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วิธีการตรวจสอบราสาเหตุโรค Black spot ของสมโอโดยเทคนิค PCR 
Detection of Black Spot Disease on Pummelo by  

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

พรพิมล  อธปิญญาคม1   สุณรีัตน  สมีะเด่ือ1   ศรสีุรางค  ลขิิตเอกราช2 
1กลุมวิจยัโรคพืช      สํานักวิจยัพัฒนาการอารักขาพืช 

2สํานกัผูเชี่ยวชาญ 
      

 
บทคัดยอ 

สมโอเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญตอการสงออกพืชหนึง่ในประเทศไทย  ในป 2549 ไดพบการ
ระบาดของโรคจุดดําบนผลสมโอที่อําเภอเวียงแกน จังหวัดเชียงราย ซึง่เปนแหลงผลิตสมโอเพื่อการ
สงออกเนื่องจากเปนพืน้ทีท่ีป่ลอดโรคแคงเคอรของสม โรคนี้เปนโรคที่สําคัญสําหรับการสงออกของ
สมโอ   เนื่องจากประเทศทีน่ําเขาสมโอไมยอมรับสมโอที่แสดงอาการของโรคจุดดํา    วัตถุประสงค
ของการศึกษาคร้ังนี้เพื่อศึกษาวิธกีารตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดําของสมโอ    ผลการทดลองจาก
การแยกเช้ือจากอาการของจุดดําสมโอตามลักษณะอาการตาง ๆ  แยกไดทั้งหมด 65 isolates 
จําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. mangiferae  
27 isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates   และจากการ
ตรวจสอบรา  G. citricarpa  สาเหตุโรคจุดดําของสมโอ และรา G. mangiferae ซึ่งมีลักษณะเปน
เอ็นโดไฟทบนพืช โดยการใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ดวยไพรเมอร ITS1 (5’ 
TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC) ได
นํามาทดสอบเพื่อการนําไปใชในตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดําของสมโอเพื่อการสงออก โดยการ
ทดสอบกับดีเอ็นเอของราในระยะการเจริญของสปอรและเสนใย ความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR 
และไพรเมอรดังกลาวสามารถตรวจสอบรา G. mangiferae ไดในระยะการเจริญของสปอรและเสน
ใย โดยมีขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดประมาณ 226 คูเบส และจากการวิเคราะห
ปฏิกิริยา PCR ของสปอรทีผ่สมกับดีเอ็นเอของสมโอปกติที่ความเขมขน 70 ng พบวาสามารถใช
ตรวจสอบไดกับปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ G. mangiferae  ที่ระดับ 40 ซึ่งเปนระดับตํ่าสุด  แตใน
การศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบรา  G. citricarpa  ได  
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คํานํา 
สมโอ [Citrus maxima (Burn) Merr.] เปนไมผลทีม่ศัีกยภาพในการสงออกและยังเปน

ผลไมที่มีคุณคาทางอาหารสูง ใหผลผลิตและผลตอบแทนสูงเนื่องจากสามารถปลูกไดในดินเกือบ
ทุกชนิด ใหผลผลิตไดตลอดทั้งป และสามารถเก็บรักษาไวไดนาน เกษตรกรจึงนยิมปลูกสมโอเพื่อ
การบริโภคในครัวเรือนและปลูกเปนการคากันมาก และเนื่องจากสมโอเปนไมผลที่มีศักยภาพใน
การสงออก จงึทาํใหสมโอเปนไมผลสงออกที่สําคัญของประเทศไทยชนิดหนึ่ง  สําหรับตลาดสงออก
ที่สําคัญไดแก มาเลเซีย  ฮองกง  และสิงคโปร  การสงออกสมโอของประเทศไทยมแีนวโนมเพิ่มข้ึน  
โดยในป 2548 มูลคาการสงออกสมโอมปีริมาณ 6,293 เมตริกตัน มีมูลคาเทากบั 99,673,000 
บาท และในป 2549 มมีูลคาการสงออกเพิ่มเปนจํานวน 9,387 เมตริกตัน มีมูลคาเทากับ 
132,905,000 บาท (สํานักเศรษฐกิจการเกษตร, 2549) เห็นไดวาสมโอมีแนวโนมในการสงออกมาก
ข้ึนอยางไรก็ตามประเทศในสหภาพยุโรป  อเมริกา  ญ่ีปุน และ ออสเตรเลีย มีความตองการสมโอ
จากประเทศไทย แตประเทศไทยไมสามารถสงออกสมโอไปยังประเทศดังกลาวไดเนื่องจากประสบ
ปญหาเร่ืองของโรคแคงเกอร (canker) และโรคจุดดํา (black spot)    สําหรับโรคแคงเคอร ใน
ปจจุบันกลุมวจิัยโรคพืช  สํานักวจิัยพฒันาการอารักขาพชื  กรมวิชาการเกษตร ไดดําเนินการตรวจ
รับรองสวนสมโอปลอดโรคแคงเคอร ที่อําเภอเวียงแกน  จังหวัดเชยีงราย  เปนโครงการนาํรองเพือ่
การสงออกไปประเทศเนเธอรแลนด  สําหรับโรคจุดดํานั้นยังไมมีการศึกษาเกีย่วกบัโรคนี้มากนัก 

ราสกุล Guignardia Viala & Ravaz อยูใน Class Ascomycetes, Order 
Sphaeropsidales, Family Mycosphaerellaceae มีรา Phyllosticta Pers เปน Anamorphic 
state อยูใน Class Coelomycetes สวนใหญราสกุลนี้เจริญอยูบนใบพืชทาํใหเกดิโรคใบจุด โดยรา
สราง pycnidia บนใบพืช   Guignardia citricarpa สาเหตุโรค Black spot ของพืชตระกูลสม เปน
เชื้อสําคัญในการกักกันพืช ของประเทศในเขตยุโรป และอเมริกา ซึง่หามนาํเขาผลไมที่มีอาการของ
โรค Black spot โดยเด็ดขาด (Baayen และคณะ, 2002) ปญหาอีกประการหนึ่งของการตรวจพชื
กักกนัเพื่อการนําเขาและสงออก ลักษณะของแผลมีลักษณะหลายชนดิ เชน hard spot lesions 
แผลบุมลงไป ไมลึก เปนจุดเล็ก ๆ ตรงกลางมีสีเทาถึงสีแทน ขอบแผลมีสีน้ําตาลดํา ขนาดแผลมี
เสนผานศูนยกลาง 3-10 มิลลิเมตร มักแสดงอาการเม่ือผลสมใกลเปล่ียนสีเปนสีสมหรือเหลือง 
ปกติมักพบ pycnidia เล็ก ๆ บนแผล  ภายในสราง conia ของรา Phyllosticta citricarpa  เปน 
anamorph stage (Sutton and Waterson, 1966; Van der Aa, 1973)  ซึ่งสามารถมองเหน็ 
pycnidia  ดวยตาเปลาและสามารถตรวจสอบไดภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ ลักษณะแผล  
hard spot lesions ที่รุนแรงมากแผลจากจุดเล็ก ๆ จะมารวมตัวกนั ขยายใหญข้ึน และมักพบ 
pycnidia บนแผลมากมาย   อาการอีกชนิดหนึ่งคือ freckle spot หรือเรียกวา false melanose 
แผลจุด เล็ก ขนาดแผลมีเสนผานศูนยกลาง 1-3 มิลลิเมตร  แผลบุมลงไป ไมลึก เปนจุดเล็ก ๆ ตรง



 1265 

กลางมีสีเทา แทน  น้าํตาลแดง บริเวณรอบแผลลักษณะนี้ก็มกัพบแผล hard spot lesions กระจาย
อยู แตอยางไรก็ตามอาการทัง้สองนี้ไมแตกตางกนัมาก  ในปจจุบันประเทศ EU ตรวจสอบราสาเหตุ
โรค black spot  โดยการนาํแผลที่ไมพบการสราง pycnidia ของเชื้อไปบมเช้ือเปนเวลา 5 วัน เชือ้
จะสราง pycnidia ข้ึนมา  หลังจากนั้นตองนาํมาแยกเชื้อบริสุทธิ์ เพือ่ศึกษาลักษณะของโคโลนบีน
อาหารเล้ียงเชือ้และลักษณะทางสัณฐานวทิยาเพื่อจาํแนกความแตกตางของรา G. citricarpa 
(pathogenic)  และ G. mangiferae (non pathogenic) เชื้อทั้งสองมีลักษณะทางสัณฐาน 
คลายกนัมากจึงมักทําใหการจัดจําแนกชนิดผิด (Glienke-Blanco และคณะ, 2002; Baayen และ
คณะ, 2002)  เชื้อเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อชา โดยใชเวลา 14 วนั จึงจะสราง mature pycnidia  
ดังนัน้วิธนีี้ จงึไมสะดวกในการตรวจพืชนาํเขา และสงออกดวยวธิีนี ้  ในปจจุบันมีการพฒันาการ
ตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรค black spot โดยใชการใชเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction)  
ซึ่งเปนเคร่ืองมอืที่ใชในการศึกษาอณูชวีวทิยา (molecule biology) ซึ่งเปนเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพ
และความไวสูง และสามารถใชดีเอ็นเอตนแบบเพยีงปริมาณนอยก็สามารถตรวจสอบเชื้อสาเหตุได 
การศึกษาคร้ังนี้เพื่อพัฒนา วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อการตรวจสอบและวินิจฉัยโรค black spot 
ของสมโอใหมคีวามถกูตอง รวดเร็วและแมนยาํ 

ในประเทศไทย พรพิมลและคณะ (2550 )  ไดพบการระบาดของโรคจุดดําบนผลสมโอพันธุ
ทองดี  ขาวไหญ  และพวงชมภู ที่อําเภอเวียงแกน จงัหวัดเชียงราย  และสมโอพนัธุทองดี  อําเภอ
สามพราน จังหวัดนครปฐม ในป 2549-2550 ทําการแยกเช้ือสาเหตุแยกจากสวนทีแ่สดงอาการของ
โรคและมีจุดดําอยูตรงกลางโดยวิธ ี  tissue transplanting บนอาหาร  potato dextrose agar 
(PDA)  บมเช้ือไวที่อุณหภูมหิองปฏิบัติการ  ราที่แยกไดจําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  

 
วิธีดําเนินการ 

อุปกรณ 
1. ตัวอยางโรค black spot ของสมโอ และราที่แยกไดจากพืช 
2. อาหารเล้ียงเช้ือรา ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA) สารเคมทีี่ใชในหองปฏิบัติการ 

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

5. เอ็นไซมที่ใชในการตัดสาย และเช่ือมสายดีเอ็นเอ 
6.วัสดุเคร่ืองแกวตางๆ เชน จานเพาะเล้ียง,บิกเกอร, กระบอกตวง, flask, slide และ 

coverslip เปนตน 
 7. วัสดุวิทยาศาสตร เชน  โกรงบดสาร, หลอด centrifuge, หลอด PCR, QIAquick Gel 
Extraction Kit  
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 8. ครุภัณฑวิทยาศาสตรที่ใชมีดังนี ้  เคร่ืองเพิ่มปริมาณ DNA, เคร่ือง centrifuge, เคร่ือง 
electrophoresis, UV transilluminator, เคร่ืองวัดสารละลาย DNA, vortex mixer, ตูเข่ียเช้ือ, 

กลองจุลทรรศน, Refrigerated incubator shaker, ตูเยน็ 4C และ ตูเย็น  -20C 
วิธีการ 

1. การแยกและจําแนกเช้ือสาเหตุ 
-   ศึกษาลักษณะของเช้ือสาเหตุโดยตรงภายใตกลองจุลทรรศน 

ศึกษาลักษณะของเชื้อสาเหตุภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo  โดยใชเข็มเข่ีย เข่ียสวน
ของจุดสีดําทีอ่ยูตรงกลางแผลมาวางบนสไลด mount slide ดวยน้าํหรือ shear’s solution หรือใช
ใบมีดตัดขวางช้ินสวนพชืใหบาง ๆ และนํามาวางบนสไลด mount slide ดวยน้ําหรือ shear’s 
solution และตรวจดูลักษณะตาง ๆ ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound  ถายรูปลักษณะเช้ือ
และบันทกึลักษณะตาง ๆ ของเชื้อ 

-   แยกเช้ือสาเหตุโดยวธิี tissue transplanting   
นําสวนของสมโอที่เปนโรคที่มีจุดแผลสีดําอยูตรงกลางมาตัดเปนช้ินส่ีเหล่ียมขนาด 

0.5x0.5 มิลลิเมตร จํานวน 40 ชิ้น ใหคาบตอสวนที่เปนโรคและไมเปนโรค แชในสารละลายคลอ
ร็อกซ 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที  ลางในน้ํานึ่งฆาเช้ือแลว 3 คร้ัง นาํไปซับบนกระดาษที่ผาน
การฆาเช้ือใหแหง แลวนาํไปเล้ียงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA)  โดยวางช้ินสวนพชื 4 
ชิ้น ตอ 1 จานอาหารเล้ียงเชื้อ บมที่อุณหภูมิหองปฏิบัติการ  นาน 3-7 วัน  แยกราใหบริสุทธิ ์และ
เล้ียงบนอาหาร PDA   

- การจําแนกชนดิรา Guignardia citricarpa 
ศึกษารูปรางลักษณะของราภายใตกลองจลุทรรศน stereo,   compound microscope  

และกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope)  โดยตรวจดู
ลักษณะ fruiting body และสปอร และศึกษาลักษณะของสปอรและโครงสรางอ่ืน ๆ ของรา โดย
การ mount slide ดวยน้ําหรือ shear’s solution 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือไดแก ลักษณะของเสนใย ขนาด สี     ลักษณะ
ของสปอร ขนาด สี  ชนิดของ fruiting  body ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ stereo และ compound  
บันทกึขนาด รูปราง  วาดภาพ  และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพ และถายภาพดวยกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอน (Scanning Electron Microscope)  นําลักษณะของราดังกลาวมา
เปรียบเทียบกบัคูมือการจัดจําแนกรานี ้ (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton และ Waterston 
(1966); Van der Aa, 1973; Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002) 
2. การเตรียมเชื้อ:  
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 เล้ียงเชื้อที่แยกไดจากอาการแผลโรคจุดดําตละลักษณะอาการ แผลทีย่ังไมเกิดจุดดํา แผล
แสดงอาการจดุดํา  เปนตน บนอาหาร PDA สังเคราะห นาน 7-14 วัน   
3. การสกัดดีเอ็นเอของรา 

นําราที่เล้ียงไวในขอ 2 มาทาํการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการดัดแปลงของ Everett and Rees-
Georgr (2006)  โดยการดัดแปลงวิธีของ Everett and Rees-Georgr (2006) ใสน้าํกล่ันนึง่ฆาเช้ือ 
1-2 มิลลิลิตรลงไปในจานอาหารเล้ียงเชื้อที่เล้ียงเช้ือไวแตละสายพนัธุ ขูดสปอรและเสนใยของเช้ือ
บนอาหารออกมาโดยใชแทงแกวที่นึง่ฆาเช้ือ  ลางเสนใยและสปอรใหสะอาด หลีกเล่ียงการ
ปนเปอนของอาหาร และนาํไปบดใหละเอียด  จากนัน้ยายสวนที่ไดไปยัง microtube1.5 ml เติม
บัฟเฟอร (150 mw EDTA pH 8, 5 mM tris pH 8, 1%SDS)  และใส RNase (10 ไมโครกรัม) ปน
และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี  เติมบัฟเฟอร 130 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที ่
14,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ดูดสวนใสใสใน QIAshredder Mini Spin Column จากนัน้นาํไป 
ปนเหวี่ยงที ่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาท ี ยายสวนใสใสใน microtube ใหม เติม 1.5 เทา 
บัฟเฟอร ผสมเบา ๆ ดวยปเปต ใสใน DNeasy Mini Spin Column ปนเหวี่ยงที ่8,000 รอบตอนาที 
นาน 1 นาท ี  จากนัน้เติมบัฟเฟอร 500 ไมโครลิตร ใน DNeasy Mini Spin Column อีกคร้ัง ปน
เหวีย่งที่ 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ยายสวนของ DNeasy Mini Spin Column  ใสใน 
microtube ใหม เติมบัฟเฟอร (65 องศาเซลเซียส) 100 ไมโครลิตร บมทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 
นาที  ปนเหวีย่งที ่8,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาท ีทาํซํ้าโดยการเติมบัฟเฟอร (65 องศาเซลเซยีส) 
100 ไมโครลิตร บมทิง้ไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาท ี  ปนเหวี่ยงที ่ 8,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาที 
ไดเดีเอ็นเอเพือ่นําไปทดสอบข้ันตอไป 
4. การตรวจสอบเช้ือ 

นําดีเอ็นเอของรา G. citricarpa ที่สกัดจากสปอรและเสนใย ทํา PCR โดยใชไพรเมอร 
ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC) โดยปฎิกิริยาประกอบดวย 5 นาโนกรัม ของดีเอ็นเอตนแบบ  0.5 
μM ของไพรเมอร (ITS1 และ ITS4), 400 μM dNTP, 1unitTaq DNA Polymerase buffer และ  
3mM MgCl2  ในปริมาตรรวม  2.5 ไมโครลิตร 

PCR program เร่ิมตนดวย denaturing ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส นาน 4 นาท ี ตาม
ดวย 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
ตามดวยอุณหภูมิที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ผลผลิต PCR ที่ไดนํามาตรวจดวย gel 
elrctrophoresis บน 1% agarose gel ใน 1X TAE buffer pH 8.5 
5. การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR 
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 การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR  โดยการผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความ
เขมขน 7 ng กับดีเอ็นเอของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng 
กับดีเอ็นเอของรา  G. mangiferae  ที่ความเขมขน 20 ng, 400 pg, 40 pg และ 4 pg เทียบกับดี
เอ็นเอของรา G.citricarpa  และรา  G. mangiferae 40 ng ทําปฏิกิริยาโดยใช PCR program  
ตามขอ 4 
เวลาและสถานที ่

เร่ิมตน – ส้ินสุด  ตุลาคม 2550 – กันยายน 2552 
 สถานที ่   - หองปฏิบัติการกลุมงานวทิยาไมโค  กลุมวิจัยโรคพืช   

  สํานักวิจัยพฒันาการอารักขาพืช  กรมวชิาการเกษตร 
 
ผลและวจิารณผลการทดลอง 

1 การแยกและจําแนกเชือ้สาเหตุ 
 จากการศึกษาคร้ังนี้ไดทําการแยกเช้ือและศึกษาลักษณะตาง ๆ จากแผลที่มีจุดดําอยูตรง
กลางเทานัน้ จากการตรวจใตกลองจุลทรรศน stereo และ compound พบวาจุดดําที่อยูตรงกลาง
แผล เปน fruiting body ของราที่เรียกวา pycndia  และมี conidia เกิดอยูภายใน  ผลการศึกษา
การแยกเช้ือสาเหตุโรคจุดดํา โดยนาํสวนของผลสมโอที่แสดงอาการโรคมาทําการแยกเช้ือบน
อาหารสงัเคราะห PDA จํานวนอยางละ 40  ชิ้น พบวาการแยกเช้ือสาเหตุโรคจากผลเบ้ืองตนบน
อาหาร PDA พบราทีม่ีโคโลนีสีเทาดํา เทากับ 75 เปอรเซ็นต สวนที่เหลือพบการปนเปอนของ
แบคทีเรีย เนื่องจากอาจเปนเพราะการซับชิ้นสวนพชืไมแหง หรือเกิดการปนเปอนจากเคร่ืองมือหรือ
เทคนิคการปฏิบัติงาน 
 ผลการศึกษาการจําแนกเช้ือสาเหตุโรคจดุดําของสมโอ แยกไดทั้งหมด 65 isolates จําแนก
ชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. mangiferae  27 
isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว  และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates โดยการศึกษา
ลักษณะบนอาหารสังเคราะห PDA  ไดแก ลักษณะของโคโลน ี  และลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อ 
ไดแก ลักษณะของ pycnidium, conidia, microcnidia หรือ spermatia ไดจําแนกราสาเหตุเปน 
Guignardia citricarpa Kiely [anamorph: Phyllosticta citricarpa (McAlpine)  โดยเปรียบเทียบ
ลักษณะตางกบัเอกสารที่ศึกษาการจําแนกของราชนิดนี ้ (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton 
และ Waterston (1966); Van der Aa, 1973; Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002)   
ซึ่งมีลักษณะตาง 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 มีเสนผานศูนยกลางเฉล่ีย  25  มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ  30 

± 5 องศาเซลเซียส   โคโลนีเจริญเติบโตชามาก  สีเทาดํา  ดานใตวุนมีสีเทาดํา ขอบโคโลนมีี
ลักษณะเปน lobe    ราสราง pycnidia  ประมาณ 8-10 วัน 
 ราสราง pycnidia ตรงกลางแผลบนผลสมโอ รูปรางกลม สีดํา เกดิเด่ียว ๆ หรือบางครั้งพบ
รวมกันเปนกลุม  เจริญฝงตัวอยูใตเนื้อเยื่อพืช สีน้ําตาลดํา ขนาด  90-320  ไมโครมิเตอร  มี  
papillate  ขนาด 10-13 ไมโครมิเตอร  

conidiogenous cells รูปราง  cylindrical  มีขนาด  3.5-8.0 x 2.0-3.0  ไมโครมิเตอร  
conidia  เกิดอยูที่ปลาย conidiogenous cells 

conidia  ใส ไมมีสี เซลลเดียว ไมมีผนงักัน้ รูปราง obovate –elliptical    ขนาด 8 x 12 – 6 
x 8  ไมโครมิเตอร  conidia มีเยื่อหุมเซลลลอมรอบ  มี oil drop ภายในสปอร ปลาย conidia มี
ลักษณะ truncate base   มี apical appendage ยาวประมาณ  6-18 ไมโครมิเตอร  
 spermatia ใส ไมมีสี เซลลเดียว ไมมีผนังกัน้ รูปราง dumb-bell  ขนาด 5 – 8 x 1-1.5 
ไมโครมิเตอร  มี oil drop อยูภายในเซลล  
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา G. citricarpa ไดมีการอธิบายลักษณะตาง ๆ ของรา
ชนิดนี้โดย (McAlpine, 1899; Kiely, 1949; Sutton และ Waterston (1966); Van der Aa, 1973; 
Punithalingam, 1974; Baayen และคณะ, 2002)   จากการศึกษาคร้ังนี้พบวาลักษณะของ 
colony, pycnidia, conidiogenous cells, conidia, spermatia มีลักษณะใกลเคียงกับ
เอกสารอางอิงที่ไดกลาวไว แตอาจมีขนาดแตกตางกันไปซึ่งข้ึนอยูกับสภาพแวดลอม โดยเฉพาะ
อุณหภูมิ อาหารสังเคราะห  แตอยางไรก็ตามลักษณะโดยทั่วไปเหมือนกัน 
 จากการศึกษานี้ไมพบ perithecia และ ascospores   บนใบหรือผลที่เปนโรค  และไมพบ
บนอาหารสังเคราะหเชนกนั  จากการตรวจเอกสารพบวาราชนิดนี้ก็ไมสราง perithecia และ 
ascospores บนอาหารสังเคราะห (Baayen et al., 2002)  ซึ่งคุณสมบัตินี้สามารถนํามาใชในการ
จําแนกชนิดของเช้ือ เพราะราสกุลนี้บางชนิดสามารถชักนาํใหราสราง perithecia และ 
ascospores   บนอาหารสังเคราะหได   พรพิมล (2550)  ศึกษาโรคผลจุดดําของฝร่ังสาเหตุเกดิ
จาก Guignardia psidii Ullasa & Rawal (anamorph : Phyllosticta psidiicola (Petrak) Van 
der Aa  พบรา G. psidii  บนผลที่เปนโรคและสามารถชักนาํใหสราง ascospores  บนอาหาร 
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yeast extract medium ได   Baayen และคณะ (2002) ศึกษารา Guignardia mangifera  
(anamorphic state: Phllosticta capitalensis) ที่แยกไดจากสมและเปน nonpathogenic isolate  
พบวาสามารถชักนาํใหราสราง perithecia และ ascospores บนอาหารเล้ียงเชื้อ ซึง่ราดังกลาวนี้
สามารถแยกไดจากสมเชนกนั แตความแตกตางที่สราง perithecia และ ascospores บนอาหาร
เล้ียงเชื้อนั้นเปนลักษณะหนึง่ที่ใชสําหรับการแยกระหวาง G.  mangifera  และ G. citricarpa  แต
ไมไดเปนลักษณะสําคัญที่ใชในการจาํแนก 

จากการตรวจเอกสารพบวารา G. citricarpa  สราง perithecia และ ascospores  บนใบ
ของสมที่รวงอยูบนพื้นดิน  และ ascospores นี้เปน primary inoculum ในการเขาทาํลายใบและ
ผลบนตนเมื่อมีอุณหภูมิและความช้ืนที่เหมาะสม เมื่อเขาทาํลายอยูบนใบและผลแลวจะสราง 
conidia ภายใน pycnidia  (Kiely, 1948; 1949; Kotzé, 2000; Baayen et al., 2002) และจาก
การศึกษาคร้ังนี้ไดเก็บใบของสมโอที่อยูใตตนบนพื้นในชวงเดือนกรกฎาคม  2550  มาตรวจใต
กลองจุลทรรศน  stereo พบรา Colletotrichum sp. เปนจํานวนมาก  ไมพบ ascospores ของรา 
G. citricarpa  ที่เปนดังนีเ้นื่องจากใบสมที่เก็บมาสวนใหญอยู ในระยะที่เร่ิมยอยสลายและแปลง
สมโอที่เก็บมานี้ใตตนสมโอมีความช้ืนมาก และ รา Colletotrichum sp. เจริญไดรวดเร็วกวา และ
ราสาเหตุโรคจดุดําเจริญชา ดังนั้นจึงพบ Colletotrichum sp. เปนจํานวนมาก เพราะฉะนั้น
การศึกษา ascospores ของราชนิดนี้ทีพ่ักตัวอยูบนใบที่รวงหลนบนพืน้ก็มีความสําคัญ เนื่องจาก 
ascospores เปน primary inoculum ที่เขาทาํลายใบและผลสมโอ ทําใหทราบชวงระยะเวลาใดทีม่ี
ปริมาณของราสาเหตุอยูบนพื้นดินมาก เพื่อเปนขอมูลและการพยากรณการระบาดของโรคนี้ได  
เพราะฉะนัน้การควบคุม โรคจุดดําของสมโอที่ควรปฏิบัติในเบ้ืองตนคือการเขตกรรมโดยการเกบ็
เศษใบไมและผลที่รวงอยูบนดินทิ้งไปเพื่อเปนการลดปริมาณของ inoculums 
2. การตรวจสอบความจําเพาะของไพรเมอร 
 ผลของการตรวจสอบรา G.citricarpa และ G.mangiferae ดวยเทคนิค PCR  โดยใชไพร
เมอร ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC)  พบวา สามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาไดจากดีเอ็นเอ
ของ  G.mangiferae โดยจะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  226 คูเบส  ซึง่สอดคลองกับการ
ทดลองของ  Everett and Rees George (2006a)  แตจากการทดลองคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบ
ผลผลิตของปฏิกิริยาดีเอ็นเอของ G. citricarpa ได อาจเปนเพราะราท่ีแยกไดนี้มกีารเจริญของเช้ือ
ชามาก จากการที่สกัดดีเอ็นเอนัน้ พบปญหาการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอ่ืน อยางไรก็ตามการ
ทดลองของ Everett and Rees George (2006a)  สามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาไดจากดี
เอ็นเอของ  G.mangiferae โดยจะพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  501 คู เบส   
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3. การตรวจสอบความไวของปฏกิิริยา PCR 
 การตรวจสอบความไวของปฏิกิริยา PCR  ในการผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 
7 ngกับดีเอ็นเอของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng กับดีเอ็น
เอของรา  G. mangiferae  พบวาเมื่อผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติความเขมขน 70 ng กับดีเอ็นเอ
ของรา G.citricarpa  และผสมดีเอ็นเอของสมโอปกติ ความเขมขน 7 ng กับดีเอ็นเอของรา  G. 
mangiferae  ที่ความเขมขน 20 ng, 400 pg, 40 pg และ 4 pg เทียบกับดีเอ็นเอของรา 
G.citricarpa  และรา  G. mangiferae 40 ng  พบวาสามารถตรวจสอบผลผลิตของปฏิกิริยาของ
รา G. mangiferae ไดที่ระดับดีเอ็นเอของเชื้อที่นอยที่สุดไดที่ 40 pg 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 
  จากการแยกเช้ือจากอาการของจุดดําสมโอตามลักษณะอาการตาง ๆ  แยกไดทั้งหมด 65 

isolates จําแนกชนิดเปนรา Guignardia citricarpa  5 isolates โคโลนีของราเจริญชา,  G. 
mangiferae  27 isolates  โคโลนีของราเจริญเร็ว และ Unidentified Phyllosticta  33 isolates   
และจากการตรวจสอบรา  G. citricarpa  สาเหตุโรคจดุดําของสมโอ และรา G. mangiferae ซึง่มี
ลักษณะเปน endophyte โดยการใชเทคนิค Polymrerase Chain Reaction (PCR) ดวยไพรเมอร 
ITS1 (5’ TCCGTAGG TGAACCTGCGG) และไพรเมอร ITS4 (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC) ไดนํามาทดสอบ เพื่อการนาํไปใชในตรวจสอบราสาเหตุโรคจุดดํา
ของสมโอเพื่อการสงออก โดยการทดสอบกับดีเอ็นเอของราในระยะการเจริญของสปอรและเสนใย 
ความจําเพาะของปฏิกิริยา PCR และไพรเมอรดังกลาวสามารถตรวจสอบรา G. mangiferae ไดใน
ระยะการเจริญของสปอรและเสนใย โดยมีขนาดของช้ินสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหไดประมาณ 226 คู
เบส และจากการวิเคราะหปฏิกิริยา PCR ของสปอรทีผ่สมกับดีเอ็นเอของสมโอปกติที่ความเขมขน 
70 ng พบวาสามารถใชตรวจสอบไดกับปริมาณดีเอ็นเอของเช้ือ G. mangiferae  ที่ระดับ 40 ซึ่ง
เปนระดับตํ่าสุด  แตในการศึกษาคร้ังนี้ไมสามารถตรวจสอบรา  G. citricarpa  ได   อยางไรก็ตาม
ควรทําการทดลองอีกคร้ังเนือ่งจากเชื้อสาเหตุทีท่ําการศึกษาเปนเช้ือทีใ่หม การเจริญเติบโตชาและ
เกิดการปนเปอนของเชื้อชนดิอ่ืนทําใหมีปญหาในการสกัดดีเอ็นเอ 
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