองชื้นในที่มดืที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานประมาณ 15-20 นาที ใช
ปากคีบคีบชิ้นสวนองุนออก นําออกมาตรวจปฏิกิริยา สังเกตจากสทีี่ปรากฏดายสายตาและนําจาน 
ELISA ไปวดัที่ความเขมของสีที่เกิดขึ้นดวย ELISA reader ที่ความยาวชวงคลื่น 405 nm 

เปรียบเทียบสทีี่เกิดและคาทีว่ัดได บันทกึจํานวนวนัที่เกดิปฏิกิริยาเปนบวกในแตละไอโซเลต ใชช้ิน
องุนที่ไมไดรับการปลูกเชื้อเปน negative control  

 

3.4.2 วิธี immunofluorescence  

ใชวิธีเดียวกับการตรวจโดยวิธี ELISA  แตกตางกันที ่เทคนิค 
immunofluorescence   บมชิ้นองุนรวมกับ primary antiserum ที่ระดับความเจือจาง 1:1,000 ใน 

conjugated buffer บมรวมกันใน microfuge tube  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1 ช่ัวโมง
แลว หลังจากนั้นบมชิ้นองุนกับ  anti-rabbit IgG -FITC conjugate (Sigma, Cat. No. F0382) ที่
เจือจาง 1:1,000 ใน conjugate buffer บมรวมกันใน microfuge tube  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางชิ้นองุนใน PBS-T 3 คร้ัง ซับชิ้นองุนใหแหงดวยกระดาษกรอง หยด 
glycerin ที่ละลายใน PBS ปดดวย cover glass นําชิ้นองุนไปสองดวยกลองจุลทรรศนแสงเรือง 
(ยี่หอ Olympus Fluorescence Microscopes and Accessories รุน BX 50 –32E01) ในการ
ทดลองที่แสดงผลเปนบวกจะเห็นการเรืองแสงของ FITC เปนสีเหลืองอมเขียว ทําการถายรูปเพื่อ
บันทึกขอมูล บันทึกจํานวนวันที่เกิดปฏิกิริยาเปนบวกในแตละไอโซเลต  ใชช้ินองุนที่ไมไดรับการ
ปลูกเชื้อเปน negative control  
 

3.5 การศกึษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S. ampelinum โดยเทคนิค   
serology 
3.5.1 วิธี ELISA  

นําเชื้อ S.  ampelinum ที่เก็บจากแหลงปลูกตาง ๆ ที่เล้ียงบนอาหาร PDA อาย ุ     
1 เดือน มาตรวจสอบปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาโดยใชวิธี ELISA เปรียบเทียบคาที่วัดไดจาก 
เครื่อง spectrophotometer  โดยเชื้อที่ใชมีความเขมขนของสปอรในแตละไอโซเลตเทากัน ความ
เขมขนของสปอรที่ใชเทากบั 106 โคนีเดยี/มิลลิลิตร ตรวจสอบไอโซเลตละ 4 ซํ้า 

 

3.5.2  วิธี Gel-double diffusion  
เพื่อตรวจสอบความแตกตางและความสัมพันธของเชื้อ species ตาง ๆ ของเชื้อ     

S. ampelinum, เชื้อ Colletotrichum spp.  ไอโซเลตตาง ๆ และเชื้อชนิดอืน่ ๆ  วิธีนี้เปนการ
ตกตะกอนทางเซรุมวิทยาที่เกิดในตัวกลางที่เปนวุน โดยทําใหแอนติเจนและแอนติบอดีเคลื่อน
เขาหากันในตวักลาง ที่เปนวุน ตามวิธีการของ Gooding (1966) 

 เทวุนที่มี Ionagar 0.8% ผสมกับ NaN3 1% ปริมาตร 12-15 มิลลิลิตรลงบนจาน 
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เล้ียงเชื้อพลาสติกขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ปลอยใหแข็งตัวที่อุณหภูมหิอง จากนั้นใช 
cork borer เบอร 2 ที่มีเสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เจาะที่ตรงกลางจาน 1 หลุมและโดยรอบ        

6 หลุม ใหขอบหางกัน    4-5 มิลลิเมตร แลวจึงใช vacuum pump ดูดเอาวุนออก เติมแอนติเซรุมที่
หลุมกลาง 20 ไมโครลิตร และ หลุมรอบนอกเติม spore suspension หรือ สารสกัดจากสปอรของ
เชื้อ S.  ampelinum ไอโซเลตตาง ๆ ที่สกัดโดยวิธีเดียวกับการเตรียมแอนตเิซรุม  และเชื้อ 
Colletotrichum spp.  ในปริมาณที่เทากัน นําจานเลี้ยงเชื้อเขาบมในกลองชื้นทีอุ่ณหภูมิหองนาน 
24-48 ช่ังโมงจึงตรวจผลการทดลองโดยดจูาก precipitin band ที่เกิดขึ้น 
 

3.6 การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S.  ampelinum จากปฏิกิริยาบนพันธุ
องุน 

 3.6.1 การเตรียมพืช 

           ใชกิ่งองุนที่ตัดจากตนองุนจํานวน 6 พันธุ คือ Black queen, Crimson seedless, 

Marroo seedless, Delight, Centenail  และ Shiraz แตละกิ่งมีตาประมาณ 3-5 ตา นํามาชําลง
ในขวดสีชาที่บรรจุน้ําเต็มขวด หลังจากชาํประมาณ 5 วัน  องุนจะเริ่มผลิตา และแตกใบออนใน
วันที ่10 หลังจากชํากิ่ง ดังรูปที่ 3.1  
 

 
 
 

รูปที่ 3.1 ภาพกิ่งชําขององุนที่แตกใบออนหลังปกชํา 10 วัน 
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3.6.2 การเตรียมเชื้อ 

            นําเชื้อ S. ampelinum จํานวน 12 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจากใบองุนท่ีเปนโรค เล้ียงเช้ือ   S. 

ampelinum บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน จากน้ันเตรียมสารแขวนลอยของเช้ือ โดย
ใชลูปปลายกลมเขี่ยโคนีเดียบนอาหารเลี้ยงเชื้อมาละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ตรวจนับจํานวน โคนีเดีย
โดยใช heamacytometer ใหมีความเขมขน 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร เพื่อใชในการปลูกเชื้อตอไป 
 

 3.6.3 การปลกูเชื้อ  

           ปลูกเชื้อ S. ampelinum บนใบองุน โดยใช cotton bud จุมลงในหลอดที่มีสาร
แขวนลอยเชื้อ หลังจากน ั้นใช cotton bud ทาลงบนดานหลังใบและทองใบขององุนที่ใช
ทดสอบ ใชน้ํากลั่นทาบนใบองุนตน control ทําการทดสอบจํานวน 2 ใบตอตน ภายใต
โรงเรือนอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 

3.6.4 การบันทึกผลการทดลอง 
          หลังปลูกเชื้อ 3 วัน สังเกตอาการบนตนองุน โดยทําการบันทึกขอมูลดังนี ้

3.6.4.1 พันธุที่แสดงอาการ 

3.6.4.2 วันแรกที่อาการปรากฏบนตนองุน 

3.6.4.3 วัดขนาดของแผล ทุกวันหลังจากปรากฏอาการติดตอกัน 7 ว ัน 

3.6.4.4  วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชการวิเคราะหแบบ CR
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 
4.1 การแยกเชื้อ Sphaceloma  ampelinum จากตัวอยางองุนที่เปนโรค 
         จากการเก็บตัวอยางองุนที่แสดงอาการของโรคสแคบ ในพื้นที่ปลูกอําเภอปกธงชัย อําเภอวัง
น้ําเขียว อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง ราชบุรี พิจิตร เพชรบูรณ สมุทรสาคร
และจังหวัดเลย (รูปที่ 4.1 A-F) สามารถแยกเชื้อไดสําเร็จประมาณ 80 เปอรเซ็นต สาเหตุที่ทําใหไม
สามารถแยกเชื้อได 100 เปอรเซ็นตจากตัวอยางทั้งหมด เนื่องจากเกิดการปนเปอนจากเชื้อราอื่นๆ 
บนแผลเดียวกันเพราะยังไมไดทําการแยกเชื้อทันทีหลังจากเก็บตัวอยาง  การแยกเชื้อใหมี
ประสิทธิภาพตองแยกเชื้อทันทีหลังจากเก็บตัวอยางและแผลที่ใชแยกตองเปนแผลที่แสดงอาการ
เร่ิมแรก หลังจากยายเนื้อเยื่อใบองุนลงวางบน WA 3 วัน เชื้อจะสรางเสนใยสั้น ๆ เจริญออกมา
โดยรอบเนื้อเยื่อ (รูปที่ 4.2) ทําการยายชิ้นสวนของเชื้อลงบน PDA ลักษณะโคโลนีของเชื้อบน
อาหาร PDA และ PDB แสดงในรูปที่ 4.3 
 

4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
  

4.2.1 ลักษณะของโคนีเดีย ผลของการวัดขนาดโคนีเดียของเชื้อ ที่แยกไดจากตัวอยางที่เปน
โรคจากแหลงปลูกตางๆ จํานวน 38 ไอโซเลต พบวา เชื้อแตละไอโซเลตมีขนาดของโคนีเดียเฉลี่ย
อยูในชวง  2.17-3.35 x  5.24-6.83  ไมครอน ดังแสดงในตารางที่ 4.1 โคนีเดียมีขนาดเล็ก กลมรี 
หัวทายมน  คลายรูปไข ไมมีสี มีลักษณะใส เซลลเดียว มี  vacuole กลมใสภายใน ดังรูปที่ 4.4 

4.2.2 ลักษณะของโคโลนีบนใบองุน การศึกษาลักษณะภายนอกของใบองุนที่เปนโรคดวย
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope: SEM) พบวาเชื้อ
สาเหตุของโรคสแคบบนใบองุนมีลักษณะโคนีเดียอยูรวมกันเปนกลุม กระจุกตัวหนาแนนบริเวณ
เสนใบ โดยที่โคนีเดียของเชื้อเกิดที่บริเวณสวนปลายของโคนิดิโอฟอร (รูปที่ 4.5) 
 4.2.3 ลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารของเชื้อ จากการสังเกตการเจริญเติบโตของ
เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบวา เชื้อในแตละไอโซเลตมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน ขยาย
ขนาดของโคโลนีคอนขางชา คือ มีขนาดเสนผาศูนยกลางเพียง 0.5-2 เซนติเมตร หลังจาก 10 วัน 
และขยายขนาดขึ้นเปน 2.5 เซนติเมตร เมื่อเชื้อมีอายุ 1-2 เดือน ซ่ึงเปนชวงที่เชื้อหยุดการขยายขนาด
โคโลนี สําหรับสีของโคโลนี พบวาแบงไดเปน 3 กลุม คือ สีเหลืองออน สีเหลืองเขมถึงสม และสี
แดง ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหาร PDA แสดงในรูปที่ 4.6 
  



             
 

                                                                                  
 

        
 
 
รูปที่ 4.1 ลักษณะขององุนที่แสดงอาการโรคสแคบ (A) อาการบนยอดออน (B) อาการบนใบ (C) 

อาการบนกานใบขององุน (D) อาการบนผลองุนพันธุไวทมะละกา (E) อาการบนผลองุน
พันธุ loose perlett (F) อาการเริ่มแรกบนใบออนขององุน 

A

C C
B

D 

B
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รูปที่ 4.2 แสดงลักษณะการเจริญของเชื้อ S. ampelinum บนอาหาร WA ที่เจริญออกมาจาก

ช้ินสวนขององุนที่เปนโรคที่แยกเชื้อโดยวธีิ tissue transplanting 
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รูปที่ 4.3 (A) ลักษณะการเจริญของเชื้อ S. ampelinum ที่เจริญบนอาหาร PDA เปนเวลา10 วัน 

หลังจากที่ยายจากอาหาร WA   เปนการเจริญแบบพอกพูน (B-C) ลักษณะการสรางเสน
ใยของเชื้อบนอาหารแข็ง (D) ลักษณะเสนใยของเชื้อที่มีผนังกั้น (septum) บริเวณที่ตอ
กันจะมีลักษณะคอด (E) ลักษณะของเชื้อที่เล้ียงในอาหาร PDB ซ่ึงจะมีลักษณะการเจริญ
ที่แตกตางกันในแตละไอโซเลต (F) ลักษณะเชื้อที่เจริญในอาหาร PDB บริเวณรอบ ๆ 
โคโลนีจะมีเมือกใสหุม 

A

C
B

D 

B

E F
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รูปที่ 4.4   ลักษณะโคนีเดยีของเชื้อ S. ampelinum ที่ศึกษาดวยกลองจุลทรรศน 
 (A) ลักษณะของโคนีเดียของเชื้อ S. ampelinum มีลักษณะและขนาดแตกตางกันโคนี

เดียที่อายุนอยจะสังเกตเห็นวามีจุด oil drop อยูภายในและจะหายไปเมื่ออายุมากขึ้น 
(กาํลังขยาย 1000 เทา) 

  (B) ลักษณะของโคนีเดียของเชื้อ S. ampelinum ที่กําลังงอก (กาํลังขยาย 1000 เทา) 
 

      
 

     
รูปที่ 4.5  ลักษณะพื ้นผิวภายนอกบริเวณขององุ นที ่เปนโรคสแคบ ถายจากกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด  
 (A) เนื้อเยื่อบริเวณเสนใบขององุนพันธุ Marroo seedless แสดงอาการสแคบ   

กําลังขยาย 1700 เทา 
 (B) เนื้อเยื่อบริเวณผิวใบขององุนพันธุ Flame seedless แสดงอาการโรคสแคบที่

กําลังขยาย 1700 เทา 
 

A B 

A B 
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รูปที่ 4.6 แสดงลักษณะการเจริญของเชื้อ S. ampelinum อายุ 15 วัน บนอาหาร PDA เชื้อในแต

ละไอโซเลตจะมีลักษณะการเจริญบนอาหารที่แตกตางกนัทั้งในดานขนาดและสีของ
โคโลนี 

  (A) ไอโซเลต Sa_1      (B) ไอโซเลต Sa_2        
  (C) ไอโซเลต Sa_3      (D) ไอโซเลต Sa_4             
  (E) ไอโซเลต Sa_5     (F) ไอโซเลต Sa_6             

 (G) ไอโซเลต Sa_7     (H) ไอโซเลต Sa_8             
 (I) ไอโซเลต Sa_9     (J) ไอโซเลต Sa_10             

   (K) ไอโซเลต Sa_11  (L) ไอโซเลต Sa_12 

A B C

D E F

G H I

J K L
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ตารางที่ 4.1 แสดงขนาดของโคนีเดียของเชื้อ S. ampelinum ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA จํานวน  38    
ไอโซเลตที่เก็บจากแหลงปลูกองุน 

 
ไอโซเลท                  ขนาดโคนีเดีย(ไมครอน)* 
                 ความยาวเฉลี่ย           ความกวางเฉลี่ย 
Sa_1  6.20±0.66   3.35±0.36  

Sa_2 5.74±0.69   2.41±0.58 

Sa_3 5.89±0.52   2.61±0.30 

Sa_4     6.14±0.60   2.55±0.36 

Sa_5     5.93±0.70   2.61±0.48 

Sa_6     6.35±0.64   2.67±0.30 

Sa_7     5.91±0.77   2.47±0.36 

Sa_8     6.23±0.69   2.58±0.30 

Sa_9     6.21±0.64   2.26±0.35 

Sa_10     6.16±0.67   2.34±0.35 

Sa_11     6.25±0.67   2.50±0.33 

Sa_12     5.24±0.63   2.17±0.33 

Sa_13     5.47±0.77   2.36±0.31 

Sa_14     5.80±0.65   2.60±0.31 

Sa_15     5.68±0.65   2.54±0.32 

Sa_16     5.93±0.76   2.59±0.44 

Sa_17     5.43±0.77   2.32±0.27 

Sa_18     5.29±0.57   2.49±0.32 

Sa_19     6.29±0.69   2.59±0.43 

Sa_20     5.78±0.69   2.48±0.27 
 
* คาเฉลี่ยจาก 100 โคนีเดียตอไอโซเลต 
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ตารางที่ 4.1 แสดงขนาดของโคนีเดยีของเชื้อ S. ampelinum  ท่ีเล้ียงบนอาหาร  PDA จํานวน  38   
ไอโซเลตที่เก็บจากแหลงปลูกองุน (ตอ) 

 
ไอโซเลท                              ขนาดโคนีเดีย(ไมครอน)* 

              ความยาวเฉลี่ย                         ความกวางเฉลี่ย 
Sa_21  5.80±0.79 2.55±0.25  

Sa_22  5.98±0.44   2.46±0.25  

Sa_23  6.04±0.71   2.66±0.32  

Sa_24  6.08±0.71   2.66±0.46  

Sa_25  6.48±0.65   3.10±0.42  

Sa_26     6.81±0.83   3.17±0.35  

Sa_27     6.69±0.60   3.17±0.41  

Sa_28     6.26±0.62   2.74±0.31  

Sa_29    5.91±0.72   2.56±0.33  

Sa_30     6.83±0.80   3.08±0.47  

Sa_31     6.80±0.65   2.99±0.39  

Sa_32     5.72±0.60   2.81±0.34  

Sa_33     6.69±0.64   3.26±0.46  

Sa_34     6.68±0.60   3.02±0.35  

Sa_35     6.36±0.50   3.03±0.32  

Sa_36     6.52±0.38   3.19±0.50  

Sa_37 6.39±0.61   2.91±0.45  
 
* คาเฉลี่ยจาก 100 โคนีเดียตอไอโซเลต 
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4.3 การผลิตแอนติเซรุมของเชื้อ S. ampelinum 
    การผลิตแอนติเซรุมโดยใชโคนีเดียของเชื้อที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแอนติเจนฉีดเขา
กระตายโดยตรงไมสามารถกระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงได แตการใช
ของเหลวที่ไดจากการบดเสนใยและโคนีเดียซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 0.75 ไมโครกรัม ตอการฉีด          
1 คร้ัง ฉีดเขากระตายในลักษณะฉีดเขากลามเนื้อโดยผสม Freund’s incomplete adjuvant 2 คร้ัง 
รวมกับการฉีดเขาเสนเลือดโดยมีปริมาณโปรตีน 1.5 ไมโครกรัม โดยไมผสม Freund’s adjuvant 

2 คร้ัง พบวา สามารถกระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum ได 
  

4.3.1 การตรวจสอบความเจือจางต่ําสดุท่ียงัทําปฏิกิริยากบัแอนติเจนได (titer)  
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติเซรุมที่ผลิตได โดยนํามาประเมินหาคา
ระดับความเขมขนต่ําสุดของแอนติเซรุมที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนเปาหมาย และศึกษา
ความไว ของแอนติเซรุมที่ระดับตาง ๆ ดวยวิธี DAC  indirect – ELISA พบวาแอนติเซรุมที่ทุก
ระดับความเขมขนที่ใชในการทดสอบสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนได โดยผลการตรวจระดับ
ความเขมขนที่ใชทดสอบตั้งแต 1:16  ถึง 1:2,048 (v/v) พบวา ที่ความเขมขนของแอนติเจน 106 

โคนีเดีย/มิลลิลิตร  แอนติเซรุมยังใหปฏิกิริยาบวกที่ความเขมขน 1: 1,024 และที่ความเขมขน         
1:512 ยังใหปฏิกิริยาบวกเมื่อแอนติเจนมีความเขมขนเพียง 10 โคนีเดีย/มิลลิลิตร (ตารางที่ 4.2) 
  
 4.3.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (specificity) ของแอนติเซรุม 
               จากผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของแอนติเซรุม พบวา  normal serum ที่
นํามาใชในการทดสอบเปรียบเทียบกับแอนติเซรุมไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ S. ampelinum และ 
แบคทีเรียที่นํามาทดสอบ สวนแอนติเซรุมที่ผลิตไดใหคา A405 สูงเมื่อทําปฏิกิริยากับ S. 

ampelinum และ Colletotrichum จากองุน ใหคาปานกลางเมื่อทําปฏิกิริยากับเชื้อ Fusaruim 

spp,  Curvularia lunata, Helminthosporium spp., Collectotrichum gloeosporioides และ
เชื้อไอโซเลต Sa_5   แตใหคาต่ํามากกับเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter aerogenes,  Azotobacter 

sp., Bacillus cereus, Xanthomonas campestris   ดังผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 4.3 

แสดงวาสามารถทําปฏิกิริยาคอนขางจําเพาะเจาะจงกับ S. ampelinum มี cross reaction กับ 
Colletotrichum จากองุน มีปฏิกิริยาบางกับ Fusaruim spp,  Curvularia lunata,  
Helminthosporium spp., Collectotrichum gloeossporioides  ซ่ึงนาจะหมดไปหากทํา
แอนติเซรุมใหเจือจางลง 
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ตารางที่ 4.2  การตรวจสอบความเจือจางต่าํสุดท่ียังทําปฏิกิริยากับแอนติเจนได (titer) 
 

                               คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร1/ 
ระดับความเจือจาง                        ความเขมขนของโคนีเดีย (โคนีเดีย/มิลลิลิตร)                   )                              
ของ แอนติเซรุม   101              102                  103                           
1: 16  0.328 ± 0.007    0.309 ± 0.012  0.296 ± 0.009 
1: 32  0.252 ± 0.004    0.212 ± 0.005  0.199 ± 0.004 

1: 64  0.202 ± 0.002    0.158 ± 0.005  0.161 ± 0.004 

1: 128  0.156 ± 0.001    0.124 ± 0.001  0.119 ± 0.003 

1: 256  0.122 ± 0.006    0.099 ± 0.002  0.105 ± 0.000 

1: 512  0.105 ± 0.001    0.090 ± 0.001  0.091 ± 0.004 

1: 1,024  0.088 ± 0.001    0.081 ± 0.003  0.088 ± 0.001 

1: 2,048  0.082 ± 0.001    0.082 ± 0.001  0.069 ± 0.008 

Normal serum 

1: 256  0.099 ± 0.003    0.101 ± 0.018  0.113 ± 0.011 

1: 512  0.086 ± 0.001    0.085 ± 0.001  0.104 ± 0.006 

1: 1,024  0.084 ± 0.002    0.089 ± 0.003  0.098 ± 0.014 

1: 2,048  0.076 ± 0.006    0.082 ± 0.006  0.095 ± 0.006 
 

 

1/ คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm ในการ
ทดสอบดวยวธีิIndirect – ELISA ผลการอานคาจาก 4 ซํ้า (หลุม) ตอตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.2  การตรวจสอบความเจือจางต่ําสุดท่ียังทําปฏกิิริยากับแอนตเิจนได (titer) (ตอ) 
                              

คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร1/ 

ระดับความเจือจาง         ความเขมขนของโคนีเดยี (โคนีเดีย/มิลลิลิตร) 
ของ แอนติเซรุม  104              105                 106                        
1: 16  0.401 ± 0.023    0.538 ± 0.006  0.554 ± 0.015 
1: 32  0.306 ± 0.007    0.468 ± 0.001  0.509 ± 0.030 

1: 64  0.259 ± 0.018    0.409 ± 0.005  0.438 ± 0.016 

1: 128  0.198 ± 0.001    0.328 ± 0.011  0.337 ± 0.005 

1: 256  0.159 ± 0.016    0.267 ± 0.003  0.296 ± 0.003 

1: 512  0.116 ± 0.009    0.199 ± 0.000  0.235 ± 0.005 

1: 1,024  0.096 ± 0.003    0.133 ± 0.039  0.176 ± 0.008 

1: 2,048  0.087 ± 0.008    0.121 ± 0.001  0.126 ± 0.008 

Normal serum 

1: 256  0.101 ± 0.002    0.123 ± 0.001  0.122 ± 0.004 

1: 512  0.086 ± 0.001    0.105 ± 0.006  0.101 ± 0.001 

1: 1,024  0.086 ± 0.002    0.087 ± 0.011  0.087 ± 0.003 

1: 2,048  0.085 ± 0.002    0.087 ± 0.001  0.086 ± 0.004 
 
1/ คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm ในการ
ทดสอบดวยวธีิ Indirect – ELISA ผลการอานคาจาก 4 ซํ้า (หลุม) ตอตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติเซรุมท่ีผลิตจากเชื้อ S. ampelinum       
ไอโซเลต Sa_TK1 กับเชื้อ S.  ampelinum   บางไอโซเลตและจุลินทรียชนดิอ่ืน ๆ    

 
 

ชนิดของเชื้อ        ความเขมขน                 คาดูดกลืนแสง A405 

           (โคนีเดีย- เซลล/มิลลิลิตร)             
Sphaceloma ampelinum  
 Sa_1       2.6 x 10 6 0.316±0.020(+)   

 Sa_2       2.4 x  10 6 0.225±0.010(+)   

 Sa_3       3.2 x 10 6 0.265±0.030(+)   
 Sa_4       2.2 x 10 6 0.249±0.022(+)   
 Sa_5      2.0 x 10 6 0.195±0.017(+)  
 Sa_6      3.5 x 10 6 0.283±0.024(+)   
Collectotrichum  musarum       2.6 x 10 6 0.167±0.008(-)   
Collectotrichum  ampelophagum 1      2.2 x 10 6 0.228±0.018(+)   
Collectotrichum ampelophagum2      4.0 x 10 6 0.267±0.006(+)   
Collectotrichum gloeossporioides      4.3 x 10 6 0.109±0.014(-)   
Collectotrichum ampelophagum 3      2.0 x 10 6 0.265±0.005(+)   
Collectotrichum piperatum      5.0 x 10 6 0.089±0.004(-)  

Curvularia lunata       2.3 x 10 6 0.126±0.003(-)   
Fusaruim spp.        5.0 x 10 6 0.103±0.001(-)   
Helminthosporium spp.       2.0 x 10 6 0.133±0.005(-)   
Enterobacter aerogenes      1.0 x 10 9 0.094±0.002(-)   
Azotobacter sp.        1.0 x 10 9 0.079±0.002(-)   
Bacillus cereus      1.0 x 10 9 0.080±0.001(-)   
Xanthomonas campestris      1.0 x 10 9 0.077±0.002(-)  
Blank (carbonate buffer)      -   0.060±0.001(-)      
     
หมายเหตุ   *     = คาเฉลี่ยการอานคาจาก 4 ซํ้า (หลุม)/ตัวอยาง 
 +     = คาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 

nm มีคาสูงกวา negative   control 2 เทา ในการทดสอบดวยวิธี Indirect  
  – ELISA 

- =  คาที่อานไดจากปฏิกิริยามคีาไมแตกตางจากคา Blank 
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4.4 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบ Latent infection โดยวิธีทาง serology 
 4.4.1 วิธี ELISA 

                 การดัดแปลงรูปแบบของวิธี  ELISA  โดยใชช้ินสวนของใบบริเวณทีแ่สดงอาการ
ของโรคสแคบเปน solid surface แทนพืน้ที่ผิวของหลุมพลาสติก (plastic plate surface)  เมื่อนํา
ช้ินสวนของใบมาทดสอบดวยวิธี ELISA ทุก 2 วัน พบวา  คาดูดกลืนแสงของทุกตัวอยางไม
แตกตางจาก control ทันททีี่สุมตรวจหลงัจากปลูกเชื้อ (0 วัน) แตทกุไอโซเลตใหผลบวก (คา A 

405 สูงกวา control เกิน 2 เทา ) หลังจากปลูกเชื้อ 2 วนัยกเวนไอโซเลต Sa_1, Sa_2 และ Sa_3  
(ตารางที่ 4.4) อยางไรก็ตามคาความแตกตางของ A 405 ระหวางตวัอยางที่ไดรับการปลูกเชื้อกบั 
control มีนอยลงหลังจากเริม่ปรากฏอาการของโรคในวันที่ 4 (รูปที่ 4.7 และ 4.8) แตยังคงสูงกวา 
control ในทุกตัวอยาง 

 
4.4.2 วิธี immunofluorescence microscopy 

               จากการใชช้ินสวนของใบที่ปลูกเชื้อ S. ampelinum  นํามาทําปฏิกิริยากับ primary 

antiserum และ secondary antiserum ที่ติดฉลากกับสาร fluorescein isothiocyanate (FITC) 

แลว นําไปตรวจดูการเรืองแสงดวยกลองจุลทรรศนแสงเรือง พบวา  โคนีเดียของเชื้อในแตละไอโซ
เลตมีลักษณะการเรืองแสงที่แตกตางกันแบงออกเปนได 4 ระดับ ดังแสดงในรูปที่  4.9 และ 4.10  

ซ่ึงผลจากการอานคาการเรืองแสงของเชื้อในแตละไอโซเลตเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.9 และ 4.10 

สามารถบันทึกผลในแตละไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่  4.5  ลักษณะการเรืองแสงของโคนีเดียใน
ทุกไอโซเลตจะมีการเรืองแสงเขมที่บริเวณผิวรอบ ๆ โคนีเดีย  
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ตารางที่ 4.4 แสดงคาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ของเชื้อ S. ampelinum จํานวน 27 ไอโซเลต 
โดยวิธี DAC ELISA กับแอนติเซรุม โดยการใชชิ้นสวนของใบที่แสดงอาการแทน 
solid surface ของ plastic plate surface 

 
 

        คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร* 

จํานวนวันหลงัปลูกเชื้อ (วัน) ไอโซเลต 
0 2 4 

Sa_1 0.160±0.001 0.092±0.001 0.210±0.031 
Sa_2 0.153±0.001 0.092±0.001 0.269±0.043 
Sa_3 0.173±0.007 0.090±0.002 0.311±0.074 
Sa_4 0.153±0.005 0.190±0.002 0.228±0.019 
Sa_5 0.154±0.014 0.199±0.011 0.246±0.050 
Sa_6 0.148±0.007 0.216±0.007 0.241±0.006 
Sa_7 0.152±0.001 0.222±0.009 0.237±0.036 
Sa_8 0.164±0.009 0.223±0.003 0.229±0.116 
Sa_9 0.159±0.001 0.152±0.082 0.201±0.027 
Sa_10 0.161±0.009 0.147±0.067 0.262±0.053 
Sa_11 0.165±0.003 0.142±0.072 0.337±0.038 
Sa_12 0.159±0.010 0.189±0.003 0.239±0.003 
Sa_13 0.149±0.007 0.186±0.012 0.246±0.058 
Sa_14 0.150±0.009 0.202±0.009 0.254±0.024 
Sa_15 0.148±0.004 0.221±0.001 0.218±0.009 
Sa_16 0.157±0.019 0.204±0.008 0.279±0.046 
Sa_17 0.159±0.002 0.199±0.007 0.229±0.010 
Sa_18 0.160±0.011 0.189±0.001 0.231±0.009 
Sa_19 0.171±0.010 0.192±0.002 0.284±0.036 
Sa_20 0.163±0.008 0.189±0.001 0.226±0.015 
Sa_21 0.160±0.007 0.185±0.003 0.210±0.000 
Sa_22 0.155±0.002 0.198±0.005 0.259±0.018 
Sa_23 0.149±0.005 0.223±0.008 0.243±0.026 
Sa_24 0.150±0.009 0.194±0.002 0.231±0.000 
Control 0.159±0.019 0.091±0.000 0.196±0.070 

    
หมายเหตุ  *     =  คาเฉลี่ยการอานคาจาก 2  ซํ้า/ ตัวอยาง 
 

                                                                                                                                            38



 
 
 

รูปที่ 4.7 ลักษณะปรากฏของอาการเริ่มแรกของโรคสแคบหลังจากปลกูเชื้อ 4 วัน(กําลังขยาย 40 x) 
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รูปที่ 4.8 ลักษณะปรากฏของอาการเริ่มแรกของโรคสแคบหลังจากปลกูเชื้อ 4 วัน(กําลังขยาย 
100x) 
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รูปที่ 4.9 แสดงการเรืองแสงของเชื้อ S. ampelinum ที่ทําการทดสอบโดยวิธี 

immunofluorescence   tests  
 (A) โคนีเดียของเชื้อที่ไมเรืองแสงเมื่อทดสอบดวย normal serum (-) 

(B) โคนีเดยีของเชื้อที่แสดงการเรืองแสงไดนอย (+) 

(C) โคนีเดยีของเชื้อที่แสดงการเรืองแสงไดปานกลาง (++) 
(D) โคนีเดยีของเชื้อที่แสดงการเรืองแสงมากที่สุด (+++) 

A

DC

B
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รูปที่ 4.10 แสดงการเรืองแสงสีเขียวของโคนีเดียของเชือ้ S. ampelinum จากการทดสอบโดยวิธี     

immunofluorescence 
(A) การเรืองแสงของโคนีเดียที่กาํลังงอก กําลังขยาย 100X 

(B) การเรืองแสงของโคนีเดียที่กาํลังขยาย 40X  
 
 
 
 

A

B
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ตารางที่ 4.5 ปฏิกิริยาของเชือ้ S. ampelinum ตอ polyclonal antibody (PAbs) ในการ
ทดสอบดวย วิธี immunofluorescence tests 

 

ไอโซเลต          ปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC* 
           แอนติเซรุม             Normal serum 
Sa_1     ++    - 
Sa_2     ++    - 
Sa_3     ++    - 
Sa_4     ++    - 
Sa_5     ++    - 
Sa_6     ++    - 
Sa_7     +++    - 
Sa_8     +    - 
Sa_9     +    - 
Sa_10     +    - 
Sa_11     +    - 
Sa_12     +    - 
Sa_13     ++    - 
Sa_14     +    - 
Sa_15     +    - 
Sa_16     +    - 
Sa_17     +    - 
Sa_18     +    - 
Sa_19     +    - 
Sa_20     +    - 
Sa_21     +    - 
Sa_22     +    - 
Sa_23     +    - 
Sa_24     +    - 
Sa_25              +             -   
 
* ดัชนีการเรืองแสง: - = ไมมีการเรืองแสง, + = เรืองแสงไดนอย, + + = เรืองแสงไดปานกลาง, 
+++ = เรืองแสงมากที่สุด  
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ตารางที ่4.5 ปฏิกิริยาของเชือ้ S. ampelinum ตอ polyclonal antibody (PAbs) ในการ   
ทดสอบดวย วิธี immunofluorescence tests (ตอ) 

 

ไอโซเลต         ปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC* 
          แอนติเซรุม         Normal serum 
Sa_26 ++    - 
Sa_27     +    - 
Sa_28 ++    - 
Sa_29      ++    - 
Sa_30    ++    - 
Sa_31     + +    - 
Sa_32    + +    - 
Sa_33     +    - 
Sa_34    ++    - 
Sa_35    ++    - 
Sa_36    ++    - 
Sa_37  +    - 
Sa_38     +    - 
Sa_39     +    - 
RSa_2                 +    - 
RSa_3     +    - 
RSa_4     +    - 
RSa_5     +    - 
RSa_6                 ++    - 
RSa_7     +++    - 
RSa_8     +    - 
RSa_9     +    - 
RSa_10    +     - 
RSa_11    ++    - 
RSa_12    +    - 
 
* ดัชนีการเรืองแสง:  - = ไมมีการเรืองแสง, + = เรืองแสงไดนอย, + + = เรืองแสงไดปานกลาง, 
+++ = เรืองแสงมากที่สุด  
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4.5 การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S. ampelinum โดยเทคนิค   
serology 

 
 4.5.1 วิธี ELISA 

                        เมื่อนําเชื้อ S. ampelinum ที่เก็บจากแหลงปลูกตาง ๆ ตรวจสอบ ปฏิกิริยาทางเซรุม
วิทยาโดยใชวธีิ ELISA เปรียบเทียบคาทีว่ัดไดจากเครื่อง spectrophotometer โดยเชื้อที่ใชมีความ
เขมขนของสปอรในแตละไอโซเลตเทากัน พบวา เชือ้ในแตละไอโซเลตมีคาดูดกลืนแสงใกลเคยีง
กัน มีเฉพาะไอโซเลต Sa_7, Sa_14, Sa_23, Sa_26, Sa_27, Sa_29, Sa_35, Sa_36 และ 

Sa_37 เทานัน้ที่มีคาดูดกลนืแสงสูงกวาไอโ ซเลตอื่น ๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
 4.5.2 วิธี Gel-double diffusion 

          การทดสอบแอนติเซรุมของเชื้อ S. ampelinum พบวา precipitin band ที่เกิดขึ้น
ระหวางเชื้อ  S. ampelinum ไอโซเลตตาง ๆ กับแอนติเซรุมที่ผลิตได ผลที่เกิดขึ้น แสดงวา
แอนติเจนในหลุมที่ 1-5 เปนแอนติเจนชนิดเดียวกันชนิดเดียวกัน เนื่องจากเสนตะกอนที่เกิดขึ้น
ระหวางแอนติเซรุมและแอนติเจนในหลุมทั้งสองจะโคงมาพบกันและตอกันเรียบสนิทเปนเสนโคง
เดียวกัน ลักษณะเหมือนกันในทุกไอโซเลต (identity) สวนการทดสอบแอนติเซรุมกับแอนติเจน
ของเชื้อ Collectotrichum ampelophagum นั้น พบวา แอนติเจนที่มีความสัมพันธทางเซรุมวิทยา
กับเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.6 แสดงคาดูดกลืนแสงของเชื้อ S. ampelinum ความเขมขน 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตรโดย
วิธี indirect- ELISA ท่ี 405 นาโนเมตร  

 
ไอโซเลต    คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร* 

  Sa_1    0.209±0.009 
Sa_2    0.236±0.009 

Sa_3    0.228±0.012 

Sa_4    0.216±0.009 

Sa_5    0.209±0.002   

Sa_6    0.196±0.009 

Sa_7    0.450±0.023 
Sa_8    0.200±0.008 

Sa_9    0.205±0.005 

Sa_10    0.222±0.007 

Sa_11    0.239±0.007 

Sa_12    0.206±0.004 

Sa_13    0.199±0.004  

Sa_14    0.401±0.013  

Sa_15    0.199±0.003 

Sa_16    0.183±0.009  

Sa_17    0.188±0.001 

Sa_18    0.209±0.011  

Sa_19    0.216±0.015  

Sa_20    0.255±0.013  

Sa_21    0.207±0.010  

Sa_22    0.205±0.004 

Sa_23    0.314±0.034 

Sa_24    0.190±0.008  

Sa_25    0.209±0.004 

Sa_26    0.476±0.002 
 
หมายเหต ุ * คาเฉลี่ยผลการอานคาจาก 4 ซํ้าตอตัวอยาง
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ตารางที่ 4.6  แสดงคาดดูกลืนแสงของเชื้อ S. ampelinum ความเขมขน 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร    
        โดยวิธี indirect-  ELISA ท่ี 405 นาโนเมตร (ตอ) 
 
 

ไอโซเลต     คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร* 
 

Sa_27    0.334±0.011 
Sa_28    0.217±0.004 

Sa_29    0.431±0.003 
Sa_30                          0.265±0.010 
Sa_31    0.295±0.007 

Sa_32    0.274±0.004 

Sa_33    0.312±0.012 
Sa_34    0.234±0.020 

Sa_35    0.410±0.008 
Sa_36    0.313±0.003 
Sa_37    0.301±0.006   
RSa_2    0.269±0.005 

RSa_3    0.221±0.008 

RSa_4    0.223±0.005 

RSa_5    0.211±0.018 

RSa_6    0.246±0.013 

RSa_7    0.296±0.016  

RSa_8    0.278±0.004 

RSa_9    0.274±0.016 

RSa_10   0.270±0.004 

RSa_11   0.275±0.008 

   RSa_12   0.246±0.007 

 

หมายเหตุ * คาเฉลี่ยผลการอานคาจาก  4 ซํ้าตอตัวอยาง 
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รูปที่ 4.11 แสดงลักษณะ precipitin band ที่เกิดขึ้นระหวางแอนติเซรุมกับแอนติเจนของเชื้อ  S.    

ampelinum  (1) ไอโซเลต Sa_1 (2) ไอโซเลต Sa_7 (3) ไอโซเลต Sa_8 (4) ไอโซ
เลต Sa_10  (5) ไอโซเลต Sa_1 (6) เชื้อ Collectotrichum ampelophagum ที่แยก
ไดจากองุน 

2 

1 

3 

4 

5 

6 

As
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4.6 การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S.  ampelinum จากปฏิกิริยาบนพันธุ
องุน 

          จากการปลูกเชื้อ S. ampelinum จํานวน 12 ไอโซเลต ลงบนใบองุนในพันธุตาง ๆ  6 พันธุ  
พบวา   สามารถจัดกลุมตามลักษณะของการเกิดโรคได 6 กลุม คือ กลุมที่ 1 เชื้อสามารถทําใหเกิด
โรคในองุนไดทั้งหมด ทุกสายพันธุ  กลุมที่ 2 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ 
Shiraz  กลุมที่  3  เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Centenail และ Delight  

กลุมที่ 4 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Crimson seedless และ Centenail  

กลุมที่ 5 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Marroo seedless และ Delight กลุม
ที่ 6 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดเฉพาะในพันธุ Black queen และ Crimson seedlees เทานั้น   

ดังแสดงในตารางที่ 4.7 

พันธุองุนที่เกิดโรคนอยที่สุดไดแก พันธุ  Delight, Centenail, Shiraz, Marroo 

seedless, Crimson seedless และ  Black queen  เปนพันธุที่มีจํานวนไอโซเลตที่ทําใหเกิดโรค
ได คือ  6/12, 7/12, 8/12, 9/12, 10/12 และ 12/12 ไอโซเลต ตามลําดับ   ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไอโซเลต Sa_8, Sa_1 และ Sa_6 สามารถทําใหองุนพันธุ Black queen 

และ Crimson seedless เกิดโรคไดภายใน 4 วัน สวนในไอโซเลตอื่น ๆ จะเกิดโรคกับองุนหลัง
วันที่  5 ของการปลูกเชื้อ สวนเชื้อไอโซเลต Sa_4 และ Sa_7 ทําใหองุนพันธุ Shiraz และ Delight 

เกิดโรคหลังจากปลูกเชื้อ 8  วันดังแสดงในตารางที่ 4.9   
จากการวัดขนาดของแผล หลังจากการปลูกเชื้อ 7 วัน พบวา เชื้อไอโซเลต Sa_24 สามารถ

ทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Black queen ขนาดเทากับ  2.282 มิลลิเมตร ไอโซเลต   
Sa_12 สามารถทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Crimson seedless  ขนาดเทากับ  
2.336  ไอโซเลต   Sa_1 สามารถทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Marroo seedless  
ขนาดเทากับ  2.180  มิลลิเมตร ไอโซเลต   Sa_3 สามารถทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุน
พันธุ Centenail  ขนาดเทากับ  1.836 มิลลิเมตร ไอโซเลต   Sa_9 สามารถทําใหเกิดแผลขนาด
ใหญที่สุดในองุนพันธุ Delight  ขนาดเทากับ  1.900  มิลลิเมตร และไอโซเลต   Sa_5 สามารถทํา
ใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Shiraz  ขนาดเทากับ  1.680  มิลลิเมตร   ดังแสดงใน
ตารางที่  4.8  
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ตารางที่ 4.7 แสดงความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อ S. ampelinum แตละไอโซเลต บนใบ 
องุน 6 สายพันธุ  

 

Isolate ความสามารถในการทําใหเกิดโรค* 

  BQ CS MS C  D SR 

Sa_3 + + + + + + 

Sa_5 + + + + + + 

Sa_6 + + + + + - 

Sa_9 + + + + + - 
 
Sa_2 + + + - - + 

Sa_24 + + + - - + 

Sa_7 + - + - + + 

Sa_11 + - + - - - 

Sa_1 + + + + - + 

Sa_12 + + - + - + 

Sa_4 + + - + + + 

Sa_8 + + - - - - 
       
 
* หมายเหต ุ +   = เชื้อทําใหองุนเกิดโรค 

-    =  เชื้อไมทําใหองุนเกิดโรค 

BQ =  Black queen  
CS = Crimson seedless 
MS = Marroo seedless 
C =  Centenail 
D = Delight 
SR = Shiraz 
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ตารางที่ 4.8 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากเชื้อ S. ampelinum หลังจากปลูกเชื้อ 10 วัน บนใบองุน  
6 สายพันธุ 

 

Isolate ขนาดของแผล (มิลลิเมตร) 

  BQ CS MS C  D SR 

Sa_1 1.820c 1.092f 2.180a 1.440c 0.000f 1.190c 

Sa_2 1.480d 1.300e 2.100ab 0.000e 0.000f 0.680e 

Sa_3 0.860g 1.680d 2.100ab 1.836a 0.650e 0.900d 

Sa_4 1.700c 1.956c 0.000e 1.300d 1.280c 1.400b 

Sa_5 1.466d 1.790d 1.816c 1.680b 1.680b 1.680a 

Sa_6 2.104b 2.020c 1.760c 1.026d 0.960d 0.000f 

Sa_7 2.100b 0.000g 1.100d 0.000e 1.660b 1.400b 

Sa_8 2.000b 2.160b 0.000e 0.000e 0.000f 0.000f 

Sa_9 1.025f 1.040f 0.956d 1.500c 1.900a 0.000f 

Sa_11 1.320e 0.000g 1.200d 0.000e 0.000f 0.000f 

Sa_12 2.070b 2.336a 0.000e 1.800ab 0.000f 1.150c 

Sa_24 2.282a 2.192b 2.000b 0.000e 0.000f 1.148c 
       
 
คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)
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ตารางที่ 4.9 แสดงวันแรกที่เชื้อในแตละไอโซเลตปรากฎแผลบนองุนพนัธุตาง ๆ  
 

Isolate  BQ CS MS C  D SR 

Sa_1 4 5 5 6 - 6 

Sa_2 5 5 5 - - 6 

Sa_3 5 6 5 5 7 7 

Sa_4 5 5 - 7 7 8 

Sa_5 5 5 5 6 8 6 

Sa_6 4 5 6 5 7 - 

Sa_7 5 - 6 - 8 6 

Sa_8 6 4 - - - - 

Sa_9 6 6 7 7 5 - 

Sa_11 5 - 5 - - - 

Sa_12 5 5 - 7 - 6 

Sa_24 4 6 5 - - 6 
       
 
-   = เชื้อไมทําใหเกิดอาการผิดปกต ิ
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รูปที่ 4.12 ลักษณะที่เกดิจากเชื้อไอโซเลต Sa_12 บนใบองุนพันธุตาง ๆ 

 (A) พันธุ Blackqueen   

 (B) พันธุ Shiraz 

 (C) พันธุ Crimson seedless 

 (D) พันธุ  Marroo seedless

A

DC

B
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษา วิธีการตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ Sphaceloma ampelinum สาเหตุ
โรค สแคบในองุนและความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ พบวา 
 1. วิธีการที่สามารถใชในการแยกเชื้อจากตัวอยางขององุนที่แสดงอาการของโรคไดอยางมี
ประสิทธิภาพ คือ การแยกเชื้อดวยวิธี tissue transplanting โดยทําการชักนําใหเชื้อเจริญออกมา
จากเนื้อเยื่อที่เปนโรคโดยนําเนื้อเยื่อที่เปนโรควางในอาหาร water agar กอนในระยะแรกหลัง
จากนั้น 3 วันจึงทําการเขี่ยยายเสนใยของเชื้อที่เจริญออกมาเลี้ยงในอาหาร potato dextrose agar 

วิธีการนี้จะสามารถทําใหเชื้อสามารถที่จะเจริญแขงกับเชื้ออ่ืน ๆ ที่ปนเปอนมากับเนื้อเยื่อพืชไดดี 
เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร PDA นาน 15 วัน สามารถนําเชื้อมาใชในการทดสอบตาง ๆ ได  ในการเขี่ย
เชื้อเพื่อนํามาทดสอบตองทําดวยความระมัดระวังเนื่องจากเชื้อเจริญชามากและเกิดการปนเปอนได
งาย และเนื้อเยื่อที่นํามาแยกเชื้อควรเปนเนื้อเยื่อที่แสดงอาการเริ่มแรกของโรค วิธีการที่พัฒนาขึ้นมี
ประสิทธิภาพดีเทากับวิธีที่ กรรณิการ เพี้ยนพักตร และคณะ (2545) แนะนํา 
 2. ลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา เชื้อแตละไอโซเลตมีลักษณะการ
เจริญ และสีของโคโลนี ที่แตกตางกัน ลักษณะการเจริญของเชื้อเปนแบบพอกพูนขึ้นดานบน 
(gummy growth) (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ, 2536) ในระยะแรกของการเจริญโคโลนีจะ
เปนจุดเล็ก ๆ มีสีครีมปรากฏขึ้น ตอมาจุดเหลานั้นจะขยายขนาดใหญขึ้นมีลักษณะเยิ้มมีตั้งแตสี
เหลืองออนจนถึงสีแดงเขม ผลการศึกษาขนาดของโคนีเดีย พบวา โคนีเดียของเช้ือที่แยกไดจาก
แหลงตาง ๆ มีลักษณะและขนาดใกลที่แตกตางกัน  สปอรมีลักษณะใส เซลลเดียว ทรงกระบอก เมื่อ
โคนีเดียแกเต็มที่จะเห็นวงกลมใสอยูหัวทายเซลล (guttle at each end)  ผนังของโคนีเดียจะมีเมือก
หุมอีกชั้นหนึ่ง  โคนีเดียของเชื้อสรางใน fruiting body เรียกวา acervulus หรือสามารถเกิดจาก
การแตกหนอไดคลายยีสต การศึกษาลักษณะภายนอกของใบองุนที่เปนโรคดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope: SEM) พบวา โคนีเดีย
ของเชื้อมีการรวมตัวหนาแนนบริเวณเสนใบ  โคนีเดียสวนใหญเกิดขึ้นที่บริเวณปลายของ 
conidiophore   ขนาดโคนีเดียในการทดลองครั้งนี้มีขนาดอยูในชวง 2.17-3.35 x  5.24-6.83  

ไมครอน ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาที่รายงานโดยไวกรรณิการ เพี้ยนพักตร และคณะ (2537) ซ่ึงมีขนาดอยู
ในชวง   2.61-4.77 x  6.37-8.75 ไมครอน   ซ่ึงทั้งลักษณะของโคโลนีและโคนีเดียจากการทดลอง
คร้ังนี้สามารถใชแยกความแตกตางของเชื้อในแตละไอโซเลตไดเนื่องจากเชื้อมีความหลากหลายใน 
 



รูปแบบของการเจริญบนอาหาร และรูปรางของโคนีเดีย ซ่ึงเปนความแตกตางทางสัณฐานวิทยา 
 3. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อโดยเทคนิคทางเซรุมวิทยา พบวา สามารถกระตุนให
กระตายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงได โดยใชแอนติเจนที่เตรียมดวยวิธีการบดเสนใยและโคนี
เดียที่เล้ียงในอาหาร PDB ซ่ึงวิธีการเตรียมแอนติเจนดัดแปลงจากวิธีการของ Sundaram et al., 

(1991) ที่ใชโปรตีน บริสุทธิ์ในการผลิตแอนติเซรุม แตจากการเตรียมแอนติเจนตามที่ได
พัฒนาขึ้นเปนการใชโปรตีนรวมที่สกัดโดยการบดเสนใย พบวา สามารถกระตุนใหกระตาย
สรางแอนติเซรุมไดและแอนติเซรุมมีความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampeliunm ทุกไอโซเลต
แตแอนติเซรุมมี cross reaction กับ Collectotrichum  spp. แตสามารถแกไขไดโดยเจือจาง
แอนติเซรุมก็จะสามารถแกไขปญหานี้ได หลังจากนั้น ใชแอนติเจนที่เตรียมไดฉีดเขากระตาย
ในลักษณะฉีดเขากลามเนื้อโดยผสม Freund’ incomplete adjuvant 2 คร้ัง รวมกับการฉีดเขา
เสนเลือดโดยไมผสม Freund’s adjuvant 2 คร้ัง พบวาสามารถกระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดี
ที่จําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum ได และมี titer ของแอนติเซรุม 1:1,024 เมื่อทดสอบกับ
แอนติเจนเขมขน 1 x 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร โดยวิธี direct antigen coating indirect ELISA 

แอนติเซรุมที่ไดทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงเฉพาะกับเชื้อ S. ampelinum และเชื้อ Colletotrichum 

sp. ที่แยกไดจากองุนแตไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ Colletotrichum sp. ที่แยกไดจากสม พริก กลวย 
และมะมวง เชื้อราสาเหตุโรคพืชชนิดอื่นๆ เชน เชื้อ Curvularia lunata, Fusaruim spp. และ 
Helminthosporium spp. เชื้อแบคทีเรีย Enterobacter aerogenes, Azotobacter sp., Bacillus 

cereus และ Xanthomonas campestris  เมื่อทดสอบโดยวิธี immunofluorescence และ 
ELISA เพื่อศึกษา Latent infection การดัดแปลงรูปแบบของวิธี ELISA โดยใชช้ินสวนของใบ
บริเวณที่แสดงอาการเปน solid surface แทนพื้นผิวของหลุมพลาสติก (plastic plate surface) 
สําหรับการพัฒนาการตรวจหาแอนติเจนตั้งแตที่ยังไมปรากฏอาการหลังจากปลูกเชื้อ 0,  2  และ  4 
วัน และเมื่อปรากฏอาการแลว พบวา หลังจากปลูกเชื้อลงบนใบองุนแลวนํามาทดสอบดวยวิธี  
ELISA ที่ 0, 2 และ  4  วัน พบวา  สามารถตรวจพบการเขาทําลายของเชื้อไดหลังจากปลูกเชื้อ       
2 วัน โดยที่ยังไมปรากฏอาการ ขณะที่ช้ินสวนของใบองุนปกติใหผลลบ การใชรูปแบบนี้ในการ
ทดสอบทําใหไมจําเปนตองบดละเอียดตัวอยางเพื่อปลดปลอยแอนติเจน และนาจะปรับใชตรวจเชื้อ
ในระยะแรกเขาทําลายซึ่งอาจอยูในรูปโคนีเดีย เสนใยเริ่มงอกหรือ appressorium ที่เกาะติดผิวพืช
ได จากผลการทดลองดังกลาวทําใหสามารถทําการตรวจการเขาทําลายของเชื้อไดโดยเมื่อสังเกตวา
สภาพแวดลอมเอื้ออํานวยและเหมาะสมตอการเกิดโรค ควรสุมใบองุนมาตรวจดวยวิธีดังกลาว
ขางตนเปนระยะ  เพื่อตรวจหาการเขาทําลาย ถาผลของการตรวจเปนบวกจะทําใหสามารถทํานายได
วาเชื้อเร่ิมระบาดในแปลงปลูกแลว สามารถทําการปองกันกําจัดไดกอนที่จะเห็นอาการปรากฏ  
นอกจากนั้นยังทําใหลดตนทุนในการผลิตได  โดยสามารถใชสารเคมีไดถูกเวลา ลดการใชสารเคม ี
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อยางพร่ําเพรื่อในการฉีดพนสารเคมีเปนโปรแกรม        และจากการตรวจสอบการเรืองแสงของ
โคนีเดียในแตละไอโซเลต พบวา โคนีเดียของเชื้อทุกไอโซเลตสามารถเรืองแสงได และสามารถ
แบงลักษณะการเรืองแสงได  4 ลักษณะ คือ ไมเรืองแสง, เรืองแสงไดนอย, เรืองแสงไดปานกลาง  
และเรืองแสงมาก วิธีนี้สามารถใชเพื่อใหสามารถสังเกตการปรากฏของเชื้อในตัวอยางเนื้อเยื่อ
ชัดเจนขึ้น และในขณะเดียวกันก็สามารถบงชี้ถึงชนิดหรือประเภทของเชื้อไดตามระดับความ
เฉพาะเจาะจงของชนิดแอนติบอดีที่นํามาใช เพราะถึงแมวิธีการยอมสีเนื้อเยื่อเชื้อดวยสารเรืองแสง 
แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนเรืองแสง จะเปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว แตก็เปนการตรวจทั่วไป
เพื่อการเห็นสภาพการมีเชื้อสาเหตุของโรคในเนื้อเยื่อพืชเทานั้น สําหรับการตรวจเชื้อโดยวิธี 
immunofluorescence microscopy ใหสามารถแสดงผลการปรากฏของเชื้อในเนื้อเยื่อตลอดจน
ความเฉพาะเจาะจงและความเชื่อมั่นในระดับที่ตองการนั้น ขึ้นอยูกับวิธีการเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อที่
นํามาตรวจสอบ รวมทั้งชนิดแอนติบอดี สารเคมีคุณภาพของอุปกรณหรือเครื่องมือตลอดจนความ
รอบคอบในการแปลผล รวมทั้งประสบการณและความชํานาญของผูตรวจสอบที่ตองมีความรูอยาง
เพียงพอตอการแยกแยะความเหมือนหรือความแตกตางของสิ่งตาง ๆ ที่ปรากฏในภาพสะทอนจาก
กลองจุลทรรศน ดังนั้นในการเลือกใชวิธีที่จะตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ Sphaceloma 

ampelinum สาเหตุโรคสแคบ ในองุนควรเลือกใชวิธี indirect-ELISA เนื่องจาก งาย สะดวก 
รวดเร็ว  ถูกตอง แมนยํา และตรวจเชื้อในปริมาณนอยพรอมทั้งตรวจตัวอยางไดจํานวนมาก  
 4. การศึกษาดวยวิธี ELISA พบวา  เชื้อในแตละไอโซเลตมีคาดูดกลืนแสง A 405 

แตกตางกันแบงเปน 4 กลุม คลายกับที่สังเกตจากการเรืองแสง คือ คาดูดกลืนแสงไมตางจาก  
negative control, คาดูดกลืนแสงต่ํา, คาดูดกลืนแสงปานกลาง และคาดูดกลืนแสงสูง โดยคา
ดูดกลืนมีความสัมพันธไปในทางเดียวกันกับระดับการเรืองแสง คือ ไอโซเลตที่มีคาดูดกลืนแสงสูง
จะมีการเรืองแสงมาก เมื่อนําไปตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงเรือง สวนการทดสอบดวยวิธี gel 

double diffusion ใชไมไดผล เนื่องจากความเขนขนโปรตีนของเชื้อไมเพียงพอที่จะทําปฏิกิริยากับ
แอนติเซรุม นอกจากนั้นเชื้อ S .ampelinum มีลักษณะพิเศษ คือ เชื้อมีเมือกใสหุมทําให การซึมผาน
วุนซึ่งเปนตัวกลางเปนไปไดยาก การเตรียมแอนติเจนโดยการใชสารสกัดจากเชื้อเกิดความหนืดมาก
ทําใหไมสามารถซึมผานไดและไมสามารถใชโคนีเดียทั้งโคนีเดียไดเพราะมีขนาดใหญไมสามารถ
ผานตัวกลางไดเชนกัน 

5. การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S. ampelinum จากปฏิกิริยาบนสายพันธุ
องุน พบวา   เมื่อพิจารณาจากความสามารถในการทําใหเกิดโรคทําใหแบงเชื้อไดทั้งหมด 6 กลุม 
กลุมที่ 1 สามารถทําใหเกิดโรคในองุนไดทั้งหมดทุกสายพันธุ กลุมที่ 2 สามารถทําใหเกิดโรคไดใน
ทุกพันธุยกเวนพันธุ Shiraz  กลุมที่  3  สามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Centenail 

และ Delight  กลุมที่ 4 สามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Crimson seedless และ 
Centenail  กลุมที่ 5 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Marroo seedless และ 
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Delight กลุมที่ 6 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดเฉพาะในพันธุ Black queen และ Crimson 

seedlees เทานั้น จากผลการทดลองดังกลาวสามารถใหคําแนะนํากับเกษตรกร ในการเลือกพันธุ
องุนมาปลูกเพื่อแกปญหาโรคสแคบไดและพันธุที่มีจํานวนไอโซเลตที่ทําใหเกิดโรคไดนอยที่สุดที่
ควรแนะนําใหเกษตรกรปลูก  คือ พันธุ Delight,  Centenail  และ Shiraz ตามลําดับ  และสาย
พันธุของเชื้อที่เหมาะสมกับการใชคัดเลือกองุนพันธุตานทานไดแก ไอโซเลต Sa_3 และ Sa_5 

เนื่องจากสามารถทําใหองุนเกิดโรคไดทั้ง 6 สายพันธุที่ใชทดสอบ การทดสอบความหลากหลายใน
ลักษณะนี้เคยมีการทดสอบแลวโดยใชองุนพันธุ White malaga ในการทดสอบเพียงพันธุเดียว แต
ผลการทดลอง ดังกลาวยังไมชัดเจนในเรื่องความหลากหลายของเชื้อ เนื่องจากองุนพันธุไวทมะละกา
เปนพันธุที่ออนแอ และไมสามารถใชเปนขอมูลเชิงเปรียบเทียบได เพราะเชื้อทุกไอโซเลตทําใหเกิด
โรคกับ White malaga  อาจเปนเหตุผลใหการปลูก White malaga ลมเหลวเพราะเชื้อที่มีทุกไอโซ
เลตสามารถเขาทําลายได  การศึกษาระยะฟกตัวของเชื้อแตละไอโซเลตบนองุนแตละพันธุ พบวา มี
ความแตกตางกันขึ้นอยูกับไอโซเลตและพันธุขององุน เชื้อเกือบทุกไอโซเลตจะแสดงอาการคอนขาง
เร็วบนพันธุ  Black queen (4-6 วัน) แตจะแสดงอาการชาในพันธุ Shiraz (6-8 วัน) ผลการศึกษา
ดังกลาวแสดงใหเห็นวา เชื้อ S. ampelinum ในประเทศไทยมีความแตกตางกันทั้งทางสัณฐานวิทยา
และปฏิกิริยาตอสายพันธุองุน   
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ภาคผนวก 



1. สารเคมีท่ีใชในวิธี  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
1.1 0.05 M Carbonate coating buffer, pH 9.6 

Na2CO3      1.59  กรัม  
NaHCO3      2.93  กรัม 

 NaN3      0.20    กรัม 

 น้ํากลั่น              1,000    มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหเปน 9.6 
 

1.2 0.02 M Phosphate Buffer Saline Tween (PBS) pH 7.4 
NaCl       8.0  กรัม 

KH2PO4     0.2  กรัม 

Na2HPO4      2.9 กรัม 

KCl       0.2  กรัม 

 NaN3      0.2  กรัม  
 น้ํากลั่น             1,000  มิลลิลิตร 

 
1.3 Phosphate Buffer Saline Tween (PBS-T) 
 0.02 M, pH 7.4    1.0 ลิตร 

 tween-20     0.5 มิลลิลิตร 
 

1.4 Conjugate Buffer 
polyvinyl pyrrolidone 40T (PVP)   2.0  กรัม 

ovalbumin (egg albumin)    2.0 กรัม 

PBS-T      1.0 ลิตร 
 

1.5 Substrate Buffer pH 9.8 
 Diethanolamine     100 มิลลิลิตร 

 NaN3      0.2 กรัม 

 น้ํากลั่น     1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหเปน 9.8 
  

1.6 3M KOH 
KOH       168.327 กรัม  

น้ํากลั่นปริมาตร     1000   มิลลิลิตร 
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** สารเคมีที่เตรียมเสร็จแลวจะตองเก็บรักษาไวในตูเยน็จนกวาจะใชและไมควรเกบ็ไวนานเกนิ 1 

เดือน 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อรา 
 2.1 Potato dextrose agar (PDA) 
  มันฝรั่ง     200 กรัม 

  Dextrose หรือ glucose    20 กรัม 

  วุนผง (Agar)     18 กรัม 

  น้ํากรองหรือน้ํากลั่น           1,000 มิลลิลิตร 

 หั่นมันฝร่ังที่ปอกเปลือกแลวเปนชิ้นขนาดประมาณ 1 ลบ.ซม. ตมกับน้ํา 500

มิลลิลิตร จนนิ่ม กรองเอาเฉพาะน้ําสกัด ผสม dextrose ทั้งหมดลงในน้ําสกัด นําไปผสม
กับวุนผงที่ตมจนละลายแลว ดวยน้ําสวนที่เหลือ คนใหเขากัน เติมน้ําใหครบ 1 ลิตร แบงใส
ภาชนะเพื่อนําเขานึ่งภายใตความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน  15-20 นาท ี

  
2.2 Potato dextrose broth (PDB) 

  มันฝรั่ง     200 กรัม 

  Dextrose หรือ glucose     20 กรัม 

  น้ํากรองหรือน้ํากลั่น           1,000 มิลลิลิตร 
 
 
 2.3 Water agar (WA) 
  วุน            15-18 กรัม 

  น้ํากลั่น            1,000 มิลลิลิตร  

  วิธีเตรียมคลายกันกับ PDA แตไมตองตมน้ําสกัด ใชแยกเชื้อรา   
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ตารางที ่1 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Black 
queen 

 

ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร)1/ พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10 

 
Black  Sa_8 0.7071 e  1.2538 a  1.2962 a 1.4422 a  1.4832 bc  1.5811 b 

queen Sa_1 1.0000 d  1.0260 f  1.1165 b 1.3525 cd 1.4534 c  1.5227 c 

 Sa_6 1.1124 bc 1.2586 a  1.2540 a 1.4355 a  1.5222 ab  1.6109 b 

 Sa_24 1.1439 ab 1.1722 bc 1.2798 a 1.4251 ab 1.5166 ab  1.6666 a 

 Sa_7 1.0000 d  1.0488 ef  1.1402 b 1.4394 a  1.5100 ab  1.6124 b 

 Sa_5 1.0280 d  1.0059 f  1.1716 b 1.2909 e  1.4013 d  1.4013 d 

 Sa_9 0.7071 e  1.1004 de 1.0209 c 1.2220 f  1.2220 f  1.2315 f 

 Sa_12 1.1798 a  1.2247 ab 1.2604 a 1.3711 c  1.5457 a  1.6029 b 

 Sa_2 1.0785 c  1.0573 ef  1.2351 a 1.3249 de 1.4067 d  1.4067 d 

 Sa_4 1.1124 bc 1.1019 de 1.2979 a 1.3875 bc 1.4832 bc  1.4832 c 

 Sa_11 1.0000 d  1.1325 cd 1.2832 a 1.3476 cd 1.3476 e  1.3476 e 

 Sa_3 1.0000 d  1.0000 f  1.1655 b 1.1655 g  1.1655 g  1.1655 g 
        

 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางที ่2  แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Crimson 
seedless 

 

ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร)1/ พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10 

Crimson Sa_8 0.8944 c  1.1402 a  1.4422 a  1.3416 cd  1.5166 a  1.6310 b 

seedless Sa_1 0.9743 b  1.0932 abc 1.0669 d  1.2584 f  1.2584 c  1.2584 f 

 Sa_6 0.8822 c  0.9932 d  1.2140 c  1.3809 bc  1.4892 a  1.5833 c 

 Sa_24 0.7071 e  1.0657 bc  1.1952 c  1.2675 ef 1.4817 a  1.6389 b 

 Sa_7 0.7071 e  0.7071 e  0.7071 f  0.7071 h  0.7071 d  0.7071 g 

 Sa_5 1.0449 a  1.1092 ab  1.3069 b  1.4032 b  1.5100 a  1.5133 d 

 Sa_9 0.7071 e  1.0000 d  1.0000 e  1.1832 g  1.2372 c  1.2372 f 

 Sa_12 1.0428 a  1.0993 abc 1.3565 b  1.4649 a  1.4955 a  1.6828 a 

 Sa_2 0.8367 d  1.0670 bc  1.2106 c  1.2913 ef 1.3416 b  1.3416 e 

 Sa_4 1.0000 ab 1.0477 cd  1.1199 d  1.3754 bc  1.4784 a  1.5661 c 

 Sa_11 0.7071 e  0.7071 e  0.7071 f  0.7071 h  0.7071 d  0.7071 g 

 Sa_3 0.7071 e  1.0000 d  1.1124 d  1.3038 de  1.4765 a  1.4765 d 
 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางที ่3   แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพันธุ Marroo 
seedless 

 

ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร) 1/ พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10 

 
Marroo Sa_8 0.7071 e  0.7071 e  0.7071 f  0.7071 f  0.7071 g  0.7071 f  

seedless Sa_1 1.0076 b  1.0503 b  1.2030 b  1.3326 bc 1.4606 b  1.6371 a  

 Sa_6 0.7071 e  1.0477 b  1.1571 bc 1.2390 d  1.3975 d  1.5020 c  

 Sa_24 1.0000 b  1.0146 bc 1.1565 bc 1.2962 c  1.4491 bc  1.5811 b  

 Sa_7 0.7071 e  1.0000 bc 1.0000 d  1.1402 e  1.2626 f  1.2626 d  

 Sa_5 1.1611 a  1.1759 a  1.3069 a  1.3848 a  1.5199 a  1.5199 c  

 Sa_9 0.7071 e  0.7071 e  1.0181 d  1.1428 e  1.2416 f  1.1974 e  

 Sa_12 0.7071 e  0.7071 e  0.7071 f  0.7071 f  0.7071 g  0.7071 f  

 Sa_2 0.8367 c  0.9717 c  1.1150 c  1.3416 b  1.4832 ab  1.6124 ab 

 Sa_4 0.7071 e  0.7071 e  0.7071 f  0.7071 f  0.7071 g  0.7071 f  

 Sa_11 0.7746 d  0.7746 d  0.8757 e  1.3038 bc 1.3038 e  1.3038 d  

  Sa_3 0.8367 c  1.0382 b  1.1904 b  1.4103 a  1.4102 cd  1.6124 ab 
        

 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT)  
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ตารางที่ 4  แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุCentenail 
 

ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร) 1/ พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10 

 
Centenail Sa_8 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 d 0.7071 f 0.7071 e 

 Sa_1 0.7071 c 0.9207 b 1.0335 cd 1.2554 c 1.2823 d 1.3920 c 

 Sa_6 1.1057 a 1.1554 a 1.2653 a 1.3881 a 1.4352 b 1.5575 a 

 Sa_24 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 d 0.7071 f 0.7071 e 

 Sa_7 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 d 0.7071 f 0.7071 e 

 Sa_5 0.7071 c 1.1402 a 1.2247 a 1.2962 c 1.4765 a 1.4765 b 

 Sa_9 0.7071 c 0.7071 d 1.1137 b 1.2649 c 1.4116 b 1.4116 c 

 Sa_12 0.7071 c 0.7071 d 0.9871 d 1.2556 c 1.3486 c 1.5166 ab

 Sa_2 0.7071 c 0.7071 d 0.7071e 0.7071 d 0.7071 f 0.7071 e 

 Sa_4 0.7071 c 0.7071 d 1.1124 b 1.3416 b 1.3416 c 1.3416 d 

 Sa_11 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 d 0.7071 f 0.7071 e 

 Sa_3 0.7746 b 0.8367 c 1.0724 bc 1.2755 c 1.2394 e 1.5282 a 
 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT)  
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ตารางที ่5 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Delight 
 

ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร) 1/ พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10 

Delight Sa_8 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_1 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_6 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 1.1846 c 1.1846 d 1.2041 d 

 Sa_24 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_7 0.7071 b 0.7866 b 1.0000 b 1.2184 c 1.4559 b 1.4685 b 

 Sa_5 0.7071 b 0.7071 c 1.1825 a 1.3342 a 1.4765 b 1.4765 b 

 Sa_9 1.0000 a 1.0955 a 1.1558 a 1.2867 b 1.5489 a 1.5489 a 

 Sa_12 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_2 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_4 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 1.2649 b 1.3342 c 1.3342 c 

 Sa_11 0.7071 b 0.7071 c 0.7071 d 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_3 0.7071 b 0.7071 c 0.8944 c 1.0561 d 1.0701 e 1.0701 e 
 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT)  
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ตารางที ่6  แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Shiraz 
 

ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร) 1/ พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10 

Shiraz Sa_8 0.7071a 0.7071e 0.7071f 0.7071e 0.7071f 0.7071f

 Sa_1 0.7071 a 1.0699 ab 1.2319 a 1.2993 b 1.2993 c 1.2993 c 

 Sa_6 0.7071 a 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f

 Sa_24 0.7071 a 1.0000 c 1.0981 c 1.2830 b 1.2830 c 1.2830 c 

 Sa_7 0.7071 a 1.0382 abc 1.0000 d 1.1546 c 1.3784 b 1.3784 b

 Sa_5 0.7071 a 1.0795 a 1.1618 b 1.3590 a 1.4742 a 1.4742 a

 Sa_9 0.7071 a 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_12 0.7071 a 1.0150 bc 1.1121 bc 1.2832 b 1.2832 c 1.2832 c

 Sa_2 0.7071 a 0.7746 d 0.8944 e 1.0488 d 1.0863 e 1.0863 e 

 Sa_4 0.7071 a 0.7071 e 0.7071 f 1.3784 a 1.3784 b 1.3784 b

 Sa_11 0.7071 a 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 e 0.7071 f 0.7071 f 

 Sa_3 0.7071 a 0.7071 e 0.8944 e 1.1825 c 1.1825d 1.1825 d 
 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางที่ 7   แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนจํานวน 6 พันธุ 
         

  ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร) พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 4 วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10

Black queen SA_8 0.000 0.000 1.072 1.180 1.580 1.700 2.000 

  SA_1 0.300 0.500 0.568 0.768 1.334 1.620 1.820 

  SA_6 0.300 0.750 1.100 1.076 1.562 1.820 2.104 

  SA_24 0.300 0.820 0.882 1.140 1.536 1.800 2.282 

  SA_7 0.000 0.500 0.600 0.800 1.572 1.780 2.100 

  SA_5 0.000 0.560 0.520 0.886 1.170 1.466 1.466 

  SA_9 0.000 0.000 0.711 0.550 1.000 1.000 1.025 

  SA_12 0.000 0.900 1.000 1.090 1.380 1.890 2.070 

  SA_2 0.000 0.670 0.620 1.028 1.258 1.480 1.480 

  SA_4 0.000 0.750 0.720 1.190 1.432 1.700 1.700 

  SA_11 0.000 0.500 0.800 1.150 1.320 1.300 1.320 

  SA_3 0.000 0.500 0.500 0.860 0.860 0.860 0.860 

Crimson SA_8 0.100 0.300 0.800 1.580 1.300 1.800 2.160 

seedless  SA_1 0.000 0.450 0.706 0.650 1.092 1.092 1.092 

  SA_6 0.000 0.290 0.496 0.978 1.408 1.720 2.020 

  SA_24 0.000 0.000 0.640 0.950 1.110 1.700 2.192 

  SA_7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_5 0.000 0.600 0.740 1.214 1.470 1.780 1.790 

  SA_9 0.000 0.000 0.500 0.500 0.900 1.040 1.040 

  SA_12 0.000 0.360 0.710 1.342 1.650 1.740 2.336 

  SA_2 0.000 0.200 0.670 0.979 1.170 1.300 1.300 

  SA_4 0.000 0.500 0.600 0.770 1.400 1.692 1.956 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.000 0.500 0.750 1.200 1.680 1.680 
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ตารางที่ 8 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนจํานวน 6 พันธุ 
   

  ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร) พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 4 วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10

Marroo SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

seedless SA_1 0.000 0.540 0.630 0.974 1.284 1.636 2.180 

  SA_6 0.000 0.000 0.600 0.840 1.036 1.454 1.760 

  SA_24 0.000 0.500 0.540 0.840 1.180 1.600 2.000 

  SA_7 0.000 0.000 0.500 0.500 0.800 1.100 1.100 

  SA_5 0.000 0.860 0.890 1.214 0.142 1.816 1.816 

  SA_9 0.000 0.000 0.000 0.560 0.820 1.044 0.956 

  SA_12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_2 0.000 0.200 0.450 0.750 1.300 1.700 2.100 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_11 0.000 0.100 0.100 0.270 1.200 1.200 1.200 

  SA_3 0.000 0.200 0.580 0.920 1.490 1.500 2.100 

Centenail SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_1 0.000 0.000 0.355 0.570 0.000 1.150 1.440 

  SA_6 0.000 0.740 0.840 1.101 0.910 1.560 1.926 

  SA_24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_5 0.000 0.000 0.800 1.000 1.280 0.000 1.680 

  SA_9 0.000 0.000 0.000 0.748 1.160 1.500 1.500 

  SA_12 0.000 0.000 0.000 0.480 0.000 1.320 1.800 

  SA_2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.750 1.300 1.300 1.300 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.100 0.200 0.650 1.128 1.038 1.836 
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ตารางที่ 9 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนจํานวน 6 พันธุ  
 

  ขนาดของแผลหลังปลูกเชื้อ (มิลลิเมตร) พันธุ ไอโซเลต 
วันท่ี 4 วันท่ี 5 วันท่ี 6 วันท่ี 7 วันท่ี 8 วันท่ี 9 วันท่ี 10

Delight SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.910 0.910 0.960 

  SA_24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_7 0.000 0.000 0.120 0.500 0.990 1.620 1.660 

  SA_5 0.000 0.000 0.000 0.900 1.280 1.680 1.680 

  SA_9 0.000 0.500 0.700 0.838 1.160 1.900 1.900 

  SA_12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.000 1.100 1.280 1.280 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.000 0.000 0.300 0.620 0.650 0.650 

Shiraz SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_1 0.000 0.000 0.648 1.018 1.190 1.190 1.190 

  SA_6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_24 0.000 0.000 0.500 0.710 1.140 1.148 1.148 

  SA_7 0.000 0.000 0.580 0.500 0.840 1.400 1.400 

  SA_5 0.000 0.000 0.670 0.860 1.350 1.680 1.680 

  SA_9 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_12 0.000 0.000 0.540 0.740 1.150 1.150 1.150 

  SA_2 0.000 0.000 0.100 0.300 0.600 0.680 0.680 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.000 1.400 1.400 1.400 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.000 0.000 0.300 0.900 0.900 0.900 
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ประวัติผูเขียน 
 
 นางสาวขนิษฐา  มากรุง เกิดวันที่ 1 สิงหาคม พ.ศ. 2522 ที่ อําเภอเดิมบางนางบวช   
จังหวัดสุพรรณบุรี สําเร็จการศึกษาในระดับปริญญาตรีในสาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช 
สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา ในป
การศึกษา 2544 เขาศึกษาตอในระดับบัณฑิตศึกษา สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช สํานักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในปการศึกษา 2546 สถานที่ติดตอได
สะดวก บานเลขที่ 11/1 หมู 4 ตําบลเขาพระ อําเภอเดิมบางนางบวช จังหวัดสุพรรณบุรี 72120 




