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วิธีการตรวจสอบราสาเหตุโรค Black spot ของสมโอโดยเทคนิค PCR 
Detection of Black Spot Disease on Pummelo by  

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

พรพิมล  อธปิญญาคม1   สุณรีัตน  สมีะเด่ือ1   ศรสีุรางค  ลขิิตเอกราช2 
1กลุมวิจยัโรคพืช      สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 

2สํานกัผูเชี่ยวชาญ 
      

 
บทคัดยอ 

สมโอเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญตอการสงออกพืชหนึง่ในประเทศไทย  ในป 2549 ไดพบการ
ระบาดของโรคจุดดําบนผลสมโอที่อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย ซึง่เปนแหลงผลิตสมโอเพื่อการ
สงออกเนื่องจากเปนพืน้ทีท่ีป่ลอดโรคแคงเคอรของสม โรคนี้เปนโรคที่สําคัญสําหรับการสงออกของ
สมโอ   เนื่องจากประเทศทีน่ําเขาสมโอไมยอมรับสมโอที่แสดงอาการของโรคจุดดํา    วัตถุประสงค
ของการศึกษาคร้ังนี้เพื่อศึกษาวิธกีารตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดําของสมโอ    ผลการทดลองจาก
การแยกเช้ือจากอาการของจุดดําสมโอตามลักษณะอาการตาง ๆ  แยกไดทั้งหมด 65 isolates 
จําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. mangiferae  
27 isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates   และจากการ
ตรวจสอบรา  G. citricarpa  สาเหตุโรคจุดดําของสมโอ และรา G. mangiferae ซึ่งมีลักษณะเปน
เอ็นโดไฟทบนพืช โดยการใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ดวยไพรเมอร ITS1 (5’ 
TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC) ได
นํามาทดสอบเพื่อการนําไปใชในตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดําของสมโอเพื่อการสงออก โดยการ
ทดสอบกับดีเอ็นเอของราในระยะการเจริญของสปอรและเสนใย ความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR 
และไพรเมอรดังกลาวสามารถตรวจสอบรา G. mangiferae ไดในระยะการเจริญของสปอรและเสน
ใย โดยมีขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดประมาณ 226 คูเบส และจากการวิเคราะห
ปฏิกิริยา PCR ของสปอรทีผ่สมกับดีเอ็นเอของสมโอปกติที่ความเขมขน 70 ng พบวาสามารถใช
ตรวจสอบไดกับปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ G. mangiferae  ที่ระดับ 40 ซึ่งเปนระดับตํ่าสุด  แตใน
การศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบรา  G. citricarpa  ได  
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คํานํา 
สมโอ [Citrus maxima (Burn) Merr.] เปนไมผลทีม่ศัีกยภาพในการสงออกและยังเปน

ผลไมที่มีคุณคาทางอาหารสูง ใหผลผลิตและผลตอบแทนสูงเนื่องจากสามารถปลูกไดในดินเกือบ
ทุกชนิด ใหผลผลิตไดตลอดทั้งป และสามารถเก็บรักษาไวไดนาน เกษตรกรจึงนยิมปลูกสมโอเพื่อ
การบริโภคในครัวเรือนและปลูกเปนการคากันมาก และเนื่องจากสมโอเปนไมผลที่มีศักยภาพใน
การสงออก จงึทาํใหสมโอเปนไมผลสงออกที่สําคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่ง  สําหรับตลาดสงออก
ที่สําคัญไดแก มาเลเซีย  ฮองกง  และสิงคโปร  การสงออกสมโอของประเทศไทยมแีนวโนมเพิ่มข้ึน  
โดยในป 2548 มูลคาการสงออกสมโอมปีริมาณ 6,293 เมตริกตัน มีมูลคาเทากบั 99,673,000 
บาท และในป 2549 มมีูลคาการสงออกเพิ่มเปนจํานวน 9,387 เมตริกตัน มีมูลคาเทากับ 
132,905,000 บาท (สํานักเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) เห็นไดวาสมโอมีแนวโนมในการสงออกมาก
ข้ึนอยางไรก็ตามประเทศในสหภาพยุโรป  อเมริกา  ญ่ีปุน และ ออสเตรเลีย มีความตองการสมโอ
จากประเทศไทย แตประเทศไทยไมสามารถสงออกสมโอไปยังประเทศดังกลาวไดเนื่องจากประสบ
ปญหาเร่ืองของโรคแคงเกอร (canker) และโรคจุดดํา (black spot)    สําหรับโรคแคงเคอร ใน
ปจจุบันกลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพชื  กรมวิชาการเกษตร ไดดําเนินการตรวจ
รับรองสวนสมโอปลอดโรคแคงเคอร ที่อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชยีงราย  เปนโครงการนาํรองเพือ่
การสงออกไปประเทศเนเธอรแลนด  สําหรับโรคจุดดํานั้นยังไมมีการศึกษาเกีย่วกบัโรคนี้มากนัก 

ราสกุล Guignardia Viala & Ravaz อยูใน Class Ascomycetes, Order 
Sphaeropsidales, Family Mycosphaerellaceae มีรา Phyllosticta Pers เปน Anamorphic 
state อยูใน Class Coelomycetes สวนใหญราสกุลนี้เจริญอยูบนใบพืชทาํใหเกดิโรคใบจุด โดยรา
สราง pycnidia บนใบพืช   Guignardia citricarpa สาเหตุโรค Black spot ของพืชตระกูลสม เปน
เชื้อสําคัญในการกักกันพืช ของประเทศในเขตยุโรป และอเมริกา ซึง่หามนาํเขาผลไมที่มีอาการของ
โรค Black spot โดยเด็ดขาด (Baayen และคณะ, 2002) ปญหาอีกประการหนึ่งของการตรวจพชื
กักกนัเพื่อการนําเขาและสงออก ลักษณะของแผลมีลักษณะหลายชนดิ เชน hard spot lesions 
แผลบุมลงไป ไมลึก เปนจุดเล็ก ๆ ตรงกลางมีสีเทาถึงสีแทน ขอบแผลมีสีน้ําตาลดํา ขนาดแผลมี
เสนผานศูนยกลาง 3-10 มิลลิเมตร มักแสดงอาการเม่ือผลสมใกลเปล่ียนสีเปนสีสมหรือเหลือง 
ปกติมักพบ pycnidia เล็ก ๆ บนแผล  ภายในสราง conia ของรา Phyllosticta citricarpa  เปน 
anamorph stage (Sutton and Waterson, 1966; Van der Aa, 1973)  ซึ่งสามารถมองเหน็ 
pycnidia  ดวยตาเปลาและสามารถตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ ลักษณะแผล  
hard spot lesions ที่รุนแรงมากแผลจากจุดเล็ก ๆ จะมารวมตัวกนั ขยายใหญข้ึน และมักพบ 
pycnidia บนแผลมากมาย   อาการอีกชนิดหนึ่งคือ freckle spot หรือเรียกวา false melanose 
แผลจุด เล็ก ขนาดแผลมีเสนผานศูนยกลาง 1-3 มิลลิเมตร  แผลบุมลงไป ไมลึก เปนจุดเล็ก ๆ ตรง
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กลางมีสีเทา แทน  น้าํตาลแดง บริเวณรอบแผลลักษณะนี้ก็มกัพบแผล hard spot lesions กระจาย
อยู แตอยางไรก็ตามอาการทัง้สองนี้ไมแตกตางกนัมาก  ในปจจุบันประเทศ EU ตรวจสอบราสาเหตุ
โรค black spot  โดยการนาํแผลที่ไมพบการสราง pycnidia ของเชื้อไปบมเช้ือเปนเวลา 5 วัน เชือ้
จะสราง pycnidia ข้ึนมา  หลังจากนั้นตองนาํมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ เพือ่ศึกษาลักษณะของโคโลนบีน
อาหารเล้ียงเชือ้และลักษณะทางสัณฐานวทิยาเพื่อจาํแนกความแตกตางของรา G. citricarpa 
(pathogenic)  และ G. mangiferae (non pathogenic) เชื้อทั้งสองมีลักษณะทางสัณฐาน 
คลายกนัมากจึงมักทําใหการจัดจําแนกชนิดผิด (Glienke-Blanco และคณะ, 2002; Baayen และ
คณะ, 2002)  เชื้อเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อชา โดยใชเวลา 14 วนั จึงจะสราง mature pycnidia  
ดังนัน้วิธนีี้ จงึไมสะดวกในการตรวจพืชนาํเขา และสงออกดวยวธิีนี ้  ในปจจุบันมีการพฒันาการ
ตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรค black spot โดยใชการใชเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction)  
ซึ่งเปนเคร่ืองมอืที่ใชในการศึกษาอณูชวีวทิยา (molecule biology) ซึ่งเปนเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพ
และความไวสูง และสามารถใชดีเอ็นเอตนแบบเพยีงปริมาณนอยก็สามารถตรวจสอบเชื้อสาเหตุได 
การศึกษาคร้ังนี้เพื่อพัฒนา วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อการตรวจสอบและวินิจฉัยโรค black spot 
ของสมโอใหมคีวามถกูตอง รวดเร็วและแมนยาํ 

ในประเทศไทย พรพิมลและคณะ (2550 )  ไดพบการระบาดของโรคจุดดําบนผลสมโอพันธุ
ทองดี  ขาวไหญ  และพวงชมภู ที่อําเภอเวียงแกน จงัหวัดเชียงราย  และสมโอพนัธุทองดี  อําเภอ
สามพราน จังหวัดนครปฐม ในป 2549-2550 ทําการแยกเช้ือสาเหตุแยกจากสวนทีแ่สดงอาการของ
โรคและมีจุดดําอยูตรงกลางโดยวิธ ี  tissue transplanting บนอาหาร  potato dextrose agar 
(PDA)  บมเช้ือไวที่อุณหภูมหิองปฏิบัติการ  ราที่แยกไดจําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. ตัวอยางโรค black spot ของสมโอ และราที่แยกไดจากพืช 
2. อาหารเล้ียงเช้ือรา ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA) สารเคมทีี่ใชในหองปฏิบัติการ 

ไดแก Tris-HCl , EDTA,  NaCl, SDS, sodium acetate, chloroform : isoamylalcohol, ethanol, 
PCR buffer, MgCl2, dNTP, Taq DNA polymerase 

5. เอ็นไซมที่ใชในการตัดสาย และเช่ือมสายดีเอ็นเอ 
6.วัสดุเคร่ืองแกวตางๆ เชน จานเพาะเล้ียง,บิกเกอร, กระบอกตวง, flask, slide และ 

coverslip เปนตน 
 7. วัสดุวิทยาศาสตร เชน  โกรงบดสาร, หลอด centrifuge, หลอด PCR, QIAquick Gel 
Extraction Kit  



 1266 

 8. ครุภัณฑวิทยาศาสตรที่ใชมีดังนี ้  เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA, เคร่ือง centrifuge, เคร่ือง 
electrophoresis, UV transilluminator, เคร่ืองวัดสารละลาย DNA, vortex mixer, ตูเข่ียเช้ือ, 

กลองจุลทรรศน, Refrigerated incubator shaker, ตูเยน็ 4C และ ตูเย็น  -20C 
วิธีการ 

1. การแยกและจําแนกเช้ือสาเหตุ 
-   ศึกษาลักษณะของเช้ือสาเหตุโดยตรงภายใตกลองจุลทรรศน 

ศึกษาลักษณะของเชื้อสาเหตุภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo  โดยใชเข็มเข่ีย เข่ียสวน
ของจุดสีดําทีอ่ยูตรงกลางแผลมาวางบนสไลด mount slide ดวยน้าํหรือ shear’s solution หรือใช
ใบมีดตัดขวางช้ินสวนพชืใหบาง ๆ และนํามาวางบนสไลด mount slide ดวยน้ําหรือ shear’s 
solution และตรวจดูลักษณะตาง ๆ ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound  ถายรูปลักษณะเช้ือ
และบันทกึลักษณะตาง ๆ ของเชื้อ 

-   แยกเช้ือสาเหตุโดยวธิี tissue transplanting   
นําสวนของสมโอที่เปนโรคที่มีจุดแผลสีดําอยูตรงกลางมาตัดเปนช้ินส่ีเหล่ียมขนาด 

0.5x0.5 มิลลิเมตร จํานวน 40 ชิ้น ใหคาบตอสวนที่เปนโรคและไมเปนโรค แชในสารละลายคลอ
ร็อกซ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที  ลางในน้ํานึ่งฆาเช้ือแลว 3 คร้ัง นาํไปซับบนกระดาษที่ผาน
การฆาเช้ือใหแหง แลวนาํไปเล้ียงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  โดยวางช้ินสวนพชื 4 
ชิ้น ตอ 1 จานอาหารเล้ียงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองปฏิบัติการ  นาน 3-7 วัน  แยกราใหบริสุทธิ ์และ
เล้ียงบนอาหาร PDA   

- การจําแนกชนดิรา Guignardia citricarpa 
ศึกษารูปรางลักษณะของราภายใตกลองจลุทรรศน stereo,   compound microscope  

และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope)  โดยตรวจดู
ลักษณะ fruiting body และสปอร และศึกษาลักษณะของสปอรและโครงสรางอ่ืน ๆ ของรา โดย
การ mount slide ดวยน้ําหรือ shear’s solution 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือไดแก ลักษณะของเสนใย ขนาด สี     ลักษณะ
ของสปอร ขนาด สี  ชนิดของ fruiting  body ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo และ compound  
บันทกึขนาด รูปราง  วาดภาพ  และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพ และถายภาพดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอน (Scanning Electron Microscope)  นําลักษณะของราดังกลาวมา
เปรียบเทียบกบัคูมือการจัดจําแนกรานี ้ (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton และ Waterston 
(1966); Van der Aa, 1973; Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002) 
2. การเตรียมเชื้อ:  
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 เล้ียงเชื้อที่แยกไดจากอาการแผลโรคจุดดําตละลักษณะอาการ แผลทีย่ังไมเกิดจุดดํา แผล
แสดงอาการจดุดํา  เปนตน บนอาหาร PDA สังเคราะห นาน 7-14 วัน   
3. การสกัดดีเอ็นเอของรา 

นําราที่เล้ียงไวในขอ 2 มาทาํการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการดัดแปลงของ Everett and Rees-
Georgr (2006)  โดยการดัดแปลงวิธีของ Everett and Rees-Georgr (2006) ใสน้าํกล่ันนึง่ฆาเช้ือ 
1-2 มิลลิลิตรลงไปในจานอาหารเล้ียงเชื้อที่เล้ียงเช้ือไวแตละสายพนัธุ ขูดสปอรและเสนใยของเช้ือ
บนอาหารออกมาโดยใชแทงแกวที่นึง่ฆาเช้ือ  ลางเสนใยและสปอรใหสะอาด หลีกเล่ียงการ
ปนเปอนของอาหาร และนาํไปบดใหละเอียด  จากนัน้ยายสวนที่ไดไปยัง microtube1.5 ml เติม
บัฟเฟอร (150 mw EDTA pH 8, 5 mM tris pH 8, 1%SDS)  และใส RNase (10 ไมโครกรัม) ปน
และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี  เติมบัฟเฟอร 130 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที ่
14,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดสวนใสใสใน QIAshredder Mini Spin Column จากนัน้นาํไป 
ปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาท ี ยายสวนใสใสใน microtube ใหม เติม 1.5 เทา 
บัฟเฟอร ผสมเบา ๆ ดวยปเปต ใสใน DNeasy Mini Spin Column ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาท ี  จากนัน้เติมบัฟเฟอร 500 ไมโครลิตร ใน DNeasy Mini Spin Column อีกคร้ัง ปน
เหวีย่งที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ยายสวนของ DNeasy Mini Spin Column  ใสใน 
microtube ใหม เติมบัฟเฟอร (65 องศาเซลเซียส) 100 ไมโครลิตร บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 
นาที  ปนเหวีย่งที ่8,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาท ีทาํซํ้าโดยการเติมบัฟเฟอร (65 องศาเซลเซยีส) 
100 ไมโครลิตร บมทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ี  ปนเหวี่ยงที ่ 8,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที 
ไดเดีเอ็นเอเพือ่นําไปทดสอบข้ันตอไป 
4. การตรวจสอบเช้ือ 

นําดีเอ็นเอของรา G. citricarpa ที่สกัดจากสปอรและเสนใย ทํา PCR โดยใชไพรเมอร 
ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC) โดยปฎิกิริยาประกอบดวย 5 นาโนกรัม ของดีเอ็นเอตนแบบ  0.5 
μM ของไพรเมอร (ITS1 และ ITS4), 400 μM dNTP, 1unitTaq DNA Polymerase buffer และ  
3mM MgCl2  ในปริมาตรรวม  2.5 ไมโครลิตร 

PCR program เร่ิมตนดวย denaturing ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส นาน 4 นาท ี ตาม
ดวย อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ี จํานวน 35 รอบ  annealing ที่ 55 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาท ีและ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาท ีจํานวน 30 รอบ และ
ตามดวยอุณหภูมิที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ผลผลิต PCR ที่ไดนํามาตรวจดวย gel 
elrctrophoresis บน 1% agarose gel ใน 1X TAE buffer pH 8.5 
5. การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR 



 1268 

 การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR  โดยการผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความ
เขมขน 7 ng กับดีเอ็นเอของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng 
กับดีเอ็นเอของรา  G. mangiferae  ที่ความเขมขน 20 ng, 400 pg, 40 pg และ 4 pg เทียบกับดี
เอ็นเอของรา G.citricarpa  และรา  G. mangiferae 40 ng ทําปฏิกิริยาโดยใช PCR program  
ตามขอ 4 
เวลาและสถานที ่

เร่ิมตน – ส้ินสุด  ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 
 สถานที ่   - หองปฏิบัติการกลุมงานวทิยาไมโค  กลุมวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1 การแยกและจําแนกเชือ้สาเหตุ 
 จากการศึกษาคร้ังนี้ไดทําการแยกเช้ือและศึกษาลักษณะตาง ๆ จากแผลที่มีจุดดําอยูตรง
กลางเทานัน้ จากการตรวจใตกลองจุลทรรศน stereo และ compound พบวาจุดดําที่อยูตรงกลาง
แผล เปน fruiting body ของราที่เรียกวา pycndia  และมี conidia เกิดอยูภายใน  ผลการศึกษา
การแยกเช้ือสาเหตุโรคจุดดํา โดยนาํสวนของผลสมโอที่แสดงอาการโรคมาทําการแยกเช้ือบน
อาหารสงัเคราะห PDA จํานวนอยางละ 40  ชิ้น พบวาการแยกเช้ือสาเหตุโรคจากผลเบ้ืองตนบน
อาหาร PDA พบราทีม่ีโคโลนีสีเทาดํา เทากับ 75 เปอรเซ็นต สวนที่เหลือพบการปนเปอนของ
แบคทีเรีย เนื่องจากอาจเปนเพราะการซับชิ้นสวนพชืไมแหง หรือเกิดการปนเปอนจากเคร่ืองมือหรือ
เทคนิคการปฏิบัติงาน 
 ผลการศึกษาการจําแนกเช้ือสาเหตุโรคจดุดําของสมโอ แยกไดทั้งหมด 65 isolates จําแนก
ชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. mangiferae  27 
isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว  และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates โดยการศึกษา
ลักษณะบนอาหารสังเคราะห PDA  ไดแก ลักษณะของโคโลน ี  และลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ 
ไดแก ลักษณะของ pycnidium, conidia, microcnidia หรือ spermatia ไดจําแนกราสาเหตุเปน 
Guignardia citricarpa Kiely [anamorph: Phyllosticta citricarpa (McAlpine)  โดยเปรียบเทียบ
ลักษณะตางกบัเอกสารที่ศึกษาการจําแนกของราชนิดนี ้ (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton 
และ Waterston (1966); Van der Aa, 1973; Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002)   
ซึ่งมีลักษณะตาง ๆ ดังนี ้
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Guignardia citricarpa Kiely 
Anamorphic stage: Phyllosticta citricarpa (McAlpine) 

=  Phoma citricarpa McAlp 
=  Phyllostictina citricarpa (McAlp) Petrak 

Spermatial stage:  Leptodothiorella Spec. 
โคโลนีบนอาหาร PDA อายุ 7 วัน มีเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย  25  มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ  30 

± 5 องศาเซลเซียส   โคโลนีเจริญเติบโตชามาก  สีเทาดํา  ดานใตวุนมีสีเทาดํา ขอบโคโลนมีี
ลักษณะเปน lobe    ราสราง pycnidia  ประมาณ 8-10 วัน 
 ราสราง pycnidia ตรงกลางแผลบนผลสมโอ รูปรางกลม สีดํา เกดิเด่ียว ๆ หรือบางครั้งพบ
รวมกันเปนกลุม  เจริญฝงตัวอยูใตเนื้อเยื่อพืช สีน้ําตาลดํา ขนาด  90-320  ไมโครมิเตอร  มี  
papillate  ขนาด 10-13 ไมโครมิเตอร  

conidiogenous cells รูปราง  cylindrical  มีขนาด  3.5-8.0 x 2.0-3.0  ไมโครมิเตอร  
conidia  เกิดอยูที่ปลาย conidiogenous cells 

conidia  ใส ไมมีสี เซลลเดียว ไมมีผนงักัน้ รูปราง obovate –elliptical    ขนาด 8 x 12 – 6 
x 8  ไมโครมิเตอร  conidia มีเยื่อหุมเซลลลอมรอบ  มี oil drop ภายในสปอร ปลาย conidia มี
ลักษณะ truncate base   มี apical appendage ยาวประมาณ  6-18 ไมโครมิเตอร  
 spermatia ใส ไมมีสี เซลลเดียว ไมมีผนังกัน้ รูปราง dumb-bell  ขนาด 5 – 8 x 1-1.5 
ไมโครมิเตอร  มี oil drop อยูภายในเซลล  
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา G. citricarpa ไดมีการอธิบายลักษณะตาง ๆ ของรา
ชนิดนี้โดย (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton และ Waterston (1966); Van der Aa, 1973; 
Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002)   จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาลักษณะของ 
colony, pycnidia, conidiogenous cells, conidia, spermatia มีลักษณะใกลเคียงกับ
เอกสารอางอิงที่ไดกลาวไว แตอาจมีขนาดแตกตางกันไปซึ่งข้ึนอยูกับสภาพแวดลอม โดยเฉพาะ
อุณหภูมิ อาหารสังเคราะห  แตอยางไรก็ตามลักษณะโดยทั่วไปเหมือนกัน 
 จากการศึกษานี้ไมพบ perithecia และ ascospores   บนใบหรือผลที่เปนโรค  และไมพบ
บนอาหารสังเคราะหเชนกนั  จากการตรวจเอกสารพบวาราชนิดนี้ก็ไมสราง perithecia และ 
ascospores บนอาหารสังเคราะห (Baayen et al., 2002)  ซึ่งคุณสมบัตินี้สามารถนํามาใชในการ
จําแนกชนิดของเช้ือ เพราะราสกุลนี้บางชนิดสามารถชักนาํใหราสราง perithecia และ 
ascospores   บนอาหารสังเคราะหได   พรพิมล (2550)  ศึกษาโรคผลจุดดําของฝร่ังสาเหตุเกดิ
จาก Guignardia psidii Ullasa & Rawal (anamorph : Phyllosticta psidiicola (Petrak) Van 
der Aa  พบรา G. psidii  บนผลที่เปนโรคและสามารถชักนาํใหสราง ascospores  บนอาหาร 
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yeast extract medium ได   Baayen และคณะ (2002) ศึกษารา Guignardia mangifera  
(anamorphic state: Phllosticta capitalensis) ที่แยกไดจากสมและเปน nonpathogenic isolate  
พบวาสามารถชักนาํใหราสราง perithecia และ ascospores บนอาหารเล้ียงเชื้อ ซึง่ราดังกลาวนี้
สามารถแยกไดจากสมเชนกนั แตความแตกตางที่สราง perithecia และ ascospores บนอาหาร
เล้ียงเชื้อนั้นเปนลักษณะหนึง่ที่ใชสําหรับการแยกระหวาง G.  mangifera  และ G. citricarpa  แต
ไมไดเปนลักษณะสําคัญที่ใชในการจาํแนก 

จากการตรวจเอกสารพบวารา G. citricarpa  สราง perithecia และ ascospores  บนใบ
ของสมที่รวงอยูบนพื้นดิน  และ ascospores นี้เปน primary inoculum ในการเขาทาํลายใบและ
ผลบนตนเมื่อมีอุณหภูมิและความช้ืนที่เหมาะสม เมื่อเขาทาํลายอยูบนใบและผลแลวจะสราง 
conidia ภายใน pycnidia  (Kiely, 1948; 1949; Kotzé, 2000; Baayen et al., 2002) และจาก
การศึกษาคร้ังนี้ไดเก็บใบของสมโอที่อยูใตตนบนพื้นในชวงเดือนกรกฎาคม  2550  มาตรวจใต
กลองจุลทรรศน  stereo พบรา Colletotrichum sp. เปนจํานวนมาก  ไมพบ ascospores ของรา 
G. citricarpa  ที่เปนดังนีเ้นื่องจากใบสมที่เก็บมาสวนใหญอยู ในระยะที่เร่ิมยอยสลายและแปลง
สมโอที่เก็บมานี้ใตตนสมโอมีความช้ืนมาก และ รา Colletotrichum sp. เจริญไดรวดเร็วกวา และ
ราสาเหตุโรคจดุดําเจริญชา ดังนั้นจึงพบ Colletotrichum sp. เปนจํานวนมาก เพราะฉะนั้น
การศึกษา ascospores ของราชนิดนี้ทีพ่ักตัวอยูบนใบที่รวงหลนบนพืน้ก็มีความสําคัญ เนื่องจาก 
ascospores เปน primary inoculum ที่เขาทาํลายใบและผลสมโอ ทําใหทราบชวงระยะเวลาใดทีม่ี
ปริมาณของราสาเหตุอยูบนพื้นดินมาก เพื่อเปนขอมูลและการพยากรณการระบาดของโรคนี้ได  
เพราะฉะนัน้การควบคุม โรคจุดดําของสมโอที่ควรปฏิบัติในเบ้ืองตนคือการเขตกรรมโดยการเกบ็
เศษใบไมและผลที่รวงอยูบนดินทิ้งไปเพื่อเปนการลดปริมาณของ inoculums 
2. การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร 
 ผลของการตรวจสอบรา G.citricarpa และ G.mangiferae ดวยเทคนิค PCR  โดยใชไพร
เมอร ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC)  พบวา สามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาไดจากดีเอ็นเอ
ของ  G.mangiferae โดยจะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  226 คูเบส  ซึง่สอดคลองกับการ
ทดลองของ  Everett and Rees George (2006a)  แตจากการทดลองคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบ
ผลผลิตของปฏิกิริยาดีเอ็นเอของ G. citricarpa ได อาจเปนเพราะราท่ีแยกไดนี้มกีารเจริญของเช้ือ
ชามาก จากการที่สกัดดีเอ็นเอนัน้ พบปญหาการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืน อยางไรก็ตามการ
ทดลองของ Everett and Rees George (2006a)  สามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาไดจากดี
เอ็นเอของ  G.mangiferae โดยจะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  501 คู เบส   
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3. การตรวจสอบความไวของปฏกิิริยา PCR 
 การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR  ในการผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 
7 ngกับดีเอ็นเอของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng กับดีเอ็น
เอของรา  G. mangiferae  พบวาเมื่อผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติความเขมขน 70 ng กับดีเอ็นเอ
ของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng กับดีเอ็นเอของรา  G. 
mangiferae  ที่ความเขมขน 20 ng, 400 pg, 40 pg และ 4 pg เทียบกับดีเอ็นเอของรา 
G.citricarpa  และรา  G. mangiferae 40 ng  พบวาสามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาของ
รา G. mangiferae ไดที่ระดับดีเอ็นเอของเชื้อที่นอยที่สุดไดที่ 40 pg 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
  จากการแยกเช้ือจากอาการของจุดดําสมโอตามลักษณะอาการตาง ๆ  แยกไดทั้งหมด 65 

isolates จําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. 
mangiferae  27 isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates   
และจากการตรวจสอบรา  G. citricarpa  สาเหตุโรคจดุดําของสมโอ และรา G. mangiferae ซึง่มี
ลักษณะเปน endophyte โดยการใชเทคนิค Polymrerase Chain Reaction (PCR) ดวยไพรเมอร 
ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC) ไดนํามาทดสอบ เพื่อการนาํไปใชในตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดํา
ของสมโอเพื่อการสงออก โดยการทดสอบกับดีเอ็นเอของราในระยะการเจริญของสปอรและเสนใย 
ความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR และไพรเมอรดังกลาวสามารถตรวจสอบรา G. mangiferae ไดใน
ระยะการเจริญของสปอรและเสนใย โดยมีขนาดของช้ินสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดประมาณ 226 คู
เบส และจากการวิเคราะหปฏิกิริยา PCR ของสปอรทีผ่สมกับดีเอ็นเอของสมโอปกติที่ความเขมขน 
70 ng พบวาสามารถใชตรวจสอบไดกับปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ G. mangiferae  ที่ระดับ 40 ซึ่ง
เปนระดับตํ่าสุด  แตในการศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบรา  G. citricarpa  ได   อยางไรก็ตาม
ควรทําการทดลองอีกคร้ังเนือ่งจากเชื้อสาเหตุทีท่ําการศึกษาเปนเช้ือทีใ่หม การเจริญเติบโตชาและ
เกิดการปนเปอนของเชื้อชนดิอ่ืนทําใหมีปญหาในการสกัดดีเอ็นเอ 
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