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การพัฒนาวิธีตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ Sphaceloma ampelinum โดยเทคนิคทางเซรุม

วิทยากระทําโดย ใชสารสกัดเสนใยและโคนีเดียของเชื้อที่แยกไดจากองุนในพื้นท่ีปลูกอําเภอปากชอง 
(ไอโซเลต Sa_TK1) ซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 0.75 ไมโครกรัมตอการฉีด 1 ครั้ง ฉีดเขากระตายใน
ลักษณะฉีดเขากลามเนื้อโดยผสม Freund’s incomplete adjuvant 2 ครั้ง รวมกับการฉีดเขาเสน
เลือดโดยไมผสม Freund’s incomplete adjuvant 2 ครั้ง ๆ ละ 1.5 ไมโครกรัม  พบวา สามารถ
กระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum โดยได titer ของแอนติ
เซรุมเทากับ 1: 1,024 เม่ือทดสอบกับแอนติเจนเขมขน 1x106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร โดยวิธี direct 

antigen coating indirect ELISA   แอนติเซรุมที่ไดทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum 
และ Collectotrichum spp.ที่แยกไดจากองุนแตไมทําปฏิกิริยากับเชื้อราและแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช
ชนิดอ่ืนๆ   เม่ือตรวจสอบโดยวิธี  immunofluorescence พบวา โคนีเดียของเชื้อท่ีใชทดสอบจํานวน 
50 ไอโซเลต มีการเรืองแสง 4 รูปแบบ คือ ไมเรืองแสง, เรืองแสงไดนอย, เรืองแสงไดปานกลาง และ
เรืองแสงมากที่สุด   การดัดแปลงรูปแบบของวิธี  ELISA โดยใชช้ินสวนของใบบริเวณที่แสดงอาการ
เปน solid surface แทนพื้นท่ีผิวของหลุมพลาสติก (plastic plate surface)  พบวา ช้ินสวนของใบให
ปฏิกิริยาบวกในทุกไอโซเลต ยกเวน Sa_1, Sa_2 และ Sa_3  หลังจากปลูกเชื้อ 2 วัน การศึกษาความ
หลากหลายของเชื้อ S. ampelinum จํานวน 12  ไอโซเลต  กระทําโดยเปรียบเทียบลกัษณะของโคโลนี
บนอาหาร  PDA , ขนาดของโคนีเดีย, ปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาดวยวิธี  ELISA และ double gel 

diffusion พบวา  ลักษณะของโคโลนีของเชื้อมีรูปแบบไมแนนอน มีขนาดเสนผาศูนยกลางอยูระหวาง  
0.5 - 2  เซนติเมตร  หลังจากเลี้ยง 10 วัน และจะขยายขนาดขึ้นเปน 2.5 เซนติเมตร เม่ือเชื้อมีอายุ 1-2 

เดือน โคโลนีสามารถแบงตามลักษณะสีได 3 ลักษณะ คือ สีเหลืองออน, สีเหลืองเขมถึงสีสม และสี
แดง  สวนขนาดของโคนีเดียแตละไอโซเลตมีขนาดใกลเคียงกัน เฉลี่ยระหวาง  2.17-3.35 x 5.24-

6.83 ไมครอน เมื่อศึกษาดวยวิธี ELISA พบวา เชื้อในแตละไอโซเลตมีคาดูดกลืนแสง A 405 

แตกตางกันแบงเปน 4 กลุม คลายกับปฏิกิริยาที่พบใน immunofluorescence คือ คาดูดกลืนแสงไม
ตางจาก  negative control, คาดูดกลืนแสงต่ํา, คาดูดกลืนแสงปานกลาง และคาดูดกลืนแสงสูง โดย
คาดูดกลืนมีความสัมพันธไปในทางเดียวกันกับระดับการเรืองแสง และจากการนําเชื้อ S. ampelinum  
จํานวน 12 ไอโซเลตมาปลูกลงบนองุน 6 สายพันธุ คือ Black queen, Marroo seedless, Crimson 

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

 

A serological technique was developed for the detection of Sphaceloma 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

can be detected before the symptoms appear. By comparison of colony morphology, 
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3.1 แสดงไอโซเลตของเชื้อที่เกบ็จากองุนพนัธุตาง ๆ จากแหลงปลูกองุนที่สําคัญเพื่อใชใน 
การศึกษา  17 

4.1 แสดงขนาดของโคนีเดียของเชื้อ S. ampelinum จํานวน 38 ไอโซเลต ที่เก็บจาก 

แหลงปลูกองุน  31 

 4.2 การตรวจสอบความเจือจางต่ําสุดที่ยังทําปฏิกิริยากับแอนติเจนได (titer)    34  

 4.3 ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติเซรุมทีผ่ลิตไดตอเชื้อ S. ampelinum  

  ไอโซเลต Sa_TK1 กับเชื้อ S. ampelinum บางไอโซเลตและจุลินทรียชนิดอื่นๆ   36 
4.4 แสดงคาดดูกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร เมื่อตรวจสอบโดยการใชช้ินสวนของใบ 

ที่แสดงอาการแทน solid surface ของ plastic plate surface  38 

4.5 ปฏิกิริยาของเชื้อ S. ampelinum ตอ polyclonal antibody (PAbs) ในการทดสอบ 

ดวยวิธี immunofluorescence test  43 

4.6 แสดงคาดดูกลืนแสงของเชื้อ S. ampelinum ความเขมขน 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร  
โดยวิธี indirect- ELISA ที ่405 นาโนเมตร  46 

4.7 แสดงความสามารถในการทําใหเกดิโรคของเชื้อ S. ampelinum แตละไอโซเลต  
บนพันธุองุน   50 

4.8 แสดงขนาดของแผลที่เกดิจากเชื้อ S. ampelinum หลังจากปลูกเชือ้ 10 วัน  
บนองุนพันธุตางๆ   51 

4.9 แสดงวนัแรกที่เชื้อในแตละไอโซเลตปรากฏแผลบนองุนพันธุตาง ๆ  52 
 

 
 

 
 

 



สารบัญรูป 
 

รูปท่ี                                   หนา 
 
2.1 แสดงปฏิกิริยา (1) Identity (2) Non-identity และ (3) Partial identity ในการตรวจสอบ   

ปฏิกิริยาเซรุมวิทยาดวยวิธี gel diffusion                     12         

3.1  ภาพกิ่งชาํขององุนที่แตกใบออนหลังปกชํา 10  วัน                                23 

4.1   ลักษณะขององุนที่แสดงอาการโรคสแคบ              26 

4.2 แสดงการเจรญิของเชื้อ S. ampelinum บนอาหาร WA ที่เจริญออกมาจากชิ้นสวนของ    
องุนที่เปนโรคทําการแยกเชือ้โดยวิธี tissue transplanting      37 

4.3 ลักษณะการเจริญของเชื้อ S. ampelinum ที่เจริญบนอาหาร PDA เปนเวลา 10 วัน                                       
หลังจากที่ยายจากอาหาร WA   เปนการเจริญแบบพอกพูน 28 

4.4   ลักษณะโคนีเดียของเชือ้ S. ampelinum ที่ศึกษาดวยกลองจุลทรรศน 29 

4.5   ลักษณะพื้นผิวภายนอกขององุนที่แสดงอาการตาง ๆ ของโรคสแคบขององุนในประเทศ   
ไทยถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด.      29  

4.6    แสดงลักษณะการเจริญของเชื้อ S. ampelinum อายุ 15 วัน บนอาหาร PDA                  30 
4.7   ลักษณะปรากฏของอาการเริ่มแรกของโรคสแคบหลังจากปลูกเชื้อ 4 วัน ที่กําลังขยาย  
         40 x 39 
4.8   ลักษณะปรากฏของอาการเริ่มแรกของโรคสแคบหลังจากปลูกเชื้อ 4 วัน ที่กําลังขยาย 
   100 x 40 
4.9   แสดงการเรืองแสงของเชื้อ S. ampelinum ที่ทําการทดสอบโดยวิธี    

immunofluorescence   tests         41  
4.10 แสดงการเรืองแสงสีเขียวของโคนีเดยีของเชื้อ S. ampelinum จากการทดสอบโดยวิธี 

immunofluorescence          42 
4.11 แสดงลักษณะ precipitin band ที่เกิดขึ้นระหวางแอนติเซรุมกบัแอนติเจนของเชื้อ S. 

ampelinum            48  
4.12 ลักษณะอาการของโรคสแคบที่เกิดบนองุนกิ่งชําหลังจากทําการปลูกเชื้อในพนัธุ ตางๆ   53 

     
 
 
 



คําอธิบายสญัลักษณ และคํายอ 
 
Ab   =  antibody 

Ag  =  antigen 

As  =  antiserum 

ELISA  =  enzyme-linked immunosorbent assey 

PDA  =  potato dextrose agar 

PDB  =  potato dextrose broth 

WA  =  water agar 

PBS  =  phosphate buffer saline 

PBS-T  =  phosphate buffer saline tween 

FITC  =  fluorescein isothiocyanate 



 
 

บทที่ 1 

บทนํา 
 
 

1.1 ความสําคัญของปญหา 
      องุน (Vitis vinifera Linn.) เปนไมผลเศรษฐกิจของไทยชนิดหนึ่ง ซ่ึงเปนที่นิยมของผูบริโภค 
ในชวงกอนป พ.ศ. 2503 องุนรับประทานผลสดในประเทศไทยนําเขาจากประเทศสหรัฐอเมริกา
และออสเตรเลียทําใหองุนมีราคาสูง หลังจากนั้นจึงไดมีการนําพันธุองุนมาทดลองปลูกในประเทศ
ไทยและประสบความสําเร็จในป พ.ศ.2503 การผลิตองุนเปนการคาจึงเริ่มขึ้นโดยมีแหลงกําเนิดใน
เขตภาคกลาง จังหวัดนครปฐม ราชบุรี สมุทรสาคร และสมุทรสงคราม ปจจุบันการปลูกองุนขยาย
ไปสูภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันตก สถานการณการผลิตองุนในประเทศ
ไทยในป 2541 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกองุนประมาณ 16,981 ไร ผลผลิตทั้งหมดประมาณ 31,677 
ตัน/ป ผลผลิตเฉลี่ย 2.4 ตัน/ไร ขอมูลในการผลิตองุนรับประทานผลสดพันธุที่นิยมปลูกไดแก พันธุ
ไวทมะละกาและพันธุคารดินัล มีผลผลิตทั้งประเทศประมาณ 27,556 ตัน องุนพันธุอ่ืนๆ ที่นิยม
ปลูกเพื่อรับประทานผลสด ไดแก  Kyoho, Beuty Seedless, Early Muscat และ Carolina 

Blackrose และองุนทําไวนที่นิยมปลูกไดแกองุนพันธุ Chenin blanc และ Shiraz มีผลผลิตทั้ง
ประเทศประมาณ 4,043 ตัน นอกจากใชรับประทานผลสดและทําไวนแลวองุนยังสามารถนําไปใช
ประโยชนไดในหลายลักษณะ เชน ทําน้ําผลไม แยม ลูกเกด และบรั่นดี  เปนตน  ดังนั้นการปลกูองุน
จึงมีการขยายพื้นที่ปลูกออกไปอยางกวางขวาง ซ่ึงเมื่อมีการขยายพื้นที่ปลูกมากขึ้นก็ยอมมีปญหา
เกิดขึ้น ปญหาที่สําคัญที่สุดของการผลิตองุนคือการแพรระบาดของโรค องุนเปนพืชชนิดหนึ่งที่มี
โรคจํานวนมากเขาทําลาย ในประเทศไทยมีโรคที่พบระบาดประจําไดแก โรคราน้ําคางที่เกิดจากเชื้อ 
Plasmopara viticola โรคแอนแทรคโนส (เตาเผา) เกิดจากเชื้อ Collectrotichum ampelinum 
โรคราสนิมเกิดจากเชื้อ Physopella ampelopsidis โรคกิ่งแหงหรือเนาขมเกิดจากเชื้อ Greeneria 

uvicola   นอกจากนั้นยังพบ โรคสแคบ (อีบุบ) หรือแอนแทรคโนสที่เกิดจากเชื้อ Sphaceloma 

ampelinum  (กรรณิการ  เพี้ยนพักตร และคณะ, 2533) ซ่ึงเปนโรคที่มีผูศึกษานอยในประเทศไทย
เนื่องจากสับสนกับโรคแอนแทรคโนส (เตาเผา) ที่เกิดจาก  เชื้อ C.  ampelinum (กรรณิการ      
เพี้ยนพักตร และคณะ ,2537) 
 โรคสแคบ ณ  ปจจุบันไดกลายเปนโรคพืชที่สําคัญอีกชนิดหนึ่งในประเทศไทย เพราะนอกจาก
องุนแลว ยังมีรายงานวาพบบนพืชอีกหลายชนิด เชน กะวาน กุหลาบ ชา  ถ่ัวลิสง  นอยหนา  ฝร่ัง  
มะละกอ มะมวง มะมวงหิมพานต ยางพารา ละหุง หนาววั สม  สัก และอะโวกาโด โดยโรคนี้เร่ิมกอ 
 



 

ใหเกิดความเสียหายมากขึ้นกับ มะมวง แกวมังกร และกระเจี๊ยบเขียว (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและ
คณะ, 2545) การแกไขปญหาในองุนสวนใหญมักกระทําหลังจากที่มีการระบาดของโรคอยาง
รุนแรงแลวซ่ึงมักจะไมไดผลเนื่องจากเปนชวงฤดูฝนทําใหฉีดพนสารเคมีลําบากหรือเกิดการดื้อยา
ของเชื้อ  ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งที่ตองทําการพัฒนาวิธีการตรวจสอบโรคสแคบ เพื่อการปองกัน
กอนการแพรระบาด โดยเนนการศึกษาปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาเพื่อสามารถนํามาพัฒนาเปนวิธี
ตรวจหาเชื้อสาเหตุของโรคสแคบกอนที่โรคจะแพรระบาดหรือนํามาใชในการตรวจสอบโรคที่อาจ
ติดมากับทอนพันธุที่นําเขามาจากตางประเทศหรือจากแหลงปลูกที่มีการแพรระบาดของเชื้อ เพื่อ
เปนการปองกันการแพรระบาดของเชื้อเมื่อนําไปปลูกในพื้นที่ใหม    
 ป 2536 กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ ไดทดสอบเปรียบเทียบความสามารถของเชื้อ S.  

ampelinum จํานวน 6 ไอโซเลต  จากพื้นที่ปลูกตางๆ   ในการทําใหเกิดโรคโดยทดสอบบนองุน
พันธุไวทมะละกา พบวาเชื้อทุกไอโซเลต สามารถทําใหเกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต แตผลการ
ทดลอง ดังกลาวยังไมชัดเจนในเรื่องความหลากหลายของเชื้อ เนื่องจากองุนพันธุไวทมะละกาอาจ
เปนพันธุที่ออนแอ ดังนั้นการทดลองนี้จึงทําการทดสอบ เชื้อ  S.  ampelinum บนพันธุองุนหลาย 
สายพันธุ เพื่อศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อแตละไอโซเลต และ
ศึกษาถึงความหลากหลายของเชื้อ  เพื่อทราบขอมูลวาเชื้อที่ระบาดอยูในแตละพื้นที่มีความแตกตาง
กันหรือไม  ขอมูลดังกลาวเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการพัฒนาพันธุตานทานซึ่งนาจะเปนวิธีที่
เหมาะสมที่สุดในการใชจัดการกับโรคสแคบ 
  
 1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 
        1.2.1   เพื่อพัฒนาวิธีการตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ S.  ampelinum ในองุนกอนทีเ่ชื้อ

จะแพรระบาด 

        1.2.2  เพื่อศึกษาถึงความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อ S. ampelinum สาเหตุโรคสแคบ 
ในประเทศไทยโดยวิธีทางเซรุมวิทยาและปฏิกิริยาบนพันธุองุน 

 

1.3  สมมติฐานการวิจัย 
1.3.1 การตรวจการเขาทําลายของ S. ampelinum สามารถทําไดกอนที่พืชจะปรากฏอาการ

ของโรคหากใชวิธีการตรวจสอบที่เหมาะสม 

1.3.2 เชื้อ S. ampelinum มีความหลากหลายทางสายพันธุ เนื่องจากการปลูกองุน
แพรกระจายอยูในหลายภาคของประเทศ ความแตกตางดังกลาวสามารถตรวจสอบได
โดยใชเทคนิคทางเซรุมวิทยาและปฏิกิริยาบนองุน 
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1.4   ขอบเขตการวิจัย 
 การวิจัยคร้ังนี้มุงเนนศึกษาถึงการพัฒนาวิธีการตรวจสอบการเริ่มเขาทําลายของเชื้อสาเหตุ
โรคสแคบในองุน  โดยวิธีการทางเซรุมวิทยา  และตรวจสอบความแตกตางทางเซรุมวิทยาของเชื้อ  
S.  ampelinum ที่เก็บจากองุนในแหลงปลูกที่สําคัญของประเทศ 
 

 1.5   ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
   ทราบถึงขอมูลความหลากหลายของสายพันธุของเชื้อสาเหตุโรคสแคบ และสามารถนํา

ความรูที่ไดมาใชเปนขอมูลพื้นฐานทีจ่ะใชในการพัฒนาพันธุตานทาน สําหรับวิธีการตรวจสอบหาก
พัฒนาขึ้นไดจะสามารถนํามาใชชวยการตดัสินใจ พิจารณาใชสารเคมีทําใหใชไดอยางถูกเวลา ซ่ึง
นาจะชวยลดปญหาการใชสารเคมีอยางพร่ําเพรื่อ 
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บทที่ 2   
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 

2.1 ความสําคัญขององุน 

องุนมีช่ือวิทยาศาสตรวา Vitis vinifera Linn. เปนผลไมตางประเทศในเขตอบอุน 
(temperate) แตมีรายงานการปลูกในประเทศตางๆ เกือบทั่วโลก (วันณรงค เหลาประดิษฐ, 2542) 

จัดอยูในวงศ Vitacea มีช่ือสกุลวา Vitis สกุลนี้แบงเปน 2 สกุลยอย (subgenera) คือ Euvitis และ 

Muscadinia      (นันทกร บุญเกิด, 2545) องุนเปนผลไมที่ปลูกกันมานานเกาแกที่สุดอยางหนึ่งของ
โลก ถ่ินกําเนิดดั้งเดิมอยูบริเวณเอเซียไมเนอร ตรงบริเวณระหวางทะเลดําและทะเลเมดิเตอรเรเนียน 
และจากแหลงนี้องุนไดแพรขยายออกไปทั้งทางตะวันออกและตะวันตก ไปสูทวีปยุโรป อเมริกา
และแหลงอื่น ๆของโลก (กลุมเกษตรสัญจร, ม.ม.ป.) องุนสามารถเจริญเติบโตไดดีทั้งในเขตหนาว 
เขตอบอุน และเขตรอน โดยในเขตอากาศหนาวและเขตอบอุน  องุนจะมีลักษณะเปนพืชผลัดใบ จะ
ผลัดใบในฤดูใบไมรวง พักตัวในฤดูหนาวแตกตาใบในฤดูใบไมผลิ และเจริญเติบโตไปจนผลแกใน
ฤดูรอน สวนองุนที่นํามาปลูกในเขตรอนจะมีใบสีเขียวตลอดป ไมมีการพักตัวตามธรรมชาติ 
โดยทั่วไปคุณภาพขององุนในเขตรอนมักจะสูองุนในเขตอากาศหนาวไมได (ยงยุทธ ธํารงนิมิต, 
2547) ในเขตหนาวในชวงฤดูรอนองุนจะสุกแกพอดี  ความชื้นในอากาศต่ําทําใหตนเติบโตไดดี 
โรคแมลงไมคอยรบกวน  การสุกของผลเปนไปอยางชา ๆ การสรางรสชาติและลักษณะเฉพาะตัว
ของผลเปนไปไดอยางเต็มที่ สัดสวนของสวนประกอบตาง ๆ ในผลพอเหมาะทําใหคุณภาพรสชาติ
ของผลดี สวนในเขตรอนความชื้นในอากาศสูงตลอดป สงผลใหตนองุนเติบโตไดรวดเร็วแตโรค
และแมลงศัตรูก็ระบาดไดรวดเร็ว เชนกัน นอกจากนี้ฝนที่ตกชุกก็ทําความเสียหายอยางมากแกชอ
ดอก อาจทําใหดอกรวง ผลแตก คุณภาพและรสชาติไมดี  พันธุองุนทั้งหมดของโลกมีไมนอยกวา 
8,000 ชนิด ซ่ึงมีช่ือและลักษณะพันธุตางๆ กันออกไป แตมีเพียง 20% เทานั้นที่ปลูกกันเปนสวน
องุนการคา  ปจจุบันทั่วโลกมีการปลูกองุนทั้งสิ้น 48,750,000 ไร ยุโรปมีพื้นที่ปลูกเทากับ 

32,500,000 ไร ประเทศที่มีการปลูกมากไดแก สเปน, อิตาลี, ฝร่ังเศส ในแถบเอเชียมีพื้นที่ปลูก
ทั้งสิ้น 8,125,000 ไร ในทวีปอเมริกาผลิตได 4,900,000 ไร พื้นที่หลักที่ใชในการผลิตคือ 
สหรัฐอเมริกา อารเจนตินาและชิลี ในทวีปอัฟริกา ผลิตได 2,801,250 ไร พื้นที่ที่ปลูกมากไดแก 
ประเทศแถบเมดิเตอรเรเนียน และอัฟริกาใต  มีผลผลิตขององุนรับประทานผลสดทั้งสิ้น 7.7 ลาน
ตัน พื้นที่หลักที่ผลิตองุนรับประทานผลสด ไดแก ประเทศอิตาลี ผลผลิต 1.5 ลานตัน รองลงมา คือ 
ประเทศสเปน กรีซ สหรัฐอเมริกา และชิลี ตามลําดับ  (CAB, 2000) 



 

2.2 การปลูกองุนในประเทศไทย 

 สําหรับประเทศไทยไมปรากฏหลักฐานแนชัดวานําเขามาในสมัยใด แตพอจะเชื่อไดวาในสมัย
รัชกาลที่ 5 พระองคทานไดนําพันธุไมแปลกๆ จากตางประเทศที่ไดเสด็จประพาสมาปลูกใน
ประเทศไทย และเชื่อวาในจํานวนพันธุไมแปลกๆ เหลานั้นนาจะมีพันธุองุนรวมอยูดวย ตอมาใน
สมัยรัชกาลที่ 7 มีหลักฐานยืนยันวาเริ่มมีการปลูกองุนกันบางแตผลองุนที่ไดมีรสเปรี้ยว การปลูก
องุนจึงซบเซาไป ตอมาในป 2493 ไดเร่ิมมีการปลูกองุนอยางจริงจัง โดย หลวงสมานวนกิจ ไดนํา
พันธุมาจากแคลิฟอรเนีย และป 2506 อาจารย ปวิณ ปุณณศรี และคณะ ไดนําพันธุมาจากยุโรป
หลายสายพันธุ ไดแก พันธุคารดินาล พันธุมัสแคทฮัมเบิรก พันธุโกลเดนมัสแคท พันธุเอ็มเปอเรอ 
ซ่ึงปลูกไดผลเปนที่นาพอใจ (นันทกร บุญเกิด, 2544) นับแตนั้นมาการปลูกองุนในประเทศไทยจึง
แพรหลายมากขึ้น ปจจุบันในประเทศไทยมีการปลูกองุนในแถบภาคตะวันตก เชน อําเภอดําเนิน
สะดวก จังหวัดราชบุรี อําเภอสามพราน อําเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม อําเภอบานแพว จังหวัด
สมุทรสาคร ซ่ึงสามารถใหผลผลิตไดดี แตเกษตรกรบางรายไดเปลี่ยนจากองุนเปนพืชอ่ืน เนื่องจาก
มีโรคแมลงระบาดมาก และแมลงดื้อยาไมสามารถกําจัดได ทําใหพื้นที่ปลูกองุนในแถบนี้ลดลง 
พื้นที่ปลูกองุนไดขยายไปในแถบภาคกลาง ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ถึงแมวาราคาจะ
เปนแรงจูงใจ แตปญหาเรื่องโรคแมลงระบาดมากทําใหพื้นที่ปลูกองุนไมคอยขยายเทาที่ควร  

2.3 โรคสแคบขององุน 
 
โรคขององุนซึ่งเกิดจากเชื้อ Sphaceloma ampelinum เดิมทีถูกเรียกวา charbon ในประเทศ

ฝร่ังเศสซึ่งเปนคําที่ใชเรียก smut ของธัญพืชดวย ทําใหเกิดความสับสน ป ค.ศ. 1853 Fabre และ 
Dunal จึงเสนอใหเรียกชื่อโรควาโรคแอนแทรคโนส (Jenkins, 1933 อางถึงใน กานต คําทรัพย, 
2546) แตเนื่องจากโรคแอนแทรคโนสนิยมใชเรียกชื่อโรคที่เกิดจากเชื้อ Collectrotichum 

ขณะที่สแคบนิยมใชกับโรคที่เกิดจากเชื้อ Sphaceloma กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ จึงเสนอ
ใหเรียกชื่อโรคที่เกิดในประเทศไทยวาโรคสแคบ  

  
2.3.1 เชื้อรา Sphaceloma ampelinum 

                   เชื้อ S. ampelinum สามารถจดัจําแนกตามอนุกรมวิธาน ไดดังนี้ (ไพโรจน จวงพานิช, 2525) 

 

Division Eumycota 
Class Deuteromycetes  

Order Melanconiales  

Family Melanconiaceae 
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 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ พบวา ขยายพันธุแบบไมใชเพศ เรียกวา conidia ซ่ึง
เกิดบนกานที่เรียกวา conidiophore เกิดใน acervulus สามารถสราง conidia ไดอยางรวดเร็วและ
มีจํานวนมากโดยเฉพาะอยางยิ่งถาสภาพแวดลอมตาง ๆ เหมาะสม เชน อุณหภูมิ ความชื้น แสง 
อาหารและความเปนกรดเปนดาง (pH) ของอาหาร (ประสาทพร สมิตะมาน, 2534) มี perfect 

state ในชื่อ Elsinoe ampelina จัดอยูใน Class Ascomycetes  Order Myriangiales สราง
สปอรขยายพันธุแบบใชเพศ เรียกวา ascospore จํานวน 8 สปอร แตละสปอรมี 4 เซลล มีขนาด
ตั้งแต 29-35 x 4.5-7 ไมโครเมตร เกิดใน ถุงหุม(ascus)   ascospore สามารถงอกไดที่อุณหภูมิ  
2-32 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นจะเขาทําลายเนื้อเยื่อและพัฒนาเปนแผลบนใบองุน ในป 1874  
De Bary ไดศึกษารายละเอียดและรายงานถึงเชื้อนี้คร้ังแรกโดยใชช่ือ S. ampelinum  ไดสราง
ความเสียหายแกองุนอยางรุนแรงในประเทศสหรัฐอเมริกาตะวันออกและยุโรป ตอมาจึงมีผูสนใจ
ศึกษาเกี่ยวกับโรคนี้เปนจํานวนมากและรายงานชื่อเชื้อสาเหตุไวหลายชื่อ ไดแก Torula meyeni, 
Ramularia meyeni, Ramularia ampelophaga ในป ค.ศ.1900 Raciborski รายงานวาเชื้อ    
E. viticola เปนสาเหตุของโรคชนิดหนึ่งในองุนซึ่งมีสปอรคลาย E. ampelina  ตอมา Jenkins 

(1925) และ Horsfall (1929) รายงานวา เชื้อ  E. viticola เปน synonym ของเชื้อ                       
E. ampelinum 

  เชื้อ S.  ampelinum  ตรวจพบครั้งแรกในประเทศไทย ในป พ.ศ. 2506 ที่ อําเภอปาก
ชอง จังหวัดนครราชสีมา  (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ, 2545) ในประเทศไทย พบเชื้อ           
S. ampelinum ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคสรางเฉพาะ conidial state อยางเดียว ในขณะที่ตางประเทศ
ไดมีรายงานการพบ perfect state บนองุน (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ, 2536) 

 Viala และ Pacottet (1904) อางถึงใน กานต คําทรัพย (2546) รายงานวา                
S. ampelinum มีการแสดง reproductive stage ไดมากกวา 1 ระยะ (polymorphic) คือมี 
conidial stages 2-3 ระยะ โดยมีระยะที่เรียกวา yeast form ซ่ึงในระยะนี้จะมี giant cell resting 

spore และระยะที่เรียกวา monosorous และ polysorous cysts เปนระยะที่สราง conidioma 

และ spermagonia สามารถเปลี่ยนไปเปน ascospore stage ได 
  

 Jenkins และ Giltner (1935) อางถึงใน กานต คําทรัพย (2546) ไดกลาวถึงการเลี้ยง
เชื้อ E. ampelina ในอาหาร PDA และ beef agar พบวา เชื้อจะไมสราง conidia บนอาหารเลี้ยง
เชื้อจะมีแตการเจริญทางเสนใยแตเมื่อยายเชื้อไปเลี้ยงในสภาพบรรยากาศที่มีความชื้นพบวาเชื้อมี
การสราง conidium เกิดขึ้น ในรายงานยังไดกลาวถึงอาหารที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ                  
E. ampelina   คือ PDA, glycerin  และ Saboyraud’s maltose agar และยังรายงานวาเชื้อ           
E.  ampelina   มีอัตราการเจริญชามากบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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 2.3.2 อาการของโรคสแคบ 

 เชื้อสามารถเขาทําลายองุนที่อยูเหนือพื้นดินไดทุกสวน โดยเฉพาะสวนที่เปนเนื้อเยื่อ
เจริญ (meristematic tissue)  เชน ใบ, กานใบ, มือจับ, ยอดออน, และผลออน อาการบนใบหรือ
สวนยอดมักจะเห็นเปนจุดฉ่ําน้ํา สีน้ําตาลออน หรือเทา มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1-5 มิลลิเมตร 
ลักษณะกลม ตอมาจุดเหลานั้นจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาล จุดแผลดังกลาวเมื่อใบขยายใหญขึ้นจะขาด
เปนรูพรุน (shot-hole) ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมแผลจะขยายโตขึ้น และรวมกันจนเนื้อเยื่อใบหด
ตัวใบมวนงอลงดานลางหรือบิดงอ การทําลายบนผลมักจะเกิดในชวงผลออนอายุผลไมเกิน 60-70 

วัน จะเห็นเปนแผลสีน้ําตาลคอนขางกลมแผลจะมองดูแหงแข็งและยุบตัวลงไปเล็กนอยและมักไม
ขยายขนาดมากนัก (เตือนใจ กาหลงและคณะ, 2545) แผลมีขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ย  1/4  นิ้ว 
บริเวณกลางแผลมีสีขาวเทา  สวนบริเวณรอบ ๆ  แผลจะมีสีน้ําตาลแดงหรือดํา เมื่อแผลพัฒนาเต็มที่
เชื้อจะสราง acervulus บนแผล  และเมื่อมีสภาพอากาศที่เหมาะสมโคนีเดียของเชื้อจะถูกปลอยจาก 
acervulus และเขาทําลายสวนอื่น ๆ ตอไป  
 อาการบนกิ่ง เถาหรือมือจับ เร่ิมจากเชื้อเขาทําลายบริเวณยอดออนลงมา บริเวณทีถู่ก
ทําลายจะเกิดอาการบิดงอและมีแผลตะปุมตะปา การทาํลายที่ยอดและเถาทําใหเกิดเปนสะเกด็สีดาํ 
และพบจดุแผลสีน้ําตาลดําที่มีลักษณะยุบตวัลงไปและแผลมีขอบนูน ใบมักจะหงกิงอและบิดเบีย้ว
ไป การเขาทําลายที่กานชอดอกจะทําใหชอดอกบิดเบีย้ว และแคระแกรน็ ชอดอกจะออนแอตอเชื้อ
ในชวงกอนดอกบาน  
  เมื่อเปรียบเทียบกับอาการของแอนแทรคโนส พบวา โรคแอนแทรคโนสชอบเขา
ทําลายผลระยะใกลแกที่ผลเร่ิมนิ่มโดยเกิดเปนจุดช้ําน้ําสีน้ําตาลออนตอมาขยายขึ้นเปนแผลขนาด
ใหญมี 2 ลักษณะคือ เปนจุดสีน้ําตาลออนรูปรางกลมหรือรี ไมมีขอบแผลที่ชัดเจน ตรงบริเวณกลาง
แผลจะพบเม็ดสีดําเรียงรายอยูภายในบริเวณแผลเนา อีกลักษณะหนึ่งเปนแผลสีน้ําตาลดํายุบตัวลง
ตรงกลาง แผลมีลักษณะเปนวงซอนกัน และพบเม็ดเล็ก ๆ สีดําขึ้นเรียงรายโดยบางครั้งจะพบ
ลักษณะคลายผงหรือเมือกสีสมซึ่งเปนสวนขยายพันธุของเชื้อราอยูในบริเวณแผลนั้น (เตือนใจ 
กาหลง และคณะ, 2545)  

2.3.3 การแพรระบาดและวงจรการเกิดโรค 

 เชื ้อจะอยู ข ามฤด ูใน เศษซากขององุ นที ่เ คย เป นโรค  เมื ่อสภาพแวดล อม
เหมาะสม เชื้อจะสราง inoculum ขึ้นใหมในรูปของโคนีเดีย ซ่ึงเปน primary inoculum โคนี
เดียจะแพรกระจายโดยลมและละอองน้ําฝน เมื่อมีความชื้นสูงเชื้อจะงอก germ tube  เขาทําลายพืช 
ไปเจริญอยูในเซลล เขาทําลายสวนตาง ๆ ขององุน โคนีเดียจะงอกเมื่อไดรับความชื้นเปนระยะเวลา
นาน 4-7 ช่ัวโมง และมีความชื้นสัมพัทธ 100 เปอรเซ็นต ปจจัยที่มีอิทธิพลอยางมากตอการงอกของ
โคนีเดียคือระยะเวลาที่ใบพืชเปยก  อาการของโรคจะเริ่มปรากฏภายใน 3-8 วัน หลังจากปลูกเชื้อลง 
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บนพืชแลวนําไปเก็บไวในที่ช้ืนอุณหภูมิ 12±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และเก็บในที่
แหงที่อุณหภูมิ 12±1 องศาเซลเซียส นาน 17 วัน โคนีเดียจะปรากฏบนใบใหมภายใน 12-14 วัน 
หลังจากการเขาทําลาย (Brook, 1973)  สปอรจะงอกบนผิวใบองุนหลังจากบมที่อุณหภูมิหองเปน
เวลานาน 2 ช่ัวโมง และจะงอกสูงสุดหลังจากปลูกเชื้อ 24 ช่ัวโมง การงอกของสปอร พบวาสปอร
มากกวา 95 เปอรเซ็นต จะงอกที่บริเวณทองใบเนื่องจากมีปากใบมาก สวนโครงสรางที่เปน 
appressoria  จะเกิดขึ้นเมื่อ germ tube  แทงเขาไปในปากใบ (Naik, Sastry, and Lingaraju, 
1987) 
  ประเทศที่พบวามีการแพรระบาดของโรค คือ ประเทศจีน, สหรัฐอเมริกา, ฟลิปปนส, 
อินเดีย, นิวซีแลนด, ออสเตรเลีย และแอฟริกาใต เชื้อ S. ampelinum   ในอาหารเลีย้งเชื้อสามารถ
เจริญเติบโตไดสูงสุดที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และหยุดการเจริญที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ชวงเวลาใบเปยกที่เหมาะสมที่เชื้อสามารถเขาทําลายได คือ 7-10 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 12 องศา
เซลเซียส หรือ 3 - 4 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส  (Mortensen, 1981) เชื้อจะผลิตโคนีเดีย
ภายใน 14 วนัหลังจากปลกูเชื้อ ที่อุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส หรือ 5 วนั หลังปลูกเชื้อที่อุณหภูม ิ  
21 องศาเซลเซียส สปอรสามารถปลิวไปตามลมและฝนไดไกลถึง 7 เมตรจากแหลงกําเนิด (Brook, 

1973) ในอินเดียพบวา อุณหภูมิต่ําสุดที่เชื้อยังสามารถเจริญได คือ ที่อุณหภูมิ 5-18 องศาเซลเซียส 
เชื้อสามารถเจริญและสราง สปอรสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Mathur and Gupta, 1975) 
 ในประเทศนิวซีแลนด องุนจะเริ่มแตกตาในเดือนกันยายน และจะเริ่มเกิดชอดอก
ในชวงปลายเดือนพฤศจิกายนถึงตนเดือนธันวาคม องุนสามารถเก็บเกี่ยวไดในเดือนมีนาคมในป
ถัดไป primary infection ที่เกิดจากโคนีเดียบนองุนจะเกิดในชวงปลายเดือนกันยายนถึงตนเดือน
ตุลาคมประมาณ 4  สัปดาหหลังจากแตกตาคือชวงที่กิ่งองุนมีใบประมาณ 5 ใบ เชื้อจะพักตัวอยูใน
ช้ัน epidermis เมื่อถึงชวงฤดูฝนก็จะเกิดการแพรระบาดทันที  (Brook, 1992) 
 ในประเทศอินเดีย องุนแตกตาในชวงปลายเดือนกุมภาพันธ ชอดอกเกิดชวงปลาย
เดือนมีนาคมถึงเมษายน องุนสามารถเก็บเกี่ยวไดประมาณสัปดาหแรกของเดือนกรกฎาคม โรคจะ
เร่ิมระบาดโดยเริ่มปรากฏอาการของโรคในเดือนมีนาคมและจะระบาดจนถึงเดือนเมษายน และจะ
ลดการระบาดลงในเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายน แตโรคจะกลับมาระบาดรุนแรงอีกครั้งในเดือน
กรกฏาคมถึงสิงหาคมเนื่องจากเปนชวงของมรสุมและจะระบาดจนถึงเดือนกันยายน โรคจะระบาด
รุนแรงที่สุดในเดือนกันยายน ระบาดนอยที่สุดในเดือนพฤษภาคม ชวงที่โรคระบาดรุนแรงจะมีการ
ระบาดรุนแรงสองชวง คือ ตั้งแตเดือนมีนาคมถึงเดือนเมษายน และเดอืนสิงหาคมถึงเดือนกนัยายน 
การระบาดของโรคจะมีความสัมพันธกับปริมาณน้าํฝนและอุณหภูมิ (อุณหภูมิสูงสุด 28-30 องศา 
เซลเซียส และอุณหภูมิต่ําสุด 15-25 องศาเซลเซียส) (Thind et al., 1992 อางถึงใน CAB, 2000) 
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2.3.4 การควบคุมโรค 
2.3.4.1 การควบคุมโรคโดยวิธีเขตกรรม 

  ในแหลงปลูกที่มีการระบาดของโรคหลีกเลี่ยงการตัดแตงองุนใหออกดอกติด
ผลในชวงที่มีฝนตกชุก สวนของพืชที่เปนโรค  เมื่อตัดออกตองนําไปทําลายนอกแปลงปลูก หรือใช 
nitrate of soda , ปูนขาว หรือปุยโพแทสเซียม ใสใหตนองุนหลังจากองุนแตกตาได ประมาณ 3 

สัปดาหเพื่อกระตุนใหกิ่งองุนเจริญเติบโตไดดี (Ravaz, 1927) นอกจากนั้นสามารถควบคุมโรคได
โดยการเก็บเกี่ยวผลผลิตใหเร็วขึ้นเพื่อหลีกเลี่ยงชวงที่โรคระบาดรุนแรง (Lyon and Walters, 
1941)  
 Suhag และ Daulata (1981) รายงานวา การทําคางแบบ head-trained จะ
พบวามีโรคเขาทําลายในองุนพันธุ Delight, Khalili และ Anab-e-Shahi ไดนอย และคางใน
ระบบ Arbour จะมีการเขาทําลายของเชื้อนอยที่สุด  
 Todorava (1980) พบวา การคัดเลือกกิ่งพันธุองุนที่ดีจากโรงเรือนหรือใน
พื้นที่ที่ปลอดโรคจะชวยลดโอกาสการเกิดโรคในพื้นที่ใหม 
   
  2.3.4.2 การใชพันธุตานทาน 

 การใชพันธุตานทานมีประสิทธิภาพมากในการควบคุมโรคสแคบ แตพันธุ
ตานทานจะกลายเปนพันธุออนแอภายใน 2-3 ป ขึ้นกับความรุนแรงของสายพนัธุเชื้อ และยีน
ตานทานของพืช พันธุตานทานที่ใชปลูก เชน Himrod, Schuyeer-white, Beuty seedless, 

Naibal, Muscat, Isabella และ Golden Muscat (Prasad and Nirvan, 1965) ในพันธุองุนไร
เมล็ดจะมีความออนแอตอโรคมากกวาพนัธุที่มีเมล็ด (Suhag,Grover, and Kaushik, 1982) 
 Bedi, Jhooty, and Cheema (1986) พบวาในการคดัเลือกพันธุตานทาน
ทั้งหมด 35 พันธุ พบวา องุนพันธุ Himrod มีความตานทานสูงที่สุด   

  2.3.4.3 การควบคุมโรคโดยชีววิธี 

การควบคุมโดยวิธีชีววิธี การใชเชื้อจุลินทรียปรปกษ  Chen and Shao 

(1991) รายงานวา เชื้อ Brevibacterium strain M สามารถยับยั้ง เชื้อ E. ampelina ได   
 

 2.3.4.4 การควบคุมโรคโดยใชสารเคมีและสารสกัดจากพืช 

 การปองกันกําจัดโดยใชสารเคมีในสภาพที่มีการระบาดของโรครุนแรง 
สารเคมีที่ใชในการปองกันกําจัดโรคที่อาจจะนํามาพิจารณาในการเลือกใชตามความเหมาะสมก็คือ 
ประเภทไมดูดซึม เชน โปรพิเนบ แมนโคเซบ ประเภทดูดซึม เชน อะซอกซีสโตรบิน เบโนมิล  
คารเบนดาซิม โปรคลอราช สารกลุมไตรอะโซล เชน ไดฟโนโคนาโซล เปนตน (ยงยุทธ  ธํารงนิมิต, 
2547)  
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 กานต คําทรัพย (2546) ไดศึกษาประสิทธิภาพของสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อ
ราจํานวน 8 ชนิดในหองปฏิบัติการ พบวา คารเบนดาซิมและแคพแทนเปนสารที่มีประสิทธิภาพดี
ที่สุดในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อ และสารคอปเปอรเปนสารที่มีประสิทธิภาพดทีี่สุดในการยบัยั้ง
การเจริญของโคโลนีของเชื้อ 

 กานต คําทรัพย (2546) ไดศึกษาผลของสารสกัดจากพืชสมุนไพรในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อพบวา สารสกัดจากผลมะตูมและสารสกัดผลแกจากยอบานที่มีประสิทธิภาพ
ดีที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

 2.3.4.5 การใชระบบพยากรณลวงหนา 
                    การใชระบบพยากรณลวงหนา ในป 1997 Thind, Monga, Kaur, Arora, 

and Kumar ไดมีการคิดคนสมการ Multiple linear regression model เพื่อใชในการทํานายการ
แพรระบาดลวงหนา โดยตองสอดคลองกับขอมูลทางอุตุนิยมวิทยา ซ่ึงมีสมการดังนี ้

 

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

สมการนี้ตองใชคาเฉลี่ยของอุณหภูมิในแตละวัน ความชื้นสัมพัทธและ
ปริมาณน้ําฝนประจําเดือน ถาคาที่คํานวณไดมีคามากกวา 94% แสดงวามีโอกาสที่โรคจะระบาด 
ตองทําการปองกันกําจัดทันท ี

 การปองกันกําจัดโรคที่เกิดจากเชื้อ E. ampelina นั้นเพื่อใหการปองกัน
กําจัดไดผลและมีประสิทธิภาพควรใชวิธีการปองกันกําจัดแบบผสมผสานโดยใชสารเคมีปองกัน
กําจัดชนิดดูดซึมและชนิดปองกันกําจัด รวมกับการเขตกรรมและใชพันธุตานทาน 

 

2.3.5 ความเสียหายที่เกิดจากการเขาทําลายของเชื้อ 

                        โรคนี้สรางความเสียหายใหกับผูปลูกองุนเปนอยางมาก เนื่องจากทําใหคุณภาพของ
องุนลดลงโดยผลองุนที่ถูกทําลายจะหดตัวและหลุดรวงจากกิ่ง (Brook, 1992) ในองุนพันธุ 
Perlette พบวา น้ําหนกัผลลดลง 69.96% ขนาดของผลและความยาวของผลลดลงคิดเปน 34.55% 
ความกวางของผลลดลง 41.8% เปอรเซ็นตของน้ําองุนลดลง 28.99% TSS ลดลง 48.10% และ
ปริมาณน้ําตาลในผลลดลง 54.24% ในขณะที่ความเปนกรดในผลเพิม่ขึ้น 120.96% และเปอรเซน็ต
เนื้อองุนเพิ่มขึน้ 29.74% เมื่อเปรียบเทียบกับองุนปกติ (Thind, Monga, and Kaur, 1998) การ
ผลิตองุนในประเทศอินเดยี พบวา ผลผลิตองุนทั้งประเทศลดลง 10-50% ( Bedi, Singh, and  

Suryanaryana, 1969) ในประเทศออสเตรเลีย พบวาเชื้อทําใหผลผลิตลดลง 5 สวนตอเอเคอร 
หลังการเก็บเกีย่วผลผลิต (Lyon and Walters, 1941)   
 

2.3.6 การแยกเชื้อสาเหตุโรค 

           การเก็บตัวอยางพืชเปนโรคสแคบ (กรรณิการ เพี้ยนพักตร และคณะ, 2544) ควร  
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คํานึงถึงขั้นตอนตอไปนี ้ แหลงที่เก็บตัวอยางควรปลอดสารปองกันกําจดัเชื้อราอยางนอย 3-5 วัน 

เลือกเก็บเฉพาะสวนของพืชที่แสดงอาการของโรคชัดเจน ปราศจากอาการรวมอื่น ๆ หอตวัอยาง
โรคดวยกระดาษที่สามารถซับความชื้นไดแลวใสถุงกระดาษ พับปากถุงควรเปลี่ยนกระดาษหอใหม 
เมื่อถึงที่พักแลวและควรเก็บในที่เย็นแหงเมื่อยังไมไดแยกเชื้อทันที ตัวอยางที่ดีสําหรับการแยกให
ไดเชื้อบริสุทธิ์ ควรอยูในสภาพสด และเก็บไมเกิน 2 วัน ปราศจากเชื้อปนเปอนอื่นๆ จดบันทึก
สถานที่ วัน เดือน ป ที่เก็บตัวอยาง และลักษณะอาการของพืชที่เปนโรค   

          การแยกเชื้อราสาเหตุโดยเทคนิคการชักนําใหเชื้อราปลอยสปอรออกจาก acervulus 

ในน้ํากลั่นมีวิธีการตามลําดับขั้นตอน ดังนี้ 
2.3.6.1 แยกเชื้อจากสวนของพืชที่เปนโรคสวนใดสวนหนึ่งโดยเฉพาะไมปนกัน 

เร่ิมจากการทําความสะอาดผิวดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นใชใบมีดผาตัดเฉือนบริเวณที่เปนโรค
เปนชิ้นเล็กๆ ขนาดประมาณ  2 x 2  มิลลิเมตร ลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อ จากนั้นวางบน
กระดาษกรองที่เตรียมไวใน plate  เพื่อซับน้ําสวนเกินจากชิ้นสวนของพืช 

2.3.6.2 วางแผนสไลดบนวงแหวนหรือแทงแกว V-shape ใน plate ที่อบฆาเชื้อ
แลว  ใช pasteur pipette ดูดน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อหยดบนแผนสไลด 2 จุด หางกันพอสมควร จุดละ 

2-3 หยด และใสน้ํากลั่นนึ่งใน plate เล็กนอย นําชิ้นพืชที่เตรียมไวในขอ 1 ใสในหยดน้ําบนสไลด 
3-4 ช้ิน ปดฝา plate เก็บไวที่อุณหภูมิหอง ตรวจดูสปอรใตกลองจุลทรรศนกําลังขยายสูง ทุก 2-3 

ช่ัวโมง เมื่อปรากฏกลุมของสปอรจึงใชปากคีบ (forcep) หยิบชิ้นพืชออก  

2.3.6.3     จากการตรวจดูใตกลองในขอ 2.3.6.2 สามารถบอกไดวาเชื้อราที่ไดเปน
เชื้อราสาเหตุและไมมีเชื้ออ่ืนปนเปอน จึงแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยใช loop แตะหยดน้ํากลั่นที่มีสปอร
บนแผน สไลดใสใน vial บรรจุน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 0.5 มิลลิลิตร ใช loop แตะน้ําจากหลอดที่หนึ่ง
ถายไปหลอดที่ 2 และตอ ๆ ไป (serial dilution method) และตรวจปริมาณสปอรไปดวยทุกระยะ 

จนแนใจวาไดจํานวนสปอรที่มีความหนาแนนที่จะแยกสปอรเดี่ยว (single spore isolation) ได
อยางเหมาะสม จึงเพิ่มจํานวนหลอดที่บรรจุ spore suspension ที่ความหนาแนนของสปอร ณ จุด
นั้น คอย ๆ เท spore suspension จากแตละหลอดลงบนอาหาร WA (water agar) ที่เตรียมไว 
ปดฝาเอียง plate ไปมาเพื่อให spore suspension กระจายบนผิวอาหารบาง ๆ อยางสม่ําเสมอ   

บม plate อาหาร WA ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ตรวจดูความเปลี่ยนแปลงใตกลองจุลทรรศน 
เมื่อสปอรงอกจึงยายลงอาหาร PDA (potato dextrose agar) ในหลอดแกว เก็บในตู  28 องศา
เซลเซียส และเก็บเปน culture collection ตอไป 
 

2.4 การใชเทคนิคทางดานเซรุมวิทยาในการตรวจการเขาทําลายของเชื้อโรคพืช 
         เทคนิคทางเซรุมวิทยาเปนวิธีการทดสอบที่อาศัยการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน ( antigen, 

Ag) และแอนติบอดี (antibody, Ab) โดยการตรวจหาแอนติเจนจะตองใสแอนติบอดีที่ทราบชนดิ 
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ลงไปในหลอดทดสอบและในการตรวจหาแอนติบอดีจะตองใสแอนติเจนที่ทราบลงไป ผลที่เกิดขึ้น
บางกรณีสามารถมองเห็นได เชน มีตะกอนหรือมีการเกาะกลุมของแอนติเจนที่เปนเซลล แตบาง
กรณีตองติดฉลากแอนติเจนหรือแอนติบอดีดวยสารบางชนิดเสียกอน จึงจะทราบไดวามีปฏิกิริยา
ระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีเกิดขึ้น ดังนั้นจึงสามารถแบงการทดสอบสําหรับการตรวจหา
แอนติเจนและแอนติบอดีออกตามลักษณะของปฏิกิริยาที่ใชในการทดสอบ ไดแก 
   
 2.4.1 การทดสอบที่ใชปฏิกิริยาการตกตะกอน (Precipitation)  
 แอนติเจนที่เปนโปรตีนละลายน้ําได (soluble protein) เมื่อทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี
จําเพาะในอัตราสวนที่พอเหมาะระหวางปริมาณของแอนติเจนและแอนติบอดีจะเกิดเปน Ag-Ab 

complex เกาะเกี่ยวกันเปนตะกอนขุนขาว (precipitate) ซ่ึงมองเห็นไดดวยตาเปลา การตรวจทาง
หองปฏิบัติการนิยมใชแอนติเจนและแอนติบอดีทําปฏิกิริยาในเนื้อวุนเนื่องจากตะกอนจะอยูไดคง 
ทนกวาทําใหอานผลไดงาย  ปฏิกิริยาการตกตะกอนไดถูกนํามาใชในหองปฏิบัติการอยาง
กวางขวางโดยวิธีการทําที่แตกตางกัน (สุรีลักษณ รอดทอง และคณะ, 2539) 
 ปฏิกิริยาการตกตะกอนในตัวกลางที่เปนของเหลว (precipitation in liquid media) การ
ทดสอบนี้แอนติเจนในสารละลายจะทําปฏิกิริยากับแอนติบอดีใน capillary tube โดยแอนติเจน
และแอนติบอดีจะซึมเขาหากันถึงจุดที่มีสัดสวนพอเหมาะก็เกิดการรวมตัวตกตะกอน (สุรนันท 
ตีระวัฒนพงษ และอรทัย  กังวาลชิรธาดา, 2539) 
 ปฏิกิริยาการตกตะกอนในตัวกลางที่เปนวุน (gel diffusion หรือ precipitation in 

semisolid media) หลักการคือ ใหแอนติเจนและแอนติบอดีซึมผานตัวกลางที่เปนวุนเขาหากัน 
จนถึงบริเวณที่มีสัดสวนพอเหมาะตอกัน แอนติเจนและแอนติบอดีจะทําปฏิกิริยารวมตัวกันเห็นเปน
เสนตะกอนสีขาวขุน เสนตะกอนแตละเสนแสดงถึงปฏิกิริยาจําเพาะระหวางแอนติเจนและ
แอนติบอดีแตละคู วิธีนี้สามารถใชในการตรวจหาชนิดของแอนติเจนและแอนติบอดีตาง ๆได 
 หลักการของ gel diffusion ไดถูกประยุกตมาใชในรูปแบบตาง ๆ ที่สําคัญไดแก
Ouchterlony’s double diffusion วิธีนี้วุนจะอยูบนแผนกระจก เจาะหลุมบนเนือ้วุนใหหางกนั
พอสมควร ใสแอนติเจนและแอนติบอดีลงในหลุมที่เจาะไว แอนติเจนและแอนตบิอดีจะกระจาย
ออกรอบ ๆ หลุมในทุกทิศทาง สวนของแอนติเจนและแอนติบอดีทีซึ่มมาพบกัน จะทําปฏิกิริยา
รวมตัวกันเห็นเปนเสนตะกอนสีขาว ณ จดุที่แอนติเจนและแอนติบอดีมีสัดสวนที่พอเหมาะกัน วธีิ
ของ Ouchterlony นี้มีประโยชนมากในการศึกษาเปรียบเทียบความเหมือนหรือตางกันของสาร 
โดยอาศัยการพิจารณาจากลักษณะของเสนตะกอนที่เกดิขึ้น ตามแสดงในรูปที่ 2.1  
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  (1) Anti-A          (2) Anti-B, C         (3) Anti-A, B 
    
     รูปที่ 2.1 แสดงปฏิกิริยา (1) Identity, (2) Non-identity และ (3) Partial identity ใน

การตรวจสอบปฏิกิริยาเซรุมวิทยาดวยวิธี gel diffusion 
 

Reaction of identity ถาแอนติเจนในหลุมที่อยูติดกันเปนแอนติเจนชนิดเดียวกัน เสน
ตะกอนที่เกิดขึ้นระหวางแอนติบอดีและแอนติเจนในหลุมทั้งสองจะโคงมาพบกันและตอกันเรียบ
สนิทเปนเสนโคงเดียวกัน รูป (1) ในรูปที่ 2.1 

Reaction of non-identity ถาแอนติเจนในหลุมที่อยูติดกันเปนแอนติเจนตางชนิดกัน 
เสนตะกอนที่เกิดขึ้นระหวางแอนติบอดีและแอนติเจนในแตละหลุมจะไมมีความสัมพันธกัน เห็นเปน
เสนตะกอนตัดกัน รูป (2) ในรูปที่ 2.1 

Reaction of partial identity ถาแอนติเจนในหลุมที่อยูติดกันมีบางสวนที่เหมือนกัน 
เสนตะกอนที่เกิดขึ้นจะมีสวนโคงเขาหากัน รูป (3) ในรูปที่ 2.1 ซ่ึงแสดงถึงสวนที่เหมือนกันของ
แอนติเจนทั้งสอง และมีสวนหนึ่งยาวออกไปจากรอยโคง สวนที่ยื่นยาวออกไปนี้เรียกวา spur เปน
เสนตะกอนที่เกิดจากปฏิกิริยาระหวาง Anti-B และสาร B 

วิธีนี้เปนวิธีที่นํามาทดสอบกับงานดานโรคพืชมากที่สุด นอกจากจะใชศึกษาเชื้อวิสา 
(Smith and Stewart, 1978) และแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช (Schaad, 1979) ยังสามารถนํามาใชใน
การศึกษาหาความสัมพันธของเชื้อราหลายชนิด เชน การจําแนกเชื้อ Fusarium spp. เพื่อศึกษา
เปรียบเทียบความสัมพันธของเชื้อในระดับชนิด (species) และระดับยอยลงกวาชนิด (formae 

speciales) (เฉลิมศักดิ์ อ้ึงตระกูล, 2534)        

  2.4.2 การตรวจดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสง (Immunofluorescence microscopy)  
การตรวจเชื้อโดยวิธีนี้เปนการประยุกตใชหลักการทางเซรุมวิทยาเขามารวมกับวิธีการ

ตรวจดวยกลองจุลทรรศนเรืองแสง เพื่อใหสามารถสังเกตการปรากฏของเชื้อในตัวอยางเนื้อเยื่อ
ชัดเจนขึ้น และในขณะเดียวกันก็สามารถบงชี้ถึงชนิดหรือประเภทของเชื้อไดตามระดับความ
เฉพาะเจาะจงของชนิดแอนติบอดีที่นํามาใช เพราะถึงแมวิธีการยอมสีเนื้อเยื่อเชื้อดวยสารเรืองแสง 
แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนเรืองแสง จะเปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว แตก็เปนการตรวจทั่วไป
เพื่อการเห็นสภาพการมีเชื้อสาเหตุของโรคในเนื้อเยื่อพืชเทานั้น สําหรับการตรวจเชื้อโดยวิธี 
immunofluorescence microscopy ใหสามารถแสดงผลการปรากฏของเชื้อในเนื้อเยื่อตลอดจน 

A C

 

A 

 

A B  AB 
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ความเฉพาะเจาะจงและความเชื่อมั่นในระดับที่ตองการนั้น ขึ้นอยูกับวิธีการเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อที่
นํามาตรวจสอบ รวมทั้งชนิดแอนติบอดี สารเคมีคุณภาพของอุปกรณหรือเครื่องมือตลอดจนความ
รอบคอบในการแปลผล รวมทั้งประสบการณและความชํานาญของผูตรวจสอบที่ตองมีความรูอยาง
เพียงพอตอการแยกแยะความเหมือนหรือความแตกตางของสิ่งตาง ๆ ที่ปรากฏในภาพสะทอนจาก
กลองจุลทรรศน ตัวอยางในการใชเทคนิค immunofluorescence  คือการตรวจสอบการปนเปอน
ของเชื้อ Xanthomonas  campestris ในเมล็ดถ่ัว  (Schaad, 1978)  พบวา สามารถตรวจสอบได
ถึงระดับ 0.01% คือมีเมล็ดปนเปอน 1 เมล็ดใน 9,999 เมล็ดดี  ในป  1979 MacDonald  และ  
Duniwa   ศึกษาการอยูรอดของ zoospore ของเชื้อ Phytophthora megaspema และ 

 P. cinnamomi ในดินโดยตรวจดูการงอกของ zoospore  cyst บนอาหารจําเพาะโดยใช 
fluorescent antibody  ในป 1994 Jesus และ Schots ทําการตรวจสอบโคนีเดียของเชื้อ 
Botrytis cinerea ในไมตัดดอก เชน เยอบีราและกุหลาบ โดยการใช monoclonal antibody  และ
ทดสอบดวย  immunofluorescence test  พบวา โคนีเดียของ B. cinerea มีระดับการเรืองแสง
ตั้งแต 50-100%  สวน Botrytis สปชีสอ่ืน ๆ จะมีรูปแบบของการเรืองแสงแตกตางจาก Botrytis 

cinerea นอกจากนั้นยังมีการใชเทคนิค immunofluorescence ในการตรวจเชื้อ Poria placenta 

ที่เปนสาเหตุของการผุพังของไม โดยใช polyclonal antibody  (Goodell, Jellison, and Hosli, 1988) 
 

 2.4.3 การตรวจโดยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

               การตรวจเชื้อโดยปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาดวยแอนติบอดีทั้งชนิด polyclonal และ 
monoclonal antibodies เปนวิธีที่ใชกันอยางแพรหลาย (พรทิพย วงศแกว, 2544 ) ในระยะเวลา
กวา 20 ปที่ผานมา ไดมีผูคนคิดปรับปรุงการทดสอบซึ่งอาศัยหลักการของการทําปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติบอดีใหมีความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) สูงขึ้นโดยการนํา
แอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ติดฉลาก (label) ไวดวยสารตาง ๆ เชน สารเรืองแสง (fluorescent 

compound) สารกัมมันตภาพรังสี (radio-isotope) มาใชในการทดสอบเหลานั้น ถึงแมการ
ทดสอบดั ง กล า ว จะมี ค ว ามไวสู ง  แต ยั ง มี ข อ จํ า กั ดบ า งประก าร ในการ ใช  เ ช น  วิ ธี 
immunofluorescence  ซ่ึงใชสารเรืองแสงเปนสารติดฉลาก มีขอเสียคือ ตองใชเครื่องมือราคาแพง
ในการทดสอบ  คือ กลองจุลทรรศนเรืองแสง (fluorescence microscope) สวนวิธี 
radioimmunoassay  ซ่ึงใชสารกัมมันตภาพรังสีเปนสารติดฉลากก็มีขอเสียในเรื่องของความ
จําเปนที่จะตองใชเครื่องมือซ่ึงมีราคาแพงเชนกัน และนอกนั้นยังตองมีระบบการควบคุมการใชสาร
กั มมั นตภาพรั งสี ที่ ดี ด ว ย  ดั งนั้ น  ห อ งป ฏิบั ติ ก า ร เ ล็ ก  ๆ  ส วนมากไม ส ามารถนํ า วิ ธี 
radioimmunoassay  มาใชได ดวยสาเหตุนี้จึงมีผูพยายามคิดคนสารอื่นซึ่งสามารถจะนํามาใชเปน
สารติดฉลากได และมีขอดีกวาสารเรืองแสงและสารกัมมันตภาพรังสีที่ใชอยู สารอยางหนึ่งที่พบวา
สามารถนํามาใชไดเปนอยางดี คือ เอนไซม  เนื่องจากเอนไซมหนึ่งโมเลกุลสามารถทําใหเกิดการ 
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เปลี่ยนแปลงของ  substrate ไดหลายโมเลกุล  ดังนั้น การใชเอนไซมเปนสารติดฉลากจึงชวยขยาย 

ความสามารถในการตรวจสอบปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดีที่เกิดขึ้นในการทดสอบ
นั้น นอกจากนี้เอนไซมที่นํามาใชในการทดสอบยังมีความคงทนสามารถเก็บไวไดนานในสภาวะ
ตาง ๆ เอนไซมที่นํามาใชไดมีหลายชนิด ปฏิกิริยาของเอนไซมกับ substrate  ทําใหเกิดผลิตผลทีม่สีี
ซ่ึงสามารถมองเห็นไดชัดเจนโดยไมจําเปนตองใชเครื่องมือพิเศษและเมื่อตองการบัน ทึกผลการ
ทดสอบโดยละเอียดก็สามารถทําไดโดยใชเครื่องมือสําหรับวัดความเขมของสี ซ่ึงอาจจะใชเพียง
เครื่องมือธรรมดา ๆ หรืออาจใชเครื่องมืออัตโนมัติเพื่อความสะดวกรวดเร็วในการทํางานก็ได 
สําหรับเวลาที่ตองใชในการทดสอบนี้มีรายงานกลาววาสามารถลดเวลาที่ใชเหลือเพียงภายใน 30 นาที โดย
ที่การทดสอบนั้นยังมีความไวพอเพียงที่จะใชประโยชนในแงของการวินิจฉัยโรคได    วิธีการที่ใช
ตรวจแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่กลาวมานั้นมีความแตกตางกันในดานตาง ๆ เชน ความไว 
(Sensitivity), ความจําเพาะ (specificity), ความสิ้นเปลือง, ความสะดวกในการทํา วิธีการทดสอบ
ทางเซรุมวิทยา โดยวิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เปนวิธีที่นิยมใช
คอนขางมาก เนื่องจากสามารถใชตรวจเชื้อไดตั้งแตชวงเริ่มเขาทําลาย เชน การใช ELISA ในการ
ตรวจเชื้อ Spongospora subterranae ในมันฝรั่ง (Harrison, Rees, Barker, and Lowe, 1993), การ
ตรวจสอบ Phytophthora fragariae ในสตรอเบอรี่ (Mohan, 1988), การตรวจสอบเชื้อรา 
Verticillium spp. ในมันฝร่ัง (Sundaram, Plasencia, and Banttari, 1991) การวัดปริมาณของ
เสนใย เชื้อ Phytophthora infestans ในเนื้อเยื่อ  (Harrison, Barker, Lowe, and Rees, 

1990)  และการตรวจสอบ Odontoglossum ringspot virus  ในกลวยไม  (โชคพิศิษฐ 
ชาญนันทพิพัฒน และคณะ, 2538)  นอกจากนั้นยังมีการใชเทคนิค ELISA ในการตรวจสอบการ
ปนเปอนจุลินทรียในอาหาร (Yong and Cousin, 1995) การตรวจสอบเชื้อ Fusarium ใน corn 

meal (Iyer and Cousin, 2003) เปนตน 
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บทที่ 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 การแยกเชื้อ Sphaceloma ampelinum จากชิ้นสวนองุนที่เปนโรค 

         นําตัวอยางองุนที่แสดงอาการของโรคสแคบ  จากพื้นที่ปลูกอําเภอปกธงชัย อําเภอวังน้ําเขียว 
อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง ราชบุรี พิจิตร เพชรบูรณ สมุทรสาครและ
จังหวัดเลย ตามที่แสดงในตารางที่  3.1   มาทําการแยกเชื้อบนอาหาร Water Agar (WA) ดวยวิธี 
tissue transplanting โดยนําใบที่ตองการแยกเชื้อมาลางทําความสะอาดบริเวณพื้นผิวโดยการลาง
ดวยน้ําสะอาด ตัดชิ้นขององุนบริเวณที่แสดงอาการของโรคบริเวณคาบตอระหวางเนื้อเยื่อที่เปนโรค
กับเนื้อเยื่อดี หลังจากนั้นฟอกฆาเชื้อดวย clorox 10% เปนเวลาประมาณ 1 นาที ใชปากคีบคีบยาย
ช้ินองุนมาลางในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อเปนเวลาประมาณ  1 นาที ซับชิ้นสวนดวยกระดาษกรองนึ่งฆา
เชื้อ จากนั้นใชเข็มเขี่ยเขี่ยช้ินองุนวางบนอาหาร WA  บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ประมาณ 3 
วัน หลังจากนั้น ยายเสนใยที่เจริญออกมารอบๆ เนื้อเยื่อพืช ไปเลี้ยงบนอาหาร  Potato Dextrose 

Agar (PDA) หลังจากที่เชื้อเจริญ ทําการเก็บเชื้อโดยยายเชื้อที่ได จากการ clone จากแผลเดี่ยวลง
ใน PDA slant เพื่อใชศึกษาในลําดับอื่น ๆ ตอไป 
 
3.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ S. ampelinum 

         ศึกษาลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหาร PDA ทําการบันทึกผลดังนี้ ลักษณะของโคโลน ี

สังเกตลักษณะ เปรียบเทียบรูปราง และสีของโคโลนี  บันทึกภาพ  และวัดขนาดโคนีเดียดวย
โปรแกรมวัดขนาดโดยสุมวัดโคนีเดียจํานวน 100 โคนีเดีย/ไอโซเลต 



ตารางท่ี 3.1 แสดงไอโซเลตของเชื้อท่ีเก็บจากองุนพันธุตาง ๆ จากแหลงปลูกองุนท่ีสําคัญเพื่อใชใน
การศึกษา 

 
ไอโซเลต       พันธุองุน     สถานที่เก็บ 

Sa_1    Black opal (Marroo seedless) ไรธันยพร อ.ปากชอง 
Sa_2    White malaga   ไรวันดี อ.ปากชอง 
Sa_3    Marroo seedless  ไร BS8 อ. ปากชอง 
Sa_4    Loose perlette   ไร BS8 อ.ปากชอง 
Sa_5    Loose perlette   ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_6    Beuty seedless   ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_7    Muscat humburg  ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_8    Black opal (Marroo seedless) ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_9    Grandmonte seedless  ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
Sa_10    Black night   ไรสุพัตรา อ.ปากชอง 
Sa_11    Crimson seedless  ฟารม มทส. 
Sa_12    Flame seedless  ฟารม มทส.  

Sa_13    Black queen   ฟารม มทส.  

Sa_14    Italia    ฟารม มทส.  

Sa_15    Marroo seedless  ฟารม มทส.  

Sa_16    Mei gui chieng  ฟารม มทส.  

Sa_17    Carolina blackrose  ฟารม มทส.  

Sa_18    Ruby seedless   ฟารม มทส.  

Sa_19    Down seedless   ฟารม มทส.  

Sa_20    Emerol    ฟารม มทส.  

Sa_21    Tom muscat   ฟารม มทส.  

Sa_22    Loose pertette   ฟารม มทส.  

Sa_23    Centenail   ฟารม มทส.  

Sa_24    Fantasy seedless  ฟารม มทส.  

Sa_25    Early muscat   ฟารม มทส.  

Sa_26    Flame seedless  ไร Silverlake จ.ระยอง 
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ตารางที่ 3.1 แสดงไอโซเลตของเชื้อท่ีเก็บจากองุนพันธุตาง ๆ จากแหลงปลูกองุนท่ีสําคัญเพื่อใชใน
การศึกษาสอบ (ตอ) 

 
ไอโซเลต        พันธุองุน    สถานที่เก็บ 

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

Sa_29    White malaga    อ.บานแพว จ.สมุทรสาคร 

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

Sa_35    Flame seedless  อ.ภูเรือ จ.เลย 

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

Sa_38    White malaga    อ.บานแพว จ.สมุทรสาคร  

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

RSa_7    Grandmonte seedless  ไร Grandmonte อ.ปากชอง
  

RSa_8    Flame seedless 1  อ.บางละมุง จ.ระยอง 
 

RSa_9    Muscat humburg  ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
RSa_10   Loose perlette   ไรBS8 อ.ปากชอง 
 

RSa_11   Beuty seedless   ไร Grandmonte อ.ปากชอง 
 

RSa_12   Marroo seedless  ไร BS8 อ.ปากชอง 
Sa_TK1   Black queen   ไรตะวนัแกว อ. ปากชอง
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3.3 การเตรียมแอนติเซรุม (antiserum) 
3.3.1 การเตรียมแอนติเจน  

เตรียมแอนติเจนโดยใช soluble mycelial proteins ดัดแปลงจากวิธีการของ 
Sundaram et al., (1991) นําเชื้อ S. ampelinum ที่ไดจากการ clone จากแผลเดี่ยวจากไอโซเลต 
Sa_TK 1 ที่แยกไดจาก อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา เล้ียงในอาหาร potato dextrose 

broth (PDB) บน shaker เปนเวลา 15 วัน หลังจากนั้นนําเชื้อที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อกรองโดยใช
กระดาษกรองนึ่งฆาเชื้อ ลางเสนใยที่คางอยูบนกระดาษกรองดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง จากนั้น
นําไปหมุนเหวี่ยง ดวย เครื่องเหวี่ยง (ยี่หอ Biofuge pico, Germany ) โดยใชความเร็ว 16,000 g 
นาน 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ทําการหมุนเหวี่ยงอีกครั้ง หลังจากนั้นนําตะกอนที่ไดบดใน
ทรายละเอียดที่ผานการลางเรียบรอยแลว โดยบดใน 0.85% NaCl ในภาชนะแชอยูในน้ําแข็ง
ตลอดเวลาเพื่อรักษาสภาพโปรตีนที่ออกมาจากเซลลที่แตกสลาย  หลังจากบดแลวปลอยให
สารละลายตกตะกอนในหลอดทดลอง เปนเวลา 15 นาที  นําไปหมุนเหวี่ยงโดยใชความเร็ว 12,000 
รอบ/นาที นาน 30 นาที  เก็บเฉพาะน้ําใส หลังจากนั้นนําไปตรวจเช็คความเขมขนของโปรตีนโดย
วิธี Bradford (1976) และใช bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนเปรียบเทียบ 

 

3.3.2 การเก็บ normal serum 

ใชกระตายพันธุ New Zealand White เพศเมีย สีขาว ตาแดง จํานวน 1 ตัว ที่ไมเคย
ไดรับการฉีดสารที่มีคุณสมบัติเปนแอนติเจนมากอน กอนทําการฉีดแอนติเจน เจาะเก็บเลือดบริเวณ
เสนเลือดขอบใบหู ดวยเข็มฉีดยา ประมาณ 3-5 มิลลิลิตรตอน้ําหนักตัวกระตาย 1 กิโลกรัม เพื่อ
นํามาใชเปน normal serum สําหรับทดสอบเปรียบเทียบกับแอนติเซรุมที่ตองการผลิต โดยใชเข็ม
ฉีดยาเบอร 20G แทงเขาเสนเลือดบริเวณใบหูของกระตาย ปลอยใหเลือดไหลผานเข็มลงใน
หลอดแกวที่อบฆาเชื้อ นําหลอดแกวที่บรรจุเลือดดังกลาววางไวที่อุณหภูมิหอง เพื่อใหเลือดแข็งตัว 
ใชสวนปลายเข็มที่ปราศจากเชื้อกรีดตรงบริเวณรอยตอระหวางผิวหนาของเม็ดเลือดที่แข็งตัวกับ
ผนังหลอดแกวเพื่อใหสวนที่แข็งตัวของเลือดจมลงกนหลอด นําหลอดแกวที่บรรจุเลือดนี้เก็บไวใน
ตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จากนั้นดูดสวนที่เปนน้ําเหลืองใสใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
0.02% Sodium azide (NaN3) เพื่อปองกันการเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆ ที่อาจเกิดขึ้นไดเมื่อเก็บ 
normal serum ไวเปนเวลานาน  

 

3.3.3 การฉีดแอนติเจน  
ฉีดแอนติเจนมีทั้งหมด 4 คร้ัง แตละครั้งหางกัน 7-10 วัน นําแอนติเจนที่เตรียมจาก

ขอ 1 ฉีดเขาในกระตายโดยครั้งที่ 1 และ 2 ฉีดเขากลามเนื้อ (intramuscular) บริเวณสะโพกโดย
ผสมสารแขวนลอยแอนติเจนกับ Freund’s incomplete adjuvant (Difco 
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Laboratories, USA) ในอัตราสวน 1 : 1 (v/v) ผสมใหเขากนัจนมีลักษณะเปนครีมขาวขน 
ปริมาตรสารแขวนลอยแอนติเจนที่ใชฉดีแตละครั้งเทากบั 0.5 มิลลิลิตร โดยมีความเขมขนของ
โปรตีนเทากับ 0.75 µg/ml สวนครั้งที่ 3 และครั้งที่ 4 ฉีดเขาเสนเลือด (intravascular) บริเวณใบหู 
ใชสารแขวนลอยแอนตเิจนครั้งละ 1 มิลลิลิตรโดยที่ไมผสม กับ Freund’s incomplete adjuvant  

 

3.3.4 การเก็บแอนติเซรุม  
เก็บแอนตเิซรุมลักษณะเดยีวกับการเก็บ normal serum เก็บครั้งแรกแอนติเซรุม

หลังจากฉีดครัง้ที่ 4 ครบ 7 วนั จํานวน 5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนาํแอนติเซรุมทดสอบ titer และเกบ็
แอนติเซรุมครั้งที่ 2  โดยเก็บหางจากครั้งแรก 7 วัน จํานวน 5 มิลลิลิตร 

 

3.3.5 การตรวจสอบความเจือจางต่ําสดุท่ียงัทําปฏิกิริยากบัแอนติเจนได (titer)  
ใชเทคนิค DAC indirect ELISA ตามวิธีการของ โสภณ วงศแกว (2536) โดยนํา

แอนติเซรุมที่ไดมาประเมินหาคาความเขมขนต่ําสุดของแอนติเซรุมที่สามารถทําปฏิกิริยากับ
แอนติเจนได พรอมกับทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อ S.  ampelinum ที่ปริมาณตางๆ โดยนํา
โคนีเดียของเชื้อ S.  ampelinum  ที่เล้ียงไวในอาหารไอโซเลต ตางๆ   และ soluble mycelial 

proteins ที่ใชผลิตแอนติเซรุม มาละลายใน carbonate coating buffer แลวเจือจางใหมีความเจือ
จางลดลงเปน 10 เทา (ten-fold serial dilution) โดยใช carbonate coating buffer เปนตัวทํา
ละลายแทนน้ํา เตรียมสารแขวนลอยของเชื้อ ใหมีความเจือจางที่ระดับตั้งแต 10-1 ถึง 10-6 และใช  
normal serum เปน negative control  ใชไมโครปเปตดูดเอาสารแขวนลอยของเชื้อที่มีความเจือ
จางที่ระดับตั้งแต 10-1  ถึง 10-6 และ soluble mycelial proteins ตัวอยางละ 100 µl ใสลงในแตละ
หลุมของจานทดสอบ (microtiter plate) จํานวน 2 ซํ้า(หลุม)ตอตัวอยาง บมจานทดสอบในกลอง
ช้ืน (กลองพลาสติกใสกระดาษชื้น) ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง หรือเก็บใสตูเย็น
คางไว 1 คืน เทสวนประกอบที่บมไวทิ้ง แลว หยอด blocking solution ใน carbonate coating 

buffer (1% skimmed milk) หลุมละ 100 µl บมไวในกลองชื้นนาน 30-60 นาที ที่  37 องศา
เซลเซียส ลางดวย PBS-T (phosphate buffer saline-tween)  3 คร้ัง แชไว 2-3 นาที ตอคร้ัง 
(รวม 5-10 นาที) หยอด antiserum (1 °As ) ที่เจือจางใน conjugated buffer ในอัตราสวนของ
แอนติเซรุมและ normal serum ตอ conjugated buffer  ที่ 1 : 16, 1:32, 1:64, 1: 128, 1: 256, 

1:512, 1: 1,024 และ 1:2,048  บมไวในกลองชื้น 1 ช่ัวโมงที่ 37 องศาเซลเซียส ลางดวย PBS-T 

3 คร้ัง แชไว 2-3 นาที ตอคร้ัง (รวม 5-10 นาที)  ทําการเตรียม anti- rabbit IgG alkaline 

phosphatase conjugate (Sigma, Cat. No. A3687) อัตรา 1:30,000 (v/v) นําไปหยอดลงใน
หลุมที่ลางแลวหลุมละ    100 µl บมในกลองชื้นนาน 1 ช่ัวโมงที่ 37 องศาเซลเซียส ลางดวย    
PBS-T 3 คร้ัง แชไว 2-3 นาที ตอคร้ัง (รวม 5-10 นาที) หลังจากนั้นเตรียม 0.05% p-nitrophenyl  
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phosphate (Gibco BRL, Cat. No. 15978-098) ใน substrate   นํามาหยอดลงในหลุมที่ลาง
แลวหลุมละ 100 µl จากนัน้นําไปบมไวในกลองชื้นในที่มืดที่อุณหภมูิ      37  องศาเซลเซียส นาน
ประมาณ 45-60 นาที นําออกมาตรวจปฏกิิริยา เมื่อมีสีเหลืองปรากฏขึ้นบนหลุม positive control 

จนเหน็ชัดดวยตาเปลา หยดุปฏิกิริยาดวย 3 M potassium hydroxide (KOH) อัตรา 25/100 µl 

จากนั้นนําจาน ELISA ไปวัดการดูดซับแสงดวย ELISA reader (SpectraCountTM Microplate 

Photometer, ยี่หอ Packard รุน AS10001) ที่ความยาวชวงคลื่น 405 nm  
 

3.3.6 การทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติเซรุม 

          นําเชื้อ S.  ampelinum จํานวน 5 ไอโซเลต ที่เกบ็จากแหลงปลูกองุนตางๆ  รวมทั้ง 
เชื้อ Collectotrichum sp. ที่แยกจากองุน สม พริก และกลวย  จํานวน 6 ไอโซเลต เชื้อราโรคพืช
อ่ืน ๆ ไดแก เชื้อ Fusarium spp., Curvularia spp. และ Helminthosporium spp. โดยนําเชื้อ
มาเลี้ยงในอาหาร PDA และเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชจาํนวน 4 ชนิด  หลังจากนั้นนาํเชื้อมาทําให
เจือจางดวยหลักการ serial dilution ละลายดวย carbonate coating buffer นําสารแขวนลอยของ
เชื้อแตละไอโซเลตมาหยดลงในหลุม ๆ ละ 100 µl   ของ microtiter plate บมขามคืน จากนั้นทํา
ตามขั้นตอนของวิธี DAC indirect – ELISA วธีิการเดียวกับขอ 3.3.5  วิธีการทดสอบ
ความจําเพาะเจาะจงจะใชแอนติเซรุมที่ระดับความเจือจาง 1:1,000 จากนั้นทาํการตรวจปฏิกิริยาใน
แตละไอโซเลตของเชื้อ 
  

3.4  การพัฒนาวิธีการตรวจสอบ latent infection โดยวิธีทาง serology 

 3.4.1 วิธี ELISA 

           นําเชื้อ S.  ampelinum ที่เก็บจากแหลงปลูกตาง ๆ  ปลูกเชื้อบนองุนโดยใชความ
เขมขนของ spore suspension เทากับ 106  โคนีเดีย/มิลลิลิตร ใชวิธีหยด  spore suspension  20 
ไมโครลิตร  บนใบองุนจํานวน 5 จุด ตอใบ จํานวน 2 ซํ้า ทําเครื่องหมายบนจุดที่ปลูกเชื้อทั้ง   5 จุด 
หลังจากนั้น ทําการตรวจปฏิกิริยาทุก ๆ 2 วัน หลังปลูกเชื้อ จนกระทั่งองุนปรากฏอาการของโรค 
โดยมีขั้นตอนดังนี้  ใชมีดตัดบริเวณที่ปลูกเชื้อเปนชิ้นใหมีขนาดครอบคลุมบริเวณที่ปลูกเชื้อ นํา
ชิ้นองุนมาบมรวมกับ primary antiserum ที่ระดับความเขมขน 1:1,000 ใน conjugated buffer 
บมรวมกันใน microfuge tube อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา   1 ช่ัวโมง ลางชิ้นองุนใน 
PBS-T 3 คร้ัง นําชิ้นองุนบมรวมกับ anti - rabbit IgG alkaline phosphatase conjugate  
(Sigma, Cat. No. A3687) ใน conjugate buffer บมรวมกันใน microfuge tube อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางชิ้นองุนใน PBS-T 3 ครั้ง ครั้งละ 1-2 นาทีจากนั้นยาย
ชิ้นองุนใสใน microtiter plate หลังจากนั้นเตรียม 0.05% p - nitrophenyl phosphate 

(Gibco BRL, Cat. No. 15978-098) ใน substrate buffer นํามาหยอดลงในหลุม ๆ ละ 100 µl 
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จากนั้นนําไปบมไวในกลองชื้นในที่มดืที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานประมาณ 15-20 นาที ใช
ปากคีบคีบชิ้นสวนองุนออก นําออกมาตรวจปฏิกิริยา สังเกตจากสทีี่ปรากฏดายสายตาและนําจาน 
ELISA ไปวดัที่ความเขมของสีที่เกิดขึ้นดวย ELISA reader ที่ความยาวชวงคลื่น 405 nm 

เปรียบเทียบสทีี่เกิดและคาทีว่ัดได บันทกึจํานวนวนัที่เกดิปฏิกิริยาเปนบวกในแตละไอโซเลต ใชช้ิน
องุนที่ไมไดรับการปลูกเชื้อเปน negative control  

 

3.4.2 วิธี immunofluorescence  

ใชวิธีเดียวกับการตรวจโดยวิธี ELISA  แตกตางกันที ่เทคนิค 
immunofluorescence   บมชิ้นองุนรวมกับ primary antiserum ที่ระดับความเจือจาง 1:1,000 ใน 

conjugated buffer บมรวมกันใน microfuge tube  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา  1 ช่ัวโมง
แลว หลังจากนั้นบมชิ้นองุนกับ  anti-rabbit IgG -FITC conjugate (Sigma, Cat. No. F0382) ที่
เจือจาง 1:1,000 ใน conjugate buffer บมรวมกันใน microfuge tube  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลางชิ้นองุนใน PBS-T 3 คร้ัง ซับชิ้นองุนใหแหงดวยกระดาษกรอง หยด 
glycerin ที่ละลายใน PBS ปดดวย cover glass นําชิ้นองุนไปสองดวยกลองจุลทรรศนแสงเรือง 
(ยี่หอ Olympus Fluorescence Microscopes and Accessories รุน BX 50 –32E01) ในการ
ทดลองที่แสดงผลเปนบวกจะเห็นการเรืองแสงของ FITC เปนสีเหลืองอมเขียว ทําการถายรูปเพื่อ
บันทึกขอมูล บันทึกจํานวนวันที่เกิดปฏิกิริยาเปนบวกในแตละไอโซเลต  ใชช้ินองุนที่ไมไดรับการ
ปลูกเชื้อเปน negative control  
 

3.5 การศกึษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S. ampelinum โดยเทคนิค   
serology 
3.5.1 วิธี ELISA  

นําเชื้อ S.  ampelinum ที่เก็บจากแหลงปลูกตาง ๆ ที่เล้ียงบนอาหาร PDA อาย ุ     
1 เดือน มาตรวจสอบปฏิกิริยาทางเซรุมวิทยาโดยใชวิธี ELISA เปรียบเทียบคาที่วัดไดจาก 
เครื่อง spectrophotometer  โดยเชื้อที่ใชมีความเขมขนของสปอรในแตละไอโซเลตเทากัน ความ
เขมขนของสปอรที่ใชเทากบั 106 โคนีเดยี/มิลลิลิตร ตรวจสอบไอโซเลตละ 4 ซํ้า 

 

3.5.2  วิธี Gel-double diffusion  
เพื่อตรวจสอบความแตกตางและความสัมพันธของเชื้อ species ตาง ๆ ของเชื้อ     

S. ampelinum, เชื้อ Colletotrichum spp.  ไอโซเลตตาง ๆ และเชื้อชนิดอืน่ ๆ  วิธีนี้เปนการ
ตกตะกอนทางเซรุมวิทยาที่เกิดในตัวกลางที่เปนวุน โดยทําใหแอนติเจนและแอนติบอดีเคลื่อน
เขาหากันในตวักลาง ที่เปนวุน ตามวิธีการของ Gooding (1966) 

 เทวุนที่มี Ionagar 0.8% ผสมกับ NaN3 1% ปริมาตร 12-15 มิลลิลิตรลงบนจาน 
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เล้ียงเชื้อพลาสติกขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ปลอยใหแข็งตัวที่อุณหภูมหิอง จากนั้นใช 
cork borer เบอร 2 ที่มีเสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เจาะที่ตรงกลางจาน 1 หลุมและโดยรอบ        

6 หลุม ใหขอบหางกัน    4-5 มิลลิเมตร แลวจึงใช vacuum pump ดูดเอาวุนออก เติมแอนติเซรุมที่
หลุมกลาง 20 ไมโครลิตร และ หลุมรอบนอกเติม spore suspension หรือ สารสกัดจากสปอรของ
เชื้อ S.  ampelinum ไอโซเลตตาง ๆ ที่สกัดโดยวิธีเดียวกับการเตรียมแอนตเิซรุม  และเชื้อ 
Colletotrichum spp.  ในปริมาณที่เทากัน นําจานเลี้ยงเชื้อเขาบมในกลองชื้นทีอุ่ณหภูมิหองนาน 
24-48 ช่ังโมงจึงตรวจผลการทดลองโดยดจูาก precipitin band ที่เกิดขึ้น 
 

3.6 การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S.  ampelinum จากปฏิกิริยาบนพันธุ
องุน 

 3.6.1 การเตรียมพืช 

           ใชกิ่งองุนที่ตัดจากตนองุนจํานวน 6 พันธุ คือ Black queen, Crimson seedless, 

Marroo seedless, Delight, Centenail  และ Shiraz แตละกิ่งมีตาประมาณ 3-5 ตา นํามาชําลง
ในขวดสีชาที่บรรจุน้ําเต็มขวด หลังจากชาํประมาณ 5 วัน  องุนจะเริ่มผลิตา และแตกใบออนใน
วันที ่10 หลังจากชํากิ่ง ดังรูปที่ 3.1  
 

 
 
 

รูปที่ 3.1 ภาพกิ่งชําขององุนที่แตกใบออนหลังปกชํา 10 วัน 
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3.6.2 การเตรียมเชื้อ 

            นําเชื้อ S. ampelinum จํานวน 12 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจากใบองุนท่ีเปนโรค เล้ียงเช้ือ   S. 

ampelinum บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน จากน้ันเตรียมสารแขวนลอยของเช้ือ โดย
ใชลูปปลายกลมเขี่ยโคนีเดียบนอาหารเลี้ยงเชื้อมาละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ตรวจนับจํานวน โคนีเดีย
โดยใช heamacytometer ใหมีความเขมขน 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร เพื่อใชในการปลูกเชื้อตอไป 
 

 3.6.3 การปลกูเชื้อ  

           ปลูกเชื้อ S. ampelinum บนใบองุน โดยใช cotton bud จุมลงในหลอดที่มีสาร
แขวนลอยเชื้อ หลังจากน ั้นใช cotton bud ทาลงบนดานหลังใบและทองใบขององุนที่ใช
ทดสอบ ใชน้ํากลั่นทาบนใบองุนตน control ทําการทดสอบจํานวน 2 ใบตอตน ภายใต
โรงเรือนอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
 

3.6.4 การบันทึกผลการทดลอง 
          หลังปลูกเชื้อ 3 วัน สังเกตอาการบนตนองุน โดยทําการบันทึกขอมูลดังนี ้

3.6.4.1 พันธุที่แสดงอาการ 

3.6.4.2 วันแรกที่อาการปรากฏบนตนองุน 

3.6.4.3 วัดขนาดของแผล ทุกวันหลังจากปรากฏอาการติดตอกัน 7 ว ัน 

3.6.4.4  วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชการวิเคราะหแบบ CR
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 
4.1 การแยกเชื้อ Sphaceloma  ampelinum จากตัวอยางองุนที่เปนโรค 
         จากการเก็บตัวอยางองุนที่แสดงอาการของโรคสแคบ ในพื้นที่ปลูกอําเภอปกธงชัย อําเภอวัง
น้ําเขียว อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา สระบุรี ระยอง ราชบุรี พิจิตร เพชรบูรณ สมุทรสาคร
และจังหวัดเลย (รูปที่ 4.1 A-F) สามารถแยกเชื้อไดสําเร็จประมาณ 80 เปอรเซ็นต สาเหตุที่ทําใหไม
สามารถแยกเชื้อได 100 เปอรเซ็นตจากตัวอยางทั้งหมด เนื่องจากเกิดการปนเปอนจากเชื้อราอื่นๆ 
บนแผลเดียวกันเพราะยังไมไดทําการแยกเชื้อทันทีหลังจากเก็บตัวอยาง  การแยกเชื้อใหมี
ประสิทธิภาพตองแยกเชื้อทันทีหลังจากเก็บตัวอยางและแผลที่ใชแยกตองเปนแผลที่แสดงอาการ
เร่ิมแรก หลังจากยายเนื้อเยื่อใบองุนลงวางบน WA 3 วัน เชื้อจะสรางเสนใยสั้น ๆ เจริญออกมา
โดยรอบเนื้อเยื่อ (รูปที่ 4.2) ทําการยายชิ้นสวนของเชื้อลงบน PDA ลักษณะโคโลนีของเชื้อบน
อาหาร PDA และ PDB แสดงในรูปที่ 4.3 
 

4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
  

4.2.1 ลักษณะของโคนีเดีย ผลของการวัดขนาดโคนีเดียของเชื้อ ที่แยกไดจากตัวอยางที่เปน
โรคจากแหลงปลูกตางๆ จํานวน 38 ไอโซเลต พบวา เชื้อแตละไอโซเลตมีขนาดของโคนีเดียเฉลี่ย
อยูในชวง  2.17-3.35 x  5.24-6.83  ไมครอน ดังแสดงในตารางที่ 4.1 โคนีเดียมีขนาดเล็ก กลมรี 
หัวทายมน  คลายรูปไข ไมมีสี มีลักษณะใส เซลลเดียว มี  vacuole กลมใสภายใน ดังรูปที่ 4.4 

4.2.2 ลักษณะของโคโลนีบนใบองุน การศึกษาลักษณะภายนอกของใบองุนที่เปนโรคดวย
กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope: SEM) พบวาเชื้อ
สาเหตุของโรคสแคบบนใบองุนมีลักษณะโคนีเดียอยูรวมกันเปนกลุม กระจุกตัวหนาแนนบริเวณ
เสนใบ โดยที่โคนีเดียของเชื้อเกิดที่บริเวณสวนปลายของโคนิดิโอฟอร (รูปที่ 4.5) 
 4.2.3 ลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารของเชื้อ จากการสังเกตการเจริญเติบโตของ
เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA พบวา เชื้อในแตละไอโซเลตมีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน ขยาย
ขนาดของโคโลนีคอนขางชา คือ มีขนาดเสนผาศูนยกลางเพียง 0.5-2 เซนติเมตร หลังจาก 10 วัน 
และขยายขนาดขึ้นเปน 2.5 เซนติเมตร เมื่อเชื้อมีอายุ 1-2 เดือน ซ่ึงเปนชวงที่เชื้อหยุดการขยายขนาด
โคโลนี สําหรับสีของโคโลนี พบวาแบงไดเปน 3 กลุม คือ สีเหลืองออน สีเหลืองเขมถึงสม และสี
แดง ลักษณะโคโลนีของเชื้อบนอาหาร PDA แสดงในรูปที่ 4.6 
  



             
 

                                                                                  
 

        
 
 
รูปที่ 4.1 ลักษณะขององุนที่แสดงอาการโรคสแคบ (A) อาการบนยอดออน (B) อาการบนใบ (C) 

อาการบนกานใบขององุน (D) อาการบนผลองุนพันธุไวทมะละกา (E) อาการบนผลองุน
พันธุ loose perlett (F) อาการเริ่มแรกบนใบออนขององุน 

A

C C
B

D 

B
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E F 



 
 

 
รูปที่ 4.2 แสดงลักษณะการเจริญของเชื้อ S. ampelinum บนอาหาร WA ที่เจริญออกมาจาก

ช้ินสวนขององุนที่เปนโรคที่แยกเชื้อโดยวธีิ tissue transplanting 
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รูปที่ 4.3 (A) ลักษณะการเจริญของเชื้อ S. ampelinum ที่เจริญบนอาหาร PDA เปนเวลา10 วัน 

หลังจากที่ยายจากอาหาร WA   เปนการเจริญแบบพอกพูน (B-C) ลักษณะการสรางเสน
ใยของเชื้อบนอาหารแข็ง (D) ลักษณะเสนใยของเชื้อที่มีผนังกั้น (septum) บริเวณที่ตอ
กันจะมีลักษณะคอด (E) ลักษณะของเชื้อที่เล้ียงในอาหาร PDB ซ่ึงจะมีลักษณะการเจริญ
ที่แตกตางกันในแตละไอโซเลต (F) ลักษณะเชื้อที่เจริญในอาหาร PDB บริเวณรอบ ๆ 
โคโลนีจะมีเมือกใสหุม 

A

C
B

D 

B

E F
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รูปที่ 4.4   ลักษณะโคนีเดยีของเชื้อ S. ampelinum ที่ศึกษาดวยกลองจุลทรรศน 
 (A) ลักษณะของโคนีเดียของเชื้อ S. ampelinum มีลักษณะและขนาดแตกตางกันโคนี

เดียที่อายุนอยจะสังเกตเห็นวามีจุด oil drop อยูภายในและจะหายไปเมื่ออายุมากขึ้น 
(กาํลังขยาย 1000 เทา) 

  (B) ลักษณะของโคนีเดียของเชื้อ S. ampelinum ที่กําลังงอก (กาํลังขยาย 1000 เทา) 
 

      
 

     
รูปที่ 4.5  ลักษณะพื ้นผิวภายนอกบริเวณขององุ นที ่เปนโรคสแคบ ถายจากกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด  
 (A) เนื้อเยื่อบริเวณเสนใบขององุนพันธุ Marroo seedless แสดงอาการสแคบ   

กําลังขยาย 1700 เทา 
 (B) เนื้อเยื่อบริเวณผิวใบขององุนพันธุ Flame seedless แสดงอาการโรคสแคบที่

กําลังขยาย 1700 เทา 
 

A B 

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

ละไอโซเลตจะมีลักษณะการเจริญบนอาหารที่แตกตางกนัทั้งในดานขนาดและสีของ
โคโลนี 

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

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

   (K) ไอโซเลต Sa_11  (L) ไอโซเลต Sa_12 

A B C

D E F

G H I

J K L
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ตารางที่ 4.1 แสดงขนาดของโคนีเดียของเชื้อ S. ampelinum ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA จํานวน  38    
ไอโซเลตที่เก็บจากแหลงปลูกองุน 

 
ไอโซเลท                  ขนาดโคนีเดีย(ไมครอน)* 
                 ความยาวเฉลี่ย           ความกวางเฉลี่ย 
Sa_1  6.20±0.66   3.35±0.36  

Sa_2 5.74±0.69   2.41±0.58 

Sa_3 5.89±0.52   2.61±0.30 

Sa_4     6.14±0.60   2.55±0.36 

Sa_5     5.93±0.70   2.61±0.48 

Sa_6     6.35±0.64   2.67±0.30 

Sa_7     5.91±0.77   2.47±0.36 

Sa_8     6.23±0.69   2.58±0.30 

Sa_9     6.21±0.64   2.26±0.35 

Sa_10     6.16±0.67   2.34±0.35 

Sa_11     6.25±0.67   2.50±0.33 

Sa_12     5.24±0.63   2.17±0.33 

Sa_13     5.47±0.77   2.36±0.31 

Sa_14     5.80±0.65   2.60±0.31 

Sa_15     5.68±0.65   2.54±0.32 

Sa_16     5.93±0.76   2.59±0.44 

Sa_17     5.43±0.77   2.32±0.27 

Sa_18     5.29±0.57   2.49±0.32 

Sa_19     6.29±0.69   2.59±0.43 

Sa_20     5.78±0.69   2.48±0.27 
 
* คาเฉลี่ยจาก 100 โคนีเดียตอไอโซเลต 
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ตารางที่ 4.1 แสดงขนาดของโคนีเดยีของเชื้อ S. ampelinum  ท่ีเล้ียงบนอาหาร  PDA จํานวน  38   
ไอโซเลตที่เก็บจากแหลงปลูกองุน (ตอ) 

 
ไอโซเลท                              ขนาดโคนีเดีย(ไมครอน)* 

              ความยาวเฉลี่ย                         ความกวางเฉลี่ย 
Sa_21  5.80±0.79 2.55±0.25  

Sa_22  5.98±0.44   2.46±0.25  

Sa_23  6.04±0.71   2.66±0.32  

Sa_24  6.08±0.71   2.66±0.46  

Sa_25  6.48±0.65   3.10±0.42  

Sa_26     6.81±0.83   3.17±0.35  

Sa_27     6.69±0.60   3.17±0.41  

Sa_28     6.26±0.62   2.74±0.31  

Sa_29    5.91±0.72   2.56±0.33  

Sa_30     6.83±0.80   3.08±0.47  

Sa_31     6.80±0.65   2.99±0.39  

Sa_32     5.72±0.60   2.81±0.34  

Sa_33     6.69±0.64   3.26±0.46  

Sa_34     6.68±0.60   3.02±0.35  

Sa_35     6.36±0.50   3.03±0.32  

Sa_36     6.52±0.38   3.19±0.50  

Sa_37 6.39±0.61   2.91±0.45  
 
* คาเฉลี่ยจาก 100 โคนีเดียตอไอโซเลต 
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4.3 การผลิตแอนติเซรุมของเชื้อ S. ampelinum 
    การผลิตแอนติเซรุมโดยใชโคนีเดียของเชื้อที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปนแอนติเจนฉีดเขา
กระตายโดยตรงไมสามารถกระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงได แตการใช
ของเหลวที่ไดจากการบดเสนใยและโคนีเดียซ่ึงมีปริมาณโปรตีน 0.75 ไมโครกรัม ตอการฉีด          
1 คร้ัง ฉีดเขากระตายในลักษณะฉีดเขากลามเนื้อโดยผสม Freund’s incomplete adjuvant 2 คร้ัง 
รวมกับการฉีดเขาเสนเลือดโดยมีปริมาณโปรตีน 1.5 ไมโครกรัม โดยไมผสม Freund’s adjuvant 

2 คร้ัง พบวา สามารถกระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum ได 
  

4.3.1 การตรวจสอบความเจือจางต่ําสดุท่ียงัทําปฏิกิริยากบัแอนติเจนได (titer)  
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของแอนติเซรุมที่ผลิตได โดยนํามาประเมินหาคา
ระดับความเขมขนต่ําสุดของแอนติเซรุมที่สามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนเปาหมาย และศึกษา
ความไว ของแอนติเซรุมที่ระดับตาง ๆ ดวยวิธี DAC  indirect – ELISA พบวาแอนติเซรุมที่ทุก
ระดับความเขมขนที่ใชในการทดสอบสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนได โดยผลการตรวจระดับ
ความเขมขนที่ใชทดสอบตั้งแต 1:16  ถึง 1:2,048 (v/v) พบวา ที่ความเขมขนของแอนติเจน 106 

โคนีเดีย/มิลลิลิตร  แอนติเซรุมยังใหปฏิกิริยาบวกที่ความเขมขน 1: 1,024 และที่ความเขมขน         
1:512 ยังใหปฏิกิริยาบวกเมื่อแอนติเจนมีความเขมขนเพียง 10 โคนีเดีย/มิลลิลิตร (ตารางที่ 4.2) 
  
 4.3.2 การทดสอบความจําเพาะเจาะจง (specificity) ของแอนติเซรุม 
               จากผลการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของแอนติเซรุม พบวา  normal serum ที่
นํามาใชในการทดสอบเปรียบเทียบกับแอนติเซรุมไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ S. ampelinum และ 
แบคทีเรียที่นํามาทดสอบ สวนแอนติเซรุมที่ผลิตไดใหคา A405 สูงเมื่อทําปฏิกิริยากับ S. 

ampelinum และ Colletotrichum จากองุน ใหคาปานกลางเมื่อทําปฏิกิริยากับเชื้อ Fusaruim 

spp,  Curvularia lunata, Helminthosporium spp., Collectotrichum gloeosporioides และ
เชื้อไอโซเลต Sa_5   แตใหคาต่ํามากกับเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter aerogenes,  Azotobacter 

sp., Bacillus cereus, Xanthomonas campestris   ดังผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 4.3 

แสดงวาสามารถทําปฏิกิริยาคอนขางจําเพาะเจาะจงกับ S. ampelinum มี cross reaction กับ 
Colletotrichum จากองุน มีปฏิกิริยาบางกับ Fusaruim spp,  Curvularia lunata,  
Helminthosporium spp., Collectotrichum gloeossporioides  ซ่ึงนาจะหมดไปหากทํา
แอนติเซรุมใหเจือจางลง 
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ตารางที่ 4.2  การตรวจสอบความเจือจางต่าํสุดท่ียังทําปฏิกิริยากับแอนติเจนได (titer) 
 

                               คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร1/ 
ระดับความเจือจาง                        ความเขมขนของโคนีเดีย (โคนีเดีย/มิลลิลิตร)                   )                              
ของ แอนติเซรุม   101              102                  103                           
1: 16  0.328 ± 0.007    0.309 ± 0.012  0.296 ± 0.009 
1: 32  0.252 ± 0.004    0.212 ± 0.005  0.199 ± 0.004 

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

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

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

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

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

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

Normal serum 

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

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

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

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

 

1/ คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm ในการ
ทดสอบดวยวธีิIndirect – ELISA ผลการอานคาจาก 4 ซํ้า (หลุม) ตอตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.2  การตรวจสอบความเจือจางต่ําสุดท่ียังทําปฏกิิริยากับแอนตเิจนได (titer) (ตอ) 
                              

คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร1/ 

ระดับความเจือจาง         ความเขมขนของโคนีเดยี (โคนีเดีย/มิลลิลิตร) 
ของ แอนติเซรุม  104              105                 106                        
1: 16  0.401 ± 0.023    0.538 ± 0.006  0.554 ± 0.015 
1: 32  0.306 ± 0.007    0.468 ± 0.001  0.509 ± 0.030 

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

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

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

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

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

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

Normal serum 

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

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

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

1: 2,048  0.085 ± 0.002    0.087 ± 0.001  0.086 ± 0.004 
 
1/ คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 405 nm ในการ
ทดสอบดวยวธีิ Indirect – ELISA ผลการอานคาจาก 4 ซํ้า (หลุม) ตอตัวอยาง 
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ตารางที่ 4.3 ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติเซรุมท่ีผลิตจากเชื้อ S. ampelinum       
ไอโซเลต Sa_TK1 กับเชื้อ S.  ampelinum   บางไอโซเลตและจุลินทรียชนดิอ่ืน ๆ    

 
 

ชนิดของเชื้อ        ความเขมขน                 คาดูดกลืนแสง A405 

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

 Sa_2       2.4 x  10 6 0.225±0.010(+)   

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

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

nm มีคาสูงกวา negative   control 2 เทา ในการทดสอบดวยวิธี Indirect  
  – ELISA 

- =  คาที่อานไดจากปฏิกิริยามคีาไมแตกตางจากคา Blank 
 
 

                                                                                                                                            36



4.4 การพัฒนาวิธีการตรวจสอบ Latent infection โดยวิธีทาง serology 
 4.4.1 วิธี ELISA 

                 การดัดแปลงรูปแบบของวิธี  ELISA  โดยใชช้ินสวนของใบบริเวณทีแ่สดงอาการ
ของโรคสแคบเปน solid surface แทนพืน้ที่ผิวของหลุมพลาสติก (plastic plate surface)  เมื่อนํา
ช้ินสวนของใบมาทดสอบดวยวิธี ELISA ทุก 2 วัน พบวา  คาดูดกลืนแสงของทุกตัวอยางไม
แตกตางจาก control ทันททีี่สุมตรวจหลงัจากปลูกเชื้อ (0 วัน) แตทกุไอโซเลตใหผลบวก (คา A 

405 สูงกวา control เกิน 2 เทา ) หลังจากปลูกเชื้อ 2 วนัยกเวนไอโซเลต Sa_1, Sa_2 และ Sa_3  
(ตารางที่ 4.4) อยางไรก็ตามคาความแตกตางของ A 405 ระหวางตวัอยางที่ไดรับการปลูกเชื้อกบั 
control มีนอยลงหลังจากเริม่ปรากฏอาการของโรคในวันที่ 4 (รูปที่ 4.7 และ 4.8) แตยังคงสูงกวา 
control ในทุกตัวอยาง 

 
4.4.2 วิธี immunofluorescence microscopy 

               จากการใชช้ินสวนของใบที่ปลูกเชื้อ S. ampelinum  นํามาทําปฏิกิริยากับ primary 

antiserum และ secondary antiserum ที่ติดฉลากกับสาร fluorescein isothiocyanate (FITC) 

แลว นําไปตรวจดูการเรืองแสงดวยกลองจุลทรรศนแสงเรือง พบวา  โคนีเดียของเชื้อในแตละไอโซ
เลตมีลักษณะการเรืองแสงที่แตกตางกันแบงออกเปนได 4 ระดับ ดังแสดงในรูปที่  4.9 และ 4.10  

ซ่ึงผลจากการอานคาการเรืองแสงของเชื้อในแตละไอโซเลตเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.9 และ 4.10 

สามารถบันทึกผลในแตละไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่  4.5  ลักษณะการเรืองแสงของโคนีเดียใน
ทุกไอโซเลตจะมีการเรืองแสงเขมที่บริเวณผิวรอบ ๆ โคนีเดีย  

                                                                                                                                         37



ตารางที่ 4.4 แสดงคาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร ของเชื้อ S. ampelinum จํานวน 27 ไอโซเลต 
โดยวิธี DAC ELISA กับแอนติเซรุม โดยการใชชิ้นสวนของใบที่แสดงอาการแทน 
solid surface ของ plastic plate surface 

 
 

        คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร* 

จํานวนวันหลงัปลูกเชื้อ (วัน) ไอโซเลต 
0 2 4 

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

    
หมายเหตุ  *     =  คาเฉลี่ยการอานคาจาก 2  ซํ้า/ ตัวอยาง 
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รูปที่ 4.7 ลักษณะปรากฏของอาการเริ่มแรกของโรคสแคบหลังจากปลกูเชื้อ 4 วัน(กําลังขยาย 40 x) 
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รูปที่ 4.8 ลักษณะปรากฏของอาการเริ่มแรกของโรคสแคบหลังจากปลกูเชื้อ 4 วัน(กําลังขยาย 
100x) 
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รูปที่ 4.9 แสดงการเรืองแสงของเชื้อ S. ampelinum ที่ทําการทดสอบโดยวิธี 

immunofluorescence   tests  
 (A) โคนีเดียของเชื้อที่ไมเรืองแสงเมื่อทดสอบดวย normal serum (-) 

(B) โคนีเดยีของเชื้อที่แสดงการเรืองแสงไดนอย (+) 

(C) โคนีเดยีของเชื้อที่แสดงการเรืองแสงไดปานกลาง (++) 
(D) โคนีเดยีของเชื้อที่แสดงการเรืองแสงมากที่สุด (+++) 

A

DC

B
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รูปที่ 4.10 แสดงการเรืองแสงสีเขียวของโคนีเดียของเชือ้ S. ampelinum จากการทดสอบโดยวิธี     

immunofluorescence 
(A) การเรืองแสงของโคนีเดียที่กาํลังงอก กําลังขยาย 100X 

(B) การเรืองแสงของโคนีเดียที่กาํลังขยาย 40X  
 
 
 
 

A

B
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ตารางที่ 4.5 ปฏิกิริยาของเชือ้ S. ampelinum ตอ polyclonal antibody (PAbs) ในการ
ทดสอบดวย วิธี immunofluorescence tests 

 

ไอโซเลต          ปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC* 
           แอนติเซรุม             Normal serum 
Sa_1     ++    - 
Sa_2     ++    - 
Sa_3     ++    - 
Sa_4     ++    - 
Sa_5     ++    - 
Sa_6     ++    - 
Sa_7     +++    - 
Sa_8     +    - 
Sa_9     +    - 
Sa_10     +    - 
Sa_11     +    - 
Sa_12     +    - 
Sa_13     ++    - 
Sa_14     +    - 
Sa_15     +    - 
Sa_16     +    - 
Sa_17     +    - 
Sa_18     +    - 
Sa_19     +    - 
Sa_20     +    - 
Sa_21     +    - 
Sa_22     +    - 
Sa_23     +    - 
Sa_24     +    - 
Sa_25              +             -   
 
* ดัชนีการเรืองแสง: - = ไมมีการเรืองแสง, + = เรืองแสงไดนอย, + + = เรืองแสงไดปานกลาง, 
+++ = เรืองแสงมากที่สุด  
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ตารางที ่4.5 ปฏิกิริยาของเชือ้ S. ampelinum ตอ polyclonal antibody (PAbs) ในการ   
ทดสอบดวย วิธี immunofluorescence tests (ตอ) 

 

ไอโซเลต         ปฏิกิริยาการเรืองแสงสีเขียวแกมเหลืองของ FITC* 
          แอนติเซรุม         Normal serum 
Sa_26 ++    - 
Sa_27     +    - 
Sa_28 ++    - 
Sa_29      ++    - 
Sa_30    ++    - 
Sa_31     + +    - 
Sa_32    + +    - 
Sa_33     +    - 
Sa_34    ++    - 
Sa_35    ++    - 
Sa_36    ++    - 
Sa_37  +    - 
Sa_38     +    - 
Sa_39     +    - 
RSa_2                 +    - 
RSa_3     +    - 
RSa_4     +    - 
RSa_5     +    - 
RSa_6                 ++    - 
RSa_7     +++    - 
RSa_8     +    - 
RSa_9     +    - 
RSa_10    +     - 
RSa_11    ++    - 
RSa_12    +    - 
 
* ดัชนีการเรืองแสง:  - = ไมมีการเรืองแสง, + = เรืองแสงไดนอย, + + = เรืองแสงไดปานกลาง, 
+++ = เรืองแสงมากที่สุด  
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4.5 การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S. ampelinum โดยเทคนิค   
serology 

 
 4.5.1 วิธี ELISA 

                        เมื่อนําเชื้อ S. ampelinum ที่เก็บจากแหลงปลูกตาง ๆ ตรวจสอบ ปฏิกิริยาทางเซรุม
วิทยาโดยใชวธีิ ELISA เปรียบเทียบคาทีว่ัดไดจากเครื่อง spectrophotometer โดยเชื้อที่ใชมีความ
เขมขนของสปอรในแตละไอโซเลตเทากัน พบวา เชือ้ในแตละไอโซเลตมีคาดูดกลืนแสงใกลเคยีง
กัน มีเฉพาะไอโซเลต Sa_7, Sa_14, Sa_23, Sa_26, Sa_27, Sa_29, Sa_35, Sa_36 และ 

Sa_37 เทานัน้ที่มีคาดูดกลนืแสงสูงกวาไอโ ซเลตอื่น ๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
 4.5.2 วิธี Gel-double diffusion 

          การทดสอบแอนติเซรุมของเชื้อ S. ampelinum พบวา precipitin band ที่เกิดขึ้น
ระหวางเชื้อ  S. ampelinum ไอโซเลตตาง ๆ กับแอนติเซรุมที่ผลิตได ผลที่เกิดขึ้น แสดงวา
แอนติเจนในหลุมที่ 1-5 เปนแอนติเจนชนิดเดียวกันชนิดเดียวกัน เนื่องจากเสนตะกอนที่เกิดขึ้น
ระหวางแอนติเซรุมและแอนติเจนในหลุมทั้งสองจะโคงมาพบกันและตอกันเรียบสนิทเปนเสนโคง
เดียวกัน ลักษณะเหมือนกันในทุกไอโซเลต (identity) สวนการทดสอบแอนติเซรุมกับแอนติเจน
ของเชื้อ Collectotrichum ampelophagum นั้น พบวา แอนติเจนที่มีความสัมพันธทางเซรุมวิทยา
กับเชื้อ แสดงดังรูปที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.6 แสดงคาดูดกลืนแสงของเชื้อ S. ampelinum ความเขมขน 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตรโดย
วิธี indirect- ELISA ท่ี 405 นาโนเมตร  

 
ไอโซเลต    คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร* 

  Sa_1    0.209±0.009 
Sa_2    0.236±0.009 

Sa_3    0.228±0.012 

Sa_4    0.216±0.009 

Sa_5    0.209±0.002   

Sa_6    0.196±0.009 

Sa_7    0.450±0.023 
Sa_8    0.200±0.008 

Sa_9    0.205±0.005 

Sa_10    0.222±0.007 

Sa_11    0.239±0.007 

Sa_12    0.206±0.004 

Sa_13    0.199±0.004  

Sa_14    0.401±0.013  

Sa_15    0.199±0.003 

Sa_16    0.183±0.009  

Sa_17    0.188±0.001 

Sa_18    0.209±0.011  

Sa_19    0.216±0.015  

Sa_20    0.255±0.013  

Sa_21    0.207±0.010  

Sa_22    0.205±0.004 

Sa_23    0.314±0.034 

Sa_24    0.190±0.008  

Sa_25    0.209±0.004 

Sa_26    0.476±0.002 
 
หมายเหต ุ * คาเฉลี่ยผลการอานคาจาก 4 ซํ้าตอตัวอยาง
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ตารางที่ 4.6  แสดงคาดดูกลืนแสงของเชื้อ S. ampelinum ความเขมขน 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร    
        โดยวิธี indirect-  ELISA ท่ี 405 นาโนเมตร (ตอ) 
 
 

ไอโซเลต     คาดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร* 
 

Sa_27    0.334±0.011 
Sa_28    0.217±0.004 

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

Sa_32    0.274±0.004 

Sa_33    0.312±0.012 
Sa_34    0.234±0.020 

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

RSa_3    0.221±0.008 

RSa_4    0.223±0.005 

RSa_5    0.211±0.018 

RSa_6    0.246±0.013 

RSa_7    0.296±0.016  

RSa_8    0.278±0.004 

RSa_9    0.274±0.016 

RSa_10   0.270±0.004 

RSa_11   0.275±0.008 

   RSa_12   0.246±0.007 

 

หมายเหตุ * คาเฉลี่ยผลการอานคาจาก  4 ซํ้าตอตัวอยาง 
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รูปที่ 4.11 แสดงลักษณะ precipitin band ที่เกิดขึ้นระหวางแอนติเซรุมกับแอนติเจนของเชื้อ  S.    

ampelinum  (1) ไอโซเลต Sa_1 (2) ไอโซเลต Sa_7 (3) ไอโซเลต Sa_8 (4) ไอโซ
เลต Sa_10  (5) ไอโซเลต Sa_1 (6) เชื้อ Collectotrichum ampelophagum ที่แยก
ไดจากองุน 

2 

1 

3 

4 

5 

6 

As
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4.6 การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S.  ampelinum จากปฏิกิริยาบนพันธุ
องุน 

          จากการปลูกเชื้อ S. ampelinum จํานวน 12 ไอโซเลต ลงบนใบองุนในพันธุตาง ๆ  6 พันธุ  
พบวา   สามารถจัดกลุมตามลักษณะของการเกิดโรคได 6 กลุม คือ กลุมที่ 1 เชื้อสามารถทําใหเกิด
โรคในองุนไดทั้งหมด ทุกสายพันธุ  กลุมที่ 2 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ 
Shiraz  กลุมที่  3  เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Centenail และ Delight  

กลุมที่ 4 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Crimson seedless และ Centenail  

กลุมที่ 5 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Marroo seedless และ Delight กลุม
ที่ 6 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดเฉพาะในพันธุ Black queen และ Crimson seedlees เทานั้น   

ดังแสดงในตารางที่ 4.7 

พันธุองุนที่เกิดโรคนอยที่สุดไดแก พันธุ  Delight, Centenail, Shiraz, Marroo 

seedless, Crimson seedless และ  Black queen  เปนพันธุที่มีจํานวนไอโซเลตที่ทําใหเกิดโรค
ได คือ  6/12, 7/12, 8/12, 9/12, 10/12 และ 12/12 ไอโซเลต ตามลําดับ   ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อไอโซเลต Sa_8, Sa_1 และ Sa_6 สามารถทําใหองุนพันธุ Black queen 

และ Crimson seedless เกิดโรคไดภายใน 4 วัน สวนในไอโซเลตอื่น ๆ จะเกิดโรคกับองุนหลัง
วันที่  5 ของการปลูกเชื้อ สวนเชื้อไอโซเลต Sa_4 และ Sa_7 ทําใหองุนพันธุ Shiraz และ Delight 

เกิดโรคหลังจากปลูกเชื้อ 8  วันดังแสดงในตารางที่ 4.9   
จากการวัดขนาดของแผล หลังจากการปลูกเชื้อ 7 วัน พบวา เชื้อไอโซเลต Sa_24 สามารถ

ทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Black queen ขนาดเทากับ  2.282 มิลลิเมตร ไอโซเลต   
Sa_12 สามารถทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Crimson seedless  ขนาดเทากับ  
2.336  ไอโซเลต   Sa_1 สามารถทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Marroo seedless  
ขนาดเทากับ  2.180  มิลลิเมตร ไอโซเลต   Sa_3 สามารถทําใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุน
พันธุ Centenail  ขนาดเทากับ  1.836 มิลลิเมตร ไอโซเลต   Sa_9 สามารถทําใหเกิดแผลขนาด
ใหญที่สุดในองุนพันธุ Delight  ขนาดเทากับ  1.900  มิลลิเมตร และไอโซเลต   Sa_5 สามารถทํา
ใหเกิดแผลขนาดใหญที่สุดในองุนพันธุ Shiraz  ขนาดเทากับ  1.680  มิลลิเมตร   ดังแสดงใน
ตารางที่  4.8  
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ตารางที่ 4.7 แสดงความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเชื้อ S. ampelinum แตละไอโซเลต บนใบ 
องุน 6 สายพันธุ  

 

Isolate ความสามารถในการทําใหเกิดโรค* 

  BQ CS MS C  D SR 

Sa_3 + + + + + + 

Sa_5 + + + + + + 

Sa_6 + + + + + - 

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

Sa_24 + + + - - + 

Sa_7 + - + - + + 

Sa_11 + - + - - - 

Sa_1 + + + + - + 

Sa_12 + + - + - + 

Sa_4 + + - + + + 

Sa_8 + + - - - - 
       
 
* หมายเหต ุ +   = เชื้อทําใหองุนเกิดโรค 

-    =  เชื้อไมทําใหองุนเกิดโรค 

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

 

Isolate ขนาดของแผล (มิลลิเมตร) 

  BQ CS MS C  D SR 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sa_24 2.282a 2.192b 2.000b 0.000e 0.000f 1.148c 
       
 
คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)
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ตารางที่ 4.9 แสดงวันแรกที่เชื้อในแตละไอโซเลตปรากฎแผลบนองุนพนัธุตาง ๆ  
 

Isolate  BQ CS MS C  D SR 

Sa_1 4 5 5 6 - 6 

Sa_2 5 5 5 - - 6 

Sa_3 5 6 5 5 7 7 

Sa_4 5 5 - 7 7 8 

Sa_5 5 5 5 6 8 6 

Sa_6 4 5 6 5 7 - 

Sa_7 5 - 6 - 8 6 

Sa_8 6 4 - - - - 

Sa_9 6 6 7 7 5 - 

Sa_11 5 - 5 - - - 

Sa_12 5 5 - 7 - 6 

Sa_24 4 6 5 - - 6 
       
 
-   = เชื้อไมทําใหเกิดอาการผิดปกต ิ
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รูปที่ 4.12 ลักษณะที่เกดิจากเชื้อไอโซเลต Sa_12 บนใบองุนพันธุตาง ๆ 

 (A) พันธุ Blackqueen   

 (B) พันธุ Shiraz 

 (C) พันธุ Crimson seedless 

 (D) พันธุ  Marroo seedless

A

DC

B
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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษา วิธีการตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ Sphaceloma ampelinum สาเหตุ
โรค สแคบในองุนและความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ พบวา 
 1. วิธีการที่สามารถใชในการแยกเชื้อจากตัวอยางขององุนที่แสดงอาการของโรคไดอยางมี
ประสิทธิภาพ คือ การแยกเชื้อดวยวิธี tissue transplanting โดยทําการชักนําใหเชื้อเจริญออกมา
จากเนื้อเยื่อที่เปนโรคโดยนําเนื้อเยื่อที่เปนโรควางในอาหาร water agar กอนในระยะแรกหลัง
จากนั้น 3 วันจึงทําการเขี่ยยายเสนใยของเชื้อที่เจริญออกมาเลี้ยงในอาหาร potato dextrose agar 

วิธีการนี้จะสามารถทําใหเชื้อสามารถที่จะเจริญแขงกับเชื้ออ่ืน ๆ ที่ปนเปอนมากับเนื้อเยื่อพืชไดดี 
เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหาร PDA นาน 15 วัน สามารถนําเชื้อมาใชในการทดสอบตาง ๆ ได  ในการเขี่ย
เชื้อเพื่อนํามาทดสอบตองทําดวยความระมัดระวังเนื่องจากเชื้อเจริญชามากและเกิดการปนเปอนได
งาย และเนื้อเยื่อที่นํามาแยกเชื้อควรเปนเนื้อเยื่อที่แสดงอาการเริ่มแรกของโรค วิธีการที่พัฒนาขึ้นมี
ประสิทธิภาพดีเทากับวิธีที่ กรรณิการ เพี้ยนพักตร และคณะ (2545) แนะนํา 
 2. ลักษณะการเจริญของโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา เชื้อแตละไอโซเลตมีลักษณะการ
เจริญ และสีของโคโลนี ที่แตกตางกัน ลักษณะการเจริญของเชื้อเปนแบบพอกพูนขึ้นดานบน 
(gummy growth) (กรรณิการ เพี้ยนพักตรและคณะ, 2536) ในระยะแรกของการเจริญโคโลนีจะ
เปนจุดเล็ก ๆ มีสีครีมปรากฏขึ้น ตอมาจุดเหลานั้นจะขยายขนาดใหญขึ้นมีลักษณะเยิ้มมีตั้งแตสี
เหลืองออนจนถึงสีแดงเขม ผลการศึกษาขนาดของโคนีเดีย พบวา โคนีเดียของเช้ือที่แยกไดจาก
แหลงตาง ๆ มีลักษณะและขนาดใกลที่แตกตางกัน  สปอรมีลักษณะใส เซลลเดียว ทรงกระบอก เมื่อ
โคนีเดียแกเต็มที่จะเห็นวงกลมใสอยูหัวทายเซลล (guttle at each end)  ผนังของโคนีเดียจะมีเมือก
หุมอีกชั้นหนึ่ง  โคนีเดียของเชื้อสรางใน fruiting body เรียกวา acervulus หรือสามารถเกิดจาก
การแตกหนอไดคลายยีสต การศึกษาลักษณะภายนอกของใบองุนที่เปนโรคดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope: SEM) พบวา โคนีเดีย
ของเชื้อมีการรวมตัวหนาแนนบริเวณเสนใบ  โคนีเดียสวนใหญเกิดขึ้นที่บริเวณปลายของ 
conidiophore   ขนาดโคนีเดียในการทดลองครั้งนี้มีขนาดอยูในชวง 2.17-3.35 x  5.24-6.83  

ไมครอน ซ่ึงมีขนาดเล็กกวาที่รายงานโดยไวกรรณิการ เพี้ยนพักตร และคณะ (2537) ซ่ึงมีขนาดอยู
ในชวง   2.61-4.77 x  6.37-8.75 ไมครอน   ซ่ึงทั้งลักษณะของโคโลนีและโคนีเดียจากการทดลอง
คร้ังนี้สามารถใชแยกความแตกตางของเชื้อในแตละไอโซเลตไดเนื่องจากเชื้อมีความหลากหลายใน 
 



รูปแบบของการเจริญบนอาหาร และรูปรางของโคนีเดีย ซ่ึงเปนความแตกตางทางสัณฐานวิทยา 
 3. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อโดยเทคนิคทางเซรุมวิทยา พบวา สามารถกระตุนให
กระตายสรางแอนติบอดีที่จําเพาะเจาะจงได โดยใชแอนติเจนที่เตรียมดวยวิธีการบดเสนใยและโคนี
เดียที่เล้ียงในอาหาร PDB ซ่ึงวิธีการเตรียมแอนติเจนดัดแปลงจากวิธีการของ Sundaram et al., 

(1991) ที่ใชโปรตีน บริสุทธิ์ในการผลิตแอนติเซรุม แตจากการเตรียมแอนติเจนตามที่ได
พัฒนาขึ้นเปนการใชโปรตีนรวมที่สกัดโดยการบดเสนใย พบวา สามารถกระตุนใหกระตาย
สรางแอนติเซรุมไดและแอนติเซรุมมีความจําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampeliunm ทุกไอโซเลต
แตแอนติเซรุมมี cross reaction กับ Collectotrichum  spp. แตสามารถแกไขไดโดยเจือจาง
แอนติเซรุมก็จะสามารถแกไขปญหานี้ได หลังจากนั้น ใชแอนติเจนที่เตรียมไดฉีดเขากระตาย
ในลักษณะฉีดเขากลามเนื้อโดยผสม Freund’ incomplete adjuvant 2 คร้ัง รวมกับการฉีดเขา
เสนเลือดโดยไมผสม Freund’s adjuvant 2 คร้ัง พบวาสามารถกระตุนใหกระตายสรางแอนติบอดี
ที่จําเพาะเจาะจงกับเชื้อ S. ampelinum ได และมี titer ของแอนติเซรุม 1:1,024 เมื่อทดสอบกับ
แอนติเจนเขมขน 1 x 106 โคนีเดีย/มิลลิลิตร โดยวิธี direct antigen coating indirect ELISA 

แอนติเซรุมที่ไดทําปฏิกิริยาเฉพาะเจาะจงเฉพาะกับเชื้อ S. ampelinum และเชื้อ Colletotrichum 

sp. ที่แยกไดจากองุนแตไมทําปฏิกิริยากับเชื้อ Colletotrichum sp. ที่แยกไดจากสม พริก กลวย 
และมะมวง เชื้อราสาเหตุโรคพืชชนิดอื่นๆ เชน เชื้อ Curvularia lunata, Fusaruim spp. และ 
Helminthosporium spp. เชื้อแบคทีเรีย Enterobacter aerogenes, Azotobacter sp., Bacillus 

cereus และ Xanthomonas campestris  เมื่อทดสอบโดยวิธี immunofluorescence และ 
ELISA เพื่อศึกษา Latent infection การดัดแปลงรูปแบบของวิธี ELISA โดยใชช้ินสวนของใบ
บริเวณที่แสดงอาการเปน solid surface แทนพื้นผิวของหลุมพลาสติก (plastic plate surface) 
สําหรับการพัฒนาการตรวจหาแอนติเจนตั้งแตที่ยังไมปรากฏอาการหลังจากปลูกเชื้อ 0,  2  และ  4 
วัน และเมื่อปรากฏอาการแลว พบวา หลังจากปลูกเชื้อลงบนใบองุนแลวนํามาทดสอบดวยวิธี  
ELISA ที่ 0, 2 และ  4  วัน พบวา  สามารถตรวจพบการเขาทําลายของเชื้อไดหลังจากปลูกเชื้อ       
2 วัน โดยที่ยังไมปรากฏอาการ ขณะที่ช้ินสวนของใบองุนปกติใหผลลบ การใชรูปแบบนี้ในการ
ทดสอบทําใหไมจําเปนตองบดละเอียดตัวอยางเพื่อปลดปลอยแอนติเจน และนาจะปรับใชตรวจเชื้อ
ในระยะแรกเขาทําลายซึ่งอาจอยูในรูปโคนีเดีย เสนใยเริ่มงอกหรือ appressorium ที่เกาะติดผิวพืช
ได จากผลการทดลองดังกลาวทําใหสามารถทําการตรวจการเขาทําลายของเชื้อไดโดยเมื่อสังเกตวา
สภาพแวดลอมเอื้ออํานวยและเหมาะสมตอการเกิดโรค ควรสุมใบองุนมาตรวจดวยวิธีดังกลาว
ขางตนเปนระยะ  เพื่อตรวจหาการเขาทําลาย ถาผลของการตรวจเปนบวกจะทําใหสามารถทํานายได
วาเชื้อเร่ิมระบาดในแปลงปลูกแลว สามารถทําการปองกันกําจัดไดกอนที่จะเห็นอาการปรากฏ  
นอกจากนั้นยังทําใหลดตนทุนในการผลิตได  โดยสามารถใชสารเคมีไดถูกเวลา ลดการใชสารเคม ี

                                                                                                                                    55 



อยางพร่ําเพรื่อในการฉีดพนสารเคมีเปนโปรแกรม        และจากการตรวจสอบการเรืองแสงของ
โคนีเดียในแตละไอโซเลต พบวา โคนีเดียของเชื้อทุกไอโซเลตสามารถเรืองแสงได และสามารถ
แบงลักษณะการเรืองแสงได  4 ลักษณะ คือ ไมเรืองแสง, เรืองแสงไดนอย, เรืองแสงไดปานกลาง  
และเรืองแสงมาก วิธีนี้สามารถใชเพื่อใหสามารถสังเกตการปรากฏของเชื้อในตัวอยางเนื้อเยื่อ
ชัดเจนขึ้น และในขณะเดียวกันก็สามารถบงชี้ถึงชนิดหรือประเภทของเชื้อไดตามระดับความ
เฉพาะเจาะจงของชนิดแอนติบอดีที่นํามาใช เพราะถึงแมวิธีการยอมสีเนื้อเยื่อเชื้อดวยสารเรืองแสง 
แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนเรืองแสง จะเปนวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว แตก็เปนการตรวจทั่วไป
เพื่อการเห็นสภาพการมีเชื้อสาเหตุของโรคในเนื้อเยื่อพืชเทานั้น สําหรับการตรวจเชื้อโดยวิธี 
immunofluorescence microscopy ใหสามารถแสดงผลการปรากฏของเชื้อในเนื้อเยื่อตลอดจน
ความเฉพาะเจาะจงและความเชื่อมั่นในระดับที่ตองการนั้น ขึ้นอยูกับวิธีการเตรียมตัวอยางเนื้อเยื่อที่
นํามาตรวจสอบ รวมทั้งชนิดแอนติบอดี สารเคมีคุณภาพของอุปกรณหรือเครื่องมือตลอดจนความ
รอบคอบในการแปลผล รวมทั้งประสบการณและความชํานาญของผูตรวจสอบที่ตองมีความรูอยาง
เพียงพอตอการแยกแยะความเหมือนหรือความแตกตางของสิ่งตาง ๆ ที่ปรากฏในภาพสะทอนจาก
กลองจุลทรรศน ดังนั้นในการเลือกใชวิธีที่จะตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ Sphaceloma 

ampelinum สาเหตุโรคสแคบ ในองุนควรเลือกใชวิธี indirect-ELISA เนื่องจาก งาย สะดวก 
รวดเร็ว  ถูกตอง แมนยํา และตรวจเชื้อในปริมาณนอยพรอมทั้งตรวจตัวอยางไดจํานวนมาก  
 4. การศึกษาดวยวิธี ELISA พบวา  เชื้อในแตละไอโซเลตมีคาดูดกลืนแสง A 405 

แตกตางกันแบงเปน 4 กลุม คลายกับที่สังเกตจากการเรืองแสง คือ คาดูดกลืนแสงไมตางจาก  
negative control, คาดูดกลืนแสงต่ํา, คาดูดกลืนแสงปานกลาง และคาดูดกลืนแสงสูง โดยคา
ดูดกลืนมีความสัมพันธไปในทางเดียวกันกับระดับการเรืองแสง คือ ไอโซเลตที่มีคาดูดกลืนแสงสูง
จะมีการเรืองแสงมาก เมื่อนําไปตรวจดวยกลองจุลทรรศนแสงเรือง สวนการทดสอบดวยวิธี gel 

double diffusion ใชไมไดผล เนื่องจากความเขนขนโปรตีนของเชื้อไมเพียงพอที่จะทําปฏิกิริยากับ
แอนติเซรุม นอกจากนั้นเชื้อ S .ampelinum มีลักษณะพิเศษ คือ เชื้อมีเมือกใสหุมทําให การซึมผาน
วุนซึ่งเปนตัวกลางเปนไปไดยาก การเตรียมแอนติเจนโดยการใชสารสกัดจากเชื้อเกิดความหนืดมาก
ทําใหไมสามารถซึมผานไดและไมสามารถใชโคนีเดียทั้งโคนีเดียไดเพราะมีขนาดใหญไมสามารถ
ผานตัวกลางไดเชนกัน 

5. การศึกษาความหลากหลายของสายพันธุเชื้อ S. ampelinum จากปฏิกิริยาบนสายพันธุ
องุน พบวา   เมื่อพิจารณาจากความสามารถในการทําใหเกิดโรคทําใหแบงเชื้อไดทั้งหมด 6 กลุม 
กลุมที่ 1 สามารถทําใหเกิดโรคในองุนไดทั้งหมดทุกสายพันธุ กลุมที่ 2 สามารถทําใหเกิดโรคไดใน
ทุกพันธุยกเวนพันธุ Shiraz  กลุมที่  3  สามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Centenail 

และ Delight  กลุมที่ 4 สามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Crimson seedless และ 
Centenail  กลุมที่ 5 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดในทุกพันธุยกเวนพันธุ Marroo seedless และ 

                                                                                                                                        56



Delight กลุมที่ 6 เชื้อสามารถทําใหเกิดโรคไดเฉพาะในพันธุ Black queen และ Crimson 

seedlees เทานั้น จากผลการทดลองดังกลาวสามารถใหคําแนะนํากับเกษตรกร ในการเลือกพันธุ
องุนมาปลูกเพื่อแกปญหาโรคสแคบไดและพันธุที่มีจํานวนไอโซเลตที่ทําใหเกิดโรคไดนอยที่สุดที่
ควรแนะนําใหเกษตรกรปลูก  คือ พันธุ Delight,  Centenail  และ Shiraz ตามลําดับ  และสาย
พันธุของเชื้อที่เหมาะสมกับการใชคัดเลือกองุนพันธุตานทานไดแก ไอโซเลต Sa_3 และ Sa_5 

เนื่องจากสามารถทําใหองุนเกิดโรคไดทั้ง 6 สายพันธุที่ใชทดสอบ การทดสอบความหลากหลายใน
ลักษณะนี้เคยมีการทดสอบแลวโดยใชองุนพันธุ White malaga ในการทดสอบเพียงพันธุเดียว แต
ผลการทดลอง ดังกลาวยังไมชัดเจนในเรื่องความหลากหลายของเชื้อ เนื่องจากองุนพันธุไวทมะละกา
เปนพันธุที่ออนแอ และไมสามารถใชเปนขอมูลเชิงเปรียบเทียบได เพราะเชื้อทุกไอโซเลตทําใหเกิด
โรคกับ White malaga  อาจเปนเหตุผลใหการปลูก White malaga ลมเหลวเพราะเชื้อที่มีทุกไอโซ
เลตสามารถเขาทําลายได  การศึกษาระยะฟกตัวของเชื้อแตละไอโซเลตบนองุนแตละพันธุ พบวา มี
ความแตกตางกันขึ้นอยูกับไอโซเลตและพันธุขององุน เชื้อเกือบทุกไอโซเลตจะแสดงอาการคอนขาง
เร็วบนพันธุ  Black queen (4-6 วัน) แตจะแสดงอาการชาในพันธุ Shiraz (6-8 วัน) ผลการศึกษา
ดังกลาวแสดงใหเห็นวา เชื้อ S. ampelinum ในประเทศไทยมีความแตกตางกันทั้งทางสัณฐานวิทยา
และปฏิกิริยาตอสายพันธุองุน   
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ภาคผนวก 



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

Na2CO3      1.59  กรัม  
NaHCO3      2.93  กรัม 

 NaN3      0.20    กรัม 

 น้ํากลั่น              1,000    มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหเปน 9.6 
 

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

KH2PO4     0.2  กรัม 

Na2HPO4      2.9 กรัม 

KCl       0.2  กรัม 

 NaN3      0.2  กรัม  
 น้ํากลั่น             1,000  มิลลิลิตร 

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

 tween-20     0.5 มิลลิลิตร 
 

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

ovalbumin (egg albumin)    2.0 กรัม 

PBS-T      1.0 ลิตร 
 

1.5 Substrate Buffer pH 9.8 
 Diethanolamine     100 มิลลิลิตร 

 NaN3      0.2 กรัม 

 น้ํากลั่น     1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH ใหเปน 9.8 
  

1.6 3M KOH 
KOH       168.327 กรัม  

น้ํากลั่นปริมาตร     1000   มิลลิลิตร 
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** สารเคมีที่เตรียมเสร็จแลวจะตองเก็บรักษาไวในตูเยน็จนกวาจะใชและไมควรเกบ็ไวนานเกนิ 1 

เดือน 
 

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

  Dextrose หรือ glucose    20 กรัม 

  วุนผง (Agar)     18 กรัม 

  น้ํากรองหรือน้ํากลั่น           1,000 มิลลิลิตร 

 หั่นมันฝร่ังที่ปอกเปลือกแลวเปนชิ้นขนาดประมาณ 1 ลบ.ซม. ตมกับน้ํา 500

มิลลิลิตร จนนิ่ม กรองเอาเฉพาะน้ําสกัด ผสม dextrose ทั้งหมดลงในน้ําสกัด นําไปผสม
กับวุนผงที่ตมจนละลายแลว ดวยน้ําสวนที่เหลือ คนใหเขากัน เติมน้ําใหครบ 1 ลิตร แบงใส
ภาชนะเพื่อนําเขานึ่งภายใตความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว หรืออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
นาน  15-20 นาท ี

  
2.2 Potato dextrose broth (PDB) 

  มันฝรั่ง     200 กรัม 

  Dextrose หรือ glucose     20 กรัม 

  น้ํากรองหรือน้ํากลั่น           1,000 มิลลิลิตร 
 
 
 2.3 Water agar (WA) 
  วุน            15-18 กรัม 

  น้ํากลั่น            1,000 มิลลิลิตร  

  วิธีเตรียมคลายกันกับ PDA แตไมตองตมน้ําสกัด ใชแยกเชื้อรา   
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ตารางที ่1 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Black 
queen 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางที ่2  แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Crimson 
seedless 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางที ่3   แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพันธุ Marroo 
seedless 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT)  
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ตารางที่ 4  แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุCentenail 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT)  
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ตารางที ่5 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Delight 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT)  
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ตารางที ่6  แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนพนัธุ Shiraz 
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1/ คาเฉลี่ยจากจํานวน 10 แผล 

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่ตามดวยอักษรที่ตางกนัมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับ 0.01 จากการ
เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan's New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางที่ 7   แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนจํานวน 6 พันธุ 
         

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

Black queen SA_8 0.000 0.000 1.072 1.180 1.580 1.700 2.000 

  SA_1 0.300 0.500 0.568 0.768 1.334 1.620 1.820 

  SA_6 0.300 0.750 1.100 1.076 1.562 1.820 2.104 

  SA_24 0.300 0.820 0.882 1.140 1.536 1.800 2.282 

  SA_7 0.000 0.500 0.600 0.800 1.572 1.780 2.100 

  SA_5 0.000 0.560 0.520 0.886 1.170 1.466 1.466 

  SA_9 0.000 0.000 0.711 0.550 1.000 1.000 1.025 

  SA_12 0.000 0.900 1.000 1.090 1.380 1.890 2.070 

  SA_2 0.000 0.670 0.620 1.028 1.258 1.480 1.480 

  SA_4 0.000 0.750 0.720 1.190 1.432 1.700 1.700 

  SA_11 0.000 0.500 0.800 1.150 1.320 1.300 1.320 

  SA_3 0.000 0.500 0.500 0.860 0.860 0.860 0.860 

Crimson SA_8 0.100 0.300 0.800 1.580 1.300 1.800 2.160 

seedless  SA_1 0.000 0.450 0.706 0.650 1.092 1.092 1.092 

  SA_6 0.000 0.290 0.496 0.978 1.408 1.720 2.020 

  SA_24 0.000 0.000 0.640 0.950 1.110 1.700 2.192 

  SA_7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_5 0.000 0.600 0.740 1.214 1.470 1.780 1.790 

  SA_9 0.000 0.000 0.500 0.500 0.900 1.040 1.040 

  SA_12 0.000 0.360 0.710 1.342 1.650 1.740 2.336 

  SA_2 0.000 0.200 0.670 0.979 1.170 1.300 1.300 

  SA_4 0.000 0.500 0.600 0.770 1.400 1.692 1.956 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.000 0.500 0.750 1.200 1.680 1.680 
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ตารางที่ 8 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนจํานวน 6 พันธุ 
   

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

Marroo SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

seedless SA_1 0.000 0.540 0.630 0.974 1.284 1.636 2.180 

  SA_6 0.000 0.000 0.600 0.840 1.036 1.454 1.760 

  SA_24 0.000 0.500 0.540 0.840 1.180 1.600 2.000 

  SA_7 0.000 0.000 0.500 0.500 0.800 1.100 1.100 

  SA_5 0.000 0.860 0.890 1.214 0.142 1.816 1.816 

  SA_9 0.000 0.000 0.000 0.560 0.820 1.044 0.956 

  SA_12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_2 0.000 0.200 0.450 0.750 1.300 1.700 2.100 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_11 0.000 0.100 0.100 0.270 1.200 1.200 1.200 

  SA_3 0.000 0.200 0.580 0.920 1.490 1.500 2.100 

Centenail SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_1 0.000 0.000 0.355 0.570 0.000 1.150 1.440 

  SA_6 0.000 0.740 0.840 1.101 0.910 1.560 1.926 

  SA_24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_5 0.000 0.000 0.800 1.000 1.280 0.000 1.680 

  SA_9 0.000 0.000 0.000 0.748 1.160 1.500 1.500 

  SA_12 0.000 0.000 0.000 0.480 0.000 1.320 1.800 

  SA_2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.750 1.300 1.300 1.300 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.100 0.200 0.650 1.128 1.038 1.836 
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ตารางที่ 9 แสดงขนาดของแผลที่เกิดจากการปลูกเชื้อจํานวน 12 ไอโซเลตบนองุนจํานวน 6 พันธุ  
 

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

Delight SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.910 0.910 0.960 

  SA_24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_7 0.000 0.000 0.120 0.500 0.990 1.620 1.660 

  SA_5 0.000 0.000 0.000 0.900 1.280 1.680 1.680 

  SA_9 0.000 0.500 0.700 0.838 1.160 1.900 1.900 

  SA_12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.000 1.100 1.280 1.280 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.000 0.000 0.300 0.620 0.650 0.650 

Shiraz SA_8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_1 0.000 0.000 0.648 1.018 1.190 1.190 1.190 

  SA_6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_24 0.000 0.000 0.500 0.710 1.140 1.148 1.148 

  SA_7 0.000 0.000 0.580 0.500 0.840 1.400 1.400 

  SA_5 0.000 0.000 0.670 0.860 1.350 1.680 1.680 

  SA_9 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_12 0.000 0.000 0.540 0.740 1.150 1.150 1.150 

  SA_2 0.000 0.000 0.100 0.300 0.600 0.680 0.680 

  SA_4 0.000 0.000 0.000 0.000 1.400 1.400 1.400 

  SA_11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

  SA_3 0.000 0.000 0.000 0.300 0.900 0.900 0.900 
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ประวัติผูเขียน 
 
 นางสาวขนิษฐา  มากรุง เกิดวันที่ 1 สิงหาคม พ.ศ. 2522 ที่ อําเภอเดิมบางนางบวช   
จังหวัดสุพรรณบุรี สําเร็จการศึกษาในระดับปริญญาตรีในสาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช 
สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา ในป
การศึกษา 2544 เขาศึกษาตอในระดับบัณฑิตศึกษา สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช สํานักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในปการศึกษา 2546 สถานที่ติดตอได
สะดวก บานเลขที่ 11/1 หมู 4 ตําบลเขาพระ อําเภอเดิมบางนางบวช จังหวัดสุพรรณบุรี 72120 




