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การพัฒนาวิธีตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อ Sphaceloma ampelinum โดยเทคนิคทางเซรุม

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

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

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

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

6.83 ไมครอน เมื่อศึกษาดวยวิธี ELISA พบวา เชื้อในแตละไอโซเลตมีคาดูดกลืนแสง A 405 

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

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

 

A serological technique was developed for the detection of Sphaceloma 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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






