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อิณชญา ประคองคา้ : การควบคุมโรคสแคบในองุ่นท่ีเกิดจากเช้ือรา Sphaceloma 
ampelinum de Bary โดยใชค้วามตา้นทานท่ีเกิดจากการกระตุน้ (CONTROL OF  
SCAB DISEASE IN GRAPES CAUSED BY Sphaceloma  ampelinum de Bary BY 
INDUCED RESISTANCE) อาจารยท่ี์ปรึกษา : อาจารย ์ดร.โสภณ วงศแ์กว้, 55 หนา้. 

 
 การควบคุมโรคสแคบในองุ่นท่ีเกิดจากเช้ือรา Sphaceloma ampelinum โดยใชค้วามตา้นทาน
หลงัถูกกระตุน้จากส่ิงกระตุน้ กระท าโดยแยกเช้ือ  S.  ampelinum จากองุ่นพนัธ์ุ Black queens จาก
ฟาร์มมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี แลว้น าไปทดสอบความสามารถในการก่อโรค พบวา่ไอโซเลต 
GB4 ให้จ  านวนแผลมากท่ีสุด เฉล่ีย 12.5 แผลต่อช้ินใบ การศึกษาความตา้นทานท่ีเกิดจากการถูก
กระตุน้ต่อเช้ือไอโซเลต GB4 กระท าโดยฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 2 ชนิดคือ ไคโตซานและ Benzo (1,2,3)   
-thiadiazole-7-carbothionic acid S-methyl ester (BTH) ท่ี 3 ระดบัความเขม้ขน้ และสปอร์ของเช้ือรา
สนิมองุ่น (Phakopsora ampelopsidis) และลีลาวดี (Coleosporium plumeriae) บนใบกลางของก่ิงช า
องุ่นพนัธ์ุ Black queens อายุ 2 เดือนในสภาพเรือนทดลอง วางแผนการทดลองแบบ  Randomized 
Complete Block Design (RCBD)  โดยการเก็บผลวิเคราะห์ปริมาณ Salicylic acid (SA) และกิจกรรม
เอนไซม ์chitinase, β-1,3-glucanase และ polyphenoloxidase (PPO)  การทดลองจดัส่ิงทดลองเป็น 4 
ชุด โดย 3 ชุดเก็บผลเพื่อน าไปวิเคราะห์ SA และเอนไซม ์สุ่มเก็บตวัอยา่งใบมาวิเคราะห์ 3 ช่วงเวลา 
คือหลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ทนัที หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 7 วนัและหลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 14 วนัซ่ึงเป็น
คร้ังท่ีโรคแสดงอาการและ 1 ชุด ใชส้ าหรับประเมินคะแนนการเกิดโรคหลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 14 วนั  
หลงัจากฉีดพ่นก่ิงองุ่นท่ีไดรั้บการกระตุน้ดว้ยส่ิงกระตุน้แลว้ 7 วนัโดยใชส้ารแขวนลอยสปอร์ของ
เช้ือ S. ampelinum  GB4 ผลประเมินการเกิดโรคพบว่า การฉีดพ่นส่ิงกระตุน้สารละลายไคโตซาน
เขม้ขน้ 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร เกิดโรคสแคบต ่าท่ีสุดเฉล่ีย 1.33 คะแนน และเร่ิมแสดงอาการของโรค
ในวนัท่ี 5 หลงัปลูกเช้ือ ในขณะท่ีการใชน้ ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือเป็นชุดควบคุม เกิดโรคสแคบสูงสุดเฉล่ีย 
4.89 คะแนน และเร่ิมปรากฏอาการของโรคในวนัท่ี 2 หลงัการปลูกเช้ือ ส าหรับการใชส้ปอร์ของรา
สนิมทั้งสองชนิดไม่มีผลในการลดความรุนแรงของการเกิดโรค นอกจากน้ีการวิเคราะห์ปริมาณ SA 
และกิจกรรมของเอนไซมท่ี์ 7 วนัพบวา่ไคโตซานและ BTH ทั้ง 3 ระดบัความเขม้ขน้สามารถกระตุน้
ใหอ้งุ่นมีปริมาณสาร  SA และมีกิจกรรมของเอนไซมเ์พิ่มมากข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  ในขณะ
ท่ีการกระตุน้โดยใชส้ปอร์ของเช้ือราสนิมทั้งสองชนิดท าให้ระดบัของ SA และเอนไซมเ์พิ่มข้ึนเพียง
เล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัชุดควบคุม  การเพิ่มของปริมาณ SA และกิจกรรมของเอนไซมใ์นวนัท่ี 14 หลงั
ฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ เป็นไปในแนวทางเดียวกนักบัท่ีพบในวนัท่ี 7 แต่ความแตกต่างของปริมาณสาร
และกิจกรรมสูงมากกว่าท่ีพบใน  7 วนั โดยสารไคโตซานเขม้ขน้ 2,500 มิลลิกรัม/ลิตร และ BTH 
เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ท าให้ปริมาณสาร  SA เพิ่มข้ึนสูงสุดคือ 13.08 และ 12.15 µg g-1 fresh 
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weight ตามล าดบั แต่ไม่แตกต่างทางสถิติจากความเขม้ขน้ในระดบัอ่ืน ๆ ส าหรับกิจกรรมของ
เอนไซม ์chitinase พบวา่ BTH เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ท าให้องุ่นมีกิจกรรมของเอนไซม ์chitinase  
เพิ่มสูงสุดคือ 0.765 Unit/mg protein รองลงมาคือ ไคโตซานทุกความเขม้ขน้และ BTH ความเขม้ขน้
ท่ีเหลือ ซ่ึงเพิ่มกิจกรรมได้ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ แต่แตกต่างจากกิจกรรมในชุดควบคุม และใน
ต ารับการทดลองท่ีฉีดพ่นดว้ยสปอร์ราสนิม ซ่ึงมีกิจกรรมเพิ่มข้ึนเล็กน้อย การเพิ่มข้ึนของกิจกรรม
เอนไซม ์β-1,3-glucanase มีลกัษณะคลา้ยกนักบัการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม ์chitinase การเพิ่มข้ึน
ของกิจกรรมเอนไซม ์PPO พบวา่ BTH 200 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถเพิ่มกิจกรรมไดสู้งสุดคือ 11.23 
µmol Quinone formed min-1 mg-1 protein รองลงมาคือ BTH 100 มิลลิกรัม/ลิตร และสปอร์ของรา
สนิมลีลาวดี ส าหรับการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างการเกิดโรค และการเกิดสารในกระบวนการ 
SAR พบวา่ มีสหสัมพนัธ์แบบลบอย่างมีนยัส าคญั โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r) เท่ากบั -
0.770, -0.771, -0.566 และ -0.337 ระหวา่งคะแนนการเกิดโรคกบัปริมาณสาร SA, กิจกรรมของ
เอนไซม์ chitinase, β-1,3-glucanase และ PPO ท่ีเพิ่มข้ึนตามล าดบั  ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า  
การใชส้ารไคโตซาน และสาร BTH สามารถช่วยลดการเกิดโรคสแคบท่ีเกิดจากเช้ือรา S. ampelinum 
ในองุ่นพนัธ์ุ Black queens ได ้
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INCHAYA PRAKONGKHA : CONTROL OF SCAB DISEASE IN  

GRAPES CAUSED BY Sphaceloma ampelinum de Bary BY INDUCED 

RESISTANCE. THESIS ADVISOR : SOPONE  WONGKAEW, Ph.D., 55 PP.  

 

GRAPES/Sphaceloma ampelinum/INDUCED RESISTANCE  

 

 Control of scab disease in grape caused by Sphaceloma  ampelinum by induced 

resistance was done by isolating S. ampelinum from Black queens grape in the 

Suranaree University of Technology Farm. After pathogenecity test, the GB4 which 

gave the highest averaged lesion number of 12.5 lesions per detached leaf was used as 

a representative isolate for the study. Resistance induction was done by spraying 2 

activators, chitosan and Benzo (1,2,3)-thiadiazole-7-carbothionic acid S-methyl ester 

(BTH) at 3 different concentrations and 2 spore suspensions of grape rust (Phakopsora 

ampelopsidis) and Frangipani rust (Coleosporium plumeriae) onto the middle leaf of 

Black queens grape cuttings using the Randomized Complete Block Design (RCBD), 

sample collection for Salicylic acid (SA) and enzyme activity analysis. The 

experiment was conducted under a greenhouse condition. The experimental units were 

divided into 4 sets in which 3 were used for leaf analysis of SA and enzyme activities 

immediately, 7 and 14 days after spraying. The 4
th

 set was used for disease scoring at 

14 days after the induction. After the induced grapes were inoculated with suspension 

of S. ampelinum conidia, it was found that grape cuttings sprayed with 5,000 mg/l 

chitosan gave the lowest averaged disease score of 1.33 and the symptoms appeared at 

5 days after inoculation compared to the score of 4.89 and 2 days latent period in the 

control treatment in which the sterile water was applied. Induction by spore 

suspension of rust pathogens failed to reduce scab severity on the tested grapes. 
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Analysis of SA content and enzyme activities in induced grape leaves at 7 days found 

that chitosan and BTH at 3 concentrations could increase SA content and enzyme 

activities significantly while those induced by rust spores increased only marginally 

compared to that of the control treatment. Elevations of the SA content and enzyme 

activities at 14 days after induction were similar to that at 7 days but the differences 

between the treated and control treatments were much higher. At 14 days, 2500 mg/l 

chitosan and 100 mg/l  BTH gave the highest increase of SA at 13.08 and 12.15 µg g
-1

 

fresh weight respectively although there was no statistical difference among these of 

other concentrations. For chitosan activities, 200 mg/l BTH could increase the highest 

activity of 0.765 Unit/mg protein seconded by all concentrations of chitosan and BTH 

at other concentrations. For the latter, they were statistically different from that of the 

control treatment but were not different among each other. Grapes sprayed with rust 

spore had slight increase of chitinase activity compared to that of the control. For       

β-1,3-glucanase, the increase was similar to that of the chitinase. For PPO, it was 

found that 200 mg/l BTH could increase the highest activity of 11.23 µmol Quinone 

formed min
-1

 mg
-1

 protein seconded by 100 mg/l BTH and Frangipani rust spore. 

Negative correlations were found in the relationship between disease score and 

systemic acquired resistance (SAR) chemicals. The correlation coefficients between 

scab scores and SA content, chitinase activity, β-1,3-glucanase activity and PPO 

activity were -0.770, -0.771, -0.566 and -0.337 respectively. Results of this study 

indicated that chitosan and BTH could be used to reduce scab severity in Black queens 

grapes.  
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การศึกษาเป็นอยา่งดี  อีกทั้งใหค้วามช่วยเหลือ เป็นก าลงัใจท่ีท าใหว้ทิยานิพนธ์ส าเร็จลุล่วงดว้ยดี 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญัของปัญหำ 

องุ่น (Grape, Vitis vinifera L.) มีถ่ินก ำเนิดอยู่ในเขตอบอุ่น แถบเอเชียไมเนอร์ เป็นไมผ้ล
ประเภทไมเ้น้ือแข็ง ล ำตน้และก่ิงเล้ือยเป็นเถำ ดอกและผลออกเป็นช่อ (นนัทกร บุญเกิด, 2546) ในปี 
2550 มีพื้นท่ีปลูกทัว่โลก 47,416,250 ไร่ มีผลผลิตรวมประมำณ 67,221,000 ตนั โดยผลผลิตส่วนใหญ่
ใชใ้นอุตสำหกรรมไวน์คิดเป็นร้อยละ  71 บริโภคผลสดร้อยละ 27 และท ำองุ่นแห้งร้อยละ 2 (FAO, 
2007)  องุ่นเป็นผลไมท่ี้มีคุณค่ำทำงโภชนำกำรสูง เพรำะอุดมไปดว้ยกลูโคส  กรดซิตริก  วิตำมินซี 
เหล็ก แคลเซียม และโปแทสเซียม นอกจำกนั้น ยงัมีสำรตำ้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) ท่ีสำมำรถ
น ำไปใชป้ระโยชน์ทำงดำ้นเภสัชกรรม มีสรรพคุณในกำรแกก้ระหำยน ้ ำ ขบัปัสสำวะ รวมทั้งป้องกนั
โรคตบัและดีซ่ำน องุ่นจึงเป็นพืชท่ีสร้ำงรำยไดใ้ห้กบัเกษตรกร และมีแนวโน้มท่ีจะพฒันำประโยชน์
ต่อไปอยำ่งมำกในอนำคต 

ในปี 2550 ประเทศไทยมีพื้นท่ีปลูกองุ่นรวม 26,180 ไร่ อยูใ่นภำคตะวนัตก ภำคกลำง ภำค
ตะวนัออกและภำคตะวนัออกเฉียงเหนือ มีผลผลิตรวมประมำณ  71,561 ตนั (รัฐพล ฉัตรบรรยงค์, 
2551) พนัธ์ุท่ีนิยมปลูก มีทั้งชนิดท่ีมีเมล็ด และไม่มีเมล็ดไดแ้ก่ ไวทม์ะละกำ (White malaga) คำร์ดินลั 
(Cardinal) ไวทโ์กโก ้(White gogo) โกลเดน้มสัแคต (Goden muscat) และอลัมำเรีย (Almaria) ซ่ึงเป็น
พนัธ์ุท่ีมีเมล็ด ส่วนพนัธ์ุท่ีไม่มีเมล็ดไดแ้ก่ ทอมสันซีสเลส (Thomson seedless) ลูสเพิลเล็ต (Loose 
perlette) ดีไลท ์(Delight) และเฟรมซีสเลส (Flame seedless) เป็นตน้ นอกจำกกำรผลิตเพื่อบริโภคผล
สดและแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ต่ำง ๆ แลว้ ปัจจุบนัมีกำรปลูกองุ่นเพื่อกำรท่องเท่ียวกนัอยำ่งแพร่หลำย 
ปัจจุบนัประเทศไทยยงัมีแนวโนม้กำรน ำเขำ้องุ่นสูงข้ึนทุกปี จำกสถิติกำรน ำเขำ้องุ่นในปี พ.ศ. 2554 มี
กำรน ำเขำ้สูงถึง 1,298 ตนั คิดเป็นมูลค่ำ 39.6 ลำ้นบำท (ส ำนกังำนเศรษฐกิจกำรเกษตร, 2554) เหตุท่ีมี
กำรน ำเข้ำองุ่นเพิ่มข้ึนนั้น เป็นเพรำะผลผลิตภำยในประเทศยงัไม่เพียงพอต่อควำมต้องกำรของ
ผูบ้ริโภค เน่ืองจำกเกษตรกรส่วนใหญ่ขำดควำมรู้ในกำรจดักำรและดูแลรักษำตน้องุ่น และผลผลิต 
องุ่น นอกจำกน้ี ปัญหำเก่ียวกบัควำมเสียหำยจำกโรค และแมลงท ำให้ผลผลิตลดลงกว่ำท่ีควรจะเป็น 
เน่ืองจำกประเทศไทยตั้งอยู่ในเขตร้อนช้ืน มีฝนตกชุกตลอดปี ท ำให้สภำพแวดลอ้มเหมำะสมต่อกำร
เขำ้ท ำลำยจำกศตัรูพืช โรคท่ีพบประจ ำในองุ่น ไดแ้ก่ รำน ้ ำคำ้ง (downy mildew) รำสนิม (rust) และ 
สแคบ (scab) ส่วนแมลงท่ีพบส่วนใหญ่ ไดแ้ก่ เพล้ียไฟ (thrips) หนอนกระทูห้อม (beet armyworm)
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และหนอนเจำะสมอฝ้ำย (cotton bollworm) (กรมวิชำกำรเกษตร, 2545) ท ำให้จ  ำเป็นตอ้งใช้สำรเคมี
ปริมำณมำกในกำรป้องกนัก ำจดั ส่งผลให้เกิดกำรตำ้นทำนของโรคและแมลง อีกทั้งยงัเกิดกำรสะสม
ของสำรเคมีท่ีเป็นอนัตรำยต่อผูบ้ริโภค อย่ำงไรก็ตำม ยงัมีกำรป้องกนัก ำจดัโดยวิธีอ่ืนท่ีใช้ร่วมกบั
หรือทดแทนกำรใชส้ำรเคมีได ้เช่น กำรเขตกรรม กำรใชส้ำรสกดัจำกธรรมชำติ กำรควบคุมโดยชีววิธี  
(biological control) กำรกระตุน้ให้พืชเกิดควำมตำ้นทำน ซ่ึงอำจท ำไดห้ลำยวิธี เช่น กำรใชจุ้ลินทรีย์
ปฏิปักษ ์กำรใชเ้ช้ือก่อโรคกระตุน้ควำมตำ้นทำน (pathogen mediated resistance, PMR) และกำรใช้
สำรเคมีสังเครำะห์กระตุน้ควำมตำ้นทำนแบบแพร่กระจำยทัว่ทั้งตน้ (systemic acquired resistance, 
SAR) ซ่ึง Kuć และคณะ (1976) ไดศึ้กษำเก่ียวกบักำรกระตุน้ให้พืชเกิดควำมตำ้นทำนต่อกำรเขำ้ท ำลำย
ของเช้ือสำเหตุโรคโดยทดลองปลูกเช้ือ Collectotrichum lagenarium  ซ่ึงเป็นเช้ือสำเหตุโรคแอน
แทรคโนส (anthracnose) ในแตงกวำลงบนใบจริงของแตงกวำ ซ่ึงต่อมำไดท้  ำกำรปลูกเช้ือดงักล่ำว  
ซ ้ ำอีกคร้ังในใบต ำแหน่งท่ีสองถึงส่ีผล กำรทดลองพบว่ำ ขนำดและจ ำนวนแผลลดลง หลงัจำกปลูก
เช้ือคร้ังแรก 3 สัปดำห์ นอกจำกน้ี Caruso และคณะ (1977) พบวำ่ เม่ือปลูกเช้ือ C. lagenarium ลงบน
ใบจริงของแตงโมและแตงเทศ จะช่วยใหแ้ผลบนใบท่ีต ำแหน่งถดัไป มีจ ำนวนลดลงเร่ือย ๆ และควำม
ตำ้นทำนดงักล่ำว เกิดข้ึนไดน้ำน 4 สัปดำห์ หลงัจำกกำรปลูกเช้ือคร้ังแรก ต่อมำ Perazzolli และคณะ 
(2008) ไดท้  ำกำรทดลองโดยใชส้ำร Benzo (1,2,3)-thiadiazole-7-carbothionic acid S-methyl ester 
(BTH) ฉีดพ่นให้กบัองุ่นก่อนปลูกเช้ือ Plasmopara viticola เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง สำมำรถลดกำรเกิด
โรครำน ้ำคำ้งในองุ่นได ้83 เปอร์เซ็นต ์นอกจำกกำรใชส้ำรเคมีสังเครำะห์แลว้ ยงัมีกำรใชส้ำรไคโตซำน 
ซ่ึงเป็นสำรสกัดจำกธรรมชำติท่ีมีคุณสมบัติในกำรยบัย ั้งเช้ือก่อโรค และสำมำรถออกฤทธ์ิเป็น
ตวักระตุน้ (elicitor) ในกระบวนกำร SAR ท ำให้ลดโอกำสกำรเกิดโรคในพืชได ้(พรทิพย ์วงศ์แกว้, 
2551) Sathiyabama และคณะ (1998) สำรไคโตซำนป้องกนัโรครำสนิมในถัว่ลิสง พบว่ำ เอนไซม ์
chitinase เพิ่มข้ึนอยำ่งรวดเร็วหลงัจำกฉีดพ่น 48 ชม. และเพิ่มข้ึนสูงต่อเน่ือง 10 วนั ซ่ึงในระหวำ่งนั้น 
ขนำดและจ ำนวนแผลท่ีเกิดข้ึนลดลงดว้ย นอกจำกน้ี Nandeeshkumar และคณะ (2008) พบวำ่ไคโต
ซำนสำมำรถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม์ PPO, PAL, POD, chitinase, Pr-1, β-1,3-glucanase ใน
ระยะตน้กลำ้ของทำนตะวนั ท ำใหต้ำ้นทำนต่อเช้ือ P. halstedii สำเหตุโรครำน ้ำคำ้งในทำนตะวนั 

ในปัจจุบัน กำรศึกษำกำรควบคุมโรคโดยกำรชักน ำ/กระตุ้นให้พืชเกิดควำมต้ำนทำน 
(induced resistance) ยงัมีกำรศึกษำค่อนขำ้งนอ้ยในประเทศไทย จึงไดท้  ำกำรศึกษำคร้ังน้ีข้ึนโดยเลือก
ศึกษำเฉพำะในองุ่น เน่ืองจำกเป็นผลไมท่ี้มีควำมนิยมในกำรบริโภคผลสดและเป็นผลไมท่ี้มีกำรใช้
สำรเคมีปริมำณมำกในกำรดูแลรักษำ กำรใชว้ิธีกระตุน้ให้เกิดควำมตำ้นทำนน้ี จะช่วยลดปริมำณกำร
ใช้สำรเคมี ลดตน้ทุนกำรผลิต และลดอนัตรำยจำกสำรเคมีให้แก่ผูบ้ริโภคสำมำรถน ำมำใช้ในกำร
จดักำรและกำรควบคุมกำรเขำ้ท ำลำย และแพร่ระบำดของโรคสแคบขององุ่นในประเทศไทยให้มี
ประสิทธิภำพ   
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1.2 วตัถุประสงค์กำรวจิัย 
 1. ศึกษำประสิทธิภำพของส่ิงกระตุน้ควำมตำ้นทำนในกำรควบคุมโรคสแคบท่ีเกิดจำกเช้ือรำ  

S. ampelinum ในองุ่น 
 2.   ศึกษำกลไกกำรเกิดควำมตำ้นทำนในองุ่นท่ีเกิดจำกกำรถูกกระตุน้ 

 
1.3  สมมติฐำนกำรวจิัย 
 1.   ส่ิงกระตุน้สำมำรถกระตุน้ให้องุ่นเกิดควำมตำ้นทำนต่อโรคสแคบท่ีเกิดจำกเช้ือรำ  S. 

ampelinum ได ้

 2.  ส่ิงกระตุน้สำมำรถเพิ่มสำรท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนกำรท่ีท ำให้เกิดควำมตำ้นทำนในองุ่น
ต่อโรคสแคบท่ีเกิดจำกเช้ือรำ  S. ampelinum ไดม้ำกข้ึน  

 
1.4  ขอบเขตกำรวจิัย 

กำรวิจยัคร้ังน้ีศึกษำโดยใช้สำรไคโตซำนและ BTH เป็นส่ิงกระตุน้และใช้เช้ือก่อโรคคือ 
สปอร์ของรำสนิมองุ่นและรำสนิมของลีลำวดีเป็นเช้ือกระตุน้เพื่อให้องุ่นพนัธ์ุ Black queens เกิด
ควำมตำ้นทำนต่อโรคสแคบท่ีเกิดจำกเช้ือรำ  S. ampelinum ในสภำพโรงเรือน และท ำกำรศึกษำกำร
เปล่ียนแปลงของสำรท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนกำร SAR 4 ชนิดคือ salicylic acid (SA), polyphenol 
oxidase (PPO), chitinase และ β-1,3-glucanase หลงัจำกกำรกระตุน้   และปลูกเช้ือสำเหตุโรคสแคบ  
S. ampelinum   
 

 
1.5  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1. ทรำบถึงประสิทธิภำพของส่ิงกระตุน้ท่ีอำจน ำมำใชแ้ทนกำรใชส้ำรเคมีในกำรควบคุมโรค

องุ่น 
2.  ทรำบกลไกกำรเกิดควำมตำ้นทำนในองุ่นเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยส่ิงกระตุน้ 
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บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ความส าคญัและปัญหาของการผลติองุ่น 

องุ่นมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Vitis vinifera Linn. เป็นพืชท่ีอยู่ในสกุล Vitis วงศ์ Vitaceae ซ่ึงมี
ประมาณ 11 สกุล รวม 600 ชนิด สกุล Vitis เป็นสกุลเดียวท่ีเป็นผลไมรั้บประทานได ้มีถ่ินก าเนิดอยู่
ในเขตอบอุ่น (นนัทกร บุญเกิด, 2546) โดยเร่ิมจากบริเวณเอเชียไมเนอร์และแพร่ขยายออกไป ทั้งทาง
ตะวนัออก และตะวนัตกไปสู่ทวีปยุโรป อเมริกาและแหล่งอ่ืน ๆ ของโลก พนัธ์ุขององุ่นทั้งหมด     
ทัว่โลกมีไม่นอ้ยกวา่ 8,000 พนัธ์ุ ซ่ึงมีช่ือและลกัษณะประจ าพนัธ์ุแตกต่างกนัออกไป แต่มีเพียง 20% 
เท่านั้น ท่ีปลูกเป็นการคา้ (FAO, 2007) องุ่นเป็นไมเ้ล้ือยประเภทไมย้ืนตน้  การเจริญเติบโตในเขต
อบอุ่นมีการผลดัใบในฤดูใบไมร่้วง พกัตวัในฤดูหนาว แตกตาใบในฤดูใบไมผ้ลิและเจริญไปเป็นผล
แก่ในฤดูร้อน ส าหรับองุ่นท่ีปลูกในเขตร้อนจะมีใบสีเขียวตลอดปี ไม่มีการพกัตวัตามธรรมชาติและ
คุณภาพผลผลิตองุ่นในเขตร้อนมกัจะดอ้ยกว่าองุ่นในเขตอบอุ่น (ยงยุทธ ธ ารงนิมิต, 2547) ปัจจุบนั 
ทัว่โลกมีการปลูกองุ่นประมาณ 47,416,250 ไร่ ยุโรปมีพื้นท่ีปลูกประมาณ 21,724,000 ไร่ แหล่งปลูก
ท่ีส าคญัได้แก่ ประเทศสเปน ฝร่ังเศส อิตาลี ในเอเชีย และตะวนัออกกลาง มีพื้นท่ีปลูกประมาณ 
8,914,000 ไร่ และทวีปอเมริกามีพื้นท่ีปลูก 5,044,000 ไร่ มีผลผลิตขององุ่นรับประทานผลสดประมาณ 
67.2 ลา้นตนั (FAO, 2007) ส าหรับประเทศไทยมีหลกัฐานการน าเขา้องุ่น เม่ือประมาณสมยัรัชกาล    
ท่ี 5 โดยขนส่งทางเรือเขา้มาทางอินโดจีนโดยชาวฝร่ังเศส และเร่ิมมีการปลูกองุ่นในสมยัรัชกาลท่ี 7 
แต่ยงัไม่แพร่หลายจนกระทัง่ ปี 2493 หลวงสมานวนกิจได้น าองุ่นจากแคลิฟอร์เนียมาปลูกท่ี
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ในปี พ.ศ.2512 ศาสตราจารยป์วิณ ปุณศรี และคณะ ไดริ้เร่ิมศึกษาวิจยั
การปลูกองุ่นในประเทศไทยข้ึน โดยไดน้ าองุ่นจากยุโรปหลายสายพนัธ์ุมาปลูกทดสอบท่ีมหาวิทยาลยั 
เกษตรศาสตร์ไดแ้ก่ พนัธ์ุคาร์ดินนั (Cardinal) พนัธ์ุมสัแคทแฮมเบิร์ก (Muscat hamburg) พนัธ์ุโกล
เดนมสัแคท (Golden muscat) และพนัธ์ุไวทม์ะละกา (White malaga) ซ่ึงเป็นองุ่นรับประทานผลสด
พนัธ์ุแรก ๆ ท่ีใหผ้ลเป็นท่ีน่าพอใจ จึงขยายผลไปทดลองปลูกในแปลงของเกษตรกร และในเชิงการคา้
ออกไปอยา่งกวา้งขวางในจงัหวดันครปฐม สมุทรสาคร และราชบุรี (ปิยะ เฉลิมกล่ิน, 2544) ปัจจุบนั
ไดมี้การขยายพื้นท่ีปลูกไปทัว่ประเทศ และมีการน าองุ่นพนัธ์ุใหม่เขา้มาปลูกมากข้ึน เช่น ลูสเพิลเล็ต 
(Loose perlette) แบล็คควีน (Black queens) และน่านฟ้า (Kyoho) นอกจากน้ี ยงัมีการน าเขา้องุ่น
พนัธ์ุท่ีใชท้  าไวน์ เพื่อใชเ้ป็นวตัถุดิบในอุตสาหกรรมไวน์ เช่น ชีราซ(Shiraz) และกาแบร์เน โซวีญง 
(Cabernet Sauvignon) เป็นตน้ 
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องุ่น นบัเป็นผลไมท่ี้มีมูลค่าค่อนขา้งสูง เม่ือเปรียบเทียบกบัผลไมช้นิดอ่ืน ๆ แต่การปลูก
องุ่นยงัประสบปัญหาโรคและแมลงเขา้ท าลายตลอดช่วงระยะการเจริญเติบโต ซ่ึงปัจจยัท่ีส าคญัท่ี
ส่งเสริมให้ปัญหาดงักล่าวรุนแรงในพื้นท่ีปลูกองุ่นเขตร้อน เน่ืองจากประเทศไทยมีสภาพภูมิอากาศ
ร้อนช้ืน มีฝนตกชุก และองุ่นสามารถออกดอกติดผลไดม้ากกวา่ 1 คร้ังต่อปี จึงเป็นสาเหตุท าให้เกิด
การระบาดของโรคไดง่้าย และต่อเน่ืองตลอดทั้งปี ซ่ึงโรคองุ่นจึงเป็นปัจจยัส าคญัท่ีท าให้ตน้ทุนการ
ผลิตสูงข้ึน เน่ืองจากตอ้งมีการใช้สารเคมีป้องกนัก าจดัโรคอย่างต่อเน่ือง โดยกรมส่งเสริมการเกษตร 
(2545) รายงานว่า โรคท่ีพบในประเทศไทยมีหลายชนิดไดแ้ก่ โรคราน ้ าคา้ง โรคราสนิม โรคก่ิงแห้ง
หรือเน่าขมและโรคสแคบ (อีบุบ) หรือแอนแทรคโนส โดยโรคท่ีสร้างความเสียหายทางเศรษฐกิจใน
ประเทศไทยมีเพียง 3 ชนิดคือ โรคราน ้าคา้ง ราสนิม และสแคบ         
 

2.2 โรคองุ่นทีส่ร้างความเสียหายทางเศรษฐกจิ 
2.2.1  โรคราน า้ค้าง (Downy mildew)  
เกิดจากเช้ือรา P. viticola (Berk.&Curt.)เป็นโรคท่ีสร้างความเสียหายมากท่ีสุด มีการระบาด

รุนแรงตลอดปี โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในฤดูฝนเน่ืองจากมีความช้ืนในอากาศสูง อาการของโรคสามารถ
เกิดข้ึนไดก้บัส่วนต่าง ๆ ขององุ่น ทั้งใบ ดอก ยอดอ่อน เถา และผล โดยลกัษณะอาการบนใบองุ่นจะ
พบจุดเหลืองดา้นบนใบ ในองุ่นบางพนัธ์ุจุดอาจมีลกัษณะเป็นเหล่ียมหรือจุดอาจขยายขนาดจนโต
เช่ือมต่อกัน ด้านใต้ใบตรงข้ามจุดเหลืองจะพบกลุ่มสปอร์และก้านชูสปอร์สีขาวเห็นได้ชัด ซ่ึง
สามารถท่ีจะเจริญและแพร่ระบาดไปยงัใบอ่ืน ๆ หรือแปลงอ่ืนโดยปลิวไปกบัลม อาการของโรคจะ
สังเกตไดต่้อเม่ือเช้ือราเขา้ท าลายแลว้ 4-6 วนั อาการท่ียอดอ่อน มีลกัษณะแคระแกร็น ยอดสั้น มีกลุ่ม
สปอร์และกา้นชูสปอร์ข้ึนปกคลุมเห็นไดช้ดัเจน ยอดอ่อนท่ีถูกท าลายจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลและ
แห้งตายอยา่งรวดเร็ว อาการท่ีช่อดอกจะเปล่ียนเป็นสีเหลืองเป็นหยอ่ม ๆ ต่อมาจะเห็นกลุ่มของเช้ือ
ราสีขาวข้ึนปกคลุม ช่อดอกจะเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลและแหง้ติดเถาจากโคนช่อ กลางช่อ หรือปลายช่อ 
อาการท่ีช่อผลมีลกัษณะเป็นจุดสีน ้ าตาล เปลือกผลเห่ียว เปล่ียนเป็นสีเทาน ้ าเงินหรือน ้ าตาลแก่ อาจ
ท าให้ผลเห่ียวทั้งช่อ อาการเน้ือเยื่อผลแข็งเป็นแอ่งบุ๋ม บนผลท่ีโตแลว้ เรียกวา่ gray rot อาการท่ีเถา
และมือเกาะ เร่ิมจากเกิดแผลสีเหลืองซีดเม่ือแผลมีอายุมากข้ึนจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล หากเกิดอาการ
ท่ีเถาจะท าให้ยอดแคระแกรนเน่ืองจากขาดธาตุอาหาร การแพร่ระบาดสามารถแพร่ไปทางลม และ
ฝนได ้และสามารถพกัตวัในสภาพ oospore ในเศษซากพืช และในสภาพเส้นใยท่ีพกัตวัท่ีตาบนก่ิง
องุ่น (Person and Goheen, 1998 และนิพนธ์ วสิารทานนท,์ 2542) 

2.2.2 โรคราสนิม (Rust)  
สาเหตุเกิดจากเช้ือรา Phakopsora ampelopsidis (Diet.&Syd.) หรือ Physopella vitis (Diet.& 

Syd.) Cumm.&Ramachar หรือ Uredo vitis เป็นโรคท่ีท าความเสียหายให้กบัองุ่นเขตร้อนและก่ึงร้อน
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ในเขตเอเชียมากกว่าเขตอบอุ่น สามารถเขา้ท าลายองุ่นได้ทุกสายพนัธ์ุ ลกัษณะอาการบริเวณใตใ้บ
องุ่นจะพบเช้ือในระยะ uredia stage มีลกัษณะเป็นตุ่มแผลเล็ก ๆ สีเหลืองเกิดเป็นกลุ่ม หรือกระจดั
กระจายทัว่ไป โรคราสนิมระบาดได้รวดเร็วโดยส่วนมากมกัจะสร้างความเสียหายกบัใบแก่ ท าให้
ใบเหลือง แห้ง และร่วงหล่น สามารถแพร่ระบาดไดดี้ ทางลมจากแหล่งเช้ือท่ีสะสมบนเศษซากพืช 
(Person and Goheen, 1998 และนิพนธ์ วสิารทานนท,์ 2542) 

2.2.3 โรคสแคบ (Scab, Antracnose) 
เน่ืองจากเป็นโรคเป้าหมายท่ีจะใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี จะปริทศัน์รายละเอียดในส่วนต่อไป 

 
 การควบคุมโรคทั้ง 3 ชนิด ปัจจุบนันิยมใชส้ารเคมีเป็นส่วนใหญ่ ส าหรับโรคราน ้ าคา้งสารเคมี

ท่ีนิยมใชใ้นการป้องกนัก าจดัมี 2 กลุ่มคือสารเคมีประเภทสัมผสั เช่น dithiocarbamates, phthalimides 
และ cupric salts ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการป้องกนัเท่านั้น ส่วนกลุ่มท่ีสองเป็นสารเคมีดูดซึม เช่น 
metalaxyl, benalaxyl, oxadixyl, และ ofurace ส าหรับโรคสแคบ (แอนแทรคโนส) นิยมใช ้bordeaux 
mixture, DNBP และ copper oxychloride  ส่วนโรคราสนิมนิยมใช้สารเคมีประเภทป้องกนัไดแ้ก่ 
captafol, zineb, ferbam และ bordeaux mixture (Pearson and Goheen, 1998) 

 

2.3 โรคสแคบขององุ่น 
2.3.1 ความส าคัญและประวตัิการระบาด 
โรคสแคบหรือแอนแทรคโนสในประเทศไทย จดัเป็นโรคท่ีสร้างความเสียหายรองจาก  

โรคราน ้ าคา้ง สาเหตุของโรคเกิดจากเช้ือรา S. ampelinum de Bary (Elsinoe ampelina ในระยะ 
telemorph) (Pearson and Goheen, 1998) 

ในปี ค.ศ. 1839 ไดมี้รายงานการพบโรคสแคบขององุ่นคร้ังแรก ในประเทศฝร่ังเศส โดย 
Viala ไดท้  าการเก็บตวัอยา่งของโรคไวท่ี้เมือง Montpellier ในปี ค.ศ. 1881 Burril รายงานการพบใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา (Shear, 1929 อา้งถึงใน มธุกร สมพงษ์, 2553) ต่อมามีรายงานการพบโรคน้ี
ในอีกหลายประเทศ เช่น ออสเตรเลีย คิวบา บราซิล ชิลี นิวกินี และอินเดีย ในประเทศไทย มีรายงาน
พบโรคน้ีคร้ังแรกในปี พ.ศ. 2506 ท่ีอ  าเภอปากช่อง  จงัหวดันครราชสีมา (กรรณิการ์ เพี้ยนภกัตร์ 
และคณะ, 2537; ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร สมพงษ์, 2553) ปัจจุบนัโรคน้ี พบการระบาดในทุก
พื้นท่ีท่ีมีการปลูกองุ่น เช่น สมุทรสาคร นครปฐม ล าปาง เชียงราย พิจิตร ราชบุรี และนครราชสีมา  
เป็นตน้ ส่วนใหญ่พื้นท่ีท่ีมีการระบาดรุนแรงมากมกัจะมีสภาพอากาศค่อนขา้งร้อน และมีฝนตก  
หรือมีน ้ าคา้ง (กรรณิการ์ เพี้ยนภกัตร์, 2536) โรคสแคบขององุ่นหรือท่ีชาวบา้นเรียกว่า โรคอีบุบ มี
อาการคลา้ยโรคแอนแทรคโนส และมกัเขา้ใจว่าเป็นโรคเกิดจากเช้ือราท่ีท าให้เกิดโรคแอนแทรค
โนส ซ่ึงสามารถท าให้เกิดโรคกบัองุ่นไดเ้ช่นเดียวกนั จึงท าให้เกิดความสับสน (นนัทกร บุญเกิด, 
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2546; ขนิษฐา มากรุง, 2548) ในอดีตประเทศไทยมีรายงานเก่ียวกบัโรคแอนแทรคโนสวา่ เกิดจาก
เช้ือ C. gloeosporiodes ท าให้เกิดอาการกบัองุ่น 2 ลกัษณะคือ อาการแผลฉ ่าน ้ า และแผลแห้งแข็ง  
(กรรณิการ์ เพี้ยนภกัตร์ และคณะ, 2544 และนิพนธ์ วิสารทานนท์, 2542) รายงานวา่ ลกัษณะการเขา้
ท าลายของโรคแอนแทรคโนสคล้ายกับโรคสแคบมาก แต่มีข้อแตกต่างกนัคือโรคสแคบแผลมี
ลกัษณะแห้งแข็งท าให้เห็นบริเวณขอบแผลชดัเจน แต่โรคแอนแทรคโนสแผลยุบตวัลกัษณะฉ ่าน ้ า  
ขอบแผลไม่จ  ากดัขอบเขตอย่างเด่นชัด มีกลุ่มของสปอร์สีส้มปรากฏเป็นวงซ้อนกนั ท าให้แผลมี
ลกัษณะคลา้ยดวงตานก (bird’s eye spot) (ขนิษฐา มากรุง, 2548 และมธุกร สมพงษ,์ 2553)   

2.3.2  ข้อมูลทัว่ไปของเช้ือรา S. ampelinum 
เช้ือ S. ampelinum จดัอยูใ่นสกุล Sphaceloma เป็นระยะ Anamorph มีการสืบพนัธ์ุแบบไม่

อาศยัเพศ ซ่ึงจ าแนกตามหมวดหมู่ไดด้งัน้ี (Alexopoulos, 1962 : Sutton, 1973 อา้งถึงในกรรณิกา 
เพี้ยนภกัตร์, 2545) 
      Anamorph : Subdivision Deuteromycotina 
        Class Deuteromycetes 
          Order Melanconiales 
            Family Melanconiaceae 
             Genus Sphaceloma 
              Species depend on host 
 

 เช้ือ S. ampelinum มี telemorph stage คือเช้ือ E. ampelina ซ่ึงสามารถจดัจ าแนกหมวดหมู่ได้
ดงัน้ี 
       Telemorph : Subdivision Ascomycotina 
         Class Ascomycetes 
          Order Myriangiales 
           Family Elsinoaceae 
            Genus Elsinoe 
 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือพบว่า เช้ือขยายพนัธ์ุแบบไม่อาศยัเพศ โครงสร้างของ 
asexual spore เรียกวา่ conidium  เกิดข้ึนบริเวณส่วนปลายของกา้นชูท่ีเรียกวา่ conidiophore ภายใน 
fruiting body ซ่ึงเรียกวา่ acervulus อยูใ่นชั้น epidermis ของพืช หากอยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม
เช้ือจะสามารถสร้าง conidia ไดจ้  านวนมากและรวดเร็ว ลกัษณะของสปอร์ใส ไม่มีสี มีเซลล์เดียว
ทรงกระบอกหัวทา้ยมน จะพบวงกลมใสอยู่ทางดา้นหวัและทา้ยเซลล์เม่ือสปอร์แก่เต็มท่ีผนงัเซลล์
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ดา้นนอกมีวุน้ใสหุ้ม(mucilaginous wall) สปอร์มีขนาด 6.37-8.75×2.61–4.77 ไมครอน (กรรณิการ์ 
เพี้ยนภกัตร์, 2536; ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร สมพงษ์, 2553) สปอร์ท่ีหลุดออกจาก conidiophore 
มกัอยูร่วมกนัเป็นกลุ่มท าใหม้องเห็นเป็นสีชมพ ู(Singh, 2000 อา้งถึงใน กานต ์ค าทรัพย,์ 2546) 

เช้ือ E. ampelina สร้างสปอร์ขยายพนัธ์ุแบบอาศยัเพศท่ีเรียกวา่ ascospore จ านวน 8 สปอร์/
ถุง แต่ละสปอร์มี 4 เซลล์ มีขนาดตั้งแต่ 29-35×4.5-7 ไมครอน ในถุงหุ้ม(ascus) ascospore สามารถ
งอกไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 2-32 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นจะเขา้ท าลายเน้ือเยื่อและเกิดแผลบนใบองุ่น
(Singh, 2000 อา้งถึงใน กานต์ ค  าทรัพย,์ 2546; อา้งถึงใน ขนิษฐา มากรุง, 2548; อา้งถึงใน มธุกร 
สมพงษ,์ 2553) 

2.3.3  อาการวทิยา 
เช้ือรา S. ampelinum เขา้ท าลายส่วนต่าง ๆ ขององุ่น โดยเฉพาะส่วนท่ีเป็นเน้ือเยื่อเจริญ 

(meristematic tissue) ท่ียงัไม่เปล่ียนเป็นสีเขียวเขม้ ไดแ้ก่ ใบอ่อน ยอดอ่อน มือเกาะ ช่อดอกและผล
อ่อน บางคร้ังอาจพบอาการบนผล เถา ก่ิง หรือใบแก่ หากเช้ือเขา้ท าลายบริเวณขั้วใบ หรือขั้วผล  จะ
ท าใหเ้น้ือเยือ่บริเวณนั้นแหง้ตาย เน่ืองจากขาดน ้า และอาหารท าให้ร่วงหล่น  อาการบนใบ หรือส่วน
ยอดจะเป็นจุดฉ ่าน ้ าสีน ้ าตาลอ่อน หรือเทา มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 1-5 มิลลิเมตร หาก
เกิดในสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม จุดเหล่าน้ี จะหยุดชะงกัการเจริญเติบโต และเน้ือเยื่อท่ีตายจะ
หลุดไปเหลือเพียงรอยใบทะลุ แต่หากสภาพแวดลอ้มมีความเหมาะสม จุดแผลจะขยายขนาดและ
ลามรวมกนั อาการจะรุนแรงข้ึนจนท าให้เน้ือเยื่อใบหด และบิดงอ ส าหรับอาการท่ีผลจะพบในช่วง
ผลมีอายุประมาณ 2 เดือน ลกัษณะแผลจะเป็นจุดสีน ้ าตาลอ่อนถึงด า ลกัษณะแผลยุบตวั แห้งและ
แข็ง ขนาดแผลตั้งแต่ 2-10 มิลลิเมตร ท าให้ผลบิดงอ อาการบนก่ิงหรือเถาขององุ่น เกิดจากเช้ือเขา้
ท าลายบริเวณยอดอ่อน จะแสดงอาการบิดงอ ขอบแผลนูนและแห้งตายในท่ีสุด ท าให้ก่ิง ใบ หรือ
ดอกรอบขา้งแห้งตายไปดว้ย (กรรณิการ์ เพี้ยนภกัตร์และคณะ, 2545; ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร 
สมพงษ,์ 2553) 

2.3.4  วงจรการเกดิโรค 
เช้ือสามารถอยูข่า้มฤดูไดโ้ดยสะสมอยูใ่นเศษซากขององุ่นท่ีเคยเป็นโรค เม่ือสภาพแวดลอ้ม

เหมาะสมเช้ือจะสร้าง inocula ข้ึนมาใหม่ในรูปของโคนิเดีย (conidia) ซ่ึงเป็นแหล่ง primary inoculum 
โคนิเดีย จะแพร่กระจายโดยลม และละอองน ้ าฝนไปยงัส่วนท่ีมีสีเขียวและอวบน ้ า (Brook,1973 อา้ง
ถึงใน ขนิษฐา มากรุง, 2548) เม่ือปริมาณของน ้าฝน 2 มิลลิเมตร หรือมากกวา่นั้นโคนิเดีย จะงอกและ
มีประสิทธิภาพในการเขา้ท าลายเช้ือไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 23-32 องศาเซลเซียส conidia และ ascospore  

สามารถอยูข่า้มฤดูหนาวในบริเวณพื้นท่ีสวนองุ่นและสามารถเป็น primary inoculum ได ้
อุณหภูมิ และความช้ืนเป็นสภาพแวดล้อมหลักท่ีมีผลต่อการพฒันาของโรค นอกจากน้ี หากมี
สภาพแวดลอ้มอ่ืนท่ีเหมาะสมต่อการเกิดโรค ไดแ้ก่ ฝนตกหนกัในฤดูร้อนจะส่งผลให้เช้ือระบาดได้
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รุนแรงมากข้ึน (Mirica, 1988 อา้งถึงใน กรรณิกา เพี้ยนภกัตร์, 2547; อา้งถึงใน ขนิษฐา มากรุง, 
2548; อา้งถึงใน มธุกร สมพงษ,์ 2553) 

Burkholder (1917) อา้งถึงในมธุกร สมพงษ ์(2553) ไดศึ้กษาวงจรชีวิตของเช้ือ E. veneta ซ่ึง
เป็นระยะ telemorph ของเช้ือ Sphaceloma ซ่ึงวงจรชีวิตของเช้ือราเร่ิมเม่ือ ascospores ใส 4 cell จะ
แก่ในช่วงปลายฤดูใบไมร่้วงหรือฤดูใบไมผ้ลิ ภายใน asci ท่ีมีลกัษณะกลมซ่ึงเกิดกระจายอยา่งอิสระ
อยูใ่นช่องวา่งของ stromatic ascocarp หากไดรั้บความช้ืนในบรรยากาศเพียงพอ ผนงัส่วนบนของ 
stroma จะเปิดออกจากนั้น asci ถูกดนัออกมาภายนอกแลว้ปลดปล่อย ascospore ท่ีหุ้มดว้ยสารท่ีมี
ลกัษณะคล้ายวุน้ (gelatinous substance) ออกมา ascospore จะสามารถยึดติดบนผิวพืชได้ หากมี
สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม ascospore จะสร้าง sterigmata สั้น ๆ เพื่อผลิต conidia  เม่ือ conidia งอก 
mycelium จะฝังแน่นอยูใ่นชั้น cuticle ซ่ึงเป็นแหล่งก าเนิดของ acervulus และสร้าง conidia บน 
conidiophore สั้น ๆ ต่อไป 

Gable and Tiffany (1987) อา้งถึงใน กานต ์ค าทรัพย ์(2546) รายงานวา่ stromata เป็นแหล่ง 
ก าเนิดของ reproductive spore ของเช้ือ E. panici เม่ืออายุมากข้ึนผนงัจะหนาและประกอบไปดว้ย
เน้ือเยื่อ pseudoparenchyma ท่ีอดัตวัแน่นและพฒันาไปเป็น acervulus ฝังตวัอยู่ในเซลล์พืชบริเวณ
ชั้น sub epidermis ภายใน acervulus จะสร้างชั้น conidiogenous cells ในชั้นน้ีมีกลุ่มของเส้นใยอดั
ตวัแน่นท าให้มองดูเหมือน pycnidium จากนั้น conidium จะถูกสร้างข้ึนเหนือ conidiogenous cells 
conidium มีรูปไข่ขนาด 5-9×2-3 µm ซ่ึงเม่ือหลุดออกจาก conidiogenous cells จะรวมกลุ่มอยูบ่น
สารเมือก (mucous matrix) ในสภาวะท่ีอากาศเยน็ stroma จะพฒันาเป็น ascocarp จากนั้นจะสร้าง 
ascus และ ascospore (ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร สมพงษ,์ 2553) 

2.3.5  การควบคุมโรคสแคบ 
มีรายงานเก่ียวกบัการควบคุมโรคสแคบในองุ่นดงัต่อไปน้ี 
 1. การควบคุมโรคโดยวธีิเขตกรรม 
 วฒันา สวรรยาธิปัติ (2531) แนะน าใหท้  าความสะอาดสวน ท าลายผลองุ่นทั้งสด และ

แห้งท่ีอยูใ่ตต้น้โดยวิธีเผาหรือฝังเพื่อลดแหล่งแพร่เช้ือ ควรตดัแต่งและจดัก่ิงให้โปร่ง เพื่อให้อากาศ
ภายในทรงพุ่มถ่ายเทไดส้ะดวก สามารถลดความช้ืนสะสมในช่วงท่ีโรคระบาดได ้กรรณิการ์ เพี้ยน
ภกัตร์ และคณะ (2533) พบวา่ การหลีกเล่ียงการปลูกองุ่นในพื้นท่ีท่ีมีประวติัการระบาดมาก่อน  และ
ในช่วงท่ีมีอากาศร้อนช้ืน หรือช่วงฤดูฝนเน่ืองจากสภาพอากาศเหมาะสม สามารถลดการแพร่ระบาด
ของเช้ือไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  นอกจากน้ี Ravaz (1927) อา้งถึงใน กรรณการ์ เพี้ยนภกัตร์ (2457) 
แนะน าให้ใชปุ๋้ย Nitrate of soda lime หรือ Potash ประมาณ 3 สัปดาห์ก่อนทาบก่ิงหรือตอนก่ิงจะ
ช่วยให้ส่วนขยายพนัธ์ุขององุ่นสมบูรณ์และแข็งแรง นอกจากน้ีควรให้น ้ าโดยระบบน ้ าหยด และ
หลีกเล่ียงการใหน้ ้าระบบพน่ฝอยเหนือทรงพุม่ (overhead sprinkler irrigation)  โดยเฉพาะช่วงท่ีองุ่น 
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อ่อนแอ 
 2. การควบคุมโรคโดยใช้สารสกดัจากธรรมชาติ 

 กานต์ ค  าทรัพย์ (2546) อ้างถึงใน มธุกร สมพงษ์ (2553) ได้ศึกษาสารสกัดจาก
สมุนไพร 19 ชนิด พบว่า สารสกดัจากมะตูมมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย และการสร้างสปอร์ 
ในขณะท่ีสารสกดัจากผลยอแก่มีฤทธ์ิยบัย ั้งเฉพาะการสร้างสปอร์ของเช้ือ S. ampelinum 
 3. การควบคุมโรคโดยใช้สารเคมี 
 สารคอปเปอร์ออกซีคลอไรด ์และแคปแทน สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. 
ampelinum ส่วนคาร์เบนดาซิมมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของโคโลนี S. ampelinum  เฉพาะการ
สร้างเส้นใยแต่ไม่ยบัย ั้งการสร้างสปอร์ (กานต ์ค าทรัพย,์ 2546)  นอกจากน้ี นนัทกร บุญเกิด (2546) 
แนะน าการป้องกนัก าจดัควรใช้สารชนิดท่ีไม่รุนแรงก่อน เช่น แคปแทนหรือคอปเปอร์ออกซีคลอ
ไรด์ กรรณิการ์ เพี้ยนภกัตร์และคณะ (2544) แนะน าให้มีการป้องกนัก่อนการแพร่ระบาดของโรค 
โดยการใช ้Bordeaux mixture  1% ฉีดพน่ยอดอ่อนท่ีแตกใหม่ขององุ่นในช่วงฤดูฝน 
 4.  การควบคุมโดยชีววธีิ 
 มีรายงานการใชเ้ช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ์ โดย  Chen and Shao (1991) รายงานวา่ เช้ือ 
Brevibacterium strain M สามารถยงัย ั้งเช้ือ E. ampelina ได ้(ขนิษฐา มากรุง, 2548) 

 
2.4  การควบคุมโรคโดยวธีิกระตุ้นให้เกดิความต้านทาน (Induced resistance)  

จากการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างพืชกับเช้ือโรคท่ีเข้าท าลาย พบว่า พืชมีกระบวนการ
ป้องกนัตวัจากการเขา้รุกรานของเช้ือทั้งในเชิงกลไกทางโครงสร้าง และกลไกทางชีวเคมี ในปัจจุบนั
ไดท้  าความเขา้ใจในเร่ืองดงักล่าวจึงน ามาพฒันาเป็นวิธีการควบคุมโรค  เพื่อเป็นแนวทางเลือกหน่ึง
ในการป้องกนัโรคพืช โดยอาศยักลไกความตา้นทานของพืชซ่ึงถูกชักน าจากสารกระตุ้นให้เกิด
กลไกการปกป้องตนเอง 

2.4.1 กลไกการป้องกนัการรุกรานจากเช้ือก่อโรค (Plant defense mechanisms) 
โดยทัว่ไปพืชจะมีกลไกการป้องกนัและยบัย ั้งเช้ือโรค 2 ทางไดแ้ก่ กลไกทางโครงสร้างของ

พืช (structural defense mechanism) และกลไกทางชีวเคมี (biochemical defense mechanism) ซ่ึง
เกิดข้ึนไดโ้ดยไม่เฉพาะเจาะจงกบัพืชและเช้ือโรค 

 2.4.1.1 กลไกทางโครงสร้างของพืช (structural defenses) 
 พืชจะสร้างโครงสร้างพิเศษทางธรรมชาติ สามารถเกิดไดท้ั้งก่อน และหลงัการเขา้

รุกรานจากเช้ือ ช่วยป้องกนัไม่ให้เช้ือโรคเขา้ท าลายพืชไดง่้าย โครงสร้างของพืชก่อนเช้ือเขา้ท าลาย 
ไดแ้ก่ การสร้างสารเคลือบผิวใบ (wax) ให้หนาข้ึน เพื่อป้องกนัการเกาะติดของน ้ า การท่ีชั้น cuticle 
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หนาข้ึนช่วยให้พืชทนทานต่อการแทงทะลุผ่านของเช้ือ นอกจากน้ี ต าแหน่งและรูปร่างของปากใบ  
มีความส าคญัต่อเช้ือท่ีเขา้ท าลายทางปากใบ รวมทั้งความหนาของผนังเซลล์ จะช่วยป้องกนัการ   
งอกของสปอร์เช้ือราให้ยากมากข้ึน (ยุรฉตัร ยอดโยธี, 2554) ส่วนโครงสร้างท่ีพืชสร้างข้ึนหลงัถูก
รุกรานจะเกิดข้ึนหลงัจากท่ีเช้ือก่อโรคเร่ิมเขา้ท าลาย เน่ืองจากเช้ือหลายชนิดปล่อยสารเคมีออกมา    
สู่พืช เช่น การผลิตสารพิษสาร glycoprotein และเอนไซมข์องจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ cutinase, cellulase 
และ hemicellulase เป็นตน้ เพื่อยอ่ยส่วนประกอบของผนงัเซลล์พืช พืชจะจดจ าสารเหล่านั้น และ
สร้างโครงสร้างพิเศษเพื่อป้องกนัตวัข้ึนไดแ้ก่ การสร้างผนงัเซลล์ให้มี cellulose และ hemicelluloses 
เพิ่มข้ึน ท าใหพ้ืชมีความทนทานต่อการทะลุผา่นมากข้ึน การสร้างเน้ือเยื่อพิเศษ(cork layers) เพื่อปก
คลุมและจ ากดัขอบเขตแพร่กระจายของเช้ือไปยงัส่วนอ่ืน ๆ การสะสมยางเหนียว (gums) จะยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตและท าลายเช้ือโรคบางชนิดและการสร้าง abscission layer เพื่อป้องกนัแพร่กระจาย
ของเช้ือ (Agrios, 1997) มีรายงานของ Shetty และคณะ (2009) ศึกษาการใช ้β-1,3-glucan ซ่ึงเป็น
ส่วนประกอบของเช้ือรา Septoria tritici สาเหตุโรคใบจุดในขา้วสาลีพบวา่ มีการสะสม callose ใน
ผนงัเซลลแ์ละเอนไซม ์β-1,3-glucansae เพิ่มข้ึน และมีผลโดยตรงในการยบัย ั้งเอนไซม ์และสารพิษ
ของเช้ือก่อโรค นอกจากน้ี ยงัมีรายงานการศึกษาของ Franco and Iriti (2007) เก่ียวกบัการใชไ้คโต
ซานในการกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานต่อ tobacco necrosis virus (TNV) ในถัว่แขกพบวา่ ไค
โตซานสามารถกระตุน้ มีการใหส้ร้าง callose เพิ่มข้ึน และลดการเกิดแผลไดถึ้ง 95 เปอร์เซ็นต ์ 

 2.4.1.2 กลไกทางชีวเคมี (biochemical defenses) 
 นอกจากพืชจะป้องกนัเช้ือโรคเขา้ท าลายจากกลไกทางโครงสร้างไดแ้ลว้ พืชยงัสร้าง
สารป้องกนัทางชีวเคมี โดยการผลิตสารเคมีท่ีเป็นพิษต่อเช้ือโดยตรง เพื่อป้องกนัไม่ให้เช้ือลุกลาม
กระจายไปทัว่ตน้พืช ซ่ึงการสร้างสารชีวเคมีสามารถเกิดข้ึนไดท้ั้งก่อนและหลงัการเขา้ท าลายของ
เช้ือ (Agrios, 1997 ) 
 1. สารเคมีท่ีพืชผลิตข้ึนก่อนการถูกเขา้ท าลาย (pre-existing biochemical defense)
 โดยทัว่ไปพืชจะสร้างสารเคมีเพื่อยบัย ั้งการเขา้ท าลายของเช้ือโรคไดแ้ก่ ในธรรมชาติ
พืชจะปลดปล่อยสารท่ีเป็นพิษกบัเช้ือโดยตรง (fungitoxic exudates) เช่น ในบีทรูทและมะเขือเทศ 
จะปล่อยสารท่ีเป็นพิษต่อเช้ือราสามารถยบัย ั้งการงอกของ  zoospore ของเช้ือโรคได ้การผลิตสาร
พวก  phenolic compound และในพืชบางชนิดยงัสร้างสาร  phytoanticipins ก่อนถูกเขา้ท าลาย   
นอกจากน้ี พืชยงัสร้างพวก hydrolytic enzymes เช่น chitinase และ glucanase ช่วยยบัย ั้งเช้ือโรค 
(Agrios, 1997) 
 2. สารชีวเคมีท่ีพืชสร้างข้ึนหลังจากการถูกเข้าท าลาย (induced biochemical 
Defense)  
 เม่ือเช้ือโรคเขา้รุกรานพืช  พืชจะเร่ิมส่งสัญญาณโมเลกุลจากบริเวณเยือ่หุม้เซลล ์ และ 
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จบักบัสารบางอยา่งของเช้ือ (elicitor) เช่น glycoprotein, fatty acid, carbohydrates และ peptides เป็น
ตน้ จากนั้นจะสร้างสารชีวเคมีและเกิดปฏิกิริยาข้ึน เพื่อหยุดการพฒันาและท าลายเช้ือโรค เกิด
กระบวนการตา้นทานของพืช ปฏิกิริยาดงักล่าวไดแ้ก่ 1.) hypersensitive response คือ เกิดการตาย   
ณ ต าแหน่งของเซลล์ท่ีเช้ือเขา้ท าลายอย่างรวดเร็ว เพื่อป้องกันการแพร่กระจายของเช้ือก่อโรค       
2.) Salicylic acid (SA) เป็นสัญญาณโมเลกุลท่ีเกิดจาก HR เพื่อไปกระตุน้การแสดงออกของ 
pathogenesis-related (PR) protein (Ryal et al., 1996; Maleck et al., 2000; Wang et al., 2006; 
Vleesschauwer et al., 2008)  3.) การสร้าง Reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงเป็นการตอบสนอง
แรกของพืช เกิดข้ึนไม่เกิน 5 นาที จะพบสารพวก Superoxide (O2

-) และ hydrogen peroxide (H2O2) 
ซ่ึงเป็นพิษต่อเช้ือโรคโดยตรง และท าให้ผนงัเซลล์มีความแข็งแรงข้ึน (Thordal-Christensen et al., 
1997; Shetty et al., 2009) 3.) การสร้าง Nitric oxide (NO) ท าให้เกิดการตายของเซลล์ท่ีถูกกระตุน้
โดย ROS และ 4.) การสร้าง Pathogenesis related proteins (PR proteins) ประกอบดว้ยโปรตีนและ
เอนไซมท่ี์ท าหนา้ท่ีหลากหลาย ในกระบวนการตา้นทานของพืช (Van Loon, 1997; Chen et al., 
2000) 

2.4.2  กระบวนการสร้างความต้านทานของพชืจากการถูกกระตุ้น  
 (systemic acquired resistance, SAR)  
ในพืชหลายชนิดมีการพฒันาความต้านทานข้ึน  เพื่อป้องกันการเข้าท าลายของเช้ือโรค 

สามารถสร้างความตา้นทานหลงัไดรั้บการกระตุน้จากจุลินทรียป์ฏิปักษ์ (antagonistic microoganism)  
สารเคมีสังเคราะห์ (synthetic chemical) หรือเช้ือโรค (non-pathogen) และแมลง (insect) หลงัถูก
กระตุน้ดว้ยตวักระตุน้ดงักล่าว จะท าให้พืชเกิดแผลตายเฉพาะท่ีข้ึน จากนั้นจะเกิดความตา้นทานซ่ึง
แพร่กระจายไปทั้งระบบของพืช (systemic acquired resistance, SAR) นอกจากน้ีสารเคมีบางชนิด
เช่น Salicylic acid, arachidonic acid และ 2,6-dichloroisonicotinic acid จะไปกระตุน้ระบบความ
ตา้นทาน แต่ไม่ท าใหเ้กิดแผลตายบริเวณเน้ือเยื่อพืช การแสดงออกของ SAR จะไม่เฉพาะเจาะจงกบั
ชนิดพืชและเช้ือโรคท าให้ลดการเกิดโรคไดห้ลายชนิด ทั้งโรคท่ีเกิดจากเช้ือรา แบคทีเรีย หรือไวรัส 
นอกจากน้ี SAR ยงัแสดงออกไดเ้ป็นระยะเวลานานประมาณ 4-6 สัปดาห์ แต่ SAR มีขอ้จ ากดัคือไม่
สามารถกระตุน้ใหเ้กิดไดห้ากพืชอยูใ่นระยะหลงัออกดอกและติดผล 

 2.4.2.1 หลกัการของ SAR 
 เม่ือพืชเกิดแผลตาย (necrosis lestions) เฉพาะท่ี (localization) คร้ังแรกจาก hypersensitive 

response (HR) เน่ืองจากมี receptor จากพืชรับรู้ถึงการบุกรุก ส่งสัญญาณให้สร้าง reactive oxygen 
species ไดแ้ก่ super oxide radicles, hydrogen peroxide และ hydroxyl radicle ซ่ึงเป็นสารอนุมูล
อิสระ จะแตกตวัร่วมกบัสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ และต่อสู้กบัโมเลกุลของเช้ือท่ีรุกรานเขา้มา ท า
ให้มีการตอบสนองโดย HR ในเซลล์ข้ึน  นอกจากน้ี reactive oxygen species ยงัช่วยในการท าลาย
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แหล่งอาหารและยบัย ั้งการแพร่กระจายของเช้ือ จากกระบวนการ programmed cell death  ท่ียงัตอ้ง
อาศยัการส่งสัญญาณ (signal transduction) จากสาร nitric oxide (NO) หากภายในเซลล์มี NO และ 
reactive oxygen species เกิดข้ึน จะกระตุน้ใหเ้กิดการสังเคราะห์เอนไซมต่์าง ๆ ในวิถีการสังเคราะห์
สารปกป้องไดแ้ก่ lignin, phytoalexin, salicylic acid และเอนไซมท่ี์ท าลายเช้ือโดยตรงไดแ้ก่ กลุ่ม
ของ hydrolytic enzyme ท าใหก้ารเขา้ท าลายของเช้ือก่อโรคหลายชนิดลดความรุนแรงลง (Sticher et 
al., 1997; Hammerschmidt, 1999 และนิพนธ์ ทวีชยั, 2553) ในขณะเดียวกนันอกจากพืช จะเกิด 
programmed cell death แลว้ภายในเซลล์ จะส่งสัญญาณโมเลกุลต่าง ๆ ซ่ึงเพิ่มการสร้าง และส่ง
สัญญาณของ salicylic acid (SA) ในการกระตุน้การแสดงออกของ pathogenesis related protein 
genes (PR genes) ยนีบางชนิดจะสร้างเอนไซมท่ี์ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา สาเหตุโรคโดยตรง 
เช่น chitinase และ glucanase ซ่ึงช่วยในการย่อยผนังเซลล์เช้ือราหรือสังเคราะห์สารทุติยภูมิ 
(secondary metabolite) ท่ีส าคญัในกระบวนการตา้นทานโรคในพืช เช่น lectin, thionin, defensin, 
coumarin เป็นตน้ (ดงัภาพท่ี 2.1) โดย Serghini และคณะ (2001) รายงานวา่ coumarin สามารถยบัย ั้ง
การงอก และเจริญเติบโตของเช้ือราสาเหตุโรคพืชในดิน สาร defensin lectin และ thionin จะมีการ
สะสมหลงัจากท่ีเช้ือโรคสัมผสักบัพืช และเป็นสารท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราสาเหตุ
โรคไดห้ลายชนิด อีกทั้งยงัเป็นสารต่อตา้นเช้ือแบคทีเรียไดอี้กดว้ย (Van Loon., 1994; Thomma et 
al., 2002; Mazid et al., 2011) 
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ภาพที ่2.1  กลไกการเกิด SAR ภายใน cell พืชท่ีถูกกระตุน้ดว้ย SAR elicitors 
                                    ท่ีมา : Bostock (2005) 
   
 กระบวนการเกิด SAR จะเร่ิมจากสัญญาณจากส่ิงกระตุน้ (elicitor) จบักบัตวัรับสัญญาณจาก
พืช (receptor) เกิด programmed cell death ข้ึนและจะเกิดสัญญาณ SAR กระจายทัว่ทั้งตน้พืชเพื่อ
กระตุน้การท างานของ PR Proteins ต่าง ๆ เพื่อป้องกนัการเขา้ท าลายจากเช้ือโรค ดงัภาพท่ี 2.2 
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ภาพที ่2.2  กระบวนการเกิด SAR ท่ีกระจายไปยงัส่วนต่าง ๆ ของพืชหลงัถูกกระตุน้ 
                               ท่ีมา : http://www.lidaplantresearch.com/ 
 
 PR proteins (ตารางท่ี 2.1) เป็นกลุ่มโปรตีนท่ีมีความส าคญัในกระบวนการ SAR ท าให้พืช
สามารถป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือโรค ซ่ึงจะแบ่งกลุ่มตามหนา้ท่ี ล าดบักรดอะมิโน ความสัมพนัธ์
ทางเซรุ่มวิทยา (serological relationship) รวมทั้งน ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนเหล่านั้น ปัจจุบนั
สามารถจดัแบ่งได ้17 กลุ่ม และไดมี้การจดัแบ่งตามคุณสมบติัต่าง ๆ โดยใชห้ลกัเกณฑ์ในการแบ่ง
คือ 1.) โปรตีนนั้นจะตอ้งถูกผลิตข้ึนในเน้ือเยือ่พืชภายหลงัถูกกระตุน้จากเช้ือโรคซ่ึงในภาวะปกติพืช
จะไม่สร้างโปรตีนเหล่าน้ี 2.) การชกัน าการแสดงออกของโปรตีนนั้น ๆ จะตอ้งเกิดจากปฏิสัมพนัธ์
ระหว่างพืชกบัเช้ือโรคอย่างน้อย 2 คู่ หรือในกรณีท่ีเกิดจากปฏิสัมพนัธ์เพียงคู่เดียวจะตอ้งมีการ
ยนืยนัผลวจิยัจากหอ้งปฏิบติัการท่ีแตกต่างกนั (Van Loon and Van Strien, 2006) 
 การทดลองท่ีเก่ียวกบั SAR เร่ิมจาก Metraux และคณะ (1990) ไดท้  าการปลูกเช้ือ Tobacco 
necrosis virus และเช้ือรา Colletotrichum lagenarinum ลงบนใบแตงกวาพบวา่ หลงัจากเกิดแผลตาย 
ปริมาณของ SA จะเพิ่มสูงข้ึนพร้อมกบัการเกิด SAR ในขณะท่ียาสูบท่ีมีการดดัแปลงพนัธ์ุกรรม โดย
ตดัต่อ bacterial salicylate hydroxylase gene นั้น ไม่เกิดการสะสมของ SA และไม่สามารถกระตุน้
ใหเ้กิด SAR (Gaffney et al., 1993) ในการเพาะเล้ียงเซลล์แครอทท่ีเติม elicitor ส่วนท่ีเป็นผนงัเซลล์
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ของเช้ือราเขา้ไปในอาหารพบวา่ มีการสังเคราะห์และปลดปล่อย SA ออกมาในอาหารในปริมาณ
มากกวา่ปกติ (Schneider-Muller et al., 1994) การสะสม PRs protein จะเกิดข้ึนเม่ือเกิด SAR โดย
เอนไซม ์β-1,3-glucanases (PR-2) จะมีผลต่อผนงัเซลล์ของเช้ือรา สาเหตุโรคพืชโดยตรง (Wessels, 
1993) Velazhahan และคณะ (2003) ไดท้  าการทดลองสกดัเอนไซม ์β-1,3-glucanases จากใบขา้วฟ่าง 
พบวา่ เอนไซมด์งักล่าวสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Trichoderma viride ได ้

 
ตารางที ่2.1  คุณสมบติัของ PR proteins แต่ละชนิดท่ีสร้างข้ึนหลงัถูกกระตุน้จากเช้ือโรคจุลินทรีย์

ปฏิปักษห์รือสารเคมี 
กลุ่มของ  
PR protein 

ชนิดของ  
PR proteins 

คุณสมบัติ 

PR-1 Tobacco PR-1a Unknown 
PR-2 Tobacco PR-2 β-1,3-glucanases 
PR-3 Tobacco P, Q Chitinase type I, II, IV, V, VI, VII 
PR-5 Tobacco S Thuamatin-Like 
PR-6 Tomato Inhibitor I Protinase-Inhibitor 
PR-7 Tomato P69 Endoprotinase 
PR-8 Cucumber chitinase Chitinase type III 
PR-9 Tobacco“lignin-forming peroxides” Peroxidase 
PR-10 Parsley “PR1” Riboneclease-Like 
PR-11 Tobacco class“V”chitinase Chitinase, type 1 
PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensin 
PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin 
PR-14 Barley LTP4 Lipid-transfer protein 
PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalate oxidase 
PR-16 Barley OxOLP Oxalate – oxidase – Like 
PR-17 Tobacco PRp27 Unknown 

ท่ีมา : Van Loon and Van Strien, 2006 

 

  ตวัอยา่งเอนไซม์หลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการตา้นทานท่ีพบในพืชคือ chitinase, 
glucanase และ polyphenol oxidase 
  1. เอนไซมไ์คติเนส (chitinase) 
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  Chitinase เป็นเอนไซม์ท่ีย่อยสลายไคติน ให้เป็นโมโนเมอร์ของไคติน คือ N-
acetylglucosamine(GlcNAc) ส่วนใหญ่พบในเปลือกแมลง และในเปลือกแข็งท่ีหุ้มตวัของสัตวไ์ม่มี
กระดูกสันหลงัในพวก Arthropod และ Mollusca พืชชั้นสูง และจุลินทรีย ์เอนไซม ์chitinase ท่ีมีอยู่
ในพืช จะท าหน้าท่ีป้องกนัตวัเองจากการเขา้ท าลายของเช้ือราสาเหตุโรคพืช โดยจะย่อยสลายผนงั
เซลลซ่ึ์งเป็นองคป์ระกอบของเช้ือราสาเหตุโรคพืช (Hammerschmidt and Kuć., 1982) ในกลไกการ
กระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานเอนไซม ์chitinase สามารถท างานไดน้านถึง 7 สัปดาห์ หลงัจากปลูก
เช้ือสาเหตุโรคในแตงกวา (Dalisay and Kuć., 1995) 
  2. เอนไซมเ์บตา้กลูคาเนส (β-1,3-glucanase) 
  เอนไซม ์β-1,3-glucanase ท  าหนา้ท่ียอ่ยสลาย β-1,3-glucan พบไดท้ัว่ไปในพืชและ
จุลินทรียต่์าง ๆ ในพืช เอนไซมน้ี์มีบทบาทในการล าเลียงอาหารและกระบวนการป้องกนัตวัต่อการ
เข้าท าลายของเช้ือรา โดยจะย่อยสลายผนังเซลล์ซ่ึงเป็นองค์ประกอบของเช้ือราสาเหตุโรคพืช  
นอกจากน้ี ยงัพบในเช้ือราซ่ึงมีบทบาทเปล่ียนแปลงโครงสร้าง หรืออวยัวะในการเจริญเติบโต และ
พฒันาการของเช้ือรา อีกทั้งยงัช่วยในการดูดซึมสารอาหารในการด ารงชีพแบบ saprophyte และ
แบบปรสิตของเช้ือราอีกดว้ย (Hammerschmidt and Kuć., 1982) ในกลไกการกระตุน้ให้พืชเกิด
ความตา้นทาน เอนไซม์ β-1,3-glucanase สามารถท างานได้นานถึง 7 สัปดาห์ หลงัจากปลูกเช้ือ
สาเหตุโรคในแตงกวา (Dalisay and Kuć., 1995) 
  3. เอนไซมโ์พลีฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidases: PPOs) 
  เอนไซม ์Polyphenol oxidases (PPOs) เป็นเอนไซมท่ี์เป็น copper metalloprotein 
(Steffens et al., 1994) พบอยูท่ ัว่ไปในพืชชั้นสูง พบมากในใบ ราก รากสะสมอาหาร หวั ส่วนของ
ดอก และผล ในสภาพปกติ PPOs ถูกเก็บอยูใ่น thylakoid ของคลอโรพลาสต ์ส่วนสารฟีนอลลิกซ่ึง
เป็น substrate อยูใ่น vacuole แต่เม่ือถูกโรคแมลงเขา้ท าลาย หรือเกิดการชราภาพ (senescence) จะท า
ให้เซลล์แตกออกและท าให้ออกซิเจน และสารฟีนอลลิก มาท าปฏิกิริยากนัโดยมี PPOs เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาออกซิเดชนักลายเป็นควโินน (guinones) โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาของ PPOs มี 2 ปฏิกิริยา
คือ 
   3.1 ปฏิกิริยา  hydroxylation เป็นปฏิกิริยาท่ีเปล่ียน  monophenol ไปเป็น o-
diquinone (เป็นกิจกรรมจากเอนไซม ์cresolase, tyrosinase หรือ  monophenol oxidase activity) 
ปฏิกิริยาน้ี เร่ิมจากการท่ี o-diquinone ไปจบัตวักบั mettyrosinase โดยมี binuclear copper cluster 
เป็นตวัให้อิเลคตรอน ท าให้เกิดเป็น deoxytryrosinase และมีการปลดปล่อยควิโนนออกมา และ 
deoxytryrosinase จะมารวมตวักบัออกซิเจนเกิดเป็น oxytyrosinase จากนั้น o-diquinone อีกโมเลกุล
จะเขา้มาท าปฏิกิริยากบัเพอรอกซิเดส เกิดเป็นโมเลกุลของน ้าและควโินน 
   3.2 ปฏิกิริยา  dehydrogenation  เปล่ียน  o-dihydroxy phenol  ไปเป็น  o-quinone 
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(เป็นกิจกรรมจากเอนไซม ์catecholase หรือ diphenol oxygen oxidoreductase activity) เร่ิมจากการท่ี 
monophenol มาจบักบั copper อะตอมหน่ึงท่ีอยูบ่นโมเลกุลของ oxytyrosinase ท าให้โมเลกุลน้ี เกิด
การจดัเรียงตวัใหม่ เพื่อให้เกิดเสถียรภาพในโมเลกุลโดยปลดปล่อยโปรตอนออกมาแลว้ มาจบัตวั
กบั copper อีกอะตอมท่ีเหลืออยู ่จากนั้น binuclear copper cluster ปลดปล่อยอิเลคตรอนออกมาเกิด
เป็น deoxytyrosinase และ o-diquinone และเม่ือdeoxytyrosinase เกิดการรวมตวักบัออกซิเจนจึงเกิด
เป็น oxytyrosinase อีกคร้ัง 
  ควิโนนท่ีเกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดสน้ี เป็นโมเลกุล   
ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา covalent และ crosslink กบั nucleophiles ภายในเซลล์ชนิดต่าง ๆ ซ่ึงไดแ้ก่ 
sulfhydryl, amine, amide, indole และ imidazole เน่ืองจากควิโนนท่ีเกิดข้ึนน้ี เม่ืออยูใ่นสภาพท่ีมี
ความเป็นกรดด่างต ่ากวา่ 4 ควิโนน จะท าปฏิกิริยา reversed disproportionation กบัสารฟีนอลลิกได้
เป็น semiquinone radicals ซ่ึงเม่ือท าปฏิกิริยากบัออกซิเจน จะเกิดเป็น reactive oxygen species 
(ROS) ส่วนในสภาพท่ีมีความเป็นกรดด่างสูงข้ึน ควิโนนจะเกิดปฏิกิริยา  nucleophilic Michael 
addition ท าให้เกิดเม็ดสี สีน ้ าตาล ซ่ึงพบในผกั และผลไมเ้ม่ือถูกโรคแมลงเขา้ท าลาย เกิดบาดแผล
หรือเกิดการชราภาพ ผลของปฏิกิริยาทุติยภูมิน้ี อาจท าความเสียหายกบัดีเอ็นเอ โปรตีน หรือไขมนั
ได ้(Vámos-Vigyázó, 1981; Steffens et al., 1994 อา้งถึงใน อนงคนุ์ช ผลวงษ,์ 2548)  
  มีการศึกษาของ Weber และคณะ (1964) พบวา่ เม่ือกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทาน
ต่อโรคเน่าด า (black rot) ดว้ยเช้ือ Ceratocysis fimbriata ซ่ึงเป็น nonpathogenic ใน  sweet potato 
พบวา่ เน้ือเยื้อบริเวณรากมีเอนไซม ์PPO และ peroxidase (POX) สูงข้ึน  
 

2.5 ตัวกระตุ้นทีท่ าให้เกดิความต้านทาน (SAR inducers/ elicitor) 
ในการกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทาน จะตอ้งอาศยัตวักระตุน้ (inducer) ไดแ้ก่ เช้ือสาเหตุ

โรค (เช้ือรา แบคทีเรีย หรือไวรัส) ส่วนประกอบของเช้ือก่อโรค (coat protein จากไวรัส, glucan 
และ chitin จากเช้ือรา) สารเคมีสังเคราะห์ หรือสารสกดัชีวภาพ 

1. Pathogen Mediated Resistance (PMR) 
เป็นการใชเ้ช้ือก่อโรค ส่วนประกอบหรือ products ของเช้ือก่อโรคเป็นตวักระตุน้ให้พืชเกิด

ความความตา้นทาน มีการศึกษาเก่ียวกบัโรคท่ีเกิดจากไวรัส โดยแทรกยีนของไวรัสท่ีก่อโรคหรือ
เช้ือท่ีเป็น mild strain เขา้ไปในพืชอาศยั Gonsalves (1997) รายงานวา่ วิธีการน้ีสามารถกระตุน้ความ
ตา้นทานของพืช และยบัย ั้งการเขา้ท าลายของเช้ือไวรัสได ้Hammerschmidt และคณะ (1976) ไดท้  า
การทดลองโดยปลูกเช้ือ C. lindemuthianum  เช้ือสาเหตุโรค anthracnose ของถัว่ลงบนแตงกวา  
หลงัจากนั้นไดท้  าการปลูกเช้ือ Cladosporium cucumerinum ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีก่อโรคในแตงกวาลงบนใบ
ต าแหน่งท่ีสองหลงัจากปลูกเช้ือคร้ังแรก 2-3 วนั พบวา่ ขนาดของแผลและจ านวนแผลลดลง Zhang 
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และคณะ (2002) รายงานวา่ chitin ท่ีไดจ้ากผนงัเซลล์ของเช้ือรา สามารถกระตุน้ให้พืชหลายสปีชีส์
เกิดความตา้นทานไดแ้ก่ ขา้วบาร์เลย ์ขา้ว ถัว่เหลือง มะเขือเทศ และขา้วสาลี  Kopp และคณะ (1989) 
พบวา่ oligosaccharide elicitor จากเช้ือรา Phytophthora megasperma f. sp. glycinea ช่วยเพิ่มความ
ตา้นทาน 50-100% ในใบยาสูบท่ีถูกเขา้ท าลายโดยเช้ือไวรัสหลายกลุ่ม โดยประเมินจากจ านวนแผล
และปริมาณของไวรัส การใช ้Yeast derived elicitor สามารถเพิ่มความตา้นทาน และการตอบสนอง
ของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทานต่อโรคราแป้งในขา้วบาร์เลย ์(Reglinski et al., 1994) และมี
รายงานเก่ียวกบักิจกรรมของ Yeast derived elicitor ในผกักาดหอมพบว่าสามารถยบัย ั้งเช้ือรา 
Botrytis cineria และ Rhizoctinia solani ได ้การศึกษาสาร Lypopolysaccharide (LPS) ซ่ึงเป็น
ส่วนประกอบของแบคทีเรียแกรมลบ สามารถเพิ่มสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทานของพืช เช่น เพิ่ม
ปริมาณ NO และกระตุน้ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการตา้นทานใน Arabidopsis (Zeidler et al., 
2004) Silipo และคณะ (2005) พบวา่ lipid A และ oligosaccharide ในสาร Lypooligosaccharide ท่ี
ไดจ้าก Xanthomonas campestris pv. campestris สามารถเพิ่มการแสดงออกของยีน PR1 และ PR2 
ใน Arabidopsis และไปขดัขวางการเกิดกระบวนการ HR ท่ีถูกกระตุน้ด้วย  avirulent bacteria 
การศึกษาโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับการท างานของเอนไซม์จ  านวนหน่ึง สามารถกระตุ้นให้มีการ
ตอบสนองต่อความตา้นทานในพืชไดเ้ช่นกนั ตวัอย่าง เอนไซม์  xylanase จากเช้ือรา  T. viride 
กระตุน้ใหเ้กิด ethylene (Fuch et al., 1989) และ PR proteins ในยาสูบและเอนไซม ์xylanase จากเช้ือ
รา Phythophthora parasitica (Fermer and Helgeson, 1987) กระตุน้การสร้างเอทิลีน และการสะสม 
phytoalexin ในยาสูบ 

2. สารสังเคราะห์ท่ีกระตุน้ใหเ้กิดความตา้นทาน (synthetic resistance inducer) 
Benzo (1,2,3)-thiadiazole-7-carbothionic acid S-methyl ester (BTH) เป็นสารเคมีสังเคราะห์

ท่ีสามารถกระตุน้การเกิด SAR โดยจะยบัย ั้ง catalase และ ascobate peroxidase enzyme ไดดี้กวา่สาร 
SA (Wendehenne et al., 1997) สามารถกระตุน้ให้เกิดความตา้นทานไดใ้นพืชหลายชนิด และยบัย ั้ง
เช้ือก่อโรคได้อย่างกวา้งขวาง นอกจากน้ี BTH ยงัเพิ่มการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบ
ป้องกนัตวัของพืช เช่น phytoalexin biosynthetic enzymes, proteinase inhibitors, hydrolytic enzymes, 
antiviral factors และ pathogenesis – related (PR) proteins (Wobbe et al., 1996) มีรายงานพบวา่  
เม่ือใส่ BTH ท่ีความเขม้ขน้ 500 µg a.i. ml-1 ก่อนปลูกเช้ือรา  Phytophthera cactorum  สามารถลด
อาการ crown rot ในสตรอเบอร่ีได ้(Eikemo et al., 2003) Anfoka, G. H. (2000) รายงานวา่  หลงัจาก
พ่น BTH 7 วนัก่อนปลูกเช้ือไวรัส CMV-Y พบวา่ อตัราการเกิดโรคลดลง 12.5 เปอร์เซ็นต ์โดย
มะเขือเทศไม่แสดงอาการด่าง และการตายของเน้ือเยื่อใบ และมีรายงานพบว่า หลงัจุ่ม peach fruit 
ในสารละลาย BTH สามารถลดขนาดแผล และอตัราการเกิดโรคจากเช้ือรา Penicillium expansumได้
ดี เพิ่มการท างานของเอนไซม ์phenylalanine ammonialyase (PAL), polyphenoloxidase (PPO) และ 
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peroxidase (POX) ไดดี้ข้ึน (Liu et al., 2005) มีรายงานถึงประสิทธิภาพการยบัย ั้งราน ้ าคา้งในขา้ว
สาลี และสามารถมีประสิทธิภาพสูงถึง 10 สัปดาห์ (Ruess et al., 1996) แต่ท่ีน่าสนใจคือสามารถ
กระตุน้ความตา้นทานในมะเขือเทศ และทานตะวนัต่อวชัพืชพวก broomrape (Orobanche cumana) 
ไดอี้กดว้ย (Buschmann et al., 2005)  

นอกจากน้ี มีการศึกษาของ Hwang และคณะ (1997) พบว่า การกระตุน้ให้พืชเกิดความ
ตา้นทานต่อเช้ือรา Phytophthora capsici หลงัจากฉีดพ่น β-amino-n-butyric (BABA) ส่งผลให้
ปริมาณ SA เพิ่มข้ึนซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัการสะสมเอนไซม ์chitinase และ β-1,3-glucanase ในล า
ตน้ของพริกและรายงานการศึกษาของ Ahn และคณะ (2007) โดยการน า Thiamine มาทดสอบใน
การกระตุน้ให้ Arabidopsis ตา้นทานต่อเช้ือ Pseudomonas syringae pv. tomato ซ่ึงพบวา่ Thiamine 
สามารถเพิ่ม HR, PR-1, PAL และการสะสม callose มากข้ึน  

3. สารชีวภาพไคโตซาน (bioactive chitosan) 
เป็นสารพวกคาร์โบไฮเดรต และเป็นอนุพนัธ์ุของไคติน ท่ีตดัหมู่อะซิทิลของน ้ าตาล N-

acetyl-D-glucosamine ออกตั้งแต่ 50% สามารถยอ่ยสลายไดต้ามธรรมชาติ ไม่เป็นพิษต่อพืช มีความ
ปลอดภยัต่อมนุษย์และส่ิงแวดล้อม สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และจุลินทรีย์ท่ีมี
ประโยชน์ (พรทิพย ์วงศแ์กว้, 2551) มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรค สร้างความตา้นทานต่อโรค  
และสามารถออกฤทธ์ิเป็นตวักระตุน้ (elicitor) ในกระบวนการกระตุน้ SAR ช่วยลดโอกาสการเกิด
โรคได ้มีรายงานพบวา่ ไคโตซานสามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม ์PPO, PAL, POD, chitinase, 
Pr-1, β-1,3-glucanase และ chalcone synthase (Nandeeshkumar et al, 2008) ในระยะตน้กลา้ของ
ทานตะวนั ท าให้ตา้นทานต่อเช้ือ P. halstedii สาเหตุโรคราน ้ าคา้งในทานตะวนั Sathiyabama และ
คณะ (1998) พบวา่ เม่ือพ่นไคโตซานท่ีความเขม้ขน้ 1,000 ppm สามารถกระตุน้การสร้าง SA และ
เพิ่มกิจกรรมของ chitinase และ β-1,3-glucanase ท าให้ลดการเกิดโรคราสนิมในถัว่ลิสงได ้Iriti และ
คณะ (2010) รายงานวา่ การดูดซึมไคโตซานเขา้ทางปากใบ จะสามารถกระตุน้ระบบป้องกนัตวัเอง
ในพืช โดยท าให้เกิดการสะสมแคลโลสเพิ่มข้ึน ท าให้พืชท่ีทดสอบมีความตา้นทานโรคเพิ่มข้ึน  
Fajardo et al. (1994) พบวา่ เม่ือคลุกเมล็ดถัว่ลิสงดว้ยไคโตซาน จะเพิ่มการสังเคราะห์ phenolic 
acids (p-coumaric), ferulic acids และตา้นทานต่อเช้ือรา Aspergillus flavus Sathiyabama and 
Balasubramanian (1998) ศึกษาการใช้สารไคโตซานป้องกนัโรคราสนิมในถัว่ลิสงพบวา่ เอนไซม ์
chitinase เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วหลงัจากฉีดพ่น 48 ชม. และเพิ่มข้ึนสูงต่อเน่ือง 10 วนั ซ่ึงในระหวา่ง
นั้น ขนาดและจ านวนแผลท่ีเกิดข้ึนลดลงด้วย ไคโตซานยงัสามารถยบัย ั้งเช้ือก่อโรคได้โดยตรง   
Barka และคณะ (2004) ไดผ้สมไคโตซานลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือรา B. cineria สาเหตุโรค gray 
mold rot ขององุ่นในอตัราส่วน 5% (v/v) พบวา่ สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือได ้64% 

4. Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) คือเช้ือจุลินทรียท่ี์อยูบ่ริเวณรอบรากพืชมี 
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สามารถในการกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานต่อโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือรา แบคทีเรีย และไวรัส 
ความตา้นทานท่ีเกิดข้ึนเป็นกระบวนการ induced systemic resistance (ISR) (Chen et al., 1998; Liu 
et al., 1995; Maurhofer et al., 1994; Wei et al., 1991) มีการศึกษาการใชเ้ช้ือ Pseudomonas 
aureofaciens ในการกระตุน้ให้แตงกวาตา้นทานต่อเช้ือ  P. aphanidermatum สาเหตุโรครากเน่า 
พบวา่ P. aureofaciens สามารถกระตุน้ให้พืชมีกิจกรรมของเอนไซม ์PAL, PO และ PPO เพิ่มข้ึน 
(Chen et al., 2000) นอกจากน้ี ยงัมีการศึกษาของ Jetiyanon และคณะ (1997) รายงานการใชเ้ช้ือ 
Bacillus pumilus strain SE49 กระตุน้ให้ถัว่มะแฮะมีการสร้างลิกนิน (lignification) และมีกิจกรรม
ของเอนไซม ์peroxidase เพิ่มข้ึน 
  

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่3 
วธีิด ำเนินงำนวจิยั 

 

3.1 กำรแยกเช้ือรำ S.  ampelinum  จำกองุ่นพนัธ์ุ Black queens 
 รวบรวมใบองุ่นพนัธ์ุ Black queens จากบริเวณฟาร์มมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี น ามา
แยกเช้ือโดยวิธี Tissue transplanting โดยน าใบองุ่นท่ีแสดงอาการของโรคมาลา้งดว้ยน ้ าสบู่ และน ้ า
สะอาด จากนั้นตดัเน้ือเยื่อบริเวณแผลส่วนท่ีติดกบัเน้ือเยื่อดี เป็นช้ินขนาดประมาณ 3x3 มิลลิเมตร 
แลว้ฟอกฆ่าเช้ือโดยแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต ์1% นาน 2-3 นาทีหลงัจากนั้นลา้งดว้ย
น ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 2 คร้ัง แลว้วางบนอาหาร Water agar (WA) จ  านวน 5 ช้ินต่อจานเล้ียงเช้ือ ภายใต้
แสงฟลูออเรสเซนตท่ี์อุณหภูมิห้องประมาณ 5-7 วนั เม่ือเช้ือเร่ิมสร้างเส้นใย ท าการตดัปลายเส้นใย
ของเช้ือยา้ยลงบนอาหาร Potato dextrose agar (PDA)  จ  านวน 1 ช้ินต่อจานเล้ียงเช้ือหลงัจากเช้ือ
เจริญประมาณ 2 สัปดาห์ จึงท าการตรวจลกัษณะของเส้นใย โคนิเดีย และลกัษณะทางสัณฐานวิทยา
ของเช้ือ  ยา้ยเช้ือไอโซเลตท่ีมีลกัษณะตรงกนักบัเช้ือ  S. ampelinum  (กรรณิการ์ และคณะ, 2537; 
ขนิษฐา มากรุง, 2548; มธุกร สมพงษ์, 2553) ลงเล้ียงและเก็บรักษาในสภาพ PDA slant เพื่อใชใ้น
การศึกษาในล าดบัต่อไป  
 

3.2  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อโรค (Pathogenecity test ) 
น าเช้ือท่ีแยกไดม้ากระตุน้ใหส้ร้างโคนิเดียภายใตแ้สง black light จากนั้นน าเช้ือแต่ละไอโซ

เลตมาทดสอบความสามารถในการก่อโรคโดยเตรียมเช้ือ S. ampelinum ในรูปของสารแขวนลอย
สปอร์ในน ้ า ตรวจระดบัความเขม้ขน้โดยการนับจ านวนสปอร์ด้วย Haemacytometer ปรับระดับ
ความเขม้ขน้ให้ได ้1×106 สปอร์/มิลลิลิตร จากนั้นท าการปลูกเช้ือลงบนใบอ่อนขององุ่นท่ีตดัเป็น  
ช้ินขนาด 1×1 เซนติเมตร วางบน WA จ านวน 4 ช้ินต่อจานเล้ียงเช้ือในสภาพปลอดเช้ือ ปลูก       
เช้ือปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหยด จ านวน 4 หยดต่อช้ิน  วางแผนการทดลองแบบ  Completely 
Randomized Design (CRD) จ านวน 4 ซ ้ า เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเช้ือแต่ละไอโซ
เลต จากนั้นเก็บไอโซเลตที่มีความรุนแรงมากที่สุดไวท้  าการศึกษาในขั้นต่อไป (ขนิษฐา มากรุง, 
2548 และมธุกร สมพงษ,์ 2553) 

3.3 กำรแยกเช้ือและเตรียม inoculum ของเช้ือรำสนิมจำกลลีำวดี (Coleosporium plumeriae 

Pat.) และเช้ือรำสนิมจำกองุ่น( Phakopsora ampelopsidis Diet. & Syd.) 
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 เก็บใบลีลาวดี  และใบองุ่นท่ีมีเช้ือราสนิมในระยะ  uredospore จากนั้นน ามาลา้งดว้ยน ้ า 
กลั่นน่ึงฆ่าเช้ือเพื่อรวบรวมสปอร์ น าไปตรวจความเข้มข้นโดยนับจ านวนสปอร์ของเช้ือด้วย 
haemacytometer ปรับความเขม้ขน้ใหไ้ด ้4×106  สปอร์/มิลลิลิตร 
 

 
3.4  กำรศึกษำประสิทธิภำพของส่ิงกระตุ้นควำมต้ำนทำนในกำรควบคุมโรคสแคบ 

เตรียมตน้องุ่นจากการช าก่ิงอายุ  2 เดือน ท าการวางแผนการทดลองแบบ Randomized 
Complete Block Design (RCBD) โดยการเก็บผลวิเคราะห์ปริมาณ salicylic acid (SA) และกิจกรรม
เอนไซม ์chitinase, β-1,3-glucanase, และ polyphenoloxidase (PPO)   การทดลองจดัส่ิงทดลองเป็น 4 
ชุด โดย  3 ชุดเก็บผลเพื่อน าไปวิเคราะห์ salicylic acid และเอนไซม ์โดยท าการสุ่มเก็บตวัอยา่งใบมา
วิเคราะห์  3 ช่วงเวลา คือหลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ทนัที, หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้  7 วนัและหลงัฉีดพ่นส่ิง
กระตุน้ 14 วนัซ่ึงเป็นคร้ังท่ีโรคแสดงอาการ  และ 1 ชุด ใชส้ าหรับประเมินคะแนนการเกิดโรคหลงัฉีด
พน่ส่ิงกระตุน้ท่ี 14 วนั โดยมีต ารับการทดลองดงัน้ี 

1.  ฉีดพน่โดยใชส้ารละลายไคโตซานความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร (ppm) 
2.  ฉีดพน่โดยใชส้ารละลายไคโตซานความเขม้ขน้ 2,500 มิลลิกรัม/ลิตร (ppm) 
3. ฉีดพน่โดยใชส้ารละลายไคโตซานความเขม้ขน้ 5,000 มิลลิกรัม/ลิตร (ppm) 
4. ฉีดพน่โดยใชส้าร BTH ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัม/ลิตร(ppm) 
5. ฉีดพน่โดยใชส้าร BTH ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร(ppm) 
6. ฉีดพน่โดยใชส้าร BTH ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร(ppm) 
7. ฉีดพ่นดว้ยสปอร์ของเช้ือราสนิมลีลาวดี (C. plumeriae) ในรูปของ spore suspension 

ความเขม้ขน้ 4×106 สปอร์/มิลลิลิตร 
8. ฉีดพ่นดว้ยสปอร์ของเช้ือราสนิมองุ่น (P. ampelopsidis) ในรูปของ spore suspension 

ความเขม้ขน้  4×106 สปอร์/มิลลิลิตร 
9. ฉีดพน่ดว้ยน ้ากลัน่ เป็นชุดควบคุม 
การเตรียมสารละลายไคโตซาน (Fluka-Chitosan from crab shells, low molecular weight) 

กระท าโดยละลายไคโตซานในน ้ าและกรดอะซิติก 100% ในสัดส่วนไคโตซาน 0.1 กรัม : น ้ า 2 
มิลลิลิตร : กรดอะซิติก 1.5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิห้อง คนจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนัแลว้น าไปปรับ
ความเขม้ขน้ตามท่ีก าหนด  ส่วนการเตรียมสารละลาย  BTH กระท าโดยละลาย Bion 50% a.i. 
(w/v)ในน ้ า sterile distilled water ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ ค านวณให้ไดค้วามเขม้ขน้ตามท่ีก าหนด  จากนั้น
พน่สารกระตุน้ลงบนใบบริเวณตอนกลางของก่ิงช า หลงัจากนั้น 7 วนัท าการปลูกเช้ือ  S. ampelinum  
โดยฉีดพน่ spore suspension ความเขม้ขน้ 1×106 สปอร์/มิลลิลิตรทัว่ทั้งตน้ 
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3.5  กำรประเมนิผลกำรทดลอง 
เก็บใบองุ่น 3 ช่วงเวลา คือ 1.) หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ทนัที 2.) หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 7 วนั 

3.) หลงัฉีดพน่ส่ิงกระตุน้ 14 วนั หลงัฉีดพน่เช้ือรา S. ampelinum 7 วนั ซ่ึงเป็นคร้ังท่ีโรคแสดงอาการ 
สุ่มเก็บตวัอย่างใบโดยแยกเก็บใบ (ใบท่ีฉีดพ่นสารกระตุน้) และใบบนต าแหน่งละ 1 ใบ ซ่ึงองุ่นท่ี
สุ่มเก็บตวัอย่างในแต่ละช่วงเวลาเป็นองุ่นจากแต่ละชุดทดลอง  จากนั้นน ามาประเมินคะแนนการ
เกิดโรคสแคบท่ีเกิดจากเช้ือรา  S. ampelinum และตรวจวิเคราะห์ปริมาณ  salicylic Acid (SA), 
เอนไซม ์chitinase, β-1,3-glucanase, และ polyphenoloxidase (PPO) 

3.5.1 วธีิกำรประเมินคะแนนกำรเกดิโรค (disease scores) 
ประเมินโดยใช้ก่ิงช าท่ีไม่ได้เก็บใบ แต่ไดรั้บส่ิงกระตุน้ และฉีดพ่นเช้ือ  S. ampelinum 

เช่นเดียวกบัสารท่ีใชเ้ก็บใบเพื่อวเิคราะห์สารท่ีเก่ียวกบั SAR ประเมินโดยใชค้่าเฉล่ียจากทั้ง 3 ใบ/ซ ้ า 
โดยใชว้ิธีการของ ออ้ยทิพย ์พูลสวสัด์ิ (2553) หลงัจากปลูกเช้ือ 5 วนั (14 วนัหลงัฉีดสารกระตุน้)
โดยใชร้ะดบัคะแนน 1-5 คือ 1 คือ ไม่ปรากฏอาการ, 2 คือ พื้นท่ีใบท่ีเป็นแผลนอ้ยกวา่ 25%, 3 คือ 
พื้นท่ีใบท่ีเป็นแผลระหวา่ง 26-50%, 4 คือ  พื้นท่ีใบท่ีเป็นแผลระหวา่ง 51-75% และ 5 คือ พื้นท่ีใบท่ี
เป็นแผลมากกวา่ 75% เม่ือเปรียบเทียบกบัพื้นท่ีใบทั้งหมด 
 3.5.2  กำรวเิครำะห์ปริมำณ salicylic Acid (SA) 
 ท าการทดลองโดยประยุกต์วิธีการของ  Raskin และคณะ (1989) และนลินี และสุดฤดี 
(2552)โดยเก็บใบตามต าแหน่งและระยะเวลาท่ีระบุในขอ้ 3.5 มาตดัคร่ึงใบแรก ตดัซอยให้มีขนาด 
1×1 ซม. น ามาคลุกรวมกนั สุ่มใบข้ึนมาชัง่ใหไ้ดน้ ้าหนกั 0.5 กรัมต่อ 1 ตวัอยา่ง น าไปบดในโกร่งซ่ึง
ท าใหเ้ยน็จดัดว้ยไนโตรเจนเหลว โดยใชส้ารสกดัท่ีประกอบดว้ย 90% (v/v) methanol ปริมาตร 500 
ไมโครลิตรต่อ 1 ตวัอยา่ง น ามา centrifuge ท่ี 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนท่ีเป็น supernatant 
จากนั้นน าส่วนท่ีเป็น pellet ท่ีไดจ้ากการ centrifuge คร้ังแรก มาสกดัใน 100% (v/v) methanol  และ 
centrifuge ท่ี 12,000 g เป็นเวลา 15 นาที ซ ้ าอีกคร้ัง ดูดสารละลายท่ีสกดัไดป้ริมาตร 500 ไมโครลิตร 
จากนั้น supernatant ท่ีสกดัไดป้ริมาตร  500 ไมโครลิตร เติม  ferric ammonium sulfate 0.02 M 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปวดัค่า
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร วิเคราะห์ปริมาณสาร 
salicylic acid (µg g-1 fresh weight) เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน  y = 5.783x+0.262, R2= 0.87  
ซ่ึงไดจ้ากการเตรียม salicylic acid 1M เพื่อใชเ้ป็นสารเปรียบเทียบมาตรฐาน ดูดสารละลายปริมาตร 
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 และ 900 ไมโครลิตร จากนั้นเติม 0.02 M ferric ammonium 
sulfate ในแต่ละหลอด ใหค้รบ 1000 ไมโครลิตร ทิ้งไว ้5 นาที แลว้วดัค่า absorbanceท่ี 530 nm 
 3.5.3  กำรสกดัโปรตีนรวม 
 สกดัโปรตีนรวมใชต้วัอยา่งใบท่ีเก็บในขอ้  3.5  คร่ึงใบ ท่ีเหลือ ตดัซอยใหมี้ขนาด 1×1  ซม. 
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น ามาคลุกรวมกนั สุ่มใบข้ึนมาชัง่ให้ไดน้ ้ าหนกั 0.5 กรัมต่อ 1 ตวัอยา่ง มาบดดว้ยโกร่งท่ีท าให้เยน็
ดว้ยในไนโตรเจนเหลวจากนั้นผสม homogenization buffer[0.1 M Tris-HCl, pH 7.0, 0.1 M KCl, 
1mM phenylmethylsulfonyl fluoride, triton X-100, 3% (w/v) polyvinylpyrrolidone] 1 ml น าไป vortex 
ให้เขา้กนั ป่ันแยกตะกอนช้ินส่วนพืช ในเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4°ซ นาน 
30 นาที ดูดสารละลายส่วนบน (supernatant) ใส่หลอดใหม่เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°ซ 
 ตรวจหาความเขม้ขน้ของโปรตีนรวมโดยวธีิของ Bradford (1976) โดยเตรียม bovine serum 
albumin (BSA) standard ท่ีความเขม้ขน้ 0, 1, 2, 5, 10, 15 และ 20µg/ml ในน ้ า sterile distilled water 
เตรียม homogenate  2 ความเขม้ขน้ ในแต่ละตวัอยา่ง คือ 5 และ 10 ไมโครลิตร ในปริมาตร 1,000 
ไมโครลิตร ดูด BSA standard และ homogenate แต่ละความเขม้ขน้มาใส่ในหลอดใหม่ตวัอยา่งละ 
400 ไมโครลิตร เติม protein assay dye reagent concentrate (Bio-Rad Laboratories, Inc.) 100 
ไมโครลิตร แลว้ผสมให้เขา้กนั ดูดใส่ microtiter plate หลุมละ 200 ไมโครลิตรตวัอยา่งละ 2 หลุม 
แลว้ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องอยา่งนอ้ย 5 นาที แต่ไม่เกิน 1 ชม. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 590 nm ดว้ย
เคร่ือง spectracount microplatephotometer สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ BSA และ 
ค่าการดูดกลืนแสง หาสมการความสัมพนัธ์เชิงเส้น (linear regression) ค านวณหาปริมาณโปรตีนใน
แต่ละตวัอย่างโดยแทนค่าลงในสมการความสัมพนัธ์เชิงเส้น (linear regression) แล้วจึงน ามา
ค านวณหาความเขม้ขน้ของโปรตีนโดยใชสู้ตร 
   

                ปริมาณโปรตีน (µg)   

             ปริมาณของ homogenate (µl)   
 

 3.5.3.1 กำรวเิครำะห์กจิกรรมเอนไซม์ไคติเนส (chitinase activity) 
 ท าการทดลองตามวิธีการของ Rohringer และคณะ (1983) ซ่ึงมีรายละเอียด โดยน า 
homogenate ท่ีได ้จากการสกดัตวัอยา่งใบองุ่นท่ีระบุในขอ้ 3.5.3 ปริมาตร 0.4 ml ผสม colloidal 
chitin (0.1%, w/v in sodium acetate buffer, 0.05 M, pH 5.0) ในอตัรา 0.4:0.4 มิลลิลิตร บ่มทิ้งไว ้2 
ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37°ซ จะไดป้ริมาณของ N-acetyl glucosamine (GlcNAc) แลว้น าไปวิเคราะห์ 
Chitinase activity ตามวธีิของ  Reissig และคณะ (1955)  โดยไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 585 nm ใช ้
GlcNAc  เป็น standard  โดย chitinase activity หน่ึงหน่วย เทียบจากสารผลิตภณัฑ์ 1 µmol GlcNAc 
formed min-1 mg-1 protein 
 3.5.3.2 กำรวเิครำะห์กจิกรรมเอนไซม์เบต้ำกลูคำเนส (β-1,3-glucanase activity) 
 น า  protein ท่ีสกดัไดใ้น  3.5.3 ส่วนท่ีเหลือจาก  3.5.3.1 มาวิเคราะห์ β-1,3-glucanase 
activity ตามวิธีการของ Pan และคณะ (1991) โดยผสม homogenate ปริมาตร 62.5 ไมโครลิตร กบั 

ความเขม้ขน้ของโปรตีน (µg/µl)  = 
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laminarin (4% w/v ใน 0.05 M  sodium acetate buffer,  pH 5.0) ปริมาตร 62.5 ไมโครลิตร บ่มทิ้งไว ้
10 นาที อุณหภูมิ 40°ซ  จากนั้น หยุดปฏิกิริยาดว้ย dinitrosalicylic acid ปริมาตร 375 ไมโครลิตร  
ตม้ดว้ยน ้ าเดือด  5 นาที จากนั้นน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี  500 nm จะไดป้ริมาณทั้งหมดของ 
reducing sugar หลงัจากนั้น น าไปวิเคราะห์ตามวิธีของ Dygert และคณะ (1965) โดยใชน้ ้ าตาล 
glucose เป็น standard  และ β-1,3-glucanase activity หน่ึงหน่วยเทียบจากสารผลิตภณัฑ์ 1 µmol 
glucose formed min-1 mg-1 protein 
 3.5.3.3 กำรวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidase 

activity: PPO)    
 น า protein ท่ีสกดัไดใ้น 3.5.3 ส่วนท่ีเหลือจาก 3.5.3.2 มาวิเคราะห์ PPO activity ตามวิธี
ของ Thipyapong (1995) อา้งถึงใน อนงค์นุช ผลวงษ์ (2548) โดยเตรียม homogenate ท่ีสกดัได ้4 
ความเขม้ขน้ โดยใชอ้ตัราส่วน homogenate/ homogenization buffer 10/30, 20/20, 30/10 และ 40/0 
เติม catalase (84 unit/µl)  5 µl ลงใน homogenate ก่อนวดัค่าการดูดกลืนแสง  15 นาที แลว้น า 
homogenate ในแต่ละความเขม้ขน้ใส่ใน substrate solution (96µM 2-nitro-5-thiobenzoic acid และ 
1.77 mM 4-methylcatehol ใน 0.1 M Tris-HCl, pH 7.0) ปริมาตร 1 ml ท าการตรวจวดัระดบั 
substrate ท่ีถูกใชไ้ปในการท าปฏิกิริยาออกซิเดชนั ต่อหน่ึงหน่วยเวลา (1 นาที) โดยใชเ้คร่ืองวดัค่า
การดูดกลืนแสง (absorbance) วดัค่าท่ี 412 nm ทุก ๆ 5 วนิาที เป็นเวลา 30 นาที แลว้บนัทึกการลดลง
ของค่าการดูดกลืนแสง (Thipyapong, 1995 อา้งถึงใน อนงคนุ์ช ผลวงษ์, 2548) น าค่าท่ีไดม้าสร้าง
กราฟเส้น เพื่อค านวณค่า PPO activity ( OD min-1 ml-1 leaf homogenate) จากสมการความสัมพนัธ์
เชิงเส้น (linear regression) แลว้ท าการ standardize ดว้ยปริมาณโปรตีนรวม จากนั้นเปล่ียนค่าของ 
PPO activity เป็น µmol quinone formed min-1  mg-1 protein โดยน าค่าท่ีไดม้าคูณ 0.272 

 
3.6  กำรวเิครำะห์ผลกำรทดลองทำงสถิติ  

วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ  SPSS for Windows V.14.0 ตามแผนการ
ทดลองแบบ RCBD และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียระหวา่งทรีตเมนตโ์ดยวิธีการของ Duncan’s Multiple 
Range Test (DMRT) จากนั้นวิเคราะห์ค่าสหสัมพนัธ์ระหวา่งคะแนนการเกิดโรคและปริมาณสารท่ี
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการ SAR 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การแยกเช้ือรา S. ampelinum  จากองุ่นพนัธ์ุ Black queens  
จากการรวบรวมตวัอยา่งใบองุ่นพนัธ์ุ Black queens ท่ีเป็นโรคสแคบจากฟาร์มมหาวิทยาลยั

เทคโนโลยีสุรนารี แยกเช้ือโดยวิธี Tissue transplanting จากนั้นยา้ยเช้ือมาเล้ียงบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA)  ไดเ้ช้ือรา  S.  ampelinum  ไดท้ั้งหมด 4 ไอโซเลต ดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 เช้ือทั้ง 4 
ไอโซเลตมีลกัษณะโคโลนี (ขนิษฐา มากรุง, 2548; ออ้ยทิพย ์พูลสวสัด์ิ, 2553; มธุกร สมพงษ์, 2553) 
เช้ือมีการเจริญเติบโตชา้ สามารถเห็นเส้นใยเจริญออกมาจากบริเวณเน้ือเยื่อใบ หลงัจาก 3-5 วนั เม่ือ
เล้ียงบนอาหาร water agar (WA) เส้นใยบางส่วนของเช้ือเจริญอยูใ่นวุน้โดยมีลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
สีของโคโลนี และอตัราการเจริญเติบโตแตกต่างกนั  ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1  

 

                       
                         GB1                 GB2 

                        
                          GB3                 GB4 

ภาพที ่4.1 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา S. ampelinum 4 ไอโซเลตท่ีแยกไดจ้ากองุ่นพนัธ์ุ Black queens 
บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) อายุ 30 วนั (A) เช้ือไอโซเลต GB 1, (B) 
เช้ือไอโซเลต GB 2, (C) เช้ือไอโซเลต GB 3, (D) เช้ือไอโซเลต GB 

A B 

C D 
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ตารางที ่4.1 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา สีและขนาดของโคโลนีของเช้ือ S. ampelinum  ทั้ง 4 ไอโซเลต 
ท่ีอาย ุ30 วนั บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA)   

ไอโซเลต ลกัษณะของโคโลนี 
ขนาดของโคโลนีทีอ่ายุ 30 วนั (มม.)* 

ความกว้าง ความยาว 
GB 1 นูนสูง ผวิยน่มาก สีน ้าตาล 26.50 30.50 
GB 2 นูน ผวิยน่ สีเหลือง 20.88 22.75 
GB 3 นูน ผวิยน่ สีเทา 23.88 26.75 
GB 4 แบน ผวิยน่มาก สีด า 23.13 24.25 

* หมายเหตุ : ค่าเฉล่ียจาก 4 ซ ้ า/ไอโซเลต 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 

4.2 การทดสอบความสามารถในการก่อโรค (Pathogenecity test)  
จากการน าเช้ือท่ีแยกไดท้ั้ง 4 ไอโซเลต มากระตุน้ให้สร้างโคนิเดียภายใตแ้สง  black light 

จากนั้นน าเช้ือแต่ละไอโซเลตมาทดสอบความสามารถในการก่อโรคในสภาพใบตดัพบวา่เช้ือแต่ละไอ
โซเลตมีความสามารถในการก่อโรคแตกต่างกนัโดยไอโซเลต GB 4 มีความสามารถในการก่อให้เกิด
โรครุนแรงท่ีสุด โดยให้จ  านวนแผลเฉล่ียต่อช้ินใบมากท่ีสุดคือ 12.5 แผล ในขณะท่ีไอโซเลต GB 1 มี
จ  านวนแผลต่อช้ินใบนอ้ยท่ีสุดคือ 3.5 แผล (ตารางท่ี 4.2) ดงันั้น จึงท าการเก็บเช้ือรา S. ampelinum ไอ
โซเลต GB 4 มาท าการศึกษาเก่ียวกบักระบวนการกระตุน้ความตา้นทานองุ่นเพื่อให้ตา้นทานต่อการเขา้
ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคสแคบในขั้นต่อไป  
 

ตารางที ่4.2 ผลการทดสอบความสามารถในการก่อโรคของเช้ือ S. ampelinum สาเหตุโรคสแคบ ทั้ง 4 
ไอโซเลต ในองุ่นพนัธ์ุ Black queens ในสภาพใบตดั 

ไอโซเลต 
การเกดิโรคสแคบ 

        จ านวนแผล                                  ขนาดแผล (ซม.) 
                 GB 1        3.5ab1/                             0.48cd 
                 GB 2       4.5b                           0.38b 
                 GB 3       4.0b                             0.40bc 
                 GB 4 
      Control (น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ) 

      12.5c 
      1.25a 

                          0.18a 
                          0.52d 

                 F-test      **                           ** 
                 CV(%)                                30.29                           14.04 

1/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ P≤0.05 โดย
วธีิ DMRT 
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4.3 การศึกษาประสิทธิภาพของส่ิงกระตุ้นความต้านทานในการกระตุ้นให้องุ่นต้านทานต่อ
การเข้าท าลายของโรคสแคบ  

 4.3.1 การประเมินคะแนนการเกดิโรค (disease scores) 
 จากการประเมินคะแนนการเกิดโรคสแคบ โดยใชร้ะดบัคะแนน 1-5 หลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุ
โรคสแคบ S. ampelinum  7 วนับนตน้องุ่นท่ีไดรั้บการฉีดพ่นสารกระตุน้แลว้ 14 วนั พบวา่การฉีดพ่น
ส่ิงกระตุน้โดยใชส้ารละลายไคโตซานเขม้ขน้ 5,000 ppm เกิดโรคสแคบต ่าสุดคือ 1.33 คะแนน มีพื้นท่ี
ใบเป็นแผลจากโรคสแคบน้อยกว่า  25% และแสดงอาการของโรคล่าช้า โดยสังเกตเห็นโรคแสดง
อาการวนัแรกในวนัท่ี  5 หลงัปลูกเช้ือ ในขณะท่ีการใช้สารละลายไคโตซานความเขม้ขน้อ่ืนและ
สารละลาย BTH ท่ีความเขม้ขน้ 50 และ 100 ppm มีผลท าให้การเกิดโรคสแคบลดลงใกลเ้คียงกนัไม่
แตกต่างทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีใชน้ ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ ซ่ึงเกิดโรคสแคบสูงสุดคือ 4.89 
คะแนน และโรคแสดงอาการในวนัท่ี  2 หลงัปลูกเช้ือ นอกจากน้ีการใชส้ปอร์ของเช้ือราสนิมจากองุ่น
และลีลาวดีในการฉีดพ่นองุ่นเพื่อกระตุน้ความตา้นทานให้ผลไม่แตกต่างจากชุดควบคุม (ตารางท่ี 4.3 ),   
(ภาพท่ี 4.2) 
 

ตารางที ่4.3 การประเมินการเกิดโรคสแคบในใบองุ่นพนัธ์ุ  Black queens หลงัจากไดรั้บส่ิงกระตุน้
และปลูกเช้ือ (challenge inoculation) ดว้ย S. ampelinum 

ต ารับการทดลอง 
การเกดิโรคสแคบ 

   คะแนนการ 
เกดิโรค2/ 

ระยะเวลาที่โรคแสดง
อาการ (วนั) 

สารละลายไคโตซาน  1,000  ppm  (CHN 1,000 ppm) 2.33ab1/           4 
สารละลายไคโตซาน  2,500  ppm  (CHN 2,500 ppm) 2.33ab           4 
สารละลายไคโตซาน  5,000  ppm  (CHN 5,000 ppm) 1.33a           5 
สารละลาย BTH    50  ppm  (BTH 50 ppm) 
สารละลาย BTH  100  ppm  (BTH 100 ppm) 
สารละลาย BTH  200  ppm  (BTH 200 ppm) 
สปอร์เช้ือราสนิมลีลาวดี4×106สปอร์/มล.  
สปอร์เช้ือราสนิมองุ่น 4×106 สปอร์/มล. 
Control (น ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ) 

2.33ab 
2.33ab 
3.00b 
4.33c 
4.69c 
4.89c 

          5 
          4 
          5 
          3 
          3 
          2 

                 F-test **                            
                 CV(%)                           17.89                            

1/ ค่าเฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวธีิ DMRT 
2/ ระดบัคะแนนการเกิดโรค ระดบัคะแนน 1 คือไม่ปรากฏอาการ, คะแนน 2 คือพ้ืนท่ีใบท่ีเป็นแผลน้อยกว่า 25%,  คะแนน  3  
คือพ้ืนท่ีใบท่ีเป็นแผลระหวา่ง 26-50%,  คะแนน  4  คือพ้ืนท่ีใบท่ีเป็นแผลแผลระหว่าง 51-75%  และคะแนน  5  คือพ้ืนท่ีใบ
ท่ีเป็นแผลมากกวา่ 75%  เม่ือเปรียบเทียบกบัพ้ืนท่ีใบทั้งหมด 
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4.3.2  การวเิคราะห์ปริมาณ Salicylic acid   
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของส่ิงกระตุน้ให้องุ่นเกิดความตา้นทานต่อโรคสแคบโดยการวดั

การเปล่ียนแปลงของปริมาณ salicylic acid (SA) พบวา่ หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 7 วนั ส่ิงกระตุน้ทุกชนิด
สามารถกระตุน้การสร้าง  SA เพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม โดยไคโตซานความเขม้ขน้ 2,500 
ppm เพิ่มปริมาณ SA ไดสู้งสุดคือ 3.99 µg g-1 fresh weight  รองลงมาคือ BTH เขม้ขน้ 100 ppm ขณะท่ี
สปอร์ของเช้ือราสนิมองุ่นและลีลาวดีเพิ่ม SA ไดใ้นปริมาณท่ีต ่าและแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัยิ่ง เม่ือ
เปรียบเทียบการกระตุน้ดว้ยไคโตซานและ BTH (ตารางท่ี 4.4)  

นอกจากน้ี เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียความแตกต่างของปริมาณ SA ท่ีเพิ่มข้ึนหลงัจาก  14 วนั    
(7 วนั หลงัจาก challenge inoculation ดว้ยเช้ือรา S. ampelinum สาเหตุโรคสแคบขององุ่น) พบวา่ สาร
กระตุน้ทั้ง 2 ชนิดคือไคโตซานและ BTH ในทุกระดบัความเขม้ขน้โดยมีการกระตุน้ปริมาณสาร SA 
ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ แต่มีแนวโนม้วา่การใชไ้คโตซานความเขม้ขน้ 5,000 ppm และ BTH เขม้ขน้ 
100 ppm มีปริมาณ SA เพิ่มข้ึนสูงกวา่ท่ีความเขม้ขน้อ่ืน ๆ คือ 13.08 และ 12.15 µg g-1 fresh weight 
ตามล าดบั ยิ่งไปกวา่นั้น การใชไ้คโตซานและ BTH ทุกความเขม้ขน้มีผลท าให้มีปริมาณ SA เพิ่มข้ึน
อยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือท่ีเป็นชุดควบคุม ซ่ึงมีปริมาณ 
SA เพิ่มข้ึนเพียง 2.90 µg g-1 fresh weight (ตารางท่ี 4.4) ซ่ึงไม่แตกต่างจากการใชส้ปอร์ของราสนิมทั้ง
สองชนิดเป็นส่ิงกระตุน้เพียง 3.63 และ 3.90 µg g-1 fresh weight ตามล าดบั 
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ตารางที ่4.4 ปริมาณสาร salicylic acid ในใบองุ่นพนัธ์ุ Black queens หลงัจากไดรั้บส่ิงกระตุน้และ
ปลูกเช้ือ (challenge inoculation) ดว้ย  S. ampelinum                    

1/ ค่าเฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวิธี 
DMRT 

2/ช่วงเวลาท่ีวดัปริมาณ salicylic acid ท่ี 0, 7 และ 14 วนั หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ โดยวนัท่ี 14 เป็นวนัท่ีประเมินผลการ
เกิดโรคสแคบ 

3/ ปริมาณ SA ท่ีเพ่ิมข้ึนท่ี 7 วนั หลงัฉีดพน่ส่ิงกระตุน้ 
4/ ปริมาณ SA ท่ีเพ่ิมข้ึนจากช่วง 7 วนั หลงัจากปลูกเช้ือ S. ampelinum  

 
4.3.3 การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์ไคติเนส (Chitinase activity) 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของส่ิงกระตุน้ให้องุ่นเกิดความตา้นทานต่อโรคสแคบโดยการวดั

การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ์chitinase พบวา่ หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 7 วนั ส่ิงกระตุน้ทุกชนิด
สามารถกระตุน้การท างานของเอนไซม์ chitinase เพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมโดย BTH 
ความเขม้ขน้ 200 ppm  เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์  chitinase ไดสู้งสุดคือ 0.451 Unit/mg protein รอง     
ลงมาคือไคโตซานความเขม้ขน้ 5,000 ppm ขณะท่ีสปอร์ของเช้ือราสนิมองุ่นและสปอร์ของเช้ือราสนิม
ลีลาวดีเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม ์chitinase ไดไ้ม่มากนกั (ตารางท่ี 4.5)  

 เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมของเอนไซม ์chitinase ท่ีเพิ่มข้ึนหลงัจาก  14 วนั พบวา่
สารกระตุน้ทั้ง 2 ชนิดในทุกระดบัความเขม้ขน้ยกเวน้ CHN 1,000 ppm กระตุน้การท างานของเอนไซม์ 

   ต ารับการทดลอง 
ปริมาณ salicylic acid (µg g-1 fresh weight)1/ 

ช่วงเวลา (วนั)2/ 
          0 73/ 144/ 

1.  CHN 1,000 ppm 0.78b 3.57e 12.19b 
2.  CHN 2,500 ppm 0.60a 3.99f 10.58b 
3.  CHN 5,000 ppm 0.99c 2.98d 13.08b 
4.  BTH   50  ppm 0.79b 3.06ef 10.85b 
5.  BTH  100 ppm 1.04c 3.83ef 12.15b 
6.  BTH  200 ppm 1.46e 2.16c 11.54b 
7.  สปอร์เช้ือราสนิมลีลาวดี 4×106 สปอร์/มล. 0.95c 1.47b 3.63a 
8.  สปอร์เช้ือราสนิมองุ่น 4×106 สปอร์/มล. 0.91bc 1.91c 3.90a 
9.  Control (น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ) 1.21d 0.19a 2.90a 

F-test ** ** ** 
CV(%) 8.63 12.87 18.17 
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chitinase ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ แต่มีแนวโนม้วา่ การใช ้BTH เขม้ขน้ 200 ppm และไคโตซานความ
เขม้ขน้ 5,000 ppm มีกิจกรรมของเอนไซม์ chitinase เพิ่มข้ึนสูงกว่าท่ีความเขม้ขน้อ่ืน ๆ คือ 0.765, 
0.755 Unit/mg protein ตามล าดบั การใชไ้คโตซานและ BTH ทุกความเขม้ขน้มีผลท าให้กิจกรรมของ
เอนไซม ์chitinase เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือท่ีเป็น
ชุดควบคุมซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม ์chitinase เพิ่มข้ึนเพียง 0.303 Unit/mg protein (ตารางท่ี 4.5) ซ่ึง
แตกต่างจากการใชส้ปอร์ของราสนิมองุ่นและลีลาวดีเป็นส่ิงกระตุน้ 
 
ตารางที ่4.5 กิจกรรมเอนไซม ์chitinase ในใบองุ่นพนัธ์ุ Black queens หลงัจากไดรั้บส่ิงกระตุน้และ

ปลูกเช้ือ (challenge inoculation) ดว้ย S. ampelinum   

1/ ค่าเฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวิธี 
DMRT 

2/ช่วงเวลาท่ีวดักิจกรรมของเอนไซม ์ chitinase ท่ี 0, 7 และ 14 วนั หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ โดยวนัท่ี 14 เป็นวนัท่ี
ประเมินผลการเกิดโรคสแคบ 

3/ กิจกรรมของเอนไซม ์chitinase ท่ีเพ่ิมข้ึน 7 วนั หลงัจากฉีดพน่ส่ิงกระตุน้ 
4/ กิจกรรมของเอนไซม ์chitinase ท่ีเพ่ิมข้ึน 7 วนั หลงัจากปลูกเช้ือ S. ampelinum   
 
 
 

    ต ารับการทดลอง 

 chitinase activity (Unit/mg protein)1/ 

ช่วงเวลา (วนั)2/ 

0 73/ 144/ 
1. CHN 1,000 ppm 0.133 0.396c 0.691c 
2. CHN 2,500 ppm 0.135  0.417cd 0.726cd 
3. CHN 5,000 ppm 0.132  0.444cd 0.755cd 
4. BTH  50 ppm 0.130 0.423cd 0.710cd 
5. BTH  100 ppm 0.131 0.434cd 0.732cd 
6. BTH  200 ppm 0.133 0.451d 0.765d 
7. สปอร์เช้ือราสนิมลีลาวดี 4×106 สปอร์/มล. 0.132 0.324b 0.473b 
8. สปอร์เช้ือราสนิมองุ่น 4×106 สปอร์/มล. 0.139 0.289b 0.463b 
9. Control (น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ) 0.135 0.242a 0.303a 

F-test ns ** ** 
CV(%) 15.44 9.75 5.10 
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4.3.4  การวเิคราะห์กจิกรรมเอนไซม์เบต้ากลูคาเนส (β-1,3-glucanase activity) 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพของส่ิงกระตุน้ให้องุ่นเกิดความตา้นทานต่อโรคสแคบโดยการวดั
การเปล่ียนแปลงของกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase พบว่าหลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้  7 วนัส่ิง
กระตุน้ทุกชนิดสามารถกระตุน้การท างานของกิจกรรม β-1,3-glucanase เพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบั
ชุดควบคุมโดยไคโตซานความเขม้ขน้ 5,000 ppm เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase ไดสู้งสุด
คือ 0.523 Unit/mg protein รองลงมาคือ BTH ความเขม้ขน้ 200 ppm ขณะท่ีสปอร์ของเช้ือราสนิมองุ่น 
และลีลาวดีเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase ไดแ้ต่ปริมาณใกลเ้คียงกบักิจกรรมของเอนไซม ์
β-1,3-glucanase ในชุดควบคุม (ตารางท่ี 4.6)  
 เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase ท่ีเพิ่มข้ึนหลงัจาก  14 วนั 
(7 วนั หลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคสแคบ  S. ampelinum) พบวา่ สารกระตุน้ทั้ง  2 ชนิดคือ BTH ทุก
ระดบัความเขม้ขน้และไคโตซานความเขม้ขน้  5,000 ppm กระตุน้กิจกรรมของเอนไซม์ β-1,3-
glucanase ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ แต่มีแนวโนม้วา่การใช ้ BTH เขม้ขน้ 200 ppm และBTH เขม้ขน้ 
100 ppm มีกิจกรรมของเอนไซม ์ β-1,3-glucanase เพิ่มข้ึนสูงกวา่ท่ีความเขม้ขน้อ่ืนคือ 0.843, 0.790 
Unit/mg protein ตามล าดบั การใช้ไคโตซาน และ BTH ทุกความเขม้ขน้ มีผลท าให้มีกิจกรรมของ
เอนไซม ์β-1,3-glucanase เพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัยิง่  ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ ากลัน่น่ึงฆ่า
เช้ือท่ีเป็นชุดควบคุมซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase เพิ่มข้ึนเพียง 0.467 Unit/mg protein 
(ตารางท่ี 4.6) ซ่ึงแตกต่างจากการใชส้ปอร์ของราสนิมทั้งสองชนิดเป็นส่ิงกระตุน้เพียง  0.600 และ 
0.533 Unit/mg protein ตามล าดบั 
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ตารางที ่4.6   กิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase ในใบองุ่นพนัธ์ุ Black queens หลงัจากไดรั้บส่ิง
กระตุน้และปลูกเช้ือ (challenge inoculation) ดว้ย S. ampelinum      

1/ ค่าเฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวิธี 
DMRT 

2/ช่วงเวลาท่ีวดักิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase ท่ี 0, 7 และ 14 วนั หลงัฉีดพน่ส่ิงกระตุน้ โดยวนัท่ี 14 เป็นวนัท่ี
ประเมินผลการเกิดโรคสแคบ 

3/ กิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase ท่ีเพ่ิมข้ึน 7 วนั หลงัจากฉีดพน่ส่ิงกระตุน้ 
4/ กิจกรรมของเอนไซม ์β-1,3-glucanase ท่ีเพ่ิมข้ึน 7 วนั หลงัจากปลูกเช้ือ S. ampelinum   
 

4.3.5 การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์โพลฟีีนอลออกซิเดส  
 (polyphenol oxidase activity: PPO)    
จากการศึกษาประสิทธิภาพของส่ิงกระตุน้ให้องุ่นเกิดความตา้นทานต่อโรคสแคบ โดยการวดั

การเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์ PPO พบวา่ หลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 7 วนัส่ิงกระตุน้ทุกชนิด
สามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม์ PPO เพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมโดย BTH เขม้ขน้ 

100 ppm เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม ์ PPO ไดสู้งสุดคือ 4.217 µmol quinone formed min-1 mg-1 protein 
รองลงมาคือ BTH เขม้ขน้ 200 ppm ขณะท่ีสปอร์ของเช้ือราสนิมองุ่นและสปอร์ของเช้ือราสนิมลีลาวดี
เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม ์ PPO  ไดไ้ม่แตกต่างกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม(ตารางท่ี 4.7)  

   ต ารับการทดลอง 

  β-1,3-glucanase activity (Unit/mg protein)1/ 

ช่วงเวลา(วนั)2/ 

0 73/ 144/ 
1. CHN1,000 ppm 0.211b 0.470d 0.690c 
2. CHN2,500 ppm 0.270cd 0.493de 0.707c 
3. CHN5,000 ppm 0.223b 0.523de 0.750cd 
4. BTH 50 ppm 0.312g 0.497de 0.747cd 
5. BTH 100 ppm 0.282de 0.473d 0.790cd 
6. BTH  200 ppm 0.213b 0.501de 0.843cd 
7. สปอร์เช้ือราสนิมลีลาวดี 4×106 สปอร์/มล. 0.261c 0.420c 0.600b 
8. สปอร์เช้ือราสนิมองุ่น 4×106สปอร์/มล. 0.290f 0.373b 0.553b 
9. Control (น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ) 0.195a 0.303a 0.467a 

F-test ** ** ** 
CV(%) 19.14 11.02 4.65 
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 เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของกิจกรรมของเอนไซม ์PPO ท่ีเพิ่มข้ึนหลงัฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 14 วนั 
(7 วนั หลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคสแคบ S. ampelinum) พบวา่ สารกระตุน้ทั้ง 2 ชนิดในทุกระดบัความ
เขม้ขน้กระตุน้การท างานของกิจกรรม PPO ไดแ้ตกต่างกนัทางสถิติ แต่มีแนวโน้มว่าการใช้ BTH 
เขม้ขน้ 200 ppm และBTH เขม้ขน้ 100 ppm มีกิจกรรมของเอนไซม ์PPO เพิ่มข้ึนสูงกวา่ท่ีความเขม้ขน้
อ่ืน ๆ คือ 11.227, 10.153 µmol quinone formed min-1 mg-1 protein ตามล าดบั นอกจากน้ี การใชไ้คโตซาน
และ  BTH ทุกความเขม้ขน้มีกิจกรรมของเอนไซม์ PPO เพิ่มข้ึน อย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ  เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือท่ีเป็นชุดควบคุมซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซม ์ PPO เพิ่มข้ึนเพียง 
4.053 µmol quinone formed min-1 mg-1 protein (ตารางท่ี 4.7) ซ่ึงแตกต่างจากการใชส้ปอร์ของราสนิม
องุ่นเป็นส่ิงกระตุน้เพียง 5.733 µmol quinone formed min-1 mg-1 protein 

 

ตารางที ่4.7 กิจกรรมของเอนไซม ์polyphenol oxidase activity (PPO)  ในใบองุ่นพนัธ์ุ  Black que
หลงัจากไดรั้บส่ิงกระตุน้และปลูกเช้ือ (challenge inoculation) ดว้ย  S. ampelinum 

1/ค่าเฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัท่ีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั ไม่แตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยวิธี 
DMRT 

2/ช่วงเวลาท่ีวดักิจกรรมของเอนไซม ์PPO ท่ี 0, 7 และ 14 วนั หลงัฉีดพน่ส่ิงกระตุน้ โดยวนัท่ี 14 เป็นวนัท่ีประเมินผล
การเกิดโรคสแคบ 

3/กิจกรรมของเอนไซม ์PPO ท่ีเพ่ิมข้ึน 7 วนั หลงัจากฉีดพน่ส่ิงกระตุน้ 
4/กิจกรรมของเอนไซม ์PPO ท่ีเพ่ิมข้ึน 7 วนั หลงัจากปลูกเช้ือ S. ampelinum   

   ต ารับการทดลอง 

PPO activity (µmol quinone formed min-1 
mg-1protein)1/ 

ช่วงเวลา (วัน)2/ 

0 73/ 144/ 
1. CHN 1,000 ppm 3.061ef 2.987ef 8.297e 
2. CHN 2,500 ppm 3.170f 2.687de 7.843c 
3. CHN 5,000 ppm 2.514c 1.757bc 7.363c 
4. BTH 50 ppm 2.612c 2.497cd 7.953de 
5. BTH 100 ppm 1.403a 4.217g 10.153g 
6. BTH 200 ppm 2.171b 3.383f 11.227h 
7. สปอร์เช้ือราสนิมลีลาวดี 4×106 สปอร์/มล. 2.204b 2.060b 9.287d 
8. สปอร์เช้ือราสนิมองุ่น 4×106 สปอร์/มล. 2.970de 0.853a 5.733b 
9. Control (น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ) 2.861d 0.633a 4.053a 

F-test ** ** ** 
CV(%) 22.48 13.46 2.71 
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4.3.6 สหสัมพันธ์ระหว่างคะแนนการเกิดโรคกับปริมาณสารที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ 
Systemic acquired resistance (SAR) ทีถู่กกระตุ้นด้วยส่ิงกระตุ้น 

จากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างการเกิดโรคกบัปริมาณสาร  salicylic acid (SA) และ
กิจกรรมของเอนไซม์ chitinase, β-1,3-glucanase  และ polyphenol oxidase โดยการวิเคราะห์ค่า
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (Pearson correlation) พบว่า มีความสัมพนัธ์อย่างมีนัยส าคัญยิ่ง  โดยค่า
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ (r) ระหว่างการเกิดโรคกบัปริมาณสาร salicylic acid และกิจกรรมของ
เอนไซม ์chitinase, β-1,3-glucanase และ polyphenol oxidase (PPO) โดยมีค่าเท่ากบั -0.770, -0.771,   
-0.566 และ -0.337 ตามล าดบัโดยความสัมพนัธ์เป็นไปในลกัษณะ negative correlation กล่าวคือเม่ือ
ปริมาณสาร salicylic acid และกิจกรรมของเอนไซม ์ chitinase, β-1,3-glucanase และ polyphenol 
oxidase (PPO) เพิ่มข้ึน จะมีการเกิดโรคสแคบขององุ่นลดลง (ตารางท่ี 4.8) 

 
ตารางที ่4.8 สหสัมพนัธ์ระหวา่งการเกิดโรคสแคบกบัปริมาณสารและเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบักิจกรรม

กระบวนการ SAR ท่ีถูกกระตุน้ดว้ยส่ิงกระตุน้ 
สารและเอนไซม์ที่เกีย่วข้องกับ 

กระบวนการ SAR 
สัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์กบั 

การเกดิโรคสแคบ (r) 
       ปริมาณสาร SA                          - 0.770** 
       กิจกรรมเอนไซม ์chitinase                          - 0.771** 
       กิจกรรมเอนไซม ์β-1,3-glucanase                          - 0.566* 
       กิจกรรมเอนไซม ์polyphenol oxidase (PPO)                          - 0.337* 

  * มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (significant) 
** มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (highly significant),  
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ภาพที ่4.2 ความรุนแรงของโรคสแคบจากเช้ือ S. ampelinum บนองุ่นพนัธ์ุ Black queens ท่ีไดรั้บส่ิง

กระตุน้ต่าง ๆ กนั 
 A ไคโตซานเขม้ขน้ 1,000 ppm B  ไคโตซานเขม้ขน้ 2,500 ppm 
 C ไคโตซานเขม้ขน้ 5,000 ppm D  BTH เขม้ขน้ 50 ppm 
 E  BTH เขม้ขน้ 100 ppm F  BTH เขม้ขน้ 200 ppm 
 G  สปอร์เช้ือราสนิมลีลาวดี 4×106 สปอร์/มล.  H  สปอร์เช้ือราสนิมองุ่น 4×106สปอร์/มล. 
 I   น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ  

A  B  C 
 

 D  E  F 

 G  H  I 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่5 
สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

จากการศึกษาการควบคุมโรคสแคบในองุ่นท่ีเกิดจากเช้ือรา S. ampelinum โดยใชค้วามตา้นทาน
ท่ีเกิดจากการกระตุน้ พบวา่ 

1. วธีิการท่ีสามารถแยกเช้ือจากตวัอยา่งใบองุ่นพนัธ์ุ Black queens ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
คือ การแยกเช้ือดว้ยวิธี tissue transplanting โดยชกัน าเช้ือให้เจริญออกมาจากเน้ือเยื่อท่ีเป็นโรค โดย
น าเน้ือเยื่อไปวางบนอาหาร water agar ก่อน หลงัจากนั้น 3-5 วนัจึงท าการเข่ียยา้ยเส้นใยของเช้ือท่ี
เจริญออกมาเล้ียงในอาหาร potato dextrose agar (PDA) วิธีน้ีสามารถลดการเจริญเติบโตของเช้ือ  
อ่ืน ๆ ท่ีปนเป้ือนมากบัเน้ือเยื่อพืชซ่ึงจะแข่งขนักบัเช้ือ S. ampelinum  เม่ือเช้ือมีอายุ 15-20 วนัใน
อาหาร PDA สามารถน าเช้ือมาตรวจสอบและจ าแนกเช้ือโดยสังเกตจากลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  สี
ของโคโลนีและอตัราการเจริญเติบโตของเช้ือในแต่ละไอโซเลต โดยการเลือกเน้ือเยื่อใบควรเลือก
เน้ือเยือ่ท่ีแสดงอาการของโรคในระยะเร่ิมตน้ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัวธีิท่ี กรรณิการ์ เพี้ยนพกัตร์ และคณะ 
(2545); ขนิษฐา มากรุง (2548); มธุกร สมพงษ ์(2553) แนะน า 

2. การทดสอบความสามารถในการก่อโรคและคดัเลือกไอโซเลตท่ีรุนแรงในการเขา้ท าลาย
ซ่ึงทดสอบกบัองุ่นพนัธ์ุ Black queens โดยน าเช้ืออายุ 30 วนัมากระตุน้ให้เช้ือสร้างโคนิเดียโดยการ
ใชแ้สง black light สลบักบัแสงฟลูออเรสเซนต ์12 ชัว่โมงเป็นเวลา 3 วนั พบวา่ลกัษณะทางสัณฐาน
วทิยาของเช้ือมีความแตกต่างกนัทั้งโคโลนีท่ีมีลกัษณะการเจริญเติบโตแบบแบน ผวิหนา้ยน่ แบบนูน
ผิวหน้าย่นถึงย่นมาก สีของโคโลนีมีทั้ งสีเหลือง น ้ าตาล เทา และด า ซ่ึงเม่ือน าไปทดสอบ
ความสามารถในการก่อโรค  พบวา่เช้ือทั้ง 4 ไอโซเลตสามารถก่อโรคได ้แต่ไอโซเลต GB 4 ท าให้
เกิดจ านวนแผลมากท่ีสุดในสภาพใบตดั จึงไดเ้ช้ือไอโซเลต GB 4 เป็นตวัแทนในการศึกษาในเร่ือง
ประสิทธิภาพของส่ิงกระตุ้นความต้านทาน อย่างไรก็ตามจากการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียมีค่า
สัมประสิทธ์ิแห่งความแปรผนั (coefficient of variation; CV) ค่อนขา้งสูง เน่ืองจากเวลาปลูกเช้ือ S.  
ampelinum  เช้ือจะตกตะกอนอยูใ่นสารละลาย เม่ือโรคแสดงอาการจึงเกิดความไม่สม ่าเสมอของช้ิน
ใบในแต่ละซ ้ าท าใหมี้ค่า CV สูง  

3.  การศึกษาประสิทธิภาพของส่ิงกระตุน้ความตา้นทานในการควบคุมโรคสแคบพบวา่ การ
เกิดโรคสแคบในองุ่นลดลงเม่ือใชส้ารไคโตซานและ BTH เป็นส่ิงกระตุน้ โดยสารไคโตซานความ
เขม้ขน้ 5,000 ppm มีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด ขณะท่ี BTH ทุกความเขม้ขน้มีประสิทธิภาพรองลงมา
และไม่แตกต่างจากไคโตซานความเขม้ขน้อ่ืน ส าหรับสปอร์ของราสนิมทั้งสองชนิดไม่สามารถลด
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การเกิดโรคสแคบได ้ ส าหรับการเปล่ียนแปลงของปริมาณสาร salicylic acid กิจกรรมของเอนไซม ์
chitinase, β-1,3-glucanase และ  PPO มีการเพิ่มสูงข้ึนแตกต่างทางสถิติอย่างมีนยัส าคญัยิ่ง เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม  หลงัจากฉีดพ่นส่ิงกระตุน้ 7 วนั และปลูกเช้ือสาเหตุโรคสแคบ  S. 
ampelinum ท่ี 7 วนั (14 วนั หลงัจากฉีดพ่นส่ิงกระตุน้) นอกจากน้ีพบวา่ การเกิดโรคสแคบขององุ่น
มีความสัมพันธ์เชิงลบกับการเปล่ียนแปลงปริมาณสารต่าง ๆ และกิจกรรมของเอนไซม์ใน
กระบวนการ SAR คือเม่ือระดบัของสาร salicylic acid กิจกรรมของเอนไซม ์chitinase, β-1,3-
glucanase และ PPO เพิ่มข้ึน จะมีการเกิดโรคสแคบลดลง ซ่ึงสารและกิจกรรมของเอนไซมเ์หล่าน้ี
เป็นตวัช้ีวดัท่ีดีในการศึกษาเก่ียวกบักระบวนการกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานต่อการเขา้ท าลาย
ของเช้ือราสาเหตุโรคพืช โดยจากการทดลองน้ี พบวา่ตวับ่งช้ีท่ีมีประสิทธิภาพ ไดแ้ก่ สาร salicylic 
acid  และกิจกรรมของเอนไซม ์ chitinase  ซ่ึงให้ค่าสัมประสิทธิสหสัมพนัธ์สูงสุด คือ -0.770 และ    
-0.771 ตามล าดบั และการวิเคราะห์สารและเอนไซม์น้ี ท าไดค้่อนขา้งง่าย เม่ือเปรียบเทียบกบัสาร
และกิจกรรมเอนไซม์ชนิดอ่ืนท่ีวิเคราะห์และสารและเอนไซม์ดงักล่าว มีความสอดคล้องกบัการ
ลดลงของการเกิดโรคสแคบมากท่ีสุดยิ่งไปว่านั้ น ในการทดลองน้ี การใช้ไคโตซานจะให้
ประสิทธิภาพใกลเ้คียงกบัการใช ้BTH และความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั ไม่มีผลต่อประสิทธิภาพของ
สารดงักล่าว สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Nandeeshkumar และคณะ (2008) ท่ีพบวา่ ไคโตซาน
สามารถกระตุน้กิจกรรมของเอนไซม ์PPO, PAL, POD, chitinase และ β-1,3-glucanase ในระยะตน้
กลา้ของทานตะวนั ส่งผลให้ตา้นทานต่อการเขา้ท าลายเช้ือ Plasmopara halstedii สาเหตุโรครา
น ้ าคา้งในทานตะวนั และสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Sathiyabama และ Balasubramanian (1998) 
ท่ีพบวา่ การใชส้ารละลายไคโตซาน สามารถกระตุน้การสร้างสาร Salicylic acid และเพิ่มกิจกรรม
ของเอนไซม์ chitinase และ β-1,3-glucanase อยา่งรวดเร็วหลงัฉีดพ่น  48 ชัว่โมง และเพิ่มข้ึนสูง
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 10 วนั ส่งผลใหก้ารเกิดโรคราสนิมในถัว่ลิสงลดลง นอกจากน้ี Aziz และคณะ 
(2006) พบว่า ไคโตซานสามารถกระตุน้การสร้าง phytoalexin และการท างานของกิจกรรมของ
เอนไซม ์chitinase และ β-1,3-glucanase ภายใน 48 ชัว่โมง หลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคราน ้ าคา้ง
องุ่นสายพนัธ์ุอ่อนแอ ส่งผลให้องุ่นตา้นทานต่อการเขา้ท าลายอยา่งรุนแรงโรคดงักล่าว โดยลดการ
เกิดโรคได ้71 เปอร์เซ็นต ์และลดการเจริญเติบโตของเช้ือราได ้85 เปอร์เซ็นต ์และในปี 2011 Iriti 
และคณะพบว่า ไคโตซานสามารถกระตุน้การสร้างสาร polyphenol content ในองุ่นเพื่อชกัน าให้
องุ่นปกป้องตนเองจากการเขา้ท าลายของเช้ือราแป้ง โดยพบวา่ เม่ือใชส้ารไคโตซานสามารถลดการ
เกิดโรค(disease incidence) ทั้งใบและในก่ิงไดม้ากกวา่ 60 เปอร์เซ็นต ์และสามารถลดความรุนแรง 
(disease severity) ไดม้ากกวา่ 40 เปอร์เซ็นต ์ดว้ยเหตุน้ีสารไคโตซานในรูปแบบ (Formular) ท่ีใชใ้น
การศึกษาทดลองคร้ังน้ี เป็นสารท่ีมีประสิทธิภาพในการป้องกันและควบคุมโรคสแคบในองุ่น 
อย่างไรก็ตาม ควรมีการศึกษาประสิทธิภาพของไคโตซานเหล่าน้ี ในสภาพไร่นาก่อนท่ีจะมีการ
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แนะน าให้ใชอ้ยา่งเป็นทางการ ส าหรับสาร BTH นั้น แมว้า่จะให้ผลในการลดความรุนแรงของการ
เกิดโรค แต่ก็ยงัมีประสิทธิภาพด้อยกว่าไคโตซาน  นอกจากนั้น ยงัเป็นสารท่ียงัไม่ได้รับการข้ึน
ทะเบียนในประเทศไทย แมว้า่จะมีผลการทดลองมากมายท่ียืนยนัประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
พืช ตวัอยา่งเช่น การใชค้วบคุมโรคแคงเกอร์ในส้ม (Graham and Myers, 2011) การควบคุมโรคใบ
จุดจากแบคทีเรียในพริก (Romero et al., 2011) นอกจากน้ี ยงัมีการศึกษาของ Eikemo และคณะ 
(2003) เม่ือใช ้BTH ท่ี 500 µg a.i. ml-1 ก่อนปลูกเช้ือรา  Phytophthera cactorum สามารถลดอาการ 
crown rot ในสตรอเบอร่ีได ้การศึกษาของ Liu และคณะ (2005) พบวา่ BTH สามารถลดขนาดแผล
และอตัราการเกิดโรคจากเช้ือรา Penicillium expansum ในลูกพีช และเพิ่มการท างานของเอนไซม ์ 
phenylalanine ammonialyase (PAL), PPO และ peroxidase ( POD) ไดดี้ และ Anfoka, G. H. (2000) 
รายงานวา่หลงัจากพ่น BTH  7 วนั ก่อนปลูกเช้ือไวรัส CMV-Y พบวา่ อตัราการเกิดโรคลดลง 12.5 
เปอร์เซ็นต์ โดยมะเขือเทศไม่แสดงอาการด่าง และการตายของเน้ือเยื่อใบ ซ่ึงการน า  BTH มาใช้
ประโยชน์ในประเทศไทย จึงยงัมีขอ้จ ากดั และไม่แพร่หลาย แต่ผลการทดลองน้ีพบว่า การ BTH 
ดงักล่าว อาจน าประยุกต์ใชก้บัโรคอ่ืน ๆ ในองุ่น หรือกบัพืชชนิดอ่ืน เพื่อกระตุน้กลไกการป้องกนั
ตนเองของพืช เน่ืองจากในกระบวนการ Induced resistance มีการผลิตสาร และกลไกการป้องกนั
แบบไม่เฉพาะเจาะจงและมีผลกบัเช้ือก่อโรคอ่ืนไดเ้ช่นกนั 

จากการศึกษาทกลองคร้ังน้ี ช้ีให้เห็นว่าปริมาณสารและเอนไซม์มีความส าคัญใน
กระบวนการกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานหลงัถูกชกัน าดว้ยส่ิงกระตุน้ การชกัน าความตา้นทาน
ใหพ้ืชเกิดความตา้นทาน มีความสัมพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงทาง metabolism และโครงสร้างภายใน
ของพืช (Benhamou amd Belanger, 1998) มีการทดลองการชกัน าให้พืชเกิดความตา้นทานต่อเช้ือ
สาเหตุโรคในมนัฝร่ังพบว่า  มีการกระตุน้ให้เกิดกิจกรรมของเอนไซม์  chitinase และ β-1,3-
glucanase เพิ่มข้ึน (Beerhues and Kombrink, 1994; Rahimi et al., 1996; Bokshi et al., 2003) ในปี 
2002 Mohammadi and Kazeni พบว่า มีการท างานของเอนไซม์ PPO เพิ่มข้ึน หลงัจากปลูกเช้ือ 
Fusarium graminearum ในขา้วสาลีพนัธ์ุอ่อนแอ  (mild strain)  มีผลท าให้การเกิดโรคลดลง 
นอกจากน้ี การศึกษาของ Hwang และคณะ (1997) พบวา่ การกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานต่อ
เช้ือรา Phytophthora capsici หลงัจากฉีดพ่น β-amino-n-butyric (BABA) ส่งผลให้ปริมาณ SA 
เพิ่มข้ึน ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัการสะสมเอนไซม ์chitinase และ β-1,3-glucanase ในล าตน้ของพริก
อย่างไรก็ตาม  การกระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทาน  induced systemic resistance (ISR) เป็น
กระบวนการท่ีเช้ือจุลินทรียท่ี์มีคุณสมบติัในการกระตุน้การเจริญเติบโตบริเวณรอบราก plant growth 
promoting rhizobacteria (PGPR) เช่น Pseudomonas aureofaciens, Bacillus sp. และ Trichoderma 
sp. กระตุน้ให้พืชเกิดความตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรค  มีการศึกษาการใช้เช้ือ 
Pseudomonas aureofaciens ในการกระตุน้ให้แตงกวาตา้นทานต่อเช้ือ Pythium aphanidermatum 
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สาเหตุโรครากเน่า (root rot) พบวา่  P. aureofaciens  สามารถกระตุน้ให้พืชมีกิจกรรมของเอนไซม ์
PAL, POX และ PPO เพิ่มข้ึน (Chen et al., 2000) ในขณะเดียวกนั กระบวนการท่ีพืชเกิดความ
ตา้นทานหลงัจากกระตุน้ systemic acquired resistance (SAR) สามารถสร้างสารและเพิ่มกิจกรรม
ของเอนไซมท่ี์ส าคญัในการปกป้องตนเองของพืชไดด้งัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ สารบางชนิด เช่น SA และ 
JA อาจเกิดการ crosstalk ระหวา่ง pathway ของทั้งสองกระบวนการ แต่สารดงักล่าวสามารถกระตุน้
ให้พืชเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการตา้นทานในพืชได้เช่นกัน (Bostock, 
2005; Buensanteai et al., 2009)   

4. ในการทดลองการใช้สปอร์ของเช้ือราสนิมในองุ่น และราสนิมลีลาวดีเป็น aathogen 
mediated resistance ใชไ้ม่ไดผ้ลอาจเกิดจาก 1) ชนิดและอายุของพืช การทดลองในก่ิงช าองุ่นอายุ 2 
เดือน ซ่ึงองุ่นเป็นพืชยืนต้นมีกลไกต่าง ๆ ของพืชไม่เหมือนกบัพืชตระกูลผกัท่ีเคยมีการทดลอง
ไดผ้ล ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีท าให้ใช ้PMR กระตุน้กระบวนการ SAR ไม่ไดผ้ล 2) เช้ือดงักล่าว
เป็น obligate parasite การสัมผสักบัพืช หรือการเลือกพืชอาศยัจะมีความจ าเพาะจงมากกวา่เช้ือพวก 
facultative saprophyte เช่น Colletotrichum sp. เป็นตน้ ซ่ึงจะมีความหลากหลายในการเขา้ท าลาย  
ในพืชหลายชนิดมากกว่า ซ่ึงอาจเกิดการส่งสัญญาณในพืชท่ีดีกว่า  จึงมีการทดลองท่ีใช้เช้ือ 
Colletotrichum sp.  กระตุน้ความตา้นทานต่อโรคในพืชต่าง ๆ อย่างได้ผล ตวัอย่างการทดลองท่ี
เก่ียวกบัการใชเ้ช้ือ Colletotrichum sp. อยา่งไดผ้ล Hammerschmidt และคณะ (1976) ทดลองปลูก
เช้ือ  C. lindemuthianum  เช้ือสาเหตุโรคถัว่ลงบนแตงกวา หลงัจากนั้นไดป้ลูกเช้ือ Cladosporium 
cucumerinum ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคในแตงกวา ลงบนใบต าแหน่งท่ีสอง  หลงัจากปลูกเช้ือคร้ังแรก 2-3 
วนั พบว่า ขนาดและจ านวนของแผลลดลง และ  Kuć และคณะ (1976) ได้ท  าการปลูกเช้ือ C. 
lagenarium ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคแอนแทรคโนสในแตงกวาลงบนใบจริงของแตงกวา ซ่ึงต่อมาไดท้  า
การปลูกเช้ือดงักล่าว ซ ้ าอีกคร้ังในใบต าแหน่งท่ีสองถึงส่ี ผลการทดลองพบวา่ ขนาดและจ านวนแผล
ลดลง ขอ้ดีของการใช ้PMR ในการกระตุน้ SAR คือหาก PMR สามารถกระตุน้ SAR ไดจ้ริงจะช่วย
ลดตน้ทุนในการควบคุมโรคจากสารเคมีได ้แต่ขอ้เสียของการใช ้PMR คืออาจใชเ้วลานานในการหา 
PMR ท่ีเหมาะสมในการกระตุน้  

5. การทดลองคร้ังน้ี มีขอ้จ ากดัหลายประการ  1) ชนิดพืช และการเจริญเติบโต องุ่นเป็นพืช
ท่ีตอ้งมีการดูแลรักษาเป็นอยา่งมาก การเจริญเติบโตขององุ่นแต่ละตน้แตกใบไม่เท่ากบั การเก็บผล
การทดลองจึงตอ้งเก็บใบทั้ง 3 ต าแหน่งแลว้น ามาตดัซอยและสุ่มมาวิเคราะห์สารและกิจกรรมของ
เอนไซม ์2) ควรศึกษาสภาพการปลูกตน้องุ่นท่ีเหมาะสม เช่น ตดัช าในสารละลาย แกลบด า และดิน
ปลูก ซ่ึงแต่ละสภาพการปลูกก็มีขอ้ดี ขอ้เสียแตกต่างกนั แต่ไดเ้ลือกการปลูกในดินปลูกจากดินกา้มปู 
เพราะท าใหก่ิ้งช าองุ่นมีการแตกรากและเจริญเติบโตไดดี้ การให้น ้ าสามารถซึมผา่นดินปลูกไดอ้ยา่ง
ดี  3) การเล้ียงเช้ือ  S. ampelinum  จะตอ้งมีอายุให้สอดคลอ้งกบัอายุของตน้องุ่น ซ่ึงค่อนขา้งยาก 
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เพราะเช้ือมีการปนเป้ือนจากเช้ืออ่ืนไดง่้าย และเจริญเติบโตชา้ 4) ตน้องุ่นพนัธ์ุ Black queens เป็น
พนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อโรค แต่ในการทดลองจะตอ้งท าให้ปลอดโรค และแมลงเขา้ท าลาย แต่เน่ืองจาก
สภาพแวดลอ้มในโรงเรือนท่ีไม่เหมาะสม อากาศร้อน และอากาศถ่ายเทไม่สะดวก ท าให้มีเพล้ียแป้ง
ท่ีอยูภ่ายในโรงเรือนเขา้ท าลาย แต่สามารถแกไ้ขไดโ้ดยการฉีดพ่น petroleum oil  5) สภาพแวดลอ้ม
ในโรงเรือนไม่เหมาะสม พดัลมระบายอากาศไม่ท างาน รอการซ่อมแซมเป็นเวลานาน ท าให้ตน้องุ่น
เกิดความเครียดจากสภาพอากาศท่ีร้อนเกินไป  จึงตอ้งแกไ้ขโดยการกางท าโรงเรือนขนาดเล็กมุงดว้ย
ตาข่ายกนัแมลง และพรางแสงดว้ยซาแลน เพื่อการระบายอากาศและลดอุณหภูมิ  

6. แนวทางการใช้ประโยชน์ในอนาคต สามารถแนะน าให้เกษตรกรใช้กระบวนการ 
induced resistance ในการปลูกองุ่นในประเทศไทย โดยใช้  chitosan สูตรท่ีเหมาะสมหรือ BTH 
เพราะผูบ้ริโภคส่วนใหญ่จะรับประทานผลสด หากสามารถกระตุน้ให้องุ่นเกิดความตา้นทานโรค
จากภายในจะมีความปลอดภยั ผลผลิตมีคุณภาพปราศจากสารเคมี และช่วยเพิ่มผลผลิตในองุ่นพนัธ์ุ
อ่อนแออีกดว้ย 
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1.  อาหารเลีย้งเช้ือรา 

1.1 Water Agar (WA) 

 วุน้ผง (Agar)    18 กรัม 
 น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง               1,000     มิลลิลิตร 

ผสมวุน้ผงกบัน ้ ำกลัน่ หรือน ้ ำกรอง  น ำไปตม้จนรวมเป็นเน้ือเดียวกนั  แบ่งใส่ภำชนะ เพื่อ
น ำไปน่ึงฆ่ำเช้ือภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด์/ตำรำงน้ิว หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 
นำที 

1.2  Potato Dextrose Agar (PDA) 
 มนัฝร่ัง    200 กรัม 
 น ้ำตำล Dextrose หรือ Glucose 20  กรัม 
 วุน้ผง (Agar)    18 กรัม 
 น ้ำกลัน่หรือน ้ำกรอง               1,000     มิลลิลิตร 

 หัน่มนัฝร่ังท่ีปอกเปลือกแลว้เป็นช้ินขนำดประมำณ 1  ลบ. ซม. ตม้กบัน ้ ำ 500 มิลลิลิตร จน
น่ิม  กรองเอำเฉพำะน ้ำสกดัผสม dextrose ทั้งหมดลงในน ้ ำสกดั  น ำไปผสมกบัวุน้ผงท่ีตม้จนละลำย
แลว้ ดว้ยน ้ ำส่วนท่ีเหลือ  คนให้เขำ้กนั  เติมน ้ ำให้ครบ 1 ลิตร แบ่งใส่ภำชนะเพื่อน ำเขำ้น่ึงฆ่ำเช้ือ
ภำยใตค้วำมดนั 15 ปอนด/์ตำรำงน้ิว  หรืออุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียสนำน 15-20 นำที 
 
2.  สารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ปริมาณ Salicylic acid และเอนไซม์ 

2.1  0.02 M Ferric ammonium sulfate 
 Ferric ammonium sulfate  4.82 กรัม 
 น ้ำกลัน่    500 มิลลิลิตร 
 2.2  1 M Tris – HCl, pH 8.0 
 Tris base    121.1 กรัม 
 deionization water   1,000 มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ใหเ้ป็น 8.0 
 2.3  1 M KCl  
 KCl      74.56 กรัม 
 น ้ำกลัน่    1,000 มิลลิลิตร 
 2.4  1 M phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 
 PMSF     174.20 กรัม 
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 Isopropanol    1,000 มิลลิลิตร 
 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 
 2.5  3% Triton-x 100   
 Triton-x 100     3 มิลลิลิตร 
 น ้ำกลัน่    97 มิลลิลิตร 
 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
 2.6  Dinitrosalicylic acid 
 3, 5-dinitrosalicylic acid  1  กรัม 
 Sodium potassium tartrate              50 มิลลิลิตร 
 2 N NaOH    30         มิลลิลิตร 
 น ้ำกลัน่    50  มิลลิลิตร 
 2.7  40% Sodium potassium tartrate  
 Sodium potassium tartrate  40 กรัม 
 น ้ำกลัน่    100 มิลลิลิตร 
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